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In memóriam
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seis filhos órfãos.

Aos meus pais, Feraldo e Flora, que 
me ensinaram a aprender fazendo e a 
amar a liberdade.





Nota do autor

A vida nunca foi lógica, tampouco parece lógica a via que me conduziu a esta 
análise do que seria uma possível contribuição à ciência. Entretanto, ao longo de qua
renta anos de militância na pesquisa sobre a doença de Chagas foi possível, neste pon
to, avaliar como tem sido o percurso da produção do conhecimento que, finalmente, 
aparece em forma de capítulos deste livro.

O olhar retrospectivo mostra uma periodicidade nesta forma de prestação de 
contas perante a sociedade que patrocinou a produção científica. Se dissesse ao leitor 
que não planejei fazê-la, poderia ser reprovável, diante da exigência de alguns fóruns de 
estringência que admitem que o intuitivo não participe significativamente do processo 
de construção do conhecimento. Porém, seria recomendável usar uma citação como 
álibi: “Intuição é o que você não sabe que sabe, mas sabe”, frase que li na autobiografia 
do genial Tostão. Mais além, esta prestação de contas pode evidenciar a idéia de que 
gostaria de continuar sendo depositário da confiança da sociedade.

Intuitivamente, parei para lançar olhar retrospectivo a cada dez anos. Em 1977, 
escrevi o capítulo Immunoprophylaxis against Chagas disease, do livro Immunity 
to blood parasites of animals and man, da série Advances in experimental medicine and 
biology, editado por L. H. Miller, J. A. Pino e J.J. McKelvey Jr., Pienun Press, New York. 
Em 1987, convidado pelo editor E. S. L. Soulsby, escrevi o capítulo The stercorarian 
trypanosomes para o livro Immune responses in parasitic infections: immunology, immu
nopathology and immunoprophylaxis, CRC Press, Boca Raton, Flórida. Novamente, em 
1996, convidado a contribuir para o capítulo “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 revisão “Evolution and pathology in 
Chagas disease”, para o conceituado jornal científico Memórias do Instituto Osvcaldo 
Cruz, do Rio de Janeiro. Essa freqüência na apresentação de artigos de revisão, que 
considero parcimoniosa, pode ser explicada no mundo científico, que considera a pro
dução da verdadeira contribuição ao conhecimento novo mais significativa que o papel 
de sua divulgação.
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A percepção desse segundo livro nasceu de negociações com os editores de 
jornais científicos que cederam o direito sobre os artigos antes publicados na língua 
inglesa. Esta também foi a gênese do primeiro livro, intitulado Doença de Chagas e ou
tras doenças por trypanossomos, publicada pela Editora Universidade de Brasília/CNPq 
em 1987. No prefácio do livro, o saudoso Professor Phillip Marsden destaca:

Um dos maiores problemas em biomedicina ainda é a comunicação. Por 
exemplo, quem no Brasil tem conhecimento dos avanços recentes, neste 
campo, que se conquistaram na China e na União Soviética? Um fator do
minante deste isolamento que atinge muitos povos é a linguagem. Não se 
prevê o advento de um esperanto científico neste momento. Uma solução 
parcial é publicar o material de referência útil em mais de uma língua.

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

Outra constatação que pode ser feita pelo leitor ao seguir para as próximas pá
ginas é que Guimarães Rosa estava certo ao afirmar: “Ciência é mutirão de muitos”. 
A construção coletiva do saber é marca de quatro décadas de experiência descrita 
aqui. Jamais esta obra teria sido possível se o autor não tivesse tido a felicidade de 
juntar jovens de diversas origens, tendo como único argumento a força da idéia na

I investigação de uma doença intrinsecamente presente na vida das famílias. E nada
g 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 à segunda coisa que mais se ama. Feita a escolha, chegam as forças 
necessárias à construção do saber.

Tenho enorme débito com todos que contribuíram direta ou indiretamente 
com a realização do trabalho apresentado neste livro. Muitos deles, que permanecem 
no anonimato, tiveram uma participação significativa na organização dos meios para 
execução do trabalho. Outros, os colaboradores, são reconhecidos pelos nomes na lite
ratura citada na obra. Os agradecimentos estendem-se às fontes de fomento à pesquisa 
e à pós-graduação: Financiadora de Estudos e Projetos (Finep), Conselho Nacional de 
Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPq), Ministério da Ciência e Tecnolo
gia, Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (Capes) Ministé
rio da Educação, Divisão de Ciência e Tecnologia do Ministério da Saúde e Fundação 
de Empreendimentos Científicos e Tecnológicos (Finatec).

Sou particularmente reconhecido à Universidade de Brasília (UnB), que ao lon
go desses anos me tem oferecido a ambiência aconchegante essencial para o cum
primento da missão compartilhada na produção e na transmissão de conhecimento 
novo. O reconhecimento estende-se à Universidade Federal de Minas Gerais, que me 
acolheu e me concedeu o título de Doutor mediante defesa direta de tese. Agradeço 
ainda à Cornell Medical College e a outras instituições no exterior que me ajudaram 
no ritual de passagem em busca de conhecimento.

