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RESUMO

A doenca de Chagas subsequente a infeccdo pelo Trypanosoma cruzi (T.
cruzi) € endémica na América do Sul. O tratamento disponivel para a doenca
clinicamente manifesta € insatisfatério. Neste estudo foram conduzidos
experimentos independentes em grupos formados por cinco aves nascidas de ovos
inoculados ou ndo com T. cruzi. A integracdo de minicirculos de KDNA de T. cruzi no
genoma das aves singénicas e a heranca do kDNA integrado nas progénies foram
anteriormente descritas, e a correlagdo das alteragcbes gendmicas com a doenca
autoimune do coracdo foi demonstrada. O presente estudo documenta a
cardiomiopatia autoimune de origem genética nas aves kKDNA+ a partir de exames
de ecocardiograma e aponta a evolucdo desta patologia nas aves apos receberem o
transplante de medula 6ssea. As aves com o genoma modificado pela presenca de
mutacBes de kDNA (kDNA+), tiveram a medula Ossea destruida com drogas, e
receberam, dois dias apos, transplante de medula éssea de ave controle (kDNA-) da
mesma linhagem. Os resultados demonstram que as aves que tiveram seu genoma
modificado pela integracdo das mutacdes de kDNA apresentaram a miocardiopatia
inflamatoria de natureza autoimune. Por outro lado, as aves inicialmente sadias que
receberam medula déssea proveniente de aves kKDNA+ (grupo de inducdo da
patologia), apresentou substancial decréscimo da fracdo de ejecdo e também na
fracdo de encurtamento. No grupo das aves kDNA+ que receberam medula éssea
de animais kDNA- (grupo inibicdo da patologia) ndo houve melhora significativa dos
principais parametros de fungdo miocardica (fracdo de ejecdo, fracdo de
encurtamento e diametro interno do ventriculo esquerdo em sistole) logo nos 3
primeiros meses. Porém, houve uma tendéncia de melhora da fungcdo miocéardica na
analise aos 10 meses pos-transplante, indicando uma recuperacdo de parametros
da funcdo miocéardica das aves deste grupo tratado com medula 6ssea sadia. Outros
estudos de monitoramento cardiaco mais prolongados sdo necessarios, e devem ser
realizados para esclarecer o prognoéstico das aves ap0s 0 tratamento com

transplante de medula 6ssea.

Palavras-Chave: Trypanosoma cruzi; autoimunidade; ecocardiografia; doenca de

Chagas; kDNA,; insuficiéncia cardiaca.



ABSTRACT

Chagas disease caused by Trypanosoma cruzi infection is endemic in South
America. The treatment available for the clinically manifested disease is considered
unsatisfactory. In this study, we carried out groups of five chickens hatched from the
T. cruzi inoculated eggs. The integration of the KDNA minicircle sequences in the
chicken genome and their inheritance by progeny was documented and the role
played by these genome alterations in the disease pathogenesis was demonstrated.
The present study showed the autoimmune cardyopathy in chickens with the T. cruzi
(kDNA+) mutations, which were monitored by the echocardiogram. The chickens with
the genome altered by the kDNA mutations (KDNA+) had the bone marrow destroyed
with antimetabolic and cytostatic. The transplantation of chicken control bone
marrow, without KDNA mutations (kDNA-), was carried out two days thereafter. The
results translated the changes of the cardiophathy after bone-marrow transplantation.
It was shown that the control healthy chickens (kDNA-) that received bone-marrow
from KDNA+ mutated sick chickens (induction of pathology group), showed significant
decrease of shortening and ejection fraction. In the group of kDNA+ chickens that
received bone-marrow from healthy (kDNA-) chickens (inhibition of pathology group),
there where a significant decrease of the heart function parameters, such as
reduction of shortening and ejection fraction of the left ventricle during three months
after transplantation. However, it was noticed a sustainable improvement of these
heart function parameters (shortening fraction, ejection fraction and internal diameter
of left ventricle) in the following ten monts after bone-marrow transplantation. This
finding suggest a recovery of the heart function in the kDNA+ chickens that had the
bone- marrrow destroyed with drugs and that received healthy (kDNA-) bone-marrow
transplantation.Further long run studies of cardiac function monitoring are required to
determine the prognosis of the sick KDNA+ chickens after the healthy bone-marrow

transplantation.

