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Nota do autor

A vida nunca foi logica, tampouco parece I6gica a via que me conduziu a esta
analise do que seria uma possivel contribuicdo a ciéncia. Entretanto, ao longo de qua-
renta anos de militdncia na pesquisa sobre a doenca de Chagas foi possivel, neste pon-
to, avaliar como tem sido o percurso da producdo do conhecimento que, finalmente,
aparece em forma de capitulos deste livro.

O olhar retrospectivo mostra uma periodicidade nesta forma de prestacdo de
contas perante a sociedade que patrocinou a produgdo cientifica. Se dissesse ao leitor
que ndo planejei fazé-la, poderia ser reprovavel, diante da exigéncia de alguns foéruns de
estringéncia que admitem que o intuitivo néo participe significativamente do processo
de construcdo do conhecimento. Porém, seria recomendavel usar uma citagdo como
alibi: “Intuicdo é o que vocé ndo sabe que sabe, mas sabe”, frase que li na autobiografia
do genial Tostdo. Mais além, esta prestagdo de contas pode evidenciar a idéia de que
gostaria de continuar sendo depositario da confianca da sociedade.

Intuitivamente, parei para lancar olhar retrospectivo a cada dez anos. Em 1977,
escrevi 0 capitulo Immunoprophylaxis against Chagas disease, do livro Immunity
to blood parasites ofanimals and man, da série Advances in experimental medicine and
biology, editado por L. H. Miller,J. A. Pino e J.J. McKelveyJr., Pienun Press, New York.
Em 1987, convidado pelo editor E. S. L. Soulshy, escrevi o capitulo The stercorarian
trypanosomes para o livro Immune responses in parasitic infections: immunology, immu-
nopathology and immunoprophylaxis, CRC Press, Boca Raton, Florida. Novamente, em
1996, convidado a contribuir para o capitulo “Autoimmunity in Chagas Disease”, do
livro Microorganisms and autoimmune diseases, da série Infectious Agents and Pathogene-
sis, editado por H. Friedman, N. R. Rose, M Benedelli, Plenum Press, London. E, em
2006, convidado para contribuir com o artigo de revisdo “Evolution and pathology in
Chagas disease”, para o conceituado jornal cientifico Memorias do Instituto Osvcaldo
Cruz, do Rio de Janeiro. Essa freqiiéncia na apresentacdo de artigos de revisdo, que
considero parcimoniosa, pode ser explicada no mundo cientifico, que considera a pro-
ducdo da verdadeira contribuicdo ao conhecimento novo mais significativa que o papel
de sua divulgagéo.
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A percepcdo desse segundo livro nasceu de negociacBes com os editores de
jornais cientificos que cederam o direito sobre os artigos antes publicados na lingua
inglesa. Esta também foi a génese do primeiro livro, intitulado Doenca de Chagas e ou-
tras doengaspor trypanossomos, publicada pela Editora Universidade de Brasilia/CNPq
em 1987. No prefécio do livro, 0 saudoso Professor Phillip Marsden destaca:

Um dos maiores problemas em biomedicina ainda é a comunicacdo. Por
exemplo, quem no Brasil tem conhecimento dos avancos recentes, neste
campo, que se conquistaram na China e na Unido Soviética? Um fator do-
minante deste isolamento que atinge muitos povos € a linguagem. Nao se
prevé o advento de um esperanto cientifico neste momento. Uma solugéo
parcial é publicar o material de referéncia (til em mais de uma lingua.

Sigo até hoje essa recomendacao de Phil Marsden. Dessa forma, o livro foi elaborado
para o acesso do leitor curioso, que ndo necessariamente se limita ao especialista.

Outra constatacao que pode ser feita pelo leitor ao seguir para as proximas pa-
ginas é que Guimardes Rosa estava certo ao afirmar: “Ciéncia é mutirdo de muitos”.
A construgdo coletiva do saber é marca de quatro décadas de experiéncia descrita
aqui. Jamais esta obra teria sido possivel se 0 autor ndo tivesse tido a felicidade de
juntar jovens de diversas origens, tendo como Unico argumento a forca da idéia na

investigacdo de uma doenca intrinsecamente presente na vida das familias. E nada

mais pode ser dito, pois jamais foi garantido o que vai acontecer na pesquisa feita no

Brasil no ano seguinte. E, finalmente, o melhor de tudo: a vida é algo muito precioso
para ser dedicada a segunda coisa que mais se ama. Feita a escolha, chegam as forcas
necessarias a construgédo do saber.

Tenho enorme débito com todos que contribuiram direta ou indiretamente
com a realizacdo do trabalho apresentado neste livro. Muitos deles, que permanecem
no anonimato, tiveram uma participacao significativa na organizagdo dos meios para
execucdo do trabalho. Outros, os colaboradores, sdo reconhecidos pelos nomes na lite-
ratura citada na obra. Os agradecimentos estendem-se as fontes de fomento a pesquisa
e a pés-graduagdo: Financiadora de Estudos e Projetos (Finep), Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), Ministério da Ciéncia e Tecnolo-
gia, Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (Capes) Ministé-
rio da Educacéo, Diviséo de Ciéncia e Tecnologia do Ministério da Salde e Fundacéo
de Empreendimentos Cientificos e Tecnolégicos (Finatec).

Sou particularmente reconhecido a Universidade de Brasilia (UnB), que ao lon-
go desses anos me tem oferecido a ambiéncia aconchegante essencial para o cum-
primento da missdo compartilhada na produgdo e na transmissdo de conhecimento
novo. O reconhecimento estende-se a Universidade Federal de Minas Gerais, que me
acolheu e me concedeu o titulo de Doutor mediante defesa direta de tese. Agradego
ainda a Cornell Medical College e a outras instituigdes no exterior que me ajudaram
no ritual de passagem em busca de conhecimento.

O livro foi escrito com o cuidado necessario, de forma que cada informacéo
expressa em frase ou paragrafo esta sustentada em citagdes que identificam a origem



do conhecimento empregado na elaboracdo do conceito. Possivelmente, uma inten-
¢do do autor foi dar continuidade ao seu papel de instigador da discussdo pertinente
ao tema. Nesse particular, cuidou-se de fazer um livro ndo dogmatico, provocativo e
mesmo polémico no sentido de que o progresso da ciéncia requer o embate das idéias
expostas com foco no conhecimento e com auxilio da tolerancia, pratica verdadeira-
mente religiosa na época em que vivemos.

Brasilia
Novembro de 2006

Nota do autor
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Prefacio

Ha virias geragdes, os brasileiros vém pagando pesado tributo em vidas dizi-
madas pela doenga de Chagas. Ela faz parte do obitudrio nacional desde os pioneiros,
que hd longo tempo aqui se estabeleceram. J4 no século XVIII, a literatura dos jesuitas
a registra, quando eram procurados pelos nativos que indagavam se “iriam continuar
vivendo” (referéncia 2 morte subita de alguém pelo mal de Chagas), ou afirmavam ter
o “coragio batendo visivel no peito”.

A doenga de Chagas ¢ a mais letal de todas as moléstias endémicas de origem
infecciosa. Distribuida pelo continente americano, tem efeito devastador na América
Latina. A Organizagdo Mundial da Saude estima em 18 milhdes o nimero de pessoas
infectadas com o Trypanosoma cruzi, agente causal da enfermidade. Estudos mostram
que a mortalidade alcanga 0,56% por ano. Isso significa que anualmente cerca de cem
mil chagdsicos morrem da doenga, geralmente entre os 30 e os 45 anos de idade. Um
tergo desses chagésicos é brasileiro.

O 6nus que causa ¢ imenso. A perda econdmica decorrente da moléstia supera
6 bilhoes de délares por ano, nas estimativas da Organizagio Mundial da Saude ¢ do
Banco Mundial. Considerada, no passado, enfermidade dos que viviam em condigoes
precdrias no interior, o éxodo rural tornou-a também uma calamidade urbana. Avalia-
se que 20 mil novos casos sio produzidos a cada ano apenas por transfusio de sangue
contaminado. A doenga, circunscrita antes aos pobres e aos deserdados, agride agora
um espectro social muito mais amplo.

Todo este quadro representa um desafio gigantesco para o Brasil. Foi a prépria
pesquisa brasileira quem o descobriu. A histéria é conhecida e teve inicio quando o
médico Carlos Justiniano Ribeiro das Chagas investigava a ocorréncia de maliria em
Lassance, na regido do rio Sio Francisco. Foi naquele povoado, observando insetos
hematéfagos nas paredes de pau-a-pique, que encontrou um novo parasito, batizado
Trypanosoma cruzi em homenagem a Oswaldo Cruz.

Tendo verificado os efeitos patogénicos do parasito em animais de laboratério,
Carlos Chagas localizou em seguida sua presenga em animais domésticos. Como ji
havia detectado manifestag6es patolégicas inexplicdveis nos habitantes, comegou a in-
vestigar ligagbes entre o novo parasito e a condigdo moérbida da populagdo. A 23 de
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abril de 1909, Chagas descobriu 0 parasito no sangue de um ser humano: a menina
Berenice, de trés anos, em plena fase aguda da doenca.

O que tornou possivel essa descoberta foi uma poderosa combinagao, presente
em Carlos Chagas, da apurada sensibilidade clinica do médico e da rigorosa formacéo
cientifica do pesquisador. Era um dos primeiros exemplos, ao lado dos sucessos da Es-
cola Tropicalista Baiana e daqueles mais recentes de Oswaldo Cruz em Manguinhos,
da fecunda articulagdo entre a medicina tropical e a investigacdo cientifica, promo-
vendo uma pesquisa biomédica de folego e que se traduziria por atividades cientificas
brasileiras de grande impacto internacional.

O feito de Chagas é reconhecidamente excepcional na histéria da medicina:
a descoberta do agente patogénico, sua caracterizacdo e a descricdo da moléstia por
ele provocada - tudo isso conduzido por uma Unica pessoa. “Nunca até agora, nos
dominios das pesquisas bioldgicas, se tinha feito um descobrimento tdo complexo e
brilhante e, 0 que mais, por um s6 pesquisador,” diz Oswaldo Cruz. E Chagas foi ainda
0 primeiro a perceber o impacto social dessa doenca.

A obra seminal de Carlos Chagas inspirou uma longa e fecunda historia de
investigacdo da enfermidade. Pesquisadores de diferentes instituicGes e regifes do
pais debrugcaram-se insistentemente sobre seus varios aspectos e buscaram formas de
combaté-la. Assim, ao longo do tempo, e mais recentemente com o surgimento de
novos instrumentos conceituais e experimentais, avancos significativos foram obtidos
na compreensao da moléstia e de sua propagagdo.

O problema, contudo, continua opondo resisténcia tenaz as tentativas de solu-
¢do. N&o apenas a letalidade da moléstia persiste em niveis elevados, como muitos dos
seus atributos permanecem desafiando o entendimento. Por isso 0 surgimento deste
livro é auspicioso. Inspirado e organizado pelo professor Anténio Raimundo Lima
Cruz Teixeira, ele se inscreve na brilhante tradicdo de Carlos Chagas e traz contribui-
cao rica e original a abordagem da questdo.

Fruto do trabalho de diversos pesquisadores, seus capitulos integram um quadro
abrangente, contemplando mdltiplas dimensGes da doenga em sua génese, seus aspec-
tos clinicos e patoldgicos, as perspectivas de tratamento e a economia que enquadra
esse complexo universo. Mais do que uma nova sintese, trata-se, em realidade, de um
olhar novo e instigante, que abre novas perspectivas de compreensdo desse flagelo e
sinaliza novas trajetorias para sua cura.

Um trabalho desta envergadura é raro. SO se tornou possivel, neste caso, porque
condensa uma historia de pesquisa paciente e rigorosa. Antdnio Teixeira vem, ha quase
guarenta anos, com seus alunos e colaboradores, consistentemente construindo a visdo
aqui descrita. Ela teve origem na hipétese de que a doenga apresenta um componente
auto-imune, pelo qual as células de defesa do organismo infectado atacam o préprio
corpo alterado pela acdo do Trypanosoma cruzi.

Essa hipétese foi recentemente confirmada por Teixeira e seus colaboradores
da Universidade de Brasilia, a0 demonstrar a ocorréncia de mutagdo em que parte do
DNA do parasito é transferida para 0 homem, alterando o padréo genético. Essa alte-
racdo perturba o sistema imune, que reage atacando o tecido modificado. O desarranjo



no material genético, gerado dessa forma, permite compreender os efeitos da doenga
de Chagas, especialmente no coragéo.

Essas descobertas tém vérias conseqliéncias importantes. Em primeiro lugar,
sugerem uma nova trajetdria para o tratamento da doenca, por terapia génica. Para
tanto, os pesquisadores prop&em a utilizacdo da biotecnologia do RNA para interferir
no processo e silenciar as mutacdes causadoras das reacdes de rejeicdo (auto-imunes)
do organismo. Abrem, assim, perspectivas de avancos decisivos no controle e no trata-
mento eficaz da doenca.

Mas, além de elucidar a produgdo dos agravos no corpo do chagéasico e propor
uma nova terapéutica, essas descobertas tém também implicacdes para a Teoria da
Evolucdo. Ao descrever uma nova modalidade de heranca entre espécies diferentes,
apontam um “elo perdido” na evolucédo das espécies: como o0 DNA herdado pode ser
transmitido aos filhos, o patriménio hereditario continuaria se modificando, com cres-
cimento do genoma por mutacgdes associadas a doenga.

Estamos, portanto, diante de uma obra de riqueza excepcional, que se desdobra
em muitas frentes e abre vertentes promissoras para a investigacdo cientifica. Mais
ainda, combinando o que de mais sofisticado pode hoje oferecer o aparato cientifico ao
ancoramento resoluto na realidade, traz ainda uma licdo plena de sabedoria: a de que a
exceléncia cientifica ndo implica indiferenga para com a realidade que nos cerca. Pelo
contrario, é na relevancia que o presente trabalho encontra seu horizonte norteador
permanente.

Ao mesmo tempo indicador do estagio atual de maturidade do empreendimen-
to cientifico brasileiro e da preocupacdo obstinada com a relevancia social, o trabalho
subjacente a este livro é ainda testemunha das peripécias que se colocam para a ciéncia dos
trépicos quando ascende a ribalta iluminada dos paises centrais. O curioso episodio de
sua travessia metedrica pelas paginas da revista Cell é emblematico das contingéncias
desse tempo.

Ao passar pelos crivos severissimos da Celle seus muitos revisores, as descobertas
contidas neste trabalho receberam sua carta de nobreza. Seguiram nisso a liturgia das
revistas de prestigio, que antepdem, compreensivelmente, as exigéncias mais severas
para 0 acesso a sagragao de suas paginas. O que se passou em seguida ndo foi até agora
explicado. Sem nomear razao inteligivel, o que contraria os cédigos mais elementares
da ética da publicagéo, o texto foi retirado de suas paginas.

O clamor internacional que se levantou das mais respeitadas instituicdes e as
manifestaces de cientistas acatados, vazadas em termos de contida indignacao, além
do protesto de revisores da revista, deixando o abrigo usual do anonimato para revelar
sua perplexidade, resgatam parte da credibilidade das publicacdes de elite. Mas a crise
provocada pelo gesto insolito ndo se extinguiu de todo, nem a logica da impessoalidade
objetiva sai indene dessa estranha escaramuca.

No fundo pouco importa. As razdes profundas que conduzem a pratica cientifica
residem em outras plagas. Elas se encontram no gesto ltdico de desafiar o desconhecido
e viver as vitdrias provisorias que renovam o desafio, no fascinio da criagdo comparti-
lhada, na experiéncia do limite, no convivio com o mistério, na busca de artefatos que
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contribuam para aliviar o sofrimento. E, nos nossos paises de caminho errante, no
sonho de inserir a experiéncia arriscada do conhecimento nas estratégias necessdrias
de transformagio. E este o significado essencial deste livro que chega agora s nossas
maos.

Evando Mirra de Paula e Silva
Professor Emérito da UFMG
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Comofoi que tudo comegou? Talvez nem Ele saiba!

Ainda que ndo saibamos como a vida comecgou, existem indicios sugestivos de
que os seres vivos tenham surgido pela aproximacdo, pela associacdo, pela cooperacao
e pela simbiose de microorganismos primitivos organizados a partir de moléculas de
RNA, DNA e proteinas circunscritos, por uma pelicula externa de lipidio e carboidra-
to. Essa uniformidade bioquimica sugere que todo ser vivo teve origem em ancestral
semelhante. Esse processo é extremamente mutavel, e os descendentes modificados
determinam o passo da evolugdo, que cria novas formas de vida com enorme diversi-
dade. Nele, vida e morte/doenca perpetuam-se pelas mutagdes essenciais no processo
de evolugdo das espécies mantido por forga motriz universal.

Introducéo

Ao longo dos tempos, duas perguntas permanecem sem resposta no n0sso ima-
ginario: O que é vida? Como e quando os seres vivos surgiram? Nao existe uma defini-
cdo de vida que satisfaga amplamente todos os cientistas. Muitos estudiosos afirmam
que os sistemas vivos devem possuir a capacidade de auto-reproducdo. Um conceito
denominado autopoiese refere-se a continuidade da vida que possui a capacidade de
produzir a si mesma. Uma entidade autopoiética metabolizaria continuamente e per-
petuar-se-ia por meio da atividade quimica e do movimento das suas moléculas.
A molécula de DNA é inquestionavelmente parte importante da vida na Terra; entre-
tanto, apesar de se replicar, ndo € autopoiética. Quando uma molécula de DNA produz
outra idéntica, nés chamamos esse processo de replicagdo. Quando um ser estando
vivo, como uma célula ou um organismo constituido de muitas células, desenvolve
outro similar (com diferencas atribuidas a mutagdes, recombinagdes genéticas, aqui-
sicdo simbidtica, variacdo do desenvolvimento, entre outras), isso é conhecido como
reproducdo. Quando se reproduzem, eles alteram a forma e modificam sua descendén-
cia, sendo esse processo reconhecido como evolucdo: mudancas introduzidas numa
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populacéo de seres vivos ao longo do tempo. Evolugéo, portanto, significa descenden-
tes com modificacdes.!

Os cientistas compilaram uma lista de atribuicGes que devem estar presentes em
todos os seres vivos:

1) Autoconservacdo: a principal funcéo de todo ser vivo é a autopreservagao ou capa-
cidade de continuar existindo.

2) Auto-reprodugdo: todo sistema vivo resulta da reproducéo de seu semelhante.

3) Armazenamento de informacdo: cada organismo contém informacgdo gené-
tica representada pela molécula de DNA, que é transcrita e traduzida em
proteinas, de acordo com um c6digo universal comum a todos os seres.

4) Respiracdo/fermentacéo: cada ser vivo possui metabolismo que transforma a ma-
téria retirada do meio ambiente em energia utilizada para a manuten¢do do indivi-
duo.

5) Estabilidade: em cada ser vivo, 0 meio ambiente interno permanece estavel diante
das perturbacdes e das modificagdes do mundo externo.

6) Protecdo: cada parte de um organismo contribui para a sobrevivéncia do todo, ga-
rantindo sua conservacdo e identidade.

7) Evolucdo: mutacfes genéticas e sele¢do natural introduzem modificagBes gend-
micas que favorecem a adaptagédo e a complexidade dos seres vivos. Para muitos, a
complexidade da vida é mero produto da evolugao.

8) Morte: ¢ a fase final de todo organismo vivo, precipitada por agressdes externas ou
controlada por genes.

Os seres vivos interconectam-se e integram-se direta ou indiretamente median-
te corpos e populacgdes. Para entender a vida, seria necessario conhecer o inicio de tudo.
Como as primeiras formas de vida surgiram na Terra hd aproximadamente 4,5 bilhdes
de anos, é tarefa impossivel recriar a vida com o intuito de compreendé-la por inteiro.
Como disse certa vez Clarice Lispector, “viver ultrapassa todo entendimento”.

A época pré-bidtica

O mais humilde organismo, uma simples bactéria, ja € um somatorio de
grande ndmero de moléculas. Ja ndo se questiona se todas as pecas teriam
sido formadas independentemente no oceano primitivo para se encontra-
rem por chance um dia e, repentinamente, se organizarem em um sistema
de tal complexidade.l

Como foi mesmo que a vida surgiu na Terra?

Acredita-se que a Terra foi formada ha mais de 4 bilhdes dcanos. Paleontélogos
identificaram fdsseis de microrganismos que datam de bilhdes de anos, e a analise
guimica desses fosseis sugeriu a presenca de organismos fotossintéticos. Nessa fase, a



Terra primitiva estava submetida a intensa atividade quimica, representada por gran-
des tempestades formadas por descargas elétricas e radioativas. A questdo de como a
vida surgiu na Terra continua sendo um dos grandes enigmas da ciéncia ainda hoje.
O periodo pré-biético foi marcadp por grandes modificacdes geoldgicas e cosmo-
légicas. A Terra sofreu freqiientemente intensos bombardeios de meteoritos em sua
superficie, 0 que por muitas vezes levou a modificagcdo de sua Orbita e a extingdo de
matéria organica requerida para o surgimento de vida. Outrossim, aminoacidos e bases
nitrogenadas necessarias para a formacéo da vida podem ter sido trazidos para a Terra
por colisdes dos inlmeros meteoritos e cometas durante os primeiros bilhdes de anos
da historia do planeta. Alguns cientistas acreditam que a matéria organica primordial
pode ndo ter sido originada na superficie da Terra e sim trazida do espaco interestelar.
No inicio do século passado, j& se falava que esporos de bactérias se teriam dissemina-
do pelo universo. Teria a vida se iniciado em outro sistema solar e depois migrado para
aTerra, como admite a Teoria da Panspermia?}

Genericamente, a teoria mais aceita € a que descreve o desenvolvimento da vida
na Terra em trés estagios:

1) evolucédo quimica, na qual simples moléculas reagiram para formar polimeros orga-
nicos mais complexos;

2) organizagdo dos polimeros para formacdo de entidades replicativas;

3) evolugdo bioldgica até a formagdo dos organismos complexos da atualidade.

A atmosfera da Terra primitiva era bem diferente da que encontramos hoje. N&o
havia quantidade significativa de O2, substancia altamente tdxica para 0s organismos
entdo existentes. Assim, as propriedades quimicas das misturas dos gases geravam uma
atmosfera redutora (ganha elétrons), e atualmente a Terra possui uma atmosfera oxi-
dante (emite elétrons).

Ha& aproximadamente um século, surgiu a idéia de que as radiagdes ultravioletas
ou descargas de raios solares transformariam moléculas primordiais em componentes
organicos simples, como 0s aminoéacidos, as bases dos acidos nucléicos e os aglcares.
Aquela fase de reagdes pré-bioticas provavelmente teria perdurado por um periodo de
centenas de milhares de anos. Acredita-se que 0s oceanos da Terra primitiva se teriam
transformado em uma verdadeira sopa orgénica, e nesse meio ambiente os componen-
tes organicos, apds inimeras reacgdes, teriam se condensado para formar polipeptidios
(proteinas) e acidos nucléicos (DNA e RNA). Isso foi demonstrado experimental-
mente simulando os efeitos da atmosfera primitiva em uma reagéo fisico-quimica com
quantidade significante de componentes organicos solGveis na agua. Posteriormente,
descobriu-se uma molécula parecida com o DNA, formada espontaneamente a partir
de simples componentes de carbono e sal. Por dltimo, foi sintetizado o ATP (adenosi-
na-trifosfato), universalmente usado para estocar energia.l-

Adenosina, timina, citosina, guanina e uracila, bases nitrogenadas que com-
pdem DNA e RNA, provavelmente foram sintetizadas na fase quimica pré-biotica.
Contudo, ainda existe imensa lacuna desconhecida sobre o aparecimento de molé-
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cuias de hidrocarbonetos e polipeptidios, envolvidas por bicamadas lipidicas que se
comportam como sistemas metabolicos, que formam células, unidades verdadeira-
mente autopoiéticas com capacidade autotréfica e auto-reprodutiva. Concluindo, a
ciéncia ainda ndo sabe como surgiu a vida.

RNA: a supermolécula

A uniformidade bioquimica dos seres vivos demonstra que 0S 0rganismos exis-
tentes foram originalmente formados a partir de ancestrais comuns. A existéncia dessa
via deu origem avida a partir das moléculas geradas pela evolugao quimica. Mas como
a biologia dos seres vivos evoluiu? As hipoteses do “mundo de RNA” e do “mundo de
proteinas” foram formuladas para explicar essa questdo. Recentemente,5 propuseram
a hipétese de origem da vida a partir da autocatalise de simples peptidios e da ligacdo
dessas moléculas a nucleotideos, favorecendo a estabilidade da molécula de RNA. Essa
ligacdo poderia ter gerado a primeira RNA-polimerase, entdo denominada proteo-
enzima. Nos primeiros tempos, a molécula de RNA acumulava as fungdes do DNA
dentro das células. Assim, ganha consisténcia a hipotese de que a vida na Terra teria
surgido a partir da geracdo de uma supermolécula capaz de agir ao mesmo tempo
como gene e enzima. As células mais primordiais teriam sido formadas por moléculas
de RNA, que mais tarde evoluiram para o sistema de DNA.6,7

Os genes sdo moléculas de DNA e para funcionar precisam da transcrigdo pelo
RNA. O DNA e 0 RNA juntos codificam as proteinas que formam as estruturas ce-
lulares e controlam os genes. Aparentemente, a molécula de RNA é mais versatil em
sua estrutura bioquimica quando comparada ao DNA. Enquanto o DNA necessita do
RNA para codificar as proteinas, 0 RNA sozinho pode direcionar tanto sua propria re-
plicagdo quanto a sintese de proteinas. A molécula RNA é auto-replicavel em um tubo
de ensaio. O mais interessante é que algumas moléculas deste RNA tém capacidade
de se replicar mais rapidamente que a original. Essa propriedade do RNA parece-se
com virus, 0 “RNA virus”. A capacidade auto-replicativa do RNA junta-se a uma
propriedade dessa molécula, atuar como uma ribosima, enzima que digere e rearranja
a si mesma. O RNA ¢ considerado a primeira molécula iniciadora da vida, atuando
como enzima e gene. Por isso, afirma-se que 0 mundo de DNA dos dias de hoje deve
ter evoluido a partir de um mundo de RNA.69

Os primeiros seres vivos - bactérias

Nem RNA nem DNA sozinhos séo capazes de gerar um organismo vivo. O con-
ceito da biogénese sugere que logo ap6s o surgimento dos processos metabolicos e da
sintese protéica teriam sido originadas as primeiras membranas. A partir dai a vida
tornar-se-ia um fenémeno celular.



Na Terra primitiva, a atmosfera possuia apenas tracos de oxigénio. O planeta foi
primeiramente habitado pelos microrganismos anaerobicos, seres que ndo produziam nem
utilizavam oxigénio para seu metabolismo. O oxigénio comecou a ser liberado na atmos-
fera somente quando as bactérias de cor verde evoluiram para um modo de utilizacéo da
fonte de energia solarjuntamente com moléculas de dgua. Esse processo, conhecido como
fotossintese, transformou a atmosfera em uma extenséo da evolugdo do metabolismo bac-
teriano.14

As bactérias surgiram entdo como 0s primeiros sinais de vida primitiva na Terra.
Os primeiros fosseis de seres vivos foram encontrados incrustados em rochas ancestrais
dispersas em todo o planeta. Em estruturas rochosas conhecidas como estromatdlitos,
foram encontrados fdsseis de cianobactérias, sugerindo que as primeiras formas de vida
ocorreram h& mais de 3 bilhdes de anos.3

As arqueabactérias, referindo-se a sua descendéncia direta dos primeiros habitan-
tes do nosso planeta, sdo capazes de sobreviver em um ambiente extremamente indspito,
onde podem ser encontradas ainda hoje. As bactérias cresceram pela fermentacao; que-
bravam os componentes organicos e 0s aglicares para sua energia e sustento e excreta-
vam é&cidos e alcoois no meio ambiente. Assim, 0 planeta foi inicialmente povoado por
fazedores de metano, amantes de sulfas e outros anaerébicos, seres que nem produziam
nem usavam oxigénio para seu metabolismo. Esses seres, classificados como heterétro-
fos, necessitam de fontes de carbono e energia externa para fabricar seu alimento, e com
o0 decorrer do tempo essas fontes de energia tornaram-se limitadas e escassas. Diante
dessa crise alimentar, alguns fermentadores desenvolveram a capacidade de produzir seu
préprio alimento.

A inovagdo metabolica mais importante na historia do planeta foi o desenvolvi-
mento da fotossintese. Por meio dela, os seres vivos libertaram-se da escassez de energia,
constituindo os primeiros seres autétrofos. Na fotossintese, a energia de um féton pro-
veniente da luz solar excita um elétron da molécula de clorofila, que transfere o excesso
de energia para uma molécula de ATP liberando molécula de O2 A molécula de ATP
garantiu uma importante contribuicdo para os seres vivos, permitindo que a energia ge-
rada pelos processos metabdélicos pudesse ser acumulada. A atmosfera terrestre tornou-se
uma extensdo da evolucdo do metabolismo das bactérias.

A partir do surgimento das bactérias fotossintéticas, 0 oxigénio comegou a ser
liberado no meio ambiente. As bactérias cianoficeas evoluiram das bactérias verdes fo-
tossintéticas, e os atomos de hidrogénio utilizados no processo eram provenientes das
moléculas de agua, liberando o gas oxigénio na atmosfera.

O oxigénio ¢ uma molécula altamente reativa com enzimas, proteinas, acidos nu-
cléicos e lipidios. Além disso, produzem radicais livres capazes de reagir e interferir em
varios sistemas metabdlicos.19 Dessa forma, com o crescimento das bactérias cianoficeas
fotossintéticas, a concentragdo de oxigénio tornou-se varias vezes maior, correspondendo
a aproximadamente 20% da atmosfera. As altas concentragdes de oxigénio selecionaram
vias metabdlicas mais refinadas, que protegiam os microrganismos dos danos oxidati-
vos, evoluindo para a forma mais eficiente de metabolismo cncrgctico - o metabolismo
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oxidativo ou respiragdo. A partir das bactérias surgia o primeiro reino de seres vivos do
planeta - a monera.

Origem dos eucariotes

No6s ndo podemos decifrar a complexidade maravilhosa de um ser vivo; mas
a hipotese considerada aqui avangou essa complexidade ainda além. Cada
criatura deve ser vista como um microcosmo - um pequeno universo, forma-
do por legido de organismos auto-replicativos, inconcebivelmente minuscu-
los e tAo numerosos como 0s corpos celestes.l)

Algumas linhagens de bactérias evoluiram para formar os diferentes reinos dos
seres vivos, incluindo o nosso. Esses microrganismos constituem 0s seres com maior
transformacgdo metabdlica e adaptacdo ao planeta, podendo usar a fotossintese como
as plantas, fermentar como os fungos e respirar como 0s animais. Pode se dizer que a
Terra primitiva era um local muito promiscuo, onde as espécies tinham crescimento
prodigioso e rapida transferéncia génica, e, uma a uma, herdaram as transformagdes,
originando os diversos reinos que compdem todos os seres vivos (Figura 1.1).

| PROCARIONTES | EUCARIONTES |
4500 2500 500

Eon arqueabacléria Proierozéico Fanerozéico

Figura 1.1 Origem bacteriana das céluas nucleadas (modificada de Margulis e Sagan, 2002)

As bactérias sdo procariéticas, ou seja, ndo possuem seu material genético em
compartimento (nucleo) separado por membrana, facilitando grande freqliéncia de
transferéncia génica entre individuos. As bactérias evoluiram de uma maneira sexuada de
reproducdo, na qual ha troca de material genético entre dois individuos. A aquisi¢do da
reproducdo sexuada ou conjugacgdo foi muito importante para o surgimento das células
com nucleos, gerando seres eucaridticos. Com o intercambio de genes e com a aquisi¢do
de novas caracteristicas herdadas, as bactérias expandiram a diversidade genética.l-



H& aproximadamente 2 bilhGes de anos, em diferentes partes do planeta, um
novo reino de células evoluiu das interagfes bacterianas por meio de trocas génicas
incontaveis. Essas novas células foram os primeiros eucariontes protistas, iniciando
assim a era Proterozdica. Esses novos seres unicelulares posteriormente evoluiriam
para a formagéo dos protistas multicelulares, que por sua vez deram origem aos outros
trés reinos da vida: Fungi, Plantae e Animalia. Todos 0s seres eucariontes surgiram a
partir dos protoctistas.

Atualmente, as diferengas entre comportamento, genética, organizagdo, metabo-
lismo e especialmente estruturas, entre eucariontes e procariontes, sdo abissais. Essas
diferencas marcam a grande divisdo celular: procariontes e eucariontes formam os dois
grandes grupos da vida na Terra.l-4

Evolucéo dos eucariontes

Na segunda década do século XX, também surgiu uma idéia de que as bactérias
representariam o fator fundamental para a origem das espécies. Essa idéia queria dizer
que novas espécies seriam formadas pela aquisi¢cdo de bactérias simbiontes, e a isso se
deu 0 nome de simbiontecismo. Hoje, muitos pesquisadores concordam que fungos,
plantas e animais evoluiram de protistas ancestrais por meio de associa¢fes simbion-
ticas com bactérias. O simbiontecismo foi corroborado pela descoberta das mitocon-
drias e dos cloroplastos nas células eucariontes. Combinando metabolismo e genes
das duas células, diferentes protistas aerdbicos evoluiram para os fungos e os animais,
assim como a partir das algas surgiram as plantas.1-4

A idéia de que um individuo constituido de células nucleadas evoluiu a partir de
uma unica célula nucleada parece mesmo muito esquisita. Entretanto, ela deu inicio ao
entendimento da evolugdo da célula nucleada. Isso teria ocorrido pela simbiose entre
diferentes tipos de bactérias que deram origem aos protistas. Estes, por sua vez, tam-
bém evoluiram por meio da simbiose. O termo simbiose refere-se ao relacionamento
ecologico e fisico entre dois tipos de organismos, constituindo a mais intima das asso-
ciacOes entre seres vivos. Existem muitos tipos de simbiose, e a associagdo mais intima
entre seres vivos é conhecida como endossimbiose. Esse é um relacionamento em que
um ser vivo vive ndo apenas proximo a outro, mas dentro de outro ser vivo. Na endos-
simbiose, os seres organicos muitas vezes se fundem, produzindo novos individuos.

Muitos exemplos de simbiose existem na natureza. Centenas de espécies de li-
quens foram originadas a partir de associacdes simbidticas entre algas e fungos. Entre-
tanto, a simbiose mais importante foi a que deu origem a célula eucaridtica. Evidéncias
genéticas indicam que as mitocondrias e os cloroplastos teriam surgido a partir de
seres unicelulares de vida livre. As evidéncias provaram que tais organelas séo resul-
tantes da evolucdo gradual de certas bactérias. Também se acredita que a propriedade
de mobilidade de certas células tenha sido herdada do mais antigo reino da nature-
za. Postula-se que as bactérias espiroquetas, possuidoras da capacidade de locomo-
¢do, mediante associa¢des simbibnticas, teriam sido incorporadas por protistas, dando
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origem aos primeiros protozodrios ciliados moveis; a mobilidade teria sido uma das
primeiras aquisi¢des endossimbidnticas. Da mesma maneira, as fungdes respiratdrias e
fotossintéticas dos eucariontes teriam sido originadas a partir das associacfes de seres
eucariontes primitivos com bactérias simbiontes. A simbiose intima foi essencial para
a evolucdo das células.1'4

Em algum momento da evolugdo, esses protistas falharam durante ou apds o
processo de divisdo e separacao celular, permitindo a formagdo de células multinucle-
adas que interagiam com outros seres formando verdadeiras coldnias de células pro-
tistas. A origem de uma entidade maior, pluricelular, dependeu de processos interati-
vos de transferéncias génicas. Agregadas em colbnias, camadas de células eucaridticas
eventualmente se combinaram, e dessa forma surgiram os primeiros tecidos. Junta-
mente com as bactérias, os protistas foram os grandes arquitetos da vida na Terra.

O que é vida?

- Eu tenho piedade de ti... por causa de tua incontida paix&o. O mistério sa-
grado ndo poderia, pois, ser libertado esta noite de ti mesmo?

- Néo. Nada, exceto a ciéncia, poderia libertar-me de mim mesmo. A ciéncia
¢ a Unica libertadora do homem.

-Tu n#o és intolerante e tu ndo obrigas alguém a adotar tuas crendices. £ por
iSS0 que eu comecei a te amar."

A vida é algo extremamente mutavel. A associacdo intima entre as bactérias
durante a era Proterozoica fez surgir seres hibridos, verdadeiras quimeras que repre-
sentam os seres vivos que observamos na atualidade. Mudancas hereditarias, mutagdes
do DNA e cromossdmicas, simbiose, transferéncias génicas e fusdes sexuais combina-
das com a selecdo natural significam modificacdo evolutiva da vida crescente. Dessa
maneira autopoiese, simbiose e reproducdo cadenciam a evolucdo dos seres vivos no
planeta.

A vida na Terra é um sistema complexo, baseado na fotossintese e na quimica,
fracionado e arranjado em individuos e em diferentes niveis de organizacdo. A nature-
za ndo parou conosco, Homo sapiens-, ela se movimenta inexoravelmente além das so-
ciedades de animais, transcendendo a si propria. Os processos evolutivos que criaram
0s eucariontes a partir das bactérias e os animais a partir dos protistas sdo continuos
e permanecem exercendo atividade sobre os seres vivos da atualidade. Cada ser vivo
interage de uma maneira intima e incessante com 0 meio que o rodeia. Um individuo
recém-nascido ndo é necessariamente 0 mesmo aos 80 anos; nele se acumulam todas as
interacBes simbidnticas com o ecossistema no decorrer de toda a sua existéncia.

Em nosso corpo podem coabitar centenas de bactérias, fungos, virus, helmintos,
gue podem atuar de uma maneira simbiética e acabam por fazer parte de ndés mes-
mos. A interacdo continuada com tantos seres vivos, de uma forma téo estreita, re-
presenta um potencial evolutivo de grandes proporgdes. O réptil desprende-se da sua



pele, insetos rearranjam suas proteinas no estagio de pulpa para se transformar nas
borboletas. A metamorfose dos seres ¢ muito mais comum do que se imagina, e desse
ponto de vista é possivel afirmar que nenhum ser vivo estd completamente acabado.
A vida é algo extremamente mutavel!

Uma propriedade geral que distingue os seres vivos dos sem vida é a capacidade
de co-evolucdo. Por meio da exportacdo de desordens ao acaso e da entropia que 0s
circunda, os sistemas vivos aumentam sua complexidade local, inteligéncia e beleza,
construindo o passado e planejando o futuro. Os membros de 30 milhdes de espécies
que interagem entre si na superficie da Terra continuam a transformar o mundo em
que vivemos. Por Gltimo, o seqiienciamento do genoma humano revelou a presenca
de mais de duzentos genes similares aqueles de bactérias. Esses genes teriam sido
transferidos horizontalmente das bactérias para o H. sapiens, ou eles teriam antes feito
um estagio em outro ser vivo precursor? Esse processo, conhecido como transferéncia
génica horizontal (TGH), continua a inseminagdo nos dias de hoje? O TGH ¢é uma
forma constante de heranga?

Quando o ser estando vivo da origem a outro ser similar, isso é conhecido como
reproducdo vertical. Nesse modelo mendeliano de reproducéo existe a heranga paterna
e materna transmitida pela divisdo meiotica das cromatides durante a divisdo dos cro-
mossomos. Nesse processo, as Unicas diferencas sdo atribuidas a mutagdes, recombina-
¢Oes genéticas, variacdo do desenvolvimento, etc. Como dito anteriormente, existe um
segundo tipo de aquisicdo de caracteres hereditarios, ganhos mediante transferéncia
génica horizontal, isto é, de uma espécie para outra. Esses dois tipos de heranca propi-
ciaram diferenciagdo e crescimento prodigioso de espécies, além de aumento incessan-
te da diversidade génica. A associacdo intima entre as bactérias ha mais de 2 milhdes
de anos teria permitido o surgimento dos seres vivos da atualidade. A questdo que
permanecia sem resposta dizia respeito a evolucdo das espécies. A resposta para essa
questdo fundamental foi brilhantemente respondida por Charles Darwin (1857). Se-
gundo a teoria de Darwin, reinterpretada por Lynn Margulis e Dorion Sagan (2002),
as mutacoes de DNA e cromossdmicas, a simbiose, as transferéncias génicas e as fusdes
sexuais contribuem para a selecdo natural, processo continuo de mudanga evolutiva.

Descendéncia com modificacdo

O célebre livro de Charles Darwin A origem das espécies por meio de seledo natural
ou apreservacao de racasfavorecidas na lutapela vida vendeu 1200 c6pias no dia de seu
lancamento, em novembro de 1859. Tal feito explica-se porque nesse livro se encon-
tram as provas e a descricdo duma nova teoria, que ainda hoje gera grande polémica.
Entdo, n6s antecipamos ao leitor que existe, sim, uma razdo forte para introduzir tais
conceitos sobre a origem da vida e da evolugao das espécies num compéndio dedicado
adoenca de Chagas. Veremos no proximo capitulo que a doenga de Chagas, ou tripa-
nossomiase americana, teria sido introduzida pela circunstancia na cadeia da evolugao
das espécies. Evidéncias sugerem que a interacdo dos elementos que compdem essa

Capitulo i = A origem dos seres vivos
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cadeia da evolugdo da origem aos descendentes com modificagdo. Mas essa sugestdo
poderia vir a ser uma nova teoria para estudo ao longo de muitas décadas.

Abstract

Although we do not know how life began, there are evidences suggesting that
living organisms resulted from close proximity, association, cooperation and symbio-
sis amongst primitive microorganisms. These microorganisms were formed by RNA,
DNA and protein molecules circumscribed by an external membrane with high con-
tents of lipid and carbohydrate. Such biochemical unit suggests that every living or-
ganism has had its origin from a similar ancestor. However, this process is extremely
unstable and modified descendents have determined a steady pace towards species
evolution. This early happening continues its nonstop saga sustained by universal po-
wer that associates life and death/disease and which is perpetuated by mutations, es-
sential for the evolution ofliving species.
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Existem evidéncias de que os répteis teriam sido os reservatorios primitivos de
tripanossomos que se albergaram nos mamiferos. As infec¢Oes pelo Trypanosoma cruzi
sdo usualmente transmitidas pelos triatomineos, insetos hematdfagos que se adaptaram
a antropofilia. Ainda que a enzootia exista ha cerca de 90 milhdes de anos, a doenca de
Chagas em humanos foi documentada em mUmias de apenas 9 mil anos no deserto
de Atacama. A grande endemia recrudesceu nos Ultimos quinhentos anos, quando 0s
colonizadores europeus e africanos, vivendo em choupanas infestadas com triatomineos
contaminados com T. cruzi, prontamente adquiriram as infecgdes. A doenca de Chagas
afeta 18 milhdes de pessoas e é considerada a doenga endémica mais letal no hemisfério
ocidental.

Introducéo

A enzootia conhecida como doenga de Chagas ou tripanosomiase americanal,2 é
apresentada aqui como um marco dos jogos entre 0s organismos existentes em Varios
taxa de enorme complexidade, colocados juntos pela circunstancia. Numa escala de
tempo geoldgica ou ednica da historia evoluciondria, certamente 0s jogos se iniciaram
quando um organismo flagelado (undulipodia) adquiriu um nucleo.3 Tal aquisicao re-
sultou de uma revolucéo radical e de uma grande descontinuidade entre microrganis-
mos procariontes (anucleados) e eucariontes (nucleados) durante a época Proterozoi-
ca, 1.500 milhdes de anos atrés.4 Na auséncia de fossil documentado, a historia dos
protozoarios tem sido escrita principalmente com dados morfoldgicos e ciclo de vida.

Entretanto, no fim do século passado, a disponibilidade de seqiienciamento au-
tomatico de DNA tornou possivel a deducdo das relages evolucionarias das espécies
extintas a partir dos genomas de seus parentes existentes.56 A analise de seqiiéncias
de DNA possibilitou a construgdo de um relégio molecular que permitiu calcular o



Antonio Teixeira

W o
o

tempo em que uma espécie extinta teria vivido na Terra.7,§ Esse reldgio avanca no
tempo de tai forma que as mutacGes subjacentes a evolugdo se comportam como num
atomo emitindo radiacdes, animado pelas razdes similares: as mudancas tautoméricas
nos nucleotideos de purina e pirimidina, ainda que, sendo processos estocasticos sem
precedentes, podem ser prognosticadas com razoavel acuracidade em intervalos regu-
lares.d Na prética, entretanto, tem sido visto que algumas espécies acumulam mutac6es
mais rapidamente que outras, e, como um reldgio de parede antigo, o relégio molecular
necessita de calibracdo com auxilio de dados e informac&o provenientes das seqiiéncias
de DNA obtidas das espécies existentes. Além disso, as modificacbes que surgiram
durante o desenvolvimento da Terra exerceram influéncia importante na evolucédo bio-
l6gica mediante alteracdes subitas no clima e no meio ambiente.l0 Assim, a particdo de
Gonduana (atual América do Sul) da Africa, além de cataclismas tais como tsunamis,
produziu modificagbes na crosta terrestre, necessitando de ajustamentos no relogio
molecular para explicar descontinuidades abruptas na evolugdo das espécies.ll N&o
obstante, outras separacGes permanecem em decorréncia de transferéncia horizontal
(THG) de DNA entre espécies dispares de seres vivos, complicando a reconstrucao da
arvore universal da vida."1213 Exceto por algumas exceg¢des, as modificacGes esperadas
(mutacdes) podem ser essencialmente normalizadas, e 0 DNA acumula substitui¢des
em intervalos estaveis. JA que as mutagfes aparecem em intervalos mais ou menos
regulares, o tempo pode ser calculado proporcionalmente,9'17 e a acumulagdo das
mutacdes em paco firme refletindo as substituicbes de aminoécidos nas proteinas du-
rante a evolugdo pode ser contabilizada. Aqui, os dados e as informacdes do relogio
molecular serdo usados para reconstruir boa parte da nossa historia evolucionaria (Ta-
bela 2.1) calibrada com dados congruentes de morfologia e ciclo de vida dos organis-
mos existentes.

Os protoctistas (Eukaryota, Excavata, Euglenozoa) ancestrais dos protozoarios
sdo datados do Pré-Fanerozdico.l§ Os protozodrios pertencentes a classe Zoomasti-
gophorea incluem a mais interessante ordem dos Cinetoplastidas. Aqueles na familia
Trypanosomatidae sdo os ancestrais dos tripanossomatideos de grande importancia na
medicina humana e veterinaria: Trypanosoma cruzi, que produz a doenca de Chagas

* O manuscrito de Nitz et al., publicado no volume de julho de 2004 da Cell, foi desautorizado pela editora-
chefe em setembro de 2005 (RETRACTION, 2005, MARCUS, 200514). Com isso, 0 artigo ndo pode ser
baixado da Internet de forma legivel. Entretanto, os leitores interessados podem obter copias ndo adultera-
das do original diretamente do autor correspondente (ateixeir@unb.br). Os autores sustentam o trabalho, as
andlises dos dados e suas conclusdes. Os autores e muitos cientistas que escreveram protestando contra a ati-
tude arrogante da Cell (editora-chefe, Emilie Marcus) sabem que o foco da discussdo foi o sitio de integracdo
no genoma humano, ou seja, se 0 KDNA integra em cépias de LINEs presentes na regido da 0-globina. Nos
sabemos que essa discussdo é estéril. De um lado, porque s6 se resolve assunto dessa natureza com novos da-
dos experimentais, sobre os quais nossos detratores se omitiram. Do outro, a discussao é irrelevante porque o
eixo principal da interpretacdo do trabalho de Nitz et al. (2004) é a associa¢do das mutacdes com a patologia
documentada em galinhas, refratarias a infeccdo pelo T cruzi, e em coelhos permissivos as infecgdes.l? Es-
sencialmente, a desautorizag¢do conduziu a discussdo para um diletantismo vazio ausente de conteudo, pois a
polémica ndo pode ser resolvida pelo esforco verbal da editora-chefe da Cell. Nés preferimos aceitar o desafio e
continuar produzindo dados experimentais conclusivos (SIMOES_BARBOSA et al., 2006) para a satisfacdo
da comunidade cientifica.15,16
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Tabela 2.1 Primordios da evolugédo da vida e doenca de Chagas!

Arquea 4.600 Surgimento da vida
- Pré-Cambriano 2.500 Bactérias eucdria e arquea (procariontes)
1.500 Eucariarquea; undulipodia (eucariontes)
Cambriano 570 Peixes, sanguessugas e tripanosomatideos
0 Ordoviciano 480 Anfibios
g Siluriano 434 Plantas vascularizadas
Devoniano 360 Insetos alados
te Carbonifero 320 Primeiros répteis
Permiano 245 Marsupiais
o 9 Triassico 208 Primeiros passaros e pequenos mamiferos
= @ Juréssico 144 Primeiras plantas floridas
§ é” Cretaceo 100 Trypanosoma cruzi', Triatomines
9]
A
9 Paleoceno 60 Primeiros grandes mamiferos
A Oligoceno 23,7 Platyrrhim: primeiros hominoides
S Plioceno 53 Catarrhini: primeiros hominideos
Q Holoceno 0,13 Homo sapiens

) 0,05  Melanésios chegam a América do Sul
Ultimo minuto 0,009 Mumias do Atacama e doenca de Chagas
0,0005 Europeus e africanos chegam as Ameéricas

1 Os dados estdo de acordo com a escala cronoestratografica da histdria da Terra. A escala em
anos foi decifrada de fosseis com datas, adaptadas do Calendéario da Historia da Terra.9 Mir =
milhdes de anos.

nas Américas, Trypanosoma brucei, 0 agente da doenga do sono na Africa e as espécies
de Leishmania responsaveis pelas leishmanioses em todos os continentes. Na auséncia
de uma linha de demarcagéo separando os tripanossomas Estercoraria (que completa
o ciclo de vida no intestino posterior) e Salivaria (que completa o ciclo nas glandulas
salivares) de seus similares encontrados em animais vertebrados inferiores, o ances-
tral candidato pode ser o Trypanosoma gray, que parasita o0 crocodilo.l9 Entretanto,
0 parente mais préoximo desses cinetoplastidas parece ser os bodonidas e os cripto-
biidas, que parasitam peixes e anfibios.20 Analises filogenéticas baseadas na pequena
subunidade ribosomal RNA (rRNA 18S) e posicdes de nucleotideos na primeira e na
segunda posi¢des em codon da proteina de choque térmico (Hsp90) deram sustenta-
¢do a uma raiz de origem de cinetoplastidas proximo de bodonidas.2l Esses autores
sugerem que os tripanossomatideos sdo descendentes de ramo dos bodonidas, e que
Boldo saltans é o seu parente mais proximo. Uma rede entrelagada de organizagdo do
DNA do cinetoplasto (kDNA) vista nos tripanossomatideos, portanto, parece ser uma
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condicao derivada de minicirculos de conformacéo aberta preexistentes no primoérdio
da evolucdo dos cinetoplastidas.

A anédlise molecular dos SSUrRNA usados para determinar as relagdes filogené-
ticas entre Trypanosoma chelodina de tartarugas {Emidura signata, Elseya latisternum e
Chelodina longicollis) e Trypanosoma binneyi de ornitorrinco {Ornithorhyncus anatinus)
excluiu a possibilidade de co-evolucdo desses tripanossomos com aqueles de hospe-
deiros vertebrados mamiferos.22 Entretanto, a aquisicao evolucionaria inicial pode ter
sido obtida, por exemplo, pela exposicdo de girinos {Rana cateshiana) sadios, sem a
infeccdo, a sanguessugas {Desserdobella picta) que se tinham alimentado em r&s infec-
tadas com Trypanosoma pipientisT Além disso, a presenca de tripanossomatideos no
sangue de invertebrados aquaticos (sanguessugas) e vertebrados (peixes) tem sugerido
que a evolucédo dos primeiros dependeu da aquisicdo secundaria de novos hospedeiros
e habitat24'27 durante o Fanerozoéico, hd 570 milhGes de anos.

Um registro notavel de adaptacdo de um tripanossomo de réptil em um inver-
tebrado foi observado no Quénia, na mosca tsé-tsé {Glossina pallidipes)T Os padroes
eletroforéticos de isoenzimas foram consistentes com aqueles dos tripanossomos in-
fectantes para répteis, crescendo na estagdo média do trato alimentar do inseto.29 De
interesse, nas margens do Lago Vitoria, em area endémica para doenca do sono na
Rodésia, foram encontradas lagartixas infectadas com Trypanosoma brucei, identificado
pelo fechamento do ciclo de vida nas glandulas da mosca tsé-tsé e por amplificacdo
por PCR e hibridizacdo com DNA microssatélite com seqtiéncia aneladora ou pri-
mer e sonda especifica, respectivamente.3) Foi possivel infectar lagartixas sadias com
T. brucei', os flagelados alcangaram niveis baixos de parasitemia por um periodo curto
sem causar qualquer patologia.3l Entdo, viu-se que os répteis podem servir de fonte
de tripanossomo salivaria e que eles seriam reservatorios persistentes das infecgdes
humanas nas regiGes endémicas.

A evolucdo do tripanossoma estercoraria T. cruzi teria requerido, igualmente,
adaptacdo gradual aos hospedeiros invertebrado e vertebrado (Figura 2.1). Ainda que
uma linha direta de evidéncia mostrando relagdo filogenética entre tripanossomatideos
de sanguessugas, peixes e anfibios e aqueles de mamiferos ndo possa ser desenhada,
consideravel atencdo deve ser dada a relagdo de proximidade entre lagartixas e triato-
mineos (popularmente conhecidos como “barbeiros”) em um ecossistema localizado
na Baixa Califérnia, México. L4, os triatomineos {Dipetalogaster maximus) e lagartixas
{Sauromalis australis) habitam buracos de rochedos na auséncia de mamiferos.

O completo ciclo de vida do T cruzi foi observado em lagartixas que se infec-
taram ap6s a ingestdo de D. maximus contaminado com o protozoario. Em seguida,
outro D. maximus limpo tornou-se contaminado com o T :ruzi depois de obter um re-
pasto de sangue daquela lagartixa infectada.3l Esses achados sugerem que os primeiros
reservatorios desses tripanossomos nao teriam sido os mamiferos.

A origem dos organismos multicelulares investigada pela topologia do rRNA 18S
mostrou que os Annelida-Mollusca sdo os parentes mais proximos dos artropodes. Os
artropodes invertebrados na classe Insecta compreendem cerca de 1 milh&o de espécies.
Usando seqiéncia de aminoacido' e nucleotideo e reldgio molecular mitocondrial



%

Figura 2.1 Forma tripomastigota do Trypanosoma cruzi mostrando o cinetoplasto (c) que contém o
kDNA, o nucleo (n) com o seu nDNA e o flagelo (f), que orienta a movimentagdo do protozoarg
(reproduzido de www.wadsworth.org)

calibrado com dados de baratas {Blattaria), grilos e vagalumes {Orthoptera), besouros
verdadeiros {Hemiptera), borboletas {Dipterd) e vespas {Lepidoptera}, dados congruentes
entre si e com aqueles de fosseis de insetos em disponibilidade foram obtidos.32 Esses
dados revelaram que a transicdo terrestre do artropode ancestral para o inseto ancestral
coincidiu com os primeiros megafésseis de plantas vascularizadas, 434 a 421 milhGes de
anos atras. Porém, a emergéncia de verdadeiros triatomineos teria ocorrido entre 99,8 a
93,5 milhdes de anos atras (Tabela 2.1). A existéncia de mamiferos albergando tripanos-
somos hemoparasitas teria propiciado o nicho intracelular mais adequado para ulterior
diferenciacéo e multiplicag&o e, desse modo, teriam sido completados o atual ciclo de
vida e requerimentos de crescimento do 7? cruzi (Figura 2.2).

A hematofagia esta inserida no ciclo de vida de cerca de 14 mil espécies de
insetos que dependem do ferro ionizado [Fet] ligado a proteina heme no ndcleo
da molécula de hemoglobina. A hematofagia obrigatoria dos triatomineos repre-
senta um fator determinante primario de sua biologia, distribuicdo e evolucao.3
De fato, o crescimento de T. cruzi e de espécies de triatomineos depende da dis-
ponibilidade de [Fett] na fonte alimentar; a limitagdo na disponibilidade de heme
inibe sua reproducéo 34-3 e, portanto, uma adaptacdo bem-sucedida resultou dessa
necessidade bioguimica de ambos os elementos no jogo. Entre os triatomineos he-
matdfagos pertencentes a familia Reduviidae estdo os insetos estritamente hematéfa-
gos da subfamilia Triatominae que se adaptaram nas ecorregiGes terrestres limitadas
pelos paralelos 42° Norte nos Estados Unidos e 42° Sul na Argentina. A enorme
diversidade representada nas tribos de triatomineos37 ocorreu dentro dos grandes ecos-
sistemas das Ameéricas,3 que preencheram as necessidades do ciclo de vida do inseto.
Na floresta tropical umida da América do Sul, vicejam os triatomineos da tribo Rhod-
niini, adaptada principalmente nas palmeiras. A grande tribo Triatomini esta adaptada
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ao habitat de rochas e tocas ou buracos de arvores39,40 e vicejam principalmente nos
ecossistemas secos-cerrado e caatinga ou savana.

Figura 2.2 Ciclos de vida silvestre e peridomiciliar do Trypanosoma cruzi em seus primeiros
hospedeiros mamiferos e no homem. A) O inseto hemat6fago (triatomineo) contaminado com
0 parasito pode obter seu repasto de sangue ou ser devorado por gambas, tatus e ratos. B)
Alternativamente, o triatomineo pode alimentar-se de sangue humano para iniciar o ciclo pe-
ridomiciliar da doenga de Chagas. Note a lesdo de porta de entrada (sinal de Romana no alto;
e Chagoma embaixo) do parasito no corpo humano (TEIXEIRA et al., Memorias do Instituto
Oswaldo Cruz, 2006)

Os triatomineos que logo se adaptaram a nichos especializados podem ter tido
a oportunidade de selecionar tripanossomos em hospedeiros mamiferos durante uma
longa histdria de evolugdo: nos nichos das palmeiras onde vivem os marsupiais infec-
tados com os tripanossomos definidos como zimodema 1 (ZI/DTU 1), enquanto nos
buracos das arvores e nas tocas no chéo e nos rochedos habitam roedores e edentados
(tatus e tamandués) albergando tripanossomos de zimodema Z2 (DTU I1) (Figura
2.3) e Z2 subgrupos de a até c.4141 Analises filogenéticas com base em reldgio molecular
tém sugerido que os géneros Rhodnius e Triatoma se diferenciaram e se separaram ha
40 milhGes de anos.40 Naquela época, a contaminagdo oral era provavelmente a rota
mais comum de infeccdo de mamiferos insetivoros, incluindo os primeiros primatas.

Os jogos continuaram no Quaternario (abaixo de 5 milhdes de anos) quando as
condicdes climaticas propiciaram uma enorme alteragdo ambiental juntando espécies
de mamiferos pertencentes a sete ordens diferentes distribuidas em 25 familias.47 Es-
sas familias perfazem aproximadamente 1.150 espécies que vivem nos tropicos,4
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Figura 2.3 Caracterizacdo do gendtipo de flagelados silvestres com marcadores moleculares
especificos. A) Amplificagdo por PCR da banda de KDNA de 330 pb e seus catameros usan-
do placa molde de DNA de T. cruzi do arquétipo Berenice (Tcb) e dos isolados silvestres de
Rhodnius pictipes (Rp) e de Didelphis marsupialis (Dml, Dm2 e Dz»3); Leishmania chagasi (Lc)
e Trypanosoma rangeli (Tr) sdo os controles negativos. B) Amplificagdo por PCR com primers
especificos de nDNA de 198 pb das mesmas placas molde de DNA. C) Amplificagdo por PCR
com primers de rDNA de banda de 110 pb de 7? cruzi zimodema tipo silvestre | (Rp, Dml, Dm2
e Dm3), e banda de 125 pb de zimodema tipo 11 de placas moldes de DNA Dm28 (reproduzido
de TEIXEIRA et al., Emerging infectious diseases, 2001)

80% das quais estdo presentes na Bacia Amazdnica. Adicionalmente, 20% da pequena
fauna de mamiferos em certas ecorregides da Amazonia é composta de novas espécies,
completamente fora do alcance do homem.4647 Na literatura inexiste um s registro de
ndo-permissividade de mamifero as infecces pelo T. cruzi. Curiosamente, um velho
urso polar (Ursus maritmus) de 24 anos de idade morreu de doenga de Chagas aguda
adquirida no zooldgico de Guadalajara, em Jalisco, México.48 A imensuravel diversida-
de intra-especifica dos mamiferos, determinando diferentes susceptibilidades a infec-
¢do, adiciona amplo contraste a permissividade e as interacdes com o 7? cruzi. Alguns
autores49 acreditam que essas infeccGes enzooticas deviam ser altamente prevalentes
muito antes da especiacdo do homem.

No dltimo minuto

O fdssil de Homo sapiens sapiens localizado no Mumba Rock Shelter data a pre-
senca do homem de 130 mil anos atras na Tanzania.5 Com base na similaridade da
composicdo de DNA, a teoria da radiacdo estabelece que o Homo erectus teve origem
na Africa, de onde migrou para varios continentes.5! Naquela época, os humanos ti-
nham adquirido uma cultura primitiva e desenvolvimento mental consideravel antes
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de terem alcancado o continente americano. Uma hipétese alternativa afirma que asia-
ticos pré-historicos teriam alcancado a América do Norte através do istmo de Behring
durante glaciacg@es, entre 40 mil e 30 mil anos atras.ll Entretanto, um fossil humano
localizado na Toca do Boqueirdo, na Serra da Capivara, nordeste do Estado do Piaui,
data a chegada do Homo sapiens sapiens ao continente americano 48 mil anos atras.52,53
Entdo, uma hipdtese sugere a idéia de que os melanésios chegaram a América do Sul
de barco.

O deserto de Atacama abrangendo o norte do Chile e o sul do Peru seria pos-
sivelmente o lugar mais seco da terra, ocupado por pescadores, cacadores e mascates
amerindios ha 11 mil anos, quando ele foi usado como uma rota da costa para as
montanhas.5% As condi¢bes ambientais no deserto5 favoreceram a conservacdo de
remanescentes organicos e de corpos mumificados. Alguns espécimes de mumias
dessecadas mostram lesGes macroscépicas de doenca de Chagas, e 0 7? cruzi foi iden-
tificado mediante analise histolégica.5657 Os extratos de tecidos testados com primer
de DNA direcionado para um segmento de DNA de cinetoplasto de T. cruzi revela-
ram um produto de amplificacdo por PCR que hibridizou com uma sonda especifica.
A prevaléncia de doenca de Chagas na populacdo amerindia do Atacama alcangou
41% durante uma época do Holoceno, num intervalo de tempo entre aproximada-
mente 9 mil anos e a época da conquista espanhola,58 ou seja, aproximadamente,
entre 9 mil anos e 500 anos atras. A reconstrucdo do comportamento das populagdes
gue habitavam aquela regido andina mostrou que camelideos e roedores ja haviam
sido domesticados e que o T. infestans ja se havia adaptado as habitacbes humanas
primitivas.59 Esses registros sugerem que a infecgdo pelo T. cruzi era altamente pre-
valente no ciclo Silvestre como pura enzootia, e que a proximidade dos triatomineos
foi o principal fator de risco que aumentou a freqiéncia de aquisi¢do da infeccdo
secundaria pelo homem, muito antes da conquista das Américas por Colombo.

Atualmente, cinco tribos de triatomineos perfazendo 130 espécies estdo am-
plamente distribuidas desde o norte dos Estados Unidos até a Patagdnia, no sul da
Argentina.t0 Pelo menos quarenta dessas espécies de triatomineos ja foram encon-
tradas contaminadas com 7? cruzi e, portanto, elas sdo transmissoras potenciais das
infecgdes.4951 Simpatria e sintopia, que sao fatores comumente associados a transmis-
séo dos flagelados para hospedeiros invertebrados e vertebrados, séo prontamente ob-
servadas na historia evolucionaria do 7? cruzi que infecta os mamiferos do continente
americano.

No repique do reldgio

Concebivelmente, a doenca de Chagas foi prontamente adquirida pelos no-
vos colonizadores do continente durante a época Pés-Colombo. A doenca que entao
atacava os individuos chegados da Europa e da Africa levava a morte subita ou a
um mal crénico e consumptivo que atacava 0 coragdo e os intestinos; um dicionario
médico publicado no século XIX registrava “mal de engasgo”, disfagia relacionada



ao megaesbdfago chagasico.31,62 Hoje em dia, a doenga de Chagas é hiperendémica
naquelas regiGes da América Latina onde a populagcdo humana vive em proximidade
aos triatomineos contaminados com o T. cruzi. Os resultados de inquéritos sorologi-
cos abrangendo parcela representativa da populagéo de paises da regido (Tabela 2.2)
permitiram calcular que 25% de todos os habitantes da América Latina (100 milhdes
de pessoas) estdo sob risco de adquirir a doenca, e 18 milhdes de pessoas ja estdo in-
fectadas pelo T. cruzi* Com base em estudos de campo conduzidos ao longo de varias
décadas, foi estimado que 30% da populacdo humana infectada (5,4 milhdes de casos)
desenvolverdo a doenca clinicamente manifesta. Ademais, a letalidade da doenca foi
calculada em 0,56% e, portanto, 100,8 mil pessoas deverdo sucumbir a doenca de Cha-
gas a cada ano.63-65

O diagndstico da doenca de Chagas estabelece a base para o entendimento de
sua importancia na salde publica. A demonstracdo parasitoldgica direta do T. cruzi
no hospedeiro mamifero pode ser feita, usualmente, na fase aguda da infeccéo. A obser-
vagdo microscépica de esfregaco de sangue fresco de um paciente chagasico agudo
mostraria o flagelado mével entre as células do sangue. As infeccBes cronicas reque-
rem procedimentos de diagnostico que dependem de multiplicacdo do parasito antes
de ele ser demonstrado pelo exame microscdpico. Essas técnicas, porém, consomem
muito tempo. O xenodiagndstico consiste em colocar triatomineos limpos para obter
seu repasto de sangue de uma pessoa com suspeicdo de doenca de Chagas. O exame
da excreta daquele triatomineo 30 e 60 dias depois pode revelar a presenca do parasi-
to. Ao mesmo tempo, diagndstico pode ser obtido pela inoculagdo de sangue citratado
do paciente em meio de cultura axénica, seguido por demonstracdo microscépica do
parasito em épocas diferentes, semanas ou meses depois. A sensibilidade do método
de diagnostico varia com a habilidade de poucos parasitos multiplicarem-se no meio
de cultura. Assim, a deteccdo imediata da doenga de Chagas cronica depende de
métodos indiretos de identificacdo de anticorpos especificos contra o 7? cruzi no soro
do paciente e em teste de acido nucléico.66 Testes de alta fidelidade6? para detecgdo de
anticorpos especificos sdo hemaglutinagéo indireta (HI), imunofluorescéncia indireta
(IF) e 0 ensaio de imuno-absorcao enzimatica (ELISA). A sensibilidade de cada teste
varia de 96,5 a 100%, e a especificidade, de 87% a 98,9%. Entretanto, anticorpos de
reacdo cruzada contra antigenos de T. cruzi podem ser encontrados no soro de alguns
pacientes com leishmaniose, malaria, toxoplasmose, paracoccidioidomicose ou, ainda,
com infecgdo bacteriana do tipo tuberculose, lepra e sifilis e com condic¢Bes auto-
imunes tais como pénfigo, artrite reumatdide, IUpus eritematoso sistémico, etc. Po-
rém, os titulos desses anticorpos geralmente sdo bem mais baix0s.6869 O diagnostico
diferencial pode ser feito pelo teste immunoblot?) Ultimamente, o diagnostico de do-
enca de Chagas pode ser confirmado pelos testes de acido nucléico (NAT), tal como
amplificacdo por PCR com sequiéncias aneladoras especificas seguida de hibridizacao
com a sonda interna.il 73 Em vista de dificuldade diante de caso com resultados falso-
positivo e/ou falso-negativo, foi estabelecido consensualmente que ha necessidade de
pelo menos dois testes com resultados concordantes para confirmar o diagndstico de
doenca de Chagas.67-74
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Tabela 2.2 Prevaléncia das infeccGes pelo Trypanosoma cruzi na Ameérica Latina,
antes e depois do desalojamento do Triatoma infestans com inseticidas

Periodo 1980-1985 Periodo 1983-2000
] % Total Grupos %
Pais ~ % . L . . . x
popu_lagao infectada infectado  etérios infeccdo  infecgdo
examinada (x 1.000) (anos) 1983 2000
Argentina 23 10 2.640 >18 58 12
Brasil 32 472 6.180 Oto4d 5,0 0,28
Bolivia 32 24 1.300 n n n
Chilel 63 16,9 1.460 Oto 10 54 0,38
Colbmbia 1 30 900 n n n
Costa Rica 45 11,7 130 n n n
Equador 41 19,7 30 n n n
El Salvador 45 20 900 n n n
Guatemala 54 16,6 1.100 n n n
Honduras 47 15,2 300 n n n
México? Des 138 Des n n n
Nicaragua n n n n n n
Panama 47 17,7 200 n n n
Paraguai 31 21,4 397 >18 9,3 39
Peru 39 9,8 621 n n n
Uruguail 33 3,4 37 6to 12 25 0,06
Venezuela 72 3,0 1.200 n n n
EUA} n n n n n n
Total 17.395

* Modificado dos dados nas Tabelas 3 e 4 do Technical Report Series 905.™

n = ndo foi feito; Des - desconhecido.

| Iniciativa do Cone Sul para controle da doenca de Chagas usando inseticida para eliminar
Triatoma infestans domiciliado.%

3 indices de prevaléncia variando de 3,6% a 24,8%.8

3 Ainda que a doenca de Chagas ndo seja endémica nos EUA, vetores silvestres contaminados
(T. barhieri, T. lectalana, T. protracta, T. recurva e T. rubides) tém sido capturados nos esta-
dos do sul e do centro do pais.i

Em inquéritos epidemiolégicos, o teste de imunofluorescéncia (IF) tem sido
usado com freqiiéncia para fazer o diagnostico da prevaléncia da doenca de Chagas.
Os dados apresentados na Tabela 2 mostram claramente os beneficios resultantes do
programa de combate a transmissao da infecgdo pelo T. cruzi mediante uso de inseticida,bl
cujos resultados sdo inquestionaveis. Como se sabe, 7? infestans é o vetor primario do
7? cruzi nos ecossistemas de clima seco, cerrado e caatinga. Os beneficios do programa
serdo apreciados na forma de diminuicdo da taxa de mortalidade, em ndo menos que
trés décadas apds o desalojamento dos triatomineos domiciliados. O progresso alcan-
cado prové umajanela de oportunidade que necessita ser muito bem aproveitada antes



que os triatomineos desenvolvam resisténcia aos inseticidas piretréides.75,76 Portanto,
mais medidas para combate efetivo a essa grande endemia precisam ser desenvolvi-
dasi7-80 para que seja alcancada uma reducédo sustentavel da prevaléncia da doenca de
Chagas nos outros ecossistemas da Ameérica Latina. Todavia, fica bastante claro que
o controle efetivo dessa endemia pode ser alcangado, inquestionavelmente, mediante
desenvolvimento social e melhoramento das condictes de vida das populagdes. Par-
ticularmente, as intervencBes para evitar aquisicdo das infeccdes do T. cruzi e me-
Ihorar a salde das criangas requerem urgente melhoramento das habitacgdes, ja que
as criangas passam a maior parte do dia no domicilio e no peridomicilio.8l Tendo em
vista que apenas trés casos autoctones de doenca de Chagas humana ocorreram nos
Estados Unidos,#4 podemos ser otimistas quanto a um verdadeiro controle efetivo
da endemia chagasica.