O livro foi escrito com o cuidado necessário, de forma que cada informação 
expressa em frase ou parágrafo está sustentada em citações que identificam a origem 



do conhecimento empregado na elaboração do conceito. Possivelmente, uma inten
ção do autor foi dar continuidade ao seu papel de instigador da discussão pertinente 
ao tema. Nesse particular, cuidou -se de fazer um livro não dogmático, provocativo e 
mesmo polêmico no sentido de que o progresso da ciência requer o embate das idéias 
expostas com foco no conhecimento e com auxílio da tolerância, prática verdadeira
mente religiosa na época em que vivemos.

Brasília 
Novembro de 2006
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Capítulo 11

Transferência horizontal de seqüências de 
minicírculos de kDNA de Trypanosoma cruzi 
para o genoma do hospedeiro vertebrado

Antonio Teixeira 
Nadjar Nitz

O tratamento da infecção chagásica com droga antitripanossoma não interrom
peu a progressão da lesão no coração de coelhos. Então, surgiu a pergunta: o que sus
tentaria a lesão ativa no coração chagásico? Uma hipótese de transferência horizontal 
do DNA do Trypanosoma cruzi para o genoma do hospedeiro foi feita porque ela 
poderia responder à pergunta. A pesquisa mostrou que seqüências de minicírculos do 
parasito são transferidas para sítios específicos do genoma do coelho, e, também, do 
primata e do homem; em todos os casos o sítio da integração foi o retrotransposon 
LINE-1. Utilizando um modelo de infecção in vitro, foi possível mostrar que o kDNA 
integrado nos elementos LINE-1 pode ser mobilizado para outro sítio do genoma da 
célula hospedeira. Esse resultado sugere que uma mutação indutora de modificação no 
genótipo e no fenótipo da célula-alvo pode explicar a variabilidade das manifestações 
clínicas da doença, assim como a origem e a progressão da rejeição da célula hospedei
ra não parasitada ao longo dos anos. Essa explicação justifica o longo tempo entre a in
fecção inicial e o desencadeamento da doença. Segundo essa teoria, o parasito funciona 
como um vetor de mutação, e as células alteradas reconhecidas como não próprias são 
rejeitadas pelo sistema imune de defesa.

Introdução

Era necessário achar uma resposta que explicasse a origem da auto-imunida- 
de na doença de Chagas. Diante da hipótese, a resposta foi procurada em amostras 
de DNA extraído do sangue de pacientes com a doença de Chagas cardíaca, com 
diagnóstico confirmado pelos anticorpos específicos contra antígenos de T. cruzi. Em 
seguida, a hipótese foi averiguada em coelhos infectados experimentalmente no la
boratório e em babuínos que adquiriram a infecção naturalmente. Nesses modelos 



animais da infecção chagásica e no homem, observou-se que pode haver transferência 
horizontal de seqüências de minicirculos de kDNA do T. cruzi para o genoma do 
hospedeiro. Neste capítulo são apresentados resultados de experimentos que sugerem 
uma relação direta entre a mutação do kDNA no genoma do hospedeiro vertebrado e 
a patogênese da doença.
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Transferência horizontal de DNA (THD)

Uma resposta que explica a origem da auto-imunidade na doença de Chagas 
foi procurada em amostras de DNA extraído do sangue de pacientes com a doença 
de Chagas cardíaca, com diagnóstico confirmado pelos anticorpos específicos con
tra antígenos de T. cruzi. Nesses pacientes, todas as amostras foram positivas para o 
DNA do parasito nos testes com marcadores moleculares da infecção pelo T. cruzi. 
De maior interesse, foi demonstrado que o kDNA do T. cruzi, especificamente seqüên
cias de minicirculos, havia sido transferido para o genoma do paciente chagásico.1 
Os sítios precisos de integrações de kDNA foram detectados em diferentes loci dos 
cromossomos 8,11,16,17, X e outros (números de acesso ao GenBank: AY490889 a 
AY490905). Um padrão de integração característico também foi encontrado no ge
noma de babuíno (Papyo hamadrias} chagásico (GeneBank DQ241812) e de coelhos 
(GenBank AY488498 a AY488502). O ponto de integração foi freqüentemente o 
retrotransposon LINE-1, cujas cópias inseridas em regiões ricas em A-C incluem 
famílias de seqüências curtas e repetidas onde se encontram genes associados com 
as respostas imunes. As seqüências integradas de minicirculos truncados achavam-se 
ligadas covalentemente ao DNA do hospedeiro.

O kDNA do Trypanosoma cruzi integra no genoma do chagásico

As análises das seqüências do DNA do hospedeiro no flanco da mutação mos
traram similaridade com elementos repetitivos curtos e longos, respectivamente SI- 
NEs e LINEs, nas várias espécies animais. A presença desses elementos foi vista em 
sítios de mutação com intenso embaralhamento e remodelamento, ou seja, na região 
de justaposição onde a integração ligava o DNA do hospedeiro ao kDNA exógeno. 
Como a integração de seqüências de minicirculos de kDNA foi observada no genoma 
de coelhos, babuínos e de pacientes chagásicos, então foram feitos alinhamentos da 
região de justaposição do kDNA com o DNA de cada uma dessas espécies, conforme 
os números de depósitos no GenBank: Humano, AY485269, AY490891, AY490889, 
AY490901 e AY490904; Coelho, AY488499, AY488499, AY488500 e AY488502; 
Babuíno, DQ241812. Independentemente de suas origens, essas seqüências exibiam 
alinhamentos múltiplos entre si. Por exemplo, as seqüências originadas de pacientes 
chagásicos e de babuínos exibiam alinhamentos quase perfeitos com DNA de coelho. 
Esse achado não pode ser mera coincidência, pois ele é sugestivo de que seqüência de 



minicírculo de kDNA integra em um sítio semelhante (LINE-1) nas diversas espécies 
de mamíferos, ou seja, o kDNA do T. cruzi integra em retrotransposon presente no 
genoma dos mamíferos há mais de 150 milhões de anos.