Key words: Trypanosoma cruzi; autoimmunity; echocardiography; Chagas disease;

kDNA; cardiac insufficiency.
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INTRODUCAO

1.1 Evolugéo dos seres vivos e transferéncia génica horizontal

A evolucao génica corresponde ao aumento da complexidade dos genomas, da
crescente variabilidade genética das populagbes e, ocasionalmente, permite o
surgimento de novas espécies ao longo de milhares de anos (Via, 2009; Futuyma,
2013). Desde o surgimento dos primeiros seres unicelulares e da vida na Terra, ha
aproximadamente 3,8 bilhbes de anos, os seres vivos estao sujeitos a modificacbes
significativas de seus genomas.

O desenvolvimento das tecnologias de sequenciamento genético tem permitido
a investigacdo da origem de genes exoéticos ao organismo em estudo e esta sendo
amplamente utilizada para identificar a evolugdo do genoma humano, dos animais e
das plantas (Keeling e Palmer, 2008). Este método permite aos pesquisadores
decifrar a arvore genealdgica e a evolugcéo génica dos organismos. Muitos trabalhos
tém sido descritos utilizando esta técnica e relatam que a troca de material genético
entre espécies diferentes é um evento muito comum em todos os filos, sendo mais
frequente entre as bactérias, mas que também ocorre com organismos eucariontes
(Dunn e Ryan, 2015).

A andlise das sequéncias dos genomas dos organismos demonstra que as
modificacdes no DNA resultantes de transferéncias génicas (vertical ou horizontal),
duplicacoes, perdas de genes e falhas no mecanismo de reparo sdo as principais
forcas relacionadas com a evolugcdo genémica dos seres vivos (Kurland et al., 2003).
Ainda que seja dificil a deteccédo de recombina¢des génicas de um organismo, sabe-
se gue alteracdes genotipicas e fenotipicas podem ser benéficas, e favorecer
funcgdes vitais para a sobrevivéncia em maior escala (Dunn e Ryan, 2015).

A recombinacdo do DNA cria novos genes, oS mistura com os demais ja
existentes e origina diversidade genética dos organismos em uma populacao. Dentre
as formas de recombinagdo génica conhecidas cita-se a aquisicdo de material
genético por transferéncia horizontal (Keeling e Palmer, 2008). Transferéncia génica
horizontal é caracterizada pela troca de material genético de uma célula a outra que
nao é sua descendente, inclusive entre individuos de filos distantes (Brown, 2003;

Goldenfeld e Woese, 2007). Este evento é considerado comum na natureza
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(Andersson, 2009). A ocorréncia de transferéncia génica horizontal permite ao
organismo receptor a incorporacdo do fragmento de DNA exdégeno ao seu. O enxerto
do DNA exdégeno em elementos transponiveis denominados transposons do genoma
receptor possibilita a formacdo de pseudogenes e de novos genes. Apdés a
ocorréncia da transferéncia horizontal, novas sequéncias de elementos de
transposicdo nao sdo silenciadas pelo genoma do hospedeiro e permitem a
expansao do seu numero de copias (Teixeira et al., 2011b).

Estudos genéticos das populacdes demonstram que a transferéncia génica
horizontal € um dos fatores que modificam o DNA ao longo da evolucdo dos seres
vivos. Entretanto, nem todas as alteracbes génicas resultam em alteracdes
fenotipicas, j& que a grande maioria das regides do genoma € silenciosa ou
expressa minima atividade funcional (Simonti e Capra, 2015). Esse fato dificulta a
identificacdo de alteracdes genotipicas que resultam em alteracdes fenotipicas
vantajosas para a espécie em questao (Dunn e Ryan, 2015).