Entrementes, dado o grande nimero de hospedeiros primarios dessa enzootia,
um controle absoluto da transmisséo do T. cruzi pelo inseto-vetor parece ser algo fora
de alcance. A demografia da populacdo na América Latina sofreu mudangas signifi-
cativas nas Ultimas quatro décadas. Por exemplo, nos anos 1960, 75% da populagdo
humana habitava areas rurais do Brasil. Agora, 81% das populagdes estdo vivendo
nas metrépoles. Em conseqliéncia desse éxodo rural, em 1980, ja 550 mil chagasicos
viviam nas grandes cidades brasileiras: S&o Paulo, Rio de Janeiro e Belo Horizonte.8
Ademais, a doenga de Chagas urbana esteve diretamente associada com um 6bito
em cada dez na populacdo entre as idades de 25 e 64 anos.8

O éxodo rural parece relacionado a mobilidade demogréafica dos chagasicos,
que migram em busca de oportunidades e de educacdo; a doenca espalhou-se nas
classes sociais de melhor renda. Essa distribuicdo mais ampla da doenca de Chagas
nas diversas classes sociais, todavia, precisa ser analisada separadamente dos dados e
das informagdes que mostram a transmissao ativa do 7? cruzi pelo inseto-vetor.84-90
De fato, a literatura registra muitos episoddios de transmissdo ativa do 7? cruzi dos
triatomineos para as populagdes que vivem nas periferias das grandes cidades da
América Latina. Muitas microepidemias de doenca de Chagas aguda que se tém
documentado em varias regides do continente sul-americano tém sido associadas
com a via oral de transmisséo da infec¢do.91-9%

As infecgdes pelo 7? cruzi podem ser transmitidas por transfusdo de sangue..,
96,97 A migracdo de pessoas infectadas pelo 7? cruzi representa uma ameaca para
aqueles paises onde ndo existe o inseto-vetor e a doenga ndo ocorre. Assim, a doenca
de Chagas tornou-se um problema potencial relacionado a migracéo de pessoas das
regiGes endémicas para os Estados Unidos, 0 Canadd, a Europa Ocidental, a Austra-
lia e 0 Japdo.97 A selecdo adequada de doadores de sangue com emprego de testes de
triagem submetidos a sistema criterioso de controle de qualidade é necessaria para
manutencdo de suprimento de sangue com seguranca, periodicamente monitorado
pelo sistema de salde, para a populagdo da maioria dos paises da América Latina.%
Um foro internacional concluiu que a prevencdo da transmissdo de infecgcbes por
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protozoarios mediante transfusdo de sangue depende principalmente da sele¢do dos
doadores." Adicionalmente, 0 uso de testes cada vez mais eficazes tem reduzido con-
sideravelmente o risco de aquisicdo da doenca de Chagas por transfusdo de sangue.100

Casos de transmissdo congénita das infeccbes pelo T. cruzi tém sido encon-
trados em paises das diversas regifes da América Latina onde a doenca de Chagas é
altamente prevalente em grupos de mulheres em idade fértil. O risco de transmissdo
foi calculado em 2,5% no Nordeste do Brasillil e 9,5% na Bolivia.l02 Além do mais, as
infecces pelo T. cruzi podem ser transmitidas por 6rgéos transplantados e por aciden-
te em laboratorios e hospitais em todo o mundo.

A profilaxia efetiva da aquisi¢do das infeccdes do T. cruzi ou daquelas infeccBes
ja instaladas nos hospedeiros mamiferos é altamente recomendavel. Ela poderia ser
obtida mediante vacina ou com droga antitripanossoma. Essas tarefas formidaveis
representam um desafio ainda ndo decifrado pela ciéncia. A imunoprofilaxia contra
a infecgdo intracelular tem sido considerada fora do alcance da ciéncia, pelo menos
nos dias de hoje. Isso porque o estado sélido de imunidade especifica que estabelece
barreira evidente contra o parasito circulante no sangue ndo elimina as formas do
parasito escondidas nas células musculares nao fagociticas. Sendo assim, o flagelado
persiste no corpo de seu hospedeiro ao longo da vida.3l Essa observacgdo tem sugeri-
do que a vacinagdo contra a doenca de Chagas com o conhecimento biotecnologico
agora existente ndo é factivel.44,75 A quimioterapia especifica contra o T. cruzi tem
sido altamente recomendada porque ela diminuiria a carga parasitaria dos reservato-
rios-hospedeiros. Tal diminuicdo evitaria a contaminacgéo dos triatomineos-vetores
que disseminam a infeccdo no peridomicilio. Os nitroderivados antitripanossoma,
gue suprimem o parasito no sangue, tém alta toxicidade e requerem prescricdo com
parciménia.103110 Por esse motivo, os nitroderivados com atividade antitripanossoé-
mica ndo eliminam o parasito do corpo do hospedeiro mamifero e, por isso, sdo con-
siderados insatisfatorios.66,74,111,112 As infeccOes pelo T. cruzi ocorrem em uma regiao
circunscrita do mundo que representa um mercado relativamente pequeno. Por isso,
as companhias farmacéuticas tém sido parcimoniosas nos investimentos para o de-
senvolvimento de drogas para o tratamento efetivo da doenca de Chagas.

Neste capitulo foram trazidas ao conhecimento do leitor diversas modalidades
de relacionamento entre 0s seres vivos que se associaram na natureza em épocas edni-
cas. Ao estabelecer diversas formas de associacdo e cooperacdo, variando de simbiose a
comensalismo e a parasitismo, sem possibilidade de separacdo de limites de permissi-
vidade entre esses relacionamentos, houve a possibilidade de aquisigdo parcial ou total
de genomas e evolugdo das espécies. Entao, foi apresentado ao leitor o cenario onde
diversas espécies pertencentes a muitas classes de seres do reino animal entrelagcaram
seus ciclos de vida. A arvore da vida foi construida com informacdo de fdsseis e de
analises bioldgicas moleculares. Nesta arvore encontram-se datados os seres vivos e 0s
diferentes contextos nos quais a convivéncia entre as espécies criou vantagens evolu-
tivas ou, eventualmente, aparecimento de patologia conhecida, pelo menos em alguns
participes desta cadeia.



Abstract

Chagas disease affects over 1150 wild animal species inhabiting the American
Continent. There is evidence showing that reptiles used to be the primitive reservoirs
of trypanosomes that later got adapted to mammals. Trypanosoma cruzi infections
are usually transmitted by triatomines, hematophagous insects that feed upon human
blood. The enzootic exists for around 90 million years but human Chagas disease was
documented in mummies found at Atacama Desert, which date 9 thousands years ago.
Recrudescence of endemic Chagas disease took place in the last 500 years, after arri-
val of European and African settlers, who by living in huts infested with triatomines
contaminated with T. cruzi, readily acquired the infections. Chagas disease affects 18
million people in Latin America and is nowadays considered the most lethal endemic
disease in the Western Hemisphere.
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Capitulo 3

O agente infeccioso e 0 hospedeiro

Antonio Teixeira
Mariana M. Hecht

Ao entrar no corpo do hospedeiro mamifero, o Trypanosoma cruzi alcanga seu
habitat intracelular, onde ele se multiplica e se perpetua ao longo de varias décadas.
A persisténcia do parasito no corpo do hospedeiro depende de varios fatores ou de
habilidades desenvolvidas pelo protozoario, visando a garantir abrigo e protecao contra
fatores imunes que tendem a elimina-lo. Ao esconder-se dentro da célula, o T cruzi
fica inaccessivel aos mecanismos imunes, podendo, entdo, desenvolver estratégias inte-
ressantes para seu crescimento. Um exemplo foi sua saida do ambiente hostil e &cido
do vactolo digestivo parasitoforo para viver livre no citoplasma da célula hospedeira,
onde se multiplica. Tanto a célula hospedeira como o T cruzi s8o eucariontes que pos-
suem vias metabolicas comuns e, assim, o crescimento do parasito depende de meca-
nismos da respiracdo oxidativa, do consumo de energia, da fosforilacdo de proteinas e
de outras vias de sinalizacdo da célula hospedeira que se associam na proliferacdo e na
diferenciacdo celulares. Entdo, de certa forma, esse parece ser um exemplo de adapta-
¢do simbiotica, pelo menos na maioria dos casos em que 0 agente infeccioso se adapta
e sobrevive ao longo de toda uma vida humana, s6 causando prejuizos ocasionais.

Introducéo

O Trypanosoma cruzi, pertencente a ordem Cinetoplastida, ¢ um organismo eu-
carionte altamente diversificado e especializado. As infecgBes pelo 7? cruzi sdo fre-
quentemente transmitidas pelos barbeiros ou triatomineos vetores da doenca de Cha-
gas. O inseto insere seu estilete através da pele de sua presa e suga o sangue de que
necessita em menos de dez minutos. Enquanto o barbeiro se alimenta, seu abdémen se
transforma de achatado em globular, e o inseto deposita seu excremento contaminado
com formas infectantes (tripomastigotas metaciclicas) do 7? cruzi préximo do local da
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picada na pele. A coceira leva as fezes contaminadas para a abraséo da picada na pele
(chagoma), ou para a mucosa da boca ou da conjuntiva dos olhos (sinal de Romana).
O protozoario inicia a infeccdo invadindo as células fagociticas no local de entrada no
corpo do individuo. Ali, alguns dos flagelados invasores podem ser destruidos, mas
muitos conseguem se internalizar e se multiplicar no citoplasma da célula do hospe-
deiro e completar seu ciclo de vida; muitas formas do flagelado deixam seu local de
reproducdo e invadem outras células em diferentes tecidos. A localizacdo do flagelo
no protozoario é uma caracteristica-chave para identificacdo das diferentes formas do
parasito: as amastigotas, que conseguem multiplicar-se dentro de macrofagos do verte-
brado, e os tripomastigotas metaciclicos, que ndo se dividem, mas penetram em outras
células do corpo, exceto nos neurdnios. As formas amastigotas intracelulares podem
persistir em hibernacdo no corpo do hospedeiro por décadas, escondidas em células
musculares sem causar dano significante no tecido (Figura 3.1).

Figura3.1: Formas amastigotas do Trypanosoma cruzi persistem adormecidas dentro das fibras
musculares do cora¢do. A) Um ninho de amastigotas (seta) em uma regido do coragdo sadio.
Coloracdo pela hematoxilina e pela eosina (H-E, 400X). B) Hibridizagdo in situ mostrando as
formas amastigotas do T. cruzi (seta) identificadas pela fluorescéncia verde-maca do DNA do
parasito (reproduzido de E. Barbosa, tese, Universidade de Brasilia, 2005)

Resisténcia ao ataque

A invasdo da célula do hospedeiro envolve o recrutamento de lisossomas me-
diante atividade de microttbulos e fusdo no sitio de ligacdo do parasito invasor a mem-
brana da célula do corpo.l-3 Em seguida a internalizagdo, o ambiente acidico que se
forma no sitio de fuséo ativa proteinas formadoras de poro, promovendo o escape do
flagelado do vaculolo fagocitico e sua diferenciacao e divisdo em amastigotas, que per-
sistem livres no citoplasma até se transformarem em tripomastigotas.4 O destino da
infeccdo depende da habilidade de as formas tripomastigotas virulentas escaparem do



ataque das enzimas digestivas no fagolisossoma.b As amastigotas livres no citoplasma
diferenciam-se em muitas novas formas tripomastigotas, que deixam aquele ambiente
para iniciar outro ciclo de infecgdo em uma nova célula. Com replicacdo em intervalo
médio de 15 h, um ciclo intracelular completo requer cerca de quatro dias.t As cé-
lulas que abrigam uma alta densidade de formas amastigotas do 7? cruzi rompem-se
e liberam as formas flageladas, que iniciam mais um ciclo de infec¢do. Mecanismos
de defesa do hospedeiro sdo capazes de controlar superinfec¢Bes, quando quantidade
moderada ou de baixa densidade de flagelados invadem células fagociticas (mondcitos,
histiocitos e macréfagos) do sistema de defesa do individuo.?

A energia produzida beneficia ambos?

Os tripanossomos mostram algumas diferengas no que concerne a habilidade de
formas amastigotas resistirem ao ataque dentro do ambiente lisossomal ou digestivo
do macrofago.8-10 Os monacitos e os macrofagos de animais vertebrados sdo altamen-
te eficientes na eliminacdo de infec¢des microbianas. Entretanto, alguns protozoarios
cinetoplastidas evoluiram para sobreviver nas células fagociticas possuindo enzimas
NADPH oxidases ativas, mediante contribui¢cdes de espécies reativas de oxigénio, de-
rivadas do reforgo ou do incremento respiratério (02, H2 O2). Outras vezes, isso acon-
tece mediante o concurso de metabdlitos intermediarios de nitrogénio, induziveis pela
enzima sintase (NO) de o6xido nitrico.ll Tais mediadores quimicos sdo considerados
verdadeiros mecanismos inatos de protecdo. A geracdo de NO parece ser regulada por
metabolitos da ciclo-oxigenase, cujos niveis sdéo mais elevados em individuos resisten-
tes a infecgdo.l2 Contando com esses mecanismos, uma infec¢do bem-sucedida em
macrofagos dependeria de uma variedade de situacBes que tornassem possivel a curta
existéncia do flagelado cinetoplastida no ambiente indspito de uma célula fagocitica.l3
Vias conservadas de traducdo de sinais relacionadas com ativacdo do metabolismo de
glicose consomem energia, fosforilam proteinas e reforcam mecanismos oxidativos,
portanto desempenham papel importante nas relacdes do parasito com seu hospedei-
ro. A perturbagdo de varias proteinas ligadas na membrana de tripanossomos por an-
coras de glicosilfosfatidilinositol ativa a fosforilagdo de residuo 15 de tirosina-proteina
(PTK), e de proteina quinase C (PKC, em residuos de serina 63 e 73, e de residuos 63
e 73 em treonina) mediante moléculas de inositolglicana e diacilglicerol na membrana
plasmatica da célula.l4 O pré-tratamento de macr6fagos com agonista de acetato mi-
ristato de forbol (PMA) resulta em deplecdo de PKC, alteracdo da microviscosidade
da membrana, dréastica reducdo da geragdo de anion superdxido e aumento da interna-
lizagdo e da multiplicacdo do parasito.lS O estimulo-resposta mediado por PKC pode
estar deficiente nos mononucleares fagociticos, refletindo talvez atenuacao da translo-
cacdo da enzima para uma fragdo particulada da célula infectada.l§ A capacidade de os
flagelados evitarem a acéo de proteina-quinases (MAPK)-, NF-kB e das quinases re-
guladas por estimulos extracelulares (ERK)I/2 que produzem ativacdo de macrofagos
mediante unidade de fator de viruléncia especifica de lipofosfoglicana parece ser parte

Capitulo 3- O agente infeccioso e 0 hospedei



Antonio Teixeira - Mariana M. Hecht

1 —
N

da estratégia montada pelo protozoario para desvencilhar-se da resposta imune inata
do hospedeiro. Modificagéo significativa do estado de fosforilacao de proteina-tirosina
quinases em resposta ao estresse do calor sugere que fosforilacéo e desfosforilagcdo tém
papel importante nas vias de tradugdo de sinais que regulam a entrada do parasito e sua
diferenciagdo no interior da célula do hospedeiro mamifero.17,18

Vias metabdlicas comuns

Varios eventos de traducdo de sinais sdo desencadeados durante a invasdo do T
cruzi, os quais parecem ser regulados pela fosfatidilinositol quinase-3 (PI13K) e pela
proteina-quinase B (PKB/Akt). Forte atividade de PISK e PKB/Akt pode ser detecta-
da quando macrofagos foram encubados com tripomastigotas ou com fragGes isoladas
do protozoario; conseqiientemente, um sinal precoce de invasdo foi correlacionado
com a internalizagdo bem-sucedida do parasito.19'2l Também foi observado que o ciclo
de vida intracelular do T. cruzi parece ser regulado por uma fosfolipase C ligada ao
fosfatidilinositol C (PTPLC). Observou-se2 ainda que o ciclo de vida intracelular do
protozoario estaria regulado pela PI-PLC e pela proteina-tirosina quinase (PTP1B).
Em conjunto, maltiplos mecanismos de defesa associam uma rede de fosforilagdo de
proteinas com papel importante no controle do crescimento e da diferenciacdo do T.
cruzi.23 Um balango entre esses eventos de tradugdo de sinais implica uma conversa
cruzada (cross-talK) sobre mecanismos reguladores da defesa e do crescimento do pa-
rasito. Isolados virulentos de T. cruzi expressam na membrana uma familia incomum
de glicoinositolfosfolipideos (GIPLs), proximamente relacionada com as ancoras de
glicosilfosfatidil (GPI).24-27 Essas moléculas dependem da substituicdo do terceiro re-
siduo de manosil na seqiiéncia conservada glicana Man4- (AEP)-GleN-InsP04 pela
etanolamina fosfato ou P-galactofuranose.28 Os papéis dessas moléculas na patoge-
nicidade ou na sobrevivéncia do parasito no ambiente intracelular permanecem sem
elucidacéo.

Abstract

Upon entry in the human body Trypanosoma cruzi trypomastigotes find their
intracellular habitat, where they multiply and perpetuate throughout the host's entire
lifecycle. The persisting parasitic forms in the human body have developed several bio-
chemical skills aiming at their housing and protection from the host's hostile innate
and acquired immune factors. The parasite hiding away within the host cell renders it
inaccessible to those factors and, therefore, it can develop highly interesting strategies
to secure its growth. In this regard, its major success has been considered its escape
from the digestive, acidic parasitophorous vacuole to live freely in the host cell cyto-
plasm, where it multiplies. It is remarkable that a hibernating, slow dividing mode
‘symbiont’T. cruzi possesses eukaryotic metabolic pathways similar to those of its host



cell. It appears therefore, that the parasite growth in the host cell can be controlled
and benefit from common mechanisms such as oxidative respiratory burst, energy
consumption, protein phosphorylation and other signaling pathways leading to cell
growth and differentiation. At least to some extent, instead of strict parasitism this
appears to be a well succeeded example of symbiotic adaptation ofan infectious agent,
which survives in the host's body occasionally producing some harm.
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Resumo

O Trypanosoma cruzi pertencente a ordem Cinetoplastida tem uma mitocondria
de origem bacteriana acumulando quantidade apreciavel de DNA extranuclear conhe-
cido como kDNA. A organizacdo do kDNA lembra uma rede de pescar; a corda de
puxar a rede chama-se maxicirculo, e cada mecha fina da rede (10 mil copias entrelaca-
das ou catenadas) chama-se minicirculo. Os maxicirculos contém os genes codificado-
res de enzimas do ciclo da respiracao oxidativa. Os minicirculos transcrevem um tipo
de RNA que guia 0s genes no maxicirculo, além de gerar grande diversidade genética.
Por altimo, os minicirculos passaram a ter uma importancia adicional, a medida que
eles parecem estar envolvidos na patogénese da doenca de Chagas.

Introducgéo

Cada protozoario flagelado é uma célula contendo uma Unica mitocondria com
uma rede de DNA condensada numa estrutura em forma de disco. O disco fica po-
sicionado numa regido especializada da
matriz da mitocondria adjacente ao corpo
basal do flagelo (Figura 4.1).

Figura4.1 Ultra-estrutura do Trypanosoma cruzi.
A foto mostra os componentes de uma célula eu-
carionte realgando o nlcleo (NDNA), o cinetoplasto
(kDNA) e o corpo basal do flagelo (bb) ao lado do saco
flagelar (fp).
Fonte: arquivo do dr. Antonio Teixeira
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A mitocdndria do 7? cruzi contém uma grande quantidade de material genético
extranuclear como jamais vista em qualquer eucarionte. Esta mitocondria é caracte-
rizada pela presenga de maxicirculos e minicirculos de fitas duplas topologicamente
entrelagados. Os minicirculos seriam os pequenos crivos entrelacados de uma rede de
pescar; 0s maxicirculos seriam as fitas duplas de amarracdo externa, como se fossem
uma corda que serve para puxar a rede. O DNA do cinetoplasto (kKDNA) contém uma
duzia de maxicirculos (23 kb) e milhares de minicirculos (1.4 kb) catenados em uma
rede complexa (Figura 4.2A e B), totalizando 10% a 15% do DNA total da célula.l

Figura 4.2 Ultra-estrutura do Trypanosoma cruzi mostrando o DNA contido em organelas. A)
Secgdo transversal de uma forma tripomastigota mostrando o nucleo (nDNA) e o flagelo
(f) dentro do saco flagelar (fp). B) Seccédo transversal do KDNA mostrando sua rede tipica.
Fonte: Teixeira et al., Mem. Inst. Oswaldo Cruz, 20062

Funcdes dos elementos da rede

Maxicirculos codificam os genes estruturais associados com respiragdo anaerdbica
necessarios a funcdo da mitocondria e a replicacdo de pequenos RNAs usados no pro-
cessamento pos-transcricional de um subgrupo de mMRNASs de maxicirculos, designado
como editoramento de RNA,; esses RNAs especiais também sdo codificados pelos com-
ponentes de minicirculos de kDNA.3,45 Os pequenos transcritos foram designados de
RNAs guias (gRNAS) por causa da habilidade de indicar a posi¢ao e 0 nimero de uridi-
nas que deve ser acrescentado ou deletado dos transcritos de maxicirculos.6 A complexi-
dade da populagéo de minicirculos pode ser correlacionada diretamente com a proporcao
de editoramento encontrada em cada espécie. Além disso, a interacdo de gRNA-MRNA
fica grandemente tolerante a transicbes sem que haja perda da informacdo funcional
de editoracdo, ficando a heterogeneidade dos minicirculos ampliada. Em T. cruzi, cada
minicirculo contém quatro regiGes conservadas igualmente espagadas, nas quais se en-
contram origens de replicacdo; em cada uma das quatro regides variaveis intervenientes
se identifica a fungéo de codificacdo de cada gRNA individual.



O kDNA tem sido usado para identificacdo de subgrupos de populacBes de
T. cruzi.4 Porém, a estrutura complexa do KDNA ndo é completamente conhecida, e
sua forma intricada de replicagdo ndo foi elucidada. A replicagdo do KDNA envolve a
duplicacdo do nimero de minicirculos e maxicirculos e a distribuicdo das duas redes
progénies em células filhas idénticas a seu progenitor.7 Antes da sua replicagdo, mi-
nicirculos sdo liberados individualmente da rede na zona cinetoflagelar situada entre
o disco de KDNA e o corpo basal do flagelo.§ Perda de uma seqiiéncia em uma classe
de minicirculos ¢ minimizada por monitoracdo do kDNA, que assegura a natureza
multicopia dos genes. As proteinas que iniciam a replicagdo do minicirculo, incluindo
a proteina universal de ligagdo ao minicirculo (UMSBP), primase e polimerase, ficam
localizadas dentro da zona flagelar do cinetoplasto.9,1011

Diversidade de minicirculos tem relacdo com patologia?

A revelagdo de que minicirculos podem transferir-se para o0 genoma do hospe-
deiro e a correlacdo desse fato com a patologia da doenga de Chagas12l4 renovaram o
interesse pelo entendimento dessa estrutura de DNA circular e pela sua composicao
nos subgrupos conhecidos de T. cruzi. As integragdes de minicirculos de KDNA com-
portam-se como vetores de mutacdes no hospedeiro. As relacdes entre distintas popu-
lagBes do parasito que foram caracterizadas com o auxilio principalmente de marcado-
res de DNA nuclear revelaram seis tipos discretos de unidades (DTUSs).1518 Em vista
da heterogeneidade do DNA do cinetoplasto, podendo variar de isolado para isolado, a
caracterizaco dessas DTUs (Figura 4.3) pode permitir abordagem sistematizada para
a analise de varios isolados do T. cruzi, com possibilidade de detec¢do de uma possivel
relacdo direta dos minicirculos com a patogenicidade da doenca de Chagas.

O conhecimento mais recente sobre a doenga de Chagas tem sugerido uma
abordagem que busca correlacionar filogénese com aspectos de patologia.l9 Mar-
cadores nucleares definem seis grupos inter-relacionados de unidades filogenéticas
discretas,15,18,20-22 subdividindo dois grupos maiores de T. cruzr22 marcadores de ma-
xicirculos identificam trés clades.1524 Minicirculos, uma populagéo fluida em conse-
quéncia da flexibilidade funcional de RNAs guias, tém-se revelado como marcadores
Uteis nos estudos epidemiolodgicos.? A interagdo com o gendétipo do patégeno, sendo
um componente da infeccdo pelo T. cruzi, pode revelar-se na frequéncia do evento
de integracdo do minicirculo caracteristica para cada subgrupo ou populagdo do
parasito. A composic¢do relativa da populagdo heterogénea de minicirculos também
poderéa ter um papel importante na determinacéo da capacidade mutagénica de cada
subgrupo.

Abstract

The protozoan Trypanosoma cruzi is a member of the Order kinetoplastida and
has a single mitochondion of bacterial origin, storing a large amount of extranuclear
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Figura4.3 Representacdo esquematica da evolugdo dos grupos de Trypanosoma cruzi. As caixas
representam grupos existentes e seus progenitores ancestrais. As linhas que conectam as caixas
representam periodos de reproducédo clonal. As setas mostram contribuicdes de varias DTUs
(unidades tipo-discretas) para formar novos hibridos (WESTENBERGER et al., 2005).
A partir de um genotipo ancestral, universal, nasceram dois genotipos que se acham presentes
hoje como DTUs | e Ilb. Descendentes com esses gendtipos hibridizaram subseqiientemente
para produzir DTUs lia e llc. Uma segunda hibridizacdo entre essas popula¢gdes com DTUs
IIb e llc produziram DTUs lid e lie. As cores referem-se a genealogia de maxicirculos onde
clade A ¢ azul, clade B ¢ verde e clade C é laranja; a clade de maxicirculos de hibrido 1/11b foi
extrapolada da topologia da arvore.24 O ancestral DTU que aparece em amarelo é desconhecido
(TEIXEIRA et al., Mem Inst. Oswaldo Cruz, 2006)

DNA, known as KDNA. The kDNA resembles fishing net; the outer cable for pulling
the net being the maxicircle, and each of its fine mesh (10 thousand catenated co-
pies) is named minicircle. Maxicircles possess genes for coding enzymes acting at the
oxidative respiratory cycle. Minicircles transcribe a type of guide RNA acting upon
maxicircle genes and thus promoting an enormous genetic diversity. Lately, minicircles
have been suspected to bear additional importance because they appear to be involved
in the mutation events associated with the pathogenesis of Chagas disease.
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Capitulo b

Diversidade e trocas genéticas

Antonio Teixeira

Nancy R. Sturm

Assim, parece necessario, pelo menos intermitentemente,  essa coisa chamada sexo. Pois,
certamente, vocé e eu sabemos que assim deve ser. Do contrario, seguramente em certas
ocasides, nds mamiferos e libélulas teriamos defazer alguma coisa mais elegante!

D. Quammen, Is sex necessary?

Resumo

Ao longo de vérias décadas, a ciéncia procurou identificar marcadores fisioldgi-
cos e bioquimicos estaveis que pudessem caracterizar populagdes selvagens do Trypa-
nosoma cruzi. Esses estudos sugeriram grande diversidade genética dessas populacdes,
cujo comportamento se assemelha de certa forma aquele descrito para bactérias que
tém capacidade de transpor sua prépria linhagem. Tal caracteristica presente nos isola-
dos selvagens ou nos estoques de T. cruzi mantidos em laboratério é consistente com a
hipotese de que o protozoario efetua trocas genéticas pela reproducdo sexuada. Final-
mente, a pesquisa cientifica comprovou a reproducgdo sexuada no T. cruzi. A descoberta
deu consisténcia aos dados prévios mostrando que a patologia na doenca de Chagas
tem mais relacdo com diversidade genética que com qualquer aspecto comportamental
do parasito mantido no laboratorio. A plasticidade genética encontrada em clones do
parasito foi explicada pela sua reproducdo sexuada.

Sexo é necessario?

O ciclo de vida sexuado pode refletir a histéria da programacao e da adaptacao das
espécies numa biosfera que contém oxigénio. O sexo é uma capacidade ancestral nas
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células eucariontes. Sendo uma verdadeira necessidade, 0 sexo possivelmente origi-
nou-se na vantagem nutricional de uma unido simbiotica de duas bactérias com estra-
tégias metabdlicas complementares.2 Muitos organismos que eram considerados estri-
tamente assexuados freqiientemente se reproduzem sexuadamente.34 Um refinamento
continuado dessa magnifica obra de bioengenharia gerou uma situacdo que continua
sem resposta completa, ou seja, como se fez a evolugdo para as formas conhecidas de
fertilizacdo sexual da atualidade.5 Verificou-se uma contribuicdo de membranas e ge-
nomas a-cariontes (sem nucleo) na evolucédo de dois pro-cariontes para um eu-carion-
te,6 cada gameta compartilhando caracteres com seus descendentes extintos em dois
dominios principais de micrébios monoméricos: oocito de eu-bactéria (considerando
que eucariontes ttm membrana de eubactérias) e o esperma de arqueabactéria.6 Re-
sulta compreensivel que o processo de reprodugdo sexuada em pro-cariontes ancestrais
tenha sido um pré-requisito para grande avanco da evolucdo mediante ciclos de fuséo
celular e segregagdo de cromossomos, possivelmente favorecendo vantagens recombi-
natorias seletivas para a espécie em nivel molecular.

A reproducédo sexuada no Trypanosoma cruzi

A compatibilidade de caracteres em marcadores moleculares usados para identi-
ficar reproducdo sexuada e assexuada resultou na aquisicdo de importante ferramenta
de investigagdo cientifica.” Ferramentas complementares para o estudo de marcadores
dominantes de alta variabilidade sdo conhecidas como fragmentos polimorficos de
DNA amplificado randomicamente (RAPDS), de restricdo do comprimento de frag-
mentos (RFLPs) e de amplificacdo de fragmentos polimérficos (AFPs) de DNAs, as
quais tém sido empregadas nas analises genéticas de tripanossomatideos. O uso dessas
ferramentas levou ao conhecimento de que trocas genéticas ocorrem freqiientemen-
te durante o ciclo de vida de muitos protozoarios parasitos, inclusive tripanossomos.
Entre os tripanossomos africanos, cruzamentos de individuos T. brucei resultaram na
geracdo de hibridos por ocasido da transmissao do parasito pela mosca tsé-tsé. Os hi-
bridos formados eram principalmente dipldides, mas varios caracteres apareceram em
alguns cromossomos que teriam sido herdados por um processo ndo mendeliano.§ Por
exemplo, observou-se que dois tripanossomos isolados na Africa Oriental e Ocidental
exibiam homozigose em dois loci de isoenzima, que foi co-transmitida pela mosca tsé-
tsé. Nesse caso, as populagdes de tripanossomos resultantes foram analisadas quanto a
presenca de cari6tipo ndo parental. Foram encontrados cinco genétipos recombinantes
pelas analises de polimorfismos de DNA nuclear e de KDNA. Os hibridos compar-
tilharam muitas caracteristicas de ambos os parentais, mas seus gendtipos mostraram
que houve segregacdo e reagrupamento de alelos parentais. Varios hibridos apresen-
tavam polimorfismos de DNA Unicos, com os tipos diferentes de KDNA sugerindo
que eles provavelmente tinham tido origem em um parental que aportava ambos 0s
tipos de KDNA.9 Buscando esclarecer o mecanismo pelo qual T. brucei faz troca gené-
tica em mosca tsé-tsé, pensou-se num método para visualizar a producdo de hibridos



com marcadores de tetraciclina (Tet) em sistema de expressdo induzida. Nesse estudo,
um tripanossomo parental foi transfectado com o gene da proteina fluorescente verde
(GFP) sob controle do repressor Tet em condigdo favoravel pela introdugédo de genes
de resisténcia a higromicina e a bleomicina. A progénie resultante dos cruzamentos
com um segundo parental modificado apenas com o gene de resisténcia a geneticina
produziu hibridos fluorescentes (por causa do GFP) que eram resistentes a ambas as
drogas. Os hibridos GFP foram encontrados nas glandulas salivares da mosca. Por-
tanto, os tripanossomos fluorescentes tinham geno6tipos recombinantes e, assim, eram
produtos de meiose ou reproducgdo sexuada.ll Esses resultados explicam a diversidade
genética encontrada em populagdes de T. brucei rhodesiense isoladas na Tanzania.ll

Diversidade genética e patologia

Polimorfismos em populacBes de 7? cruzi isoladas de pacientes com doenca de
Chagas também foram observados. Um estudo feito com dois isolados do parasito,
separadamente, gerou populac8es subclonais, as quais foram caracterizadas por isoen-
zimas em 12 loci e por analises de restricdo de sitios polimérficos de genes glicoliticos
e em volta deles. Essas analises mostraram homozigotas e heterozigotas compativeis
com caracteres diploides nesses genes conservados.l2 Outras analises de isoenzimas e
RAPD de isolados de 7? cruzi na América Central e do Sul mostraram dois fenoti-
pos homozigotas e seus heterozigotas correspondentes, que foram condizentes com
ocorréncia de trocas genéticas.l3 Similarmente, dois estoques de 7? cruzi que foram
transfectados com marcadores de resisténcia a drogas foram juntados e submetidos a
passagem ao longo do ciclo de vida completo. Seis tipos de tripanossomos duplamente
resistentes a drogas (higromicina e neomicina) foram recuperados no estagio do ciclo
de vida no mamifero, mostrando fusdo dos genotipos parentais, perda de alelos, recom-
binacdo homdloga e heranca uniparental do KDNA do maxicirculo. Esses resultados
sdo consistentes com genétipos hibridos e ocorrem nas populagdes naturais daqueles
isolados de 7? cruzi, as quais mostravam aneuploidia e recombinacdo em regides de
aprecidveis distancias genéticas. Esses aspectos sdo caracteristicos de duplicagédo gend-
mica ndo mendeliana.l4

Polimorfismo e nomenclatura

A demonstracdo de recombinagdo que resulta em polimorfismos complexos
requer o uso de nomenclatura apropriada. Aqui, em decorréncia desse novo conheci-
mento, 0 termo estoque serd usado para designar as populagdes derivadas de isolados
selvagens de 7? cruzi. Essa nomenclatura fica de acordo com o conhecimento de que
estoques de 7? cruzi mantidos no laboratorio certamente ndo manterdo marcadores
fisioldgicos e bioquimicos estaveis apds passagens seriadas in vitro e in vivo. Desde
que essas populacBes de 7? cruzi mostrem grande plasticidade, que é definida aqui
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como a capacidade do parasito de transpor sua linhagem, a palavra clone também néo
serd usada para designar a progénie derivada de um Unico individuo T. cruzi, porque
ao longo do tempo cdpia de alta fidelidade de seu ancestral supostamente perdera sua
identidade original.

Os polimorfismos de populacdes de T. cruzi isoladas do paciente Z>SLU239 com
a doenca de Chagas do coragdo e suas subpopulaces derivadas 21 e h2 ou do pa-
ciente wSLU142 com megacolon chagasico e suas subpopulacdes derivadas wl, m2,
m3 e w4 foram subseqiientemente estudadas. Mostrou-se que as subpopulagdes hl
e h2 diferiram daquelas outras subpopulacBes derivadas »?l-a-w4 em alguns dos 14
loci das enzimas analisadas. As analises RFLP mostraram polimorfismos das enzimas
glicoliticas piruvato quinase (PIK), frutose bifosfato aldolase (ALD), glucose fosfato
isomerase (GPI), e gliceraldeido-3-fosfato dehidrogenase (GAPDH), e separou 0s
estoques de 7? cruzi e suas subpopulacgdes isoladas em trés grupos: 1) formado pelo
estoque Z>SLU239 e isolado ot4, que foram classificados como homozigotos (alelos
CC e BB) para os genes ALD e GPI, respectivamente, e alelos AA para o0s genes PIK
e GAPDH, respectivamente; 11) composto pelo estoque wSLU142 e os isolados hli
e h2, que foram classificados como heterozigotos para o gene ALD; Ill) incluindo
os isolados ml, m2 e m3 classificados como homozigotos AA para ALD e GPI, CC
para PIK e BB para GAPDH. Esses achados mostram que as infec¢bes pelo 7? cruzi
em cada paciente chagasico sdo produzidas por populagfes geneticamente diversas e
altamente polimorficas.is Além disso, os aspectos particulares de cinética de cresci-
mento, tempo de duplicacdo da populacgéo e diferenciacdo em cultura axénica de cada
um dos estoques parentais e de suas subpopulacbes derivadas revelaram uma pletora
de parametros comportamentais, configurando a ampla diversidade genética.l§ Essas
observacdes sdo consistentes com muitos outros estudos!’,18 que mostraram significan-
tes diferencas inter e intragrupo relacionadas com taxas de crescimento, variacdo da
quantidade de DNA total/subpopulacéo do parasito e com acentuada heterogeneidade
dessas mesmas populacGes no que concerne ao ciclo intracelular do 7? cruzi. Ainda foi
mostrado que viruléncia e patogenicidade parecem associar-se com diversidade dos
estoques e seus isolados. Tampouco a cinética de crescimento, o tempo de duplicacdo, a
diferenciagdo em cultura axénica, zimodemas ou restri¢do de fragmentos polimérficos
de DNA mostraram correlacBes com parasitemias e patogenicidade em camundongos,
e, portanto, manifestacGes clinicas e patoldgicas da doenca ndo podiam ser associadas
com aqueles caracteres intrinsecos das populagdes de 7? cruzi.l9 Ademais, para deter-
minar o papel de superinfecgdes com aquelas subpopulagfes de 7? cruzi no prognostico
da doenca de Chagas, grupos de camundongos BALB/c foram primo-infectados com
isolados de baixa viruléncia hl e h2 e desafiados com isolados de alta viruléncia m3 e
w4. Todos os camundongos injetados com os isolados m3 e »z4 sucumbiram até os 16
dias pos-infeccdo. Em contraste, todos os camundongos injetados com os isolados hl e
h2 sobreviveram a primo-infeccdo e foram superinfectados com os parasitos m3 e m4.
Baixos niveis de parasitemias foram observados em camundongos apds desafio com os
parasitos virulentos, e as lesdes histopatologicas e as taxas de mortalidade foram seme-
lhantes aquelas vistas nos camundongos que receberam apenas uma inoculagéo



de T. cruzi. Esses dados sugerem que morbidade e mortalidade nos camundongos
BALB/c infectados com subpopulagdes de T. cruzi ndo se associam com a frequéncia
com que 0s animais receberam as cargas parasitarias.2) Também o efeito protetor da
infeccdo primaria com populacdo de T. cruzi ndo virulento foi determinado em gru-
pos de camundongos BALB/c. Baixos niveis de parasitemias foram observados em
camundongos desafiados com subpopulacBes altamente virulentas, e as taxas de sobre-
vivéncia ndo foram diferentes daquelas observadas em camundongos que receberam
apenas uma inje¢do de T. cruzi ndo virulento.2l Esses experimentos mostraram que ndo
obstante toda a diversidade genética intragrupo uma infeccdo com o protozoario nao
virulento evitou parasitemia alta em camundongo subsequentemente desafiado com o
T. cruzi de alta viruléncia.

Abstract

For several decades, scientists have sought to identify stable physiologic and
biochemical markers to warranty proper characterization of wild Trypanosoma cruzi
populations. Their studies have suggested a broad genetic diversity of these popula-
tions whose main features resemble those that have been described for the bacterium
having an enormous capability to transpose its lineage. Such features present in
T. cruzi wild isolates or in laboratory stocks appear to be consistent with the hypothe-
sis that the protozoan undergoes genetic exchange by means of sexual reproduction. In
the last decade, scientific research has shown T. cruzi sexual reproduction. This finding
supports previous data showing that the pathology of Chagas disease appears to be
related to genetic diversity rather than to unstable behavior of parasite populations
under laboratory conditions. The genetic plasticity displayed by clones of T. cruzi is
therefore explained by its sexual reproduction.
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Capitulo 6

Imunidade adquirida contra infeccOes pelo
Trypanosoma cruzi

Antonio Teixeira
Nadjar Nitz

Resumo

A infeccdo aguda pelo Trypanosoma cruzi usualmente acomete jovens abaixo de
15 anos de idade. Nesta fase, a imunidade inata ndo previne a colonizacdo do corpo
pelo parasito e a infecgdo expande-se até alcancar niveis elevados de parasitismo. Na
fase crénica da infeccdo, as reacBes imunes adquiridas, inicialmente anticorpos da clas-
se IgM e, em seguida, subclasses de IgG, e 1gG? associam-se as reagdes de imunidade
mediadas por células para um combate mais efetivo ao parasitismo. Os linfécitos agem
nos macréfagos, ativando-os para fazé-los mais eficientes na destruicdo das formas
intracelulares do parasito. As reacfes imunes destroem muitos parasitos, exceto aque-
les que persistem escondidos em células musculares e em outras no corpo. Ao longo
de décadas, tem-se confirmado que essas reages que controlam a infec¢do ndo sdo
diferentes daquelas que associam células do sistema imune as lesoes tipicas da doenga
de Chagas, e, assim, o envolvimento das respostas imunes na patologia da doenca de
Chagas dificulta a tarefa de produzir uma vacina contra a infeccéo.

Imunidade adquirida

A base da imunidade adquirida contra as infec¢bes pelo T. cruzi tem sido exten-
sivamente analisada em varias publicagdes prévias. Portanto, o leitor pode ser condu-
zido prontamente para revistar a literatura mostrando aspectos da imunidade prote-
tora contra as infeccfes pelo T. cruzi em hospedeiros mamiferos.1,23 Essa imunidade
protetora apresenta aspectos semelhantes aqueles que tém sido descritos para outras
doencas infecciosas cronicas causadas por micrébios intracelulares, tais como leish-
maniose, tuberculose e lepra. Em todos esses casos, a infec¢do inicia-se de maneira
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imperceptivel na grande maioria dos casos; geralmente os casos de infeccdo aguda
plenamente instalada sdo vistos em criancas e em pacientes imunossuprimidos. Qual-
quer que tenha sido 0 modo de iniciar a invasdo do organismo hospedeiro, a infecgéo
persiste no corpo ao longo da vida, mesmo que a carga parasitaria diminua continua-
damente. A medida que a infeccdo segue para a cronicidade, ha tendéncia de ela se
tornar criptica, e a demonstragdo do agente infeccioso torna-se progressivamente mais
dificil, ainda que sua presenca possa ser usualmente confirmada pelos métodos imuno-
I6gicos e pelos marcadores moleculares. Nesse caso, 0 processo biologico em atividade
segue um curso que favorece a sobrevivéncia da espécie na grande maioria dos casos;
uma relacdo parasito-hospedeiro tende a alcangar um equilibrio estavel na auséncia
de manifestacdo de doenga, e usualmente os individuos infectados morrem de causas
ndo relacionadas a doenca de Chagas. O papel das reages imunes humoral e celular é
crucial na defini¢do da doenca. Considerando que os detalhes desses mecanismos de
imunidade j& estdo disponiveis na literatura citada, é preferivel discutir aqui somente
aqueles aspectos da resisténcia do hospedeiro contra a infeccdo pelo T. cruzi, os quais
ainda nao foram abordados em publicagbes prévias. A justificativa para tomar esse
caminho é que o assunto poderia tornar-se muito longo, redundante e cansativo para o
leitor, sem oferecer uma alternativa para a questdo central da sobrevivéncia do parasito
no hospedeiro plenamente imunizado.

Fatores imunes inespecificos

Os mecanismos pelos quais as respostas imunes adquiridas aos antigenos especi-
ficos ou ndo relacionados sdo regulados no curso das infec¢Bes pelo T. cruzi, ainda que
sejam muito estudados, continuam pouco compreendidos. As infecgdes agudas do T.
cruzi em camundongos geram uma proliferacdo policlonal de linfécitos B produtores
de anticorpos de especificidade mdaltipla, aparentemente sem fung¢éo.45 Uma auto-rea-
tividade de linfécitos T contra os linfdcitos B singénicos tem sido descrita na doenca
de Chagas cronica experimental. Na auséncia de qualquer estimulo exogeno, linfocitos
T CD4+ de camundongos chagasicos induzem os linfocitos B a iniciar alta produgéo
de imunoglobulinas IgM, 1gGl, AgG2a, IgG2b e 1gG3, comparativamente com a
resposta obtida com linfocitos T controles de doadores ndo infectados. Reatividade
auxiliar aumentada de producdo de imunoglobulinas por linfocitos B singénicos fica
sob controle do complexo de histocompatibilidade (MHC), dependente de estimulo
de linfocito T CD4+ responsivo aos antigenos de T. cruzi. Portanto, acredita-se que
os linfécitos T tenham papel importante na producdo policlonal de auto-anticorpos
na doenca de Chagas cronica.6 Os linfocitos T sob ativacdo policlonal apresentam
fenotipos CD4a0, CD3a|3 e CD8y0. Paralelamente com a ativagdo policlonal ocor-
re supressdo imune com inibicdo de receptores IL-2 e diminuicdo da expressdo de
receptores CD3, CD4 e CD8 na membrana plasmatica.” A deplecdo de células com
fenotipos Ty6 CD4-, CD8-, em camundongos infectados pelo 7? cruzi, mantendo o
repertdrio LTaO intacto, resulta em parasitemias em niveis similares aquelas vistas em
camundongos com fendtipo y6 completo.



Imunoprotecdo

Linfocitos Th 1 CD4+ sdo os principais orquestrantes de indugdo parcial de
imunidade protetora contra infeccBes pelo T. cruzi.3 Adicionalmente, varios estudos
mostraram que linfécitos T CD8+, interferon-gama (IFN) e macr6fagos séo elemen-
tos importantes no controle da multiplicacdo do parasito durante a fase aguda da infec-
¢do. No estagio cronico da doenca, anticorpos especificos contra o parasito, que fixam
complemento e lisam as formas tripomastigotas do T. cruzi, sdo reconhecidos como
principais moléculas efetoras determinantes da laténcia da infecgdo. Os linfocitos T
tipo Th 1 que secretam IL-2 e y-interferon parecem estar envolvidos na estimulacéo
de outras células T, macréfagos e células produtoras de 1gG2. Os linfocitos T do tipo
Th 2 secretam IL-4, IL-5 e IL-10 e parecem estar envolvidos com a resposta imune
humoral e a inibicdo dos linfécitos T tipo Th 1 e macréfagos.d A deplecéao de linfécitos
T CD8+ antes da inoculagdo de T. cruzi resulta em parasitemia e mortalidade elevadas
em camundongos. O silenciamento de certos genes de linfocitos CD4 e CD8 aumenta
a resposta inflamatdria e a liberacdo de parasitos nos tecidos lesados. Os infiltrados
inflamatorios de linfécitos CD4- e CD8- estdo implicados no controle e na exacerba-
¢do da parasitemia.ll Além disso, a inoculagdo de 7? cruzi em camundongo susceptivel
mostrou que os linfdcitos T séo criticos na determinacdo de aspectos importantes das
respostas imunes protetoras. A resposta de linfécito T tipo Thl foi associada com re-
sisténcia mediada por linfocitos Tc e interferon (INF-y) estimulador de via metabdlica
de L-arginina e producédo de radicais livres por macrdfagos. Os linfocitos Tc foram
associados com a eliminacg&o de células infectadas com T. cruzi e com as lesBes inflama-
torias no coragao de camundongos chagasicos.ll Vigorosas respostas antiparasito tém
sido descritas em camundongos chagasicos por parte de linfocitos T CD4+ e CD8+.12
Observou-se que camundongos com células citotdxicas naturais (NKT), particular-
mente sua subpopulacdo variante (VNKT), produziam forte infiltrado inflamatério
que também incluia as células dendriticas, linfécitos B e T. Essas células inflamatdrias
produzem alta concentracdo de interferon-gama, fator de necrose tumoral alfa e 6xido
nitrico (NO), mas a resposta de anticorpo humoral fica diminuida, e 0 camundongo
chagasico geralmente morre. Uma subpopulacéo de célula NKT ndo-variante (iNKT)
que diminui a resposta inflamatoria se associa com a sobrevivéncia do camundongo
chagasico. O papel central da interleucina IL-12, do interferon-gama e do iNOS (ini-
bidor da sintase do 6xido nitrico) no controle da parasitemia e da inflamagédo reflete-se
na resisténcia do hospedeiro. Esse efeito é antagonizado pela IL-4.13 Linfécitos T
citotoxicos (NKT) desempenham papel na regulagdo das respostas imunes durante
infecgBes e doencas auto-imunes.!4

Imunoprotecédo e imunopatologia

Na doenca de Chagas humana que afeta o coragdo, ha uma predominancia de
linfocitos T CD8+ que se mostram muitas vezes mais freqlientes que os linfécitos
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T CD4+.55 Na forma gastrintestinal da doenca de Chagas, entretanto, observou-se
diminuicdo significante no nimero absoluto de linfécitos CD3+ e de linfdcitos B
CD19+ e inversdo da taxa de CD4/CD8.15 Todavia, essa taxa ndo se achava alterada
em pacientes com a doenga chagasica no coracdo, tendo como base a taxa observa-
da em individuos sadios, controles.l6 De interesse, as células T de fen6tipo CD62L,
que se associa com fenotipo de célula efetora de memoria, sofrem regulacdo negativa.
Caracterizacdo de expressdo génica na doenca de Chagas tem mostrado regulagéo
positiva de respostas imunes, metabolismo lipideo, fosforilacdo oxidativa mitocondrial
e de alguns genes seletivos. Acha-se que a regulacdo positiva da via de sinalizagéo do
interferon-gama pode ser associada com hipertrofia do coracéo.l

Resultados de experimentos na literatura revelam que ha caréncia de informa-
¢ao precisa sobre varios mecanismos de regulagdo das respostas imunes parcialmente
protetoras contra a infeccdo chagasica em camundongos e em humanos naturalmen-
te infectados com o T. cruzi.l9 Talvez essa caréncia seja maior no que concerne ao
efeito dessas respostas imunes protetoras que se associam nos infiltrados inflamato-
rios severos gerando patologias no coragdo e no tubo digestivo dos chagasicos. Em
vista disso, essas linhas de investigacdo sugerem dificuldades ainda ndo resolvidas,
visando a perspectiva de prote¢do contra a doenca de Chagas, ndo obstante opinides
entusiastas de autores que alardeiam o desenvolvimento de vacina contra as infec-
¢Bes pelo T. cruzi.192

Abstract

Acute infections by Trypanosoma cruzi usually affect young people below 15
years of age, a period associated with low-efficiency reactions. Innate immune res-
ponses in the acute phase do not prevent T. cruzi from colonizing the body, parasi-
tic infections spread in the host's body and high parasitemias are detected by direct
examination of blood smears. During the chronic phase acquired immune reactions
initially IgM antibodies and thereafter 1gGt and 1gG2 subclasses associate with cell-
mediated immune reactions securing a partially effective control of T. cruzi infections.
Lymphocytes acting in concert with macrophages activate the phagocyte that beco-
mes highly efficient in killing the intracellular forms of the parasite. Many parasitic
forms can be destroyed by the immune reactions, except for those hiding in mus-
cle cells and other non-phagocytic cells in the bodv. Unfortunately, scientists have
shown that immune reactions controlling T. cruzi infections are not different from
those associating immune-system cells with typical Chagas disease lesions. Therefore,
the involvement of specific immune responses in the pathogenesis of Chagas disease
appears to preclude the formidable task of producing a vaccine for the control of
T. cruzi infections.
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CapiTuLo 7

Apresentacdes clinicas da doenca
de Chagas

Antonio Teixeira

O que primeiro vem 2 mente do leitor curioso ¢ saber o que acontece com uma
pessoa que adquiriu a infecgdo pelo Trypanosoma cruzi. A resposta a essa pergunta é es-
sencial para a formulagdo das idéias ao longo da leitura, pois dois tergos dos individuos
que adquiriram a infecgdo jamais terdo qualquer manifestagio clinica reconhecida
como doenga de Chagas. Somente 5% ou menos dos individuos com a infecgio aguda
apresentario sintomas de doenga febril, com dores generalizadas nas articulagées e na
musculatura, mal-estar, cefaléia e outros sintomas que podem ser confundidos com
um resfriado. Os demais 95% dos individuos sdo assintomdticos ou nio se referem a
sintomas que permitam ao profissional de satde sugerir e confirmar o diagnéstico da
fase aguda da doenga de Chagas. Depois de trés a seis meses, os individuos passam a
fase indeterminada da infecgdo cronica, na auséncia de sinais € sintomas da doenga.
Entretanto, trés ou mais décadas depois, um tergo dos individuos infectados pode
apresentar sintomas da doenga de Chagas crénica. Sabe-se que 95,5% dos chagésicos
cronicos terio manifestages da doenga no coragio, e os restantes 4,5% apresentario a
doenga no eséfago (megaesofago) ou no intestino grosso (megacélon).

Introducgao

Um processo bioldgico infeccioso continuo pode ser dividido em muitos seg-
mentos para facilitar medidas paliativas de tratamento de sinais e sintomas. Portanto,
as infecgdes pelo 7. cruzi em hospedeiros mamiferos foram divididas em estigios agu-
do e cronico sucessivos.

Doeng¢a de Chagas aguda

A maioria das infeccoes agudas pelo 77 cruzi é transmitida pelos triatomineos
b
conhecidos popularmente como “barbeiros”. Estes sdo os insetos-vetores do protozodrio
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que contamina a ferida produzida na pele pela probdscide (estilete, ou ferrdo) do inseto
enquanto ele suga o sangue de sua presa humana. Uma lesdo cutanea endurecida de
hipersensibilidade tardia pode surgir no local de entrada dos flagelados no hospedeiro
imunocompetente. Esse tipo de reagdo ndo aparece no hospedeiro imunocomprome-
tido, na auséncia de resposta imune mediada por linfdcitos T.1-:3 No individuo imuno-
comprometido, a infeccdo aguda geralmente passa despercebida; o paciente ndo relata
ao médico aqueles sinais de febre, mal-estar, cefaléia, dores musculares e articulares que
caracterizam o processo infeccioso agudo. Na auséncia de sinais e sintomas, a fase ini-
cial da infeccéo pelo T. cruzi ndo é reconhecida. Em um estudo de campo feito numa
regido onde os domicilios tinham indices altos de infestacdo de triatomineos, impli-
cando alta pressdo de transmissdo do T. cruzi, aproximadamente 75% de todos 0s casos
de infeccdo aguda foram vistos em criangas com idade igual ou inferior a 10 anos.4

A fase aguda que segue a entrada do T. cruzi no corpo humano requer um peri-
odo de encubacéo de 72 horas para que o parasito passe por ciclos de multiplicagdo na
célula hospedeira antes que o0 sistema imune desencadeie reagdes inflamatdrias na pele
(chagoma) ou na conjuntiva dos olhos (lesdo endurecida unilateral, bipalpebral co-
nhecida como sinal de Romana). Essas lesGes sdo vistas numa minoria (menos de 5%)
dos individuos infectados. Mesmo na auséncia de uma reagdo na porta de entrada, as
formas amastigotas intracelulares do 7? cruzi passam por multiplos ciclos de divisao li-
berando tripomastigotas infectantes nos espagos intercelulares, de onde eles alcangcam
vasos sangtiineos e circulam pelo corpo. Mal-estar, febre, cefaléia, dores musculares e
articulares, anorexia, vomito, diarréia, sonoléncia, apatia, linfadenopatia, hepatosple-
nomegalia, edema e convulsdo sdo sintomas e sinais que prenunciam envolvimento
do coragdo e do sistema nervoso. Durante esse periodo, a infeccdo aguda pode ser
detectada pelo exame microscépico direto do parasito em esfregaco de sangue corado
pelo método de Giemsa. Nimero elevado de formas do parasito no sangue usualmente
dura entre seis e oito semanas. Na auséncia de demonstracéo parasitoldgica, as infec-
¢Oes agudas podem ser detectadas pela presenca de anticorpos especificos IgM contra
antigenos de T. cruzi. Em seguida, a infec¢do aparente desaparece gradualmente, jun-
tamente com a hepatomegalia, a esplenomegalia e a linfadenopatia, e os individuos
infectados com o T cruzi apresentam-se sadios e, curiosamente, sem que seja possivel
detectar clinicamente a infeccdo em curso, exceto quando testes soroldgicos ou de
DNA evidenciam a infecgéo.

Morte de pacientes com a doenca de Chagas aguda (possivelmente um caso
em 2.500 infectados agudamente) é usualmente relacionada a insuficiéncia cardiaca
e/ou a meningite e a encefalite. Taquicardia sinusal, bloqueio AV (atrio-ventricular) de
primeiro grau, baixa voltagem de onda QRS e alteracdes primarias de onda T podem
ser registrados no eletrocardiograma. Raios X de tOrax nesses casos mostram aumento
da silhueta cardiaca em graus variados. Nao obstante, todos 0s sintomas e sinais que
se correlacionam com envolvimento aparentemente irrevogavel de diferentes 6rgdos
cedem espontaneamente sem deixar sequela aparente.5



Fase indeterminada

Os individuos cronicamente infectados permanecem como fonte do parasito ao
longo da vida, como um reservatorio de fase indeterminada. Aproximadamente um
terco de todos os individuos portadores do tipo de infeccdo indeterminada do T. cruzi
desenvolvera a doenca de Chagas cronica. A fase indeterminada das infecgGes pelo T.
cruzi tem sido definida com base em critérios: i) teste sorolégico positivo com anticor-
po lgG-especifico, ou demonstracdo parasitologica do agente da infecgdo; ii) auséncia
de sintomas e sinais da doenca de Chagas; iii) auséncia de anormalidades eletrocardio-
gréficas; iv) coracao de tamanho normal e esdfago e célon sem alteragcdes no exame de
raios X. Por meio desses critérios, independentemente da area geografica onde o estudo
de campo foi conduzido, foi visto que dois tercos dos individuos infectados com o T.
cruzi permanecerdo nessa condi¢do indeterminada durante sua vida economicamente
produtiva. Isso significa dizer que a maioria dos pacientes com a forma indeterminada
da infecgdo é encontrada nos grupos etarios entre 20 e 50 anos de idade, totalizando
aproximadamente 12 milhdes de pessoas com testes imunoldgicos positivos para a
infeccdo pelo T. cruzi. A vida média dessas pessoas é similar aquela observada na popu-
lacdo ndo chagasica que habita a mesma regido.6,7 Usualmente, essa fase indeterminada
nos individuos infectados pelo 7? cruzi é identificada durante a admissdo em emprego
ou durante a triagem de doadores de sangue. A recusa de oportunidade de trabalho
para 0s chagasicos na fase indeterminada é considerada injustificada.

Ainda que o teste ergométrico que mede a capacidade fisica mostre valores
comparaveis entre os chagasicos indeterminados e os controles sadios pareados por
sexo e idade, tem sido observado que os chagasicos mostram alguma dificuldade em
aumentar a presséo sistolica e a freqiiéncia cardiaca durante o exercicio.7,8 Também
se verificou que o reflexo profundo no tenddo de Aquiles se encontra diminuido em
pacientes com a forma indeterminada da infecgdo.9 Varios estudos da funcao autoné-
mica do sistema nervoso simpatico e do parassimpatico tém mostrado alteracfes na
frequiéncia e na pressdo cardiaca, contratilidade da vesicula biliar, condutancia da pele
e pressdo interna no esdfago e no estdbmago.’ Talvez métodos clinicos especificos e
sensiveis pudessem descobrir alteragdes discretas em diferentes érgdos de alguns pa-
cientes com a forma indeterminada da doenca de Chagas. Em um estudo, a avaliagdo
autonémica do coracdo mostrou um excesso de disfuncdo cardiovagal no grupo de
chagasicos indeterminados (soro-positivos) quando comparado ao grupo controle de
individuos soro-negativos.1(

Morte subita refere-se aquele tipo de morte que ocorre abruptamente e ines-
peradamente, sem trauma ou outra causa evidentes.ll A morte subita que ocorre fre-
guentemente durante o exercicio ¢ um desafio a cardiologia contemporanea; esse tipo
de morte tem sido associado a arritmia cardiaca e a frequiéncia de turbuléncia (HRT)
do coracgdo na fase indeterminada da infeccdo chagasica cronica.l? HRT tem sido de-
finida como uma aceleracéo inicial e subseqiiente desaceleracdo do ritmo sinusal em
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seguida a batimento ventricular ectopico com pausa compensatéria. Esse tipo de HRT
é considerado alteragdo vagai mediada pela resposta do barorreflexo ao baixo volume
sistolico, o qual pode ser abolido por atropina, sendo insensivel a betabloqueadores.
Valores anormais de HRT tém sido registrados em pacientes com doenca de Cha-
gas cardiaca.l3 O substrato patolégico das alteragfes funcionais discretas no coragao
foi analisado mediante bidpsias do ventriculo direito de vinte pacientes com a forma
indeterminada. Foram encontradas lesfes inflamatorias minimas no coragdo.l4 Além
disso, os chagasicos na fase indeterminada que falecem em acidentes mostraram lesdes
inflamatdrias localizadas aleatoriamente no coragdo.l5 Portanto, lesbes clinico-pato-
I6gicas progressivas presentes nas populag@es de chagasicos cronicamente infectados
classificam a doenca de acordo com o 6rgdo afetado do corpo. Duas formas clinicas de
doenca de Chagas crénica sdo descritas.

Doenca crbénica do coragado

A cardiomiopatia associada as infec¢Ges cronicas pelo T. cruzi faz a doenca de
Chagas a doenca infecciosa endémica mais letal no mundo ocidental.lf O estudo
de uma populagdo urbana randomizada mostrou que a prevaléncia da doenca de
Chagas alcancava, no Distrito Federal, 18% dos garis da cidade de Brasilia.l7 Entre
o0s 245 garis chagasicos, somente dois sabiam que tinham tido uma fase aguda da
doenca com sinal de porta de entrada. Essa informag&o esta de acordo com o conhe-
cimento epidemioldgico, e estabelece que para cada chagasico com fase aguda co-
nhecida existiam mais 125 casos para os quais uma fase inicial da infeccdo jamais foi
registrada. N&do obstante, os estudos clinicos tém mostrado niveis significativamente
elevados de alteragdes eletrocardiograficas nos pacientes com testes soroldgicos po-
sitivos para a infeccdo pelo T. cruzi, quando comparados com o grupo controle da
populagcdo ndo chagasica. As principais manifestacbes que representam perigo de
vida para o chagasico com a doenca cardiaca sdo insuficiéncias do érgdo, arritmias e
tromboembolismo. As anormalidades eletrocardiograficas sdéo cumulativas ao longo
do tempo e tornam-se mais frequentemente documentadas vinte anos depois da in-
feccdo aguda. Em uma série de pacientes, verificou-se que as infecgdes cronicas pelo
T. cruzi levaram a um aumento do nimero de alteragGes eletrocardiograficas quando
elas foram registradas em duas ocasifes com intervalo de dez anos. Contragfes ven-
triculares prematuras, bloqueio do ramo direito do feixe de His, blogueios combi-
nados de ramo, distlrbio de conducdo intraventricular e alteragdes de repolarizacao
ventricular foram mais frequientemente registradas a medida que a idade do paciente
aumentava (p < 0,001). Em particular, a evolugdo progressiva dos bloqueios de ramo
foi mais freqlientemente registrada do que as demais alteragdes eletrocardiograficas
nos pacientes chagasicos.

A ecocardiografia revelou hipocinesia da parede do ventriculo e trombos intraven-
triculares. O aumento do tamanho do coragdo em pacientes chagasicos é um sinal indi-
cativo de progndstico ruim.l7 Uma palavra de cautela faz-se necessaria aqui porque os



pacientes chagasicos com coragdo severamente comprometido podem morrer durante
eletrocardiografia do tipo Holter de 24 horas para monitora¢do de arritmias e outros
distarbios cardiacos. Enfim, pacientes chagasicos que tém aparentemente alteracGes
eletrocardiogréaficas estaveis podem ter exacerbacdes repentinas de mecanismos fisio-
patoldgicos subjacentes, levando a faléncia da fungdo cardiaca. Um aspecto marcante
no curso da doenca de Chagas cronica é a variabilidade de suas manifestagGes clinicas
e eletrocardiogréaficas. Alguns pacientes que mostram alteragdes cumulativas em su-
cessivos registros eletrocardiograficos podem interromper essa escala evolutiva de, por
exemplo, arritmias ameagadoras e levar uma vida normal.

ManifestacGes clinicas da doenca freglientemente se associam as lesdes do sis-
tema nervoso periférico. O envolvimento do sistema nervoso parassimpatico com ar-
ritmias ventriculares e cardiomiopatia chagéasica dilatada tem sido descrito.1§ Reflexos
tendinosos inadequados tém sido detectados nas extremidades inferiores. Anormalida-
des sensitivas, parestesias e hipoestesias e perda de sensibilidade a estimulo localizado
sdo registradas. Todas essas alteraces e mais aquelas referentes a perda de sensibilida-
de vibratdria e postural sdo detectadas em pacientes com a doenca de Chagas cronica.
Outras alteraces dizem respeito a relacdo da doenga com prejuizo da inervagao de
unidades motoras ténar, hipoténar, soleus e extensor digitorum brevis. No conjunto, a
velocidade condutiva nos nervos periféricos do paciente chagasico é menor do que a
velocidade mais baixa registrada na populagdo controle de individuos nao infectados.5
Fraqueza muscular pode ser observada, mas em geral essa alteracdo ndo é relatada
pelos pacientes porque ela se situa numa fronteira entre o alterado e o normal na
maioria dos individuos. Em série de pacientes, entretanto, as caracteristicas estruturais
e metabdlicas de musculos periféricos de pacientes com a doenca de Chagas cronica
avancada mostraram diferencas importantes.5 Os pesquisadores observaram a funcéo
glicolitica aumentada e a capacidade oxidativa diminuida dos musculos periféricos
desses pacientes, alteracdes ndo registradas nos controles, os ndo chagéasicos. Os dados
mostraram ainda aumento na proporcdo de fibras do tipo 11 com baixa atividade de
diaforase dinucleotidica nicotinamida adenina, alta proporcéo de fibras densamente
coradas com alfaglicerolfosfato e niveis baixos de citrato sintase em chagasicos em
relacdo aos controles sadios

Um dos primeiros estudos prospectivos em area endémica mostrou que, na po-
pulagdo com as infecgdes cronicas, 57% das mortes estavam diretamente relacionadas
com a doenca de Chagas. Entre estas, 58% ocorreram por insuficiéncia cardiaca e
37,5% ocorreram subitamente.l9 As mortes restantes foram relacionadas com as for-
mas digestivas da doenca de Chagas cronica. O tempo médio decorrido entre a infec-
¢éo aguda e o desenvolvimento tardio das manifestagdes clinicas severas da doenca de
Chagas cronica foi calculado em 28 + 7 anos.20 Entretanto, a cardiomiopatia chagasica
evolui rapidamente para a morte em uma faixa média de tempo de sete meses a dois
anos apos a manifestagdo da insuficiéncia cardiaca. Um achado macroscdpico freqlien-
te em paciente no qual a morte foi resultante de insuficiéncia cardiaca é infarto cere-
bral em consequéncia de trombo deslocado do ventriculo esquerdo.2l Recentemente,
a morbidade e a letalidade da doenca de Chagas tém sido consideradas em queda,
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comparativamente aqueles percentuais registrados anteriormente. Porém, na falta de
dados bonafide, seria prudente considerar que uma relagdo parasita-hospedeiro que
se estabeleceu ao longo da vida do paciente talvez ndo possa ser modificada em curto
intervalo de apenas duas décadas. N&o obstante, os efeitos benéficos do desalojamento
dos triatomineos das choupanas das populagGes que habitam em alguns ecossistemas
poderdo ser detectados em trés décadas ou mais.