Como cada um desses aspectos intrincados da transferência de seqüências de 
minicírculos pode ser prontamente abordado em culturas de células, empregou-se um 
modelo in vitro visando à elucidação do sítio da integração do kDNA do T cruzi em 
macrófagos de origem humana U937 e de sua instabilidade ao longo dos anos.

A integração faz-se em retrotransposon LINE-1

Diante da preferência de integração das seqüências de minicírculos de kDNA 
dentro de retrotransposons LINE-1, postulamos que as inserções do DNA exógeno 
podiam ser mobilizadas dentro do genoma do hospedeiro. O impacto funcional das al
terações do genoma poderia incluir alterações na expressão de genes endógenos assim 
como na geração de produtos quiméricos resultantes da fusão do genoma hospedeiro 
com minicírculos de kDNA, e em ambos os casos haveria possibilidade de explicar as 
lesões da doença de Chagas crônica. Em razão da freqüência e da complexidade do 
fenômeno, o exame dos organismos inteiros pode ser impraticável. Por isso, utilizamos 
um modelo de cultura de macrófagos adaptados à infecção pelo T. cruzi para a caracte
rização subseqüente da integração do kDNA e sua mobilização produzindo alteração
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Figura 11.1 Integração de minicírculo de kDNA de T. cruzi no genoma de macrófagos. A) Hibridi
zação de DNA do macrófago U937 digerido com NsA com sonda de kDNA aos sete dias e aos 
trinta dias pós-infecção. B) Amplificação de minicírculos pela PCR usando primers Sk34/67. 
C) Amplificação de DNA nuclear usandoprimers'XcLXlI. Bandas formadas aos sete dias são difer
entes daquelas dos 30 dias
Fonte: Simões-Barbosa et al., Mem. Inst. Oswaldo Cruz, 2006 



fenotípica. Esse modelo permitiu detectar a aquisição e a movimentação do kDNA 
integrado dentro do genoma do macrófago em cultura e documentar uma alteração 
específica na expressão gênica flagrada ao longo dos anos.

A presença de mutações de kDNA no genoma de macrófagos foi sugerida em 
decorrência dos perfis de bandas formadas aos três meses e aos três anos pós-infecção. 
Isso foi visto porque a migração 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 hibridização in situ, o kDNA integrado foi 
co-localizado em LINE-1 em cromossomos de metáfases de macrófagos pós-infecção 
(Figura 11.2A e B).
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Figura 11.2 Co-localização do minicírculo de kDNA do T. cruzi em cromossomo metafásico 
de macrófago pós-infecção. A) LINE-1 mostrando fluorescência em dois cromossomos me
diante anelamento de sonda específica para LINE. B) Co-localização do kDNA dentro do 
LINE-1 com sonda específica para kDNA
Fonte: Simões_Barbosa et a\..,Mem. Inst. Oswaldo Cruz, 2006

Amplificação das seqüências integradas associadas aos LINEs do 
hospedeiro

As culturas de macrófagos em replicação continuada três meses após erradi
cação da infecção pelo T. cruzi foram analisadas para identificar o DNA nas junções 
da integração. Inicialmente, as tentativas de clonagem de um fragmento de restrição 
representando uma integração de kDNA de 2,2 kb kDNA no genoma do macrófago 
pós-infecção foram infrutíferas; a clonagem gerou seqüências truncadas, usualmen
te menores que 0,5 kb, representando fragmentos rearranjados de kDNA e nenhum 
DNA flanqueador do macrófago. Todavia, os resultados sugeriram que inserções de 
'seqüências linearizadas de minicírculo ocorriam em orientação direta ou invertida,



associando regiões repetidas e rearranjadas que formam estruturas sujeitas a recombi- 
nação e deleção. Esses achados foram importantes para o desenho de uma estratégia 
para determinar a região de integração do minicírculo ao genoma do macrófago.

A estratégia para clonagem e seqüenciamento de eventos de integração consistiu 
na amplificação por PCR empregando um só primer específico, S36 anelando num 
ponto da região conservada do minicírculo. As amplificações geraram cinco seqüên- 
cias representativas com extensões de 527 a 700 pb (números de acesso ao GenBank: 
AF002199 a AF002203). Cada uma dessas seqüências continha minicírculo cova- 
lentemente ligado a LINE-1, sugerindo que as inserções de minicírculos ocorreram 
dentro desses elementos no genoma do macrófago. A Figura 11.3 ilustra a integração
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336 S36