A maior parte dos estudos envolvendo a transferéncia horizontal de genes
focam seus esforcos em organismos procariotos por terem 0 genoma menor e,
portanto, mais faceis de serem estudados. Contudo, com 0s avancos nos estudos
dos genomas, os cientistas comecam a relatar este fenbmeno em organismos
eucariotos. O desenvolvimento das tecnologias de sequenciamento de genes na
atualidade permite a investigacdo da origem de genes exdéticos ao organismo em
estudo e estd sendo amplamente utilizada para identificar a evolugdo do genoma
humano, dos animais e das plantas (Keeling e Palmer, 2008). Adicionalmente, tais
sequéncias de DNA oriundas de organismos distantes no filo ndo sao extintas, uma
vez que serdo perpetuadas também por transmissao vertical, e permitem serem
identificadas (Carvalho, 2013; Teixeira et al., 2006b).

1.2 Nota sobre a descoberta do Trypanosoma cruzi

O parasito T. cruzi foi descrito por Carlos Chagas em 1909. Nesse ano, 0
cientista brasileiro observou a presenca de microrganismos flagelados no sangue de
uma crianca febril de dois anos de idade. Apds algumas semanas, quando essa

crianca ja ndo apresentava mais sintomas,ele percebeu que ja ndo era mais possivel
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encontrar esses parasitas flagelados no sangue da paciente e, a partir dai, comecou
seus estudos para entender melhor essa doenca, denominando o parasita flagelado
de T. cruzi, em homenagem a Oswaldo Cruz, seu mentor. Durante sua pesquisa,
Carlos Chagas descreveu de forma brilhante o patégeno, o vetor e as caracteristicas
clinicas dessa nova doenca (Chagas, 1909; Tanowitz et al., 2009). Ap6s muitos
anos, ja em 1961, essa mesma crianca que foi diagnosticada com os parasitas em
1909, foi localizada e re-examinada por pesquisadores da Universidade Federal de
Minas Gerais e do Instituto Nacional de Endemias Rurais de Belo Horizonte. Seu
nome era Berenice e vivia uma vida normal, sem diferencas clinicas em relacdo as
pessoas sadias. Durante os exames, foi observada novamente a presenca dos
parasitas circulando no sangue da paciente; desta vez, o parasito foi isolado,
cultivado em laboratério, e desde entdo foi utilizado em diversas pesquisas
(Salgado, 1980). Berenice morreu de causa desconhecida em 1973, livre de
qualquer sintoma caracteristico da doenca de Chagas.

Mais de 100 anos apds a descoberta da moléstia e do parasito, a doenca de
Chagas permanece como grande desafio a saude publica, em especial, de paises
da América Latina. Atualmente, com a globalizacdo e imigracdo mais acentuada, a
doenca de Chagas se espalhou pelo mundo e se tornou prevalente também nos

paises ndo endémicos (Schmunis et al., 2007).

1.3 Trypanosoma cruzi

A doenca de Chagas ou tripanossomiase americana € uma zoonose resultante
da infeccdo crénica pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi (T. cruzi). Anélises
filogenéticas realizadas com o gene 16S rRNA sugere que o T. cruzi surgiu ha 100
milhdes de anos, em um supercontinente formado pela unido da América do Sul,
Antértica e Australia (Steverding, 2014). Naquela época, os primeiros hospedeiros
do parasito foram mamiferos das ordens Didelphimorphia (gambés e outros
marsupiais neotropicais) e Cingulata (tatus), os quais podem ser considerados como
0s hospedeiros mais antigos do T. cruzi (Roque e Jansen, 2014).

Trypanosoma cruzi € um parasito unicelular, intracelular obrigatério do filo
Euglenozoa, familia Trypanosomatidae e classe Kinetoplastida (Martin e Borst,

2003). Sua Unica mitocondria possui o0 cinetoplasto, uma estrutura contendo DNA
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extra nuclear (Souza et al., 2010). Este protozoario é heteroxénico, uma vez que
necessita passar por dois hospedeiros diferentes para completar seu ciclo de vida,
um hospedeiro invertebrado, o triatomineo, e outro vertebrado. Os
tripanossomatideos pertencentes aos géneros Leishmania e Trypanosoma tém
grande importancia para a medicina humana e veterinaria (Teixeira et al., 2006). O T.
cruzi possui sete linhagens geneticamente distintas ou unidades discretas de
tipificacdo (DTUs), Tcl-TcVI (Zingales et al., 2012) e TcBat (Lima et al. 2015). A
linhagem Tcl é frequentemente isolada de mamiferos silvestres nos diversos biomas;
o Tcll j& foi encontrado em uma grande variedade de espécies de mamiferos
domésticos e silvestres, sendo o principal agente da doenca de Chagas na regido
Sul e Central da América do Sul. As linhagens Tclll e TclV sdo menos frequentes,
porém possuem igualmente ampla distribuicdo, enquanto que TcV e TcVI séo
comuns em isolados de humanos, ou de triatomineos que habitam ambiente
domiciliar (Lima et al., 2014) e a linhagem TcBat é associada a morcegos (Lima et
al., 2015).