Forma digestiva da doenca de Chagas

Distarbios gastrintestinais sdo registrados entre as manifestagbes mais
comuns da doenca de Chagas cronica. Um estudo clinico que avaliou a fungéo
autondmica de pacientes chagasicos mostrou que as alteracdes esofagicas ocor-
rem, em geral, precocemente no curso das infec¢des cronicas pelo T. cruzi quando
comparadas as demais anormalidades do coracdo.” A doenca de Chagas que afe-
ta o es6fago do paciente pode dificultar a degluticdo, ocorrendo regurgitacdo do
alimento ingerido, e tais sintomas clinicos estdo relacionados com megaesofago.
Alternativamente, alguns pacientes que se queixam de constipacdo podem reter o
bolo fecal na ampola retal em casos de megacdlon. Megaesdfago e megac6lon sao
freqlientemente encontrados em areas endémicas de doenca de Chagas; pacientes
gue mostram essas condicBes tém anticorpos especificos contra T. cruzi, e, con-
sistentemente, os testes NAT sdo positivos. Essas condi¢Bes “mega” podem afetar
0 paciente independentemente, em associagdo entre si ou em associacdo com a
doenca cardiaca. Esses distdrbios gastrintestinais podem ser documentados com
exames de raios X contrastado com béario, mostrando facilmente as dilatagdes do
Iimen das visceras. Antes da dilatagao, observou-se que os pacientes com a doenca
de Chagas cronica podem apresentar alteracdes da mobilidade intestinal basal.
Em um estudo, a mobilidade basal do cdlon sigmoide e reto foi avaliada mono-
metricamente em pacientes chagasicos crénicos com e sem megac6lon. Ambos o0s
grupos de chagasicos tiveram indices mais baixos de mobilidade e freqiiéncia de
ondas do que os individuos sadios do grupo controle. Essas anormalidades tém
sido atribuidas a denervagdo intramural do tubo digestivo. Ondas de longa duragéo
e hipercontracdo das fibras musculares que foram observadas freqiientemente em
pacientes com megacélon ndo foram detectadas nos sujeitos controles.2 Dilatacéo
de segmentos do intestino delgado e da vesicula biliar tem sido associada a distur-
bios gastrintestinais e também a dilatacdo da bexiga urinaria.23

De fato, anormalidades do colon distai, tais como alteragcdo da resposta de
relaxamento do esfincter interno do reto e distensdo, tém sido descritas em pa-
cientes chagasicos.24 A acetilcolina medeia a atividade entre neurénios motores e
seus receptores muscarinicos (MAChRS) nas sinapses pos-juncionais.?s Assim, a
resposta motora do cdlon distai ao estimulo colinérgico foi encontrada alterada, e
essa alteracdo foi considerada importante na sindrome do mega.26 A mobilidade
do colon dependente de neurbnios motores conectados as fibras parassimpaticas



excitatorias pareceu alterada em pacientes com a doenca de Chagas crénica quan-
do comparada com aquela de individuos controles, os ndo chagasicos.2’

O megaesdfago pode se apresentar clinicamente em chagéasicos desde os 2
anos de idade até os 70 anos de idade ou mais, ainda que na maioria dos casos eles
sejam encontrados entre os 20 e os 40 anos de idade. A manifestacdo clinica de
megaesdfago pode antecipar a doenga no coragdo de muitos pacientes. O megae-
s6fago manifesta-se por disfagia, epigastralgia, solucos, regurgitacdo do alimento
e salivagdo aumentada. Os pacientes mostram as gléandulas salivares hipertrofia-
das. As glandulas par6tida, submandibular e sublingual e muitas outras pequenas
glandulas salivares produzem maior quantidade de saliva, uma condicao clinica
conhecida como sialorréia ou ptialismo. O paciente reconhece o problema como
um excesso de saliva mucosa, mas nao entende sua origem. Esse quadro clinico do
megaesdfago chagésico associa-se a caquexia resultante da dificuldade de ingerir
0 alimento.28 Os raios X do esd6fago mostram varios distarbios: i) didmetro nor-
mal, mas dificuldade de esvaziamento do contraste de bario ingerido; ii) dilatagédo
moderada do didmetro e retencdo do contraste de bario; iii) grande dilatacdo, hi-
potonia e contratilidade minima; iv) imensa dilatacdo e alongamento caindo sobre
o diafragma. A doenca parece evoluir durante periodos de disfagia seguidos por
longos periodos em que os sintomas desaparecem.2d

O megacolon forma-se consideravelmente mais tarde no curso da doenca de
Chagas comparativamente com o megaes6fago. O principal sintoma que anuncia
um megacolon de etiologia chagasica é a constipacdo. A retencdo progressiva do
bolo fecal endurecido leva a dilatagdo e ao espessamento da parede do célon, com-
prometendo usualmente o célon sigmdide e o reto. A dificuldade de passar o bolo
leva a dilatagdo da parte restante do intestino, aumentando os movimentos das
algas, causando dor e desconforto fisico constantes. O uso continuado de laxativos
pode causar ulceracdes da superficie mucosa da viscera, ruptura da parede do in-
testino, peritonite e septicemia. Os raios X permitem a classificacdo dos megaco-
lons: 1) com eliminacdo espontanea do bolo fecal; 1) sem elimina¢do espontanea
do bolo; I11) obstrucdo completa e impossibilidade de eliminagcdo do bolo apds
estimulo farmacoldgico. As complicagcdes mais freqlientes do megacélon sdo obs-
trugdo e ruptura da viscera.30,3!

Abstract

A curious reader wants immediately to know how the health of a person with
a freshly acquired Trypanosoma cruzi infection can be aggravated. An answer to this
question is fundamental for organizing ideas to reach further steps in the narrative;
two thirds of acutely infected individuals will never show any clinic manifestation
recognized as Chagas disease. Usually, only 5% or less of the acutely infected pop-
ulation will present signs of illness, showing generalized aches affecting joints and
muscles, malaise, headache and other symptoms that could be taken as a common
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cold, and recover spontaneously. However, the acute infection can be life-threatening
in a minority of symptomatic patients showing signs ofheart and central nervous sys-
tem involvement. The remaining 95% of the people showing acute infections can be
asymptomatic, or they do not refer to symptoms that could be suggestive ofthe infec-
tion thus allowing clinic diagnostics.Three to six months thereafter, individuals evolve
to the chronic indeterminate phase of T. cruzi infections, in the absence of symptoms
and signs of Chagas disease. However, after three or more decades, one third of the
chronically infected individuals may present symptoms of chronic Chagas disease.
94.5% of chronic chagasic patients will develop clinic manifestations of Chagas heart
disease, and the remaining 4.5% will develop disease manifestations in the esophagous
(megaesophagous) and/or in the large intestine (megacolon).
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Capitulo 8

Patologia da doenca de Chagas humana

Antonio Teixeira

Caracteriza a patologia da doenca de Chagas na fase aguda a presenca de ninhos
de formas amastigotas do Trypanosoma cruzi nos tecidos, particularmente nas células
musculares estriadas do coracao e dos musculos esqueléticos e lisos do corpo humano.
Entretanto, o elemento mais importante na formagéo das les6es graves nos tecidos do
coragdo e do tubo digestivo é o infiltrado de linfdcitos e macréfagos do sistema imune,
acarretando a destruicdo da musculatura do coracéo, do intestino e dos ganglios do sis-
tema nervoso periférico. O aspecto da destrui¢do das células alvo ndo parasitadas pelos
linfocitos e pelos macrdfagos efetores do sistema imune é particularmente evidente na
fase cronica da infeccdo chagasica. A inflamacdo severa enfraquece os drgaos, dilatan-
do-o0s e tornando-os insuficientes. A morte celular implica substituicdo por cicatrizes
fibrosas, que sdo apenas seqiielas do processo de rejeigdo do proprio tecido do corpo.

Introducéo

Os achados patoldgicos macroscépicos e microscopicos na doenca de Chagas
aguda descritos em seguida sdo provenientes de duas criangas.l O acesso as laminas
com secgBes dos tecidos desses dois casos foi generosamente permitido pelo prof. dr.
Moysés Sadigursky do Hospital da Universidade Federal da Bahia. Os dados sobre a
doenga de Chagas crénica sdo oriundos dos arquivos do dr. Antonio Teixeira referentes
a vinte casos submetidos ao estudo post-mortem que realizou pessoalmente no Hos-
pital da Universidade Federal da Bahia e no Hospital da Universidade de Brasilia. As
analises microscopicas desses casos forneceram os dados e as fotografias apresentados
aqui. Observe que as fotografias mostram les6es destrutivas que ilustram o0s casos mais
severos da doenca encontrada em um terco dos pacientes portadores das infecgdes pelo
T. cruzi que morrem de doenca de Chagas. Na auséncia de lesdes severas, 0s restantes
dois tercos das pessoas infectadas ndo morrem de doenca de Chagas.
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Doenca de Chagas aguda

O chagoma e o sinal de Romana que aparecem em alguns individuos uma se-
mana depois da contaminacdo da abrasdo deixada na pele pelo parasito se caracteri-
zam por lesdo endurecida no local e ingurgitamento dos linfonodos satélites. Essa lesdo
de porta de entrada é uma reacdo tipica de hipersensibilidade tardia aos antigenos do
T. cruzi. Bidpsia da pele mostra infiltrados de células mononucleares no tecido conjun-
tivo subepidérmico e reacdo granulomatosa no tecido dérmico profundo, onde macrofa-
gos linfocitos e células gigantes multinucleadas sdo circunscritos por fibroblastos (Figura
8.1). Os linfonodos que drenam as lesGes mostram hiperplasia e células blasticas; nos
nodulos, muitos macrofagos albergam formas amastigotas do T. cruzi. A pele que cobre
a lesdo fica hiperpigmentada, e a queratina descarna da superficie em conseqiiéncia da
coceira. A lesdo desaparece em aproximadamente um més e nao deixa marca no local.
Alguns achados da hipersensibilidade tardia como enduracédo e infiltracdo de células
mononucleares podem ser obtidos pela injecdo de 20 pg de antigeno subcelular do 7?
cruzi na pele do paciente chagasico.?
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Figura 8.1 Chagoma de inoculago trés semanas depois da picada do triatomineo e inoculagéo do
Trypanosoma cruzi na pele do brago de umajovem. Note o infiltrado inflamatério crénico na epider-
me, com granuloma e células gigantes caracterizando reacdo de hipersensibilidade tipo retardada
Fonte: arquivo do dr. Antonio Teixeira



No corpo humano, o T. cruzi pode parasitar qualquer tecido derivado do meso-
derma, do endoderma e do neuroectoderma embrionarios. Entretanto, a intensidade
das infecgBes pelo T. cruzi no corpo parece variar de caso para caso, provavelmente
dependendo da genética do hospedeiro e do parasito. Tecido conjuntivo, musculos liso
e estriado, medula 6ssea, sistema fagocitico mononuclear e células gonadais podem
ser intensamente parasitados. Achados histopatologicos de um menino de 18 meses
de idade e de uma menina de 4 meses de idade que sucumbiram a doenca de Chagas
agudal revelaram ninhos de formas amastigotas de T. cruzi dentro de células de go-
niablastos de tubos seminiferos dos testiculos (Figura 8.2A) e de células da teca dos
ovarios. O aparelho reprodutivo ndo tem sido cuidadosamente estudado no curso das
infecgBes pelo T. cruzi nos humanos. As estruturas dos tecidos endodérmicos podem
eventualmente ser parasitadas pelas amastigotas de 7? cruzi', as células no figado, nos
rins, na tiredide, no pancreas e em outras glandulas podem ser parasitadas. As células

Figura 8.2 Lesdes teciduais na doenga de Chagas aguda humana. A) Tubo seminifero de um
menino de 18 meses de idade com amastigotas no citoplasma de espermatoblastos e no limen
(seta) (H-E, 1000X). B) Seccéo do coracdo mostrando ninho de amastigotas (setas) e infiltrado
de células mononucleares associadas com lise de fibras musculares nao parasitadas (H-E, 400X).
C) Msculo esquelético com infiltrados de células mononucleares e destrui¢do da célula-alvo.
Uma “unidade minima de rejeicao” esta envolvida pelo circulo. D) Lesdo nodular inflamatoria
na substancia cinzenta do cérebro (H-E, 200X)

Fonte: arquivo do dr. Antonio Teixeira
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do neuroectoderma sdo menos freqlientemente parasitadas do que células derivadas de
outros folhetos embrionarios; se a infeccdo atinge o sistema nervoso central, as células
da glia, usualmente os astrocitos, sdo parasitadas.

Alguns isolados de T. cruzi concentram a infeccdo no sistema fagocitico
mononuclear, enquanto outros se distribuem randomicamente em células muscu-
lares ndo fagociticas, aparentemente buscando evadir-se do sistema imune do hos-
pedeiro. Nos musculos estriados do coragdo e do aparelho locomotor, formas amas-
tigotas em multiplicacdo formam ninhos ou pseudocistos (cavidade sem parede
limitante) na auséncia de inflamacdo. Entretanto, aspectos degenerativos de células
musculares ndo parasitadas podem ser associados com infiltrados inflamatorios. As-
pectos similares podem ser encontrados em musculo liso ao longo do tubo diges-
tivo, do aparelho reprodutor e da parede de vasos. Os achados microscopicos nas
lesdes inflamatorias dessas estruturas sdo semelhantes aqueles do tubo digestivo e do
coragdo, onde células mononucleares do sistema imune invadem as estruturas musculares
e 0s ganglios parassimpaticos situados entre as camadas internas e externas (plexo de Au-
erbach) e na camada submucosa interna (plexo de Meissner). As formas amastigotas do
T. cruzi podem ser encontradas nas células musculares, nos fibroblastos, nas células de Schwan
e da microglia, mas ndo em neurdnios. Entretanto, a lise de neurbnio ocorre em associaco
com a aderéncia de células mononucleares do sistema imunitério, produzindo despopulagio
dos neurdnios. Andlises ao microscopio eletronico mostram infiltrados inflamatdrios associa-
dos com células da glia e dos neur6nios, comprometendo secundariamente 0s neuronios ndo
parasitados.

Tipicamente, o coracdo dos pacientes que faleceram com a doenga de Cha-
gas aguda fica aumentado de tamanho, dilatado, amolecido e congesto. Os linfono-
dos situados entre a aorta e a artéria pulmonar aparecem ingurgitados. A superficie
epicardica mostra vasos coronarianos amplamente patentes, acompanhados de vasos
linfaticos com granulos parecidos com pequenas pérolas. Esses achados morfologi-
cos pressagiam os infiltrados inflamatorios de grande intensidade drenando através
da parede dos ventriculos do coragdo. Microscopicamente, muitas fibras musculares
e ocasionalmente histiécitos intersticiais mostram ninhos de formas amastigotas de
T. cruzi em divisdo. As células mononucleares, principalmente pequenos e grandes
linfocitos, com processos citoplasmaticos expandidos infiltram o miocardio e aderem
na membrana das fibras cardiacas. Varios aspectos caracteristicos da severa destruigédo
das fibras do coracdo podem ser observados (Figura 8.2B). Algumas fibras parasitadas
podem ser encontradas nas lesdes, onde aparecem infiltrados inflamatorios destrutivos.
Nas lesOes, entretanto, as células cardiacas ndo parasitadas sdo rejeitadas ou destruidas
pelas células efetoras mononucleares do sistema imune. A Figura 8.2C mostra uma
tipica unidade minima de rejeicdo da fibra muscular. A confluéncia de mdaltiplas uni-
dades de rejeicdo gera o quadro microscépico caracteristico da miocardite na doenga
de Chagas aguda. A extensao dos infiltrados inflamatorios no sistema de condugdo do
coragdo associa-se com as alteragdes eletrocardiograficas e com o retardo da condu-
¢do do estimulo elétrico. Os infiltrados inflamatdrios invadem os ganglios cardiacos
parassimpaticos, onde as células da glia e de Schwan podem ser parasitadas, mas 0s



neurdnios sempre sdo poupados. Curiosamente, a aderéncia de células inflamatorias
mononucleares aos neurdnios leva a lise e a perda de varias dessas unidades na fase
aguda da doenca. Adicionalmente, a inflamacéo estende-se para 0s nervos simpaticos
no epicardio e nas estruturas intramurais do cora¢do. O componente inflamatério é
denominador comum da patologia, altamente conspicuo na fase aguda da doenca.

O envolvimento de estruturas do sistema nervoso central na fase aguda da doen-
ca deveria ser frequente se fosse levado em consideracdo que o 7? cruzi pode ser recu-
perado do fluido cérebro-espinhal em 72,7% dos pacientes com a infecgdo aguda.3 En-
tretanto, em metade desses casos ha auséncia de alteracdo de componentes do liquor
e de lesdo neurologica. Nos casos agudos com manifestacdo clinica de envolvimento
neuroldgico, as lesbes sdo relacionadas com meningite e meningoencefalite. Sobretudo,
0 cérebro pode exibir congestdo dos vasos sangiiineos e edema da substancia cere-
bral. O tecido cerebral pode estar esparsamente lesado pela inflamagdo em volta dos
pequenos vasos sangiiineos, micro-hemorragias vasculares e proliferacdo nodular de
células da glia na substancia cinzenta (Figura 8.2D). Usualmente, as células inflama-
térias invadem os folhetos meningeos acompanhando os vasos sangiiineos inseridos
profundamente no cérebro. Ninhos de formas amastigotas de 7? cruzi podem ser vistos
nos astrocitos do cérebro.

Fase indeterminada

A fase indeterminada das infeccbes pelo 7? cruzi significa que o paciente ndo tem
evidéncia clinica de doenga no coragdo ou no tubo digestivo.45 Nessa etapa, ndo ha lesdo
macroscopica significativa nesses drgdos. Entretanto, a fase indeterminada pode ser reco-
nhecida pela demonstracdo parasitoldgica direta ou pelos marcadores imunoldgicos e ge-
néticos da infeccdo criptica. O substrato patologico microscopico das alterages funcionais
subitas foi descrito em bidpsia tirada do ventriculo direito de vinte chagésicos e consistia
em lesdes inflamatorias discretas no coragdo.6 Usualmente, os infiltrados inflamatdrios no
coragdo sdo focais, pequenos (Figura 8.3A). A bidpsia de musculo esquelético mostrou
inflamagéo pontual, lise de célula-alvo e degeneragdo.7,8

A morte acidental de individuos portadores da forma indeterminada tem propi-
ciado andlise do substrato patolégico da doenca; as lesdes inflamatorias no coragdo,
no tubo digestivo e no muasculo esquelético sdo similares aquelas vistas em pacientes
com a forma clinicamente manifesta da doenga de Chagas cronica, porém em inten-
sidade muito menor. Palicadas de células do infiltrado inflamatério em volta das fibras
musculares assemelham-se ao que foi descrito para a unidade minima de rejei¢do da
célula-alvo (Figura 8.3B). Em alguns casos, multiplas unidades minimas de rejeigdo
comprometem um feixe de fibras em um sé muasculo. Qualquer nervo ou ganglio sim-
patico naquela regido pode ser afetado pelos infiltrados inflamatérios.

No tubo digestivo, as lesdes alcangam os ganglios parassimpaticos e produzem
depopulacdo de neurdnios. As lesdes clinico-patoldgicas presentes nos chagasicos
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com as infecgbes cronicas classificam a doenca de acordo com o ¢érgdo atingido no
corpo. Sao conhecidas duas formas clinicas principais da doenca cronica.

Figura 8.3 Lesdo microscopica no coragdo humano com a forma cronica indeterminada da in-
feccdo. A) O infiltrado de células inflamatdrias (redondas e escuras) associa-se a destruicdo das
fibras-alvo do miocardio (H-E, 400X). B) “Unidade minima de rejei¢do™: as células inflamatorias
mononucleares do sistema imune do chagasico (circulo) lisam as miofibras-alvo do seu coracéo
Fonte: cortesia do dr. Edison Reis Lopes, Faculdade de Medicina do Tridngulo Mineiro, Ube-
raba, Minas Gerais)

Doenca de Chagas crénica do coracao

A doenca de Chagas cronica afeta igualmente o coragéo de individuos de ambos
0s sexos, usualmente entre 30 e 45 anos de idade. No grupo de pacientes que mostram
alteracOes eletrocardiogréaficas progressivas, a morte ocorre inesperadamente em 37,5%
dos casos.l0 12 Mais de 58% desses pacientes desenvolvem sinais ominosos de insuficién-
cia cardiaca e morrem freqlientemente entre sete meses e dois anos depois, 13 Insuficién-
cia congestiva que envolve as cdmaras direita e esquerda do coracéo afeta a pequena e a
grande circulagdo. O coracdo aumenta de tamanho e ocupa a base da cavidade do térax,
projetando-se contra o peito. Em pacientes que morrem de insuficiéncia cardiaca conges-
tiva, 0 peso médio do coracao alcanga 540 + 90 g (Figura 8.4A), enquanto naqueles que
sofrem morte subita o peso do coracédo alcanca 390 + 50 g. Na superficie do endocéardio,
as camaras dilatadas do coragdo tornam-se espessadas. Um achado macroscopico tipico
da doenca € o afinamento da ponta do ventriculo esquerdo, com dilatacdo aneurismatica.
A presenca de trombo em diferentes estadios de organizacao é vista freqlientemente
no apice do ventriculo esquerdo e na auricula direita. A formacdo de trombo nessas
localizagBes das camaras cardiacas pode ser associada com fendmeno trombo-embolico
nos pulmdes, no cérebro, no bago e nos rins. O fendmeno trombo-embdlico no cérebro



e nos pulmdes esta associado, freqlientemente, com a causa desencadeante da morte na
doenca de Chagas cronica. A superficie epicardica do coragdo mostra 0s vasos corona-
rianos dilatados acompanhados pelos vasos linfaticos com pequenos granulos periédicos
esbranquicados indicativos do sistema de drenagem do processo inflamatério no mio-
cérdio subjacente; os linfonodos sentinelas da drenagem, aumentados de tamanho, sdo
encontrados entre a aorta e a artéria pulmonar.

Os principais achados microscopicos no coragcdo de um paciente que sucumbe
a doenca de Chagas sdo associados com os infiltrados inflamatdrios encontrados em

Figura 8.4 A patologia da doenga de Chagas cronica no coragdo humano. A) Cardiomegalia
em paciente adulto com aumento dos ventriculos, proeminéncia do cone da artéria pulmonar,
ingurgitamento de vasos linfaticos e placa esbranquicada no epicardio. Um trombo esta pre-
sente no atrio direito (seta). B) Ganglio parassimpatico com ganglionite e neurondlise (seta)
(H-E, 100X). C) Leséo histopatolégica consistindo em infiltrado severo e difuso de células
mononucleares e lise das miofibras do coragdo. Uma “unidade minima de rejei¢do” esta indicada
pelo circulo (H-E, 400X)

Fonte: arquivo do dr. Antonio Teixeira

Capitulo 8 —Patologia da doenga de Chagas hi

[EEN



Antonio Teixeira

todos os casos. Os infiltrados inflamatdrios de macrdfagos, pequenos e grandes lin-
fécitos provenientes dos vasos iinfaticos, atravessam o tecido conjuntivo para formar
as palicadas em volta das fibras musculares. Nos focos inflamatorios, outros tipos de
células podem ser encontrados em proporgdes variaveis, incluindo os plasmacitos, os
neutréfilos, os eosinofilos e os mastocitos. As células inflamatorias invadem as fibras
do coracdo e causam lise da célula ndo parasitada (Figura 8.4B). A presenca de células
parasitadas no coracao pode ser detectada microscopicamente em um pequeno ndmero
de casos (10% a 20%), consistente com o0s achados dos testes NAT mostrando nDNA
do parasito remanescente nos tecidos afetados em todos os casos.1415 A presenca de
ninhos do parasito é vista mais comumente em areas sadias do miocardio, livres dos
infiltrados inflamatorios. Nos sitios das lesGes, palicadas de linfocitos aderem na mem-
brana citoplasmatica das células ndo parasitadas, invadem o citoplasma e induzem lise
da fibra muscular; lesao tipica de unidade minima de rejei¢do da célula-alvo, como esta
indicada pelo circulo da Figura 8.4C. A confluéncia de numerosas unidades de rejeicao
induz a miocardite difusa, que determina as severas alteragdes na estrutura do coragéo.
As fibras musculares destruidas sdo substituidas pelo tecido fibroso na presenca de
infiltrado inflamatorio evanescente. As células inflamatdrias infiltram as miofibras es-
pecializadas do sistema de condugéo do coracdo da mesma maneira que elas infiltram
0 miocardio contractil. A intensidade desse processo inflamatdrio autodestrutivo varia
de um sitio para outro do miocardio; enquanto algumas lesfes sao iniciadas, outras
sdo intermedidrias ou encontram-se esmaecidas. Entdo, verifica-se que algumas areas
do coragdo podem ser poupadas engquanto outras podem ser duramente lesadas pela
inflamac&o. A intensidade do processo jamais atinge simultaneamente todo o coracéo,
porque isso ndo seria compativel com a sobrevivéncia. No nivel de ultra-estrutura, além
da associacdo dos infiltrados mononucleares com as células-alvo que sofrem lise, as
miofibras mostram aspectos de hipertrofia, intumescimento de mitocdndria, necrose,
degeneracéo hialina, ruptura e perda de miofibrilas.l6 A medida que as lesdes envelhe-
cem, o0 tecido conjuntivo frouxo é substituido por cicatrizes fibrosas densas que podem
ser vistas esparsas nas paredes das cdmaras do coracdo.l7

Os ganglios simpaticos estrelados paravertebrais e os ganglios parassimpaticos
intracardiacos podem ser lesados severamente na doenga de Chagas.!8 O estudo das
terminacgdes dos nervos simpaticos e parassimpaticos, em pacientes que sucumbiram a
doenca de Chagas no coragdo, feito com técnica histoquimica, revelou atividades de ca-
tecolaminas e de acetilcolinesterase. Ambos os tipos de terminaces nervosas estavam
em quantidade reduzida. Esse achado mostrou denervacdo autonémica progressiva
naqueles pacientes com a doenga de Chagas.18 As lesfes no sistema nervoso auténo-
mo intracardiaco acham-se presentes em todo caso de doenca de Chagas no coragao,
com varios graus de intensidade.1920 O processo inflamatério acha-se evidente nos
ganglios parassimpaticos e nos nervos simpaticos e em suas terminag6es no miocardio.
Nessas lesGes a periganglionite mostra aspectos tipicos de infiltrados mononucleares
e proliferacdo focal de células da glia no tecido nervoso, com alteracdo da disposigdo
na arquitetura normal em volta de neur6dnios; tanto fibroblastos do periganglio como
as células de Schwann do intraganglio podem ser eventualmente parasitadas pelas



formas amastigotas de T. cruzi, mas os neurdnios sdo poupados. Entretanto, as células
do infiltrado inflamatério que cercam os neurdnios se associam freqlientemente a lise
da unidade-alvo. Portanto, ganglionite com degeneracdo e depopulacdo de neurbnios
sdo achados patoldgicos tipicos da doenca de Chagas no coragao.

Os vasos coronarianos na doenca de Chagas no coracdo ficam amplamente
patentes. Os ramos de pequena arteriola no miocardio podem mostrar envolvi-
mento ocasional no processo inflamatério quando usualmente os macréfagos, os
linfécitos e os plasmdcitos os circundam como um manguito. Em area de substi-
tuicdo fibrosa do miocardio, a arteriola pode ficar sepultada dentro de uma escara.
O endotélio de pequenos vasos sanguineos no miocardio pode exibir alteracao
proliferativa pontual e espessamento da membrana basal associadas com o processo
inflamatorio.2021 Entretanto, usualmente ndo se encontra lesdo oclusiva de caréater
especifico em arteriola que possa prejudicar o fluxo de sangue no coracdo. Pelo con-
trario, as lesdes endoteliais nos pequenos vasos sangliineos do coragdo de pacientes
que sucumbem a doenca de Chagas podem ser consideradas secundarias aquelas
resultantes de lesbes primarias de inflamacdo, insuficiéncia cardiaca, suprimento
sanguineo deficiente e anoxia.

Figura 8.5 A patologia do megaesdfago na doenga de Chagas crénica humana. A) Vista mac-
roscopica do esdfago dilatado. B) Ganglionite parassimpatica e neurondlise associadas com
infiltrados de células mononucleares do sistema imune do paciente (H-E, 200X). Uma “uni-
dade minima de rejeicdo” esta indicada pelas setas que apontam para os linfocitos em volta do
neurdnio, em tipico processo de lise da célula-alvo. C) Seqiela fibrosa de um ganglio parassim-
patico do esdfago mostrando auséncia de neurdnios (H-E, 100X)

Fonte: arquivo do dr. Antonio Teixeira
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As sindromes dos megas

A patologia do esdfago e a do colon como sindromes associadas a doenga de
Chagas crénica dependem essencialmente da perda de coordenagdo e da alteragdo do
controle da mobilidade das paredes da viscera oca.?2 Essas alteragfes resultam de le-
soes inflamatdrias sobre as fibras musculares lisas da parede da viscera no tubo diges-
tivo, afetando particularmente os neurbnios parassimpaticos intramurais. As lesGes
sdo distribuidas randomicamente no esdfago, no estbmago e nos intestinos delgado
e grosso, mas suas implicacOes fisiopatoldgicas sdo evidentes no esdfago e no cdélon.
Isso porque esses segmentos sdo precedidos por esfincteres que permitem acumula-
¢ao de uma massa sélida que impinge a dilatacdo da viscera (Figura 8.5A). Casos de
megassindromes que afetam estdmago, duodeno, vesicula biliar, bexiga e brénquios
também tém sido descritos.2324 Para cada uma dessas condicGes, a patologia exibe um
denominador comum que tem sido descrito nos casos de megaes6fago e megacélon
proeminentes.?5 As lesGes inflamatorias nos ganglios parassimpaticos, situadas entre as
camadas de musculos lisos (plexo de Auerbach) e na submucosa (plexo de Meissner) da
viscera oca, levam a ganglionite e a depopulacdo dos neurdnios da mesma maneira
descrita para os ganglios intracardiacos. Usualmente, as manifestagcdes nas sindromes
de mega ocorrem quando a perda (depopulagdo) de neurdnios ultrapassa 55% das
unidades do parassimpatico intramural. Os dados quantitativos sobre a depopula-
cao dos neurdnios sdo obtidos por técnica morfométrica padrao,26,27 reproduzivel em
muitas séries de cas0s.2829 Em alguns pacientes portadores de megacdlon e/ou me-
gaesdfago chagasico, a depopulagdo de neurdnios pode alcancar até 76,5% da média
daquelas células encontradas na populagdo controle.2d O uso dos testes NAT tem
mostrado presenca de nDNA remanescente nos tecidos, indicando a persisténcia das
infeccBes cronicas pelo 7? cruzi em pacientes portadores de megassindromes.303. Ain-
da que a literatura tenha documentado a presencga de ninhos do parasito em fibro-
blasto periganglionar ou em célula da glia intraganglionar, ndo se tem conhecimento
de que o neurénio seja parasitado pelo T. cruzi.23'32 Tampouco foi obtida evidéncia
experimental de uma toxina hipotética que seria secretada pelo parasito,3 e, portanto,
destruicdo de neurénios e depopulagdo neuronal ndo se associam diretamente com
0 parasitismo. Pelo contréario, a morte de neur6nios esta claramente associada com
aderéncia de células mononucleares do sistema imune e lise da célula-alvo do tecido
nervoso (Figura 8.5B). Uma ganglionite ativa deixa a marca de sua passagem pela
depopulacdo neuronal e pela seqiela de tecido fibroso (Figura 8.5C). Em resumo, a
lesdo mais conspicua na sindrome de mega de etiologia chagasica tem relagédo direta
com aquela do coragédo e associa o0 infiltrado inflamatdrio de células mononucleares
com a unidade minima de rejeicdo. Este é o denominador comum da patologia na
doenca de Chagas humana.

Abstract

The pathology of acute Chagas disease is characterized by the presence of
Trypanosoma cruzi amastigote nests in tissue cells. This finding affects mainly striated



muscle cells of the heart and of skeletal muscles, and of smooth muscles of the hu-
man body. However, a key element in the production of severe lesions in body tissues,
mainly in the heart and digestive tube, is the inflammatory infiltrate by the patient’s
immune system mononuclear cells; lymphocyte-macrophage are effector's cells car-
rying out destruction of self-tissues in Chagas disease. Severe inflammatory lesions
lead to weakened target tissues and organs, thus producing dilation, contractile failure
and insufficiency. Target cell death implies substitution by fibrous tissue, which is a
late stage sequel resulting from the auto-immune rejection of self tissue by the host
immune system.
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Patologia comparada da doenca de Chagas

Antonio Teixeira

No Capitulo 1, falou-se sobre a unidade bioquimica de elementos formadores
dos seres vivos unicelulares. Desde entdo, naturalmente, vias metabdlicas comuns estio
atuando nas células que compdem os diversos érgios e sistemas dos seres multice-
lulares. Outro aspecto interessante aponta para mecanismos comuns de defesa e de
geragio de patologia, presentes no processo inflamatério, denominador comum acom-
panhando importantes reagoes do sistema imune dos mamiferos. De fato, a analise
comparada da patologia, no curso da infecgio pelo Trypanosoma cruzi, em mamiferos
pertencentes a cinco ordens diferentes, ¢ indistinguivel daquela que foi descrita no
capitulo anterior a propdsito da doenga de Chagas humana. Caracteriza essa patologia
aassociagdo de linfécitos e macréfagos do sistema imune com as células-alvo do corpo,
sem que haja a presen¢a do parasito nas proximidades da lesdo. Essa lesdo é definida
como “unidade minima de rejei¢io”, considerada aqui denominador comum da pato-
logia na doenga de Chagas.

Introducao

Numa certa época, invertebrados sugadores de sangue (sanguessugas) que se
alimentaram em peixe, anfibios e répteis adquiriram tripanossomos dos vertebrados e,
subseqilientemente, passaram-nos para os pdssaros e os mamiferos terrestres. As infec-
¢oes de vertebrados aquiticos por tripanossomos poderiam ajudar nosso entendimen-
to sobre as relagbes parasito—hospedeiro se houvessem registros disponiveis."? Esse
estudo seria chave, pois a auséncia de sistema imune completamente desenvolvido em
vertebrados aquiticos poderia correlacionar até certo ponto com algumas lesdes ou
com a auséncia completa delas. Essa drea de estudo requer atengio, pois poderia levar
ao conhecimento da ontogenia dos mecanismos inatos de resisténcia e/ou susceptibi-
lidade de hospedeiros vertebrados aos tripanossomos.
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Passaros

As aves sdo refratarias a infecgdo pelo T. cruzi. Em seguida a inje¢do intravenosa
ou intramuscular, o T. cruzi desaparece imediatamente do local de inoculacdo3 e ndo
pode ser recuperado do sangue de aves a despeito de qualquer boa técnica empregada.
Entretanto, inoculagdo de formas tripomastigotas infectantes de T. cruzi na cAmara
de ar de ovos férteis de galinha resulta em crescimento intracelular de amastigotas do
parasito em células embrionérias até o décimo dia pés-fertilizagcdo. Dali em diante, a
infeccdo é eliminada por mecanismos de imunidade inata do embrido.4

Tripanossomo hospedeiro-especifico pode produzir infeccdo severa em aves.57
O Trypanosoma bouffardi especifico de passaro produz patologia grave no canario. O au-
mento do bago coincide com o pico de parasitemia na auséncia de outras lesbes ma-
croscépicas. O exame histopatoldgico revela hiperplasia do tecido linfoéide e miocardite
focal.8 Em um caso isolado, um canario que havia ficado cego morreu com uma doenga
sistémica e foi submetido a exame histopatologico (dr. Teixeira recebeu as laminas
como cortesia de Gene Hubbard, patologista veterinario da Southwest Foundation
for Biomedical Research, San Antonio, Texas): 0 coragdo e 0s musculos esqueléticos
mostravam infiltrados inflamatdrios e lise das células-alvo. No globo ocular havia in-
flamacédo severa com a presenca de ninhos de formas amastigotas de um protozoario
cinetoplastida nos musculos ciliares. A patologia presente, induzida naturalmente por
tripanossomo especifico de passaro, guarda relacdo préxima com aquela encontrada em
mamiferos infectados com T cruzi.

Marsupialia

Os metatérias (Marsupialia: Didelphidae) e eutéria (Edentata: Dasypodidae;
Rodentia: Muridae) sdo considerados os primeiros mamiferos a se envolver no ciclo
enzodtico do T. cruzi. Didelphidae e Dasypodidae, familias de gambas e tatus, res-
pectivamente, sdo importantes reservatorios silvestres do protozoario.91S A ecoepi-
demiologia da doenca de Chagas enzodtica na América do Norte parece largamente
dependente das relagbes dos vetores triatomineos com os gambas e os tatus.16'19 Os
estudos mostraram que a prevaléncia de infec¢fes por T. cruzi variou de 37,5%20 a
57,1% entre os gambas.2l

Marsupiais silvestres foram submetidos a cariotipagem, exames parasitolégi-
cos e patoldgicos.22 O caridtipo confirmou que os animais eram da espécie Didel-
phis marsupialis. Nove dos 12 marsupiais capturados tinham protozoarios flagelados
no sangue e foram isolados pelo xenodiagnostico e/ou por hemocultura (Tabela 9.1).
As formas metaciclicas que foram recuperadas pelo xenodiagndstico foram inocula-
das nos camundongos. Duas semanas ap6s a inoculagdo, formas tripomastigotas do
protozoario morfologicamente indistinguivel do T. cruzi foram detectadas no sangue
murino. Caracterizagdo molecular fenotipica e genotipica revelou que esses isolados
eram verdadeiramente T. cruzi, pois formaram as bandas dos tamanhos esperados pela



amplificacdo do DNA molde com os pares de aneladores (primers) especificos, quando
comparados com o estoque T. cruzi Berenice, considerado padrdo de T. cruzi virulento.
Além disso, PCR com primers TC/TC1/TC2 de miniexon intergénico23 e comprimers
D71/72 de rDNA2425 revelaram amplificacdo de bandas especificas, usando DNA
molde de 7? cruzi isolado de marsupiais e do 7? cruzi Berenice isolado de um paciente
humano com a doenca de Chagas aguda. Esses marcadores moleculares (Figura 2.3,
Capitulo 2) permitiram a classificacdo dos isolados selvagens como 7? cruzi do grupo
filogenético tipo I, enquanto o padrao de referéncia 7? cruzi Dmc caracterizou o tipo
I1. Esses resultados foram ainda confirmados pela hibridizacéo in situ (Figura 9.1A e
B) de 7? cruzi selvagem com a sequiéncia biotinilada de 195 pares de base, derivada de
nDNA molde Berenice amplificado com primers especificos Tczl/2.22,26 A patologia
evidente nas seccoes de coracdo dos marsupiais infectados naturalmente com 7? cruzi
do tipo | mostrou miocardite, caracterizada pelos infiltrados inflamatdrios de células
mononucleares e lise das fibras musculares. Além do coracéo, os infiltrados inflama-
torios foram encontrados nos musculos esqueléticos e nos musculos lisos do esdfago
e dos intestinos delgado e grosso (Tabela 9.1). O estudo histopatolégico de seccdes
representativas de cada um dos trés gambas do grupo controle, sem infeccédo, mostrou
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Figura 9.1 Patologia da doenca de Chagas em Didelphis marsupialis. A) Hybridizagéo in situ de
flagelados com sonda de Trypanosoma cruzi Berenice. A sonda especifica de DNA biotinilado
identifica os flagelados pela fluorescéncia e confirma que o protozoario isolado de Rhodnius
pictipes compartilhava o nicho ecoldgico (babagu: Attalea speciosa) com o Didelphis marsupialis
(Teixeira et al., EID, 2001). B) Foto em contraste de fase mostrando as formas de cultivo do iso-
lado silvestre de T. cruzi. C) Miocardite crénica em D. marsupialis infectado com T cruzi. Note
palicada de células mononucleares infiltrando o misculo do coracdo (H-E, 200X). D). Lesédo no
musculo esquelético de D. marsupialis infectado com 7? cruzi. O intenso infiltrado inflamatério
associa-se com lise de fibras musculares, formando “unidade minima de rejeicao” (H-E, 200X)
Fonte: Teixeira et al., Mem. Inst. Oswaldo Cruz, 2006

Tabela 9.1 Achados histopatoldgicos em Didelphis marsupialis infectados com
Trypanosoma cruzi

Casos* Detecgdo do parasito Histopatologial
(xeno, hemo e NAT) Coracéo Musculos  Tubo digestivo
la9g Positivo +at+t +at+++ +a++
10a 12 Negativo Negativo Negativo Negativo

*“InfeccOes pelo T. cruzi detectadas por xenodiagnostico, hemocultura e teste de &cidos nucléicos (NAT).

f +++, intensa infiltracdo de células mononucleares e lise da célula-alvo; ++, moderada infiltracdo e lise da
célula-alvo; + raros infiltrados focais de linfécitos e auséncia de lise.

auséncia das lesdes nos tecidos.22 Em outro estudo, encontraram ninhos de amastigo-
tas de 7? cruzi nas glandulas de cheiro, coracao e tubo digestivo de dez D. marsupia-
lis naturalmente infectados.27 Infiltrado inflamat6rio de moderada intensidade estava



presente, também, em musculo liso e estriado e no coragdo (Figura 9.1C e D).

A despeito da presenca de lesfes teciduais em marsupiais, tatus e roedores, natural-
mente infectados pelo T. cruzi silvestre, alguns pesquisadores acham que esses animais
provavelmente “aprenderam a viver em harmonia” com o T. cruzi e, portanto, eles ndo
exibem doenca aparente.13 Entretanto, ndo existem estudos prospectivos que mostrem
as taxas de morbidade, mortalidade e sobrevivéncia média de reservatérios mamiferos
as infeccOes pelas populagdes silvestres de T. cruzi.

Rodentia

InfecgBes naturais de animais roedores silvestres pelo T. cruzi (Rodentia:
Echimyidae; Rodentia: Cricetidae; e Rodentia: Muridae), capturados em varios ecos-
sistemas do continente americano, tém sido registradas. Em um estudo, a prevaléncia
da infecgdo alcangou 9,1% dos roedores capturados.d Alguns desses roedores, como 0
Calomys callosus (Rodentia: Cricetidae) sdo resistentes as infeccdes pelo T cruzi, so-
brevivendo a inoculacdo de carga parasitaria que normalmente mata camundongos de
laboratdrio.28 As andlises histopatologicas de seccdes de tecidos de animais infectados
pelo T. cruzi mostraram parasitismo nas células do figado e de musculos estriados.29
De interesse, os infiltrados inflamatdrios no coragdo e em musculos esqueléticos eram
moderados ou ausentes.303! A resisténcia as infecges cronicas teve correlagdo com os
niveis séricos de interferon-gama e de liberagdo de perdxido de hidrogénio (H20?2)
pelos macréfagos do periténio. Os pesquisadores concluiram que C. callosus desen-
volve mecanismos de imunidade associados com sobrevivéncia e adaptacdo, como um
verdadeiro reservatorio das infeccdes pelo T. cruzi.22 A interagdo do T. cruzi com os
roedores da espécie Trichomys apereoides (Rodentia: Echimyidae) revelaram aspectos
sugestivos de uma adaptacao ancestral as infecgdes pelo T. cruzi. As infecgdes cronicas
produzidas pelo T. cruzi em T. apereoides permaneceram cripticas por cinco meses sem
causar manifestacdo patoldgica, ainda que a persisténcia da infecgdo fosse detectada
pela PCR.3

As infecces silvestres de ocorréncia natural do T. cruzi em Rattus rattus e Ra-
tus novergicus (Rodentia: Muridae) também foram descritas.3 Alguns ratos silvestres
infectados pelo T. cruzi mostraram parasitemia e numerosos ninhos de amastigotas
em musculos esquelético e cardiaco e em masculos lisos do tubo digestivo. Em adi-
¢do a miocardite e a miosite, os infiltrados inflamatorios podiam ser vistos ocasio-
nalmente na proximidade de ninhos de amastigotas. Também foi mostrado que 9%
dos recém-nascidos tinham as infeccdes pelo T. cruzi transmitidas pelas mées infec-
tadas pela via placentaria. Varias cepas de ratos de laboratorios tém sido infectadas
experimentalmente com diferentes isolados de T. cruzi para avaliacdo da capacidade
de produzir miocardite e outras alteragdes histopatoldgicas em 6rgédos de diferentes
sistemas e, particularmente, denervacdo no sistema nervoso autbnomo.3 Uma miosite
foi acompanhada de regeneracao de fibras musculares envolvendo ativacdo de células-
satélites que expressavam MyoD, um fator de transcricdo musculo-especifico.37 Uma
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timectomia neonatal agravou as lesdes no miocardio em ratos cronicamente infectados
pelo T. cruzi, mostrando diminuicdo de linfocitos T CD4+ e aumento de CD8+ nos
linfonodos e no baco.33 Uma inversdo da taxa CD4/CD8 acompanhou as infecces
cronicas, mas foi revertida pela administracdo de interferon-gama.39 As lesdes impor-
tantes no coragdo de ratos com a infeccdo aguda pelo T. cruzi eram acompanhadas pela
destruicdo de terminacGes nervosas nor adrenérgicas, mas estas foram consideradas
independentes de agdo do sistema do complemento.d0 As propriedades cinéticas de
hidrolise de ATP e sintese pela F Ft-ATPase de mitocdndria no coragdo foram avalia-
das durante a infeccdo aguda pelo T. cruzi', foi observada diminui¢do da eficiéncia de
fosforilacdo de ADP pela mitocondria, principalmente durante a fase mais tardia da
infeccdo aguda.il Nas infecgBes cronicas de ratos pelo T. cruzi, observaram-se ganglio-
nites destrutivas intracardiacas; o inventario de macrdfagos tipos ED1 e ED2 e outras
células imunocompetentes infiltrando os ganglios foi consistente com o conhecimento
de que uma abundancia de células apresentadoras de antigeno se correlaciona com a
permeabilidade da barreira sangue-cérebro e lesGes teciduais.4

Figura 9.2 Parasitismo no cérebro de um
rato infectado com formas virulentas de
Trypanosoma cruzi. A) Ninho de amastigotas
(seta) em célula da glia na substancia branca.
B) Formas amastigotas (asteriscos) no cito-
plasma de um astrécito circunscrito por pro-
longamento do corpo do neurdnio ou célula
de Purkinje (PC)

Fonte: Machado et al., Brain Research Bul-
letin, 2000



O rato tem sido considerado um modelo animal adequado para estudo das
lesbes do sistema nervoso na doenca de Chagas. A infeccdo pelo T. cruzi provoca
invasdo do cérebro pelos macréfagos ED1+ derivados do sangue, enquanto os ma-
créfagos ED2+ infiltram as meninges e as estruturas perivasculares. Além desses
fendtipos de macroéfagos, linfocitos, CD8+ e NKR+ aparecem nos infiltrados infla-
matdrios.43 Deplecdo de macrdfagos periféricos reduz o parasitismo no tecido ner-
voso central, as lesGes nodulares e o dano cerebral durante a infeccdo pelo T. cruziem
ratos no periodo da amamentacdo (Figura 9.2A). Células mononucleares do sangue
periférico, principalmente os macrofagos, parecem facilitar a entrada do T. cruzi no
sistema nervoso central de ratos recém-nascidos, vencendo a barreira sangue-cére-
bro que restringe o acesso do parasito ao cérebro; a adesdo de moléculas ICAM-1
tem papel importante na migracao de linfdcitos para o cérebro.44,45 Dentro de astré-
citos no cérebro (Figura 9.2B) ocorre a proliferacdo do T cruzi.*b,n Periganglionite
e ganglionite foram encontradas em 62,5% dos ganglios nervosos simpaticos cervi-
cais, paravertebral, de ratos infectados pelo 7? cruzi.** Em nivel de ultra-estrutura,
as fibras pré-ganglionares na medular da adrenal e nos ganglios simpaticos cervicais
mostraram corpos densos, grumos de vesiculas sinapticas e de filamentos, rarefacédo
de organelas, vacuolizacdo e irregularidades nos contornos das células.49 Andlises
morfolégicas qualitativas e quantitativas sugerem que infecgdes de ratos Wistar pelo
T. cruzi causaram dano a mielina, intumescimento axonal de fibras mielinizadas do
nervo vago.50 Além disso, ratos Holtzman infectados pelo T. cruzi exibiram granulos
secretores e agregados densos de material filamentoso sugerindo maturagdo acinar
acelerada nas glandulas submandibulares. A reducdo dos niveis de adrenalina e no-
radrenalina nas fibras varicosas dos nervos pareceu consistente com denervacdo do
sistema nervoso simpatico durante a infec¢do.5!-53

Os pequenos roedores (Rodentia: Muridae) sdo bastante utilizados como ani-
mais de laboratério nos estudos planejados para revelar aspectos de imunologia e
patologia associados na doenga de Chagas. Camundongos brancos Swiss \Mus mus-
culus) tém sido os animais mais comumente usados no estudo das relagdes parasi-
to-hospedeiro no curso de infec¢bes experimentais por diferentes populagdes de 7?
cruzi. Esses estudos foram extensivamente revistos por varios autores5455 e, portanto,
ndo serdo repetidos aqui, pois aquelas revisdes na literatura permitem o acesso ao
conhecimento especifico, facilitando a escolha desse animal de laboratério de baixo
custo, vida média curta («2 anos), de facil manuseio e manutencao, além da disponi-
bilidade de numerosas linhagens isogénicas com mapas genéticos conhecidos. Assim,
as linhagens isogénicas de camundongos com diferencas no locus H-2 do complexo
de histocompatibilidade favoreceram as investigagfess6-60 que sugeriram modulacéo
multigénica das infec¢fes pelo 7? cruzi. Em resumo, o controle genético das respostas
imunes em camundongos tem sido estudado extensivamente, e este conhecimento é
util para o entendimento dos mecanismos de resisténcia e de susceptibilidade as in-
feccdes pelo T. cruzi. Também cepas de camundongos engenheirados, com exclusao
de genes, sdo importantes quando se busca determinar o papel de um gene especifico
na regulacdo das respostas imunes adquiridas no curso da infecc¢ao.%
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Aqui, trataremos daqueles aspectos da patologia da doenga de Chagas que fo-
ram descritos em racas de camundongos mantidos nos laboratorios. De forma breve,
miocardite, miosite, ganglionites simpatica e parassimpatica e infiltracbes de células
inflamatorias no sistema nervoso central foram amplamente descritas.61-63 Nas lesdes
de tecidos-alvo, a maioria das células nos infiltrados mononucleares exibem marcado-
res que caracterizam fendtipos de linfécitos CD8+.64 Outros autorest consideram que
ambos os fenotipos de linfdcitos T CD4+ e CD8+ participam do processo. Também
foi descrita resposta aberrante de linfocitos T na doenca de Chagas murina, que talvez
seja necessaria para iniciar a inflamagao que lesa o0 coracao.66

Aspectos interessantes da patologia sdo aqueles que envolvem alteracfes de
permeabilidade de membrana de fibras musculares no ponto de contato com células
inflamatdrias mononucleares antes da morte da célula-alvo. A ultra-estrutura tam-
bém evidencia alteracGes na matriz intersticial e microangiopatia em camundongos
infectados pelo T. cruzi.3'6763 Especificamente, as lesGes do sistema nervoso simpatico
e parassimpatico foram amplamente estudadas.6%-71 Nos niveis de microscopia Optica
e eletrdnica, as células de Schwann e da glia na estrutura do nervo foram encontradas
parasitadas no curso de infeccOes agudas severas, mas os neurdnios foram poupados.
As andlises de ultra-estruturas mostraram periganglionite, ganglionite e neuronolise; a
destruigcdo dos neurdnios foi associada com as células mononucleares infiltradas no te-
cido lesado. Também a secrecdo hipotética de neurotoxina pelas formas parasiticas do
T. cruzi e que supostamente mataria os neuréniosi? foi descartada em animais superin-
fectados agudamente; os camundongos que receberam dose alta do imunossupressor
hidrocortisona tiveram aumento do parasitismo tecidual, com formas amastigotas do
T. cruzi em células de Schwann e da glia, mas, de grande interesse, 0s neurénios nao
foram atingidos. Em acentuado contraste, viu-se que na auséncia de imunossupressao
os camundongos agudamente infectados tinham intensa periganglionite e ganglionite,
e a lise de neur6nios apareceu associada com a infiltracdo de células inflamatdrias no
sistema nervoso autbnomo.7

A vantagem do uso de numerosas linhagens isogénicas de camundongos para

Figura 9.3 Aspectos das infeccdes pelo Trypanosoma cruzi no camundongo. A) Parasitismo
intenso de fibras do coracéo (setas) e auséncia do infiltrado inflamatério na infec¢do aguda.
B) Infiltrado inflamatério cronico e lise de fibras musculares nao parasitadas

Fonte: Teixeira et al., Mem. Inst. Oswaldo Cruz, 2006



reproduzir aspectos da patologia da doenca de Chagas, como aquelas que se descrevem
em humanos, todavia, parece ndo ser completamente eficaz porque nédo se definiram os
marcadores fisiologicos e bioquimicos estaveis para caracterizagdo de isolados e esto-
ques de T. cruzi mantidos em laborat6rio.3 Além disso, os eventos de trocas genéticas
durante a multiplicacio de formas de T. cruzi'4 colocam em discussdo a estabilidade
e 0 controle dos fatores genéticos por parte do parasito. Portanto, a reprodutibilidade
de alguns aspectos da infeccdo pode ficar prejudicada, a despeito do uso de linhagens
isogénicas de camundongos. Esses aspectos ndo devem ser considerados como 6bice
a0 uso de camundongos nos estudos experimentais sobre doenca de Chagas: na natu-
reza sO existem populagdes polimorficas do parasito, e, assim, a diversidade genética é
0 denominador comum associando manifestacdo de doenga.

Na&o obstante as dificuldades apontadas anteriormente, o padrao de infeccdo pelo
T. cruzi em camundongos de laboratério, ainda que mostrasse alguma variabilidade, é
caracterizado por uma fase aguda fulminante em que a grande maioria dos animais,
se ndo todos, morrem dentro de poucas semanas apds a inoculagdo do parasito. Os
camundongos infectados exibem niveis altos de parasitemia, e formas amastigotas de
T. cruzi podem ser facilmente achadas ao exame microscopico das seccdes dos tecidos.
Ainda quando o parasitismo é intenso, os tecidos afetados podem ndo mostrar infil-
trados inflamatdrios e destruicdo das células-alvo. Os estoques Berenice e Tulahuén
de T. cruzi, ao produzirem intenso parasitismo no coracao (Figura 9.3A), nos muscu-
los esquelético e liso, e nas células do sistema fagdcito mononuclear, respectivamente,
matam os camundongos em duas a trés semanas. A causa de morte dos camundongos
infectados pelo T. cruzi parecem ser devidas a necrose do bago em conseqiiéncia das
altas parasitemias. Um percentual varidvel dos animais com a infec¢do aguda pode
sobreviver a infeccgdo e, entdo, entrar num estagio crénico (Figura 9.3B). Alguns pes-
quisadores consideram o camundongo um modelo animal adequado para estudo da
doenca de Chagas cronica.59,75,76 Dessa forma, a utilidade desse modelo animal ndo
deve ser subestimada; inquestionavelmente, 0 camundongo é adequado para triagem
inicial, pré-clinica para determinacao da toxidade de droga com atividade antitripa-
nossoma e candidata a uso como agente terapéutico.7

Lagomorpha

A utilidade do modelo de coelho (Lagomorpha: Leporidae) foi reconhecida desde
os estudos experimentais pioneiros sobre a doenca de Chagas.i8 O coelho {Orycto-
lagus cuniculus), sendo um animal silvestre que habita em buracos no chdo ou nos
rochedos, pode co-habitar com triatomineos. O coelho tem sido incluido no ciclo
de transmissdo e, particularmente, tem assumido uma posicdo de destaque no ciclo
enzodtico, sendo considerado importante, principalmente como reservatério e hos-
pedeiro das infecgOes pelo T cruzi em algumas regides da América do Sul onde eles
sdo domesticados.”9 N&o obstante, o coelho tem sido pouco usado como animal de
laboratério nos estudos experimentais sobre doenca de Chagas, provavelmente porque
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¢ caro manté-lo em gaiolas individualizadas e por sua vida média ser trés vezes maior
que a do camundongo.3 Entretanto, como o coelho é altamente resistente a infecgéo pelo
T. cruzi, ele usualmente ndo morre na fase aguda da doenga, mas sé tardiamente (20 *
8 meses) de doenca de Chagas cronica.80-82 Recentemente, esses aspectos vantajosos do
modelo coelho de infecgdo pelo T. cruzi tém sido reconhecidos por varios pesquisadores.83
8 Em um estudo, 34 coelhos brancos, Nova Zelandia, de um més de idade, receberam
infecgBes de T. cruzi (106 tripomastigotas por kg de peso corporal) por via intradérmica,
ou intravenosa ou, ainda, pela instilacdo de gotas da suspensdo do parasito na conjun-
tiva ocular.83 Independentemente da via de infeccdo usada, os coelhos tiveram parasite-
mia latente detectada pelo xenodiagndstico até o quarto més pds-infecgdo. Em seguida,

Figura 9.4 Patologia da doenga de Chagas cronica no coelho. A) Cardiomegalia em coelho
chagasico adulto infectado com Trypanosoma cruzi, mostrando aumento dos ventriculos e proe-
minéncia do cone da artéria pulmonar. Os vasos linfaticos estdo engurgitados e placas bran-
cas de fibrose sdo vistas na superficie epicardia. I hn trombo estd presente na auricula direita.
B) Miocardite severa e difusa com infiltragdo de células mononucleares do sistema imune e lise
de miofibras. C) Intensa miocardite em um coelho chagasico tratado com nitroderivado antitri-
panossoma. Células imunes efetoras circunscrevem feixes de fibras cardiacas formando uma
tipica “unidade minima de rejei¢do”

Fonte: Teixeira et al., Mem. Inst. Oswaldo Cruz, 2006



foi observado que os xenodiagndsticos negativaram. Sinais tipicos de chagoma foram
desenvolvidos em dois coelhos uma semana ap6s inoculacdo do parasito na pele, ainda
que a fase aguda da infeccdo tivesse apresentado curso assintomatico. Na auséncia de
demonstracdo direta do parasito, as infecgdes cripticas persistentes foram detectadas
pelos testes soroldgicos e pelas reagdes cutaneas tipicas de hipersensibilidade tardia
a antigenos do 7? cruzi. Entretanto, alteracBes eletrocardiograficas consistentes com
aumento e sobrecarga das cAmaras do coracdo, alteracdes de repolarizacdo ventricular,
alteragbes de S-T e bloqueios de ramos do feixe do sistema de conducdo do coragéo
foram freqlientemente registradas na fase cronica tardia da doenga. As manifestacGes
dessas alteracdes do eletrocardiograma foram confirmadas na autopsia dos coelhos
chagasicos que faleceram em decorréncia de lesGes tipicas da doenca (Figura 9.4A);
insuficiéncia cardiaca congestiva e tromboembolismo pulmonar se correlacionavam
com miocardite cronica e foram causas freqlientes de ¢bito. Megacoélon foi encontra-
do em dois coelhos chagasicos. Nesse modelo, foi marcante a duracéo relativamente
limitada de parasitemia detectada, a falta de correlacdo entre niveis de parasitemia e
a severidade das manifestagdes clinico-patoldgicas. Além disso, os coelhos chagasicos
tinham miocardite, miosite, ganglionite, lesdes inflamatoérias destrutivas evidentes e
caracterizadas pelos infiltrados mononucleares, associadas com lise das células-alvo,
aspectos tipicos de associacao de células mononucleares do sistema imune com neurd-
nios de ganglios do plexo simpatico celiaco de coelho chagasico e neurondlise. Esses
aspectos da patologia associada com o sistema nervoso simpatico do plexo celiaco de
coelhos chagasicos estdo ilustrados na Figura 9.5A e B.

Figura9.5 Histopatologia em ganglio simpatico celiaco no coelho chagasico crénico. A) Inflamagéo
cronica do ganglio simpatico com auséncia de neuronios. B) Aspectos do infiltrado inflamatério
cronico em proximidade com neurénios de ganglio simpatico com aparéncia normal

Fonte: arquivo do dr. Antonio Teixeira
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Todas essas observagdes sdo notaveis nesse modelo animal da doenca de Chagas
humana.82? Ademais, alteracdes similares aquelas descritas em humanos infectados com
T. cruzi foram produzidas em coelhos isogénicos 111/J; os infiltrados inflamatdrios in-
vadiam o nodulo atrioventricular do sistema de conducdo do coragdo, onde as células
imunes efetoras aderiam as miofibras especializadas. AlteracOes eletrocardiograficas
foram registradas em coelhos chagéasicos, e os raios X de térax mostraram aumento da
silhueta cardiaca durante a fase cronica da doenca.83 Evidéncia direta de citotoxidade
de linfocitos efetores do sistema imune contra as células cardiacas isogénicas foi obti-
da em experimentos in vitro’, observou-se que 73,5% das col6nias de fibras cardiacas
que pulsavam na cultura cessaram completamente de pulsar apds a incubacdo com as
células efetoras imunes. Nos experimentos controle, as células cardiacas ndo cessaram
a pulsacdo apds incubacdo com linfécitos ndo imunes. Essa demonstracdo de citoto-
xidade mediada por células tem implicacdo direta na fisiopatologia das arritmias e da
morte sUbita, freqlientemente observada em pacientes chagasicos.8
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5 Entdo, eu ainda teria uma consolagéo - alegria e dor sem alivio - pois eu ndo
15 neguei as palavras...

<

’ A disponibilidade do modelo coelho da doenca de Chagas humana permitiu

aos pesquisadores conduzir a investigacdo para avaliagcdo dos beneficios do tratamen-
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to dos animais chagasicos com drogas nitroderivadas antitripanossoma. A dose de 8

Figura 9.6 Lesdes histopatolégicas em coelho chagasico tratado com o nitroderivado benzonida-
zol antitripanossoma. A) Linfoma maligno ndo Hodgkin invadindo o rim (H-E, 200X). B) Atro-
fia testicular caracterizada pelo espessamento fibroso intersticial e escassez de células germinativas
nos tubos seminiferos do testiculo (H-E, 100)

Fonte: Lauria-Pires et al., Rev. do Inst. de Med. Trop. de S&o Paulo, 2001



mg/kg/dia durante sessenta dias de cada nitroderivado foi injetada via intraperitonio
em coelhos infectados com T. cruzi. As infecc¢Bes cronicas produziram miocardite (+ a
+++) nos coelhos chagéasicos, a despeito do tratamento ministrado. Os testes de PCR
com pares de primers especificos para 0 nDNA de T. cruzi mostraram amplificacdo de
seqliéncias esperadas a partir dos moldes de DNA dos coelhos chagasicos, ndo obstante
o0 tratamento usado.90 Essa observacdo mostrou que o tratamento de coelhos infectados
com T. cruzi com drogas nitroderivadas nem diminuiu as lesdes chagasicas do coragdo
nem prolongou a sobrevivéncia dos animais tratados,i! que morreram num lapso de tem-
po comparavel aquele dos animais infectados, porém néo tratados.

Desafortunadamente, linfomas malignos foram documentados (Figura 9.6A)
em 33,3% dos coelhos tratados com o nifurtimox, e em 38,4% dos coelhos tratados
com o benzonidazol.9 Além disso, documentou-se espessamento fibroso do intersticio
e atrofia dos tubos seminiferos dos testiculos (Figura 9.6B), com escassez de células
germinativas nos coelhos tratados com benzonidazol.9 Neoplasia maligna e atrofia
dos testiculos ndo foram vistas em coelhos infectados pelo T. cruzi nem em coelhos
controle, ndo infectados. Os resultados desses experimentos mostram que o tratamento de
coelhos infectados pelo T. cruzi com os nitroderivados nem diminuiu as lesdes chaga-
sicas no coracdo nem prolongou a sobrevivéncia dos animais. Coelhos infectados com
T. cruzi sobreviveram 765 + 619 dias poOs-infeccdo, enquanto coelhos tratados com
nifurtimox ou com benzonidazol sobreviveram 693 + 434 e 552 + 714 dias, respecti-
vamente. Os indices de sobrevivéncia ndo foram estatisticamente diferentes entre coe-
Ihos nédo infectados e tratados com nifurtimox ou com benzonidazol que sobreviveram
723 + 414 e 878 * 457 dias, respectivamente. Todos esses indices de sobrevivéncia séo
significativamente diferentes daqueles (1496 + 353 dias) do grupo controle de coelhos
sem tratamento (/> < 0,05). A miocardite em grupos de coelhos infectados e tratados
foi tdo intensa quanto em coelhos apenas infectados. A intensidade da miocardite
nesses grupos de animais variou de focal a difusa (+ a +++), com distribuicdo e aspectos
similares nos coelhos de ambos o0s grupos. A sobrevivéncia dos coelhos tratados pode
ter sido encurtada pela miocardite e pelo aparecimento de linfomas em um terco dos
coelhos tratados.9 Foi observado que coelhos que receberam a droga nitroderivada,
infectados ou ndo com T. cruzi, desenvolveram linfomas malignos ndo-Hodgkin e
morreram.77,91-93 A toxidade cronica de nitroderivados deveria ser medida em estudos
em escala epidemiologica tendo em vista que nifurtimox e benzonidazol administra-
dos em coelhos produziram linfomas e atrofia testicular.

Carnivora

O céo (Carnivora: Canidae) é reconhecido como importante hospedeiro animal
inserido no ciclo de vida peridoméstico do T. cruzi em &reas endémicas de doenga de
Chagas. A literatura corrente cita alta mortalidade de cées (Canis domesticas) em eco-
topos naturais onde os triatomineos impdem alta pressdo de transmissdo da infeccao
pelo protozoario, até porque isso seria facilitado pelo habito de os cdes devorarem os
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triatomineos contaminados com T. cruzi. Esse é um problema em medicina clini-
ca veterinaria reconhecido em vérias regides do continente americano. Cdes infecta-
dos naturalmente com T. cruzi tém sido identificados no Texas, em Louisiana e em
Oklahoma.%-% Por altimo, verificou-se que 27,7% dos cées de vilarejos de areas rurais
na Costa Rica tinham anticorpos especificos da infeccdo pelo T. cruzi. Os caes positi-
vos foram submetidos aos raios X de torax e eletrocardiogramas, revelando cardiome-
galia e alteracdes eletrocardiograficas consistentes com doenca de Chagas.97 As lesdes
patologicas nas infeccdes pelo T. cruzi nesse modelo animal da doenca de Chagas
experimental foram estudadas.% A escassez de publica¢cdes nesse modelo animal pode
ser explicada provavelmente pela vida média longa (em média 15 anos) e pelo alto cus-
to de manutencdo. Observou-se que cdes jovens inoculados com T. cruzi apresentam
infeccdo de curso severo, e 0 animal usualmente morre de doenca de Chagas aguda.
Alteragdes eletrocardiograficas registradas nas duas ou nas quatro primeiras semanas
pos-infeccdo consistem de anormalidades de ondas T e ST. Exames histopatoldgicos
revelam infiltrados inflamat6rios mononucleares com as células imunes efetoras aderentes
a membrana das fibras do coracdo, resultando em lise e subseqliente degeneracdo das
células-alvo ndo parasitadas.% As células imunes efetoras parecem ter papel importan-
te na patogénese do dano da fibra cardiaca e na microangiopatia na doenga de Chagas
aguda.l00 Miocardite severa e difusa com grande nimero de pseudocistos contendo as
formas amastigotas do parasito em divisdo foi descrita no coracdo de cdes inoculados
com isolados do T. cruzi de reservatdrios silvestres capturados nos Estados Unidos. (!l
Além disso, encefalite focal, miosite e parasitismo dos musculos estriados e lisos ja
foram descritos.