♦
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S36& &S36

Clone C

1 GGTTCGATTG GGGTTGGTGT AATTAG

AA

181 TCCTCAATAA AA TACT AC CA AACCGATCCA GCAGCAAATC AAAAAnCTTA TCCACCATQA

24 1 TCCAAACTGG GCTGCXTCCC TGGGGTCGAA GGCTGGTTCA CATCACAATC AATCAATCAC

301 MATCCCAAA CCCACGTCCA AAACTCAATG ATATGTCAAT GATGCAGAAA GCCTTTTGAC

361 AAAATTCAAC AACCTTCATT GCCTAAAACT CTCAATAAAT T AG AT AT T GA TGGGATTGGT

421 ATCTCAAGGG ATGTATCTCT AATATTAAGA fiTCATTTAfiT CAAACCCACA GCCAATATCA

481 TACTGAATGG GTIAAAAACC TGGAAfiGCAT TCCCTTTGAA AATCT TCAGT TACCTTTCTT

541 TTGGATATGT GT GTGAGGGA AAEAG7ACCT ACAAACTACC CTTTT

601 GTATA TTACACCAAC CCCAATCGAA

661 CC

Figura 11.3 Representação esquemática da integração de seqüência de minicírculo de kDNA de 
Trypanosoma cruzi em LINE-1 humano. Fragmentos truncados de minicírculos de kDNA foram 
achados em LINE-1 situado no cromossomo Y: o clone C mostra região conservada do primer S36 
(azul escuro) em ambos os lados, seguida de regiões variáveis de minicírculos (azul claro) e seqüência 
LINE-1 (verde)
Fonte: Simões_Barbosa et al., Mem. Inst. Oswalds Cruz, 2006
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minicírculo de kDNA no LINE-1 AC134888.2. Em quatro clones (A, C, D, e E) as 
regiões constantes e variáveis de minicírculo estavam flanqueadas por repetições cur
tas do tipo Alu (SINE) seguidas pelo DNA do LINE-1. As seqüências em posições 
invertidas eram consistentes com duas integrações em direções opostas. Esses clones 
mostram segmentos homólogos dos cromossomos humanos Y, 4 e 13; o clone B tinha 
LINE-1 ligado à seqüência do minicírculo em uma ponta apenas. Em três ocasiões 
(clones A, C e D), a justaposição de kDNA com LINE-1 estava truncada por seqüên
cias repetidas com evidente microhomologias, sugerindo que a recombinação homó
loga pode ter sido o mecanismo mediador da integração de seqüências de minicírculos 
de kDNA em LINE-1 dentro da célula hospedeira humana.

Uma extensão natural da análise foi a procura de proteínas quiméricas nos sítios 
de integração associados com as mutações. A análise 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 proteína quimérica humana 
e de 7? cruzi (clones A, C, D e E). Em resumo, foram encontradas cinco inserções de 
kDNA dentro de LINE-1 da família Ta, revelando um sítio quente de integração de 
minicírculos de kDNA.

Mobilização de kDNA via LINE-1
144

As células com a mutação de kDNA foram clonadas e, desde então, têm sido 
mantidas em cultura no laboratório. As mutações de kDNA em clones de macrófagos

Xhol

Kb

6,4

1,6

Figura 11.4 Mobilização da mutação do kDNA ao longo 
dos anos. Bandas formadas no genoma do macrófago mos
trando o kDNA integrado no clone G10. Os perfis de ban
das de kDNA são diferentes aos três meses e aos três anos 
pós-infecção. Fragmentos de DNA genômico do clone G10 
digerido com Xho\ foram separados em gel de agarose a 1% 
e identificados com a sonda específica de kDNA Fonte: 
Simões_Barbosa et al., Mem. Inst. Oswaldo Cruz, 2006 



mantiveram-se ao longo dos anos. Variações encontradas nas análises das integrações 
feitas aos três meses e aos três anos pós-clonagem identificaram distintos perfis de 
bandas e sugeriram a possibilidade de mobilização da mutação de um sítio para outro 
dentro do genoma da célula clonada (Figura 11.4).

Esse aspecto foi explorado mediante análise dos transcritos de RNA no clone 
G10 mutado com kDNA e no macrófago não infectado que, portanto, serviu de 
controle.2 Observou-se a presença de transcrito no macrófago controle (testemunha) 
que não se encontrava no clone G10 que tinha a mutação de kDNA (Figura 11.5A, 
B, CeD).
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Clone G10 Macrófago

Figura 11.5 Modificação no fenótipo resultante da mobilização da mutação. A) Análise di
ferencial do mRNA do clone G10 três anos pós-infecção. Uma banda presente no macrófago 
(seta) está ausente no clone G 10. B) mRNA de 0,8-pb identificado com sonda cDNA do gene 
pl5 está ausente no clone G10. C) O controle positivo mostra banda de 1,8-kb da fi-actina. 
D) Hibridização de digestos BamHI de DNA de macrófago controle e do clone G10 com son
da do gene pl5. Note alteração do perfil de bandas no macrófago três anos pós-infecção 
Fonte: Simões-Barbosa et al., Mem. lnst. Oswaldo Cruz, 2006
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1 • .......... M ocrrm- — -íxctaaatca ACCGAAíTT

