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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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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
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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

Capitulo ii -Transferéncia horizontal de seqiiéncias de minicirculos...
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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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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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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.
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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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