Usualmente os cdes que sobrevivem a infeccdo aguda pelo T. cruzi tornam-se
assintomaticos. Exame histopatoldgico mostra infiltrado inflamatério discreto no
coracao.l02 A escassez de lesdo na fase indeterminada parece explicar a possivel ine-
xisténcia de doenca de Chagas crbnica clinicamente caracterizada. N&o obstante,
em um caso de doenca de Chagas cronica plenamente desenvolvida, as lesdes no
céo foram similares aquelas descritas nos humanos. Os infiltrados inflamatérios no
nddulo atrioventricular do sistema de conducdo do coragdo estavam associados com
as lesBes que se correlacionam com alteracOes eletrocardiograficas.103,104 Alteracoes
relacionadas com doenca de Chagas foram identificadas em cdes, independentemen-
te do nimero de superinfeccBes impostas nos animais experimentais, e consistiam
de discretos focos de miocardite compativel com forma indeterminada da doen-
ca.ll5 Os infiltrados inflamatorios correlacionaram-se com ganglionite intracardiaca
e despopulagdo de neurdnios parassimpaticos e simpaticos em cédes cronicamente
infectados.106 Um aspecto interessante da infecgdo pelo T. cruzi em cées é a auséncia
de megas sindromes.107

Primata

Os pequenos macacos Platyrrhini do Novo Mundo (Anthropoidea: Cercopi-
techoidae) tém sido encontrados naturalmente infectados com T. cruzi, e, portanto,



podem ter papel importante na epizootiologia do ciclo silvestre da infeccdo. De um
total de 148 sagliis {Saguinus geoffroyi) capturados na Zona do Canal do Panama4, 40%
albergavam T. cruzi.l0* Os saglis (Primata: Callitrichidae) que habitam nas florestas
tropicais Umidas da costa do Atlantico tém sido encontrados naturalmente infecta-
dos por populagdes de T. cruzi pertencentes aos zimodemas | e 11.109 Os micos-le-
Oes-dourados em vias de extingdo {Leontopitbecus rosalia) também foram implicados
na conservacdo de ciclo silvestre ativo nas florestas brasileiras. Exames de sangue de
primatas silvestres de uma colénia, pertencentes a 18 espécies diferentes, e de seus
descendentes nascidos em cativeiro, revelaram anticorpos especificos anti-T. cruzi em
26,5% dos casos. Populaces de T. cruzi foram isoladas de nove espécies de primatas de
dois géneros (Saguinus bicolor e L. rosalia). Assim, a coldnia de primatas localizada na
floresta proxima de habitagdes humanas necessitou de cuidados especiais de vigilancia
para prevenir a disseminacdo das infecc¢des.110 Os primatas do Novo Mundo {Callitrix
penicilata, Cebus apella e Saimiri sciureus) tém sido amplamente testados como mode-
los animais das infec¢des pelo T. cruzi.lll Entretanto, na maioria desses estudos esses
primatas séo referidos como reservatorios.ll2 Em um estudo um ano ap6s a infeccao
pelo T. cruzi, um tergo dos primatas mostraram aumento do coracdo e afinamento da
ponta do ventriculo esquerdo.113

Os primatas Catarrhini do Velho Mundo foram longamente estudados como
modelos animais da doenca de Chagas. A infeccdo experimental pelo T. cruzi em
macacos Rhesus {Macaca mullata) foi particularmente estudada. A instilacdo de tripo
mastigotas metaciclicas de T. cruzi na conjuntiva produziu sinal de Romana tipico
nesses primatas de grande porte.114,115 Chagomas também foram produzidos no sitio
de inoculagdo do T. cruzi em macacos Rhesus; alteragdes eletrocardiogréaficas discretas
e transitorias foram registradas, e a miocardite foi encontrada somente na fase aguda
da infeccdo.l? Entretanto, alteracfes electrocardiograficas e ecocardiograficas foram
registradas em macacos infectados pelo 7? cruzi, as quais foram sugestivas de cardio-
miopatia chagéasica cronica.l16

As infecgdes pelo 7? cruzi e doenga de Chagas foram detectadas em babuinos
mantidos em cativeiro (Papio hamadryas) na Southwest Foundation for Biomedical
Research, em San Antonio, Texas. A coldnia originada de babuinos importados da
Arabia Saudita foi expandida em grandes currais ao ar livre. Os exames soroldgicos
detectaram as infeccGes pelo 7? cruzi em 9,4% dos babuinos entre 2 e 3 anos de idade,
14% dos primatas entre 7 e 10 anos de idade, e 22,5% dos babuinos de 15 anos de
idade ou mais. O vetor primario envolvido na transmissao do T. cruzi nessa colonia de
babuinos foi presumivelmente os reduvideos que ocasionalmente foram vistos a noi-
te nas proximidades dos alojamentos.117,118 Os vetores candidatos seriam o Triatoma
rubrofasciata e 0 T sanguessuga que ja foram também implicados num surto de doenca
de Chagas aguda numa coldnia de macacos Rhesus na base aérea de Brooks, também
em San Antonio.119

AlteracGes eletrocardiogréaficas e ecocardiogréaficas revelaram doenca cardiaca do
coragdo em 24% dos babuinos com as infec¢fes adquiridas naturalmente no local.12,
121 Os flagelados recuperados pela hemocultura de trés babuinos chagasicos foram ge-
notipados pela hibridizac8o in situ, tendo sido verificado que se tratava de 7? cruzi
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virulento.117,118 A patologia macroscépica de dois babuinos chagésicos submetidos a
exames post-mortem revelaram coracédo flacido em dois casos com a doenca de Chagas
aguda e aumento do tamanho do coragdo em cinco casos que morreram de doenca
de Chagas crénica. Megacotlon foi visto em dois casos e megaesdfago em um primata
chagasico. Nos dois casos agudos, as leses histopatoldgicas consistiram de lise de fi-
bras cardiacas ndo parasitadas, enquanto ninhos de formas do parasito eram vistos nas
fibras circunvizinhas (Figura 9.7A, B e C).

Figura 9.7 Patologia da doenca de Chagas

aguda em babuino de 4 meses de idade. A)

Seccdo do coragdo mostrando dois ninhos

de amastigotas do Trypanosoma cruzi (setas),

e miocardite intensa, onde muitos linfocitos

se associam com lise de fibra cardiaca (H-E, 200X). B) Ninhos de amastigotas sdo identificados
por anticorpos especificos anti-7? cruzi, mediante teste de imunoperoxidase (H-E, 200X). C)
Uma tipica “unidade minima de rejeicdo” mostrando as células mononucleares do sistema imune
atacando uma fibra cardiaca ndo parasitada

Fonte: Teixeira et al., Mem. Inst. Oswaldo Cruz, 2006

Figura 9.8 Patologia da doenga de Chagas cronica no coragdo de babuino adulto. A) Miocardi-
te difusa com infiltrado de células mononucleares e “unidades minimas de rejeigdo” confluente.
Bi A mesma secc¢do do coragdo mostrando auséncia de T. cruzi pelo teste com sonda de DNA
do parasito, conjugado com estreptavidina e revelado pelo anticorpo antiestreptavidina fluores-
ceinada \H-E, 200X)

Fonte: Teixeira et al., Mem. Inst. Oswaldo Cruz, 2006



Figura 9.9 Patologia do megacélon na doenga de Chagas cronica do babuino. A) Grande di-
latacdo e espessamento das paredes de segmento do célon sigmdide e do reto, (cortesia de Gene
Hubbard, Southwest Foundation for Biomedical Research, San Antonio, TX) (H-E, 100X).
B) Ganglionite parassimpatica e neuronite com perda de neurdnios. C) Seccdo de um nervo
simpatico na serosa do célon mostrando peri e intraneuritis (H-E, 60X)

Fonte: Teixeira et al., Mem. Inst. Oswaldo Cruz, 2006

Nos coragdes dos babuinos que morreram de doenca de Chagas cronica havia
miocardite com infiltrados inflamatoérios de células mononucleares e lise das fibras
musculares (Figura 9.8A e B).

Entretanto, os exames de DNA nuclear ndo puderam detectar antigenos do pa-
rasito pela hibridizag&o in situ com uma sonda especifica naquela regido do miocardio
destruida pelas células mononucleares do sistema imune. O sistema nervoso central
mostrou lesdes nodulares tipicas de proliferacdo de células da glia, com infiltrados de
células mononucleares nas meninges. Os ganglios parassimpaticos no eséfago e no co-
lon revelaram achados tipicos de neurite, ganglionite e lise de neurdnios (Figura 9.9A,
B e C) na auséncia de parasitismo das células-alvo (SOUSA; RAMOS; HUBBARD;
ARGANARAZ; VANDEBERG; TEIXEIRA, dados ndo publicados).

Abstract

In Chapter I, it was shown there was a biochemical unity constituted by elements
forming living beings. Hence, naturally, common metabolic pathways play important
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roles in the growth and differentiation of cells composing mammals' different organs
and systems. Interesting features related to the body common defense mechanisms and
to the generation of pathology are present in inflammatory processes dependent on
the host important immune responses. Comparative pathology analysis in the course
of Trypanosoma cruzi infections of mammals belonging to five different orders reveal
features undistinguishable from those described in the previous chapter the pathology
of human Chagas disease. The main pathology feature in all those orders is immune
system lymphocytes and macrophages infiltrating and destroying parasite-free target
cells in the host's body, without parasite nests in the proximity of the lesion site. This
typical lesion defined as “minimal rejection unit™ is considered herein a common deno-
minator of pathology in Chagas disease.
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Capitulo 10

Patogénese da doenca de Chagas

Unidade minima de rejeicdo. denominador comum da patologia na

DOENCA DE CHAGAS

Antonio Teixeira

Duas teorias procuram explicar a origem das lesGes (patogénese) na doenca de
Chagas. A persisténcia do parasito no corpo do chagasico ao longo de varias décadas
tem sugerido que a acdo mecanica do parasito levando a ruptura das células parasitadas
seria o principal fator de producéo de lesdes. Entretanto, tal pensamento ndo explica,
por exemplo, por que o0s pacientes ndo morrem todos quando o parasitismo € inten-
so na fase aguda da infeccdo e, também, por que dois tercos dos chagasicos cronicos
sequer tém lesGes com manifestacBes clinicas. A segunda teoria sugere que a lesdo
principal na doenca de Chagas é a rejeigdo de células-alvo, parasitadas ou ndo, pelo
sistema imune de defesa do corpo. Essa teoria auto-imune explicaria o longo periodo
de incubacédo da infeccdo e o aparecimento de lesbes em apenas um tergo dos chagasi-
cos na dependéncia da regulacdo genética das respostas imunes. Em favor dessa teoria
existe a descricao da “unidade minima de rejeicao” de células ndo parasitadas nos teci-
dos e nos 6rgdos do chagéasico, um denominador comum da doenga nos hospedeiros
vertebrados. Certamente, a persisténcia do parasito é fundamental para desencadear o
fendmeno da auto-imunidade, mesmo porque jamais existiu doenca de Chagas onde
ndo havia o T. cruzi.

Introdugéo

A patologia comparada da doenca de Chagas em hospedeiros mamiferos per-
tencentes a cinco ordens diferentes revelou aspectos comuns da patologia nas infec¢es
pelo T cruzi. A persisténcia do flagelado pode ser confirmada ou pela demonstracio
parasitolégica direta ou, indiretamente, pelos métodos imunoldgicos e pelos marcado-
res moleculares das infecgdes cripticas em cada animal. Nos hospedeiros mamiferos
infectados pelo T. cruzi, as lesOes histopatoldgicas, entretanto, ndo se correlacionam
com o parasitismo tecidual; nos reservatorios silvestres (Marsupialia, Rodentia e Primata)
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as lesbes parecem ser menos severas que aquelas observadas no homem e em alguns
mamiferos domesticados. Em acentuado contraste, as infecces agudas pelo 7? cruzi
em humanos e em alguns animais de laboratério sdo usualmente assintomaticas, néo
percebidas, e dois tercos dos individuos na populacdo humana infectada ndo morrem
de doenca de Chagas. Além do mais, as lesGes patoldgicas na fase aguda da infeccéo
diferem daquelas da fase cronica. A fase aguda da infeccdo caracteriza-se pela abun-
dancia dos ninhos com as formas amastigotas do parasito nos tecidos. As infeccoes
cronicas geralmente sdo cripticas, e a demonstracdo microscopica do parasito nos teci-
dos pode ser alcangada em apenas 10% aos 20% dos chagasicos. Um aspecto relevante
da patologia da doenca de Chagas pode ser talvez a falta de proximidade fisica entre
os ninhos do parasito e as leses inflamatorias destrutivas nos tecidos. Ademais, ana-
lise cuidadosa das lesfes teciduais caracteriza o mais relevante denominador comum
da patologia de Chagas (Figura 10.1), que é a destruicao de célula ndo parasitada do
hospedeiro infiltrada por linfocitos do sistema imune.

Figura 10.1 Microscopia eletronica do coragdo de um paciente que morreu de doenga de Cha-
gas aguda. Note que os linfdcitos (L) que invadem uma fibra cardiaca (FC) aderem aos micro-
filamentos do citoplasma (Mi) e produzem lise intracelular

Fonte: cortesia do professor doutor Washington Luiz Tafuri da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal de Minas Gerais (aumento 7000X)

O achado patoldgico principal presente em cada paciente chagéasico €, sem davi-
da, o infiltrado de células inflamatdrias mononucleares associado a lise das células-alvo.
Essa unidade minima de rejeicdo pode ser usada para definir a patologia de acordo
com o tipo de tecido lesado. A esse respeito, a unidade minima de rejeicéo do tecido-
alvo é encontrada, principalmente, nos musculos e nos neurdnios do sistema nervoso
autdbnomo parassimpatico e simpatico. As unidades minimas de rejeicdo podem ser
confluentes, refletindo a severidade das lesdes em varios 6rgdos de cada paciente cha-
gasico. Entretanto, as lesdes no coracdo devem ser tomadas como unidade padrdo por-



que se encontram associadas com 95,5% dos Obitos pela doenca de Chagas. Portanto,
uma “unidade minima de rejeicdo” é definida aqui tipicamente como lesdo destrutiva
das células cardiacas nao parasitadas por palicadas de células mononucleares do sis-
tema imune do hospedeiro (Figura 10.2). Mais adiante as andlises focalizardo sobre a
importancia da unidade minima de rejeicdo e da persisténcia do parasito no hospe-
deiro mamifero, no que concerne a conceituacdo e o entendimento da patogénese da
doenca de Chagas.

Figura 10.2 “Unidade minima de rejeicdo” em paciente chagasico-cronico que faleceu com in-
suficiéncia cardiaca. Note o infiltrado de células mononucleares do sistema imune produzindo
amputacao de fibra cardiaca ndo parasitada. A associacéo dos linfocitos imunes ativados nos ha-
los de lise nas fibras cardiacas mostra o efeito destruidor das células efetoras do sistema imune
Fonte: arquivo do dr. Antonio Teixeira

Hipoteses sobre a patogénese das lesGes chagésicas

As questdes sobre 0s mecanismos associados com as lesdes teciduais no curso
das infecgdes pelo T. cruzi tém sido assunto de debate desde muitas décadas. Por Glti-
mo, esse assunto tornou-se um contencioso a medida que ndo se traziam informagao
e dados inovadores resultantes da experimentacdo. Ainda que numerosos artigos de
revisio tenham proposto uma pletora de hip6teses brilhantes,1-9 a origem das lesdes
patoldgicas na doenca de Chagas permaneceu assunto aberto a investigacao. Diante
desse beco sem saida, alguns aspectos essenciais da investigacdo cientifica, visando a
desvendar a origem das lesdes na doenca de Chagas, serdo apresentados.

Persisténcia do parasito

A primeira hipétese para explicar a patogénese da doenca de Chagas surgiu di-
retamente da identificacdo do parasito nos tecidos na fase aguda da infecgdo.l0 A des-
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cricdo precisa da patologia da fase aguda gerou o conceito de que a doenga de Chagas
seria conseqiiéncia direta da infeccdo microbiana. De acordo com essa teoria, a ruptura
mecanica dos ninhos do parasito e a degradacdo dos tecidos afetados estimulariam a
inflamac&o nas lesdes da doenca de Chagas. Entretanto, a dificuldade em estabelecer
uma relacéo direta entre as infeccOes pelo T. cruzi e a ocorréncia da doenca de Chagas
nas areas endémicas onde apenas um ter¢o dos individuos infectados sucumbem a
doenca ndo pbde ser prontamente resolvida. Ao lado disso, em 80% dos pacientes que
faleciam da doenga se notava a auséncia dos ninhos do parasito nas lesdes patologicas
ou fora delas.ll Por ultimo, aquela dificuldade técnica foi resolvida com testes imuno-
ldgicos que permitem a identificacdo indireta de antigenos do parasito e com auxilio
de marcadores genéticos de alta sensibilidade mostrando a persisténcia de KDNA do
parasito nos tecidos dos pacientes chagasicos.4 Porém, sabe-se que somente a presenca
do nDNA ¢ indicativa de uma infecg¢do ativa pelo T. cruzi.u'u

Nesse interim, perguntas-chave ficaram sem respostas: i) Por que as infecgGes
agudas sdo usualmente imperceptiveis clinicamente e silenciam espontaneamente? ii)
As lesdes patoldgicas severas que levam ao 6bito séo vistas em todos os casos de infec-
¢Oes cronicas ou em apenas alguns pacientes com as infeccgdes cripticas? iii) Por que 0s
pacientes com as infecgBes chagasicas cripticas tém altas taxas de mortalidade? Res-
postas parciais para essas questdes foram, entdo, procuradas em estudos longitudinais.

Entre 190 chagéasicos soropositivos, 134 pacientes tinham parasitemias negati-
vas e 56 chagasicos tinham parasitemias detectadas pelo xenodiagnostico. Observou-
se que a doenga progressiva no coragao dos chagasicos se instalou, respectivamente,
em 30% dos pacientes com parasitemia persistente e em 28,8% dos pacientes com
resultados negativos dos xenodiagnésticos.l4 Esses dados mostram que a severidade
das lesbes cardiacas ndo pdde ser associada com a persisténcia da parasitemia nos pa-
cientes chagasicos cronicos.

Teoria neurogénica unificada

Uma hip6tese neurogénica que tentava explicar a patogénese da doenca de
Chagas entrou em voga hd muitas décadas.l5 A modificacdo dessa hipotese foi re-
centemente apresentada visando a unificar duas teorias que tentam explicar as les6es
cronicas da doenca de Chagas do coracéo.l6 Pesquisadores venezuelanosl6,l7 acreditam
que 0 dano causado ao sistema nervoso parassimpatico e a permanente ativagdo do
sistema nervoso simpatico e de outros circuitos neuro-hormonais poderiam explicar
as lesBes da doenga de Chagas. Particularmente, essa hipdtesel618 tem base nos dados
que mostram que pacientes crénicos com persisténcia da parasitemia, porém sem lesdo
do miocéardio, ndo tém lesdo do sistema nervoso parassimpatico do coragao ou ativagao
neuro-hormonal.l9 Anormalidades do sistema nervoso autdnomo e reagdo auto-imune
perpetuariam o ciclo vicioso de cardiotoxicidade das catecolaminas, da miocitdlise e
da insuficiéncia cardiaca. Entretanto, a hipétese neurogénica unificada ndo explica a
origem da patogénese da doenca de Chagas.



Auto-imunidade

Nas dltimas trés décadas, a auto-imunidade tem sido considerada um mecanismo
patogénico importante na génese da doenca de Chagas e tem recebido grande atencdo
e apoio experimental.920 O achado patolégico chave da destruicdo da célula-alvo ndo
parasitada pelas células efetoras mononucleares do infiltrado inflamatério na doenca de
Chagas foi levado consistentemente em consideracdo, visando a emulagdo das condi-
¢Oes experimentais in vivo e in vitro. Diante da constatagdo de uma rejeicdo acelerada
de células cardiacas alogénicas pelos linfécitos imunes de coelhos cronicamente infec-
tados com T. cruzi, foi iniciada a base da teoria auto-imune.2l Os dados experimentais
mostraram que células embrionarias de coracdo de coelhos eram rapidamente destru-
idas pelos linfécitos imunes em uma hora, enquanto os linfdcitos de coelhos controle,
ndo infectados, ndo as destruiam. Essa observagdo provocou a enunciagdo da hipdtese
auto-imune.?2 Mecanismos de auto-imunidade como fator de desencadeamento das
lesbes da doenca de Chagas tém sido descritos e debatidos, estimulando discussdes
constantes sobre o papel dos antigenos do T. cruzi, epitopos de reagdo cruzada e mime-
tismo molecular.3 Elementos de informac8o e dados esclarecedores sobre a discussao
do assunto sdo encontrados em extensos trabalhos de revisdo da literatura.8,23 Nesse
interim, os papéis desempenhados pela persisténcia do parasito e pela auto-imunidade
podem ser considerados essenciais na patogénese da doenca de Chagas.

Para esclarecer o papel da auto-imunidade, deve-se considerar o binémio cau-
sa e efeito. De acordo com os postulados de Kock, um agente infeccioso deve ser
consistentemente isolado de um hospedeiro infectado em varios estagios da doenca.
O micrébio isolado do hospedeiro doente deve crescer em meio de cultura ou em
cobaia de laboratdrio, de onde o microbio pode ser recuperado. Em seguida, ap6s ino-
culagdo em um hospedeiro susceptivel, 0 microbio recuperado deve ser capaz de trans-
mitir a doenca para individuo sadio, mostrando os mesmos aspectos vistos quando ele
foi isolado pela primeira vez. Finalmente, o micrébio deve ser re-isolado do animal
doente, verificando-se tratar do mesmo microorganismo da cultura pura. Os postula-
dos de Kock ndo podem ser preenchidos na grande maioria das patologias na auséncia
de um agente infeccioso demonstravel. Na doenca de Chagas, entretanto, a contami-
nacdo potencial das células imunes com o T. cruzi vivo impede o preenchimento dos
postulados de Kock. A esse respeito, para determinar o papel da auto-imunidade na
doenca de Chagas, ha necessidade de reproducéo das leses pela transferéncia passiva
das células efetoras do sistema imune.

Observando o desenvolvimento da doenca de Chagas progressiva no coracéo de
coelhos infectados e tratados com nitroderivado anti-T. cruzi, 2425 a seguinte questdo tor-
nou-se inevitavel: O que estaria sustentando as lesdes destrutivas nas células do coracdo
dos coelhos tratados? Foi demonstrado que uma alta taxa de transferéncia genética ocorre
do parasito para o hospedeiro e que a mutacgdo resultante poderia explicar a persisténcia
das lesBes verdadeiramente auto-imunes na doenca de Chagas.2 Entdo, hipotetizou-se
gue a auto-imunidade na doenga de Chagas poderia ser desencadeada pelas alteragdes
fenotipicas induzidas pelo DNA do parasito retido no genoma do hospedeiro.
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Abstract

There are two theories seeking to explain the origin (pathogenesis) of Chagas
disease lesions. Demonstration of parasite persistence in Chagas patient’s body for life
has suggested the parasite direct mechanical action would rupture parasitized host
cells and, thus be the main factor producing lesions. This parasite-persistence theory
does not explain, for example, why Chagas patients do not die in the acute phase of T.
cruzi infections when the parasite burden is usually high in mammal hosts. Also, this
theory does not explain why two thirds of all chronic Chagas patients show absence
of clinic manifestations due to lesions in target organs in the body. The second theory
suggests that the main lesion in Chagas disease is the rejection of parasite-free target
cells by the host's immune system reactions. This auto-immune theory appears to ex-
plain a life-long silent infection with sudden upsurge of lesions in one third of chaga-
sics, possibly depending on genetic regulation of specific immune responses. In favor
of the auto-immune theory is the “minimal rejection unit" of parasite-free target cells,
which is a common denominator of pathology in Chagas disease affecting vertebrate
animal hosts of five different orders. Certainly, parasite persistence is fundamental
for triggering auto-immune, self-destructive reactions. However, there has never been
Chagas disease without T. cruzi infections.
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Capitulo 11

Transferéncia horizontal de seqguiéncias de
minicirculos de kDNA de Trypanosoma cruzi
para 0 genoma do hospedeiro vertebrado

Antonio Teixeira
Nadjar Nitz

O tratamento da infec¢do chagasica com droga antitripanossoma nao interrom-
peu a progressdo da lesdo no coracdo de coelhos. Entdo, surgiu a pergunta: o que sus-
tentaria a les@o ativa no coracgao chagasico? Uma hipotese de transferéncia horizontal
do DNA do Trypanosoma cruzi para o0 genoma do hospedeiro foi feita porque ela
poderia responder a pergunta. A pesquisa mostrou que seqiiéncias de minicirculos do
parasito sdo transferidas para sitios especificos do genoma do coelho, e, também, do
primata e do homem; em todos os casos 0 sitio da integracdo foi o retrotransposon
LINE-1. Utilizando um modelo de infec¢do in vitro, foi possivel mostrar que 0 KDNA
integrado nos elementos LINE-1 pode ser mobilizado para outro sitio do genoma da
célula hospedeira. Esse resultado sugere que uma mutagdo indutora de modificagédo no
gendtipo e no fendtipo da célula-alvo pode explicar a variabilidade das manifestacdes
clinicas da doenca, assim como a origem e a progressdo da rejeigdo da célula hospedei-
rando parasitada ao longo dos anos. Essa explicagdo justifica o longo tempo entre a in-
feccdo inicial e 0 desencadeamento da doenca. Segundo essa teoria, o parasito funciona
como um vetor de mutagdo, e as células alteradas reconhecidas como nao préprias sao
rejeitadas pelo sistema imune de defesa.

Introducéo

Era necessario achar uma resposta que explicasse a origem da auto-imunida-
de na doenca de Chagas. Diante da hipdtese, a resposta foi procurada em amostras
de DNA extraido do sangue de pacientes com a doenga de Chagas cardiaca, com
diagndstico confirmado pelos anticorpos especificos contra antigenos de T. cruzi. Em
seguida, a hipotese foi averiguada em coelhos infectados experimentalmente no la-
boratorio e em babuinos que adquiriram a infeccdo naturalmente. Nesses modelos



Antonio Teixeira - Nadjar Nitz

140

animais da infeccdo chagasica e no homem, observou-se que pode haver transferéncia
horizontal de seqiiéncias de minicirculos de kDNA do T. cruzi para o genoma do
hospedeiro. Neste capitulo sdo apresentados resultados de experimentos que sugerem
uma relacdo direta entre a mutacdo do KDNA no genoma do hospedeiro vertebrado e
a patogénese da doenca.

Transferéncia horizontal de DNA (THD)

Uma resposta que explica a origem da auto-imunidade na doenga de Chagas
foi procurada em amostras de DNA extraido do sangue de pacientes com a doenca
de Chagas cardiaca, com diagnostico confirmado pelos anticorpos especificos con-
tra antigenos de T. cruzi. Nesses pacientes, todas as amostras foram positivas para o
DNA do parasito nos testes com marcadores moleculares da infeccdo pelo T. cruzi.
De maior interesse, foi demonstrado que 0 KDNA do T. cruzi, especificamente seqiién-
cias de minicirculos, havia sido transferido para 0 genoma do paciente chagasico.!
Os sitios precisos de integragdes de kDNA foram detectados em diferentes loci dos
cromossomos 8,11,16,17, X e outros (nimeros de acesso a0 GenBank: AY490889 a
AY490905). Um padrdo de integracdo caracteristico também foi encontrado no ge-
noma de babuino (Papyo hamadrias} chagasico (GeneBank DQ241812) e de coelhos
(GenBank AY488498 a AY488502). O ponto de integracdo foi frequientemente o
retrotransposon LINE-1, cujas cOpias inseridas em regifes ricas em A-C incluem
familias de seqiiéncias curtas e repetidas onde se encontram genes associados com
as respostas imunes. As seqiiéncias integradas de minicirculos truncados achavam-se
ligadas covalentemente ao DNA do hospedeiro.

O kDNA do Trypanosoma cruzi integra no genoma do chagasico

As analises das sequiéncias do DNA do hospedeiro no flanco da mutacdo mos-
traram similaridade com elementos repetitivos curtos e longos, respectivamente Sl-
NEs e LINESs, nas varias espécies animais. A presenca desses elementos foi vista em
sitios de mutagdo com intenso embaralhamento e remodelamento, ou seja, na regido
de justaposi¢do onde a integracdo ligava 0 DNA do hospedeiro ao kDNA exégeno.
Como a integracéo de seqiiéncias de minicirculos de KDNA foi observada no genoma
de coelhos, babuinos e de pacientes chagasicos, entdo foram feitos alinhamentos da
regido de justaposicdo do kDNA com o DNA de cada uma dessas espécies, conforme
0s numeros de depdsitos no GenBank: Humano, AY485269, AY490891, AY490889,
AY490901 e AY490904; Coelho, AY488499, AY488499, AY488500 e AY488502;
Babuino, DQ241812. Independentemente de suas origens, essas seqiiéncias exibiam
alinhamentos multiplos entre si. Por exemplo, as seqliéncias originadas de pacientes
chagasicos e de babuinos exibiam alinhamentos quase perfeitos com DNA de coelho.
Esse achado ndo pode ser mera coincidéncia, pois ele é sugestivo de que seqliéncia de



minicirculo de kDNA integra em um sitio semelhante (LINE-1) nas diversas espécies
de mamiferos, ou seja, 0 KDNA do T. cruzi integra em retrotransposon presente no
genoma dos mamiferos ha mais de 150 milhdes de anos.

Como cada um desses aspectos intrincados da transferéncia de sequiéncias de
minicirculos pode ser prontamente abordado em culturas de células, empregou-se um
modelo in vitro visando a elucidacdo do sitio da integracdo do KDNA do T cruzi em
macrofagos de origem humana U937 e de sua instabilidade ao longo dos anos.

A integracéo faz-se em retrotransposon LINE-1

Diante da preferéncia de integracdo das seqiéncias de minicirculos de KDNA
dentro de retrotransposons LINE-1, postulamos que as insercdes do DNA exdgeno
podiam ser mobilizadas dentro do genoma do hospedeiro. O impacto funcional das al-
teracdes do genoma poderia incluir alteracGes na expressdo de genes enddgenos assim
como na geracdo de produtos quiméricos resultantes da fusdo do genoma hospedeiro
com minicirculos de KDNA, e em ambos 0s casos haveria possibilidade de explicar as
lesGes da doenca de Chagas crénica. Em razdo da freqiiéncia e da complexidade do
fendmeno, o exame dos organismos inteiros pode ser impraticavel. Por isso, utilizamos
um modelo de cultura de macréfagos adaptados a infecgdo pelo T. cruzi para a caracte-
rizacdo subsequente da integragdo do KDNA e sua mobilizagdo produzindo alteragédo

Figura 11.1 Integracdo de minicirculo de KDNA de T. cruzi no genoma de macréfagos. A) Hibridi-
zagdo de DNA do macrofago U937 digerido com NsA com sonda de KDNA aos sete dias e aos
trinta dias pos-infeccdo. B) Amplificacdo de minicirculos pela PCR usando primers Sk34/67.
C) Amplificacdo de DNA nuclear usandoprimers'XcLXIl. Bandas formadas aos sete dias séo difer-
entes daquelas dos 30 dias

Fonte: Simbes-Barbosa et al., Mem. Inst. Oswaldo Cruz, 2006
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fenotipica. Esse modelo permitiu detectar a aquisicdo e a movimentacdo do kDNA
integrado dentro do genoma do macrofago em cultura e documentar uma alteragdo
especifica na expressdo génica flagrada ao longo dos anos.

A presenca de mutacdes de KDNA no genoma de macrofagos foi sugerida em
decorréncia dos perfis de bandas formadas aos trés meses e aos trés anos pés-infeccéo.
Isso foi visto porque a migragcdo do DNA da célula humana em gel de agarose diferia
daquela observada no DNA do T. cruzi, como mostra a Figura 11.1 A e B.

Em seguida, utilizando a técnica de hibridizacao in situ, 0 kDNA integrado foi
co-localizado em LINE-1 em cromossomos de metafases de macréfagos pos-infeccéo
(Figura 11.2A e B).

Figura 11.2 Co-localizagdo do minicirculo de kKDNA do T. cruzi em cromossomo metafasico
de macrofago pos-infecgdo. A) LINE-1 mostrando fluorescéncia em dois cromossomos me-
diante anelamento de sonda especifica para LINE. B) Co-localizacdo do kDNA dentro do
LINE-1 com sonda especifica para KDNA

Fonte: SimBes_Barbosa et a\..,Mem. Inst. Oswaldo Cruz, 2006

Amplificagdo das sequéncias integradas associadas aos LINEs do
hospedeiro

As culturas de macrofagos em replicagdo continuada trés meses apés erradi-
cacdo da infeccdo pelo T. cruzi foram analisadas para identificar o DNA nas juncdes
da integracdo. Inicialmente, as tentativas de clonagem de um fragmento de restrigdo
representando uma integragdo de KDNA de 2,2 kb KDNA no genoma do macréfago
pos-infeccdo foram infrutiferas; a clonagem gerou seqiiéncias truncadas, usualmen-
te menores que 0,5 kb, representando fragmentos rearranjados de KDNA e nenhum
DNA flanqueador do macréfago. Todavia, os resultados sugeriram que insercdes de
'seqUiéncias linearizadas de minicirculo ocorriam em orientacdo direta ou invertida,



associando regides repetidas e rearranjadas que formam estruturas sujeitas a recombi-
nagdo e delecdo. Esses achados foram importantes para o desenho de uma estratégia
para determinar a regido de integragdo do minicirculo ao genoma do macréfago.

A estratégia para clonagem e seqlienciamento de eventos de integragdo consistiu
na amplificacdo por PCR empregando um so6 primer especifico, S36 anelando num
ponto da regido conservada do minicirculo. As amplificacdes geraram cinco sequén-
cias representativas com extensdes de 527 a 700 pb (nimeros de acesso ao GenBank:
AF002199 a AF002203). Cada uma dessas sequiéncias continha minicirculo cova-
lentemente ligado a LINE-1, sugerindo que as inser¢des de minicirculos ocorreram
dentro desses elementos no genoma do macréfago. A Figura 11.3 ilustra a integracao

336 S36

S36& &S36

Clone C

1 GGTTCGATTG GGGTTGGTGT AATTAG

181

24 |

301

361

421

481

541

601 GTATA TTACACCAAC CCCAATCGAA
661 cc

Figura 11.3 Representacdo esquematica da integracdo de seqiiéncia de minicirculo de KDNA de
Trypanosoma cruzi em LINE-1 humano. Fragmentos truncados de minicirculos de KDNA foram
achados em LINE-1 situado no cromossomo Y: o clone C mostra regido conservada do primer S36
(azul escuro) em ambos os lados, seguida de regides variaveis de minicirculos (azul claro) e seqiiéncia
LINE-1 (verde)

Fonte: Simdes_Barbosa et al., Mem. Inst. Oswalds Cruz, 2006
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minicirculo de KDNA no LINE-1 AC134888.2. Em quatro clones (A, C, D, e E) as
regiGes constantes e varidveis de minicirculo estavam flanqueadas por repeti¢fes cur-
tas do tipo Alu (SINE) seguidas pelo DNA do LINE-1. As sequéncias em posicdes
invertidas eram consistentes com duas integracdes em direcdes opostas. Esses clones
mostram segmentos homdlogos dos cromossomos humanos Y, 4 e 13; o clone B tinha
LINE-1 ligado a seqiiéncia do minicirculo em uma ponta apenas. Em trés ocasifes
(clones A, C e D), ajustaposicdo de kDNA com LINE-1 estava truncada por sequén-
cias repetidas com evidente microhomologias, sugerindo que a recombinagdao homo-
loga pode ter sido o mecanismo mediador da integracao de seqiiéncias de minicirculos
de KDNA em LINE-1 dentro da célula hospedeira humana.

Uma extensdo natural da andlise foi a procura de proteinas quiméricas nos sitios
de integracdo associados com as mutacGes. A analise BLASTx detectou duas ORFs
(fases abertas de leitura) nos clones A, B e E, mostrando similaridade com transcripta-
se reversa humana e com ubiquitina (clone B) e com uma proteina quimérica humana
e de 7?7 cruzi (clones A, C, D e E). Em resumo, foram encontradas cinco inser¢des de
kDNA dentro de LINE-1 da familia Ta, revelando um sitio quente de integracdo de
minicirculos de KDNA.

Mobilizacdo de kDNA via LINE-1

As células com a mutagdo de KDNA foram clonadas e, desde entdo, tém sido
mantidas em cultura no laboratdrio. As mutacdes de KDNA em clones de macrofagos

Xhol

Kb
6,4

Figura 11.4 Mobilizagdo da mutagdo do kDNA ao longo
dos anos. Bandas formadas no genoma do macréfago mos-
trando o kDNA integrado no clone G10. Os perfis de ban-
das de KDNA sdo diferentes aos trés meses e aos trés anos
pos-infecgao. Fragmentos de DNA gendmico do clone G10
digerido com Xho\ foram separados em gel de agarose a 1%
16 e identificados com a sonda especifica de kDNA Fonte:
Simd@es_Barbosa et al., Mem. Inst. Oswaldo Cruz, 2006



mantiveram-se ao longo dos anos. Variagdes encontradas nas andlises das integragdes
feitas aos trés meses e aos trés anos pos-clonagem identificaram distintos perfis de
bandas e sugeriram a possibilidade de mobilizagdo da mutagdo de um sitio para outro
dentro do genoma da célula clonada (Figura 11.4).

Esse aspecto foi explorado mediante analise dos transcritos de RNA no clone
G10 mutado com kDNA e no macréfago ndo infectado que, portanto, serviu de
controle.2 Observou-se a presenca de transcrito no macréfago controle (testemunha)
que ndo se encontrava no clone G10 que tinha a mutacdo de kDNA (Figura 11.5A,
B, CeD).

Clone G10 Macroéfago

Figura 11.5 Modificagdo no fenétipo resultante da mobilizagdo da mutagdo. A) Andlise di-
ferencial do mMRNA do clone G10 trés anos pés-infeccdo. Uma banda presente no macréfago
(seta) esta ausente no clone G 10. B) mRNA de 0,8-pb identificado com sonda cDNA do gene
pl5 esta ausente no clone G10. C) O controle positivo mostra banda de 1,8-kb da fi-actina.
D) Hibridizacao de digestos BamHI de DNA de macréfago controle e do clone G10 com son-
da do gene pl5. Note alteracdo do perfil de bandas no macréfago trés anos p6s-infecgéo
Fonte: Simbes-Barbosa et al., Mem. Inst. Oswaldo Cruz, 2006
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A _ saat

61
121
181

VoM
241

301 AAAAAAAAAA AAAAGATCTT CTTT GAAACC AATGACAACA AAGACACAAC ATACCAGAAT

361  CTCTCCGAC CATTCAAACC ACTGTCTACA GAGAAATTTA TACCACT AAA TCCCCACAAG

421  AGAAAGCAG AAAGATCCAA AATTGACACC CTACATCCAA TTAAAACAAC TACAAAACCA

481  AGACCAAACA CATTCAAAAG CTAGCAGAA GCAAGAAAIA ACTAAAATCA GAGCACAAC

541  GAAGCAAAT  GAGACACAA AAACCCTTCA AAAAATTAAT GAATCCACC CCTCGTTTTT

601 TCAAACCATC AACAAAATTC ATACACCCCT AGTAAGACTT AATAAACAAA AAAAGAGAC

661 AGAATCAAAT AGACACAATA AAAAATGATA AAGCGCATA CACCACCGAT CCAACACAAA

721  TACAAACTAC CATCACAGAA TACTACAAAC ACCTCTACGC AAATAAACTA CAAAATCTAG

781  AAGAAATGC TAAATTCCTC AACACATATA CTCTCCCAAC ACTAAACCAG GAACAACTT
841 AATCTCICAA TACAC

901 AAAGIUGG

Sws7 otafl_

961 CCTTCAAATC CAAAATTCTC CTTITCCCAC CCCCCTTCA CTTTTTCCCG CAAAATTCAT

aas

1021  GCATCTCCCC CGIACATTAT TTCGCCATTT TACCGCTCC TTTACCCCAO CICACCTTC
1081 ATTCCGCTTC GICTAA

1141 AAACTCGC

CAAAATTCAT

1201 CTTCCAAATC GAAAATTCTG CTTTTCCGAC ccccencA attltcccoc
A>> *M>>

1261  GCATCTCCCC CCTACATTAT Ttccccgaaa CTCCCCCTT TTTACCCcC GTCACCTTC

wspP3

1321 ATTCCGCTTC CATGCATTCA GAACCTCAA TCAAACCAG AACAAAACC ATTTCTTTAA

VHP21

1381 ACATCCAACA ATCCAGCCA CTCAACGJA ACATCTCTCA TAATAGATCA CCCAGTAAC

vin.
1441 AACCTGTAAA ATCTCACCCA ATCAAACCT

ow2

1 300 855 1327 1469

Figura 11.6 Modificagdo do gene pl5 pela insercdo de minicirculo de kDNA ligado ao ele-
mento LINE-1 no cromossomo 5pl3.3. A) Ruptura da ORF pl5 pela insercdo de LINE-1
truncado mobilizando um fragmento de minicirculo. A seqiiéncia em verde claro é do gene pl5,
a verde escuro de LINE-1; o azul claro mostra regido variavel de minicirculo, e o azul escuro,
regido conservada de minicirculo. A ORF pl5 (inicio no cddon 39-41 pb) esta interrompida
no nt 300 pela cauda poli-A do LINE até pb 855, e estende-se até pb 1327 do minicirculo.
O gene pl5 continua do pb 1328 na dire¢do de sua terminacdo 3'. Os primers indicados pelas
setas foram usados. B) Representacao esquematica da quimera minicirculo LINE-1 mostrando
a inser¢do na ORF do gene pl5, e uma ORF-2 similar a transcriptase reversa humana entre 0s
nts 410 e 851

Fonte: Simdes~Barbosa et al., Mem. Inst. Oswaldo Cruz, 2006



Clonagem e seglienciamento do transcrito presente apenas no macréfago con-
trole revelaram tratar-se do gene pl5 codificador de um fator de ativacéo da polimerase
11, localizado no cromossomo humano 5 (Figura 11.6). Entéo, a partir dessa informa-
céo foi possivel identificar, pela amplificacéo, pela clonagem e pelo seqiienciamento a
alteracdo introduzida no gene pl5 do macréfago, em consequiéncia daquela infecgdo
pelo T. cruzi que ocorreu trés anos atrds (nUmeros de acesso a0 GenBank: AY584192
e AY584193). Uma coépia ativa de LINE-1 mobilizou o0 KDNA de sua posi¢do no
cromossomo 4 para o cromossomo 5. Ali, numa copia do gene pl5, foi encontra-
do um fragmento truncado de LINE-1 ligado a uma seqiiéncia de minicirculo do
kDNA. A extremidade 5 (a montante) do gene pl5 encontrava-se rompida a partir
do nucleotideo 300 que tinha continuidade com a cauda poli-A do LINE-1, seguida
pela sua ORF-2, que se ligava a0 kDNA apresentando duas regides variaveis e duas
conservadas truncadas de minicirculos; finalmente, o0 KDNA terminava na regiao
3 a jusante no gene pl5. Essa analise explicou a variacdo dos perfis de bandas do
gene pl5 comparativamente com aquelas do macréfago controle, resultando no no-
caute do gene pl5 (Figura 11.6). Essa demonstra¢@o? comprovou, pela primeira vez,
a relacdo da mutacdo do KDNA com uma patologia molecular introduzida na célula
pelo 7? cruzi. A presenca de microhomologias nas regides flanqueadoras sugere que
recombinagdo homdloga pode ser 0 mecanismo da integracdo de kDNA.

Transferéncia horizontal de DNA e crescimento do genoma

A transferéncia horizontal de minicirculo também foi investigada em coelhos
hospedeiros de infeccBes pelo T. cruzi, ambos considerados excelentes modelos expe-
rimentais da doenca de Chagas humana. A transferéncia de minicirculo foi observada
no DNA gendmico; fragmentos de DNA de sangue, coragdo, musculo esquelético,
figado, intestino e rim de coelho chagasico foram hibridizados com a sonda de 122-pb
derivada da regido constante do minicirculo do protozoario flagelado.

A Figura 11.7A ilustra a alteracdo da configuracdo da banda padrdo de KDNA
integrada no coracdo, no intestino e no masculo esquelético, cujo tamanho foi dife-
rente da unidade-banda padrédo de (1,4 kb) que se hibridizou especificamente com o
DNA do parasito. Essas amostras ndo se hibridizaram com outras sondas especificas
do DNA do T. cruzi.35 O seqlienciamento da banda de 2,2 kb revelou ambas as ex-
tensdes do DNA do coelho flanqueando a inser¢do do minicirculo (Figura 11.7B).
A integracdo do minicirculo ocorreu em sitios repetidos diretos CACCAACC den-
tro do DNA do coelho. Esse DNA flanqueador do coelho mostra homologia com
o clone LBNL-1125D4, que é um retrotransposon LINE-1 contendo elementos
repetidos SINE intra-esparsos no genoma.t Uma fase aberta de leitura (ORF) ini-
ciando-se no DNA hospedeiro e estendendo-se através do kDNA integrado gerou
um transcrito potencialmente codificador do antigeno quimera r45-assemelhado.
De maior interesse, um caso especifico de inser¢do de mutagdo foi composto de 27
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fragmentos de kDNA truncados de tamanhos e estruturas variadas. Esse evento in-
dicou que essa mutagdo no genoma do coelho chagasico foi iniciada originariamente
por inserc¢des repetidas de sete seqiiéncias completas de minicirculo, totalizando 10,8
kb de kDNA dentro do genoma hospedeiro. Essa observacdo e aquelas que mostra-
ram multiplos (até quatro) eventos de mutagdo no genoma de pacientes chagéasicos
sugeriram que a transferéncia horizontal de minicirculo pode ser uma causa direta
de crescimento de genoma.

Coelho Chaggsico cronico

CACCAACC CACCAACC

fowA LoN1
Al MR —m — =—=19072054

0 ORF

Figura 11.7 Integracdo de sequéncia de minicirculo no genoma de coelho chagasico. A) Hi-
bridizacdo do DNA de coelho com sonda kDNA especifica. DNA digerido com £coRI foi
usado na hibridizagdo com a sonda de kKDNA do T. cruzi. B) Representagdo esquematica do
kDNA integrado no DNA do coelho. A integragdo ocorreu no DNA do coelho mostrando o0s
sitios de ligacdo de seqiiéncias curtas repetidas CACCAACC. Uma ORF quimera estende-se
entre os nucleotideos 1217 e 1582

Fonte: Nitz et al., Cell, 2004

Mobilizagdo de LINE-1 e doenca

O genoma do animal vertebrado contém segmentos de elementos repetidos
curtos (SINE) e longos (LINE) que se perpetuam pela transmisséo vertical dentro
do hospedeiro.78 O genoma humano contém 535 LINEs pertencentes a familia Ta
e 415 a subfamilia Tn. Tem sido descrito que 39 elementos da familia Ta e 22 da
subfamilia Tn apresentam a seqliéncia padrao de 6,4 kb com uma regido promotora
5 sequida de duas ORFs e uma regido ndo traduzida 3' com sinal de poliadenilacdo
e cauda poli-A, caracterizando as estruturas tipicas de retrotransposons LINE-1 ati-
v0s.9,10 Esses elementos sdo reconhecidos progenitores de inser¢des mutagénicas no



locus da B-globina e em varios genes Rp. Os elementos LINEs ativos possuem ma-
quinaria enddgena — transposase: DNA polymerase 1 e transcriptase reversa — para
mobilizagio de seqiiéncias do DNA dentro do genoma, e, dessa forma, podem rear-
ranjar o exon.'" 2 O promotor 5 inicia a transcrigio do LINE-1, que usualmente ¢
confinada a células da linhagem germinativa,'? mas a retrotransposigio de LINE-1
em células somiticas tem sido correlacionada com doengas genéticas.’>!* Integragoes
de seqiiéncias de minicirculos de KDNA de 7" cruzi em um paciente chagisico, ocor-
rendo em multiplos /oci, poderiam explicar a variabilidade de manifestagées clinicas
na doenga. A acumulagio de mutagdes induzidas por integragdes de kDNA pode ser
uma forga desencadeadora da patologia na doenga de Chagas.

Abstract

Trypanosoma cruzi-infected and benznidazole-treated rabbits exhibited lesions
similar to those that have been described for Chagas rabbits. The progressive features
of Chagas lesions in treated animals have suggested an unavoidable question: What
could be the power sustaining actively destructing Chagas lesions in benznidazole-
treated rabbits? We hypothesized T cruzi DNA retained in the body could trigger
Chagas lesions, and that a mutation could be the force driving auto-immunity in
Chagas disease. This hypothesis implies horizontal transfer of the parasite’s DNA,
which would act as a vector of mutation inducing subsequent host cells genotype and
phenotype alterations. Theoretically, host cells altered by a parasite-induced mutation
would be recognized as non-self and, therefore, rejected by the host’s immune system
effectors lymphocytes and macrophages. Experiments have shown that sequences of
kDNA minicircles from T rruzi integrate in specific sites within the genome of rab-
bits, baboons and humans. It was shown that kDNA integrates in retrotransposon of
LINE-1 Ta family of different mammal species. Utilizing an iz vitro model of the
infection it was shown that the kDNA integrated in LINE-1 can be mobilized to
other site within the host cell genome. This result suggests that a mutation induced
host cell’s genotype and phenotype alterations could explain the variability of clinical
manifestations as well as the origin of the rejection of a parasite-free host cell over
time. The variable factor of time in this process may explain the decades of delay
experienced between initial infection and displays of pathogenesis. According with
this theory, mutation-induced host cell genotype and phenotype modifications could
explain the origin of self-destructive auto-immune lesions in Chagas disease.
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Capitulo 12

Heranca de kDNA e patogénese

Antonio Teixeira
Clever Gomes Cardoso

Em seguida a transferéncia horizontal de seqtiéncias de minicirculos de KDNA
ao genoma de coelhas chagasicas, foi possivel mostrar a heranca da mutagdo do kDNA
para as crias dessas coelhas. Entretanto, 0 mamifero é permissivo a infeccao pelo T.
cruzi, a qual pode persistir por toda a vida desse animal. Para garantir que essa mutacao
ndo seja apenas um ruido produzido pela infeccdo criptica, foi necessario afastar essa
possibilidade. Isso foi possivel pela experimentacdo em aves refratarias a infeccdo pelo
T. cruzi, mas que adquirem a infecgdo apenas nos primeiros dez dias de vida embrionaria.
Quando ovos férteis foram inoculados com T. cruzi, os filhotes ja nasciam sem infec-
¢do, mas eles tinham a mutacdo do kDNA. De grande interesse, coelhos e aves com as
mutacOes de KDNA apresentavam as lesOes tipicas da doenca de Chagas: a “unidade
minima de rejeicdo” caracteristica da patologia da doenca, na qual a célula-alvo nédo
parasitada era destruida pelas células do sistema imune do vertebrado. Esses experi-
mentos mostraram que a “unidade minima de rejeicdo” é o denominador comum da
patogénese da doenca de Chagas, tendo origem nas mutac6es induzidas no genoma e
nas alteracGes subseqiientes no fendtipo dessas células em mamiferos e em aves refra-
tarias a infeccéo.

Introducéo

A descrigdo da patologia da doenca de Chagas aguda em um menino de 18
meses e em uma menina de 4 meses de idade gerou a base preliminar de experimentos
que visaram a mostrar se as infecc¢fes pelo T. cruzi se estabelecem nos goniablastos dos
testiculos e nas células da teca dos ovarios impuberes. Ainda que a invasdo das células
embrionarias pelo T. cruzi ndo tenha sido descrita detalhadamente, observagdes pré-
vias j& antecipavam a possibilidade de que o parasito invadisse célula-tronco in vitro-,
célula-tronco embrionaria de zigoto, 2,5 dias apds o coito, engolfou ativamente formas
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tripomastigotas de T. cruzi) As formas amastigotas em divisdo encheram o citoplasma
das células-tronco embrionarias; cinéticas similares foram observadas em seguida a
infeccdo de células-tronco de embriGes de galinha. A permissividade da célula-tronco
embrionaria as infecgBes pelo T. cruzi foi considerada uma indicagdo de que células
em diferenciacdo na crista genital, que aparecem por volta de 4 a 8,5 dias de gestacéo,
pudessem adquirir mutacdes induzidas pela integracdo de kDNA.

Heranca mendeliana (transferéncia vertical) do kDNA

Dessa forma, as células embrionarias tornaram-se candidatas ao recebimento
de mutagBes associadas com as transferéncias de KDNA integrado em linhagens de
células germinativas. A transmissdo transplacentaria de T. cruzi e a integracdo subse-
quente de kDNA foram observadas experimentalmente em crias de coelhas portado-
ras da infecgdo chagasica cronica. Quatro coelhas e dois coelhos, sexualmente madu-
ros, inoculados com T. cruzi cruzaram durante o curso da infecgdo crénica. As fémeas
pariram 104 filhotes em trés gravidezes subseqlientes. Os testes NAT em amostras
de DNA dos tecidos dos natimortos ou das células do sangue dos recém-nascidos
das coelhas chagasicas cronicas foram realizados visando a mostrar a presenca dos
marcadores genéticos de NDNA e KDNA do parasito. Os testes NAT mostraram

1 2 3 4 5 6

Sl

K 1

Figura 12.1 Marcadores genéticos da infeccdo pelo 72 cruzi em crias de coelhas chagésicas.
A) Hibridizacdo especifica de produtos de PCR de DNA obtido de coelhos nascidos de maes
chagasicas, usando primers de KDNA e nDNA. 1) PCR para kKDNA mostra multimetros do
parasito e do DNA gendmico de seis progénies por hibridizagdo com sonda de KDNA.. 2) PCR
para NnDNA mostra bandas de 195 pb e multimeros formados com DNAs do parasito e DNA
gendmico da cria 2 e sonda interna especifica. B) Hibridizacdo do DNA gendmico de filhote de
coelho nascido de mée chagasica com sonda especifica de KDNA. Note diferencas nas posi¢des
das bandas no coelho infectado e no 7? cruzi

Fonte: Nitz et al., Cell, 2004



que 15 (14,4%) filhotes apresentaram o NDNA sugestivo da infeccdo e que 24 (23%)
retinham apenas 0 KDNA do parasito. Foi extraido o DNA do coragdo, do musculo
esquelético, do figado, do baco e dos intestinos delgado e grosso dos natimortos. Cada
tipo de tecido formou bandas que hibridizaram com sondas especificas de produtos
de amplificacdo KDNA do parasito. Nenhum desses achados foi observado em crias
de coelhas controle, ndo infectadas.

No caso de uma coelha chagasica, cronicamente infectada, que engravidou e
pariu seis filhotes, 0 DNA extraido de varios tecidos dos filhotes revelou cinco crias
com testes NAT positivos para KDNA e apenas uma cria teve testes NAT com ampli-
ficacOes positivas de KDNA e de nDNA (Figura 12. 1A e B). Na verdade, cinco das seis
crias dessa coelha chagéasica apresentaram transferéncia vertical de KDNA por meio
dos gametas dos genitores, enquanto um unico filhote recebeu a infeccdo viva do 7?
cruzi por via transplacentaria. Os DNAs gendmicos das cinco crias KDNA-positivas
foram submetidos a analise pela técnica 5 RACE, apresentando seis sitios de integra-
¢do de fragmentos de minicirculos. Em trés desses casos, 0 KDNA entrou na regido
da p-globina no cromossomo 1. Para determinar se a infecgdo viva é necessaria para
que haja integracdo do kDNA, seqiiéncias de minicirculos purificadas ou clonadas
foram inoculadas via intravenosa nos coelhos. Esses coelhos controle foram monito-
rados, semanalmente, durante trés meses e apresentaram, apenas até a terceira semana
pos-inoculagdo, produtos de amplificagdo de kDNA a partir de DNA extraido de seu
préprio sangue.

Figura 12.2 Histopatologia em cria de coelha chagasica com a mutacdo do kDNA. Lesdes
tipicas de “unidade minima de rejeigdo” presentes no coracdo e no ganglio parassimpatico in-
tracardiaco. Compare as lesdes com a histologia normal do coragdo (no meio e acima) e do
ganglio (no meio e abaixo)

Fonte: Nitz et al., Cell, 2004
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Nos filhotes nascidos de coelhas chagasicas, foram encontradas lesdes histo-
patologicas tipicas (Figura 12.2) no tecido muscular cardiaco e também no sistema
nervoso periférico. Tais lesdes sdo similares aquelas descritas em coelhos chagasicos e
em humanos (veja o capitulo sobre a patologia em pacientes chagasicos e em coelhos).
Nenhuma patologia foi encontrada em qualquer tecido de coelhos nascidos de genito-
res controle, ndo infectados.

Evolucéo e patologia

Tendo mostrado a transferéncia vertical de KDNA de coelhos chagéasicos
cronicamente infectados para suas crias, a alta freqiiéncia com que o KDNA do pa-
rasito foi herdado pelo seu hospedeiro tornou evidente a heranca mendeliana. Essa
observacdo é consistente com a deteccdo de fragmentos de kDNA amplificados de
varios tecidos das crias de coelhas chagasicas (Figura 12.1A e B). Outros experi-
mentos também mostraram permissividade de células embrionarias de galinha as
infeccBes pelo T. cruzi.

Figura 12.3 Integragédo de KDNA em células germinativas de aves nascidas de ovos inoculados
com Trypanosoma cruzi. A) Presenca de KDNA e nDNA em embrides até o 8a dia e auséncia
do NnDNA apds o 10a dia de vida embrionaria. B) Hibridizagdo do DNA do esperma e évulo de
aves KDNA-positivas (4938 e 4973, galo; 4048 e 4979, galinha) com a sonda especifica. C) Hi-
bridizagdo dos produtos de PCR com a sonda de KDNA. Esses achados confirmam a heranga
mendeliana da mutagdo do kDNA do T. cruzi

Fonte: Nitz et al., Cell, 2004



N&o obstante, mais investigacdo fez-se necessaria para dissociar claramente o
evento de integracdo de kDNA da infeccéo ativa persistente. Entdo, foram feitos ou-
tros experimentos visando a excluir a infeccéo persistente, requerimento esse conside-
rado essencial para esclarecer e estabelecer uma base experimental limpa de integragédo
de KDNA no genoma do hospedeiro vertebrado. O uso de aves como modelo produziu
resultados claros e estabeleceu a base da patologia da doenca nos vertebrados refrata-
rios ao T. cruzi (Figura 12.3A, B e C).

Do maior interesse, a patologia (Figura 12.4A, B, C e D) encontrada nas aves
kDNA-mutadas ¢ indistinguivel daquela descrita em humanos que sucumbem a
doenca de Chagas.! O KDNA foi integrado em 25% dos pintos que nasceram de
ovos férteis inoculados com T. cruzi. Portanto, as lesdes patoldgicas descritas em gali-
nhas com mutacBes KDNA-positivas sdo claramente independentes do parasito, tendo
sido eliminada qualquer possibilidade de contaminacdo criptica pela persisténcia do T.
cruzi. Com o estabelecimento de uma base reprodutivel para a integracdo de KDNA
em células de linhagem germinativa, a transferéncia vertical de DNA do T. cruzi para
aprogeénie livre de infecgdo ficou plenamente demonstrada. Ainda de grande interesse,
progénie das aves KDNA positivas, FO e Fl, desenvolveram sinais de fraqueza muscu-
lar generalizada; algumas galinhas ndo conseguiram sustentar-se nas pernas.

Usualmente, as galinhas que desenvolviam essa doenca sistémica morriam preco-
cemente. As secgbes histologicas dos musculos estriados esqueléticos e do coragdo, dos
musculos lisos e dos ganglios parassimpaticos mostraram lesdes tipicas, como aquelas
descritas nos mamiferos que morrem com a doenga de Chagas (Figura 12.5A, B, C
e D). A doenca de Chagas no coragdo das galinhas, na auséncia do parasito, mostrou

Figura 12.4 Histopatologia na ave FI nascida com a mutacdo de KDNA pela heranca men-
deliana. As lesdes tipicas de ‘unidade minima de rejeicao "estdo documentadas no coragéo (es-
querda) e no ganglio nervoso intracardiaco (direita). Observe o aspecto histolégico normal do
coragdo (meio e acima) e do ganglio (meio e abaixo)

Fonte: Nitz et al., Cell, 2004
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a unidade minima de rejeicdo tipica, similar aquelas descritas na populagdo humana
que sucumbe a doenca de Chagas. Essa unidade minima de rejeigdo é caracterizada
pelos infiltrados mononucleares de células efetoras do sistema imune e lise das célu-
las-alvo do coragdo. Em vista dessas lesdes, a integracdo do kDNA deve representar
uma causa potencial de respostas auto-imunes que se desenvolvem em uma percen-
tagem de pacientes com a doenca de Chagas, podendo ser a chave para o entendimen-
to de aspectos importantes da patogénese e das manifestacoes clinicas da doenca.!

Figura 12.5 Lesdes sistémicas na progénie F1 de galinha kDNA-positiva. A) Ave de 4 meses
de idade apresentou fraqueza muscular generalizada. B) Miosite intensa mostrando infiltrado
linfocitario e lise de fibras musculares (H-E, 100X). C) Ganglio parassimpatico intracardiaco
mostrando o infiltrado inflamatério e despopulacédo de neurénios (H-E, 100X). C) ‘Unidade
minima de rejeicdo” no coragcdo de galinha FI; linfocitos imunes efetores aderem, atacam e
destroem a fibra cardiaca (H-E, 400X)

Fonte: Teixeira et al., Mem. Inst. Oswaldo Cruz, 2006



Alteragbes moleculares decorrentes da mutacéo

Numerosos exemplos de integracdo de KDNA nos genomas de hospedeiros ver-
tebrados infectados com T. cruzi foram documentados. O mapeamento dos sitios de
insercBes de KDNA no genoma desses hospedeiros parece ser uma abordagem impor-
tante para verificar a possibilidade de explicar variagdes clinicas nas manifestacfes da
doenca que poderiam correlacionar-se com os sitios de integracdo de KDNA e poste-
rior mobilizacdo via transposicdo mediante atividade da maquinaria de LINE-1.2 As
sequéncias LINEs poluiram os genomas de vertebrados ha mais de 150 milhdes de
anos, muito antes da especiacdo do Homo sapiens. O genoma do vertebrado esta re-
pleto (> 50%) de seqiiéncias repetidas, incluindo as repetigdes intra-esparsas derivadas
de elementos transponiveis longos e curtos, respectivamente LINEs que carregam os
SINEs embutidos na sua estrutura, nas regies extensas do genoma que se duplicam
em segmentos regulares. Isso inclui duplicagdo de segmentos na forma de palindromos
dispersos onde o pareamento desigual durante a recombinagédo favorece as delecBes
responsaveis por sindromes genéticas.3 Criando seqiiéncias repetidas em regies que
ndo podem ser clonadas ou seqiienciadas com as biotecnologias disponiveis, acres-
centa-se a dificuldade de que ambos KDNA e DNA flanqueado do hospedeiro sdo
completamente rearranjados; as insercdes de KDNA e as regifes flanqueadas ficam
persistentemente sujeitas as consequiéncias de delecBes e rearranjos. Portanto, aque-
las amostras de DNA que se acham envolvidas na transferéncia horizontal de DNA
(THD) de minicirculo dentro do genoma do hospedeiro vertebrado sdo ferramentas
Uteis no laboratério para calibracdo de relégio molecular usado em estudos filogené-
ticos. Certamente, o seqiienciamento completo do genoma de um paciente chagasico
arquétipo, apresentando delecdo e recombinacao resultantes de integragdes de KkDNA
ofereceria oportunidade Unica para avangar a pesquisa nessa area. A analise desses
eventos de integracdo € chave para o entendimento das manifestagcdes da doenca de
Chagas, que usualmente levam décadas para se apresentarem clinicamente nos cha-
gasicos.

O sequienciamento do genoma da galinha e sua anotacdo em banco de dados
estdo disponiveis. Nele se verificou que existem mais de 200 mil cdpias de retro-
transposons repetitivos CR-1 (equivalente ao LINE-1 de mamifero) no genoma
da galinha, comparativamente duas vezes mais que a quantidade presente no ho-
mem. Além disso, aproximadamente 10 mil cdpias imperfeitas de SINEs também
foram identificadas, as quais sdo similares aquelas nos mamiferos.4 Esta informa-
¢do representa uma fonte importante para os estudos futuros nesse modelo animal
e no homem.5

Abstract

Having shown horizontal transfer of Trypanosoma cruzi KDNA minicircle se-
quences to the genome of Chagas rabbits, it was compelling to test the hypothesis of
Mendelian inheritance of KDNA mutation in offspring of chagasic rabbits. Indeed,
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vertical transfer of KDNA sequences to offspring of T. crwzz-infected rabbits was ob-
tained by crossings. Yet, the rabbit is permissive to T. cruzi infections, which can persist
throughout the animal’s life. To warranty these mutations result from true KDNA
integration (not artifact resulting from residue of cryptic infections) it was decided to
use chickens refractory to T. cruzi. This experiment showed that chickens are indeed
refractory to T. cruzi, although they can be infected early in embryonic life. The ino-
culation of T. cruzi trypomastigotes in the air chamber of fertile eggs yielded parasi-
te-free chicks, showing kDNA mutation. Interestingly, KDNA-mutated rabbits and
chickens presented “minimal rejection units” typical of Chagas heart disease; parasite-
free target cells were destroyed by the host's immune system effectors lymphocytes
and macrophages. We conclude that “minimal rejection unit” is a common denominator
associated with the pathogenesis stemming from T. cruzi kDNA-induced mutation
in the host's genome, which triggers genotype and phenotype alterations driving the
auto-immune rejection in Chagas disease.
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Capitulo 13

A evolucao

Antonio Teixeira

Foifeito o segilenciamento completo do genoma da bactéria que adoece a laranjeira e,
entdo, podemos admitir que seja possivel definir uma vontade politica para consorciar
0 mapeamento das mutagdes do KDNA nogenoma de chagasicos... (Antonio Teixeira)

A heranca do kDNA do Trypanosoma cruzi pelo chagasico foi descrita como a
forca motriz desencadeadora da “unidade minima de rejei¢éo”, lesdo caracteristica na
doenca de Chagas. A transferéncia do KDNA do parasito para o hospedeiro ocorre em
todos os casos de infeccdo. Entdo, por que alguns pacientes chagéasicos adoecem e ou-
tros ndo? A pergunta pode ser formulada de outra maneira: Quando ocorre a passagem
da fase indeterminada para a fase sintomatica tipica da doenga? Ainda ndo existe uma
resposta clara para essa pergunta. Porém, ela possivelmente sera respondida quando for
feito 0 mapeamento dos sitios de integragdo no genoma dos chagasicos onde ocorreriam
as mutacdes. Essa parece ser uma tarefa dificil, mas a narrativa sobre o assunto sugere que
ela pode ser alcangada a médio prazo. Assim serd possivel avaliar o papel das infecgdes
cronicas na acumulagdo de mutagdes no genoma do hospedeiro chagasico. Este pode
ser um caminho na busca de uma resposta para essa pergunta importante na conduta
clinica diante do paciente portador da forma indeterminada da doenca de Chagas. Este
capitulo também analisa as mutagdes de KDNA que sdo sujeitas a heranga mendeliana.
Considerando-se que dois ter¢os da populagdo infectada com o T. cruzi ndo apresenta
doenga clinica e que um tergo dos que ficam doentes deixa sua prole antes de falecer,
verifica-se que a doenca de Chagas parece ser uma partilha fortuita de sele¢do negativa.
Essas observagdes indicam que ha necessidade de mais estudo sobre os “descendentes
modificados” pelo crescimento do genoma.

Introducéo

A informacao resultante dos experimentos de transferéncia horizontal de DNA
foi reproduzida nos mamiferos permissivos a infeccdo e em aves ndo permissivas ao
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T. cruzi, exceto na vida embrionaria. A demonstracdo da integracdo de minicirculo
de kDNA em células germinativas de aves representa um sistema bioldgico limpo
para reproduzir a transferéncia génica horizontal porque as aves ficam refratarias as
infeccBes pelo 7? cruzi muito antes do nascimento do pinto. As aves nascidas de ovos
inoculados com o T. cruzi sofreram uma mutacdo pela integragdo do kDNA sem que
houvesse qualquer possibilidade de contaminagéo residual do parasito. Os cruzamen-
tos dessas aves permitiram demonstrar a transferéncia de kKDNA de T. cruzi para a
progénie. No curso do estudo da integracdo do KDNA, foi observado que algumas
aves KDNA-positivas apresentaram fraqueza muscular generalizada e morte. Altera-
¢bes do ECG tipicas da forma cardiaca da doenca de Chagas foram registradas nessas
aves. Algumas galinhas e galos portadores das mutaces de KDNA apresentaram sinais
de insuficiéncia cardiaca, tais como cianose (deficiéncia de oxigenacdo do sangue) e
dificuldade respiratoria. Quando essas aves morreram, elas tinham lesdes tipicas da

Figura 13.1 Patologia semelhante a doenga de Chagas humana no coragéo de galinha F1
kDNA-positiva. A) Cardiomegalia com dilatacdo das camaras cardiacas. B) Coracao de gali-
nha kDNA-negativa (controle) da mesma idade (6 meses), duas vezes menor que 0 coragao
(A) doente. C) Miocardite severa, destrutiva, mostrando lise de fibras musculares associadas
com a infiltracdo de células efetoras do sistema imune \H-E, 200X). D) Seccéo controle mos-
trando a histologia do coragdo sadio (H-E, 200X)

Fonte: Teixeira et al., Mem. Inst. Oswaldo Cruz, 2006



doenca de Chagas no coracdo (Figura 13.1 A-D). Acreditamos que 0s eventos de
integracdo de kDNA podem ser importantes para o entendimento das manifestacGes
cronicas da doenca de Chagas que sO aparecem varias décadas ap6s aquisicao da in-
fecgéo.