61 THCnCAAC CHTTCACCC ACTCMTTCGG TGAAAAAAAG ÍIAAACAGGA

121 AAAAGCAAG ccrrccAGA AAOCCCCIG AGAACCAGA CCíTGGTCA AíTTCTAGÂG

181 UTCCCtfC (TCCAAGCAC AGCAGCACC
V0M

CCAGAGATG í AA< ATOTTC CACATT-^AA

241 A CAI GAGA! A IG1CACT _ 44 .íAfl CTAA1TGAJ A 11AGA<<AA<A

301 AAAAAAÂAAA AAAAGATCTT CTTT GAAACC AATGACAACA AAGACACAAC AT AC CA GAAT

361 CTCTCCGAC CATTCAAACC ACTGTCTACA GAGAAATTTA TACCACT AAA TCCCCACAAG

421 AGAAAGCAG AAAGATCCAA AAT TGA CA CC CTACATCCAA TTAAAACAAC TACAAAACCA

481 AGACCAAACA CATTCAAAAG CTAGCAGAA GCAAGAAAI A ACTAAAATCA GAGCACAAC

541 GAAGCAAAT GAGACACAA AAACCCTTCA AAAAATTAAT GAATCCACC CCTCGTTTTT

601 TCAAACCATC AACAAAATTC ATACACCCCT AGTAAGACTT AAT AA AC AAA AAAAGAGAC

661 AGAATCAAAT AGACACAAT A AAAAATGATA AAGCGCATA CACCACCGAT CCAA CA CA AA

721 TACAAACTAC CATCACAGAA TACTACAAAC ACCTCTACGC AAATAAACTA CAAAATCTAG

781 AAGAAATGC TAAATTCCTC AACACAT ATA CTCTCCCAAC ACTAAACCAG GAACAACTT

841 AATCTCICAA TACAC TCAT CTTTAT TW1CTATA TTCITTAIAA AIIAITCÍT*

901 avbc rc—c-HTGG k^íXÍCGIAT TTTCTTTTGC
SW57

TATCCTCCA AAAGluGG
9t3fl_

961 CCTTCAAATC CAAAATTCTC 
a as

CTTITCCCAC CCCCCTTCA CTTTTTCCCG CAAAATTCAT

1021 GCATCTCCCC CG IA CAT T AT TTCGCCATTT TACCGCTCC TTTACCCCAÓ CICACCTTC

1081 ATTCCGCTTC GICTAA GATCTTTÂTT TATTGIATAÍ TCTTTATAAA HATIiTTTA

1141 ITO’ OAGG CCGCTTGCT ATGCCCTATI TTC1TTTCGT AT GG3 GCAG AAACTCGC
CAAAATTCAT

*M»
1201 CTTCCAAATC GAAAATTCTG

A»
CTTT TC CG AC cccccncA attItcccoc

1261 GCATCTCCCC CCTACATTAT Ttccccgaaa CTCCCCCTT TTTACCCcC GTCACCTTC
W8P3

1321 ATTCCGCTTC CATGCATTCA GAACCTCAA TCAAACCAG AACAAAACC ATTTCTTTAA
VHP21

1381 ACATCCAACA ATCCAGCCA CTCAACGJA ACATCTCTCA TAATAGATCA CCCAGTAAC
vin.

1441 AACCTGTAAA ATCTCACCCA ATCAAACCT

B 0W2

855 1327 14691 300

Figura 11.6 Modificação do gene pl5 pela inserção de minicírculo de kDNA ligado ao ele
mento LINE-1 no cromossomo 5pl3.3. A) Ruptura da ORF pl5 pela inserção de LINE-1 
truncado mobilizando um fragmento de minicírculo. A seqüência em verde claro é do gene pl5, 
a verde escuro de LINE-1; o azul claro mostra região variável de minicírculo, e o azul escuro, 
região conservada de minicírculo. A ORF pl5 (início no códon 39-41 pb) está interrompida 
no nt 300 pela cauda poli-A do LINE até pb 855, e estende-se até pb 1327 do minicírculo. 
O gene pl5 continua do pb 1328 na direção de sua terminação 3’. Os primers indicados pelas 
setas foram usados. B) Representação esquemática da quimera minicírculo LINE-1 mostrando 
a inserção na ORF do gene pl5, e uma ORF-2 similar à transcriptase reversa humana entre os 
nts 410 e 851
Fonte: Simões~Barbosa et al., Mem. Inst. Oswaldo Cruz, 2006
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Clonagem e seqüenciamento do transcrito presente apenas no macrófago con
trole revelaram tratar-se do gene pl5 codificador de um fator de ativação da polimerase 
II, localizado no cromossomo humano 5 (Figura 11.6). Então, a partir dessa informa
ção foi possível identificar, pela amplificação, pela clonagem e pelo seqüenciamento a 
alteração introduzida no gene pl5 do macrófago, em conseqüência daquela infecção 
pelo T. cruzi que ocorreu três anos atrás (números de acesso ao GenBank: AY584192 
e AY584193). Uma cópia ativa de LINE-1 mobilizou o kDNA de sua posição no 
cromossomo 4 para o cromossomo 5. Ali, numa cópia do gene pl5, foi encontra
do um fragmento truncado de LINE-1 ligado a uma seqüência de minicírculo do 
kDNA. A extremidade 5’ (a montante) do gene pl5 encontrava-se rompida a partir 
do nucleotídeo 300 que tinha continuidade com a cauda poli-A do LINE-1, seguida 
pela sua ORF-2, que se ligava ao kDNA apresentando duas regiões variáveis e duas 
conservadas truncadas de minicírculos; finalmente, o kDNA terminava na região 
3’ a jusante no gene pl5. Essa análise explicou a variação dos perfis de bandas do 
gene pl5 comparativamente com aquelas do macrófago controle, resultando no no
caute do gene pl5 (Figura 11.6). Essa demonstração2 comprovou, pela primeira vez, 
a relação da mutação do kDNA com uma patologia molecular introduzida na célula 
pelo 7? cruzi. A presença de microhomologias nas regiões flanqueadoras sugere que 
recombinação homóloga pode ser o mecanismo da integração de kDNA.