A patogénese da doenca de Chagas foi estudada em varios modelos animais de
laboratorio e foi possivel mostrar que existe relagao direta entre as mutacdes e as lesdes
tipicas da doenca humana nos coelhos e nas aves. No estudo, verificou-se que a patogé-
nese da doenca de Chagas parece ser um fendmeno em que 0 parasito age como vetor
do kDNA e que as mutagdes produzidas no genoma do vertebrado induzem alteracdes
no gendtipo e no fendtipo do animal de experimentagdo. As alteragBes decorrentes
das mutagdes podem explicar as “unidades de rejeicdo” confluentes, produzindo lesdes
severas, denominador comum de patologia auto-imune na doencga de Chagas (Figura
13.2AeB).

Figura 13.2 Denominador comum da patologia chagésica no coragdo humano e de aves mu-
tadas com o KDNA. A) “Unidades minimas de rejeicao” confluentes, provocando miocardite
difusa em paciente chagasico cronico (H-E, 400X). B) Intensa miocardite formada por multi-
plas ‘unidades minimas de rejeicao”confluentes no coracéo de uma galinha KDNA-positiva que
faleceu com insuficiéncia cardiaca aos 6 meses de idade (H-E, 100X). Em humanos e em aves
as lesdes de fibras cardiacas ndo parasitadas séo tipicas da doenca de Chagas

Fonte: Teixeira et al., Mem. Inst. Oswaldo Cruz, 2006

Lesbes patologicas tipicas em mamiferos sdo similares aquelas evidentes em
aves com mutacdes de KDNA. Certamente, a ocorréncia de integracdo de KDNA na
vida embrionaria precoce perpetua-se, via células germinativas, nas células somati-
cas mutadas. Essas modificagdes sdo analisadas a partir das sequéncias das protei-
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nas quiméricas potencialmente correlacionadas com aquelas ORFs detectadas nas
analises das mutacdes em banco de dados de seqliéncias de DNA. Essas analises
sdo importantes porque as proteinas quimeras tém o potencial de induzir respostas
imunes contra o tecido proprio. As lesdes severas da doenca de Chagas em aves mu-
tadas com o kDNA do parasito sdo sugestivas de que 0 parasito é vetor da doenga
genética. Portanto, a mutagdo de KDNA que se associa com patologia evidente seria
0 denominador comum explicativo da origem da patogénese da doenca de Chagas
nos mamiferos e nas aves.

Como se faz a passagem?

Uma pergunta instiga continuadamente a curiosidade do observador atento:
O que determinaria a passagem do chagasico do estado clinicamente assintomatico
para 0 de doenca caracterizada pelas lesGes no coracdo e no tubo digestivo? Aqui, é
preciso relembrar que a infecgdo cronica é uma fonte persistente de KDNA que pode
ser integrado cumulativamente no genoma do chagasico. Essas mutacgdes inseridas em
retrotransposon podem ser mobilizadas de um sitio para o outro no genoma. As muta-
¢Oes produzem modificacdes fenotipicas em células de linhagens germinais e somaticas
do chagéasico; em um dado momento, o conjunto dessas alteracBes pode desencadear
desequilibrio no sistema imune do paciente. A identificagdo dessas alteragfes cumulativas
poderd mostrar como ocorre a passagem do sistema imune de um estado fisiol6gico para o
patologico. A comprovagao dessa hipotese depende de muito mais trabalho nos laboraté-
rios de pesquisa que se habilitam ao estudo do genoma do chagéasico. A anotacdo dos
dados sobre a placa molde universal do genoma chagasico possivelmente produzira
a matriz de referéncia para 0 mapeamento do conjunto das mutacGes de KDNA em
outros pacientes. Esse mapeamento vai indicar quais sdo os sitios das mutagdes que se
associariam as manifestacOes clinico-patolégicas no chagasico.

Possiveis mecanismos de passagem

A integracdo do kDNA do 7? cruzi em sitios especificos do genoma do hospe-
deiro vertebrado pode ter papel fundamental na patogénese. No caso da doenca de
Chagas, o parasito integra o seu DNA em elementos retrotransponiveis LINE-1 da
familia Ta. O elemento LINE-1 completo e ativo possui uma maquinaria endégena
que permite sua cépia e translocacdo de um sitio do genoma para outro. Num caso
documentado, o LINE-1 do cromossomo Y que possuia uma sequiéncia de minicircu-
lo de KDNA na sua estrutura foi capaz de se autocopiar, e ambos foram mobilizados
para o cromossomo 4. Nesse cromossomo, a seqiiéncia de LINE-1 ligada ao kDNA
foi inserida na ORF (fase aberta de leitura) do gene pl5 humano. Em conseqliéncia
dessa transposi¢éo, o gene pl5 foi silenciado. Em vista desse caso, existe a possibilidade
de que as mutagdes de kDNA em copias ativas de LINE-1 acrescentem instabilidade
ao genoma e conseqiientemente surjam alteracBes que precisem ser completamente



esclarecidas. No conjunto, essas alteracfes poderiam explicar a variacdo de manifesta-
¢oes clinicas tipicas da doenga de Chagas, inclusive aqueles casos em que uma doenca
progressiva tenha tido sua atividade interrompida (“cura”) inexplicavelmente. Eviden-
temente, ainda ha necessidade de muito conhecimento para explicar a evolucao
da doenca de Chagas. A esse respeito, serd necessario continuar o estudo sobre as
mutacOes indutoras de alteraces gendmicas que modificam o fendtipo das células do
corpo, propiciando a auto-rejeicdo de 6rgdos ou tecidos.

Como a pesquisa precisa evoluir

A medida que o papel de cada mutacgo e do seu efeito seja esclarecido, futuras
investigacGes abrirdo novas avenidas para explorar trés hipoteses ndo mutuamente
excludentes visando a esclarecer a importancia da auto-imunidade na doenca de
Chagas: a) populacdo heterogénea de linfdcitos imunes efetores auto-reativos inte-
ragindo com proteinas quiméricas formadas pelo kDNA incorporado no genoma da
célula hospedeira podera ser identificada nos tecidos lesados, isolados do sangue ou
dos linfonodos, e usados nos testes de rejeicdo dos enxertos singénicos de coracao;
b) linfocitos auto-reativos do infiltrado inflamatorio de células mononucleares, rea-
gindo contra células-alvo no tecido do hospedeiro, podem ser induzidos diretamente
por antigenos do parasito, identificados nas lesfes teciduais e isolados do sangue ou
de linfonodos e usados nos testes que evidenciam patologia; c) linfécitos auto-rea-
tivos com mutacdo somatica e alteracdes fenotipicas (“clones proibidos”) podem ser
identificados nas lesdes, isolados do sangue ou de linfonodos, e usados nos testes de
patologia. Na hipotese a, as células efetoras imunes reagiriam contra as células so-
maticas modificadas pela mutacdo. Nas hipoteses b e ¢, os clones proibidos de células
imunes auto-reativas também destruiriam tecido normal (isto €, células ndo mutadas)
no hospedeiro chagasico. A identificagdo dos clones proibidos pode gerar uma base de
informacdo e dados sobre as alteracGes de genotipo e fenotipo que ajudarao no plane-
jamento de experimentos para obtencéo da transferéncia passiva da auto-imunidade.

Doenca de Chagas: partilha fortuita de selecdo negativa

Os estudos conduzidos em aves mostraram que as lesdes patologicas simila-
res aquelas da doenca de Chagas em humanos afetaram um nimero maior de aves
mutadas na primeira geracdo (FO) do que na F1 e na F2. Assim, seguindo a deriva
genética das mutagdes, as lesdes tenderam a desaparecer gradualmente na terceira
geracdo (FO > FI > F2 > F3), pois esse fendmeno de deriva genética conduz a uma
selecdo negativa puramente fortuita, cujos efeitos biologicos tendem a ser modula-
dos naturalmente ao longo das geracGes em beneficio da evolugdo das espécies.

A deriva genética que leva a disperséo potencial da mutacdo de KDNA na popu-
lagdo, representando uma forga em dire¢do a evolucdo, deve ser esperada. Nesse sentido,
também se pode antecipar que algum nivel de alteragdo na freqliéncia de genes ocorreria
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nas proximas geragdes. Normalmente, essa disperséo é alcancada pela reproducéo se-
xual das populagdes. Sendo assim, os estudos nos animais vertebrados sugerem que
as mutagdes por insercdo de kDNA podem ter papéis funcionais diferentes, desde
aquelas consideradas vantajosas até as consideradas neutras para o hospedeiro. As mu-
tacBes vantajosas e as neutras podem se dispersar na populacéo, e, se elas forem fixadas
rapidamente, podem se associar com a emergéncia de caracteres adaptativos ao longo
do tempo, pois a fixacdo é o0 mecanismo de evolugdo que prevalece no nivel molecular.
Parece ser particularmente importante considerar aqui que as mutacdes de KDNA
verdadeiramente deletérias ndo foram demonstradas nas investigacfes descritas. Pela
defini¢do, uma verdadeira mutacéo deletéria ou purificadora impediria a reproducéo e
a perpetuagdo da espécie. No caso da doenca de Chagas, os individuos frequentemente
tém um potencial reprodutivo normal, porém sua progénie pode ser formada por “des-
cendentes com modificacBes”. Nesse contexto, a doenca de Chagas deve ser entendida
como uma partilha fortuita de selegdo negativa num processo continuo de evolugdo.

Ademais, um objetivo da pesquisa sobre mutacdo gendmica e auto-imunidade
visa a saber se as infec¢des microbianas que poderiam desencadear transferéncia génica
horizontal e subseqiiente transmissdo vertical para a progénie causariam rejeicdo do
tecido-alvo pela mediacao de células efetoras do sistema imune do hospedeiro. Tal de-
monstracdo requer transferéncia passiva das lesées do doador singénico mutado para o
receptor sadio. H& esperanga de que a pesquisa podera esclarecer a patogénese da auto-
imunidade e sugerir novas formas de tratamento da doenca de Chagas, presentemente
considerada incuravel.

Abstract

The inheritance of Trypanosoma cruzi KDNA minicircle sequences by Chagas
patients has been considered the force driving the “minimal rejection unit", a common
denominator of auto-immune pathology in Chagas disease. The demonstration of
T. cruzi KDNA minicircle transfer to genomes of several vertebrate animal species
has suggested KDNA mutation is a common denominator, which can be associated
with the pathogenesis in Chagas disease. Ifit is so, why do some patients get sick but
others don't? This question can be formulated in another way: How and when does
chagasics patient pass from the indeterminate, silent form of infection, to clinically
manifested Chagas disease affecting the heart and/or the digestive tube? An answer
to this question is missing. However, it could be answered by the result that will stem
from mapping kDNA integration sites in the human genome. It appears to be a dif-
ficult task but perfectly achievable at a middle-range period of time regardless of the
kDNA integrating in multiple copes of LINE-1 and its relative inaccessibility with
the available biotechnologies today. Certainly, this appears to be a formidable task
aiming at mapping Chagas patients' genomes in different phases of T. cruzi infec-
tions. The information is critical to determine a role cryptic T. cruzi infection holds in
accumulating KDNA mutation in the human genome, which may drive auto-immune



lesions of chronic Chagas disease. We believe this can be a route towards knowledge
bearing benefits concerning clinical handling of Chagas patients in the indetermi-
nate form of the chronic infections. This Chapter also deals with KDNA mutations
that lead to Mendelian inheritance. If we consider that two thirds ofthe T. cruzi-m-
fected human population do not show clinic disease and that the remaining one third
of those patients showing Chagas disease are capable to reproduce and leave their
children when they die, then, we conclude that Chagas disease is merely a fortuitous
share of negative selection. These observations implies that the “descendents with
modifications” showing genome growth require further study.
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Capitulo 14

Tratamento

Liana Lauria-Pires
Cleudson Nery de Castro

Quando vocé ndo sabe o quefazer, ndofaga. |

Thomas Hobbes, Leviata.

Presentemente, o tratamento da infec¢do pelo Trypanosoma cruzi tem sido
considerado insatisfatorio. A erradicacdo da infeccdo e a interrupgdo da evolugédo
da doenca cronica ndo foram alcangadas pelo tratamento em varios estudos clini-
cos e experimentais. Para que fosse undnime sua indicacdo, o tratamento deveria
ser destituido de efeitos colaterais indesejaveis e, ainda que nao produzisse a cura
(eliminacdo) da infeccdo, pelo menos deveria deter a evolugdo da doenca. Entre-
tanto, o tratamento com nitroderivado antitripanossoma ndo mostrou claramente
sua vantagem quando analisada a partir do exame de custo e efetividade, pois
milhGes de pessoas tiveram infec¢do aguda sem apresentar doenca clinica. N&do
obstante, o tratamento € claramente indicado em varias situagdes em que a vida
do paciente corre risco. A controvérsia sobre a eficacia do tratamento da infeccédo
pelo T. cruzi com as drogas disponiveis nas farméacias mostra que esse é um dos as-
pectos da investigacdo sobre a doenga de Chagas que merece incentivo a pesquisa.
A sugestao de que a patogénese da doenga se associa a introducdo de mutacgdes do
kDNA do parasito no genoma do hospedeiro define a necessidade de uma ou mais
drogas verdadeiramente efetiva(s) no tratamento da infeccdo. A persisténcia da
infecgdo ao longo da vida pode representar uma fonte de kKDNA que introduz mu-
tacBes cumulativas. O efeito dessas mutacBes sobre a evolucdo da doenga poderia
ser evitado com a eliminacdo da infeccéo. Talvez esse seja um aspecto da pesquisa
cientifica com possibilidade de gerar reais beneficios para 18 milhdes de pessoas
infectadas pelo T cruzi, um tergo das quais iria apresentar manifestacdes clinicas
da doenca de Chagas.
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Como e quando tratar

A fase inicial da infeccdo pelo T. cruzi usualmente ndo é percebida. A infeccao
aguda geralmente acomete criangas e, em uma série estudada, se verificou que 75% dos
casos tinham menos de 15 anos de idade.l’s Os casos sintomaticos da infeccdo aguda
sdo raros. A fase aguda geralmente é assintomatica, talvez em mais de 95% dos casos.
Em assintomaticos e sintomaéticos, essa fase caracteriza-se pela presenca de muitas
formas do parasito no sangue, permitindo sua deteccdo pelo exame microscopico di-
reto. Numa série de 250 pacientes chagasicos cronicos, foram identificados apenas
dois casos que tiveram a fase aguda sintomatica, os quais também tinham a lesdo na
porta de entrada do parasito na pele (chagoma de inoculacéo). Nessa série, a relagdo de
casos sintomaticos versus assintomaticos foi de 1: 125 (Tinoco; Lauria-Pires; Teixeira,
observagdes ndo publicadas). Considerando que menos de 5% dos pacientes agudos
sintomaticos graves falecem da doenca de Chagas aguda,5 foi possivel estimar que a
mortalidade na fase aguda da infeccdo pelo T. cruzi deve ficar entre 1: 2500 e 1: 5000
casos. A morte na fase aguda da doenca é explicada pela miocardite e/ou meningoen-
cefalite, complicadas ou ndo com broncopneumonia. Talvez esse indice baixo de mor-
talidade explique o encontro na literatura brasileira de tdo poucos relatos da patologia
na fase aguda da doenca no homem.§

Os casos agudos sintomaticos ou assintomaticos evoluem para a fase cronica da
infeccdo.7 Cerca de dois tercos dos 18 milhGes de pessoas infectadas pelo T. cruzi ndo
tém manifestagdo de doenga clinicamente detectavel. Esses individuos sdo colocados
na classificagdo de forma indeterminada da infeccdo cronica. O terco restante dos cha-
gasicos desenvolve manifestacdo clinica da doenca de Chagas.8 A doenca acomete o
coragdo em 94,5% dos casos classificados como portadores da forma cronica cardiaca
da doenca. A insuficiéncia cardiaca leva 58% ao 0bito, e as arritmias associam-se com
morte repentina em 37,5% desses chagasicos. Os demais 4,5% dos casos desenvolvem
a patologia no es6fago (megaesdfago) ou no célon (megacdlon).8 Os chagasicos com
manifestacBes no coracdo ou no tubo digestivo tém acometimento do sistema nervoso
simpaético e parassimpatico. As lesGes do parassimpatico relacionam-se com a fisiopa-
tologia dos megas.9L

Seria desperdicio de tempo reprisar a antiga discussdo sobre a importancia do
parasito no determinismo da patologia na doencga de Chagas, mesmo porque a doenca
humana ndo existiria se a interrupgdo total da transmissdo do parasito fosse atingivel..
O que parece de interesse germanico é analisar quando e como devemos tratar o in-
dividuo portador da infecgdo pelo T. cruzi e, particularmente, como tratar o paciente
portador das manifestagdes clinicas da doenca de Chagas. Afinal, a questdo ética de
relevancia na satde publica diz respeito ao que devemos fazer para aliviar o sofrimento
do chagésico, assegurando-lhe melhor qualidade de vida e prognoéstico. E isso requer
comegar a analise da questdo pela apresentacdo das drogas disponiveis para o trata-
mento das infecgBes pelo T. cruzi. Muitas revisdes sobre o assunto, incluindo aquelas
que narram os aspectos historicos dos tratamentos homeopaticos, fitoterapicos e alo-
paticos (especificos e aleatorios), sdo encontradas na literatura. Aqui ndo vamos repetir
0 que esta muito bem descrito por tantos autores.1317



Nitroderivados usados para o tratamento da infeccdo pelo
Trypanosoma cruzi

O nifurtimox [4-(5-nitro-furilidenoamino-) tetrahidro-4-4-1, 4-tiazina-I-
1-dioxido], e o benzonidazol [N-(benzil-2-nitro-imidazolacetamida)] séo as drogas
antitripanossoma usadas para tratar as infecgdes pelo T. cruzi (Figuras 14.1 e 14.2).
Citotoxicidade severa tem sido descrita em animais tratados com nitroderivados, e,
nas Ultimas décadas, esses compostos tém mostrado graus significativos de mutageni-
cidade, teratogenicidade, carcinogenicidade e propriedades esterilizantes.1826 Efeitos
citotoxicos e genotdxicos imputados aos nitroderivados estdo relacionados com a es-
trutura quimica da droga, a formacéo de radicais eletrofilicos, apds reducdo enzimatica
do grupo nitro, e ligagdo dos radicais instaveis a macromoléculas de proteinas e DNA.
Os radicais que se formam sdo nitro-anion, hidrogénio nascente, ¥. O2 e peroxido de
hidrogénio.27'3 A toxicidade da droga manifesta-se no parasito e em qualquer célula
do hospedeiro mamifero.26,28

Figura 14.1 Benzonidazol |N-(benzil-2-nitro-imidazolacetamida)] tem nome comercial
- Rochagan

Figura 14.2 Nifurtimox [4-(5-nitro-furilidenoamino-) tetrahidro-4-4-1, 4-tiazina-1-1-di6xi-
do] tem nome comercial - Lampit. A droga foi retirada do mercado

A questdo da toxicidade dos nitroderivados pode ser resumida a partir de infor-
macdo abundante na literatura cientifica. Os compostos aromaticos e heteroaromati-
€os que possuem o grupo nitro sdo considerados poluidores do meio ambiente pela
comprovada mutagenicidade e cancerigenicidade.1830-35 Alguns desses compostos tém
sido usados como defensivos agricolas e outros tém sido amplamente usados como
farmacos.21,35 As propriedades mutagénicas e cancerigenas sao liberadas pela acéo de
nitrorredutases e transesterificases durante a metabolizacdo da droga. As a¢fes meta-
bolicas modificam a estrutura quimica desses compostos, ativando-os, sendo a potén-
cia carcinogénica dos 2-nitroimidazolicos mais forte que a dos 5-nitrofuranos. Isso se
explica porque o 2-nitro é mais susceptivel a reducdo pela enzima microssomal. Em
adicdo, a reducdo do grupo nitro associa-se com alteracdo do nimero de elétrons nos
Gltimos orbitais, aumentando seu potencial mutagénico; os radicais instaveis produ-
zem adutos que modificam a fase das fitas do DNA. Os nitroarenos agem também por
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meio das hidroxilaminas esterificadas. Por Gltimo, deve ser lembrado que os com-
postos nitroderivados sdo potentes supressores das respostas imunes protetoras do
organismao.36’3

Efeito do tratamento da infec¢do aguda e recente pelo T. cruzi

O efeito do tratamento obtido por muitos pesquisadores de diferentes regides
do continente sul-americano, variou de 17,5% para 20% ou para 76% e 80%.39-42 Nes-
sas séries, entretanto, muitos pesquisadores sdo cautelosos e ndo creditam 0 sucesso
da quimioterapia com nitroderivados a cura parasitologica das infeccdes pelo T. cruzi.
A cautela tem sido entendida como falta de dados confidveis, que s6 poderiam ser
gerados por métodos moleculares altamente sensiveis,4 ou, ainda, porque os resul-
tados dos exames parasitoldgicos foram mostrados em apenas duas das nove séries
estudadas.2 Tampouco o sucesso do tratamento pode ser garantido pela soroconversdo
(negativacdo do exame imunoldgico previamente positivo) em cinco das nove séries
estudadas. Contrastando, em trés dessas séries de casos, 0s exames sorologicos sugesti-
vos de infeccBes pelo 7? cruzi permaneceram positivos em 88,7%,40 82,5%,3 e 80% dos
pacientes tratados na fase aguda, respectivamente, entre 4 e 24 anos pés-administragdo
do nitroderivado. Todos esses dados devem ser apreciados nos trabalhos que mostram
soroconversdo espontanea,243,44 respectivamente em 5,5% e 4,5% dos pacientes que
tomaram placebo.4142 Essa informag&o sugere que a cautela dos pesquisadores € jus-
tificada diante da instabilidade dos resultados dos exames sorolégicos em diferentes
laboratoérios. Esse conjunto de observagdes precisa ser considerado vis-a-vis daque-
las que admitem sucesso no tratamento de pacientes chagasicos.39-4247 Diante desses
resultados controversos, o possivel sucesso no tratamento da infeccdo pelo 7? cruzi
precisa ser analisado com mais cautela, porque a progressdo das lesdes cardiacas nos
pacientes tratados foi observada em trés diferentes ocasides.44-46 Em duas dessas séries
os eletrocardiogramas nos pacientes com as infecgdes agudas que foram tratadas com
o0 nitroderivado ou com o placebo ndo tiveram diferencas estatisticamente significantes
entre trés e quatro anos pos-quimioterapia.4448-50 Em outra série, quarenta pacientes
mostravam alteracfes no eletrocardiograma 24 anos apds o tratamento com o nitro-
derivado.4, 46 Por ultimo, em duas séries de pacientes agudamente infectados pelo 7?
cruzi, biopsias do coragdo mostraram miocardite,48,49 sugerindo que o tratamento ndo
preveniu as lesdes severas no coragéo.

O tratamento da infecgcdo cronica

Um painel de 13 especialistasbl,52de varios estados do Brasil examinou a questao
do tratamento das infecgBes chagasicas cronicas e sugeriu 0 tratamento para 0s casos
cronicos recentes (< 10 anos). Na pratica, os especialistas consideraram que criangas
com os testes soroldgicos positivos deviam ser tratadas com base num estudo que



mostrava “cura’ trés anos pos-quimioterapia.’2 Entretanto, o exame cuidadoso desse
estudo mostrou que a “cura” se referia a redugdo dos titulos dos anticorpos especificos
em 55,8% das criancas tratadas. Todavia, sabe-se que a reducéo dos titulos de anticor-
pos ndo significa cura. Por exemplo, em outra série verificou-sed3 que teria ocorrido
17,2% de “cura” se fosse considerada a diminuicao dos titulos dos anticorpos contra
0 7? cruzi. Entretanto, esses autores44,45 consideram que aqueles titulos relativamen-
te baixos foram prova de exame positivo indicando a presenca da infeccdo. Entéo,
optando por esse critério, nessa séried4,45 os exames soroldgicos positivos alcangaram
94,7% dos pacientes tratados, e, portanto, o resultado do tratamento ndo foi signifi-
cativamente diferente daquele do grupo que tomou o placebo. O exame da literatura
também mostra outro estudo53 no qual o percentual de sucesso com o tratamento das
infeccBes cronicas que parecia ter atingido 76% pés-tratamento baixou para 8% ap0s
um periodo entre 6 e 18 anos de observacéo clinica e laboratorial dos pacientes”. Esse
aspecto do tratamento esta de acordo com os resultados de outros autores.5 Numa
série, detectaram-se 11,4% de xenos positivos e 100% de exames sorolégicos positivos
em 53 pacientes com doenca de Chagas crdnica tratados com o nitroderivado.5 Varias
outras séries de pacientes chagasicos cronicos tratados com o nitroderivado revelaram
resultados ndo conclusivos. Por Gltimo, verificou-se que a mortalidade ndo foi signifi-
cativamente diferente nos grupos de pacientes chagasicos tratados e ndo tratados seis
anos apos a quimioterapia. O fato de haver tantos estudos inconclusos remete para a
ineficacia do tratamento.5

Moderacéo

A fase aguda da infeccdo pelo T. cruzi é usualmente silenciosa, mas a infeccéo
crénica persistente representa enorme potencial para morbidade e mortalidade por
causa das lesbes no coragdo, no es6fago e no colon.§ Entdo, devem-se levar em conta
0s enormes contingentes de chagasicos cronicos que sobreviveram a fase aguda da
infecgdo sem necessidade de tratamento com droga antitripanossoma. 1sso sugere que
apenas 0s chagasicos sintomaticos agudos com manifestacOes clinicas severas precisam
ser tratados com o nitroderivado quando forem identificados. Nessa categoria de can-
didatos ao beneficio potencial do tratamento com droga antitripanossoma, incluem-
se também os pacientes imunossuprimidos, os transplantados e em outras condicGes
sujeitas a avaliacdo médica, caso a caso. Portanto, recomenda-se cautela antes da pres-
crigdo do tratamento dos casos silenciosos ou cronicos recentes porque a droga tem
potencial para produzir efeitos toxicos e ndo esta assegurado que o tratamento previne
as lesGes que aparecem, décadas mais tarde, em um terco dos chagasicos. Em vista dos
dados discutidos aqui, achamos que a énfase deve ser dada ao manejo das formas da
doenca que podem ser beneficiadas pelas diversas modalidades de tratamento sinto-
matico. Ademais, a quimioterapia, que é necessaria, depende de novas drogas anti-T.
cruzi, destituidas de efeitos indesejaveis. Portanto, uma quimioterapia efetiva para a
infeccdo é altamente importante. A redugdo da parasitemia nos reservatorios pode di-
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minuir o potencial de contaminagao e transmissdo intradomiciliar pelo inseto vetor. E
fundamental continuar a pesquisa em busca de novas drogas porque a doencga crénica
impBe um 6nus pesado sobre a populagdo humana.

No limite da bioética

Uma grande dificuldade reside na obtencdo da adesdo total do paciente a pres-
cricdo médica. Essa dificuldade parece estar relacionada com a reconhecida toxicidade
da droga,? dificultando sua ingestdo ao longo de sessenta dias. Varios efeitos colaterais
indesejaveis? tém sido registrados nos prontuarios dos chagasicos sob o tratamento
com o composto nitroderivado: cefaléia, anorexia, desconforto géstrico, dermatite e
neuropatia periférica. Ocasionalmente também podem ser relatados distarbios visuais
e mentais, convulsdes e perda de peso e da libido. Em condi¢cfes experimentais, apatia,
ataxia, tetraplegia espastica, hiperreflexia, distdrbios do equilibrio e andar assimétrico
foram registrados em cdes chagasicos da raca Mongrel com alteragdes do eletroencefa-
lograma submetidos ao tratamento com o nitroderivado.56,57 Muitas dessas alteracdes
sdo caracteristicas de encefalopatia multifocal. A histopatologia mostrou varios tipos
de lesBes que afetam as meninges, o cOrtex cerebral, as substancias branca e cinzenta
do encéfalo, o tronco cerebral, o cerebelo e a medula espinhal .57

Outra dificuldade encontra-se na impossibilidade de registrar a ingestdo da dro-
ga ao longo dos sessenta dias indicados na prescri¢do (de 5 a 15 mg/kg/3 vezes ao dia).
Numa série de chagasicos cronicos,245% dos pacientes completaram o tratamento por
sessenta dias, 31% ingeriram a droga por trinta dias e 24% tomaram o medicamento
por apenas vinte dias. Ainda que haja a possibilidade de que os pacientes jovens te-
nham mais tolerancia a droga, nem todos os pacientes tomam-na exatamente como
prescrito. Desafortunadamente, a alta toxicidade dos nitroderivados usados no trata-
mento da doencga de Chagas foi determinante para a baixa adesdo ao tratamento em
muitos dos estudos publicados.

A busca do consenso sobre o manejo da doenca de Chagas

No sentido de encontrar um consenso sobre 0 manejo das formas clinicas da
doenca de Chagas, no ano de 2005 a Secretaria de Vigilancia em Salde, do Minis-
tério da Saude, Brasil, promoveu uma reunido em Brasilia com 59 especialistas-pes-
quisadores na area. Todavia, teve-se o cuidado de lembrar que no campo da ciéncia
ndo estd garantido que qualquer coletivo assegure a Unica forma certa de pensar.|
N&o obstante, os resultados dessa reunido representam uma posi¢do aproximada da
média do pensamento dos participantes. As indicacGes referentes ao diagnostico e
ao manejo de cada uma das formas clinicas da doenca de Chagas foram definidas e
explicitadas.4 Resumidamente, o0 documento final da reunido sugere que a utilidade
do tratamento vai “depender de circunstancias como: fase da doenca, idade do pa-



ciente e condicBes associadas”. Em vista disso, o grupo de estudo recomendou que 0s
casos agudos da infeccdo devem ser tratados o mais rapido possivel apos confirmagéo
diagnostica; e os casos de infeccdo congénita devem ser tratados como fase aguda
da doenga.58 O tratamento foi indicado em caso de chagéasico receptor ou doador
de transplante e também em pacientes imunossuprimidos, sujeitos a reativacdo da
infeccdo. Os casos de infecgdo acidental também devem ser tratados como casos
agudos.

Na fase cronica recente da infeccdo (na pratica, em criangas) também foi con-
siderado vélido o raciocinio quanto a recomendacdo do tratamento na fase aguda.
No que concerne aos adultos, considerou-se que o tratamento s6 deve ser indicado
em caso de infecgdo crbnica recente. Os casos de infecgdo crbnica indeterminada re-
querem avaliagdo em carater particular (por exemplo, risco imposto por infecgdes as-
sociadas e/ou imunossupressao), podendo-se considerar o tratamento especifico para
esses casos. Para a fase cronica de longa duracgdo, achou-se que ndo ha evidéncia de
beneficios oriundos do tratamento com o nitroderivado antitripanossoma. De maior
importancia, verificou-se que nao ha perspectiva de indicacdo de tratamento em larga
escala para a fase cronica da infecgdo.48

O tratamento sintomatico da doenca de Chagas

A Reunido de Brasilia (2005) sumaria a experiéncia dos especialistas-pesquisa-
dores no manejo das formas crénicas da doenca de Chagas. Esse aspecto tem grande
interesse pratico porque encaminhou as modalidades do tratamento sintomaético ne-
cessarias para cada caso. Na ocasido, foram feitas as indicagdes do manejo e da con-
duta clinica de pacientes com a cardiopatia chagasica e com as formas digestivas da
doenca. As medidas gerais para o tratamento sintomatico, clinico ou cirdrgico foram
listadas no relatério da Reunido do Consenso, podendo ser prontamente consultadas
na referéncia original.54 Em resumo, as formas crénicas da doenca de Chagas podem
receber tratamento sintomatico visando a assegurar qualidade de vida, na perspectiva
de prolongar a sobrevivéncia do chagasico.

A seqguir, o elenco de recomendacgfes que emergiram do grupo de especialistas:

1. Em vista de benignidade da forma indeterminada da infeccdo, ndo se justifica a
pratica comum de solicitagdo de exames soroldgicos para doenca de Chagas na
avaliacdo pré-admissional e nos exames periddicos realizados por instituicdes e/ou
empresas publicas e privadas. Quanto aos demais exames complementares, estes
serdo solicitados segundo as especificidades da atividade laborai que o individuo
requer.

2. Os portadores da forma indeterminada deverdo ser atendidos, preferencialmente,
nos servigos de Atencdo Primdria, recomendando-se a realizagdo de consulta
médica e eletrocardiograma de repouso uma vez por ano, a nao Ser que se suspeite
de evolugdo da doenca. Nesse caso, esses individuos poderdo ser encaminhados
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10.

11.

12.

13.

para servicos de referéncia na busca de uma assisténcia adequada. Em carater in-
dividual, pode-se considerar o tratamento especifico para o portador da forma
indeterminada.

O portador da forma indeterminada, uma vez confirmada sua condicao, devera ser
informado e devidamente esclarecido, ressaltando-se a benignidade de seu quadro
clinico, recebendo orientacdo para a ndo-doacao de sangue e 0rgdos.

Os profissionais da area de saide devem evitar qualquer pratica que possa estig-
matizar o portador; os servigos de salde devem oferecer espago e recursos para
esclarecimento e orientacdo da populagdo quanto ao carater benigno dessa forma.
Recomenda-se sempre que possivel a abordagem feita a partir de equipe multipro-
fissional.
Criar um sistema para avaliar a qualidade e padronizar kits e reagentes necessarios
para o diagnostico laboratorial da doenca de Chagas disponiveis no mercado na-
cional.

Realizar treinamento continuado de microscopistas do programa de diagnostico
de maléria para a pesquisa de filarideos e tripanossomas.

Recomenda-se um estudo multicéntrico para a validagdo da PCR como meto-
dologia confirmatéria, utilizando o mesmo protocolo experimental em distintos
laboratérios, como se apontou em recente reunido de trabalho da OMS.
Definicdo de laboratérios regionais de referéncia onde deverdo ser implementadas
as técnicas de imunofluorescéncia e ELISA para pesquisa de IgM.

Viabilizar controles positivos IgM para os laboratérios de referéncia onde exames
sorolégicos de maior complexidade estejam sendo implementados.

Realizar reunides, futuras revisdo e/ou elaboragdo dos manuais de laboratério com
aproveitamento de manual do Ministério da Saide, manual técnico do Centro de
Treinamento dos LACENS e manual doTelelab.

Incluir a sorologia para doenca de Chagas no atendimento pré-natal ap6s a devida
andlise e planejamento por parte do Ministério da Saude.

Disponibilizar os seguintes medicamentos para todos os niveis de atengdo a
saude:

a) diuréticos: hidroclorotiazida, furosemida;

b) antagonistas da aldosterona: espironolactona;

c) digitalicos: digoxina;

d) inibidores da ECA: captopril ou enalapril;

e) antagonistas do receptor da angiotensina Il: losartan ou valsartan;

) betabloqueadores: carvedilol;

g) antiarritmicos: amiodarona;

h) anticoagulantes: warfarina sodica;

i) antiagregante plaquetario: acido acetil salicilico;

j) nitratos: dinitrato de isossorbida;

1) vasodilatador arterial: hidralazina.

Disponibilizar as seguintes opges terapéuticas para o nivel terciario de atencéo
segundo abordagem intervencionista:
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15.

16.

17.

18.

19.

20.
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24,

25.
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28.
29.

a) estudo eletrofisioldgico e ablacdo de arritmias;

b) marcapasso;

c) desfibrilador implantavel;

d) ressincronizador;

e) transplante cardiaco.

Possibilitar a formacgéo de um sistema de atendimento hierarquizado, com servico

de referéncia e contra-referéncia entre os servigos basicos e Centros de Referéncia

e integracdo destes com a previdéncia social.

Possibilitar que a equipe de salide dos servigos basicos receba treinamento e edu-

cacdo continuada no manejo do paciente com cardiopatia chagasica cronica;

Prover os servigos primarios com eletrocardiograma e medicamentos para o trata-

mento dos pacientes com cardiopatia chagasica cronica.

Credenciar, fortalecer e integrar os Centros de Referéncia em Atendimento ao

Paciente com doencga de Chagas.

Prover os Centros de Referéncia em nivel secundario com recursos humanos e

infra-estrutura para realizaco de eletrocardiograma, ergometria, ecodopplercar-

diograma e eletrocardiografia dindmica (sistema Holter).

Prover os Centros de Referéncia em nivel tercidrio com recursos humanos e infra-

estrutura para realizacdo de todos os exames anteriores acrescidos de: Servigos de

Hemodindmica e de Eletrofisiologia, com possibilidade de implante e avaliagdo

funcional de marcapasso.

Estruturar Centros para Transplante Cardiaco.

Prover recursos para a realizacdo de pesquisas multicéntricas e educacdo continua-

da que resultem na melhoria do atendimento ao paciente com cardiopatia cha-

gasica cronica.

Disponibilizar medicacdo na apresentacdo em suspensao para uso pediatrico.

Avaliar a inser¢do do diagndstico de doenca de Chagas congénita na Portaria

GM/MS n° 822/2001 que delega sob o Servico de Referéncia daTriagem Neona-

tal.

Capacitar profissionais de salde para atencdo adequada da doenca de Chagas con-

génita.

Implantar em todas as Unidades Federativas pelo menos um Servico de Referén-

cia para doenca de Chagas, integrando os diversos niveis de gestdo, em parceria

com instituicBes de pesquisa e universidades.

Nos casos de mdes positivas desejarem pesquisar a infec¢do nos outros filhos, estas

devem ser encaminhadas para avaliagdo e acompanhamento nas Unidades Bésicas

de Saude.

Incentivar pesquisas, especialmente estudos multicéntricos, e técnicas de diag-

nosticos mais precoces para doenca de Chagas congénita.

Promover reunides periddicas para reavaliacdo e atualizacdo deste consenso.

Perspectivas para novos estudos:

a) avaliacdo de resposta terapéutica em relacdo as cepas diferentes de T. cruzi nas
diversas regiGes geograficas;

Capitulo 14-Tratamento

175



« Cleudson Nery de Castro

Liana Lauria-Pires

—

176

b) desenvolvimento de novas drogas para o tratamento da doencga de Chagas;
c) realizagdo de estudos controlados visando a profilaxia primaria em transplantes
e co-infecgdes.

Abstract

Presently, the available treatment for Trypanosoma cruzi infections has been
considered unsatisfactory. Neither an eradication of the infection nor the interrup-
tion of progressive chronic Chagas disease can be achieved by the therapeutic regime
available, as shown in various experimental and clinical series of studies.2 A lack of
consensus towards treatment is probably explained by severe side effects and drug
toxicity, aside from repeatedly reproducible demonstrations that elimination of the
chronic infection and cure are unattainable. Physicians have used anti-trypanosomal
drugs with parsimony because their employment does not eradicate T. cruzi infections
in 83.5% of acute cases. A limited success has been credited to nitroderivatives used
in the treatment of acute Chagas disease and, therefore caution is required before the
utilization of these drugs. Moreover, the findings strongly suggest that nitroderivative
drug treament does not prevent the onset of severe heart lesions.
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Capitulo 15

Perspectiva de novas drogas para
tratamento da doenca de Chagas

|Izabela M. Dourado Bastos, David Neves, Metre Lima,
Gloria Restrepo-Cadavid eJaime Santana

A pesquisa cientifica tem identificado e caracterizado alvos especificos para o de-
senvolvimento e a acdo de potenciais farmacos para tratar a doenca de Chagas. Uma etapa
crucial do ciclo biolégico desse protozoario no hospedeiro vertebrado é sua entrada na
célula mamifera. Enzimas que participam ativamente desse processo sdo naturalmente
boas candidatas a alvos de drogas. Apds a invasdo celular, as formas tripomastigotas de T.
cruzi precisam se diferenciar em amastigotas para crescer. A inibicdo de enzimas-chaves do
catabolismo de agUcares, da sintese de lipideos, da digestdo de proteinas internalizadas do
hospedeiro e da via de salvacéo de purinas poderia resultar em interrupgéo do crescimento
do parasito, 0 que faz dessas enzimas potenciais alvos de drogas. Apos povoar a célula,
as amastigotas precisam se diferenciar em tripomastigotas para sair da célula e infectar
outras, reiniciando o ciclo. Bem adaptado ao ambiente intracelular, o T. cruzi pode utilizar
vias diferentes de infecgdo e de diferenciagdo. Por isso mesmo, a melhor estratégia para o
desenvolvimento de drogas para tratar a doenca de Chagas reside na concepgdo plural de
farmacos, ou seja, considerar como alvos varias enzimas envolvidas em processos fisiolo-
gicos diferentes. Dessa forma, um coquetel de drogas seria eficiente para tratar a infeccdo
pelo T. cruzi. Outra etapa importante no desenvolvimento de uma droga € a determinacao
da estrutura tridimensional do alvo. O conhecimento da sua arquitetura facilita o desenho
de novos farmacos a partir do sitio ativo. Acredita-se que essas estratégias levem a obtencao
de drogas eficientes e com pouco efeito colateral para o tratamento da doenga de Chagas.

Introducéo

Um dos objetivos da biologia e da medicina é a busca de drogas para tratar
doencas que acometem seres vivos, particularmente o homem. Pér um fim ou, pelo
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menos, diminuir a dor e propiciar qualidade de vida aos doentes é fungdo da ciéncia e
dever dos cientistas. Apds quase um século da historica descoberta da doenca de Cha-
gas, ainda ndo existe medicamento efetivo para seu tratamento, e os chagasicos conti-
nuam sucumbindo as manifestacGes cronicas dessa grave enfermidade. A possibilidade
de descobrir a importancia de uma enzima ou de uma via metabolica ndo se resume
apenas a satisfacdo da curiosidade humana, mas também é fundamental para o desen-
volvimento de farmacos que sirvam para combater as mais diferentes enfermidades
que ainda acometem os homens. A inibigdo de uma atividade enzimatica importante
na manutencédo da vida de parasitos pode significar o primeiro passo para o descobri-
mento de inibidores especificos cuja atividade resultaria na interrupgéo de seu ciclo de
vida. O progresso cientifico nas areas de biologia em interface com a quimica, a fisicae
a bioinformatica tem propiciado a identificagdo e a caracterizacdo de alvos especificos
para o desenvolvimento e a agdo de potenciais farmacos para tratamento da doencga de
Chagas. Este capitulo descreve as varias frentes de estudo que visam a identificar alvos
eletivos de drogas contra o T. cruzi.

Proteases

Cruzipaina

A importancia da atividade da cruzipaina para o ciclo de vida do 7? cruzi tornou
estaenzima um dos alvos de drogas mais estudados nos parasitos. A cruzipaina é con-
sideradauma das proteinases mais abundantes do T. cruzi. Sua expressao é determina-
da por varias copias génicas, algumas distintas, 0 que promove a produgao de diversas
isoformas. Diferem entre si, essencialmente pelas caracteristicas de seus dominios
C-terminais, nas suas seqiiéncias de aminoacidos e no padrao de N-glicosilagéo.
A cruzipaina é sintetizada como uma pré-"roforma que é direcionada aos lisossomos
apos ser ativada por meio de autoclivagem, resultando na remogao do pré-peptideo nas
vesiculas distais do complexo de Golgi. A cruzipaina apresenta ampla especificidade
catalitica, uma vez que hidrolisa varias proteinas nao relacionadas.1,2 Essa caracteris-
tica enzimatica associada a localizagdo lisossdmica relaciona a cruzipaina ao processo
de nutrigdo do parasito por meio de hidrélise de proteinas e peptideos. Sua atividade
tem sido correlacionada ao desenvolvimento do T. cruzi e a sua relagdo com a célula
hospedeira.3 A cruzipaina libera agonistas de quinina a partir do quininogénio que se
liga a receptores do tipo B2R promovendo a liberacdo de [Ca2+] no interior da célula
hospedeira, o que facilita a entrada do parasito.34

O tratamento de epimastigotas com inibidores de cisteino-proteases, derivados
da classe vinil sulfonas, resultou em acimulo da cruzipaina ndo processada nos com-
partimentos vesiculares provocando anormalidades no complexo de Golgi e no reticulo
endoplasmatico.5 Consequientemente, foi observada uma interrupgdo no trafego de
proteinas e morte do parasito apds 48 horas de tratamento. No modelo experimental
murino da doenca de Chagas aguda, um desses inibidores teria produzido aproxi-



madamente 50% de cura parasitologica. Esse tratamento (oral) preveniu a infiltragdo
linfocitaria da lesdo miocéardica e 0 estabelecimento de ninhos de amastigotas. Em
adicdo, esses inibidores teriam promovido uma cura no estagio crénico da doenca sob
um regime de 21 dias de tratamento.f

Posteriormente, esse mesmo inibidor, também denominado K777, foi empre-
gado em outro modelo animal para testar sua eficiéncia no tratamento da doenca de
Chagas.7 Nesse estudo, um grupo de trés cdes foi infectado com tripomastigotas meta-
ciclicos e tratado com duas doses diarias de 50 mg/kg de K777 durante 14 dias. Apesar
de ndo ter havido cura parasitoldgica, os animais tratados apresentaram diminuicéo
significativa das lesGes cardiacas em comparagdo aos animais controles.

Catepsina B

Sintetizada como uma pré-pr6-enzima, a catepsina B é uma cisteino-protease de
30 KDa expressa nas trés formas do parasita, localizada nos lisossomos.8 Sua relevancia
na nutricdo do parasita pode ser sugerida pela hidrélise de substratos nédo relacionados,
tais como BSA, colageno tipo |, gelatina,$ fibrinogénio e 1gG desnaturada.y Além do seu
envolvimento na nutri¢cdo ou como conseqiiéncia deste, a catepsina B também esta rela-
cionada com a diferenciacdo do parasito. Isso foi observado por meio da superexpressao
do seu gene em epimastigotas, 0 que promoveu um incremento na taxa de replicacéo e
metaciclogénese do parasito.l) Tal processo parece dependente da acdo da catepsina B na
renovacao de proteinas celulares, que ocorre intensamente durante a metaciclogénese ou,
por contribuir para producdo de aminoécidos livres, fundamentais para 0 metabolismo
energético do parasito.

Outro aspecto importante é que pacientes chagasicos apresentam elevados niveis
de anticorpos especificos contra a catepsina B. No entanto, a ligagdo do anticorpo nao
resulta em inativacdo da enzima.ll Tal propriedade sugere que a catepsina B liberada no
meio extracelular poderia clivar proteinas/peptideos do hospedeiro vertebrado e contri-
buir com a fisiopatologia da doenca de Chagas.

Ainda ndo existem relatos sobre a utilizacdo de inibidores da catepsina B para
tratar a doenca de Chagas experimental. Pelo fato de ela e da cruzipaina compartilharem
muitas propriedades bioquimicas, como a susceptibilidade a inibidores, fica dificil alegar
que muitas das funces atribuidas a cruzipaina ndo sejam também exercidas pela catep-
sina B.> No entanto, a acdo do inibidor Z-(SBz)Cys-Phe-CHNZ2 contra a cruzipaina
mostra ser seletiva comparada a catepsina B. A inducéo de resisténcia do T. cruzi a esse
inibidor foi associada com uma diminuicdo dos niveis de cruzipaina, cuja compensagao
foi obtida pelo aumento da expresséo de catepsina B. Como conseqiiéncia, foi constatada
uma diminui¢do na metaciclogénse do T. cruzi resistente sem afetar sua viabilidade.1

Proteases da familia prolil oligopeptidase (POP)

O fato de a prolina ser um imino ao invés de aminoacido faz com que sua
divagem seja efetuada por proteases especializadas e especificas do tipo prolil oligo-
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peptidase e dipeptidil peptidase, cujos sitios cataliticos sdo adaptados a estrutura do
residuo. Essa caracteristica é bastante vantajosa no que concerne ao desenvolvimento
de inibidores especificos. Uma outra vantagem, talvez evolutiva, resulta no fato de que
essas enzimas clivam somente substratos apds residuos de prolina. Por isso, elas sdo
expressas diretamente na sua forma ativa, sem a necessidade de processamento pos-
traducional nem de modulador, evitando dano proteolitico para a célula.

Essas duas proteases pertencem a familia de prolil oligopeptidase (SC9), que
inclui também a oligopeptidase B e a acilaminopeptidase. Embora essas duas ultimas
ndo clivem apds residuo de prolina, elas teriam estruturas similares. As atividades de
membros da familia POP estéo relacionadas com ativacéo ou inativagdo de peptideos
hormonais e neuropeptideos.13 !4 Dessa forma, tem sido proposto que essas proteases
podem estar implicadas em diferentes processos fisioldgicos, como, por exemplo, re-
gulacdo da pressdo sangiiinea, homeostase, glicemia, neurotransmissdo e formacdo da
memoria.1516 Assim, a atividade anormal dessas enzimas pode ter um papel importante
no desenvolvimento de doencas, tais como o mal de Alzheimerl? e mania-depressao.

A seguir, veremos algumas caracteristicas de POPs de T. cruzi e como elas con-
tribuem para o processo de entrada do parasita na célula hospedeira que nédo fagocita.

1) Prolil oligopeptidase

Uma caracteristica essencial do ciclo de vida do T. cruzi em células hospedei-
ras é sua habilidade de infectar e replicar-se no interior de varios tipos celulares.l8 O
sucesso da infeccdo pelo parasito vai depender, em um primeiro momento, da sua ca-
pacidade em migrar através da intrincada matriz extracelular (ME), e assim ter acesso
a superficie da célula hospedeira. Para que isso ocorra, o parasito dispde de proteases
que hidrolisam proteinas abundantes constituintes da matriz extracelular, como cola-
geno, fibronectina e laminina. Uma das proteases candidatas a esse processo é a prolil
oligopeptidase de T. cruzi (POP Tc80) que hidrolisa colagenos dos tipos | e 1\VV19 e fi-
bronectina2l em vérios sitios de divagem (ap6s prolinas). Essa atividade colagenolitica
foi demonstrada in situ sobre mesentério de rato, tecido rico em colageno do tipo I; é
comparavel a colagenase de Clostridium,19 bactéria altamente invasiva.

O envolvimento da POP Tc80 no processo de infeccdo do parasito foi esclareci-
do pelo uso de inibidores seletivos, uma vez que a taxa de inibicdo da POP humana é
sessenta vezes menor que a da POP Tc¢80. Essas moléculas inibem, in vitro, a entrada
de formas tripomastigotas em diferentes tipos de células ndo fagociticas, de forma
dose-dependente, com IC50 variando entre 10 e 20 pM. E importante citar que esse
bloqueio da invasao nédo foi resultado de um efeito citotdxico desses inibidores, visto
que sob as doses utilizadas no estudo ndo houve alteracdo na mobilidade do parasito
ou na proliferacdo das células hospedeiras. Tampouco foi decorrente da inibi¢do da
ancoragem do parasito a membrana celular, primeiro passo para a invasao da célula
hospedeira. De fato, 0 bloqueio da entrada do tripomastigota na célula foi um pro-
cesso ativo mediado por transducdo de sinais, que resulta no recrutamento e na fuséo



de lisossomos da célula hospedeira no sitio de ligacdo do parasito, como veremos mais
adiante.

A POP Tc80 também poderia facilitar a invasdo por meio da liberacéo de pro-
teinas da membrana do parasito, necessarias para penetracao, que estariam ligadas a
componentes da ME. Em adic¢do, proteinas da ME conectam-se a membrana da célula
hospedeiravia integrinas e uma hidroélise local destas pela POP Tc¢80 poderia desenca-
dear sinais que rearranjam o citoesqueleto?! (Figura 15.1). Como a principal funcdo de
POPs ¢é a divagem de peptideos biologicamente ativos, a POPTc80 poderia contribuir
também para a maturacao/ativacdo de fatores do parasito requeridos na invasdo.

Figura 15.1 Representagédo esquematica da atuagdo das proteases cruzipaina, oligopeptidase B e
prolil oligopeptidase do T. cruzi no processo de invasao da célula hospedeira. BF, bolsa flagelar;
N, nucleo; K, cinetoplasto; MP, membrana plasmatica; RE, reticulo endoplasmatico; CE, cito-
esqueleto; Col, colageno; Fib, fibronectina; L, lisossomo; PLC, fosfolipase C; HK, quininogénio
de alta massa molecular; K, quinina; B2K, receptor de bradiquinina; G, proteina G; la e ip,
integrinas; Cz, cruzipaina; Ob, oligopeptidase B; POP, prolil oligopeptidase

Fonte: arquivo dos drs.Jaime Santana e Izabela Bastos

2) Oligopeptidase B

A invasdo de células hospedeiras pelo T. cruzi é, sem ddvida, um processo alta-
mente eficiente que envolve a participacdo de vias de sinalizacdo bilaterais2-23 resul-
tando na entrada ativa do parasito. Além do envolvimento de proteinas de superficie
e moléculas sinalizadoras classicas, como o emaranhado sistema de quinases/fosfatases,24-27
proteases do parasito estdo intimamente relacionadas com a invasdo.3,2028 Em adicéo
a cruzipaina e a prolil oligopeptidase, o parasito dispde de outra protease-chave para
garantir sua entrada na célula mamifera, a oligopeptidase B (OpB).29,30 Sua participa-
¢do na invasdo celular ocorre por meio da geracdo de um agonista que ativa fosfolipase
C da célula hospedeira resultando na formacéo de inositol trifosfato (IP3) e, conse-
guentemente, na liberagdo de Cal+ intracelular.29,3l Ainda ndo ¢é possivel afirmar se a
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producdo do agonista ocorre no citoplasma ou no meio extracelular pela OpB secre-
tada.ll No entanto, a liberagdo do Ca?+ resulta em modificacdo do citoesqueleto, que
promove recrutamento e fusdo de lisossomos da célula hospedeira no local de ligacdo
do parasito, facilitando sua entrada (Figura 15.1). Ao contrario de muitos patdgenos
intracelulares que evitam a fusdo com os lisossomos, o T. cruzi depende da presenca
dessa organela para sobreviver, uma vez que seu ambiente acidico ativa processos fi-
siologicos essenciais que resultam na diferenciagdo de tripomastigota em amastigota, a
forma replicativa do parasito3?’33 e escape do sistema imune.34,35

A relevancia da OpB na patogenia da doencga de Chagas tem sido sugerida por
meio de varios experimentos. A utilizacdo de anticorpos especificos contra essa enzima
inibiu a sinalizacdo de Cat em células hospedeiras.23 O parasito mutante opb-/-, inca-
paz de produzir a enzima, apresentou significativa reducéo na capacidade infectante in
vitro e de estabelecer a infeccdo em camundongo.36 Em adicdo, a OpB recombinante
purificada foi capaz de restaurar a sinalizacdo de Ca?’ no mutante.36 No entanto, a
observacdo de uma atividade residual sinalizadora de Ca2+ nesse mutante sugere que 0
parasito apresenta outras vias que levam a liberacdo desse cation.

Além de ser um fator de viruléncia do parasito, a vantagem de se utilizar OpB
como alvo potencial de droga reside na auséncia de ortélogos em eucariotos superio-
res.37 Em teoria, isso facilitaria o desenvolvimento de droga seletiva, isto é, com menor
possibilidade de efeitos colaterais ao homem. Ja existem relatos de inibidores da oligo-
peptidase B38-39 além de outros estudos3740 que podem fornecer informagdes Uteis para
o aprimoramento de inibidores sintéticos mais efetivos contra o T. cruzi.

3) Dipeptidil peptidase

A dipeptidil peptidase e a prolil oligopeptidase (propriamente dita) sdo protea-
ses da familia POP. A dipeptidil peptidase IV (DPPIV, melhor caracterizada) difere
da prolil oligopeptidase (POP) por ser ativa na forma dimérica e por clivar preferen-
cialmente apds residuos de prolina em ligagdes do tipo X-Pro-Y, onde X é o residuo
N-terminal (ndo bloqueado) na cadeia peptidica e Y é qualquer residuo exceto prolina
ou hidroxiprolina. DPPIV pode clivar também X-Ala-Y e X-Hyp-Y, porém com me-
nor eficiéncia;4l seus principais substratos naturais sdo pequenos peptideos (menores
que trinta residuos) como neuropeptideo Y, glucagon e algumas citocinas.42-44

O possivel envolvimento da DPPIV na homeostase da glicose, pela inativagdo
do peptideo hormonal GLP-1 {glucagon like peptide 1), que estimula a secrecdo de
insulina, despertou o interesse de grupos farmacéuticos para o desenvolvimento de ini-
bidores especificos visando ao tratamento para diabetes do tipo 2. Dentre as moléculas
sintetizadas e testadas, os inibidores isoleucina thiazolidida, P32/98 e NVP-DPP728
apresentaram efeitos satisfatorios em ratos, tendo sido o Gltimo inibidor experimen-
tado com sucesso em humanos.45-47 A acéo especifica desses inibidores e o papel da
DPPIV no controle fisiolégico da glicose no sangue foram confirmados por meio de
silenciamento de seu gene. Camundongos homozigotos deficientes do gene da DPP-



IV apresentam reducéo da degradacdo de GLP-1, aumento dos niveis de insulina, me-
Ihora da tolerancia a glicose, reducao da hipertrofia das ilhotas pancreaticas e aumento
da sensibilidade a glicose.48'49

Em T. brucei, esta protease (DPP Tb) foi encontrada ativa tanto em formas
prociclicas como em formas sanguineas. Diferentemente da DPP 1V, a DPP Thb é
monomérica, e andlise de citolocalizacdo mostrou que ela esta presente em vesiculas
no citoplasma em torno do nucleo. Testes preliminares de inibicdo da DPP Tb pelo
inibidor da DPP IV humana indicam que este é mais eficiente sobre a enzima do para-
sito (Bastos, comunicacdo pessoal). Esses resultados representam um ponto de partida
animador para o desenvolvimento de inibidores contra essa enzima em T. brucei e em
T. cruzi.

Aminopeptidases

Essas exopeptidases estdo envolvidas em diversas funcfes celulares, tais como
a maturagdo e a renovacao protéicas, a hidrélise de peptideos reguladores hormonais
ou ndo, a modulacdo da expressdo génica e outras funcbes essenciais.50 Em coope-
racdo com endopeptidases, as aminopeptidases hidrolisam proteinas e peptideos em
aminodcidos livres. Essas metaloproteases vém sendo consideradas alvos importantes
para a producdo de drogas por causa de sua relevancia no ciclo de vida de diversos
patdgenos, como Plasmodium spp.,5152 T. bruceF e Leishmania spp.5 Além disso, tem
sido demonstrado que a vacinacdo de ovelhas com leucil aminopeptidase de Fasciola
spp induz protecao contra fasciolase, 0 que reafirma sua importancia biolégica.’s Em
bactérias, as aminopeptidases tém um papel fisiolégico importante, pois elas partici-
pam na divagem de peptideos exogenos utilizados como nutrientes na renovacdo e
na degradacdo de proteinas enddgenas. Em adigdo, algumas aminopeptidases estdo
também envolvidas no mecanismo de ativacdo do transporte de antibi6ticos dentro da
célula. Em virus como o HIV, a leucil aminopeptidase tem um papel importante no
estabelecimento da infec¢o.56

Leucil aminopeptidase constitui uma familia (M17) de aminopeptidases que
possuem dois fons divalentes (zinco em mamiferos e manganés em bactérias) atuan-
do como agentes “co-cataliticos” coordenados e estabilizados por cinco aminoacidos,
sendo a primeira familia de metalopeptidases descrita com esse mecanismo. As enzi-
mas dessa familia pertencem ao cla MC, tém atividade maxima em pH basico e sdo
inibidas por bestatina e amastatina. Além disso, apresentam preferéncia para remover
leucina da regido N-terminal de proteinas e peptideos. Existem naturalmente como
homohexameros com o sitio ativo alinhado na regido central da cavidade em forma
de disco. Em mamiferos, essa enzima € intracelular e esta envolvida na quebra de pro-
dutos resultantes da acéo de proteinases no citossol. Como exemplo, aminopeptidases
participam da divagem de peptideos produzidos pelo proteassoma para a apresentagao
de antigenos classe | induzida pelo interferon-gama.57

Plasmodiumfalciparum ¢é altamente dependente de atividade leucil aminopepti-
dolitica para completar seu ciclo de vida. Essa atividade parece ser tdo importante no
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catabolismo de hemoglobina, funcéo digestiva, quanto na regulagdo da osmolaridade
dentro do eritrdcito infectado. Bestatina, um inibidor de membros dessa familia de
aminopeptidases, bloqueia o crescimento de P.falciparum. Quando este parasita superex-
pressa a leucil aminopeptidase, torna-se mais resistente a bestatina. Esse dado indica a
importancia dessa atividade para o Plasmodium e fornece prova de que a leucil aminopep-
tidase da familia M17 é o alvo de bestatina.’8 O T. cruzi possui dois genes codificadores
de leucil aminopeptidase, os quais estdo sob estudo em nosso laboratério. Experimentos
iniciais sugerem que essas atividades enzimaticas também sdo fundamentais para o desen-
volvimento de formas do parasito (nossos dados ndo foram publicados).

Biossintese de esterois

Os lipideos sdo moléculas essenciais para a viabilidade dos organismos uma vez
que desempenham diversos papéis bioldgicos, como cofatores enzimaticos, transpor-
tadores de elétrons, ancoras hidrofébicas, horménios, mensageiros intracelulares, além
de serem grande fonte de energia. Talvez sua maior contribuicdo seja como princi-
pais componentes de membranas celulares, papel desempenhado pelos fosfolipideos
e pelos esterois. O principal esterol dos mamiferos bem como de outros animais é
o colesterol. Em contraste, seu correspondente em fungos e também no T. cruzi é o
ergosterol (Figura 15.2), essencial para a viabilidade e a proliferagdo do parasito, ja que
esses patdgenos ndo utilizam o colesterol presente em abundancia na célula hospedei-
ra. Essa diferenca metabdlica entre o parasito e 0 hospedeiro despertou a atencao de
grupos de pesquisa quanto ao emprego de inibidores da biossintese do ergosterol na
quimioterapia da doenca de Chagas.

Inibidores disponiveis comercialmente, como cetoconazol e itraconazol, alta-
mente eficazes no tratamento de doencas micdticas, ndo foram eficientes o bastante
para eliminar o parasito tanto em modelos experimentais como em humanos.53,60 No
entanto, novas moléculas derivadas de azois estdo sendo desenvolvidas, apresentando
resultados promissores por induzir a cura parasitolégica em modelos murinos, tanto
da fase aguda quanto crénica da doenca de Chagas. Os inibidores D0870 e posacona-
zol foram capazes também de erradicar formas de T. cruzi resistentes a nitrofurano e
nitroimidazélico de camundongos infectados, mesmo quando estes eram imunossu-
primidos.61,62 Esses inibidores tém como alvo a C14a esterol demetilase e apresentam
propriedades farmacocinéticas vantajosas, como meias-vidas variando de 25 a 120 ho-
ras e extenso volume de distribuigdo nos tecidos.

Outro potente alvo da via de biossintese do ergosterol é a esqualeno sintase,
enzima que catalisa a dimerizacdo redutora de duas moléculas de farnesil pirofosfato
para formagdo do esqualeno, precursor de esterdis.64 Recentemente, foram testados
dois inibidores de esqualeno sintase a base de quinuclidina, 0 E5700 e 0 ER119884,
que estdo em fase de estudo para diminuicao de colesterol e triglicerideos em humanos
(Eisai Company,Japdo). Ambas as moléculas apresentam alta atividade anti-7? cruzi in
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Fonte: Hankins et al., 2005

vitro bloqueando a proliferagdo do parasita, porém E5700 é mais potente na supressao
da parasitemia em camundongos em tratamento com 50 mg/kg/dia.t5 Apesar de essas
moléculas nao erradicarem a infeccdo, mesmo apds trinta dias de tratamento, os pes-
quisadores acreditam que a combinagdo destas com derivados de azdis possa promover

a cura parasitolégica completa em modelo animal.
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Poliaminas

As poliaminas - putrescina, espermidina e espermina - sao moléculas positiva-
mente carregadas encontradas nas células de forma ubiqua. Elas desempenham fun-
¢Bes cruciais e variadas em processos como divisdo e diferenciacdo celular, atuam como
cofatores para a sintese de macromoléculas e como estabilizadores conformacionais de
acidos nucléicos. Em razdo de suas importantes fungdes, a via de sintese de poliaminas
é um continuo objeto de estudos em tumores e parasitas visando ao desenvolvimento
de novos medicamentos.66

De uma forma ampla, a principal diferenca no metabolismo das poliaminas en-
tre tripanossomatideos e mamiferos estd na meia-vida das enzimas, como a ornitina
descarboxilase (ODC) e a S-adenosilmetionina descarboxilase (Figura 15.2), sendo
curta no mamifero e longa nos tripanossomatideos.67,68

Via de salvacédo de purinas

Outro fator a ser considerado é que a sintese de poliaminas esta intimamente
associada a via de salvagdo de purinas, que constitui outro alvo potencial para a agao
de drogas. Ja foi demonstrado em diversos estudos que os tripanossomatideos ndo
apresentam a maquinaria molecular necessaria para a sintese de novo de purinas. Tal
caracteristica foi confirmada por meio do seqlienciamento do genoma dos parasitos
T. brucei e T. cruzi, caracterizando uma dependéncia desses organismos da via de sal-
vagao para suprir suas necessidades metabdlicas.69,70 Por causa dessa caracteristica e da
longa separacdo filogenética entre hospedeiro e parasito, as diferengas entre as enzimas
dessa via podem ser exploradas no desenvolvimento de inibidores especificos e de ana-
logos de substrato. Além disso, as células do hospedeiro apresentam a sintese de novo
que permite superar uma eventual inibicdo da sua via de salvacéo.ll

Uma enzima que estd envolvida na via de salvagdo de purinas é a metiltioa-
denosina fosforilase (MTAF, Figura 15.3). Essa proteina cliva a metiltioadenosina
(MTA), subproduto da sintese de poliaminas, em metiltioribose-I-fosfato (MTR-1P)
e adenina, sendo a Ultima tornada disponivel para a célula. Essa enzima constitui um
bom alvo de drogas, como demonstrado em pesquisa com HETA, analogo de MTA,;
animais infectados com T. brucei ou T. rhodesiense tratados com essa molécula torna-
ram-se parasitologicamente curados. Além disso, o fato de a enzima dos mamiferos
apresentar uma alta especificidade pelo MTA, ndo clivando seus analogos, permite
maior seletividade contra os tripanossomos.72,73 Até o presente momento, a agéo desse
analogo néo foi testada contra 7? cruzi. As caracteristicas moleculares e funcionais da
MTAF de T. cruzi estdo sendo estudadas com énfase no desenho de drogas a partir de
sua estrutura tridimensional.

Outra enzima participante dessa via, que também constitui interessante alvo de
droga, é a hipoxantina-guanina fosforibosil transferase (HPRT). Ela é responsavel pela
salvacdo das bases hipoxantina e guanina do conjunto de nutrientes para seu uso na
sintese dos nucleotideos purinicos.74,75 Testado, o alopurinol demonstrou inibigcdo do



Sintese de Proteinas

Figura 15.3 As vias de sintese de poliaminas do balango oxi-redutor e de salvagdo de purinas
sdo integradas e interdependentes no T. cruzi
Fonte: arquivos dos drs. Jaime Santana e Izabela Bastos
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crescimento de epimastigotas e conseguiu prolongar o tempo de sobrevivéncia de ca-
mundongos infectados.76,77 Essa droga, usualmente utilizada para tratamento da gota,
atua interrompendo a sintese de RNA e conseqiientemente de proteina, pois é trans-
formada em um analogo de base purinica que, ao ser incorporado na fita de DNA
nascente, bloqueia sua sintese. Contudo, o alopurinol ndo se mostrou eficiente contra
T. cruzi virulento.60,76-79 Além desse, 0 composto 6-(2,2-Dicloroacetamida) criseno
revelou-se um inibidor seletivo da enzima de T. cruzi, comparativamente a enzima hu-
mana.8) Outros 16 potentes inibidores foram identificados com base na conformacéo
tridimensional da proteina, um exemplo de desenvolvimento de novas drogas.s!

Por causa da sobreposicdo das vias de sintese de poliaminas e da salvagao de
purinas (Figura 15.3), a inibicdo da primeira causaria também o bloqueio da sintese
de MTA e, subsequentemente, aumentaria a utilizacio e a toxicidade de substratos
subversivos da MTAF. Logo, a combinacdo de ambas as estratégias poderia acarretar
um efeito sinérgico contra os tripanossomos.T!

Balan¢o redutor/oxidativo

A tripanotiona ¢ a poliamina responsavel pela protecdo dos parasitos dos géne-
ros Trypanosoma e Leishmania contra radicais livres e pela manutengdo de ambientes
intracelulares reduzidos. 8283 A via de reducdo da tripanotiona oxidada para a forma
reduzida é mediada pela tripanotiona redutase (TR) (Figura 15.3). Considera-se essa
via um alvo promissor para desenvolvimento de drogas em decorréncia de sua auséncia
em células de mamiferos e do fato de o 7? brucei se tornar ndo virulento e com suscep-
tibilidade aumentada ao estresse oxidativo quando apresenta TR deficiente.84-87

A TR de T cruzija teve sua estrutura tridimensional resolvida, o que permitiu
uma analise virtual do potencial inibitério dos compostos comercialmente disponiveis.
Essa abordagem resultou na identificacdo da clorohexidina como eficiente inibidor da
enzima desse organismo.88 Apds modificagcdes quimicas, conseguiu-se melhorar a agéo
da clorohexidina e obteve-se maior atividade tdxica sobre células de T. bruceiN

Outro grupo que mostrou atividade inibitéria contra a TR de T. cruzi e outros
parasitos foi 0 da cloropromazina. Esse composto, ap6s modificagcdes na sua estrutura,
causou reducao progressiva no nimero de células.90,91 Testes utilizando derivados de
5-nitrofuril contra aTR de T. cruzi também demonstraram a inibigdo completa da re-
plicacéo do parasito.83 Corroborando a importancia dessa enzima como alvo de droga,
foi demonstrado que uma das drogas mais utilizadas para tratar pacientes infectados
por Leishmania spp atua inibindo aTR como também causando um efluxo de tripano-
tiona e glutationa, comprometendo o potencial redutor intracelular.9

Metabolismo de acgucares

Os cinetoplastideos T. cruzi, T. brucei e Leishmania spp séo altamente dependen-
tes da via glicolitica, glicélise ou quebra da glicose, para suprir suas necessidades de



energia. A maioria das dez enzimas que comp8em a glicélise e varias daquelas da via
pentose fosfato localizam-se em uma organela chamada glicossoma. Essa comparti-
mentalizacdo ndo é observada no mamifero, o que resulta em regulacdo diferenciada
do fluxo de substratos e produtos. A via pentose fosfato emprega agtcares como subs-
tratos para sintetizar D-ribose-5-fosfato, 0 qual é importante para sintese de DNA
e NADPH, uma molécula essencial na defesa contra estresse oxidativo. As enzimas
dessas duas importantes vias metabdlicas de cinetoplastideos possuem propriedades
cinéticas e estruturais que as diferem das enzimas correspondentes nos mamiferos.
Esse cenario faz do glicossomo um alvo quimioterapéutico potencial. A auséncia de
atividade de enzimas localizadas no glicossomo levaria esses parasitos a escassez de
energia e ao descontrole do delicado balan¢o 6xido-redutor. Recentemente, a resolu-
¢édo da estrutura tridimensional da glucose-6-fosfato isomerase (GFI) de L. mexicana,
uma enzima que liga a glicdlise a via pentose fosfato, revelou propriedades moleculares
Unicas, que poderiam ser exploradas visando ao desenvolvimento de inibidores.%3

Outro ponto interessante no catabolismo de glicose é aquele catalisado pela
enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinase (FPC) que converte reversivelmente a des-
carboxilacdo e a fosforilacdo reversivel de oxalacetato produzindo fosfoenolpiruvato.
Esse parece ser um importante mecanismo de ligacdo do metabolismo da glicose ao de
aminoacidos. A inibicdo dessa enzima poderia resultar em perda da flexibilidade dos
cinetoplastideos em utilizarem acgUcares e aminoacidos como fonte de energia. A reso-
lugdo da estrutura tridimensional da FPC de T. cruzi trouxe novas bases para desenho
racional de inibidores especificos, pois revelou diferencas importantes em relacdo ao
homologo humano.%

Consideracg6es finais

As caracteristicas do ciclo de vida do T. cruzi precisam ser levadas em conta
para se estabelecer boas estratégias de identificacdo de alvos de drogas. Enzimas que
participam ativamente do processo de entrada do parasito na célula mamifera sdo
naturalmente bons candidatos. Assim, a POPTc80 e a oligopeptidase B sdo enzimas-
chaves nessa primeira e crucial etapa do ciclo bioldgico desse protozoario no hospe-
deiro vertebrado. Apo6s a invaséo celular, as formas tripomastigotas de T. cruzi precisam
se diferenciar em amastigotas (amastigogénese). Caso isso ndo ocorra, 0 parasito nao
pode dar prosseguimento a seu ciclo de vida. A bioquimica da transformacéo de tri-
pomastigota para amastigota ainda é desconhecida. Sabe-se, entretanto, que a inibicéo
de fosfatases e a consequiente ativagdo de quinases sdo eventos bioquimicos que ante-
cedem a transformacdo.33 A inibicéo desse processo fisioldgico tdo importante na vida
do parasito seria de boa valia na busca de tratamento da infecgdo pelo T. cruzi. Agora,
¢ hora de as formas amastigotas cumprirem seu papel: entrar em divisdo, resultando no
aumento significativo do nimero de parasitas. Como em todo processo de crescimen-
to, 0 metabolismo é altamente ativado, ocorrendo intensa sintese das mais diferentes
moléculas, como proteinas, lipideos, carboidratos e acidos nucléicos. Ainda, ha neces-
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sidade de degradar acucares, principalmente glicose, para produzir a energia necessa-
ria para 0 anabolismo. E natural pensar que as formas amastigotas sejam altamente
dependentes de atividades enzimaticas envolvidas na sua fisiologia. Por exemplo, a
inibicdo de enzimas-chaves do catabolismo de acglcares (enzimas do glicossomo), da
sintese de lipideos (Cl4a esterol demetilase e farnesil pirofosfato), da digestdo de
proteinas internalizadas do hospedeiro (cruzipaina, catepsina B e aminopeptidases)
poderia resultar em interrupgdo do crescimento do parasito. Apds povoar a célula, as
formas amastigotas precisam se diferenciar em tripomastigotas (tripomastigogénese)
para, entdo, sair da célula e infectar outras, reiniciando o ciclo. Esse processo ainda é
menos conhecido que as outras transformagdes do parasito. A identificacdo de ativida-
des enzimaticas (Figura 15.4) essenciais para a realizacdo de etapa vital no ciclo de vida
do T. cruzi poderia coincidir com a identificacdo de novos alvos de drogas.

Sinalizagéo e
entrada

~Diferenciagao
Diferenciagéo em
tripomastigotas em amastigota

y 4

Figura 15.4 Etapas cruciais da interagdo do T. cruzi com a célula hospedeira nédo fagocitica.
A inibicdo de enzimas envolvidas nesses processos fisiolégicos resultaria na interrupcéo do
ciclo de vida do parasito, representando uma forma eficiente de tratamento da doenca de
Chagas

Fonte: arquivo dos drs. Jaime Santana e Izabela Bastos

Na&o se pode esperar que o T. cruzi se comporte igualmente nos diferentes hos-
pedeiros vertebrados e, também, nas diferentes células que infecta. Tratando-se de um
parasito complexo e bem adaptado, ele pode, ou mesmo deve, utilizar vias diferentes
de infeccdo e até de diferenciacdo segundo o meio ambiente. Assim, é correto imaginar



que a melhor estratégia para o desenvolvimento de drogas para tratar a doenca de
Chagas reside na concepcao plural de farmacos, ou seja, considerar como alvos varias
enzimas, se possivel de processos fisiologicos diferentes. Dessa forma, um coquetel
de drogas contra diversos alvos poderia vir a ser o procedimento correto para tratar
a infeccdo pelo T. cruzi. A erradicacdo definitiva do parasito de paciente chagasico
seria um marco na avaliacdo da importancia do parasito nas manifestacdes crénicas
da doenca.

Abstract

Scientific progress has provided the means for the identification and characte-
rization of specific targets for the development of drugs for Chagas disease therapy.
The first crucial step of this protozoan life-cycle within the vertebrate host is the
process of entry into a cell. Enzymes actively participating in this process are natu-
rally good drug-target candidates. Right after cell invasion, trypomastigote forms of
T. cruzi must differentiate into amastigotes so as to proceed in their life-cycle. The
inhibition of key enzymes from the sugar metabolism, the lipids synthesis, the diges-
tion of host-internalized proteins and also from the purines salvation pathway could
hinder parasite growth, thus placing these enzymes as potential drug targets. Once the
cell is populated, amastigotes must differentiate into trypomastigotes, which will then
leave the cell to infect others and hence restart the cycle. As awell-adapted parasite, T.
cruzi can, or must, use different pathways for infection and differentiation according
to environmental conditions. Therefore, the best strategy for the development ofdrugs
for Chagas disease therapy is the plural conception of drugs, that is, to consider several
enzymes as targets, if possible, enzymes involved in different physiological processes.
So, a drug cocktail against different targets could be the best course ofaction to treat T.
cruzi infections. Another important step in drug development is the determination of
the target's tridimensional structure. The knowledge of its architecture facilitates the
rational design of molecules from the active site. This strategy could provide drugs not
only efficient but also with low side effects for the treatment of Chagas disease.
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Capltulo 16

Triatomineos

Liléta Diotaiuti

Os ciclos de vida dos seres vivos envolvidos na transmissdo, na perpetuacéo e
na circulacdo do Trypanosoma cruzi, agente da doenca de Chagas humana, estdo in-
timamente relacionados. Caracteristicamente, os triatomineos sdo os hospedeiros in-
termediarios e os vetores do protozoario para os mamiferos, estando envolvidos num
processo de adaptacdo que ja vem desde o periodo quaternario (Mesozoico, Cretaceo)
ha mais de 90 milhdes de anos. Naquela época, ja havia sinais de inicio da enzootia
envolvendo mamiferos onivoros, particularmente marsupiais, tatus e tamandués. Ha
indicios de que aquela época a via oral era a principal rota de contaminacdo dos ma-
miferos. Entretanto, ndo se pode descartar a importancia da transmisséo vetorial pela
contaminacédo do local da picada dos triatomineos, os quais ja haviam desenvolvido o
habito de alimentarem-se de sangue (hematofagia). Ainda hoje, a hematofagia consti-
tui-se em importante requerimento bioquimico e alimentar determinante da proximi-
dade dos triatomineos com os mamiferos silvestres e/ou com o homem. A adaptacdo
de vérias espécies de triatomineos ao peri e ao intradomicilio teria propiciado a grande
endemia conhecida como doenca de Chagas, com maior letalidade no hemisfério oci-
dental. O estudo que identifica e caracteriza os habitos dos triatomineos tem impor-
tancia reconhecida, pois fornece o conhecimento basico necessario para desalojar as
principais espécies transmissoras do T. cruzi para o homem, mediante borrifacdo do
peri e do intradomicilio com piretréides. O sucesso alcangado recomenda continuagéo
do trabalho para evitar a reinfestacdo e assegurar o controle da transmissdo vetorial da
doenca de Chagas humana.

Transmissao vetorial da doenca de Chagas

Os vetores da doenca de Chagas pertencem a subordem Triatominae, e, como
todos os hemipteros, desenvolvem-se em diversos estadios. Apos a fase de ovo, passam
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por cinco fases imaturas (ninfas de primeiro a quinto estadio) antes de atingir o
estadio adulto (Figura 16.1). Todas as fases sdo hemat6fagas estritas. Nos estadios
mais jovens, um Unico repasto pode garantir a muda; a partir do quarto estadio, o
inseto precisara alimentar-se mais de uma vez para obter 0 sangue necessario a seu
metabolismo. Esse fato tem importancia epidemioldgica, uma vez que, quanto mais
repastos ele realize, maior é a chance de o inseto se infectar ao ingerir sangue de
um hospedeiro infectado, ou de transmitir o Trypanosoma cruzi, caso ele proprio ja
albergue o parasito no seu trato digestério. Em condigdes controladas de laboratdrio,
sua evolucdo completa-se em cerca de quatro meses, variando de acordo com a espé-
cie.l Na natureza, entretanto, esse periodo é geralmente mais longo, dependendo das
condicGes de temperatura, umidade e disponibilidade de alimento.?

0
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Figura 16.1 Ciclo de vida de Panstrongylus megistus: ovos, ninfas de primeiro a quinto estadios
e fémea adulta
Fonte: Jurberg et al., 2004

Caracteristicas bioldgicas dos triatomineos

Uma fémea de Triatoma infestans (Figura 16.2) é capaz de colocar até seiscen-
tos ovos durante sua vida, que pode durar cerca de um ano e meio. O periodo médio
de incubacéo é de 18-20 dias. Como as ninfas ndo possuem 6rgdos genitais desenvol-
vidos, somente os adultos sdo capazes de copular ao longo da vida reprodutiva.

Apesar de resistirem a jejum prolongado em ambiente com temperatura e
umidade adequadas,! s6 evoluirdo depois de alimentados. A atividade dos triatomi-
neos é predominantemente noturna, variando o horario com a espécie. Por exemplo,
T infestans tem dois picos de atividade, um no inicio da noite e outro no inicio do dia,
que corresponderiam a movimentagdes na busca de alimento e de esconderijo, respec-
tivamente. A atividade é controlada pela luz, tendo a temperatura o papel de modula-
dora do nivel de atividade.34 O estudo de outras espécies tem revelado interessantes
variagdes, como para Triatoma braziliensis, espécie relacionada a ambientes secos, com
muito calor e luz. No laboratério, a espécie apresenta preferéncia por temperaturas
mais altas quando comparada com outros triatomineos e apresenta o principal pico
de atividade no final do periodo diurno, como adequagdo aos habitos noturnos dos



roedores que lhes servem como hospedeiros naturais.56 Vivendo entre frestas de
pedras que podem atingir temperaturas muito altas no meio do dia (préximas a
70° C), a tardinha, quando a temperatura ameniza, os triatomineos saem dos es-
conderijos e podem atacar, mesmo a luz do dia, possiveis fontes alimentares que
estejam disponiveis, inclusive as pessoas ou 0s animais que descansam a sombra
das pedras.

©)
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Figura 16.2 Principais espécies de triatomineos vetores do Trypanosoma cruzi-. A) Triato-
ma infestans; B) Panstrongylus megistus; C) Rhodnius prolixus; D) Triatoma pseudomaculata;
E) Triatoma brasiliensis; F) Triatoma sérdida

Fonte: A, B e D: Jurberg et al., 2004; C e F, arquivo da dra. Liléia Diotaiuti

Hematofagia

O fato de os triatomineos serem hemat6fagos obrigatérios em todo o seu desen-
volvimento estabelece estreito relacionamento desses insetos com as fontes de alimen-
tacdo - principalmente aves, mamiferos e, raramente, outros animais, como répteis e
anfibios - influenciando decisivamente sua biologia e comportamento. Algumas espé-
cies séo extremamente adaptadas a determinada fonte alimentar, apenas sobrevivendo
no microambiente do préprio hospedeiro. Outras sdo mais ecléticas e podem viver
em diferentes ambientes, associadas as diferentes fontes de alimentacdo. No primeiro
grupo encontram-se, por exemplo, as espécies do género Psammolestes, que colonizam
ninhos de aves da familia Furnariidae. Nas condi¢es habituais de laboratorio, difi-
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cilmente ninfas desses insetos chegam a fase adulta ou se mantém por mais de uma
geracdo. Também o 7? infestans pode ser considerado bem adaptado ao ambiente re-
presentado pela casa e as fontes alimentares ali presentes (homem, céo, gato, roedores,
galinhas, etc.), com poucas chances de sobrevivéncia no ambiente natural, exceto na
sua area de origem na Bolivia, onde forma pequenas col6nias em associacdo a roedores
silvestres.7 Diferentemente dos Psammolestes, T. infestans adapta-se muito bem as
condicdes de insetario, alimentando-se do sangue das mais variadas fontes (aves, roe-
dores, etc.), permitindo sua extensiva propagacdo. Algumas espécies, como o Panstron-
gylus megistus e o T. brasiliensis, possuem fontes alimentares mais diversificadas.

Estudos tém demonstrado relacéo entre ecletismo e diversidade intra-especifica,
sendo considerada a adaptacdo aos ecotopos um processo de evolugdo com simplifi-
cacdo genética. Naturalmente, essas espécies sdo mais vulneraveis as variagbes am-
bientais, podendo desaparecer da natureza em situacdes de desequilibrio ecolégico ou
tornando-se mais suscetiveis a agdes de controle, como ocorre com o T. infestans e com
o Rhodniusprolixus da América Central. Ao contrario de outros triatomineos de maior
valéncia ecologica, como P. megistus? T. infestans utiliza interessante mecanismo biol6-
gico para compensar essa tendéncia de simplificagcdo genética, por meio de um sistema
de fecundacéo poliandrico, onde a fémea copula sucessivamente com varios machos.l)

O habito alimentar dos triatomineos também interferem na sua adaptagdo aos
ambientes. A competicdo pelo alimento é importante fator a estimular o v6o dos
adultos na busca de novos ambientes no periodo infestante.ll Para o P. megistusi e o
T. brasiliensisf esse periodo corresponde aos meses chuvosos; para o 7? sordida, ao
contrério, ao inicio da estacdo seca.ll

Adaptacao de triatomineos ao habitat humano

As alteraces ambientais colaboram para a propagacao dos triatomineos no am-
biente artificial, podendo gerar situacdes extremas descritas na literatura, como as re-
presentadas pelo encontro de 6.043 7? infestans em uma Unica casa no Brasill4 e mais de
11 mil R. prolixus em uma casa de Honduras.8 No Estado de Minas Gerais, 0 aumento
da populagdo de 7? sordida esteve associado a formacdo de campos de pastagem num
primeiro momentol5 e ao aumento da plantagcdo de algoddo num segundo momento.l§
O ambiente artificial oferece diversos esconderijos e fartura alimentar durante o ano,
sendo altamente estavel. Gragas a essa estabilidade, as populagdes domiciliares de tria-
tomineos podem atingir altas densidades, ao contrario do que usualmente ocorre no
ambiente silvestre.l7 Dessa forma, podemos considerar que a colonizacdo do ambiente
artificial significa profunda alteracdo da historia natural dos triatomineos. Para a maio-
ria das espécies, o tamanho da coldnia de triatomineos associada ao homem ¢ fator
importante para que a espécie seja um transmissor eficiente da doenca de Chagas.!8
O tamanho da colénia, por sua vez, depende do nimero de hospedeiros, e a adaptacao
triatomineo-hospedeiro permite um repasto pleno, que fornece o sangue necessario
para que o ciclo vital se desenvolva em intervalo de tempo mais curto.



Peculiaridades associadas ao repasto de sangue

Comparando o processo de obtencdo de sangue por T. infestans e R. prolixus em
camundongos ndo anestesiados,l9 verificou-se que o T. infestans, em contato com a
fonte alimentar por quatro horas, obtinha um repasto semelhante ao do grupo controle
(camundongos anestesiados), enquanto R. prolixus havia ingerido apenas 64% do peso
obtido pelos insetos do grupo controle. Esses resultados sdo explicados pela maior ir-
ritacdo provocada pela picada de R. prolixus, incomodando o hospedeiro e interferindo
no repasto. Além disso, algumas espécies podem apresentar mecanismo de suc¢do mais
rapido. Por meio do monitoramento da bomba cibarial,6 foi demonstrado que T infes-
tans se alimentava mais rapidamente que T. brasiliensis e T. pseudomaculata, apesar de
essas trés espécies requererem maior tempo de contato para obter quantidade similar
de sangue quando a alimentacdo era realizada nos pombos.

A saliva dos triatomineos tem grande importancia nesse processo. Ja se sabe,
por exemplo, que as proteinas salivares sdo diferentes entre as espécies,202. podendo a
picada ser menos percebida pelo hospedeiro gracas a acdo de substancias anestésicas,
ou, ainda, facilitar a obten¢do do sangue gracas a substancias anticoagulantes.

Estad demonstrado que a saliva de T. infestans ou de 7? vitticeps produz progres-
siva reducdo na amplitude da resposta do nervo ciatico de ratos a estimulos por meio
da inibigdo dos canais de s6dio.22,23 Essa atividade certamente tem grande importancia
no processo de adaptacdo desses insetos a determinadas fontes alimentares, especial-
mente as intradomiciliares. Certamente, o inseto que tem uma picada perceptivel, seria
facilmente predado pelo hospedeiro. Por exemplo, espécies cujas picadas sejam muito
dolorosas e provoquem reagdes alérgicas muito violentas, como Triatoma nitida, Pans-
trongylusgeniculatus e outros, provavelmente terdo pouca chance de colonizar as casas
ou de produzir col6nias mais numerosas em seus ecétopos naturais, pois, sendo mais
perceptiveis, terdo dificuldade de obter o sangue necessario a seu desenvolvimento.

A atividade anticoagulante tem grande importancia, pois a maior fluidez do san-
gue permite a obtencdo do repasto mais rapidamente. Extrato de glandulas salivares
de T. infestans, P. megistus,20 T. brasiliensis e T. pseudomaculatal alteram os tempos de
coagulagdo do sangue humano, porém os mecanismos podem ser diferentes entre as
espécies. Por exemplo, T. infestans interfere na via comum e navia intrinseca de coagu-
lagdo, enquanto P. megistus0 e R. prolixus?2' interferem apenas na via intrinseca. Dessa
forma, parece claro que as caracteristicas da saliva podem determinar o potencial bio-
l6gico dos triatomineos, permitindo-lhes ou ndo um comportamento mais ubiquista.
As caracteristicas bioquimicas da saliva dos triatomineos serdo tratadas no Capitulo
18, pois a saliva € um alvo onde a pesquisa poderia gerar uma forma alternativa de
controle da transmissdo da infeccéo.

Diversidade das espécies transmissoras do Trypanosoma cruzi

Atualmente sdo reconhecidas 136 espécies de triatomineos,23-24 a maioria con-
servando habitos exclusivamente silvestres (Figura 16.3). Na natureza, sdo principal-
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mente encontrados sob cascas soltas de arvores mortas, anfractuosidades e ocos de
varias espécies de arvores (tocas ou abrigos de gambas, morcegos e roedores, etc.),
fendas ou amontoados de pedras, imbricacdo das folhas de vérias plantas (palmeiras,
piteiras, bromeliaceas ou gravatas), ninhos de aves e tocas ou buracos de tatus e outros
animais.?> Na falta de uma fonte alimentar de sangue quente, os triatomineos podem
fazer seus repastos em répteis e anfibios.26 Algumas espécies, como Triatoma rubrova-
ria, preservam seus habitos predatorios ancestrais e podem se alimentar de larvas de
outros insetos.20

Figura 16.3 Triatomineos escondem-se nas frestas da parede onde se vé (seta) grupo de ovos
Fonte: dr.Jodo Carlos Pinto Dias

Séo considerados triatomineos de importancia primaria os que colonizam as ca-
sas de maneira permanente e com marcada antropofilia, sendo encontrados debaixo de
colchdes, nas frestas das paredes, sob o reboco solto, em fornos ou fogdes desativados,
caixotes, atras de quadros e figuras presos nas paredes ou em ninhos de aves e lugares
onde dormem cées e gatos dentro da casa. Os triatomineos de importancia secundaria
podem produzir pequenas colbnias intradomiciliares de carater transitorio, especial-
mente na auséncia dos vetores primarios, com graus de antropofilia variados. Entre-
tanto, eles se adaptam bem aos ecotopos artificiais (Figura 16.4), principalmente os
construidos com materiais naturais, como galinheiros (paredes, tetos e ninhos), paiois,
postes ou mourdes de chiqueiros ou currais, pombais, amontoados de lenhas e pilhas
de tijolos ou telhas, etc.13,17,27-29

A distribuicdo dos triatomineos ¢é do tipo focal e a densidade populacional é
condicionada pela disponibilidade de alimento. Os ecotopos sdo considerados estaveis
quando a presenca de fonte alimentar ¢ mais permanente, permitindo o desenvolvi-
mento de colbnias maiores, como acontece com os Rhodnius neglectus na copa de dife-



rentes palmeiras.2s Nesse ambiente, a maioria das fontes alimentares sdo aves. Mesmo
que essas migrem, os outros vertebrados que compdem a fauna das palmeiras, como
roedores e marsupiais, principais fontes de infec¢do do T.cruzid) e também animais de
sangue frio,l7 podem servir de repasto aos triatomineos. Apesar de haver flutuagdo na
populacdo de R. neglectus ao longo do ano,!l7 colbnias que infestam palmeiras de ma-
calba nao desaparecem nos meses de menor disponibilidade de alimento.

Figura 16.4 Ecotopos peridomiciliares: A) monte de tijolos; B) madeira; C) galinheiro;
D) monte de telhas
Fonte: arquivo da dra. Liléia Diotaiuti

Colaboram também para a estabilidade do ec6topo representado pelas palmeiras
as insignificantes variagfes de temperatura na axila das folhas. Para as palmeiras de
macauba, a temperatura média ao longo do ano foi de 22 + 2 °C.17 Os babacus (Attalea
sp) apresentam as maiores taxas de infestacdo e altas densidades de triatomineos por
palmeira.3l Provavelmente, isso é devido a sua complexa arquitetura, que confere gran-
de diversidade de esconderijos aos triatomineos e de albergue para diferentes espécies
de mamiferos (Figura 16.5).

A arquitetura imbricada da base das folhas sobre o tronco da palmeira, local onde
os triatomineos sdo encontrados em associacdo a muitos outros artropodes, permite
grande estabilidade microclimatica, sendo os limites de temperatura e umidade extre-
mamente amenizados em relacdo as variacdes do ambiente externo.2 Como exemplo
oposto, 0 Triatoma sdrdida é encontrado principalmente sob as cascas de arvores secas
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Figura 16.5 Palmeiras freqiientemente infestadas por Rhodnius: A) babagu, Attalea speciosa-,
B) macauba, Acrocomia aculeata-, C) buriti, Mauritia vinifera\ D) Rhodnius neglectus sobre residuos
organicos; E) carnalba, Coperniciaprunifera

Fonte: dra. Liléia Diotaiuti

ou mortas, sofrendo mais diretamente as variagdes ambientais. Nessas circunstancias,
as coldnias de triatomineos séo constituidas por poucos individuos, a maioria demons-
trando auséncia de sangue no tudo digestivo, provavelmente pela escassez de fontes
alimentares nesses ecotopos.26,33 O conhecimento dos habitos peculiares de cada espé-
cie de triatomineo é condigdo essencial na monitoragdo do controle vetorial da trans-
missdo da infeccdo para o0 homem.

Principais espécies de triatomineos envolvidos na transmissao
da doenca de Chagas para o homem no Brasil

Triatoma infestans

T. infestans é o vetor mais importante da doenga de Chagas no Cone Sul da
América do Sul (Peru, Bolivia, Chile, Paraguai, Uruguai, Argentina e Brasil). Origina-



rio do Vale de Cochabamba, Bolivia, e com isolados achados fora dessa regido,3 essa
espécie teve sua area de ocorréncia ampliada pela dispersdo passiva, iniciada desde o
periodo Pré-Colombiano, mas alcancando sua dispersdo maxima nas décadas de 1940-
1960 em conseqiiéncia da expansdo das fronteiras agricolas e da migragdo humanas
(Figura 16.6). Em toda sua area de ocorréncia, T. infestans esta presente no peri e no
intradomicilio; no Brasil, ¢ predominantemente intradomiciliar. Como caracteristica
geral, apresenta baixa variabilidade genética.7,3% Entretanto, comparando duas popu-
lagBes da espécie, uma procedente da Bolivia e outra de Minas Gerais, a populagao
boliviana apresenta maior variabilidade: eles sdo maiores e apresentam trés padrfes
para a enzima glucosefosfato desidrogenase, em contraste com a monomérfica popu-
lacdo brasileira; apresentam maior quantidade de DNA e heterocromatina C em seus
autossomas; a genitalia dos machos pode ser distinguida pelos detalhes do processo do
endossoma e do suporte do falossoma, mas essas diferencas do pénis ndo interferem
na viabilidade do cruzamento entre insetos procedentes das duas regifes.37,3 Em labo-
ratério, o teste de suscetibilidade biologica de insetos procedentes dessas duas regides
ndo revelou diferenca na taxa de mortalidade; entretanto, um estudo comparando o
ciclo evolutivo demonstrou maior taxa de mortalidade para os insetos brasileiros. Ja foi
comprovada menor suscetibilidade de T infestans procedentes do estado do Rio Gran-
de do Sul, da Argentina e do sul da Bolivia a inseticidas piretroides.3940 Nas demais regides
brasileiras, o controle do T. infestans pelo uso de piretréides é um sucesso. A partir desses
resultados biossistematicos, reforcou-se a hipotesel!l sobre a existéncia de um centro de
endemismo para essa espécie, a partir do qual se originaram as demais populacfes
de T infestans presentes nos outros paises, e onde a espécie apresenta maior variabi-
lidade e potencial genético para o desenvolvimento de mecanismos que tornam seu
controle mais dificil, como conseqiiéncia do processo passivo de dispersao.

As novas areas de ocorréncia foram colonizadas a partir de poucos exemplares
levados pelos viajantes (efeito fundador). Dessa forma, acredita-se que gquanto mais
distante o T. infestans estiver do seu centro de endemismo maior sera sua simplificacéo
genéticad? e mais fécil sera seu controle com inseticidas.43

T. infestans T. pseudomaculata T rubrofasciata T. sordida

Figura 16.6 Area de distribuicéo de T. infestans, T. rubrofasciata, T. pseudomaculata e T. sordida
Fonte: Carcavallo et al., 1997
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Panstrongylus megistus

Grande parte da vegetagdo do territdrio brasileiro tem origem comum e corres-
ponde aos ambientes abertos do cerrado no Brasil Central e na Regido Sudeste e da
caatinga e nas depressoes interplanalticas semi-aridas do Nordeste. Destacam-se ainda
o dominio tropical atlantico, caracterizado pelos ambientes florestados (umbrosos), e
as pradarias mistas subtropicais do Sul do pais contiguas ao Uruguai e a Argentina.4
Sobre as atuais feicBes paisagisticas naturais brasileiras,4l apresenta-se a distribuicdo
das espécies de triatomineos de maior importancia epidemiol6gica no Brasil (Figura
16.7). O dominio tropical atlantico representa o centro de dispersdo do P. megistus,
espécie de ampla distribuigdo, ocorrendo no Nordeste nas areas serranas (resquicios de
mata atlantica inseridos no cerrado ou na caatinga) ou litordneas de maior umidade,
até o Sul do Brasil.4l E interessante que essa espécie apresenta comportamento pecu-
liar, sendo o principal vetor autoctone da doenga de Chagas na Regido Sudeste e em
parte da Regido Nordeste, porém, apresentando uma baixa capacidade de colonizagdo
intradomiciliar no Sul do pais. Na regido de Sao Felipe, no Recéncavo Baiano, essa
espécie somente foi encontrada em domicilio humano e em galinheiros, nunca tendo
sido encontrada no entorno silvestre. Ao contrério, no Sul, na llha de Santa Catarina,
seu comportamento é quase exclusivamente silvestre; nessa regido, os adultos chegam
a invadir os domicilios no verdo, porém sem coloniza-los, exceto em situagdes muito
especiais, como em associa¢do a ninhos de marsupiais.45 No Estado de Minas Gerais,
no norte de S&o Paulo e em algumas outras regides, o P megistus revela sua importéncia
epidemioldgica por meio da invasdo e da colonizacdo das casas por adultos que migram
durante o verdo. Portanto, sua valéncia ecoldgica e, consequentemente, epidemioldgica
é variavel de uma regido para outra. Isso tem levado a especulagfes sobre a ocorréncia
de subespécies. Talvez seu comportamento esteja relacionado aos padrées climatico ou
ambiental, com sua importancia epidemiolégica variando nas regiGes onde periodos
secos e chuvosos sdo claramente demarcados.

A alta variabilidade genética dessa espécie foi recentemente demonstrada, mas
sem nenhuma correlagdo com sua importancia epidemioldgica.46 Foi encontrada, en-
tretanto, uma clara sobreposicao entre padrfes genéticos caracteristicos e as areas cor-
respondentes aos dominios paisagisticos da caatinga, do cerrado e da mata atlantica
(Figura 16.8), cujas similaridades e diferencas podem ser explicadas biogeografica-
mente, por meio dos paleoprocessos de expansao e retracdo das areas de maior aridez/
umidade, que permitiram a dispersdo do P megistus

Comparado ao T. infestans, entretanto, P megistus produz coldnias bem menores
(no mé&ximo oitocentos insetos). Numa situacdo de competi¢do, T. infestans predomina
até o desaparecimento total do P megistus no ambiente domiciliar, s6 voltando a ser
capturado ap6s a eliminagdo da outra espécie pelas a¢des de controle.47 Entretanto, é
também muito bom vetor. Areas do Triangulo Mineiro, cujas casas foram coloniza-
das exclusivamente por essa espécie, apresentavam taxas de prevaléncia humana em
torno de 20%.16 E importante lembrar que o T. cruzi foi descrito por Carlos Chagas
parasitando um exemplar de P megistus, espécie que era associada a transmissao da



enfermidade em Lassance, na ocasido da sua descoberta. Espécie nativa com grande
potencial de reinvasao das casas apds o controle, exige permanente atividade de con-
trole contra a reinstalacdo de novas col6nias.
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Figura 16.7 1) Savanas; 2) floresta araucaria; 3) pantanal mato-grossense; 4) cerrado brasileiro;
5) mata atlantica interior; 6) mata atlantica costal; 7) floresta de varzea; 8) floresta amazonica
sudoeste; 9) floresta amazonica Ronddnia e Mato Grosso; 10) floresta imida Darien/Choco;
11) floresta Umida Tapaj6s/Xingu; 12) caatinga; 13) floresta Gmida Tocantins; 14) floresta Umi-
da Guiana; 15) floresta Umida Amapa; 16) floresta Gmida uarama; 17) savana guianense; 18)
floresta tmida guianense; 19) floresta Gmida Japurd/Negro

Fonte: World Wildlife Fund, The World Bank, Washington DC, 1995

T. infestans T. brasiliensis P. megistus T. sordida

Figura 16.8 Areas de dispersdo de triatomineos no Brasildl
Fonte: Forattini, O. F. Rev. Salde Puhl., 1980
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Triatoma vitticeps e Triatoma tibiamaculata

Ainda dentro do contexto do ambiente tropical atlantico, merecem destaque
as espécies 77 vitticeps e T. tibiamaculata. O 7? vitticeps coloniza freqlientemente o
peridomicilio, preocupando pela sua proximidade com o homem e por suas altis-
simas taxas de infeccdo pelo 7? cruzi. Um estudo em Minas Geraisi§ revelou uma
situacdo particular: a infestacdo de pordes situados abaixo do assoalho de madeira das
casas, que servem de dormitorio para animais e parecem funcionar como ambiente
de ligacdo entre o intra e o peridomicilio. O estudo das fontes alimentares revelou
grande associagdo dos triatomineos com roedores, gambas e aves, sendo ainda mino-
ritariamente positiva para cées, lagartos, gado e homem. Apesar de a densidade tria-
tominica intradomicilar ser muito baixa, a invasao das casas por exemplares adultos,
diariamente, com altas taxas de infec¢do pelo 7? cruzi e com uma grande proximidade
ao ciclo silvestre, caracteriza um padrao epidemiolégico diferente do conhecido para
outras espécies. Contudo, existe risco de eventual transmissdo da doenca de Chagas
humana.

O T. tibiamaculata é freqlientemente atraido pela luz, mas ndo forma coldnias
no ambiente artificial. Provavelmente essa foi uma espécie responsavel pela contami-
nacdo do caldo-de-cana ingerido por inimeras pessoas no Estado de Santa Catarina,
em fevereiro de 2005, com 25 delas apresentando manifestagdo clinica da doenca de
Chagas aguda.49 A busca de vetores no ambiente em torno do local onde a transmisséo
ocorreu revelou a presenca desse triatomineo em palmeiras, com altas taxas de infeccao
pelo 7? cruzi. Essa foi uma microepidemia chagéasica por transmissao oral absoluta-
mente eventual e imprevisivel em ambiente com condicfes sanitarias boas, onde nao
se antecipava aquele risco de transmissdo. Nesse episodio, na auséncia de colonizacdo
triatominica intradomiciliar, as ag@es de controle visaram ao diagndstico precoce da
infeccdo aguda e ao tratamento imediato dos doentes.

Os triatomineos nos ecossistemas brasileiros
Cerrado

O cerrado corresponde ao centro de dispersao de varias espécies de triatomineos
(Tabela 16.1), caracterizado por apresentar clima tropical estacionai com inverno seco
e temperaturas que variam ao longo do ano entre 0 °C e 40 °C (média de 22-23 °C), e
pluviometria variando de 1.200 a 1.800 mm/ano. Apesar de pouco conhecida, a fauna
é muito diversificada, oferecendo aos triatomineos muitas alternativas alimentares e
de adaptacdo aos seus ninhos ou covas. Sua flora é relativamente bem conhecida, ri-
quissima, e de distribuicdo heterogénea, compondo mosaicos de formas fisionémicas,
denominadas campos limpos, cerraddo ou savanas. Cortado por importantissimos rios,
0 processo de dessecacdo do solo no periodo seco é superficial (ndo mais que 1,5 a
2,0 m de profundidade). Apesar dos solos serem &cidos (pH entre 4 e 5), sua correcao
pode ser obtida artificialmente. Anteriormente limitado para a agricultura e prestan-



do-se, principalmente, a pecuaria (onde foram instalados extensos campos de pasta-
gem até a década de 1970), nos Gltimos anos os solos do cerrado tornaram-se palco
para a expansdo da agricultura moderna, servindo para o plantio extensivo de varias
culturas, como soja, cana, arroz e outros (Figura 16.9).

Naturalmente essas profundas e extensas alteragdes ambientais tém reflexo na
ecoepidemiologia dos triatomineos: tanto podem aumentar e concentrar 0s ec6topos
silvestres, incrementando as populagfes naturais dos vetores da doenca de Chagas;11,26
quanto substituir completamente o ambiente natural, levando a eliminacéo do triatomineo
de amplas regides, como aconteceu com o Triatoma sordida em areas de cultura de
cana no Estado de S&o Paulo, ou com o P. megistus nas areas de plantacéo de eucalipto
no Vale do Jequitinhonha, Minas Gerais. Em outras regides houve a substituicdo da
vegetacdo natural por pastagens (Figura 16.9C).

Figura 16.9 A transformacdo do cerrado. (A) Aspecto tipico do cerrado em periodo seco.
B) Destruicdo do cerrado para cultura de algoddo. C) Pastagem
Fonte: arquivo da dra. Liléia Diotaiuti

Dentre os triatomineos do cerrado (Tabela 16.2), o T. sérdida representa a es-
pécie mais capturada no Brasil a partir da década de 1980,5 principalmente no pe-
ridomicilio. Oriundo de um ambiente altamente instavel (sob as cascas de arvores
secas),2 seu potencial bioldgico expressa-se no ambiente peridomiciliar, na formagéo
de enormes coldnias muito proximas as casas, podendo significar risco de intradomici-
liacdo.2728 Esse fato esta fundamentalmente relacionado as caracteristicas normalmen-
te complexas desse ambiente, oferecendo inimeras possibilidades de esconderijos e de
fontes de alimentagdo, onde muitos exemplares sobrevivem a borrifagdo por causa da
dificuldade de acesso do inseticida a determinados locais. Mesmo assim, o tratamento
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dessas coldnias peridomiciliares com inseticida ¢ muito importante como parte do ma-
nejo necessario para a manutencao das densidades de barbeiros em niveis mais baixos,
mantendo-os fora do intradomicilio.l5!

Ainda no cerrado, a insercdo de manchas de mata imida, como matas residuais
ou em galeria, permite a ocorréncia secundaria de espécies mais exigentes em relacdo
a umidade, como o P megistus, 0 qual assume grande importancia epidemioldgica nes-
sas regides, sendo, em alguns municipios, 0 Unico vetor responsavel pela transmissao
domiciliar do T. cruzi. Levantamento triatominico realizado no municipio de Bambuilt
revelou que o P megistus era a Unica espécie de triatomineo domiciliada, sendo res-
ponsavel, na época, por 25 casos agudos autoctones descritos. Além disso, ao longo do
rio Paranaiba, na divisa de Minas Gerais com o Estado de Goiés, aonde as taxas de
prevaléncia da infeccdo humana chegam a 20%, o P megistus sempre foi o Gnico vetor
domiciliado.l6

Merece destaque, ainda, no ambiente do cerrado, o R. neglectus, associado a
inimeras espécies de palmeiras nos Estados de S&o Paulo, Minas Gerais, Goias ¢
Tocantins. Apesar de ser estritamente silvestre na periferia de Belo Horizonte,5 no
Triangulo Mineiro é capaz de formar coldnias no intradomicilio. No Estado de Goias,
no periodo de 1975-1982, 93 municipios apresentaram infestagdo por essa espécie
no ambiente artificial, sendo 43,1% das capturas realizadas no intradomicilio.53 Esse
fato revela o potencial da espécie, que, de acordo com os relatérios da Secretaria de
Estado de Saude de Tocantins, s6 ndo alcanca indices maiores gracas a manutencao
de vigilancia permanente contra a formag&o de novos focos.

Tabela 16.1 Principais caracteristicas ambientais do cerrado e da caatinga

Cerrado Caatinga
(1,5 milhdo kmy) (1 milhdo kmy)

Clima semi-arido. Temperatura
média anual entre 27 e 29 °C. Média
pluviométrica: 250 a

800 mm/ano. Os rios séo
intermitentes (o leito tem &gua
apenas durante o periodo de chuva)

Tropical estacionai, invemo seco

Temperaturas médias anuais entre 22-23 °C
Clima Médias pluviométricas: 1.200 a

1.800 mm/ano

Rios perenes

Marcadamente xerofila, arborea,
caducifélia e aberta, com franca
penetragéo de luz solar

(caa = mata; tinga -= clara, aberta)

Muito diversificada; plantas com raizes pivotantes, flora
Vegetacdo riquissima e de distribui¢éo heterogénea; mosaico de formas
fisiondmicas (campos limpos, cerraddo, savanas)

Dessecacao Apenas da superficie (1,5 a 2,0 m) Intermitentes

o . Rasos, pouco sedimento sobre 0
Solos Acidos (pH 4 a 5) e sedimentares cristalino
Caatinga

A caatinga (Tabela 16.1) representa a paisagem dominante no sertdo do Nor-
deste brasileiro, com vegetacdo arborea marcadamente seca, caducifolia, e com franca
penetracdo de luz solar (Figura 16.10). Apresenta um periodo de estiagem de sete
a nove meses, podendo ocorrer secas catastroficas. No periodo chuvoso, a vegetacdo
exuberante é singular.54 Dentre as espécies autoctones de triatomineos (Tabela 16.2),



Figura 16.10 Aspecto geral da caatinga no sertdo cearense

Fonte: arquivo da dra. Liléia Diotaiuti

Tabela 16.2 Triatomineos encontrados nas regides de cerrado e caatinga, Brasil

Espécie de triatomineo

Cavemicola piloia
Panstrongylus lutzi
Panstrongylus diasi
Panstrongylus geniculatus
Panstrongylus megistus
Psammolestes tertius
Rhodnius nasutus
Rhodnius neglectus
Triatoma arthurneivai
Triatoma brasiliensis
Triatoma infestans
Triatoma lenti

Triatoma melanocephala
Triatomapetrocchiae
Triatoma pseudomaculata
Triatoma sordida
Triatoma williami
Triatoma wygodzinskii

Tritoma costalimai

Cerrado

Em areas de transicao

Em éareas de transicdo

Espécie introduzida

Em areas de transicao

Caatinga

Espécie introduzida

Em éareas de transicdo

Em éareas de transicdo

o T. brasiliensis é seu principal representante, sendo encontrado no ambiente silvestre
sob extensos conjuntos de pedras, associado aos roedores, cujas tocas sao estaveis ao
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longo do ano, o que permite o desenvolvimento de grandes col6nias, as vezes ex-
tremamente préximas as casas. Muito ativos podem ser observados durante o dia
saindo das locas de pedras onde se escondem para atacar hospedeiros inadvertidos
expondo-se a intensa luz e altas temperaturas. Podem formar densas col6nias intra
e peridomiciliares.5

Nas unidades domiciliares infestadas, 12 meses ap6s borrifagdo com piretroi-
de, verifica-se a total reconstituicdo da populagdo peridomiciliar original a partir de
exemplares sobreviventes a borrifagdo e de adultos procedentes do ambiente natural.
Os incontaveis ecétopos silvestres e a proximidade destes das casas oferecem grande
problema para o controle da espécie.l3

Outro triatomineo do Nordeste brasileiro ¢ o 7?pseudomaculata.® Assim como
0 7? sordida, seus ec6topos naturais sdo as cascas e 0s 0cos de arvores secas e ninhos
de aves. A captura dessa espécie no ambiente silvestre é extremamente exaustiva, exi-
gindo o desmantelamento dos ninhos e das arvores, sendo muito mais dificil de se-
rem localizados que o 7? brasiliensis. Pouco se sabe sobre as formas de dispersdo do
T. pseudomaculata. O transporte passivo na lenha tem importante papel na introducéo
do triatomineo no ambiente artificial (Figura 16.11). Esse inseto pode constituir gran-
des colbnias no peridomicilio, mas de modo geral é mal adaptado ao intradomicilio.
Merece destaque uma colonizagdo descrita na periferia da cidade de Sobral,5 Estado
do Ceara, demonstrando um potencial de colonizacdo até entdo desconhecido.

Figura 16.11 Transporte passivo de Triatoma pseudomaculata na lenha utilizada para cozinhar
no Ceara. A) Recolhimento da lenha. B) Achado de triatomineos na lenha posta na casa
Fonte: arquivo da dra. Liléia Diotaiuti

As palmeiras de carnatba (Coperniciaprunifera) destacam-se na paisagem da caa-
tinga, permitindo a ocorréncia do Rhodnius nasutus, espécie filogeneticamente muito
préoxima do R. neglectus.57 No Ceara, fora as carnatbas, o encontro do R. nasutus em
ninhos de aves da familia Furnariidae é comum. Eventualmente, constitui coldnias em
ambiente artificial, geralmente associadas a galinhas.

O Panstrongylus lutzi ¢ uma espécie exclusiva do Nordeste. No Estado da Bahia,
seu ecotopo artificial é buraco de tatus,58 também utilizados por P.geniculatus no cerrado.



Na caatinga cearense, exemplares adultos de P. lutzi foram encontrados em ocos de ar-
vores. A presenca de adultos altamente infectados pelo T. cruzi invadindo as casas é fato
bastante conhecido. Entretanto, nos dltimos anos sua ocorréncia no ambiente artificial
no Estado do Ceara tem sido significativamente maior, inclusive formando coldnias.5

No interessantissimo ambiente formado pelas areas serranas inseridas no con-
texto da caatinga, com clima mais ameno e Umido, por causa da ocorréncia de ventos
de origem maritima, o P. megistus pode ser encontrado, 0 que corresponde ao limite
maximo da distribuicdo da espécie no Nordeste. Apesar de o P. megistus ndo apresentar
grande potencial de colonizagdo intradomiciliar nessas areas, sua presenca no peri-
domicilio é freqlente, sendo a terceira espécie mais capturada no Estado do Ceard.5
No agreste dos Estados da Paraiba e de Pernambuco, esse é o triatomineo de maior
importancia epidemiolégica, formando col6nias intradomiciliares, mas no contexto da
mata atlantica, e ndo da caatinga. Nesses ecossistemas com caracteristicas ambientais
diferentes, o P. megistus assume importantes papéis epidemiolégicos.

Considerando-se o corredor de dispersdo formado pelas areas abertas da caatin-
ga e do cerrado, € interessante observar a correspondéncia existente entre as espécies de
triatomineos que ocorrem nas duas regides: na caatinga do Nordeste, 0 Tpseudomacu-
lata, 0 R. nasutus e o P lutzi', nas regies de cerrado do Centro-Oeste e do Sudeste, 0
T. sérdida, o R. neglectus e o P geniculatus nas areas de menor umidade, e o P megistus e
0 P. diasi nas areas mais Umidas.5!

Savanas e pradarias

Nas pradarias do Sul do pais, destaca-se o Triatoma rubrovaria, espécie que
nos ultimos anos tem sido cada vez mais encontrada no ambiente artificial, até mes-
mo colonizando o intradomicilio. No Uruguai, a espécie é encontrada em montes
de pedras as vezes muito proximos das casas, em estreita associagdo com baratas
e outros insetos dos quais se alimenta, demonstrando a preservacdo de primitivos
habitos predatorios.27

Floresta tropical umida

Até recentemente, a Amazonia era considerada fora da area de risco de domici-
liacdo triatominica. Surpreendentemente, inquéritos sorolégicos realizados na década
de 1990 revelaram taxas de prevaléncia humana de cerca de 8%. Dezoito espécies de
triatomineos ocorrem na Bacia Amazonicabl (Tabela 16.3), com risco de domiciliagdo
decorrente principalmente do mau planejamento do processo de colonizagdo da regido
por migrantes procedentes das outras regiGes brasileiras e do desmatamento incon-
trolavel.

De comportamento voraz, os Rhodnius brethesi saem dos locais onde vivem (pal-
meiras de “piacava”) para atacar as pessoas acampadas em tendas.6l O P geniculatus,
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espécie largamente distribuida no Brasil, prevalece no ambiente artificial amazonico
onde se encontram insetos adultos que voam até as casas. No Estado do Pard, a espé-
cie tem sido encontrada colonizando ndo s6 o peridomicilio, em associa¢do a porcos,
mas também sugando sangue humano. Essa espécie destaca-se pela sua ocorréncia
nos diferentes ecossistemas nas Américas Central e do Sul,6? fato indicativo de sua
biodiversidade.

Tabela 16.3 Espécies de Triatominae encontradas na Amazonia brasileira

Belminus herreri Rhodnius nasutus
Cavernicula lenti Rhodnius neglectus
Caverniculapilosa Rhodnius paraensis
Eratyrus mucronatus Rhodnius pictipes
Microtriatoma trinidadensis Rhodnius prolixus
Panstrongylus geniculatus Rhodnius robustus
Panstrongylus lignarius Triatoma maculata
Panstrongylus rufotuberculatus Triatoma rubrofasciata
Rhodnius brethesi Triatoma rubrovaria*

* Necessita de confirmagdo, pois trata-se de espécie do Rio Grande do Sul e do Uruguai, cuja
ocorréncia na Amazoénia pode significar introdugdo passiva por meio da migracéo

de agricultores gatchos ou simplesmente por identificacdo equivocada.
Fonte: Coura e cols., 1999

Figura 16.12 Distribuigdo geografica do Complexo Rhodnius (Carcavallo et al., 1997). A) R.
nasutus. B) R. neglectus. C) R. prolixus. D) R. robustus
Fonte: arquivo da dra. Liléia Diotaiuti



Os Rhodnius séo de interesse especial na epidemiologia da doenca de Chagas na
Amazdnia. O principal representante do género, sem duvida, € o R. prolixus, principal
vetor da doenga de Chagas na Venezuela, na Colémbia e em alguns paises da América
Central (Figura 16.11), com seu centro de endemismo nas florestas da regido do Ama-
zonas-Orinoco.63 Esta associado a palmeiras e a ninhos de gargas,f4 a partir de onde
coloniza as casas via transporte passivo ou ativo. Sua origem silvestre permanece,
entretanto, duvidosa: estudos morfométricos e isoenzimaticos ndo detectaram iden-
tidade entre R. robustus encontrados em palmeiras da Venezuela e R. prolixus tipicos
encontrados colonizando casas em Trujillo e outras regides deste pais. E possivel dife-
renciar molecularmente R. robustus e R. prolixus pela andlise do citocromo b mitocon-
drial;65 a primeira espécie tem ampla area de ocorréncia, e sua consistente variabilidade
configura um complexo de espécies; entretanto, os R. robustus da Venezuela estdo mais
préximos dos R. prolixus

A variacdo de nucleotideos nas populagdes de R. prolixus foi muito baixa, susten-
tando a hip6tese da sua diferenciacéo recente, a qual teria sido dispersada pelo homem,
passivamente.t5 Esse tema tem merecido especial atencdo por causa da importancia
epidemioldgica de R. prolixus em vérios paises; a definicdo das espécies de Rhodnius
da Amazénia e o potencial epidemioldgico de R. robustus da Venezuela mostram que
ambos estdo proximos de R. prolixus?! No interior das casas, R. prolixus é capturado
preferencialmente nos tetos de palha, onde alcanca elevadas densidades. Eles sdo muito
ativos - particularmente se estiverem com fome - e preferem temperaturas em torno
de 25 °C. A umidade parece ser fator fundamental para seu desenvolvimento, afetando
dramaticamente a eclosdo dos ovos.3,66 Estudos populacionais comprovam a hipétese de
introducdo passiva da espécie na América Central, onde s é encontrada dentro das ca-
sas, sendo responsavel pela maior taxa de prevaléncia em habitagdo humana da regiéo.67
Pela sua importancia epidemioldgica e pela facilidade de manutencdo em laboratdrio,
tornou-se muito utilizada nos estudos sobre triatomineos.

Diante da complexidade da Regido Amazodnica e dos riscos que os triatomineos
amazoOnicos podem trazer, a area foi reconhecida como situacéo especial, onde se de-
vera implantar um estudo piloto de vigilancia epidemioldgica capaz de identificar as
espécies envolvidas na transmissdo local do T cruzi.bi

Aspectos comportamentais de triatomineos nos ecossistemas
brasileiros

O T. infestans ndo apresenta caracteristica tipica de qualquer uma das fei¢Ges
paisagisticas brasileirasi4 pois é original da Bolivia, Unico pais onde sua existéncia
no ambiente silvestre foi comprovada, onde vive em associagdo com roedores sob
locas de pedras. Adaptado desde o periodo pré-colombiano as habitagdes humanas,
dispersou-se passivamente para o Paraguai, a Argentina, o Uruguai, o Peru e o Chile,
chegando ao Brasil.3% No final da década de 1960 atingiu sua expansdo maxima no
Brasil, apresentando focos em Alagoas, Pernambuco, Paraiba e Piaui, como resul-
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tado do retorno de nordestinos as suas regiGes de origem ap6s o fracasso do plano
econdmico que os havia atraido para a Regido Sudeste. Predominantemente peri-
domiciliar, pode apresentar infestacGes em altissimas densidades, ndo sendo raro o
encontro de 3 mil ou mais insetos dentro de uma Unica casa, sendo responsavel por
altas taxas de prevaléncia da doenca de Chagas nas suas areas de ocorréncia. Essas
caracteristicas conferiram-lhe o titulo de espécie mais importante em todos 0s paises
onde tenha sido assinalado.

O T. infestans representa uma espécie altamente especializada em viver asso-
ciada ao homem e aos animais domésticos. Em seu processo de dispersao, houve uma
selecéo de populagfes com caracteristicas genéticas muito simplificadas, conferindo-
Ihe baixa plasticidade e poucas ferramentas bioldgicas que lhe permitissem adaptar-
se a ambientes diferentes. Se por um lado essa extrema adaptacao ao intradomicilio
conferiu-lhe a posicdo de vetor mais importante na transmissdo da doenca de Cha-
gas ao homem, por outro também significa grande fragilidade genética, o que torna
possivel sua completa eliminacdo das areas de ocorréncia, exceto, naturalmente, do
seu centro de endemismo na Bolivia.

O Triatoma rubrofasciata pode ser considerado o Unico triatomineo estrita-
mente domiciliar. Encontra-se nas regifes costeiras de todo o tropico, intimamente
associado ao rato doméstico (Rattus rattus rattus), transmitindo-lhe o Trypanosoma
conorrhiniT Com relagdo ao T. cruzi, infecta-se facilmente, mas deve ser considerado
um vetor secundario.

Também com ampladistribuicao geografica (Norte daAmeéricado Sule América
Central), o Triatoma dimidiata tem grande importancia epidemioldgica. Seus ecéto-
pos naturais sdo principalmente tocas de marsupiais (0 que lhe confere altas taxas de
infeccdo), troncos de arvores ou montes de pedras. Sua introducao passiva nas casas
pelalenhafoi comprovadana Costa Rica. Entretanto, pouco se sabe sobre sua dindmica
populacional e processos de dispersdo ativa. E interessante assinalar dois importantes
aspectos da sua ecologia que o distinguem da maioria dos triatomineos: a freqiiéncia
com que é encontrado colonizando areas urbanas e a capacidade de transmissao do
7? cruzi a0 homem, mesmo quando em muito baixa densidade. Distingue-se ainda
pela sua associagcdo com o0s pisos das casas, onde usa da estratégia de polvilhar-se
com a poeira do chdo para esconder-se adredemente.67

Exceto por 7? dimidiata e R. prolixus na América Central, pouco se sabe so-
bre ecologia e comportamento das demais espécies de triatomineos presentes nes-
sa regido. Segundo,f9 existem 16 espécies nesse continente. Rhodnius pallescens é o
principal vetor da doenca de Chagas no Panama, onde sua ocorréncia em palmeiras
é comprovada, alimentando-se em gambas, tamanduds, preguicas, passaros e, rara-
mente, lagartos. Dentro das casas, alimenta-se freqiientemente de sangue humano, e
no peridomicilio, de pombos e galinhas. O rato de s6tdo, Rattus rattus, foi o terceiro
hospedeiro mais comum, podendo representar um reservatério ancestral da doenca
de Chagas nas areas rurais.’l0 No México estdo assinaladas 26 espécies de triatomi-
neos, entre as quais se destacam pela importancia epidemioldgica o R. prolixus, o
Triatoma barberi ¢ o T. dimidiata, assinalando-se ainda as espécies dos complexos



phyllosoma e protracta. T. barberi tem ampla distribuicdo no pais, colonizando o intra
e o peridomicilio. Apresenta comportamento bastante agressivo, picando durante o
dia ou a noite.ll O T. phyllosoma é encontrado nas vivendas humanas e no perido-
micilio.

Conclusao

O estudo do comportamento e da ecologia das espécies de triatomineos po-
dera fornecer importante informacéo para subsidiar o controle da transmissdo do T.
cruzi ao homem. Destaque-se ainda que mesmo as espécies cujo comportamento ja
tenha sido estudado deverdo estar sob permanente investigacdo e vigilancia, tendo
em vista as rapidas e profundas modificagdes do meio ambiente, inclusive na com-
plexidade do ambiente urbano, com possibilidade de expansdo das areas coloniza-
das. Além disso, a variabilidade genética e diferentes formas de interacdo com esse
ambiente em modificacdo também estdo a requerer novas ferramentas para controle
dos triatomineos. Os marcadores genéticos de populagdes com maior potencial de
domiciliacdo e a identificacdo de condi¢cBes ambientais que facilitam a domiciliagdo
podem ser novas ferramentas Uteis no combate aos triatomineos.

Abstract

Triatomines lifecycles involve contamination and transmission of Trypanosoma
cruzi, agent of the enzootics Chagas disease. The triatomines are intermediate hosts
and vectors of the flagellate protozoan to mammals, which represents an evolution
adaptation ofover 90 million years since the quaternary (mesozoic, cretaceous). There
was evidence for the enzootics involving omnivorous mammals, particularly skunks,
armadillos and ant-eaters. These mammals living habits have suggested the oral as
the main route of contamination and acquisition of T. cruzi infections. Nevertheless,
vector-transmitted T. cruzi infections by contamination ofthe site ofthe insect's bite
cannot be discarded because triatomines were already hematophagous at that early
epoch. Hematophagy is an important nutritional-biochemical requirement to de-
termine the proximity of triatomines to wild mammals and/or humans. Adaptation
of several triatomine species to peri- and intra-domicile might have provided the
grounds for spreading Chagas disease. Identifying and characterizing the biologic
habits of the triatomines has provided basic knowledge and tools for dislodging the
main vectors transmitting T. cruzi infections to humans. The success that has been
achieved by spreading piretroides on peri- and intra-domiciles needs to be empha-
sized. However, its use with caution is recommended. Insecticide spread in the envi-
ronment may not be accepted in the long run to control vector-transmitted Chagas
disease. Therefore, further knowledge towards development of new tools aiming at
an effective control of vector-borne Chagas disease is required.
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Capitulo 17

O controle da tripanossomiase americana
requer vigilancia ecoldgica e social da
emergéncia do risco

Christine A. Romana

Outros tempos-, outrasformas de vida; outrasformas de vida, outras doengas.

No século XX, diferentes iniciativas nacionais e internacionais na América
Latina implementaram programas intensivos de prevengéo e controle da tripanosso-
miase americana ou doenca de Chagas na sua forma zoon6ética que continuam ainda
sendo desenvolvidos. A finalidade é interromper o ciclo domiciliado da infeccdo com
a eliminacéo dos triatomineos responsaveis pela transmissdo do parasito Trypanosoma
cruzi no espago doméstico ou peridoméstico e a redugéo e a eliminagdo da transmis-
sdo por transfusdo sanglinea. Esses programas foram, em geral e segundo os paises,
bem-sucedidos, mas na fase de vigilancia verificou-se um potencial invasor de espé-
cies de triatomineos até la consideradas silvestres ou nativas no espaco domiciliar. No
fim do século XX e no comego do XXI, equipes de cientistas vém também descreven-
do, em diferentes paises latino-americanos, novas formas de contaminacéo associadas
a presenca do inseto infectado nas habitacdes ou nos alimentos, sem colonizacao das
dependéncias humanas. A doenga comeca a emergir, assim, em areas ndo declaradas
endémicas, como na Regido Amazo6nica. Entre as causas diretas e indiretas desses
fendmenos, é possivel ressaltar as dindmicas sociais de ocupacdo do solo responsaveis,
sobretudo, pelas transformagdes das paisagens e, conseqlientemente, dos sistemas epi-
demioldgicos. Manter e ampliar uma agdo de vigilancia permanente e integrada aos
servigos, na auséncia de transmissdo, € 0 maior desafio para a prevencdo da doenca
no momento, pois 0 trato que requer um problema do tipo ecoldgico, sistémico e
complexo como ¢ a doenca de Chagas exige a adogao de solugdes globais e ecologica-
mente validas para que os resultados sejam permanentes ou sustentaveis. Se no século
XX tratava-se de controlar uma zoonose instalada nas dependéncias humanas, hoje
em dia trata-se de identificar, caracterizar e gerar um risco sanitario com base em uma
enzootia que circula no meio ambiente. As estratégias adaptativas, de evolugao rapida,
dos componentes do sistema epidemiolégico da tripanossomiase americana necessi-
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tarn ser entdo caracterizadas, analisadas e acompanhadas no tempo e no espaco com
implementacao de redes de observacdo dos impactos da predacdo do homem sobre a
vegetacdo e 0 ambiente.

Introducéo

As paisagens sdo as herangas de processos muito antigos, responsaveis, sobretu-
do, pela compartimentacdo geral da topografia durante dezenas de milhdes de anos,
remodelados por processos de atuagdo no quaterndrio no mesozoico e no cretaceo.
Esse universo paisagistico flutuante! fora também profundamente influenciado pelos
agrupamentos humanos e suas atividades; as paisagens que se reconhecem na estrutura
atual da superficie terrestre sdo muito proximas daquelas dos Gltimos 10 mil anos.

Se alguns as descrevem como simples espacos territoriais, em realidade o mundo
atual herdara paisagens associadas as ecologias pelas quais todos tém uma parcela de
responsabilidade: desde as instituicBes politicas dos governos até o mais simples colo-
no ou cientista no sentido de uma busca de modelos que valorizem o desenvolvimento
sustentavel, a preservagdo dos recursos naturais e, conseqientemente, a sadde para as
novas geragoes.!

A doenca de Chagas €é a condigdo clinica resultante da infeccdo com o Trypa-
nosoma cruzi. A infecgdo é transmitida pelos triatomineos hematéfagos (Hemiptera:
Triatominae) que contaminam o local da picada durante o repasto de sangue em
hospedeiros mamiferos. Mais de 1.150 espécies de mamiferos sdo permissivos ao
T. cruzi. A Chagas é, pois, uma doenga compondo a paisagem resultante das inte-
racBes do homem com o meio ambiente.3 Os triatomineos constituem a principal
modalidade de contaminacgdo (80% dos casos). As contaminagBes por via sangiinea
e pela transmiss&o oral (transfusdo, contaminago materno-infantil, transplantes, aci-
dentes de laboratorio) constituem os 20% restantes. Na grande maioria dos casos,
0s humanos sdo contaminados por insetos domiciliados nas habita¢Bes ou nos espa-
¢os peridomésticos. Além dessas modalidades intra e peridomiciliares, e de maneira
mais secundaria, a transmissao pode se dar também na ocasido de deslocamentos dos
homens nos biétopos naturais dos triatomineos silvestres. Um exemplo interessante
disso € o caso dos piacabais formados de palmeiras da espécie Leopoldiniapiassaba na
regido do rio Negro, na Amazonia, onde o ataque as populagdes humanas ou a invasao
das moradias pelo triatomineo Rhodnius brethesi foi descrito.4, 516

Nao obstante, no fim do século XX e no comego do XXI, equipes de cientistas
vém descrevendo, em diferentes paises, como México, Colémbia, Guiana Francesa,
Brasil ou Panama, novas formas de contaminacao associadas a presenca do inseto
infectado pelo T. cruzi nas habitacBes ou nos alimentos, sem colonizagdo das de-
pendéncias humanas.7,8,9,10,11 A doenca comega a emergir assim em areas nao de-
claradas endémicas, como na Regido Amazonica.12,13141516 Entre as causas diretas e
indiretas desses fendmenos, é possivel ressaltar o desmatamento para implantagdes
de agropecuaria extensiva ou monocultivos, de sistemas agricolas fundamentados



num alto ou médio grau de manejos (agrotdxicos e irrigacao). A colonizagdo agraria
esponténea ou induzida, a exploragdo madeireira, a garimpagem, as grandes infra-
estruturas regionais ou nacionais (estradas, canais, barragens), as migragdes de po-
pulacbes, os fendbmenos de urbanizacdo fazem parte também hoje desses processos
ecossociais.3

Essas dindmicas de origem regional ou nacional levam a constituicdo de novos
mosaicos de paisagem, em geral mais fragmentados que as unidades anteriores.3 No-
vos bidtopos, nichos ecologicos, surgem ou se ampliam, por exemplo, nos ecétonos.
As redes tréficas sdo alteradas e reconfiguram-se obedecendo as novas modalida-
des. As regras sociais de circulagdo no espaco e de uso dos recursos naturais tam-
bém sédo readaptadas aos novos contextos. O atual contexto de transformacdes dos
ecossistemas latino-americanos leva a interrogar-se sobre os sistemas de prevencao
e de controle das doengas infecciosas e parasitarias em geral, e em particular no
caso da doenca de Chagas, como hoje se deveria afrontar o risco de sua emergéncia
ou reemergéncia.

O desafio atual para os servigos de saude

O risco em saude publica é definido como ‘todos os eventos indesejaveis que
possam afetar a satde dos individuos, grupos ou populacfes a partir de comporta-
mentos, atividades humanas e situa¢des”.ll Com a recente emergéncia de doencas
infecciosas, como Aids, hantaviroses, ou ainda a exposicdo a agentes quimicos no-
civos, como o amianto, o mercurio, o radon ou diversos inseticidas, a opinido publi-
ca ficou sensibilizada a nogdo de risco e demonstrou a capacidade de se mobilizar
para exigir a intervencao dos responsaveis nos diversos setores envolvidos. Porém,
no que se refere as doengas tropicais transmitidas por vetores, ha pouco dialogo
entre as populagdes envolvidas que percebem pouco ou nada 0s riscos sanitarios
sem exigir uma resposta adequada dos poderes publicos.l7 Atualmente, o0 risco
sanitario é um fendmeno dinamico associado as alteragdes climaticas e a modelos
geograficos que implicam, por exemplo, variagdes topogréaficas ou ecologicas.18

O desafio para os servicos de salde, em particular nos paises em desenvol-
vimento, é o de descobrir antecipadamente esses riscos, considerando os efeitos
ndo uniformes do ambiente fisico no espaco e no tempo associados a diversidade
sociocultural. Nesse contexto geogréafico, social e econdmico diante de fenbmenos
como 0 desmatamento, o crescimento urbano ou as mudancas climaticas globais,
a andlise do risco para a tripanossomiase americana deve estimular a construcao
de modelos de prognostico. No entanto, a contextualizacdo do objeto de estudo
num espaco definido, com seus componentes bidticos e abidticos e seus processos
de transformacéo, ocorre em varias escalas de tempo; o homem que ocupa e forja
representacOes desse espaco e dos acontecimentos que nele ocorrem dé aos progra-
mas de controle e de vigilancia um enfoque ecoldgico, principalmente de ecologia
da paisagem aplicada a saude publica.
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Nesse enfoque de tipo ecoldgico, 0 homem é considerado um dos elementos de
um sistema que se desenvolve entre dinamica social e meio ambiente. A anélise ecold-
gica do risco caracteriza-se entdo pela identificacdo da estrutura e do funcionamento
desse sistema no meio ambiente.3,192021 Na epidemiologia, parte-se da andlise das
populagBes humanas e de sua estrutura para avaliar suas condi¢Ges sanitarias e de risco.
Nao obstante, o controle do risco faz-se ndo basicamente no nivel da populagéo ou do
individuo, mas também dos ecossistemas. Nao se trata entdo de incorporar a variavel
ambiental ao estudo epidemiol6gico, mas de ter no ambiente o suporte dos fenémenos,
o0 palco das interacBes entre as sociedades e 0s meios.

A iniciativa do Cone Sul e o controle da doenca de Chagas

A doenca de Chagas foi controlada até hoje com uma abordagem de tipo epi-
demioldgico. No século XX, o Brasil, a Argentina, a Bolivia, o Chile, o Paraguai e o
Uruguai fazem parte da iniciativa dos paises do Cone Sul desde 1991 para implemen-
tar programas intensivos de prevencao e controle da doenca na sua forma zoondtica,
programas que continuam ainda sendo desenvolvidos.22 A finalidade é interromper
o ciclo domiciliado da infecgdo pelo Triatoma infestans, principal espécie responsavel
pela transmissdo da doenca no espaco doméstico ou peridoméstico, a reducdo da in-
festagdo domiciliar de outras espécies de triatomineos presentes nas areas ocupadas
pelo 7?7 infestans e, finalmente, a eliminagdo da transmissdo por transfusdo sangui-
nea.23,2425 O que justificava uma abordagem comum a todos os paises para controle
da transmissdo da doenga era que 7? infestans constituia a principal espécie vetor
domiciliada em quase toda a sub-regido do Cone Sul.