147
Transferência horizontal de DNA e crescimento do genoma

A transferência horizontal de minicírculo também foi investigada em coelhos 
hospedeiros de infecções pelo T. cruzi, ambos considerados excelentes modelos expe
rimentais da doença de Chagas humana. A transferência de minicírculo foi observada 
no DNA genômico; fragmentos de DNA de sangue, coração, músculo esquelético, 
fígado, intestino e rim de coelho chagásico foram hibridizados com a sonda de 122-pb 
derivada da região constante do minicírculo do protozoário flagelado.

A Figura 11.7A ilustra a alteração da configuração da banda padrão de kDNA 
integrada no coração, no intestino e no músculo esquelético, cujo tamanho foi dife
rente da unidade-banda padrão de (1,4 kb) que se hibridizou especificamente com o 
DNA do parasito. Essas amostras não se hibridizaram com outras sondas específicas 
do DNA do T. cruzi.3'5 O seqüenciamento da banda de 2,2 kb revelou ambas as ex
tensões do DNA do coelho flanqueando a inserção do minicírculo (Figura 11.7B). 
A integração do minicírculo ocorreu em sítios 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.6 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 antígeno quimera r45-assemelhado.’ 
De maior interesse, um caso específico de inserção de mutação foi composto de 27



fragmentos de kDNA truncados de tamanhos e estruturas variadas. Esse evento in
dicou que essa mutação no genoma do coelho chagásico foi iniciada originariamente 
por inserções repetidas de sete seqüências completas de minicírculo, totalizando 10,8 
kb de kDNA dentro do genoma hospedeiro. Essa observação e aquelas que mostra
ram múltiplos (até quatro) eventos de mutação no genoma de pacientes chagásicos 
sugeriram que a transferência horizontal de minicírculo pode ser uma causa direta 
de crescimento de genoma.
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Coelho Chagásico crônico

CACCAACC CACCAACC

I
148

Figura 11.7 Integração de sequência de minicírculo no genoma de coelho chagásico. A) Hi- 
bridização do DNA de coelho com sonda kDNA específica. DNA digerido com £coRI foi 
usado na hibridização com a sonda de kDNA do T. cruzi. B) Representação esquemática do 
kDNA integrado no DNA do coelho. A integração ocorreu no DNA do coelho mostrando os 
sítios de ligação de seqüências curtas repetidas CACCAACC. Uma ORF quimera estende-se 
entre os nucleotídeos 1217 e 1582
Fonte: Nitz et al., Cell, 2004
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Mobilização de LINE-1 e doença

O genoma do animal vertebrado contém segmentos de elementos repetidos 
curtos (SINE) e longos (LINE) que se perpetuam pela transmissão vertical dentro 
do hospedeiro.7,8 O genoma humano contém 535 LINEs pertencentes à família Ta 
e 415 à subfamília Tn. Tem sido descrito que 39 elementos da família Ta e 22 da 
subfamília Tn apresentam a seqüência padrão de 6,4 kb com uma região promotora 
5’ seguida de duas ORFs e uma região não traduzida 3’ com sinal de poliadenilação 
e cauda poli-A, caracterizando as estruturas típicas de retrotransposons LINE-1 ati
vos.9,10 Esses elementos são reconhecidos progenitores de inserções mutagênicas no 



locus da P-globina e em vários genes Rp. Os elementos LINEs ativos possuem ma
quinaria endógena — transposase: DNA polymerase I e transcriptase reversa - para 
mobilização de seqüências do DNA dentro do genoma, e, dessa forma, podem rear- 
ranjar o exon.11,12 O promotor 5’ inicia a transcrição do LINE-1, que usualmente é 
confinada a células da linhagem germinativa,12 mas a retrotransposição de LINE-1 
em células somáticas tem sido correlacionada com doenças genéticas.13,14 Integrações 
de seqüências de minicírculos de kDNA de T cruzi em um paciente chagásico, ocor
rendo em múltiplos loci, poderiam explicar a variabilidade de manifestações clínicas 
na doença. A acumulação de mutações induzidas por integrações de kDNA pode ser 
uma força desencadeadora da patologia na doença de Chagas.

Abstract

Trypanosoma cruzi-iníected 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. cruzi 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 in 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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Glossário

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

Agente etiológico: Micróbio causador ou responsável pela origem da doença. Pode ser 
vírus, bactéria, fungo, protozoário ou helminto.

Aldosterona: Hormônio da glândula supra-renal. Promove a reabsorção do sódio no 
túbulo distal do rim e controla o volume circulante de sangue.

Alogênico: Refere-se a indivíduos possuidores de diferenças gênicas.

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

Aneuploidia: Qualquer número cromossômico que não seja um múltiplo exato do 
número haplóide ou uma pessoa com um número cromossômico aneuplóide.