Nessa histéria do controle vetorial de Chagas no Cone Sul, descrevem-se trés
periodos bem distintos:2

+ 1950-1970: etapa considerada de controle irregular, com cobertura limitada e assis-
tematica e com resultados pouco conseqlientes. Nesse periodo, o 7? infestans conti-
nua sua expansdo nos paises do Cone Sul fora de seu nicho de origem na Bolivia,
incrementando a transmissdo domiciliar do parasito.

+ 1970-1990: o controle é regular, com maior cobertura e um incremento da siste-
matizagdo das acdes baseadas em indicadores entomoldgicos e imunoldgicos. Os
resultados mostraram no caso de alguns paises importante reducdo nos niveis de
transmissé&o.

+ 1991-2006: o controle continua regular e sistematizado, com uma clara inte-
gracdo sub-regional.2526,27,28 O programa consolida os resultados adquiridos no
ambito nacional. Considera-se hoje que a incidéncia da doenca caiu de 70% no
conjunto das areas endémicas. Entre 1997 e 2000, Uruguai, Chile e 10 dos 12
estados brasileiros endémicos foram declarados livres da transmisséo vetorial e
transfusional da doenca de Chagas.29,30 No caso da interrup¢do da transmisséo



transfusional de T. cruzi, o terceiro e Gltimo objetivo do Programa do Cone Sul,
a meta foi atingida em todos os paises com uma cobertura préxima de 100%, a
excecdo da Bolivia.s

Como existiam varias limitantes desde o ponto de vista epidemiolédgico, o con-
trole era possivel principalmente pela intervencao direta, em grande escala, sobre as
populagbes domiciliadas de triatomineos por meio do tratamento quimico das habi-
tacOes infestadas. Esse fato deu inicio a uma longa discussao, que ainda agora nao esta
concluida, sobre os inseticidas, o risco de poluicdo ambiental, sua eficacia transitoria, 0
alto custo de compra e as possibilidades de aplicacbes de outro tipo de inseticida, como
0s bioinseticidas.25,31

N&o obstante, avalia-se que as operagdes foram, em geral e segundo os paises,
bem-sucedidas nas areas endémicas com respeito ao vetor T. infestans, mas na fase
de vigilancia apontou-se para um potencial invasor no espaco domiciliar de espécies
de triatomineos até la consideradas silvestres ou nativas.2532,33 Das 137 espécies de
triatomineos hoje descritas,34 quase trinta parecem ter um potencial invasivo para as
habita¢cGes humanas, particularmente espécies como T. brasiliensis, T. pseudomaculata,
T. sordida ou R. neglectus. Essas espécies sdo chamadas de “espécies secundarias” ou de
“candidatos vetores” dependendo da extensdo de sua distribuicdo, do avango do pro-
cesso de domiciliacdo e de sua capacidade de transmissdo do T cruzi}s Independen-
temente do seu status atual, todas devem ser levadas em conta no &mbito de operacdes
de vigilancia, ja que se constata hoje uma aceleragdo do processo de domiciliagdo de
varias dessas espécies silvestres.2

Em 1997 e 1998, foram aprovadas novas iniciativas similares nas regides do
Pacto Andino e da América Central e Caribe.2536,37

Na atual situacdo em que a magnitude do problema foi grandemente reduzida,
sobretudo pelo controle de T. infestans, T. dimidiata e Rhodniusprolixus, em funcéo da
sua pouca expressdo clinica na fase aguda, da evolugao cronica e dos grupos populacio-
nais afetados ou sob risco, diante da pouca ou nenhuma capacidade de reivindicacdo
das populacGes envolvidas e da ocorréncia de outras enfermidades de carater agudo e
transmissdo epidémica, como dengue e hantavirus, a doencga de Chagas tende a receber
menor prioridade. A analise dos fatos sugere que os resultados alcangados e todo o
investimento feito podem ser comprometidos.

Manter e ampliar uma acdo de vigilancia permanente e integrada aos servigos,
na auséncia de transmissdo, é o maior desafio para a prevenc¢do e o controle da doenca
no momento, pois o0 trato que requer um problema de tipo ecologico, sistémico e com-
plexo como é a doenga de Chagas exige a adocdo de solucdes globais ecologicamente

vélidas, para que os resultados sejam permanentes ou sustentaveis. E 6bvio que atual-
mente se vive uma etapa diferente na historia do controle da doenga. Se no século XX
tratava-se de controlar uma zoonose instalada nas dependéncias humanas, hoje em dia
se trata de identificar, caracterizar e gerar um risco sanitario a partir de uma enzootia
que circula no meio ambiente.
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Abordagem ecoepidemioldgica do problema

Assim, desde um ponto de vista ecoepidemioldgico e baseado nas teorias de
Beklemishev3 e de Rioux et al.,3) considera-se um foco de tripanossomiase ameri-
cana um sistema complexo de populacdes que interagem: agentes patogénicos, inse-
tos vetores, hospedeiros vertebrados ou reservatorios de T. cruzi. Esse conjunto de
organismos que participam da expressdo de uma doenga num instante dado e num
contexto geografico definido constitui um sistema epidemiologico, considerado como
um caso particular num sistema ecoldgico. A interdependéncia dos elementos bioti-
cos desses sistemas (agente patogénico, reservatério humano ou animal) confere-lhes
propriedades definidas de estrutura e de estabilidade. As interconexdes presentes sédo
de tipo co-adaptativo e, portanto sdo mantidas por processos de co-evolugéo. O fun-
cionamento do conjunto (com a circulacdo do agente patogénico de um héspede para
outro) depende de fatores enddgenos e exdgenos.

Indicadores ecoldgicos e cartografia do risco: 0 modelo no Panamé

E possivel entdo reconhecer dois tipos principais de sistemas na doenga de Cha-
gas, os focos naturais e 0s sinantrépicos, interativos e, a0 mesmo tempo, autbnomos
(self-supporting)..® Os focos naturais ocupam espagos particulares na paisagem, e seus
limites podem ser determinados pela biogeografia dos biotopos dos insetos vetores.
Por exemplo, no Panama e na Coldmbia, um foco natural de tripanossomiase america-
na é representado por um sistema predominante de populagdes selvagens de 7? cruzi,
de R. pallescens e de hospedeiros e reservatérios vertebrados; todos esses elementos
coexistem nas palmeiras da espécie”. butyracean (Figura 17.1).

Em realidade, entre as diferentes espécies de Rhodnius, R. nasutus, R. neglectus, R.
pallescens, R. robustus e R. pictipes estdo estreitamente associadas as palmeiras do género

7ot

Figura 17.1 Attalea butyracea, palmeira do género Attalea, principal bidtopo do triatomineo
Rhodmuspallescens vetor do parasito Trypanosoma cruzi e indicador ecoldgico do risco de trans-
missdo da tripanossomiase americana na regido metropolitana central de Panama

Fonte: D. Brunstein, CNRS



Attalea,42 e é possivel considerar as espécies como indicadores ecoldgicos de um risco
epidemioldgico para a tripanossomiase americana. A cartografia de sua distribuicao
(e de suas dindmicas populacionais) constitui assim o elemento de definicdo dos espa-
¢os de risco para a presenca dos insetos e para a transmissdo do T. cruzi.43 No Panama,
por exemplo, A. butyracea esta presente nas areas rurais e urbanas da depressao central
do pais, areas onde moram 2/3 da populagdo total do pais4 4546’47 (Figuras 17.2,17.3
e 17.4). Nessa area, concentram-se numerosos casos clinicos da doenca, com alta pre-
valéncia entre cdes e criancas menores de 15 anos.4849,50,51'52’53

Figura 17.2 Fendmenos de frentes pioneiras na periferia oeste da cidade de Panama. Urbaniza-
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¢do invasora da floresta tropical Umida da bacia hidrografica do Canal de Panama. Introducao

do risco de transmissdo no interior da urbanizacdo por intermédio da palmeira Attalea butyra- 1
cea, principal biétopo do triatomineo Rhodmus pallescens
Fonte: J. F. Cornu, CNRS 239

Figura 17.3 Biogeografia de Attalea butyracea na regido metropolitana central de Panama e
cartografia da area de risco de transmissdo da tripanossomiase americana para as populagdes
humanas. A) Cartografia da regido central de Panama. B) Modelo regional de distribuicao es-
pacial da palmeira A. butyracea baseado em uma regresséo logistica binaria simples. Determina
a probabilidade de observacéo da palmeira a partir da altimetria (SRTM) e da pluviometriat?
Fonte: www.boyds.org/canal.htm
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Figura 17.4 Cartografia da area de risco de transmissdo da tripanossomiase americana na ci-
dade de Arraijan, na periferia oeste da capital de Panama. A) Cartografia da cidade de Arraijan
(Instituto de Geografia Nacional Tommy Guardia, 1999). B) Modelo local probabilistico de
presenca da palmeira Attalea butyracea na cidade de Arraijan baseado numa regressao logistica
ordinal de tipo cumulativo odd ratio, que determina a probabilidade de observacdo de classes
ordenadas da palmeira em quadrantes de 0,50 hectares com base em dados de tipo ordenamen-
to territoriald3

Fonte: Romana et al., Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg., 1999

Considerando que toda vida é uma adaptagdo ou, em outras palavras, é uma
adequacdo individual ou populacional a fatores mesoldgicos determinantes,4 deve-se
dar énfase aos elementos do meio ambiente para caracterizar um risco a partir de indi-
cadores ambientais e integrar a dimensdo ecoldgica numa abordagem epidemiologica
aplicada ao controle da doenca.

O método ecoepidemiolégico com trés enfoques, espacial, estacionai e popu-
lacional, permite caracteriza-los com a finalidade de estabelecer mapas nosoldgicos
a partir de uma ou mais variaveis significativas da presenca de risco.192 De cara-
ter holistico, esse tipo de abordagem permite definir modelos de interacdes insetos
vetores-unidades de paisagem e estratégias realistas e eficazes de luta, prevengdo e
vigilancia baseadas sobre o conceito de antropossistema de risco (Figura 17.5). Um
dos pontos-chave desse tipo de abordagem é que a paisagem ultrapassa a nocao de
ecossistema (reconhecida como uma biocenose homogénea num biétopo homogéneo)
e permite observar a homogeneidade e a heterogeneidade do espaco de risco e as es-
calas pertinentes de analise e de atuacdo no atual contexto de definicdo de politicas
ambientais sustentaveis.

O uso dos sistemas de informacdes geograficas (SIG) e de modelos de redes
sociais nas comunidades, apesar de serem técnicas bem conhecidas, sdo instrumentos
ainda pouco utilizados nos paises latino-americanos. O SIG leva em consideragdo a
diversidade dos aspectos ecoldgicos e humanos ligados a transmissdo das doengas € a
definicdo de areas de risco nos diferentes ecossistemas ou biomas. Inclui bases de



dados atualizados, espaciais e temporais, que podem conter as localizages geograficas,
0s aspectos bidticos e abioticos do meio ambiente, os registros clinicos, entomoldgicos,
imunolégicos, demograficos, etc. (Figuras 17.6A e 17.6B). Os modelos de redes per-
mitem reconhecer os atores sociais e seus papéis na comunicagdo das informagoes.5

Mudancas climéticas

Politicas Contexto socioeconémico
publicas e Sociedade
atores

SAUDE-DOENGCA
enzootia- zoonose

Biomas — > Paisagens
Interacdes de tipo ecolégico

Mudangas ambientais

Escalas globais e regionais

Figura 17.5 Esquema mostrando os elementos constitutivos de um antropoecossistema de
risco de emergéncia da tripanossomiase americana associada as interagdes entre palmeiras do
género Attalea e espécies de triatomineos do género Rhodnius em ecossistemas de floresta
tropical umida

Fonte: arquivo da dra. Christine Romana

Acbes antropicas, mudancas da paisagem e doenga na Amazonia

No caso do macrodominio de florestas Umidas tropicais como é a Amazonia,
cinturdo de maxima diversidade bioldgica do planeta e de méaxima diversidade de po-
pulacbes de parasitos, insetos e vertebrados, 0 modelo de prevencédo e de controle da
doenca de Chagas, util nos macrodominios de florestas secas tropicais onde os triato-
mineos estdo domiciliados, ¢ inadaptavel. A Amazonia é um bioma complexo, onde se
encontram aproximadamente 25 espécies de triatomineos silvestres, todas considera-
das potencialmente vetoras do T. cruzi que invadem as habitacfes humanas, contami-
nam alimentos ou atacam as pessoas que trabalham e dormem no meio da floresta.5
Certas populagdes de triatomineos ja estdo adaptadas aos ecotopos naturais, mas sdo
exce¢Bes T. maculata, Panstrongylus geniculatus, P. herreri e R. stall. Em realidade, s&o
espécies associadas freqlientemente aos meios abertos, como as savanas naturais ou
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Figura 17.6A Cartografia do risco de transmissdo da tripanossomiase americana na Amazoénia
242 oriental brasileira. Imagem de satélite de areas desflorestadas na regido amazdnica em 2004

Fonte: Inpe

Figura 17.6B Superposigdo das areas desflorestadas tomadas por satélite. Desenho da dis-
tribuicdo espacial de Attalea speciosa (babagu) na Regido Amazonica



apos desflorestacdo, e se assemelham no comportamento as espécies de triatomine-
os domiciliados das florestas secas da América Latina. A prevaléncia da infeccdo na
Amazbnia é aproximadamente de 1% a 5% segundo as areas.’> As microepidemias
familiares estdo associadas ao consumo de alimentos contaminados, e 0 nimero de
casos agudos faz pensar que a transmissdo vetorial deve ser importante.

Mas a Amazonia é sede de rapidas transformacdes do meio ambiente em relacéo
com as atividades produtivas (agricultura, extrativismo, etc.) e com 0 uso dos recursos
naturais.56,57 Em particular, os desmatamentos avangam nas fronteiras agricolas da
Amazobnia oriental e sdo poucos os elementos indicadores dos impactos desses pro-
cessos sobre a doenga de Chagas. Esse aspecto € particularmente importante, pois
diversas espécies de palmeiras do género Attalea, consideradas invasoras das areas an-
tropizadas sdo bidtopos preferenciais para os triatomineos do género Rhodnius. Nes-
sas regides, as relagdes palmeiras-Rhodnius é um elemento de peso na implementagédo
de novas formas de avaliagdo e gestdo do risco para a doenca, em particular nas areas
das periferias urbanas da Amazonia oriental (Figura 17.7). No Brasil, por exemplo,
palmeiras A. speciosa (babagu) cobrem extensas superficies da regido periamazonica

Figura 17.7 Representagdo grafica da espacializagdo do risco ambiental para a tripanossomiase
americana baseada na heterogeneidade das densidades totais de palmeiras Attalea speciosa segundo
as atividades antrépicas em uma frente pioneira de desmatamento no municipio de ltupiranga,
Estado do Para.5s O modelo determina os niveis de risco espago-temporal em diferentes unidades
da paisagem representadas na imagem. Area coberta: 32.400 km?

Fonte: satélite Landsat 7 Sensor ETM-09/07/2001, via 224, esteira 24

Capitulo 17 - O controle da tripanossomiase americana regi

243



Christine A. Romana

244

e sdo o principal elemento floristico dos 200.000 km? da “zona dos cocais” localiza-
da em regides dos Estados do Maranhdo e do Piaui, cuja economia regional é em gran-
de parte fundamentada sobre a exploragdo dessa espécie. Estudos recentes apontam para
uma relagdo entre estratégias adaptativas e comportamentos demogréaficos da palmeira
Attalea com a espécie R. robustas em areas de recente desflorestacdo8 (Figura 17.7). Essas pal-
meiras, originalmente pertencentes ao sistema florestal da regido, sdo estimuladas pelas dina-
micas sociais de ocupagdo do solo, resistem aos impactos moderados da agricultura familiar e
podem, em funcdo dos modos de gestdo das terras, transformarem-se em espécies invasoras e
formar florestas secundarias monoespecificas apés trinta anos.S9 Esse fendmeno, que vem ocor-
rendo nos paises da Bacia Amazonica (Equador, Coldmbia, Venezuela, Bolivia, Peru e Guia-
nas), parece ocorrer, também, em paises da América Central.

Modelos territoriais de estimativa do risco

Nesse contexto surge um grande desafio: como dar conta da complexidade am-
biental das diversas situagdes locais que permeiam e medeiam as aces e as intervencdes
no campo da salde, do meio ambiente, das politicas publicas e do desenvolvimento
socioecondmico? E dbvio que as estratégias adaptativas, de evolucéo rapida, dos com-
ponentes do sistema epidemioldgico da tripanossomiase americana necessitam ndo so
ser caracterizadas, analisadas, mas fundamentalmente ser acompanhadas no tempo e
no espago com implementagdo de redes de observacdo dos impactos antropicos sobre
0 ambiente. O objetivo dessas redes seria a identificacdo dos parametros que levem em
conta os fatores humanos, a construcdo da paisagem e os dados epidemioldgicos com
a finalidade de conceber modelos territoriais de estimativa do risco.60 Entdo, a partir
dai seria possivel criar uma plataforma comum de informag6es para negociagéo entre
os diferentes atores sociais envolvidos (populages locais, instituigdes de salde publica
e de manejo do meio ambiente e pesquisadores de diversas disciplinas).6l Porém esses
elementos poderdo ser corretamente interpretados e utilizados numa perspectiva de
identificacdo do risco, se inseridos nos contextos cultural, socioecondmico, politico e
sanitario das populagdes locais envolvidas, levando em conta sua diversidade sociocul-
tural e sua evolucdo historica. As redes, que se encontram na interface das esferas da
pesquisa cientifica e do politico e social, tornam-se instriimentos de manejo do meio
ambiente e de apoio a tomada de decisdo politica. Uma reflexdo sobre a organizacao de
um sistema de vigilancia ecoldgica e social adaptado ao risco de transmissao da doenca
de Chagas na Amaz6nia deve ser hoje em dia uma meta a curto prazo.

A vigilancia na saude ambiental

No Brasil, instituigbes competentes como o Sistema Unico de Saude (SUS) do
governo tentam fundamentar suas acdes de vigilancia privilegiando a idéia da geragao
de informagcdes, tratando de elaborar outros tipos de planejamentos em areas diferentes da



epidemiolégica ou da saide do trabalhador. A vigilancia na satide ambiental compreende
um conjunto de acdes que proporciona conhecimento e deteccdo de qualquer mudanca
nos fatores do meio ambiente suscetiveis de interferir na salide humana. Trata-se de
uma nova area que comecga a desenvolver-se no préprio setor da satide publica e vem
consolidar os enfoques sistémicos sobre os processos salde-doenca.62 Isso é funda-
mental no caso da tripanossomiase americana, em que a dificuldade de prognosticar
uma situacao de risco € real. Tal fato decorre de duas razdes. A primeira refere-se a
insuficiéncia de dados existentes sobre a situacdo da doenca e temas correlacionados;
dai a urgéncia de realizar trabalhos de pesquisa multidisciplinares a fim de que sejam
encontradas solucgdes apropriadas e tomadas medidas eficazes no momento da imple-
mentacdo de projetos de desenvolvimento ou de politicas publicas. A segunda trata
da necessidade de analisar as informacGes atuais sob uma Otica de novos paradigmas,
permitindo valorizar o conhecimento vigente sobre as doencas tropicais. 1sso implica a
elaboracdo de modelos de estudo que considerem muitas doengas como expressdes do
desequilibrio entre a relagdo homem-meio ambiente.

Interagcdo meio ambiente e saude

Muitos esforcos tedricos vém sendo empreendidos no sentido de buscar solu-
¢Oes para os problemas na area das interagdes meio ambiente e salde, muitos debates
promovidos sobre o paradigma da sustentabilidade e o desenvolvimento socioeconé-
mico.63 Tais caracteristicas indicam uma revolucdo, uma transicdo de uma situagao
normal para uma “extraordinaria” e provocam, além de mudancas paradigmaticas,
rupturas estruturais.t4 “Quando a ciéncia muda com uma revolucao, a percepgao do
cientista deve ser reeducada.”64 Para que isso acontega, 0s cientistas precisam “reco-
nhecer as anomalias e explorar intensamente o campo de estudo com novos olhares” e
reconstrui-lo, modificando as teorias, os métodos e as aplicagdes.t5 Este capitulo de-
monstra que nosso envolvimento com a doenca de Chagas no &mbito da sua comple-
xidade socioambiental ainda ndo esta concluido. Pelo contrario, estd apenas iniciado.
Novos caminhos de reflexdo e de geragdo de conhecimentos deverdo ser abertos para
construir estratégias alternativas de vigilancia e controle, integradas e participativas.
Estamos diante de uma questdo epistemolégicatl que tem como finalidade a assimi-
lacdo de um novo objeto do conhecimento e a reintegracdo do saber, a qual visa dar
sustentabilidade a vida.83

Abstract

National and international initiatives in Latin America implemented different in-
tensive programs for the control and prevention of Chagas disease by the end ofthe twen-
tieth century. Aimed at the control of the enzootic American Trypanosomiasis, these
programs have been continuously developed. The ultimate goals are the interruption of
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the cycle ofvector-borne infections by Trypanosoma cruzi in domestic and peri-domestic
space and the elimination of blood transfusion-borne Chagas disease. Accordingly,
some well succeeded field operations took place within each specific country. Howe-
ver, a second phase requiring entomological vigilance showed subsequent invasion of
peri-domiciles by triatomine species that had been previously captured in the wild
life only. By the end of the last century and beginning of XXIst, scientists working
in the field described, in different Latin America countries, new forms of human
contamination by 7? cruzi. They are usually associated with the presence of T. cruzi-
transmitter triatomines in households and/or in food stocks, without forming colo-
nies in the human dwellings. Chagas disease has now emerged in areas that had been
declared non-endemic, such as in the Amazon. Among direct and indirect causes,
we can emphasize the importance of social dynamics of territory occupation. These
occupations have introduced profound landscape modifications, which reflect into
epidemiologic systems. Therefore it appears that maintaining and augmenting the
epidemiologic vigilance integrated to health service programs today, in the absence
ofmassive 7? cruzi transmission, are an enormous challenge towards prevention of Chagas
disease. Additionally, Chagas disease, as a systemic and complex ecologic problem, requi-
res global solutions, which are ecologically valid and whose practices should be permanent
or sustainable. Ifin the twentieth century the goal was to control the enzootics installed
in human households, today the aim is the identification ofa changing situation and cha-
racterization of a risk factor existing in the environment. Characterizing quick-changing
space and temporal components ofan ecologic system is essential for the development of
new strategies to determine observation networks associating human predation impacts
in the ecosystem and outbreaks of Chagas disease.
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Capitulo 18

O controle da transmissado da doenca de
Chagas e a pesquisa sobre triatomineos

Silene P. Lozzi
Teresa Cristina dAssumpcéo

Na sua atividade, triatomineosparecem seringas voadoras.

O controle da transmisséo das infeccdes pelo Trypanosoma cruzi tem sido feito
por meio de inseticidas. Ha necessidade de desenvolver método eficiente de controle
biologico da transmissdo. Uma abordagem visando a esse objetivo consiste na identi-
ficacdo de alvos especificos no corpo do inseto transmissor do protozoario flagelado
para o hospedeiro vertebrado, com possibilidade de inibir o repasto do inseto e, conse-
guentemente, interferir no seu ciclo de vida. Dois alvos preferenciais tém sido usados
para alcangar o objetivo. De um lado, a pesquisa concentra-se na busca de protei-
nas farmacologicamente ativas nas glandulas salivares dos triatomineos. Do outro, ela
tem-se focalizado nas proteases do inseto associadas com a digestdo do sangue. Essas
linhas de pesquisa tém revelado aspectos fundamentais sobre as aminas bioativas das
glandulas salivares, tais como vasodilatadores, fatores antiagregadores de plaguetas e
fatores anticoagulantes. Essas moléculas tém alto interesse biotecnoldgico. Também
atividades proteoliticas no intestino dos triatomineos sdo consideradas alvos impor-
tantes. De igual interesse, insetos hematdfagos tém desenvolvido mecanismos de esca-
pe altamente eficientes; dai a garantia do repasto de sangue obtido de um hospedeiro
imunizado apds varias décadas de exposicdo as picadas de insetos. Um mecanismo
de escape eficiente é a redundancia de multiplas proteinas farmacologicamente ativas
nas glandulas salivares do inseto, cada uma delas pronta para efetuar aquelas funcGes
cruciais, as quais tém sido associadas com a ruptura da homeostasia e a garantia do
repasto de sangue. Desafortunadamente, as tentativas de inibir esses fatores cruciais
ndo produziram dano ao inseto porque ele possui uma gama de diferentes moléculas
que exerce atividade similar. Isso explica por que os triatomineos tém sido tdo bem-
sucedidos ao longo de 90 milhdes de anos. Entretanto, o papel da ciéncia é reverter
essa vantagem em favor da preservagdo da salide humana.
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Introducéo

Existem mais de 1 milhdo de espécies de insetos, com 14.000 delas praticando
o0 hébito de se alimentar de sangue de vérias classes de vertebrados. Os triatomineos,
também conhecidos como “barbeiros” ou “chupfes”, sdo insetos hematdfagos trans-
missores da doenca de Chagas. A maior parte das espécies dos triatomineos ¢€ silvicola,
entretanto algumas espécies (notadamente Triatoma infestans, Triatoma brasiliensis,
Panstrongylus megistus e Rhodnius prolixus) ocupam &reas peridomésticas, como gali-
nheiros e currais, alcangando algumas vezes areas residenciais precarias, demonstrando
tendéncias antropofilicas. Essa caracteristica confere a essas espécies extraordinaria
importancia epidemioldgica.!

Os insetos transmissores do T. cruzi alimentam-se do sangue de vertebrados
pertencentes a varias classes de mamiferos.2 Uma hematofagia estabelecida com a
evolugdo dos triatomineos tem sido fundamental para sua sobrevivéncia e desenvol-
vimento ao longo de cinco estadios ninfais até o estadio adulto. Na classe Insecta a
hematofagia teria surgido, independentemente, em vérias ocasides.3 O processo de
evolugdo convergente explica varios fendbmenos caracteristicos desses animais, como,
por exemplo, a duplicacdo de genes que codificam proteinas relacionadas com a pre-
vengdo da hemostasia por parte do hospedeiro. A redundancia resultante na presenca
de varios fatores relacionados com uma mesma fungdo na saliva assegura a obtencao
do sangue da presa essencial para a sobrevivéncia dos triatomineos, pois se um fator for
inibido seu homdlogo entra prontamente em agéo.

Como os barbeiros ingerem sangue?

Ao longo da evolugéo, os barbeiros adquiriram varias caracteristicas morfologi-
cas e fisiologicas que possibilitaram sua adaptacao plena a hematofagia. Uma delas foi
o desenvolvimento de um proboscideo ou ferrdo, especializado na succdo de sangue,
constituido por dois canais, um alimentar e um salivar, e finos estiletes que perfuram
a pele do hospedeiro para atingir os vasos sangliineos.! Além disso, sabe-se que varios
fatores fisicos e quimicos influenciam a alimentacdo dos insetos hemat6fagos. No caso
do R. prolixus, 0 processo alimentar é descrito como uma cadeia de reflexos em que 0
inseto é atraido ao repasto pelos receptores de calor e correntes de ar. Esses receptores
estdo presentes nas antenas do inseto. Ap0s a identificagdo da presa, o inseto aplica seu
ferrdo na pele e inicia movimentos sincronizados de penetracéo e retracdo do aparelho
sugador. Nesse interim, inicia-se a fase exploratoria de busca e localizagdo do sangue,
dentro de vasos de pequeno calibre na pele. Em seguida a localizagdo e a perfuracéo
do vaso sangiiineo, o inseto inicia 0 bombeamento do sangue. A ingestdo de sangue
continua até que o inseto se transforme de achatado em globular, quando alcanca a
completa saturacdo dos receptores de estiramento dos musculos da parede abdomi-
nal. Entre os varios fagoestimulantes que influenciam no processo de alimentacdo do
R. prolixus encontram-se gradientes de temperatura, CO2, odores e estimulos visuais,



composigdo da dieta, pressdo osmética, pH, ions, longo intervalo de tempo entre as
refeicdes e o grau de distensdo abdominal 4

As glandulas salivares com seus conteddos protéicos (aminas bioativas) exercem
notavel papel no processo de localizagdo dos vasos e na ingestdo de sangue. A ablagao
das glandulas salivares implica dificuldade na identificacdo dos vasos e menor volu-
me de sangue ingerido por unidade de tempo. Isso implica diminuigdo da freqiiéncia
e do volume de defecagdo e, conseqliientemente, menor chance de transmissdo do
protozodrio para o vertebrado. A importancia das glandulas salivares na alimentacao
dos reduvideos hemato6fagos foi satisfatoriamente ilustrada.5 Foi demonstrado que
R. prolixus que tinham as glandulas salivares removidas sugavam menor volume de
sangue por unidade de tempo, comparativamente com os insetos ndo salivarectomi-
zados. Essa observacdo € interessante, porque além das fungbes anti-hemostasicas
a saliva dos triatomineos também contribui para a digestdo, diluindo e ajustando o
contetdo de ions (pH) no sangue ingerido. Além disso, a secre¢do salivar tem papel
central na regulacdo e na ativacdo de eventos endécrinos que regulam a diurese, mu-
dancas no exoesqueleto, acasalamento e reproducdo dos triatomineos. Por exemplo,
a passagem de um estadio de ninfa para o seguinte sé acontece se precedida por uma
alimentacdo com sangue.

As glandulas salivares dos triatomineos

A descrigdo anatdmica de glandulas salivares do Triatoma infestans evidencia um
par de glandulas composto pelas subunidades DI, D2 e D3 (Figura 18.1). Os duetos
principais dessas glandulas atravessam a cabega do triatomineo em linha reta, acom-
panhando o es6fago por todo o protorax. Esses canais sdo separados do esdfago por
partes da camada visceral do corpo gorduroso. As trés unidades salivares da glandula
de T. infestans sofrem modificagbes de volume de acordo com a atividade alimentar
do inseto.

A unidade glandular anterior (DI) encontra-se lateralmente ao eséfago, o par
mediano (D2) situa-se, em compara¢do com DI, mais préximo ao proventriculo e o
par D3 posteriormente em relagdo aos primeiros, geralmente paralelo ao proventriculo.
Vale lembrar que a posicdo dos duetos e das glandulas salivares pode variar, dependen-
do do volume de secre¢do acumulado, assim como do grau de distensdo do intestino
apés o repasto. A organizacao tecidual das trés unidades das glandulas salivares de
T. infestans mostra revestimento de epitélio de células em camada Unica, apoiado em
lamina basal, revestidas externamente por musculos estriados, que auxiliam na saida
da saliva acumulada no lmen das glandulas. A ultra-estrutura exibe microvilosidades
apicais nas células epiteliais, além de eventuais microvesiculas junto a elas. Ocasio-
nalmente, as vesiculas sdo encontradas entre as microvilosidades com volumes con-
siderdveis de secre¢do associada a componentes citoplasmaticos, indicios de secrecao
apocrina das células glandulares.
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Figura 18.1 Aspectos microscopicos das trés unidades da glandula salivar de T. infestans.
A) Localizacdo das glandulas DI, D2 e D3. B) Detalhes de DI, anterior e globosa, e de D2,
posterior e ovalada. C) Detalhe de D3. D) Proximidade entre DI e D2

Fonte: Fernandes, E. S., tese, Universidade de Brasilia, 2005

Existem diferencas funcionais entre as unidades das glandulas salivares de 7?
infestans. A fungdo anticoagulante esta presente nas unidades DI, hemolitica nas uni-
dades D2 e as propriedades emolientes nas unidades D3. A descrigdo dos trés pares
de unidades glandulares para T. infestans propiciou a citolocalizacdo de alguns com-
ponentes salivares. Exemplo disso foi uma identificacdo de significativa atividade sia-
lidasica nas unidades DI e D2 e atividade residual nas unidades D3.6 Essa enzima

remove os residuos de &cido sialico do sangue dos hos-
pedeiros vertebrados, prevenindo, assim, sua coagulacdo
no aparelho bucal do inseto (Figura 18.2). Uma protease’
denominada triapsina foi identificada, a qual é secretada
em sua proforma inativa pelas unidades D2. Aparente-
mente, essa protease ndo apresenta funcgdo digestiva tipi-
ca, necessitando, para sua atuacdo, de uma divagem pela
trialisina, outra enzima da saliva.

Figura 18.2. Saliva excretada espontaneamente via probosci-
dea (seta) do Triatoma infestans em contato com a mé&o do
pesquisador

Fonte: Fernandes, E. S., tese, Universidade de Brasilia, 2005



Uma apirase foi purificada também e localizada nas glandulas salivares D2 de 7?
infestans*!ll corroborando a idéia de que as unidades apresentam atividades funcionais
distintas. O conhecimento desse fato e o isolamento das unidades podem facilitar a
purificagdo dos diversos componentes da secrecdo salivar.

Identificacdo de moléculas de interesse na saliva

Uma das estratégias mais utilizadas ultimamente para identificagdo molecular
das substancias bioativas da saliva de artropodes hematéfagos tem sido a obtencdo do
total de RNA mensageiros (sialoma) destes. Assim, varios pesquisadores apresentaram
o sialoma de suas espécies de estudo, ou seja, um conjunto de seqliéncias de mMRNA
das proteinas encontradas nas glandulas salivares desses invertebrados, a saber: Aedes
aegyptif Ixodes scapularisfl Anopheles stephensif Anopheles darlingif Culex quinque-
fasciatusl e R. prolixus,16 De modo geral, os pesquisadores verificaram que o sialoma
desses invertebrados é mais complexo do que o esperado. Exemplo desses achados
inesperados é a presenca, no sialoma de R. prolixus, de uma consideravel familia de
proteinas conhecidas como lipocalinas. Essas moléculas exercem muitas fungdes di-
ferentes, mas, em comum, atuam como carreadores de pequenos ligantes nos verte-
brados e nos invertebrados.!7 Pesquisadores da Universidade de Brasilial8 fizeram um
inventario das proteinas (proteoma) na saliva do 7? infestans. O conjunto das proteinas
identificadas foi agrupado em 13 diferentes categorias funcionais, propiciando o es-
tabelecimento de uma classificacdo funcional protedmica. Nessa classificacdo, foram
consideradas atividades funcionais ja descritas e caracterizadas, além de outras que
foram obtidas mediante consultas em bancos de dados que correlacionavam funcéo,
similaridade e presenca de dominios conservados nas proteinas. Na classificacdo pro-
posta, as proteinas salivares foram separadas em grupos funcionais relacionados com:

a) comportamento, incluindo aquelas proteinas relacionadas as percepces, aos esti-
mulos externos por meio de receptores odorantes, a transducdo de sinal, neuropep-
tidios, etc.;

b) biogénese e/ou biossintese, agrupando as proteinas envolvidas na sintese, no controle,
na organizacgdo celular (histonas), nos fatores de iniciacdo de transcricdo, nos fatores
de elongacdo e de manutencdo da estrutura de cromossomaos;

c) crescimento e/ou manutencdo celular, proteinas associadas com possiveis fatores de
transcrigdo; os fatores de crescimento epidermal, a exportagdo de proteinas (trans-
locases, tireodoxinas), 0 metabolismo mitocondrial (citocromos e ATP sintases), e
0 complexo proteassoma envolvidos na degradagdo de proteinas foram incluidos
neste grupo;

d) defesa, proteinas envolvidas no sistema imune inato do inseto (sistema de ativagdo
e sinalizac8o das profenoloxidases, cecropinas, defensinas, serino-proteases e seus
inibidores);

Capitulo 18 —O controle da transmissdo da doenga de Chagas..

|
25



Silene P L0zzZi - Teresa Cristina dVissumpgéo

L 4

258

e) desenvolvimento, incluindo principalmente os fatores que atuam na regulacdo da
transcricdo e alguns mecanismos neuro-hormonais complexos e ainda néo total-
mente esclarecidos;

f) digestdo, proteinas (serino proteases, tripsinas, alfa-amilases, maltases, etc.) envol-
vidas na digestdo;

g) regulacdo génica, incluindo principalmente as transposases e outras proteinas codi-
ficadas por retrotransposons;

h) hematofagia, proteinas envolvidas na facilitacdo da alimentacdo de sangue presen-
tes na glandula salivar;

i) resisténcia a inseticidas, detoxificacdo envolvendo citocromo P450, outras detoxifi-
cacgOes, glutationa S-transferase;

j) nutricdo, proteinas envolvidas na facilitacdo de transporte de lipidios, de ferro e
outros mecanismos de transportes que auxiliam na nutricao;

I) miscelanea, proteinas que participam de muitas atividades funcionais, assumindo
papéis variados, seja na facilitagdo do transporte, como componente da organizagéo
estrutural da célula, etc.;

m) estrutura, proteinas da cuticula relacionadas com citoesqueleto e metabolismo de
carboidratos;

n) desconhecida, que apesar de estar anotada em bancos de dados ainda é desconheci-
do seu papel molecular e biolégico.

Muitas das fungdes relacionadas as proteinas ejetadas na saliva do T. infestans
ndo estdo diretamente ligadas a atividade sugadora do inseto. Assim, tais proteinas
podem ser eventuais contaminantes ou, ainda, podem também existir de fato na saliva,
onde teriam papel a esclarecer.

O potencial farmacoldgico na saliva dos triatomineos

A indiscutivel importancia da acdo de componentes farmacologicamente ativos
na saliva de triatomineos pode ser apreciada nas propriedades anti-hemostasicas ou
modificadoras dos fatores que impedem a coagulacdo do sangue, uma vez que sua
fluidez é essencial para o fluxo através do aparelho sugador. Tais propriedades modifi-
cadoras ou anti-hemostasicas resultam das atividades anticoagulante, antiagregadora
de plaquetas e vasodilatadora mediada por moléculas ativas na saliva do triatomineo.5
Diferentes atividades farmacoldgicas potenciam diretamente os sistemas imunologico
e inflamatorio do hospedeiro vertebrado.19 Assim, a saliva pode produzir um ambiente
favoravel a entrada de patdgeno transmitido pelo inseto-vetor, uma vez que a reagdo
infamatoria no local da picada e a atividade anti-hemostasica do hospedeiro estejam
prejudicadas. Por exemplo, tais atividades podem ser induzidas por enzimas hidrola-
sicas (apirases) presentes na saliva do triatomineo.810 Também ja foi encontrada ativi-
dade microbicida na saliva de triatomineos. Uma proteina recombinante da saliva de
T. infestans apresentou efeito microbicida sobre Escherichia coli, T. cruzi, Leishmania



donovani.20 Essa molécula foi também caracterizada na proteina nativa de 22 kDa
presente na saliva de T. infestansl! tendo recebido o nome de trialisina, capaz de lisar
parasitas e bactérias.2) Uma soma dessas observages permite sugerir que essa proteina
é um componente da imunidade inata de T infestans, prevenindo a ocorréncia e a pro-
liferagdo de microorganismos no trato alimentar do inseto.

Vasodilatadores

A sobrevivéncia do triatomineo depende da sua eficacia na obtencéo do repas-
to, e isto depende de bioaminas ativas na saliva injetada na pele do hospedeiro. Essa
saliva contém moléculas de acdo vasodilatadora que facilitam a localizagdo de vasos
pelo proboscideo do inseto, a medida que também aumenta o fluxo sangtiineo local.
Essa acdo ocorre mediante moléculas com efeito antagbnico aqueles de substancias
vasoconstrictoras produzidas pelo hospedeiro mamifero apds abrasdo produzida nos
tecidos da pele pelo aparelho sugador do inseto.19°8 Os vasodilatadores da saliva do
inseto agem direta ou indiretamente sobre células musculares lisas ativando enzimas
intracelulares, como adenilato ciclase e guanilato ciclase, que, por sua vez, levam a for-
macdo de AMPc e GMPc, respectivamente.2

O primeiro peptideo vasoativo identificado, clonado e expressado na saliva de
triatomineos, foi 0 maxadilan, considerado cem vezes mais potente que a calciotoni-
na.23-25 A acdo vasodilatadora associa-se na modulacdo de rea¢fes imunes de impor-
tancia crucial, por exemplo, na patogénese das Leishmanioses Tegumentar e Visceral,
causadas, respectivamente, por Leishmania brasiliensis e L. chagasi, ambas transmitidas
pelo mosquito-palha.?

Um grupo de moléculas com efeito vasodilatador importante sdo as nitroforinas,
identificadas na saliva de R. prolixas, uma espécie transmissora do T. cruzi em varios
ecossistemas na Ameérica do Sul (vide Capitulo 17). Essas moléculas sdo hemeprotei-
nas, também descritas para o hemiptero hematéfago Cimex lectularius. Quatro formas
homologas foram identificadas na saliva de R. prolixas, denominadas NP1 a NP4, de
acordo com sua relativa abundancia nas glandulas. Nessas moléculas, o 6xido nitrico
(NO) liga-se ao ferro do grupamento heme (Fe3+), sendo transportado para exercer
seu efeito vasodilatador no local da picada. Fatores como a ligacdo das nitroforinas com
histamina ou aumento do pH (o pH salivar é proximo de 5, e 0 dos tecidos do hospe-
deiro é de 7,4) facilita a liberagdo do NO nos tecidos vasculares, induzindo a vasodila-
tacdo e, com isso, aumentando o fluxo sangiineo local. A cristalizagdo de nitroforinas
revelou uma estrutura do tipo-lipocalina em forma de barril, com trés hélices-alfa e
duas pontes dissulfeto, sendo o pigmento heme inserido em um dos pélos do barril.2
As nitroforinas consistem em quatro proteinas de aproximadamente 20 kDa que se ligam
ao grupo heme em sua estrutura, podendo armazenar e transportar moléculas de 6xido
nitrico. Quando essas moléculas sdo liberadas, ligam-se a enzima guanilato ciclase,
produzindo relaxamento muscular e vasodilatacdo. Além disso, a atividade tiol-oxidase
das nitroforinas pode provocar a destruicdo de moléculas de noradrenalina, integrantes
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de uma das vias de vasoconstri¢do.27 Uma lipocalina adicional remove a serotonina e 0s
mediadores adrenérgicos da vasoconstri¢do.28-30 Essas proteinas tém alta afinidade de li-
gacdo com a histamina, alterando a resposta inflamatéria do hospedeiro.il
Inibidores da coagulagéo sanglinea

A cascata coagulacdo do sangue é um sistema com varios pontos de amplifica-
¢do e controle complexos.29-2 Varias foram as substincias com agdo anticoagulante
descritas na saliva de artrépodes hematofagos, geralmente atuando sobre proteases,
como a trombina, e sobre fatores da coagulacdo, principalmente fator V111 e Xa. Foram
identificadas3! no homogeneizado de glandulas salivares do mosquito Cimex lectularius
proteina com massa molecular de 17 kDa que impedia a divagem do fator X no fator
Xa da coagulagdo. Mais recentemente, peptideo com atividade antitrombina, a anofeli-
na, foi isolado das glandulas salivares do mosquito Anopheles albimanus. A clonagem do
gene e a sintese peptidica correspondente confirmaram a especificidade da molécula
em relagdo a trombina, apesar de similaridades com outras seqiiéncias em bancos de
dados néo terem sido detectadas.®

Nas glandulas salivares de R. prolixus foram identificados e purificados o inibi-
dor do fator V111 da coagulagdold e o inibidor da trombina.33 Além disso, uma proteina
isolada de glandulas salivares de Triatomapallidipenisf denominada triabina, mostrou
atividade anticoagulante porque formou um complexo molecular com a trombina e
prolongou o tempo de coagulagdo do sangue. Também foi encontrada nas glandulas
salivares de T infestans uma molécula com atividade anticoagulante similar a tria-
bina.35 De interesse, foi demonstrado que uma das nitroforinas que apresenta agéo
vasodilatadora foi também capaz de inibir a via intrinseca de coagulacéo do sangue ao
bloquear a divagem do fator X.3637

Antiagregadores de plaguetas

A atividade antiagregadora de plaquetas consiste em uma etapa crucial na pre-
vencdo da hemostasia por parte do hospedeiro vertebrado. A atividade de agregacéo e
formacdo de um trombo plaquetario requer que esses elementos figurados do sangue
possam ser ativados por moléculas agonistas, tais como ADP (adenosina difosfato),
fator ativador de plaquetas (FAP), trombina e colageno. A partir da agregacdo das
plaquetas ha liberacdo de substancias vasoconstritoras. Essa observacdo sugere que o
bloqueio dessa al¢a da cascata da coagulacdo amplifica a rede de eventos anti-hemos-
tasicos, impedindo também a vasoconstri¢cdo. A inibi¢do dos efeitos de trombina e
colageno estimulando a agregacéo de plaquetas foi relatada.d J& a agdo antiagregadora
pela hidrélise de FAP foi identificada mais recentemente.38,39 Apesar da inquestiona-
vel significancia desses antagonistas da agregagdo plaquetaria identificados na saliva
de insetos hematdfagos, atribui-se importancia especial as hidrolases. Essas enzimas
conhecidas como apirases promovem a hidrolise do ADP, principal indutor dessa alga
hemostasica; moléculas de ADP sao liberadas pelas plaquetas durante fenémeno de



agregacgdo. As apirases, enzimas também conhecidas como ATP-difosfohidrolases ge-
ralmente convertem o ATP em ADP, e este, em AMP, diminuindo drasticamente 0s
niveis dessas moléculas no sangue e, com isso, aumentando as chances de inibicdo da
formacdo de trombo plaquetario.810’® As apirases ja foram descritas em mosquitos
como Aedes aegyptif Anopheles gambiael" e Cimex lectularius.® Em triatomineos foi
identificada atividade apirasica na secregdo salivar de R. prolixus" e, mais recentemente, de
T infestam.*""l Nesse triatomineo, tal atividade foi atribuida a cinco apirases, pertencentes a
familia das 5-nucleotidases, semelhantes a apirase de A. aegypti, anteriormente citada.
A aparente redundancia de multiplas apirases pode representar, em T. infestans, meca-
nismos para a garantia da obtencdo do alimento, desenvolvidos durante a evolugdo do
habito hematofagico. Outro exemplo de expansdo de proteinas da saliva de triatomi-
neos ocorre no triatomineo R. prolixus, no qual as lipocalinas constituem uma familia
de muitos membros e com vérias funcgdes, desde a de transportar o0 6xido nitrico, até a
formac&o de complexos moleculares com nucleotideos e aminas, inibindo a coagulacéo
sanglinea.5,19,26,29,44

Outro mecanismo que colabora para a inibicdo da agregacdo das plaquetas € o
bloqueio do PAF, também envolvido em reacfes alérgicas e inflamatérias. Uma fos-
folipase C identificada na saliva do Culex quinquefasciatus promove a divagem desse
fator, diminuindo a agregacdo de plaquetas do sangue.3y Com atividade semelhante,
foi identificada fosfolipase A2 na saliva de T. infestans, atuando sobre o PAF.45 Como
mencionado, antiagregadores de plaquetas identificados na saliva de insetos hemat6fa-
gos podem atuar sobre outros agonistas, como colageno34 e tromboxano A2.4

O sistema digestdrio dos triatomineos

Os hemipteros apresentam adaptacGes fisioldgicas em relagdo a varios outros
artropodes hemato6fagos, entre elas a hematofagia obrigatoria em todas as fases de
desenvolvimento (Figura 18.3). Esses insetos sdo conhecidos por ingerir volume
de sangue muitas vezes superior a seu proprio peso, sendo essa ingestdo seguida
por uma rapida e acentuada diurese, digestdo muito lenta e, eventualmente, gran-
des periodos de jejum. Com todas essas particularidades, esses animais sobrevi-
vem durante varios meses sem novo repasto, como foi comprovado para ninfas de
terceiro estadio de Dipetalogaster maximus, onde o sangue ingerido permite sua
sobrevivéncia em até 125 dias.47

Na evolugéo dos insetos ha evidéncias de que inicialmente houve uma diferencia-
¢do no padrdo estrutural do intestino nas diferentes ordens e, depois, especializaco em
relacéo a dieta. Assim, verifica-se maior semelhanca entre o processo digestivo de mem-
bros de uma mesma ordem do que entre membros de diferentes ordens que adotaram
a mesma dieta alimentar. Isso se observa quando Dysdercus peruvianus (ndo hemato6fa-
go) e R. prolixus (ambos da ordem Hemiptera) sdo comparados quanto a organizagdo
estrutural de seu sistema digestdrio. Neles, verifica-se maior similaridade do que na
comparacgdo de R. prolixus (ordem Hemiptera) <sAe. aegypti (ordem Diptera).48
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Nos insetos, em geral, reconhecem-se trés regides do intestino: anterior, médio e
posterior, a partir de suas origens embrioldgicas, sendo os intestinos anterior e posterior
derivados do ectoderma e o intestino médio tem origem endodérmica. Em todos os
insetos, independentemente da ordem a que pertenca, o alimento percorre inicialmente
a cavidade bucal (onde sdo encontradas as glandulas salivares), depois a faringe e o es6-
fago (intestino anterior), o estdmago e o intestino delgado (intestino médio anterior e
médio posterior, respectivamente) e o intestino posterior.

O intestino médio do R. prolixustd tem duas regifes funcionais: uma regido an-
terior, de estocagem e concentracdo do alimento, e uma regido posterior, onde se inicia
a funcdo digestoria. Sabe-se que no intestino médio anterior, além do armazenamento
e da concentracdo do sangue com perda de agua, também ocorre lise da membrana de
eritrocitos e armazenamento intracelular de lipidios. Também a digestdo de glicidios
se inicia no estbmago. A funcdo secretora concentra-se no intestino médio anterior,
enquanto a absorcéo se faz na parte posterior desse segmento,5 ainda que ndo se encon-
trem diferengas teciduais que justifiquem a diferenga funcional existente. Vérias enzi-
mas sdo encontradas no intestino médio anterior, sendo algumas delas provenientes da
secrecdo salivar (apirase) ou de organismos simbiontes (amilase). As enzimas secretadas
pelas proprias células epiteliais desse compartimento sdo p-acetilglicosaminidase, a-ga-
lactosidase, a-glicosidase, a-manosidase, lisozima, fosfatase alcalina e aminopeptidase.

O intestino médio posterior é o local onde ocorrem a sintese e a secre¢do de
enzimas, a absorcdo de nutrientes e a maior parte da digestdo do sangue.bl Além das
enzimas anteriormente mencionadas para o intestino médio anterior, sdo ali encontra-
das P-glicosidase, P-manosidase, fosfatase &cida, proteases do tipo catepsina B e D e
as carboxipeptidases A e B.5

Os hemipteros ndo tém uma matriz peritrofica semelhante aquela presente no
intestino médio de outros insetos hematdfagos. A matriz peritréfica é secretada por

células de revestimento do intestino mé-
dio53 e tem a funcao de proteger o epitélio
do intestino dos insetos contra danos me-
canicos e injurias por patdgenos, toxinas
e compostos quimicos. Assim, essa matriz
agiria como uma membrana semiperme-
avel que regula a passagem de molécu-
las entre os diferentes compartimentos
do intestino médio, separando-os do seu

Figura 18.3 Morfologia interna do intesti-
no do Dipetalogaster maximus mostrando: a)
porcdo anterior do intestino médio; b) in-
testino médio posterior; c) parte distal do in-
testino médio posterior; d) reto com tdbulos
de Malpighi

Fonte: arquivo da dra. Silene P. Lozzi



Iimen.$4 Em vez de apresentarem essa membrana de natureza quitino-protéica (matriz
peritroiica) revestindo a luz do intestino, os hemipteros apresentam uma membrana
perimicrovilar, que consiste em um conjunto de peliculas de composicéo protéico-lipi-
dica aderidas as microvilosidades das células epiteliais de revestimento, apresentando
fungdes analogas as desempenhadas pela matriz peritrofica.5055-57 Acredita-se que a
matriz peritrofica tenha sido perdida nos provaveis ancestrais hemipteros durante o
processo de adaptagdo a succdo do floema.48,5

Na regido de divisdo entre o intestino médio e o posterior situam-se os tibulos
de Malpighi, 6rgédos excretores que se ramificam do intestino em seguida ao esfincter
pilérico. O intestino posterior é circundado por uma cuticula e inclui o ileo e o reto,
este Gltimo envolvido na absorgdo de agua e ifons, terminando no anus.5! No reto en-
contra-se o material fecal onde podem ser encontrados os tripomastigotas metaciclicos
de T. cruzi.l

Diferentes tipos de células compdem o epitélio de revestimento do intestino
médio, porém as células colunares sdo as mais encontradas. Essas células participam
dos processos de absorcdo e secrecdo de agua, secrecdo de enzimas digestivas, digestao
(enzimas associadas com as membranas perimicrovilares) e absor¢do de nutrientes.5
Ao longo do canal alimentar ha um epitélio com uma sé camada de células apoiada na
membrana basal e uma fina e descontinua camada de musculos externos longitudinais
e circulares.5

O que acontece no intestino dos triatomineos durante o processo
digestivo

As regides do intestino médio e posterior dos triatomineos diferem morfologi-
camente conforme seu estado nutricional. Maiores variagdes entre os diferentes he-
mipteras e entre os varios segmentos do 0rgdo sdo verificadas quanto ao epitélio de re-
vestimento, onde sdo encontradas células colunares (mais numerosas, podendo assumir
diferentes formas), células fonte ou de reserva e células endécrinas.50’5! Embora em to-
das as fases de digestdo possam ser visualizados os mesmaos tipos celulares, ha variagdes
morfolégicas e de propor¢do numérica entre estes. Verificou-se57 que R. prolixus nao
alimentados apresentam células colunares altas na porcao anterior do intestino médio,
com aspecto achatado nos cinco dias seguintes a alimentagdo sangliinea. J& as células
de revestimento do intestino médio posterior apresentam forma clbica.

As modificagdes observadas no intestino médio de R. prolixus ndo sdo exclusivas
de triatomineos, também sendo observadas em mosquitos hemat6fagos. Logo apos a
ingestdo de sangue, as células de revestimento do intestino de Culex tarsalis medem
2-5 pm, apresentando-se achatadas e com microvilosidades esparsas. No intestino do
mesmo inseto em jejum, as mesmas células chegam a medir 20-25 pm de altura.5
Também a lamina basal do C. tarsalis apresenta alteragdo em sua espessura em resposta
a dieta sangiinea, fornecendo indicios de aumento de permeabilidade.60 Observacdes
semelhantes foram feitasél para Ae. aegypti.
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Um estudo histoldgico verificou modificagfes ocorridas no intestino médio de
D. maximus durante a digestdo do sangue, semelhantes aqueles aspectos descritos para
R. prolixus, com algumas diferencas.62 Nesses animais a membrana perimicrovilar foi
identificada no intestino médio anterior do primeiro ao vigésimo dia e no intestino
posterior do terceiro em diante, 0 que demonstra a relacdo direta dessa membrana
com o processo digestivo e absortivo. Apds ingestdo e chegada do sangue no intestino
médio posterior, observa-se 0 aparecimento de um labirinto nas células epiteliais basal
de revestimento, com papel na absorcéo de nutrientes. De modo geral, a altura das cé-
lulas colunares de revestimento varia de modo inversamente proporcional ao contetdo
alimentar existente nos compartimentos funcionais do intestino.

As proteases e a digestdo em insetos

As proteinas sdo componentes essenciais do sangue, ¢, entdo, a presenca e a agao
de proteases tém fundamental importancia no processo digestivo nos insetos hematé-
fagos. A atuacdo dessas enzimas na digestdo do sangue possibilita a absor¢éo dos pro-
dutos da digestdo e afeta o crescimento, a maturacdo sexual e a ovoposicdo dos insetos.
Particularmente, nos mosquitos ha uma participacdo majoritaria de serino-proteases
na digestdo do sangue. Em contraste, nos triatomineos a principal atividade proteoli-
tica é do tipo catepsina. Essa diferenca pode ser explicada pela histéria evolutiva dos
homopteros a alimentacdo com seiva (carboidratos), quando esses reduvideos teriam
perdido as serino-proteases, ja que, entdo, a digestdo protéica nao era significativa. No
decorrer da evolucdo, com o aparecimento dos habitos hematofagicos em alguns he-
mipteros, teria havido necessidade de agdo proteolitica na digestdo do sangue. Entéo,
a acdo serino-protedsica foi substituida pela atividade de enzimas lisossomiais.63 Uma
presenca das diferentes classes de enzimas proteoliticas envolvidas na digestao de in-
setos, normalmente, correlaciona-se com o tipo de dieta alimentar e com aspectos da
filogenia destes.

As principais proteasesh! presentes no intestino médio de triatomineos so
cisteina-proteases, catepsinas D (aspartico-proteinases) e aminopeptidases (meta-
loproteases). Tais atividades proteoliticas somam-se aquelas de carboxipeptidase
A e B.6465 O triatomineo R. prolixus tem sido 0 mais estudado no que se refere a digestdo,
sendo a atividade endoproteolitica predominante exercida por cisteina-proteases,
como a do tipo catepsina B e catepsina L. Foi identificado um gene de catepsina L em
R. prolixus.6566 Atividades proteoliticas dos tipos aspartico-protedsica, representadas
por uma tiol protease do tipo pepsina,b4 e catepsina D,66 também foram identificadas em
Rhodnius. Verificou-se que a ingestdo de sangue contaminado com T. cruzi regula o
nivel de atividade da catepsina D no intestino médio posterior do triatomineo. Ati-
vidade andloga foi descrita na mosca Glossina morsitans, onde a expressao do gene de
catepsina B foi aumentada ap0s sua infeccdo com tripanossomos africanos.67



A cinética das proteases envolvidas na digestdo do sangue ainda ndo foi com-
pletamente elucidada.t8 Entretanto, sabe-se que apds a hidrolise de eritrécitos na parte
anterior do intestino médio de R. prolixus as proteinas sofrem a agdo de cisteina-pro-
teinases e os oligopeptideos resultantes dessa agdo sdo transportados para dentro do
espaco perimicrovilar (entre a membrana perimicrovilar e os microvilos das células
epiteliais), onde ha atuacdo de aminopeptidases. Os produtos da digestdo sofrem acdo
de dipeptidases, e so entdo os componentes finais do processo séo absorvidos.

As aminopeptidases do intestino médio de insetos possuem uma importante
funcgdo na digestdo intermediaria das proteinas.5! Essas enzimas sdo exopeptidases que
hidrolisam ligacGes peptidicas na porcdo N-terminal extrema de proteinas ou pepti-
deos, sendo geralmente ativadas pela presenga de cations divalentes. Em sua maioria,
as aminopeptidases do intestino dos hematofagos possuem massa relativa entre 61 e
240 kDa e valores de ponto isoelétrico entre 3,5 e 5. O pH 6timo para a atuagdo das
enzimas é basico, situando-se entre 7,2 e 8,5. As principais aminopeptidases descritas
foram a dos dipteros Rhynchosciara americana,'l' Anopheles stephensipl a do hemiptero
Rhodnius prolixu” 7Ge a do lepddptera Manduca ,vex/«.’l Urna leucil-aminopeptidase
do intestino de D. maximus também foi identificada e purificada.?

As carboxipeptidases também séo exopeptidases, hidrolisando ligagdes peptidi-
cas na porgdo carboxi-terminal das proteinas, sendo o nucleéfilo catalitico o hidroxil
reativo da cadeia lateral do aminoacido serina. Em sua maioria, as carboxipeptidases
de intestino dos hemat6fagos possuem massa relativa entre 26 e 90 kDa e valores de
ponto isoelétrico situados entre 3,5 e 5. O melhor pH para atuagdo dessas enzimas
costuma ser basico, situado na faixa entre 7,5 e 9,0. Aparentemente, por apresentarem
atividade relativamente baixa, quando comparadas a enzimas de outras classes, as car-
boxipeptidases ndo sdo descritas com freqiiéncia. Carboxipeptidases dos tipos A e B
sdo encontradas no intestino de R.prolixus.M’hb

Os hemipteros apresentam hematofagia obrigatoria em todas as fases de seu
crescimento. Eles ingerem volume de sangue muito superior a seu préprio peso, dige-
rindo-o lentamente. Por causa do lauto repasto, ninfas de terceiro estadio de D. maximus
sobrevivem até 125 dias sob jejum. Foi caracterizado bioquimicamente no intestino
desses insetos um inibidor de trombina,’3 com propriedade anticoagulante; o gene
codificante dessa proteina foi clonado e a proteina recombinante74,’5 recebeu a desig-
nacdo de dipetalogastina. A identificacdo, a purificacdo e a caracterizacdo molecular de
leucil-aminopeptidase no intestino de D. maximusn acrescentou evidéncia de sua par-
ticipacdo na digestdo do sangue. A enzima purificada do intestino médio foi testada
contra substratos fluorogénicos, apresentando seus niveis mais significativos em pH 7,0
e temperatura 50 °C, em concordancia com as caracteristicas cinéticas de outras leucil-
aminopeptidases. Além disso, foi visto que essa enzima possui estrutura oligomeérica,
pois a perda de sua atividade estava relacionada a redugdo de sua massa molecular.
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Profilaxia da transmissao do T. cruzi pelo inseto vetor

As caracteristicas de grande endemicidade das infecgdes pelo T. cruzi transmiti-
das pelos triatomineos aos mamiferos e, particularmente, ao homem sdo elementos do
cotidiano na vida das familias em alguns ecossistemas do continente latino-americano.
A infeccdo pelo T. cruzi e a doenca de Chagas que se manifesta clinicamente em um
terco dos individuos infectados produzem pesados 6nus social e econdmico. Diante da
definicdo do problema, a ciéncia oferece caminhos na busca de uma solucéo. As abor-
dagens visando ao controle da transmissdo da infeccéo pelo T. cruzi para o homem tém
sido adotadas em varios niveis da cadeia epidemiolégica. De um lado, a possibilidade de
produzir uma vacina para proteger as pessoas ja infectadas pelo 7? cruzi ndo parece pro-
missora pelas razdes explicadas no Capitulo IV. De outro, os cientistas tém pensado em
encontrar um meio efetivo de interromper o ciclo de transmissdo da infecgdo do T. cruzi
durante o repasto do triatomineo no corpo humano.

A ética na ciéncia encaminha a pesquisa para a abordagem do problema, sempre
visando a interrup¢do da transmisséo da infeccdo chagasica para 0 homem. A pesquisa
que visa a direcionar o combate ao T. cruzi profundamente arraigado na natureza ha
mais de 90 milhdes de anos ¢ tarefa dificil, pois 0 conhecimento cientifico basico rela-
tado neste capitulo ainda é insuficiente para resolver aspectos intrincados na interagao
do inseto com o hospedeiro vertebrado.

A trombina é uma enzima importante na cascata de coagulacdo sangiiinea e, con-
seqlientemente, um interessante alvo para inibigdo pelos insetos hemat6fagos. Algumas
substancias com propriedades inibitdrias no intestino de insetos hematofagos ja foram
descritas. A infestina, um inibidor de trombina encontrado na porcdo anterior do intesti-
no do T. infestans, e a dipetalogastina,74 descrita em D. maximus, inibem tanto a trombina
quanto a tripsina.’3 Um inibidor do fator Xlla também j& foi descrito no intestino do
T. infestans.7S,7h Essas moléculas inibem a formag&o do codgulo no trato digestivo desses
insetos. Muitas dessas moléculas poderiam servir de alvo para a inibi¢do do ciclo de vida
do triatomineo, mas existe redundancia de proteinas diferentes para o exercicio das mes-
mas fun¢des na alimentacéo e na digestdo do inseto. Isso explica porque ainda ndo foi
possivel inibir o repasto de sangue por meios bioquimicos e imunolégicos efetivos contra
o inseto. Ha necessidade de produzir e aprofundar o conhecimento sobre os mecanismos
de escape do inseto, visando a interrupgao da transmisséo.

Controle da transmissdo do Trypanosoma cruzi

A idéia basica neste topico sugere a possibilidade de controlar a transmisséo do
T. cruzi pela picada do inseto. Um coquetel de aminas bioativas na saliva do barbeiro
é injetado no homem no momento da obtencdo do repasto de sangue. Numa area de
transmissdo endémica da infecgdo, ocorrem inoculacdes repetidas de uma gama de
proteinas imunogénicas que poderiam induzir a um processo imunizante natural. De
fato, existe relacdo entre as reagdes imunes de anticorpos e células em alguns indivi-
duos sujeitos a picada de triatomineos. Essas reagdes sugeriram a possibilidade de o



estado imune do hospedeiro interferir no habito alimentar do inseto. Tal interferéncia
seria uma prova em favor de uma vacina que mudaria a dindmica de transmissdo das
infeccbes do T. cruzi para 0 homem.74

Pesquisadores da Universidade de Brasilia’’ imunizaram galinhas com pro-
teinas da saliva do T. infestans. As aves desenvolveram respostas imunes que foram ca-
racterizadas. Entdo, foram estabelecidos pardmetros para avaliar os efeitos desse pro-
cedimento sobre o ciclo de vida do inseto. Ao contrario do que se esperava, verificou-se
que o T. infestans obtinha seu repasto de sangue de galinhas imunes em apenas 15
minutos, mas necessitava de 40 minutos para completar seu repasto em galinhas néo
imunes. Verificou-se também que os triatomineos procuravam as galinhas imunes para
se alimentar. Os insetos alimentados em galinhas imunes cresciam mais rapido que aqueles
alimentados em galinhas ndo imunes, e aqueles alcangavam o estadio adulto quarenta dias
antes destes Ultimos. Esses achados sugerem que o0 estado imunolégico da populagao de
hospedeiros vertebrados favorece o habito alimentar do T. infestans transmissor do T. cruzi.
Tais resultados mostram que a perspectiva de alcancar imunoprofilaxia das infec¢bes pelo
T. cruzi ainda ndo pode ser obtida com base no conhecimento até entdo disponivel.

N&o obstante, os cientistas continuam as investigagdes na busca de alvos mais
adequados para impedir a transmissdo do T. cruzi para 0 homem. O trabalho tem base
no conhecimento de que a saliva e o trato digestivo dos triatomineos sdo importantes
no processo de sua alimentacdo e metabolismo. Existe a expectativa de identificacdo
de um alvo promissor para agir por meios bioquimicos visando a interrup¢éo da con-
tinuidade do ciclo de vida do T. cruzi. Nesse interim, a estratégia mais efetiva no con-
trole da doenca de Chagas continua sendo o combate ao inseto vetor com inseticidas.
Porém, os danos que esses quimicos causam ao meio ambiente os tornam inaceitaveis
e impraticaveis para uso por tempo indeterminado. Uma solugdo pratica, efetiva e acei-
tavel pelos ambientalistas e pela sociedade ainda ndo foi encontrada. O conhecimento
adquirido sobre o assunto é um patrimdnio social de valor inestimavel, pois, mais cedo
ou mais tarde, a ciéncia encontrara a melhor solugao para o problema. Por isso mesmo,
é importante continuar a busca de novos meios de profilaxia da picada do inseto e da
transmissdo do T. cruzi. Nesse sentido, a saliva e o intestino dos triatomineos devem
ser mais estudados como alvos visando ao encontro de novos meios de profilaxia da
transmissdo da doenca de Chagas.

Abstract

The control of the insect-transmmitted Trypanosoma cruzi infections have basis
on the employment of insecticides. There is a need to develop a method aiming at the
biologic control of the disease transmission. The search for an effective tool to prevent
and control the triatomine-vector’s transmission of T. cruzi infections to humans
is a key objective of fundamental scientific research. An approach aiming at this
objective consists in identifying specific targets in the body of an insect-transmitter
of flagellate protozoan to vertebrate host, which could possibly inhibit the insect’s
feeding and, consequently, interfering with its lifecycle. Two preferential targets have
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aimed at achieving this objective. In one hand, it has been conducted searches for
pharmacologically active proteins in salivary glands of triatomines. On the other, it
has focused on the proteases associated with insect's digesting blood fills. These research
lines have revealed fundamental features showing that the salivary glands of triato-
mines possess active bioamines with vasodilator, anti-platelet aggregation and
anti-clotting factors. These are moieties with high biotechnologic interest. Also,
proteolytic enzymes in the intestines of triatomines are considered as important
targets. Meanwhile, hematophagous insects have developed highly efficient es-
cape mechanism; hence warranting blood fills from a fully immune host after
several decades of exposure to insect’s bites. An efficient escape mechanism is a
redundancy of pharmacologically active proteins in the insect’s salivary glands,
each ready to undertake those crucial activities, which have been associated with
rupture of homeostasis thus allowing blood feeding. Unfortunately, attempts to
inhibit a key factor have not resulted in the insect’s jeopardy, because it pos-
sesses a gamut of different molecules exerting a similar activity. This explains
why these triatomines have well succeeded so after 90 million years. However,
the science role is to counteract and make an advantage in favor of preservation
of human’s health.
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CapriTuLo 19

Analise econdmica da doenca de Chagas

Antonio Teixeira

Ana Carolina Bussacos

Neste capitulo sdo apresentados dados e argumentos que mostram que, di-
ferentemente do que vem sendo preconizado por setores do Ministério da Satde e
por drgios internacionais, a doenga de Chagas ainda nio foi controlada, superada ou
erradicada no Brasil. Aceita essa premissa, demonstra-se que os investimentos para o
controle da endemia e para pesquisas nio sdo condizentes com a meta de se alcangar
niveis minimos de transmissio.

Introducao

A classificagdo do mal de Chagas pelo poder publico brasileiro atinge um amplo
espectro: desde uma doenga sob controle ou superagio até uma endemia negligencia-
da. A principio, os dados epidemioldgicos sobre doenga de Chagas no Brasil referentes
ao periodo entre 1975 e 1985" mostram que tal endemia se encontra sob controle nos
ecossistemas cerrado e caatinga. Esse fato seria corroborado por taxas de incidéncia re-
lativamente baixas, longa sobrevida anterior 4 manifestagio clinica da doenga e redugio
do nimero de casos novos. Em vista dessas evidéncias, a Secretaria de Vigilancia em
Satde (SVS) do Ministério da Satde classifica a doenga de Chagas no grupo de doengas
transmissiveis com tendéncia ao declinio. Ademais, o Programa de Controle de Doengas
Endémicas, subprograma de Doengas Tropicais da Organiza¢do Mundial de Satde, € a
Secretaria de Ciéncia e Tecnologia do Ministério da Saide consideram que a doenga de
Chagas, a dengue, a leishmaniose, a hanseniase ¢ a tuberculose pertencem ao grupo das
doengas negligenciadas.

Essas declaragbes merecem reflexdo: se a doenga de Chagas estd sob controle,
ela deveria ser considerada uma doenga negligenciada? Parece haver uma contradigio
na classificagio de uma doenga tida sob controle, pois o fato de ela ser negligenciada
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deveria ser o primeiro indicio de que a doenga de Chagas ndo vem merecendo a aten-
¢ao necessaria das autoridades sanitarias brasileiras.

Neste capitulo sdo examinados os dados que descrevem o que efetivamente foi
feito no passado, 0 que tem sido feito no presente em relagdo a doenca de Chagas e,
particularmente, sdo analisados os investimentos efetuados no combate a essa grande
endemia. Cabe frisar, no entanto, que essa é apenas uma tentativa preliminar de trazer
0 assunto ao exame dos especialistas em economia da salde e da sociedade.

As acOes no combate a doenca de Chagas

A antiga Superintendéncia das Campanhas do Ministério da Sadde (Sucam)
desenvolveu um notavel programa de combate a doenca de Chagas entre os anos 1975
e 1985 (Figura 19.1). Com recursos de diversas fontes, promoveu-se uma agdo em
larga escala iniciada com um inquérito nacional de prevaléncia da doenca de Chagas.!
Tal inquérito, que teve como base o teste soroldgico de identificagdo de anticorpos
contra o Trypanosoma cruzi no sangue de pessoas de uma amostragem significativa da
populacdo e cobriu grande parte do territorio brasileiro, revelou uma prevaléncia de
5,8% de soropositividade. Esse dado mostrou que o Brasil tinha aquela época aproxi-
madamente 6 milhdes de chagasicos.

O periodo considerado na Figura 19.1 inclui duas épocas institucionais dis-
tintas: a da Superintendéncia de Campanhas (Sucam, 1975-1990) e a da Fundacéo
Nacional de Saude (FNS, 1991-1995).

Em geral, entende-se que o periodo da Sucam correspondeu as grandes agdes de
combate aos triatomineos domiciliados, que consistiu na borrifacdo de inseticida nas
residéncias e nos peridomicilios que tinham o 7? infestans. Considerando a magnitude
dessa endemia, foi tomada a decisao politica de enfrentar o mal de Chagas, no periodo
entre 1975 e 1985, pelo combate ao T. infestans, a principal espécie de triatomineo
encontrada nos domicilios nas areas endémicas dos ecossistemas cerrado e caatinga,
representando aproximadamente 1/3 do territdrio brasileiro. Uma quase-réplica do
exército verde-oliva foi criada e espalhada nos longinquos rincdes do pais por onde o0s
guardas da Sucam passavam, de casa em casa, fazendo o inventario triatominico que
precedia a borrifacdo de inseticida no peri e no intradomicilio.

O trabalho realizado com incrivel tenacidade pode ser confirmado pelos cien-
tistas, que, em seguida, fizeram trabalhos de campo para avaliar os diversos aspectos
clinicos evolutivos da doenca de Chagas.2 As Ultimas avaliagdes mostram a efetividade
do programa estimada pelo desalojamento do 7? infestans das habita¢cBes humanas na-
queles ecossistemas de clima seco.3

O periodo da FNS foi marcado pelo esforco de interrupcao da infecgéo pela trans-
fusdo de sangue. Naquela época, a hemorrede cuidava do monitoramento dos exames so-
roldgicos dos candidatos a doagdo de sangue nos hemocentros da rede pablica.

Em conseqliéncia dessas a¢des, os indices de transmissdo da infecgdo pelo inseto
vetor cairam espetacularmente. Publicagdo da OMS3 cita que a incidéncia da infecgdo



nos municipios submetidos as acGes de combate caiu de 5,0%, em 1983, para 0,28%
em criangas dos grupos etarios até 5 anos, em 2000.3

Contudo, esse dado deve ser analisado com cautela, j& que outras pesquisas en-
contram resultados diferentes quanto a taxa de incidéncia da doenca de Chagas. In-
quérito sorologico em trés municipios do norte do Estado de Goids, por exemplo,
revelou a incidéncia da infecgdo chagasica em 4,5% das criangas abaixo de 10 anos de
idade no ano de 1996 (SILVEIRA, A. C.; TEIXEIRA, A., dados ndo publicados).

1 2 3 4 5 6 7

Figura 19.1 Total de gastos com o combate a doenca de Chagas no periodo entre 1975 e 1995
Fonte: Ministério da Saude, Brasil

Os gastos com atividades de controle e prevengdo da doenca de Chagas, entre
1975 e 1995, totalizaram cerca de 520 milhdes de dolares americanos, o que representa
uma média de gastos anuais de USS 26 milhdes. Do total, 23,6% foram provenientes
do Programa de Chagas da Fundacdo Nacional de Saude, 49,4% eram recursos do
periodo da Sucam e 3,8% do total eram oriundos do programa de melhoria habitacio-
nal. O programa de capacitacdo de recursos humanos foi responsavel por 4,5% desses
gastos. A profilaxia da transmissdo por transfusdo de sangue do programa hemorrede
publica detinha 18,5% do total.

Os beneficios estimados do programa no periodo 1975-1995 foram calculados
em aproximadamente 850 milhdes de dolares de gastos prevenidos! — isto é, gastos evi-
tados em decorréncia da diminui¢do da transmissdo da doenca, alcancada pelas acdes
executadas -, dos quais 64% da reducdo dos gastos seria decorrente da queda das des-
pesas médico-hospitalares e 36% de gastos previdenciarios. Desse total, os bancos de
sangue trouxeram beneficios de mais de 18 milhdes de ddlares, sendo 81% em gastos
médico-hospitalares prevenidos e 19% em gastos previdenciarios prevenidos.

Essa analise de custo-efetividade do programa de controle da doenca de Chagas
no Brasil mostrou claramente sua relevancia social e os beneficios a satde da populagao.
Chegou-se a conclusdo de que as acdes de controle da doenca de Chagas implicaram
uma economia de US$ 7,16 para cada ddlar gasto no programa. Mais importante ainda
sdo os beneficios que se tornardo evidentes a partir de agora, vinte anos ap6s o pico das
atividades de desalojamento dos triatomineos com uso de inseticida, e, principalmente,
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nas proximas décadas, quando ficar patente a queda abrupta da mortalidade em de-
corréncia dos casos de Chagas que foram prevenidos pela acdo do combate ao barbei-
ro. Isso porque estudos preditivos longitudinais demonstram que o tempo médio de
evolucdo entre o estabelecimento da infecgdo e o aparecimento da doenca de Chagas
cronica é de 27 £ 8 anos.4

Em que pese o sucesso do Programa de controle, seria precipitado concluir que a
doenca de Chagas ja foi controlada ou superada no Brasil. Observe-se que a avaliagdo
guanto a sua erradicacdo ¢ complexa, haja vista que a manifestacdo da doenca se veri-
fica vinte ou trinta anos apds ser adquirida.

O panorama atual das acOes de combate a doenca de Chagas no
Brasil

Na Gltima década, o quadro descrito anteriormente foi modificado. Atualmente,
as agBes de combate ao barbeiro consistem em discretas atividades publicas que, em
linhas gerais, se restringem ao monitoramento entomolégico e ao uso de inseticida
motivado pela demanda da comunidade ou por lideranga local. Freqiientemente, a
acdo resume-se a transferéncia do inseticida para o demandante, pois ndo ha viatura
ou combustivel para a visita do agente de satde a localidade.

Nos dltimos dez anos, novas espécies de triatomas (7? sordida e P. megistus e
outros) tém assumido crescente importancia epidemiolégica, exigindo a mudanca de
paradigma quanto as a¢des de controle da doenca. A presenca dessas espécies em resi-
déncias humanas foi observada em visitas recentes a municipios do interior dos Esta-
dos de Goiéas, de Minas Gerais e da Bahia (Teixeira, dados ndo publicados). Até mes-
mo no Distrito Federal foram capturados oitocentos exemplares de P megistus (Figura
19.2). Estudos prévios do nosso laboratoério demonstraram que 2,5% dos triatomineos
capturados no DF estavam contaminados com o T. cruzi. Ndo obstante, 0 mapeamento
da doenca de Chagas pelos 6rgdos que recentemente confirmaram a erradicagdo da
doenca de Chagas levou em consideracdo apenas algumas espécies de triatomas (vide
Capitulos 16 e 17) tipicamente encontradas nas regides endémicas.

Outra modificacdo no panorama atual concernente ao controle da doencga de
Chagas diz respeito a necessidade de se prevenir completamente a transmissao da in-
feccdo por transfusdo de sangue.5 O sucesso da prevencdo da transmissdo da doenca de
Chagas por transfusdo de sangue depende da exclusdo do candidato pela sua histéria
epidemioldgica e pelos testes soroldgicos, disponiveis ha mais de quarenta anos.6'

Até o inicio da década de 1990, os dados disponiveis sugeriam que 55% dos
bancos de sangue, nas cidades de grande e médio portes, ja faziam os testes de imu-
nofluorescéncia, hemaglutinagcdo ou ELISA para triagem dos candidatos a doagdo
de sangue.d N&o obstante, os dados naquela ocasido sugeriam que havia 20 mil casos
novos de aquisi¢do da infeccdo pelo T. cruzi, agente da doenca de Chagas, por trans-
fusdo de sangue contaminado, configurando, assim, a segunda via mais importante de
aquisicdo da doenca.



Figura 19.2 Triatomineos encontrados em centros urbanos. A) Rua de cidade-satélite do
Distrito Federal, Brasil, onde foram encontrados barbeiros. B) Canil onde se abrigavam cen-
tenas de Panstrongylus megistus. C) Aspecto doentio do cdo que servia de fonte de alimento
para os barbeiros hematéfagos. D) Galinheiro onde se encontravam as aves que serviam de
presa para centenas de barbeiros no quintal da casa. E) Captura dos barbeiros para analise
no Laboratério Multidisciplinar de Doenga de Chagas, Universidade de Brasilia. F) Amos-
tragem de P megistus submetida a analise. Nenhum desses insetos estava contaminado com
0 Trypanosoma cruzi, agente da doenga de Chagas. Apenas sangue de galinha e de céo foi
identificado no intestino dos insetos, indicando que eles ndo invadiam o intradomicilio
Fonte: arquivo do dr. Antonio Teixeira

E possivel que esse quadro tenha mudado, mas isso ndo pode ser comprovado,
visto que ndo ha dados quantitativos acessiveis referentes a transmissdo do T. cruzi por
transfusdo de sangue na Ultima década. Na auséncia de dados que indiquem tendén-
cia contraria aquela conhecida na literatura cientifica,59 fica impossivel sugerir que a
transmissdo da doenca de Chagas por transfusdo de sangue tenha sido superada, apesar
do progresso no controle da transmissdo vetorial e por transfusdo de sangue.

Outro aspecto vai de encontro a tese de que a doenca de Chagas esta sob con-
trole. Apesar de 0 éxodo rural ter diminuido o percentual da populacédo brasileira que
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vive em areas rurais hiperendémicas e esta exposta aos insetos vetores, o risco de trans-
missao continua, ja que as acles de combate ao inseto vetor so sdo feitas pontualmente,
limitadas pelas dotagdes orcamentarias destinadas ao controle e ao combate a doenga
de Chagas.

A esse respeito, observa-se na Figura 19.3, que a doenca de Chagas recebeu,
entre 1994 e 1999, 2,5 e 7,5 vezes menos investimentos do que, respectivamente, a
malaria, a febre amarela e a dengue.

Figura 19.3 Gastos do Ministério da Satde no periodo entre 1994 e 1999 para prevenir doen-
cas endémicas persistentes no Brasil
Fonte: Execugdo Orcamentaria do Ministério da Salde, Brasil

Na Figura 19.3 estdo expressos 0s investimentos do Ministério da Salde para o
controle da dengue/febre amarela, maléria e doenca de Chagas. Note-se que a doenga
de Chagas recebeu, proporcionalmente, recursos progressivamente inferiores aqueles
alocados para as outras duas doencas. Por exemplo, em 1997 o orcamento efetivamente
executado no combate a Chagas foi quase dez vezes menor que o destinado ao controle
da dengue.

Figura 19.4 DotagGes orcamentarias do Ministério da Salde para o controle da doenca de
Chagas (azul claro), malaria (azul escuro), dengue e febre amarela (vermelho) - 1994 a 1999
Fonte: Execucdo Orcamentaria, Ministério da Saude



A tabela seguinte fornece o nimero de casos e de 6bitos relacionados a dengue,
a febre amarela, a malaria e a leishmaniose nos anos de 1994 e 2005. Comparando-se
essas informacBes com os dados mostrados na Figura 19.4, pode-se concluir que o
critério que determina o investimento no controle de uma endemia n&do esta necessa-
riamente relacionado com as taxas de letalidade que a doenga produz. Pelo contrério, a
relagdo que se encontra é entre investimento e morbidade durante o surto epidémico,
0 que pode estar associado com a pressdo social exercida, nesses momentos, sobre o0s
tomadores de decisdo.

Tabela 19.1 Letalidade repertoriada no territério nacional para dengue, febre amarela,
malaria e leishmaniose, entre os anos de 1994 e 2005

Endemia Casos 1994-2005 Obitos 1994-2005
Dengue 3.590.504 309
Febre amarela 364 164
Maléria* 5.898.957 2100
Leishmania** 416.493 2051

Fonte: Ministério da Saude, Brasil
* Dados disponibilizados até 2003.
** |_eishmaniose visceral.

A comparagdo dos numeros relativos a morbidade e a letalidade referentes a cada
uma das endemias com aqueles dos investimentos apresentados na Figura 19.4 suge-
rem que a morbidade ¢ o principal critério definidor do montante do investimento.

Ha& de se destacar, entretanto, que acles importantes foram mantidas, visando
as melhorias habitacionais nas areas rurais endémicas da doenga de Chagas. Como foi
visto na Figura 19.1, o Ministério da Saude ja havia investido 20 milhdes de ddlares no
programa de melhorias habitacionais no periodo entre 1975 e 1995. Na Figura 19.5,
observa-se que 0 valor médio anual aproximado de 3,25 milhdes de ddlares foi gasto
entre 1995 e 1998. Entretanto, a partir de 1999 o dispéndio médio aumentou para
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Figura 19.5 Gastos do governo federal para melhoria das habitagdes da populacdo rural nas
areas endémicas, visando a prevencdo da doenca de Chagas - 1995 a 2002
Fonte: Execugdo Orcamentaria, Ministério da Salde
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cerca de 12 milhdes de dolares por ano. Esse dado representa um avango substancial
nas agdes de combate a endemia mediante as melhorias habitacionais, como pode ser
visto no grafico a seguir.

Outra iniciativa marcante na evolucdo das acOes referentes ao controle da
doenca de Chagas foi a Iniciativa dos Paises do Cone Sul.l0 Diante do sucesso das
acOes de combate ao T. infestans no domicilio e no peridomicilio dos ecossistemas de
clima seco, cerrado e caatinga, no territorio brasileiro, as comunidades cientificas nos
diversos paises mobilizaram-se, visando a encetar iniciativa semelhante na Bolivia,
no Chile, no Paraguai, na Argentina e no Uruguai.

Existe uma suposicdo de que o T. infestans teria tido seu nicho original na Bo-
livia, de onde foi irradiado para os paises vizinhos. Independentemente de ter sido
ou nado originado na Bolivia, o certo é que o T. infestans desconhece as fronteiras das
regides geopoliticas. Isso significa que o desalojamento da espécie deve ser feito sem
descontinuidade nos ecossistemas onde ela existe, pois s6 havera controle efetivo da
doenca de Chagas quando o cidaddo informado expulsar o inseto, impedindo-o de
voltar a co-habitar nas residéncias humanas.ll

Quanto a esse aspecto, cabe ressaltar que a prevencéo e o controle da doenca de
Chagas sdo o que se denomina na literatura econdmica de bem publico global. Como
bem publico global entende-se todo programa, politica ou servigo cuja producdo gera
impactos que transcendem as fronteiras nacionais e regionais e, portanto, requer soli-
dariedade internacional.

Apresentam-se, a seguir, dados de investimentos (Figura 19.6) nas acGes de
combate a doenga de Chagas nos paises do Cone Sul do continente.

Os dados da Figura 19.6 mostram alocac¢des de recursos cujos totais ndo podem
ser relacionados com critérios demogréaficos, de extensdo territorial ou de prevaléncia
da doenga. Essa analise sugere que o comprometimento dos paises latino-americanos
com o combate a endemia chagasica é assunto aberto para discussao.

Figura 19.6 Total do desembolso feito pelos paises do Cone Sul visando a eliminagdo do Tria-
toma infestans e a interrupgédo da transmissdo do Trypanosoma cruzi pela transfusdo de sangue
entre os anos de 1991 e 1998

Fonte: informe técnico da VIII Reunido da Comissdo Intergovernamental da Iniciativa do
Cone Sul,Tarija, Bolivia, 1999



Nao obstante a implementacéo de agBes de combate a transmissdo do T. cruzi

para as populacfes dos paises vizinhos, existem evidéncias sugestivas de que o proble-
ma persiste e tende a se difundir além-fronteiras nos ecossistemas onde a estratégia
de uso de inseticida pode nao dar resultados satisfatorios. Além disso, varios outros
pontos sugestivos de ampliac8o das fronteiras dessa grande endemia precisam ser cui-
dadosamente analisados, visando ao planejamento e a orgcamentacéo de gastos.

Expansao da endemia no continente

Andlise cuidadosa de alguns aspectos gerais da endemia revela uma realidade

que precisa ser considerada cuidadosamente. A partir da metade da década de 1980,
tem sido possivel observar as seguintes tendéncias da doenca de Chagas:

1)

2)

3)

*

Desalojamento do Triatoma infestans das habitagdes humanas nos ecossistemas
do cerrado e da caatinga. Indubitavelmente, essa foi a grande conquista da ciéncia
levada ao campo por um exército de agentes de salde, sistematicamente, durante
uma década. Essa a¢do reduziu para niveis minimos a transmissdo da infec¢do nos
grupos etarios abaixo de 15 anos de idade.

N&o obstante o sucesso alcancado em decorréncia da suspenséo das a¢bes de com-
bate ao barbeiro transmissor do T. cruzi,' atualmente cientistas tém encontrado
o T. infestans e outras espécies de triatomineos, ocasionalmente, em casas situadas
nos ecossistemas secos, cerrado e caatinga, o que indica que a doenca de Chagas
ainda néo foi controlada.

Ampliacéo da area de abrangéncia dos triatomineos. Os dados citados nos capi-
tulos XVI e XVII deste livro mostram que triatomineos transmissores da doenca
de Chagas sdo encontrados em praticamente todos os ecossistemas no territo-
rio brasileiro. Existem mapas, oficiais ou ndo, mostrando auséncia de doenca de
Chagas na Amazonia. Entretanto, ja foram identificadas tribos de triatomineos
na Amazodnia, potencialmente transmissores do protozoario flagelado para o ho-
mem.12 Trabalhos recentes12,13 mostram a exposicdo humana a infeccdo pelo 7?
cruzi e casos clinicos agudos e cronicos da doenca de Chagas, autoctones da regido,
tém sido descritos na literatura.1217

Doenca de Chagas na Amazonia. H& pouco mais de trés décadas foi descrita
uma microepidemia da doenca urbana no Estado do Para.l8 Desde entdo foram
narradas varias dezenas de episédios semelhantes nos estados que compdem a
Bacia Amazonica no Brasil.1216 Também sdo conhecidos dados epidemiolégicos

Hoje em dia, essa acéo de combate aos triatomineos domiciliados esta sendo feita de forma pontual, motivada
pela reclamagéo de pessoas que localizam os insetos dentro de suas casas. Quando é possivel, 0 agente de satide
vai até o local e expulsa das casas os triatomineos, borrifando o inseticida piretréide. Mas, frequentemente, a
acdo consiste apenas em transferir o inseticida para o reclamante.
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4)

5)

que mostram cifras preocupantes de doenga de Chagas humana na Amazonia
Colombiana.”” Uma caracteristica central dessas epidemias focais em familias ou
agrupamentos estd uma plausivel contaminagio das pessoas pela via oral. Em um
episédio na cidade de Belém,'® a possivel fonte de contaminagio teria sido o suco
de agai, moido juntamente com barbeiros contaminados. Acredita-se que os bar-
beiros atraidos pela luz voam de seus nichos silvestres para os locais.

Urbanizagio da doenga de Chagas. O éxodo rural que trouxe contingente de
chagisicos para as cidades de médio e grande porte e também para capitais do
continente latino-americano tornou a doen¢a de Chagas uma endemia também
urbana. H4 estimativas sugerindo que existe aproximadamente 1 milhdo de chagi-
sicos nas cidades de Sdo Paulo, Rio de Janeiro e Belo Horizonte.? Hoje a doenga
de Chagas atinge todas as classes sociais, estando marcadamente presente na vida
dos brasileiros. A esse respeito, a distribui¢io mais ampla da doenga de Chagas nas
diversas classes sociais, todavia, precisa ser reanalisada cuidadosamente, em vista
das evidéncias de transmissdo ativa do 7. cruzi pelo inseto vetor nas dreas urbanas
do continente. 228

H4 comprovagio da ocorréncia de uma microepidemia de doenga de Cha-
gas em um bairro da periferia da cidade de Salvador, Bahia.® Também foi en-
contrado foco de transmissio do T. cruzi pelo P megistus com a doenga hu-
mana autéctone na cidade de Sio Paulo.”? No Capitulo 17 foram descritas
as condigbes demogrificas associadas ao crescimento da periferia das gran-
des metrépoles, impossibilitando a demarcagio entre areas rurais e urbanas.
A impossibilidade de demarcagio entre dreas rurais e urbanas, em razdo do cresci-
mento da periferia das grandes metrépoles, faz com que seja necessirio prevenir a
transmissdo do 7. cruzi por triatomineos silvestres.?

Transmissao oral da infec¢io. Em fevereiro do ano 2005, a imprensa de varios
estados brasileiros noticiou a ocorréncia de casos agudos de doenga de Chagas em
um balnedrio no Estado de Santa Catarina. O cerne do estudo epidemiolégico
levado ao conhecimento publico sugere que a infecgdo pelo 7 cruzi teria sido vei-
culada pelo caldo de cana e levou em conta apenas os pacientes que tinham mani-
festagdo clinica. Esse é um aspecto preocupante porque se tem verificado que para
cada caso de doenga de Chagas clinicamente manifesto existiriam pelo menos cem
outros que passariam despercebidos por falta de sintomas clinicos. Nesse contexto,
a epidemia poderia ter alcangado até um total de 3 mil pessoas ou mais.

Evidentemente, as pessoas foram infectadas porque estiveram expostas a fonte

de contaminagio pelo 7T cruzi, o que foi sugerido pela identificagio de exemplares de

Triatoma tibiamaculata em palmeiras situadas na proximidade do quiosque onde se

fazia a moagem da cana de agucar, provével fonte de contaminagdo. Naquela ocasido,

ainda que nio tivesse ficado comprovado, barbeiros contaminados com T cruzi devem



ter sido triturados com a cana, misturando-se ao caldo ingerido pelas pessoas. Trata-se,
pois, de um flagrante importante da deficiéncia no controle epidemioldgico da doenca
de Chagas.29'3

Doenca de Chagas e Aids: aspectos econdmicos para reflexdo

Atualmente, cerca de 1,5 milh8o de pessoas tém a infeccdo pelo HIV/Aids na
América Latina, o que representa 5% dos casos reportados em todo 0 mundo. Nessa
regido, um total de 18 milhdes de pessoas tem a infeccdo pelo T. cruzi.3 Os dados mos-
tram que o total de pessoas com a infecgdo chagasica é 12 vezes superior ao numero de
pessoas infectadas com o virus da Aids.33'%

As estatisticas indicam um total de 15 mil 6bitos por causa da Aids em 1995 e
de 11 mil 6bitos no ano de 2002. A redugdo do nimero de dbitos pela Aids é explicada
pelo decréscimo da taxa de mortalidade em decorréncia dos novos esquemas de tra-
tamento disponibilizados aos portadores do virus HIV na rede publica de satde. Esse
dado evidencia o sucesso da ciéncia na luta contra a Aids, aliviando o clima de tenséo
e inseguranca que a epidemia representava para a populacéo brasileira.

Andlise comparativa de dados (Tabela 19.2) mostra que, hoje em dia, para cada
individuo que morre de Aids, quatro falecem de Chagas de acordo com os dados da
Secretaria de Vigilancia em Salde do Ministério da Salde.

Resultados diferentes, que apontam para um numero de ébitos por Chagas su-
perior ao informado pelo MS, foram obtidos mediante analise com base em estudos
clinico-epidemiologicos preditivos4,36,37 que mostram que a letalidade da doenca de
Chagas, para todos os infectados, alcanga 0,56% ao ano. Esses estudos mostram que
a mortalidade do chagésico acontece entre vinte e trinta anos depois de adquirida a
infeccdo aguda, o que possibilita afirmar que o dado de 1985 nédo pode ser substancial-
mente diferente da ocorréncia trinta anos depois. Entdo, considerando a informacéo
clinico-epidemiologica, 0 nimero de ébitos por ano no Brasil totaliza 33.600 (0,56%
de 6 milhGes de casos). De acordo com os estudos preditivos supramencionados, para
cada individuo que morre de Aids, vinte morrem de Chagas, cifra cinco vezes superior
aquela divulgada pelo Ministério da Saude.

O numero de casos novos de Aids tem sofrido declinio sensivel nos dltimos anos.
De um total de 25 mil casos novos de Aids, em 1998, estima-se em 15 mil o nimero
de casos novos em 2003. Porém, em 1996, o World Health Report3 estimou que a cada
ano ha 300 mil novos casos de doenca de Chagas na América Latina. Considerando
que cerca de um terco dos chagasicos (6 milhdes) sdo brasileiros, foram estimados que
pudessem ocorrer 100 mil novos casos de doenca de Chagas por ano no Brasil.38 Feliz-
mente, esse quadro sombrio tem sido gradualmente modificado pelo combate ao inseto
transmissor com o inseticida. Espera-se que o principal beneficio resultante da agdo de
combate ao barbeiro fique mais evidente a partir da proxima década.

Como dito anteriormente, as taxas de sobrevida de pacientes com Aids aumen-
taram dramaticamente com a introducdo da terapia anti-retroviral. Antes, a sobrevida
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era de menos de seis meses, e agora € de cerca de cinco anos. A sobrevida de um pa-
ciente chagasico que manifesta clinicamente a insuficiéncia cardiaca é, em média, de
apenas sete meses a dois anos.

Nos dltimos anos da década de 1990, o gasto anual do Ministério da Salde
com Aids foi, em média, de mais de USJ> 300 milhGes.3637 Dados disponiveis sobre
a dotacdo de recursos do Ministério da Saude para doenca de Chagas, nesse mesmo
periodo, registram que as cifras giraram em torno de U$ 15 a 20 milhGes por ano
(Tabela 19.2).

O caélculo da Disalibility-Adjusted Life Years (DALY) - unidade de medida da
carga ou impacto agregado da doenca - perdido por causa da doenca de Chagas varia
entre 1,6 e 2,7 milhGes. Considerando uma renda per capita anual média na América
Latina de USJ> 2.390, a perda econbmica para o continente em decorréncia da doenca
de Chagas varia entre 4 e 6 bilhdes de dolares anuais.138

Tabela 19.2 Dados comparativos entre a Aids e a doenca de Chagas*

Dado Aids Doenca de Chagas
Total de individuos infectados* 2 milhGes 18 milhdes
Populag&o em risco ? 20%
Numero de 6bitos por ano 11 mil 33,6 mil
NUmero de novos casos por ano 15 mil > de 100 mil
Taxa média de sobrevida** 5 anos sete meses a dois anos

Gastos anuais com a doenca no Brasil ~ US$ 300 milnGes USS 15 a 20 milhdes

* Somente na América Latina. Um terco do total esta no Brasil.
** Sobrevida do paciente chagésico que manifesta a doenca clinicamente.

Fonte: Ministério da Saude

A analise comparativa apresentada tem a finalidade de realgar a qualidade e a
importancia do programa de Aids. Sem esse programa, a Aids teria causado um énus
social ao pais impossivel de ser reparado em termos de perda de vidas. Por isso mesmo,
0 programa de Aids serve de paradigma para outras doencas. Sobretudo, mostra que o
combate & doenca de Chagas tem sido negligenciado.

Fomento a pesquisa

A pesquisa sobre a doenca de Chagas no Brasil recebeu um grande incentivo
durante o Plano Integrado de Doengas Endémicas (Pide), administrado pelo CNPq,
durante os anos de 1975 e 1985. Sob a lideranca de pesquisadores ja estabelecidos e
com a chegada de novos pesquisadores, a pesquisa cientifica no Brasil nas areas de
bioquimica, imunologia, genética e biologia molecular avangou celeremente. Com o
término do Pide, foi priorizado o controle da doenca de Chagas em detrimento da



pesquisa, como se essas acdes fossem excludentes e ndo complementares. Como disse
um pesquisador experiente nos estudos de campo sobre Chagas: “Hoje em dia € dificil
continuar a pesquisa, pois nao ha onde buscar o apoio”. A partir desse periodo, a doen-
¢a de Chagas foi considerada “doenca fora de moda”. Diante desse cendrio, a pesquisa
passou a receber apoio insuficiente da Unesco e do Fundo Nacional de Saide (FNS),
instituicdes que ndo apresentavam tradicdo nesse tipo de acéo.

A natureza encarregou-se de reverter o jargao, a medida que surgiram varias
microepidemias de Chagas na Amazoénia, no Nordeste e, mais recentemente, no Esta-
do de Santa Catarina. Com base no conhecimento de que para cada caso da infecgdo
chagésica existe possivelmente uma centena ou mais de casos de Chagas aguda que
passam despercebidos, pode-se supor que o quantitativo dessas microepidemias mos-
tra apenas uma parcela do grande iceberg que pode estar submerso.

Em conseqiiéncia, o assunto foi reexaminado pela comunidade cientifica reunida
sob a égide do Ministério da Salde. Diante da compreensdo dos fatos, houve um incre-
mento significativo de 450% no volume de recursos financeiros direcionados ao controle
da doenca de Chagas pelo Departamento de Ciéncia e Tecnologia do Ministério da Saude
entre 2003 e 2004, que passou de 14 milhGes para 66 milhdes de reais (Figura 19.7).

No ano em curso, tendo como base uma nova realidade orcamentaria e financeira,
a Secretaria de Ciéncia e Tecnologia do Ministério da Saude estabeleceu parceria com o
Ministério da Ciéncia e Tecnologia (MCT) com o proposito de viabilizar o fomento a
projetos de pesquisa com mecanismos ja estabelecidos de financiamento. Um acordo de
cooperagao técnica estabeleceu que o Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico
e Tecnoldgico (CNPq) e a Financiadora de Estudos e Projetos (Finep) tomam-se parceiros
nas acdes de fomento. A boa nova apareceu no setor na forma de Edital, projetos sobre do-
encas negligenciadas - doencga de Chagas, maldria, dengue, hanseniase, leishmaniose - com
investimento total de 20 milhdes de reais. Esse pode ser o caminho para levar a conquista
célere de conhecimentos novos, Unico meio capaz de superar as dificuldades opostas ao
controle da doencga de Chagas no Brasil.

Figura 19.7 Distribuicéo dos recursos destinados a doengas transmissiveis no periodo 2004-2005
Fonte: Decit, Ministério da Satde, Brasil, 2004-2005

Capitulo 19 - Analise econdmica da doenga de Chaga —

<>

287



Antonid Teixeira - Ana Carolina Bussacos

188

Conclusdes

Diferentemente das conclusGes a que chegaram o Ministério da Salde, os da-
dos apresentados neste capitulo mostram que a doenga de Chagas esta longe de ser
controlada. Na analise epidemiologica, é necessario levar em conta diversos aspectos
particulares dessa grande endemia: a introducdo de novas espécies de triatomineos
nos ecotopos humanos em diferentes ecossistemas, a expansao da doenga em regides
onde até entdo era desconhecida, inclusive em areas urbanas, a reinfestacdo pelo Tria-
toma infestans ap6s 0 uso do inseticida piretroide,3 e, particularmente, a manifestacao
clinica da doenca, que s6 aparece longo periodo apos a aquisi¢do da infeccdo pelo
T. cruzi. O reconhecimento da dimens&o e do impacto da doenga de Chagas no Brasil
permitiria que as a¢Bes publicas fossem intensificadas, com especial atengdo para o
fomento a pesquisa. Para tanto, ha de se ampliarem os recursos alocados para o con-
trole da doenca de Chagas, 0 que seria possivel por meio da redefinicao de prioridades
por parte do Ministério da Salde brasileiro, bem como mediante o reconhecimento
de que o controle da doenca de Chagas ¢ um bem publico global, justificando a am-
pliacdo da colaboracdo da comunidade internacional.

Abstract

The chapter presents and discusses data and information showing that Chagas
disease has not been controlled, conquered or eradicated in Brazil. This appraisal di-
ffers from the opinion set forth by the Brazilian Ministry of Health and by internatio-
nal organizations. Having shown this disposition, it has been demonstrated that the
investments for the control of endemic Chagas disease and for fostering fundamental
research in this area are not sufficient and, therefore, the ultimate goal to subdue the
disease transmission to minimal levels are yet to be determined.
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Capitulo 20

Aspectos medico-sociais da doenca
de Chagas

Antonio Teixeira

A doenca de Chagas tem causado grande dificuldade a colonizacdo do Brasil e
dos demais paises da América Latina ao longo de cinco séculos. Tal assertiva requer
pensar no significado de uma enfermidade que se propaga no continente, atingindo
cerca de 18 milhGes de pessoas, um ter¢o das quais sucumbira a doenca nas faixas eta-
rias entre 30 e 45 anos de idade. As familias que habitavam em éareas rurais ha cerca
de apenas trés geragdes sabem o significado dessa enfermidade, porque j& tiveram pelo
menos um ente que sucumbiu a doenca. Orfandade e desolagéo é o quadro prevalente
nos rincOes desse continente entristecido pelo medo da morte repentina pela Chagas.
Antigamente se dizia que a doenga de Chagas era doenca de pobre e “fora de moda”.
Hoje em dia, a doenga pode ser encontrada em todas as classes sociais, mas o0 con-
ceito “fora de moda” persiste porque interessa aqueles que insistem em ndo cuidar do
problema dentro de sua casa. Porém, muitos compreendem a importancia da doenca
que tem trazido sofrimento a muitos. Essa compreensdo foi prontamente absorvida
pelos cientistas que se dedicam ao estudo da doenca de Chagas. Apenas setores com
pensamento alienigena sustentam que a doenca ja foi controlada e emitem certificado
geopolitico de isencdo de barbeiros vetores da Chagas. A solugdo do problema depen-
de de mobilizacao da sociedade visando a mudanca dessa realidade secular.

Os primeiros habitantes

No Capitulo 1 foram descritos os diversos elementos da natureza que confluiram
em cenas ebnicas no sentido de estabelecer no continente americano a grande enzoo-
tia, agora denominada tripanossomiase americana. Aqui, 0 assunto pode ser retomado
a partir do momento da chegada do Homo sapiens ao continente, ha aproximadamente
50 mil anos.! Naquela época, ja estavam estabelecidos os elementos dos ciclos enzoo-
ticos (Figura 1.1, Capitulo 1), e a transmissdo da infecgdo pelo Trypanosoma cruzi res-
tringia-se ao ambiente natural onde triatomineos predavam os mamiferos silvestres.
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Nos tempos pré-Colombo

Aguela situago teve continuidade ao longo de muitos milénios. Gracas aos es-
tudos de paleoparasitologia, tem sido possivel reescrever a histdria da tripanossomiase
americana com base nos achados de corpos humanos mumificados, enterrados no
deserto de Atacama, situado entre o Chile e o0 Peru. Os dados mais recentes mostram
que aqueles corpos datados de 9 mil anos j& tinham sinais de doenca de Chagas, reco-
nhecida pelas lesdes patologicas e pelas provas de marcadores genéticos moleculares,
identificadores do DNA do parasito nos tecidos lesados.2 Uma pesquisa cuidadosa
estudou 238 corpos mumificados e mostrou que a prevaléncia da doenca de Cha-
gas alcancava 40,6% daquela populagdo. A cadeia epidemiolégica da transmisséo da
infeccdo ja estava estabelecida naquela populagdo em sintopia com o Triatoma infes-
tans, principal transmissor das infec¢des pelo T. cruzi. Em resumo, a tripanossomiase
americana j& era um agravo sério para os amerindios, produzindo altos indices de
prevaléncia e mortalidade naquelas populagdes muito antes da chegada de Colombo
as Ameéricas. A alta prevaléncia da doengca em mumias é compativel com aquelas
detectadas em populagfes de areas rurais da Bolivia, do Chile, da Venezuela e em
alguns municipios brasileiros antes de 1985, quando foi descontinuado o programa de
desalojamento dos triatomineos dos domicilios nas areas rurais mediante a borrifagao
de inseticidas.13

Nos tempos p6s-Colombo

Ja estando estabelecidos os ciclos silvestre e doméstico de transmissdo do
T. cruzi para 0 homem, certamente ndo foi preciso mais que a proxima oportunida-
de de exposicdo dos colonizadores de origem européia e africana recém-chegados
aos ecotopos naturais dos triatomineos contaminados com o0 protozodrio para que
eles adquirissem prontamente a tripanossomiase americana. A literatura tem regis-
trado, desde 1611, riqueza de detalhes sobre os ataques que os triatomineos faziam e
que eram considerados pelas pessoas como contato horrivel e inesquecivel.4 § Nesse
contexto encontra-se o relato no diario de Charles Darwin, em 1839.7 Entretanto, a
primeira descricdo taxonémica de um desses triatomineos {Triatoma rubrofasciata)
é datada de 1773, e outras espécies {Triatoma dimidiata e Panstrongylus genyculatus)
foram descritas em 1811.819

Existem relatos sugestivos de uma condi¢do clinica conhecida em Pernambuco
como “bicho”, cujos sintomas intestinais poderiam ser relacionados com o megacolon. 10
No Estado de Minas Gerais, essa condigdo fora descrita como “corrupcdo do bicho ou
dilatacdo e distensdo do reto”.ll A segunda entidade clinica era conhecida como “mal de
engasgo”, que resultava em dificuldade de deglutir, reconhecido hoje como queixa tipica
do megaesdfago chagasico.l2 Chamam a atencdo ainda outros relatos na literatura dos
jesuitasl3 nos séculos XV 111 e XIX; falavam de uma doenca que “atacava principalmente
0s negros recentemente chegados”, e “a condicdo violenta que permite ver a area pre-



cordial”, ou, ainda, sobre a ocorréncia de morte subita nos novos colonizadores. Por
iss0 a pessoa indagava “se achava que ele iria sobreviver”. Até entdo, inexistia dado que
comprovasse uma nova entidade mdrbida, e nenhum fato fundamental sobre a doenca
de Chagas ou seu agente causai fora documentado até a data da sua descoberta por
Carlos Chagas, em 1909.

A descoberta do Trypanosoma cruzi e a doenca de Chagas

A grande descoberta de Carlos Chagas é considerada Unica porque ele achou
0 agente {Trypanosoma cruzi) no inseto vetor (Panstrongylus megistus) antes da desco-
berta da infeccdo em animais silvestres e da doenca clinica nos humanos. Além disso,
jamais uma doenca havia sido reconhecida em seus varios aspectos, em curto intervalo
de tempo, pelo esfor¢co de um s6 pesquisador.l4 Inicialmente, Carlos Chagas recebeu
aclamacéo nacional e internacional pela sua descoberta. Por tudo isso, ele foi agraciado
com o titulo de Membro da Academia Brasileira de Medicina, e com o Prémio Sg¢hau-
dinn, de grande prestigio internacional. Chagas foi indicado duas vezes para receber
0 Prémio Nobel: em 1913 o prémio foi concedido a Richet pelo seu trabalho sobre
anafilaxia, e, em 1921, ndo houve vencedor.1

Infelizmente, Chagas incluiu o bécio endémico como parte do quadro clinico da
doenca de Chagas. Esse engano parece ter contribuido para a controvérsia que gerou
uma discussao rancorosa, que negava o valor intrinseco de seu trabalho pioneiro. Parte
da discussdo pode ter sido motivada pelas dificuldades inerentes a biologia da infecgao:
0 7? cruzi mutliplicando-se dentro da célula era raramente encontrado, e, em grande
nimero de casos, era impossivel fazer o diagnostico dos casos com base na associagao
dos sintomas da doenca cronica, porém sem a confirmagdo parasitologica. Adicio-
nalmente, havia também sinais de citimes e rivalidade politica, decorrentes das novas
funcbes que Carlos Chagas assumira como Diretor do Instituto de Manguinhos e, em
seguida, como Diretor do Departamento de Salde Publica. As hostilidades cresceram
e culminaram no desafio dentro da Academia de Medicina, onde suas descobertas
foram questionadas asperamente, e de forma incorreta,l5 como propagaram seus de-
tratores:

Vocé pode ter achado alguns mosquitos, pode ter inventado uma doenga
rara e desconhecida, sobre a qual muito ja foi dito, mas cujas vitimas quase
ninguém conhece, escondidas em tocas no interior de sua provincia, uma
doenca que vocé queria distribuir magnanimamente entre seus compatrio-
tas, acusados de cretinismo.

Uma comissdo criada para investigar o assunto absolveu Carlos Chagas um ano
depois. Entretanto, as agressdes dos seus detratores e a investigacdo da comissdo in-
fluenciaram negativamente na sua nomeac&o para receber o Prémio Nobel de 1921.1,
16 Dr. Carlos Chagas faleceu aos 55 anos de idade, em 1934, antes de conhecer a
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verdadeira extensao da distribuicdo da doenga de Chagas na América Latina. Esse
conhecimento emergiu lentamente a partir dos trabalhos de Salvador Mazza e Cecilio
Romana, na Argentina.l7 Hoje, sabe-se que cerca de 300 milhdes de pessoas vivem
sob risco de adquirir a infeccdo pelo T. cruzi e que pelo menos 18 milhdes de pessoas
estdo infectados com o0 agente da doenca de Chagas, responsavel por algo como 100,8
mil mortes por ano nos paises latino-americanos. E por tudo isso que se tem dito que
a histdria da doenga de Chagas deve ser contada aos jovens nas escolas de primeiro e
segundo graus, porque ela tem 0 dom maégico de criar nas pessoas 0 amor pelo conhe-
cimento. Além disso, somente a difusdo das idéias que acompanharam o trabalho pio-
neiro de Carlos Chagas (foto) podera vencer a ma vontade das elites que ainda hoje a
consideram uma “doenga fora de moda”. Porém, os jovens precisam saber que a doenca
pode ser evitada pela conquista de novos conhecimentos: Sé o saber salva!

Figura 20.1 Dr. Carlos Chagas (1879-1934). Génio sem prémio. Os historiadores sugerem
que “houve trama contra a indicacdo do dr. Chagas ao Prémio Nobel de Medicina, em 1921, por
parte daqueles que estavam corroidos pela inveja”. Naquele ano ndo houve premiagdo

Fonte: Gazeta Mercantil, p. 3,18.8.2001

Nos dias de hoje

A doenca de Chagas é a doenca infecciosa mais letal do hemisfério ocidental.
Esta doenca causa enorme 6nus social: 6 bilhdes de dolares/ano contabilizam os anos
de vida ceifados, as despesas hospitalares e com medicamentos. Mas essa é apenas a
perda material.

O principal 6nus da doenca de Chagas é aquele quadro triste que avassala fa-
milias cujos chefes (pai e/ou mée) foram vitimados (geralmente entre 30 e 45 anos
de idade) precocemente. Orfandade e desolacdo é o panorama sombrio encontra-
do nas areas rurais da América Latina; familias inteiras ficaram sem perspectiva



de educacdo e de producdo de riqueza. Particularmente, é possivel que a doenca
de Chagas seja uma das causas do subdesenvolvimento deste continente. Muitos
acham que parece necessario levar esse assunto para uma discussao ampla na so-
ciedade, com possibilidade de gerar esclarecimento e beneficio para todos. A perpetuagéo
desse siléncio secular é desumana. N&o é justo continuar a esconder o problema
debaixo do tapete, evitando-se discuti-lo publicamente. O preconceito propicia
dor e sofrimentos reconditos.

O estigma e 0 preconceito

A medida que a midia tem noticiado aspectos socialmente relevantes concernen-
tes a doenca, algumas pessoas chagasicas tém procurado romper a barreira do siléncio e
as vezes buscam aconchego em conversas com o médico pesquisador. Em uma ocasido,
profissional liberal de alto escaldo do governo mostrou-se versado sobre as Gltimas
conquistas da ciéncia que esclarecem aspectos da doenca de Chagas. O conhecimento
sobre alguns detalhes da pesquisa levou o pesquisador a questionar a razdo daquele
interesse. Nesse ponto da conversa, o interessado mudou de assunto e jamais voltou
aquele tema da discussdo em multiplos encontros sociais. Meses depois 0 pesquisador
foi informado que seu interlocutor estava em estado grave. A medida que avangava a
exploracdo clinica, o paciente negava ser portador de megacolon chagasico. A histéria
era reveladora, pois sua obstipacdo fazia com que ele tomasse laxativo quase uma vez
por semana. O laxativo produzia ulcera¢cBes da mucosa intestinal, repetidas periodica-
mente, propiciando invasdo de bactérias na corrente circulatoria. O paciente faleceu
em chogue por causa de septicemia grave. Esse caso mostra o significado do estigma
na vida do chagésico, envergonhado, preferindo negar sua doenca até seu estagio final.
Se ele tivesse informado corretamente seu médico, ele teria sido submetido a remocgéo
cirlrgica da parte lesada do intestino e teria continuado a cuidar de sua esposa e de
seus filhos, deixados na orfandade.

A desinformacéo

A doenca de Chagas era mais estigmatizada até ha 40-50 anos, quando 75% da
populagdo brasileira era rural e se dizia que esta era uma “doenca de pobre e fora de
moda!” Porém, 0 preconceito que comegou a ruir com o éxodo rural ainda persiste. Hoje,
a doenca de Chagas esta urbanizada e presente em todas as classes sociais; empresarios,
executivos, professores, advogados, economistas, cientistas, politicos e nos escaldes da
Republica. Pode-se dizer que inexiste familia de brasileiros, residindo aqui ha trés ou
mais geracOes, que ndo tenha perdido pelo menos um ente vitimado pela doenca de
Chagas. N&o obstante, o0 assunto ainda ndo foi cuidadosamente posto huma perspectiva
de relevancia social e de educacdo para a salde. O melhor agente de salde é o cidaddo
bem informado.
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Cartas andnimas sdo enviadas por pacientes chagasicos para o pesquisador.
Uma delas trazia informagdo importante sobre o carater e o significado da doenca
na vida de uma paciente com educacdo superior. Ela dizia o seguinte:

Sou portadora da doenca de Chagas no coracdo, adquirida ha mais de trin-
ta anos, e sei que é incuravel. Nao Ihe dei mais importancia porque sei que
tenho que conviver com ela. Contudo, os sintomas da doenga me incomo-
dam e véo se agravando a cada dia que passa. Sinto fraqueza, como se algo
estivesse sugando minhas energias; sinto dores nas pernas, como se estives-
se com profunda anemia; raciocino lentamente e me falta concentragdo; o
sono é incontrolavel, mas desperto com facilidade e me sinto mais cansada
que antes de dormir; meu intestino € preguigoso, nao tendo estimulo natu-
ral para evacuar; preciso ingerir muita fibra, muito liquido e, mesmo assim,
tenho que estimuléa-lo com massagem.

N&o sei em que parte do meu corpo encontra-se alojado o Trypanosoma.
Depois que tomei a decisdo de sair do anonimato, resolvi pesquisar junto a
outras pessoas que sofrem da doenga, sem comentar meus sintomas. Todas
as pessoas com as quais falei relataram queixas idénticas as minhas, as vezes
até com maior intensidade. Com o meu depoimento, espero poder colabo-
rar com as pesquisas, uma vez que ainda existem profissionais da area que
desconsideram muitos dos sintomas da minha doenca. Confesso que ndo
foi facil tomar a decisdo de expor-me, pois, infelizmente, hd uma gama de
discriminacéo com as pessoas que sofrem desse mal. Digo isso pois ja passei
por situacBes constrangedoras ao longo da minha vida.

A paciente chagasica explica:

O proéprio sistema de salde comete as maiores injusticas e o INSS admite
a doenga como incuravel. Porém, s6 reconhece para fins de aposentadoria
guando a pessoa ja esta totalmente desenganada. Também em relacéo a Re-
ceita Federal, s6 concede a isen¢do do Imposto de Renda para o portador da
doenca de Chagas se apresentar cardiopatia grave. Serd que ndo esta na hora
de ser apresentado um relatério ou abaixo-assinado aos parlamentares para
se inteirarem sobre o assunto?

O preconceito de Estado

O Estado brasileiro transforma os trabalhadores chagasicos em parias.IS

Vérios estudosld 2 revelam que a positividade dos testes soroldgicos para o diag-
nostico de tripanossomiase americana ndo deve impedir, pura e simplesmente, a ad-



missdo ao trabalho do candidato, assim como néo deve motivar o afastamento de suas
atividades. Pacientes sem cardiopatias ou apenas com manifestacfes digestivas podem
ser considerados normais do ponto de vista médico-trabalhista. E mesmo quando o
eletrocardiograma do paciente chagasico apresenta alteracGes leves, ele ainda esta apto
para exercer trabalhos burocraticos, devendo ser poupado apenas de trabalhos que exi-
jam esforgo fisico. A incapacidade para o trabalho apenas deve ser considerada quando
forem registradas alteragdes relevantes no eletrocardiograma.

O que se vé na pratica confirma o preconceito estigmatizante do chagasico.
Até mesmo 0s concursos para carreiras que ndo exigem esforgo fisico - como pro-
curador, promotor e juiz - continuam exigindo os testes soroldgicos para a Chagas.
Varios concursos publicos recentes fizeram essa exigéncia descabida.l8 O chagasico
ndo tem cidadania plena, pois Ihe tem sido vedada a posse em cargo publico por
aprovacdo em concurso. Ele também tem acesso limitado ao emprego nas empresas
privadas. O Conselho Federal de Medicina ja fez pronunciamento contrario a exi-
géncia desses exames:

Em relagdo as doencas infecciosas, cujos agentes etiolégicos podem ser
transmitidos através de relacbes sexuais ou através de contaminagdo pelo
sangue (doenca de Chagas, sifilis. Aids, hepatite), ndo existe justificativa téc-
nica plausivel para que as pessoas portadoras de tais agentes sejam discrimi-
nadas, j& que ndo oferecem qualquer tipo de risco para seus companheiros
de trabalho.

Nao obstante, o edital do concurso para oficiais da Policia Militar e do Corpo de
Bombeiros do Parand diz claramente que “a doenca de Chagas é incapacitante”, mas
nada diz a respeito da Aids.18

A estigmatizacao do chagasico é assunto para reflexdo na sociedade. O Estado
discrimina os 6 milhdes de chagasicos brasileiros, ao invés de recompensa-los por
serem vitimas da injustica social. Nesse ponto, pode-se considerar a possibilidade de
uma representacdo social visando a normatizacdo de beneficios aos chagasicos:

a) aprovar uma lei impedindo a discriminacao dos chagasicos no emprego, publico ou
privado;

b) normalizar acessos a beneficios no atendimento na rede publica de saude;

) organizar grupos de ajuda mutua (chagasicos andnimos) nas cidades e no campo,
visando a assegurar voz e visibilidade aos portadores da infecgéo.

Chagas e Aids: estratégias de combate

A doenca de Chagas pode ser prevenida mediante uma campanha de educagao/
informacao/comunicacdo semelhante aquela que é feita para 0 combate ao virus da
Aids. Para levar adiante essa idéia, é necessario que cada cidaddo ajude a levantar o clamor
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publico, visando a iniciar uma campanha de combate a transmissdo do T. cruzi pelo inseto
vetor (barbeiro) ou por transfusdo de sangue. Ainda hoje, mais de metade dos bancos de
sangue nas cidades de médio e pequeno portes ndo fazem triagem dos candidatos a doacéo
de sangue. Estimam-se 20 mil casos de Chagas por transfusdo de sangue a cada ano.%

E necessario universalizar o controle de qualidade do sangue nos hemocentros per-
manentemente, pois aqueles que se descuidam dessa medida de protecdo ao paciente que
recebe transfusdo de sangue estdo sujeitos as penas da lei. Na primeira metade da década
de 1980, ocorreram trés casos de Aids por transfusdo de sangue na Franca. Esse escandalo
ganhou a reprovacdo da sociedade, e 0s responsaveis foram levados a Justica. O Ministro
da Saude foi demitido.

Atingimos um estagio no conhecimento sobre a doenga que nao permite que ela seja
mais negada. Entretanto, os dados sobre os investimentos publicos ou privados destinados
ao combate a doenca de Chagas sdo exiguos. Assim, verifica-se que a Chagas situa-se na
categoria de doenca negligenciada. Seria lamentavel continuar fingindo que o problema
ndo existe, tentando desmerecé-lo ou escondé-lo como uma vergonha debaixo do tapete.
Todos devem estar conscientes de que a doenga de Chagas atinge todas as classes sociais.
Nao obstante, persistem os focos de barbeiros contaminados nas grandes metropoles do
continente, onde ocorre transmisséo ativa da doenca.26-32 Ainda ha pouco, vimos atonitos
a calamidade abatendo turistas classe A, supostamente contaminados pelo T. cruzi no tri-
turado de barbeiros no caldo de cana. Muitos episédios idénticos de contaminagdo oral
das pessoas tém sido registrados em varios ecossistemas brasileiros, particularmente na
Regido Amazonica.33-37 Nesse interim, setores do Estado e organizagdes de salde emitem
certificados de isengdo geopolitica de triatomineos. Esse capitulo da globalizagdo merece
estudos aprofundados.

Enquanto isso, aqui no Brasil os milhares de casos de Chagas por transfusdo de san-
gue ndo sdo reconhecidos e tratados sequer como violagéo da ética pelo Conselho Federal
de Medicina. Infelizmente, as providéncias sé sdo tomadas quando ha clamor publico. Por
isso, € necessario observarmos o exemplo bem-sucedido da Aids. Uma campanha nacional
com as mesmas caracteristicas levaria solidariedade e compreensdo a centenas de milha-
res de chagasicos que sofrem a soliddo do esquecimento. As organizagdes sociais podem
conduzir corretamente 0 assunto ao seu objetivo. Talvez seja necessaria aqui uma palavra
de cautela, pois ndo podemos nos deixar abater pelos incrédulos, que véem dificuldade em
quase tudo. A sociedade sabe que nds precisamos fazer aqui algo que ja teria sido feito no
comego do século passado se a doencga fosse endémica no hemisfério norte. E fundamental
que as organizac0es sociais incluam na sua agenda essa questdo de salde publica em desta-
que, visando a uma mobilizacdo e a uma acdo efetiva no combate a esta doenca endémica
exclusiva do continente sul-americano.

Abstract

Endemic Chagas disease has been considered an important barrier preventing
Latin America colonization and social development for five centuries. This assertive
requires thinking about the spread ofa meaningful chronic consumptive disease, affec-



ting 18 million people; one third of this population cohort will succumb to Chagas
disease usually between 30 to 45 years of age. The inhabitants after three generations
know how threatening Chagas disease is, as some family members died and others
are affected by this ailment. Orphaned, desolated people in remote regions of Latin
America know how scaring sudden death and ominous heart insufficiency are, fre-
quent causes of death due to Chagas disease. In the decades after Chagas disease was
discovered and during near half the nineteenth century, it was a current upper class
saying a disease reportedly affecting the poor is ‘out of fashion. Therefore, the disease
was at large neglected because during the last century fifties 85% of the Brazilian po-
pulation lived in endemic country side rural areas. The following decade’s rural exodus
brought diseased people to metropolis all throughout continent and now 82.7% of the
Brazilian population is urban. Nowadays, around one million chagasics live in major
Sdo Paulo, Rio de Janeiro and Belo Horizonte cities in Brazil, regardless of Chagas
continuing a neglected disease.

Fortunately, it now appears people understand the importance of Chagas dise-
ase imposing tremendous morbidity, mortality and suffering to affected patients and
families. This understanding has motivated young scientists to engage in scientific
research devoted to the specific aim of producing basic knowledge that creates op-
portunity for an effective treatment and prevention in a foreseeable future. Only a
few retrograde thoughts remain to usher information saying “Chagas disease has been
controlled’while issuing certificates on ‘triatomine-free geopolitical areas”. There is a
hope that mobilization of public opinion could create the grounds for a change towar-
ds an effective prevention of Chagas disease in Latin America,
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Glossario

Acetilcolinesterase: Enzima que catalisa a divagem da acetilcolina em colina e ace-
tates. No sistema nervoso esta enzima desempenha uma funcéo na jungdo neuromus-
cular periférica.

Agente etiolégico: Micrdbio causador ou responsavel pela origem da doenca. Pode ser
virus, bactéria, fungo, protozoario ou helminto.

Aldosterona: Hormonio da glandula supra-renal. Promove a reabsor¢édo do sédio no
tibulo distal do rim e controla o volume circulante de sangue.

Alogénico: Refere-se a individuos possuidores de diferencas génicas.

Amastigota: Forma do Trypanosoma cruzi que se multiplica no interior da célula do
hospedeiro mamifero.

Aneuploidia: Qualquer nimero cromossdmico que nao seja um multiplo exato do
nimero hapldide ou uma pessoa com um ndmero cromossdmico aneuploide.

Angiotensina: Oligopeptideo com efeito vasoconstritor.

Aquisicdo primaria: Aquela que passou diretamente, p. ex., do barbeiro para os pri-
meiros hospedeiros mamiferos.

Aquisicdo secundaria: Aquela que sucede o primeiro estagio, p. ex., secundaria no
homem porque existia primariamente nos mamiferos silvestres.

Autéctone: Indigena nascido na prépria terra em que vive,
Axénica: Com um Gnico tipo de célula em crescimento, sem contaminante.

Berenice: Nome que se deu ao Trypanosoma cruzi isolado pelo dr. Carlos Chagas do
sangue de uma criancinha com este nome.

Betabloqueador: Droga que bloqueia receptor beta na membrana das células do co-
racéo.
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Bodonida: Protozodrio cinetoplastida parasita de peixes e anfibios, p. ex., Boldo saltans,
o mais provavel ancestral do Trypanosoma cruzi.

Bomba cibarial: Estrutura reguladora da sucgio no ato alimentar do inseto.
Cardiovagal: Reflexo do coragio dependente do nervo vago parassimpitico.

Catecolaminas: Bioaminas com efeitos excitatérios e inibitérios dos sistemas nervoso
central e periférico. As principais catecolaminas sio a norepinefrina, a epinefrina e a
dopamina.

Cisteino-protease: Ver protease.

Colinérgico: Estimulo transmitido pela acetilcolina na placa que liga o nervo 4 mem-
brana muscular.

Criptobiida: Protozoirio flagelado ancestral dos cinetoplastidas.

Diaforase dinucleotidica nicotinamida adenina: Enzima que faz a sintese do 6xido
nitrico.

Digitalico: Droga usada no tratamento de doenga do coragio, tipos arritmia e insufi-
ciéncia cardiaca. O digitalico inibe a bomba de s6dio na membrana das células.

Disfagia: Dificuldade na deglutigio.

Ecétopo: Determinado tipo de habitat dentro de uma drea geografica ampla, meio
ambiente de um ecossistema ou conjunto de Aabitats em que uma determinada espécie
vive.

Endemia: Doenga particular a um povo ou a uma regido por motivo de uma causa

local.

Endossoma: Organela ou vesicula celular que acumula proteinas de pH écido.
Enzootia: Epidemia periddica nos animais em certos paises ou regides.
Epicardio: A limina que reveste o coragio.

Epigastralgia: Dor no epigistrio, regidio do abdome logo abaixo do esterno.

Epimastigota: Forma replicativa do Trypanosoma cruzi encontrada na porgio anterior
do intestino do triatomineo.

Epitopo: Local da molécula do antigeno reconhecido pelo anticorpo, também deno-
minado determinante antigénico.

Estercoraria: Refere-se aos tripanossomos que completam o ciclo de vida no intestino
posterior do inseto, p. ex., Trypanosoma cruzi.



Estimulo colinérgico: Estimulo transmitido de uma célula a outra através do
neurotransmissor acetilcolina.

Extensor digitorum brevis: Musculo no dorso do pé.
Falossoma: Orgéo genital.

Feixe de His: Pequeno feixe de fibras especializadas da musculatura cardiaca que se
origina no nodulo atrioventricular e estende-se pela porcdo membranécea do septo
interventricular.

Hibridizacdo in situ: Técnica que identifica um DNA complementar em sua nova
localizagdo. A identificacdo é feita por uma sonda (fita simples de RNA ou DNA)
marcada com fluorocromo.

Hipocinesia: Movimento diminuido ou lento da musculatura do corpo.
Hipoestesia sensorial: Diminuicdo dos reflexos de sensibilidade.

Hipoténar: Conjunto de pequenos musculos cujos ventres formam a eminéncia hipo-
ténar na regido antero-interna da médo. Os movimentos do 5fl dedo, nomeadamente a
aducdo, tendem a fazer aumentar o volume destes musculos.

ICAM-1: Molécula de adesdo intercelular.

Imino: Grupamento (-NH-) que substitui um grupo amino (-NH2) no aminoacido
prolina. Os demais aminoacidos apresentam na sua molécula um grupo amino e um
grupo carboxila (-COOH).

Integrina: Molécula de adesdo dependente de célcio que permite a interacdo de célu-
las com a matriz extracelular.

Intramural: O que se encontra dentro da parede, por exemplo, do ventriculo no co-
racéo.

LINE: Siglaem inglés (Long Interspersed Nuclear Elements) para designar elemen-
tos méveis (retrotransposons) presentes no genoma de animais e plantas.

Macroéfago ED1+ e ED2+: Marcadores que identificam moléculas especificas na
membrana da célula.

Marcador genotipico: Identifica um locus caracteristico do genoma.

Maxicirculo: Seqiiénciade DNA do cinetoplasto que se parece a corda de puxar a rede
de minicirculos.

Metaloprotease: Ver protease.

Mimetismo molecular: Propriedade da estrutura de uma molécula imitando ou simu-
lando o que lhe parece similar.

G 10ssario

<

307



Antonio Teixeira

<>

308

Minicirculo: Estrutura de DNA circular que forma uma rede (cinetoplasto) na mito-
condria do T. cruzi.

Miocitoélise: Lise da célula muscular rejeitada pelo sistema imune.

ORF: Sigla em inglés (Open Reading Frame) traduzida como fase aberta de leitura
de um gene codificador de proteina.

Ortoélogo: Gene ou cromossomo de diferentes espécies que evoluiram de um ancestral
comum, apresentando sequéncia e fungdo similar.

Parestesia: Desordem nervosa caracterizada por sensagdes anormais e alucinacfes
sensoriais.

PCR: Sigla em inglés (Polymerase Chain Reaction) para a reacdo em cadeia da poli-
merase. A técnica consiste em ciclos de desnaturagéo, anelamento de primers iniciado-
res e extensdo da fita que se quer amplificar pela enzima DNA polimerase.

Piretroide: Inseticida usado no combate aos triatomineos no domicilio e no perido-
micilio.

Proteases: Enzimas que hidrolisam as ligacGes peptidicas entre aminoacidos. Podem
ser classificadas de acordo com a presenga do aminoécido (cisteino, aspartico ou seri-
no-protease) ou de um metal no sitio catalitico (metaloprotease).

QRS: Uma onda tipica no registro eletrocardiogréfico.

5’-RACE: Sigla originada do inglés (Rapid Amplification of cDNA End) que sig-
nifica uma estratégia de PCR para amplificagdo de DNA com ajuda de seqiiéncias
aneladoras caracteristicas.

Simbiose: Associagdo intima entre dois seres vivos com proveito mutuo.

Simbioticismo: Relacionamento ecoldgico e fisico entre dois tipos de organismos,
constituindo a mais intima das associa¢0es entre seres vivos.

Sinal de Romana: Inchago ocular endurecido, bipalpebral e unilateral, indicativo da
infeccdo aguda pelo Trypanosoma cruzi.

SINE: Sigla em inglés para os elementos curtos repetidos ho genoma de animais e
plantas.

Singénico: Refere-se a individuos geneticamente idénticos.
Sintopia: Convivéncia no mesmo nicho ecolégico.
Sinusal: Nodulo sinusal onde nascem os estimulos elétricos nas auriculas.

Sistema biolégico limpo: Aquele que ndo deixa possibilidade de contaminacgéo.



SN parassimpatico: Sistema nervoso antagonista do SN simpatico.

SN simpético: Sistema nervoso simpatico que regula os estimulos da vida vegetativa
ou inconsciente.

Soleus: Musculo formador da panturrilha juntamente com o gastrocnémio.
SSUrRNA: Pequena subunidade de RNA ribossomal usada em andlise filogenética.
T e ST: Ondas que identificam aspectos da conducdo elétrica no coracéo.

Taxa: Plural de taxon, forma abreviada de taxonomia (ciéncia da classificacdo dos seres
Vivos).

Ténar: Conjunto de pequenos musculos cujos ventres formam a eminéncia ténar na
regido antero-externa da mdo. Os movimentos do polegar, nomeadamente a aducéo,
tendem a fazer aumentar o volume destes musculos.

Testes NAT: Teste de acidos nucléicos que identifica marcador molecular.

Transferéncia passiva: Consiste na reproducdo de uma situagdo pela simples passa-
gem de células de um individuo imune para outro ndo imune.

Tripomastigota: Forma infectante (metaciclica), ndo replicativa do Trypanosoma cruzi
que se diferencia da epimastigota ou da amastigota intracelular. As formas tripomasti-
gotas sdo encontradas no sangue ou no fluido intersticial do mamifero hospedador.

Tulahuén: Nome que se deu ao Trypanosoma cruzi isolado na localidade.

Unidade minima de rejeicdo: Identifica o ataque de células do sistema imune levando
a rejeigdo da fibra muscular ndo parasitada no chagasico.

Xenodiagnéstico: Diagndstico feito mediante utilizagdo de um elemento estranho
(xeno), como aquele que emprega o barbeiro para isolar e identificar o Trypanosoma
cruzi no sangue do individuo suspeito de ter a doenca de Chagas.

Zimodema: Padrdo de bandas de proteinas (enzimas) separadas pela eletroforese de
uma célula ou individuo.

Zoomastigophorea: Classe de protozoarios que inclui a ordem Cinetoplastida; fami-
lia Trypanosomatidae; género Trypanosoma; espécie Trypanosoma cruzi.
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Em Doenca de Chagas e evolucdo, o leitor encontra conhecimento cientifico atualizado, escrito
de forma clara e sucinta para especialistas e curiosos, principalmente para o chagésico e sua
familia. Nele o leitor apreciara os elementos envolvidos na doenca de Chagas resultantes
de longa cadeia evolutiva, postos juntos pela circunstancia hd 90 milhGes de anos. Hoje, a
infec¢do alcanca potencialmente 1.150 espécies de mamiferos permissivos ao protozoario
Trypanosoma cruzi transmitido pelo triatomineo, popularmente conhecido como barbeiro,
inseto hematéfago que desjejua na pele da face. O amerindio entrou nessa cadeia de
transmissdo ha 9 mil anos. Ao chegarem ao novo continente ha cerca de 500 anos, 0s
colonizadores europeus e africanos rapidamente adquiriram a infeccao, finalmente descoberta
por Carlos Chagas ha apenas um século. Hoje, essa doenga faz parte da histdria das familias
que habitam o continente latino-americano ha trés ou mais geragdes, cujos entes sucumbiram
ao mal de Chagas. Presentemente, o tratamento é insatisfatorio. Porém, a pesquisa continua
produzindo conhecimento e ferramentas usadas no combate a infecgdo. O desalojamento dos
barbeiros das residéncias humanas em alguns ecossistemas reduziu os niveis de infecgdo
espetacularmente. Aspectos intrincados da doenca sdo aqueles que se associam a produgdo
das lesBes no coracdo, no tubo digestivo e no sistema nervoso periférico em um terco dos
18 milhGes de pessoas infectadas pelo T. cruzi. O assunto esta analisado detalhadamente
neste livro, cujas ilustracdes facilitam a compreenséo e geram curiosidade crescente no leitor.
Nesse passo da ciéncia, verifica-se que 0 controle, o tratamento e a profilaxia da doenca de
Chagas poderéo ser alcancados. O livro mostra como o conhecimento sobre a doenga de
Chagas - que produz 100 mil mortes por ano e deixa atras um quadro sombrio de orfandade
e desolagdo - podera contribuir para minimizar o pavor que esse flagelo ainda provoca.
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