Angiotensina: Oligopeptídeo com efeito vasoconstritor.

Aquisição primária: Aquela que passou diretamente, p. ex., do barbeiro para os pri
meiros hospedeiros mamíferos.

Aquisição secundária: Aquela que sucede o primeiro estágio, p. ex., secundária no 
homem porque existia primariamente nos mamíferos silvestres.

Autóctone: Indígena nascido na própria terra em que vive.

Axênica: Com um único 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
ração.
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Bodonida: Protozoário cinetoplastida parasita de peixes e anfíbios, p. ex., Boldo saltans, 
o mais provável ancestral do Trypanosoma cruzi.

Bomba cibarial: Estrutura reguladora da sucção no ato alimentar do inseto.

Cardiovagal: Reflexo do coração dependente do nervo vago parassimpático.

Catecolaminas: Bioaminas com efeitos excitatórios e inibitórios dos sistemas nervoso 
central e periférico. As principais catecolaminas são a norepinefrina, a epinefrina e a 
dopamina.

Cisteíno-protease: Ver protease.

Colinérgico: Estímulo transmitido pela acetilcolina na placa que liga o nervo à mem
brana muscular.

Criptobiida: Protozoário flagelado ancestral dos cinetoplastidas.

Diaforase dinucleotídica nicotinamida adenina: Enzima que faz a síntese do óxido 
nítrico.

Digitálico: Droga usada no tratamento de doença do coração, tipos arritmia e insufi
ciência cardíaca. O digitálico inibe a bomba de sódio na membrana das células.

Disfagia: Dificuldade na deglutição.

Ecótopo: Determinado tipo de habitat dentro de uma área geográfica ampla, meio 
ambiente de um ecossistema ou conjunto de habitats em que uma determinada espécie 
vive.

Endemia: Doença particular a um povo ou a uma região por motivo de uma causa 
local.

Endossoma: Organela ou vesícula celular que acumula proteínas de pH ácido.

Enzootia: Epidemia periódica nos animais em certos países ou regiões.

Epicárdio: A lâmina que reveste o coração.

Epigastralgia: Dor no epigástrio, região do abdome logo abaixo do esterno.

Epimastigota: Forma replicativa do Trypanosoma cruzi encontrada na porção anterior 
do intestino do triatomíneo.

Epítopo: Local da molécula do antígeno reconhecido pelo anticorpo, também deno
minado determinante antigênico.

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



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

Extensor digitorum brevis: Músculo no dorso do pé.

Falossoma: Orgão genital.

Feixe de His: Pequeno feixe de fibras especializadas da musculatura cardíaca que se 
origina no nódulo atrioventricular e estende-se pela porção membranácea do septo 
interventricular.

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

Hipocinesia: Movimento diminuído ou lento da musculatura do corpo.

Hipoestesia sensorial: Diminuição dos reflexos de sensibilidade.

Hipotênar: Conjunto de pequenos músculos cujos ventres formam a eminência hipo- 
tênar na região antero-interna da mão. Os movimentos do 5fl dedo, nomeadamente a 
adução, tendem a fazer aumentar o volume destes músculos.

ICAM-1: Molécula de adesão intercelular.

Imino: Grupamento (-NH-) que substitui um grupo amino (-NH2) no aminoácido 
prolina. Os demais aminoácidos apresentam na sua molécula um grupo amino e um 
grupo carboxila (-COOH).

Integrina: Molécula de adesão dependente de cálcio que permite a interação de célu
las com a matriz extracelular.

Intramural: O que se encontra dentro da parede, por exemplo, do ventrículo no co
ração.

LINE: Sigla em inglês (Long Interspersed Nuclear Elements) para designar elemen
tos móveis (retrotransposons) presentes no genoma de animais e plantas.

Macrófago ED1+ e ED2+: Marcadores que identificam moléculas específicas na 
membrana da célula.

Marcador genotípico: Identifica um locus característico do genoma.

Maxicírculo: Seqüência de DNA do cinetoplasto que se parece à corda de puxar a rede 
de minicírculos.

Metaloprotease: Ver protease.

Mimetismo molecular: Propriedade da estrutura de uma molécula imitando ou simu
lando o que lhe parece similar.
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Minicírculo: Estrutura de DNA circular que forma uma rede (cinetoplasto) na mito- 
côndria do T. cruzi.

Miocitólise: Lise da célula muscular rejeitada pelo sistema imune.

ORF: Sigla em inglês (Open Reading Frame) traduzida como fase aberta de leitura 
de um gene codificador de proteína.

Ortólogo: Gene ou cromossomo de diferentes espécies que evoluíram de um ancestral 
comum, apresentando sequência e função similar.

Parestesia: Desordem nervosa caracterizada por sensações anormais e alucinações 
sensoriais.

PCR: Sigla em inglês (Polymerase Chain Reaction) para a reação em cadeia da poli- 
merase. A técnica consiste em ciclos de desnaturação, anelamento de primers iniciado- 
res e extensão da fita que se quer amplificar pela enzima DNA polimerase.

Piretróide: Inseticida usado no combate aos triatomíneos no domicílio e no perido- 
micílio.

Proteases: Enzimas que hidrolisam as ligações peptídicas entre aminoácidos. Podem 
ser classificadas de acordo com a presença do aminoácido (cisteíno, aspártico ou seri- 
no-protease) ou de um metal no sítio catalítico (metaloprotease).

QRS: Uma onda típica no registro eletrocardiográfico.

5’-RACE: Sigla originada do inglês (Rapid Amplification of cDNA End) que sig
nifica uma estratégia de PCR para amplificação de DNA com ajuda de seqüências 
aneladoras características.

Simbiose: Associação íntima entre dois seres vivos com proveito mútuo.

Simbioticismo: Relacionamento ecológico e físico entre dois tipos de organismos, 
constituindo a mais íntima das associações entre seres vivos.

Sinal de Romana: Inchaço ocular endurecido, bipalpebral e unilateral, indicativo da 
infecção aguda pelo Trypanosoma cruzi.

SINE: Sigla em inglês para os elementos curtos repetidos no genoma de animais e 
plantas.

Singênico: Refere-se a indivíduos geneticamente idênticos.

Sintopia: Convivência no mesmo nicho ecológico.

Sinusal: Nódulo sinusal onde nascem os estímulos elétricos nas auriculas.

Sistema biológico limpo: Aquele que não deixa possibilidade de contaminação.



SN parassimpático: Sistema nervoso antagonista do SN simpático.

SN simpático: Sistema nervoso simpático que regula os estímulos da vida vegetativa 
ou inconsciente.

Soleus: Músculo formador da panturrilha juntamente com o gastrocnêmio. 

SSUrRNA: Pequena subunidade de RNA ribossomal usada em análise filogenética. 

T e ST: Ondas que identificam aspectos da condução elétrica no coração.

Taxa: Plural de taxon, forma abreviada de taxonomia (ciência da classificação dos seres 
vivos).

Tênar: Conjunto de pequenos músculos cujos ventres formam a eminência tênar na 
região antero-externa da mão. Os movimentos do polegar, nomeadamente a adução, 
tendem a fazer aumentar o volume destes músculos.

Testes NAT: Teste de ácidos nucléicos que identifica marcador molecular. 

Transferência passiva: Consiste na reprodução de uma situação pela simples passa
gem de células de um indivíduo imune para outro não imune.

Tripomastigota: Forma infectante (metacíclica), não replicativa do Trypanosoma cruzi 
que se diferencia da epimastigota ou da amastigota intracelular. As formas tripomasti- 
gotas são encontradas no sangue ou no fluido intersticial do mamífero hospedador.

Tulahuén: Nome que se deu ao Trypanosoma cruzi isolado na localidade.

Unidade mínima de rejeição: Identifica o ataque de células do sistema imune levando 
à rejeição da fibra muscular não parasitada no chagásico.

Xenodiagnóstico: Diagnóstico feito mediante utilização de um elemento estranho 
(xeno), como aquele que emprega o barbeiro para isolar e identificar o Trypanosoma 
cruzi no sangue do indivíduo suspeito de ter a doença de Chagas.

Zimodema: Padrão de bandas de proteínas (enzimas) separadas pela eletroforese de 
uma célula ou indivíduo.

Zoomastigophorea: Classe de protozoários que inclui a ordem Cinetoplastida; famí
lia Trypanosomatidae; gênero Trypanosoma; espécie Trypanosoma cruzi.
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Em Doença de Chagas e evolução, o leitor encontra conhecimento científico atualizado, escrito 
de forma clara e sucinta para especialistas e curiosos, principalmente para o chagásico e sua 
família. Nele o leitor apreciará os elementos envolvidos na doença de Chagas resultantes 
de longa cadeia evolutiva, postos juntos pela circunstância há 90 milhões de anos. Hoje, a 
infecção alcança potencialmente 1.150 espécies de mamíferos permissivos ao protozoário 
Trypanosoma cruzi transmitido pelo triatomíneo, popularmente conhecido como barbeiro, 
inseto hematófago que desjejua na pele da face. O ameríndio entrou nessa cadeia de 
transmissão há 9 mil anos. Ao chegarem ao novo continente há cerca de 500 anos, os 
colonizadores europeus e africanos rapidamente adquiriram a infecção, finalmente descoberta 
por Carlos Chagas há apenas um século. Hoje, essa doença faz parte da história das famílias 
que habitam o continente latino-americano há três ou mais gerações, cujos entes sucumbiram 
ao mal de Chagas. Presentemente, o tratamento é insatisfatório. Porém, a pesquisa continua 
produzindo conhecimento e ferramentas usadas no combate à infecção. O desalojamento dos 
barbeiros das residências humanas em alguns ecossistemas reduziu os níveis de infecção 
espetacularmente. Aspectos intrincados da doença são aqueles que se associam à produção 
das lesões no coração, no tubo digestivo e no sistema nervoso periférico em um terço dos 
18 milhões de pessoas infectadas pelo T. cruzi. O assunto está analisado detalhadamente 
neste livro, cujas ilustrações facilitam a compreensão e geram curiosidade crescente no leitor. 
Nesse passo da ciência, verifica-se que o controle, o tratamento e a profilaxia da doença de 
Chagas poderão ser alcançados. O livro mostra como o conhecimento sobre a doença de 
Chagas - que produz 100 mil mortes por ano e deixa atrás um quadro sombrio de orfandade 
e desolação - poderá contribuir para minimizar o pavor que esse flagelo ainda provoca.
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