1.4 O DNA mitocondrial do Trypanosoma cruzi (kDNA)

O protozoario Trypanosoma cruzi tem como principal caracteristica conter
uma unica mitocéndria simbidtica, contendo o cinetoplasto, estrutura que alberga
o DNA extranuclear do parasito, também denominado kDNA (Fidalgo e Gille,
2011; Teixeira et al., 2011b). O kDNA corresponde a aproximadamente 25% de todo
o material genético do parasito e esta organizado em estruturas circulares de DNA
concatenado, denominados maxicirculos e minicirculos (Guimaro et al., 2014). Sua
decatenacéo pode ser feita pela clivagem com enzima topoisomerase Il que lineariza
0s maxicirculos e minicirculos (Liu et al., 2005).

Em cada cinetoplasto, os maxicirculos, com cerca 40kb, possuem
aproximadamente 40 a 50 copias. Os genes que codificam as proteinas
mitocondriais localizam-se nas sequéncias dos maxicirculos (Klingbeil et al., 2004).

J& o0s minicirculos, com tamanho médio de 1.4kb, sdo encontrados no
cinetoplasto em maior abundancia, cerca de 15000 coOpias. Cada minicirculo tem
estrutura circular com quatro regides conservadas (120-160 pb) intercaladas por
qguatro regides variaveis (280-320 pb). As quatro regibes conservadas possuem

sequéncias ricas em citosina e adenina, que sao funcionalmente associadas ao sitio
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de origem de replicacao, transcricdo, recombinacdo e de mediacédo da transferéncia
de kDNA ao genoma do hospedeiro. A amplificacdo por PCR com primers
especificos, denominados S35 e S36, da regido variavel dos minicirculos, geram
fragmentos com cerca de 330 pb, enquanto que na regido conservada geram
fragmentos de 120 pb (Shapiro e Englund, 1995; Junqueira et al., 2005; Teixeira et
al., 2011b).

A possibilidade de trocas genéticas entre T. cruzi e o hospedeiro foi sugerida
em trabalhos que utilizaram técnicas de hibridizacao in situ, que possibilitou detectar
a presenca de minicirculos de kDNA do protozoario no genoma de células dos
hospedeiros (Teixeira et al., 1991; Teixeira et al., 1994).

As técnicas que permitem a identificacdo de transferéncia génica do parasito
para o hospedeiro foram aprimoradas nos ultimos anos. Os amplicons, ou produtos
amplificados pela PCR, sao identificados pela hibridizagdo com sonda radiomarcada
de KDNA. Os produtos identificados sdo submetidos a clonagem e sequenciamento,
permitindo a confirmacdo de sequéncias de minicirculos de kDNA do T. cruzi em
diversos sitios do genoma humano, de aves e de outros mamiferos (Simdes-
Barbosa, 1999; Teixeira et al., 2006; Hecht et al., 2010; Teixeira et al., 2011a; Teixeira
et al., 2011b; Guimaro, et al., 2014).

1.5 Ciclo de vida

O protozoario Trypanosoma cruzi pode infectar cerca de 150 espécies de
triatomineos (Galvdo e Gurgel-Goncalves, 2014) e mais de 250 espécies de
mamiferos (Hecht et al., 2010; Jansen et al., 2015). As aves sao refratarias a
infeccao (Dias, 1944; Nery-Guimaraes e Lage, 1972; Kierszenbaum et al., 1976).

O ciclo de vida do T. cruzi inicia-se com as formas tripomastigotas que o
triatomineo adquire sugando do hospedeiro infectado. As tripomastigotas ingeridas
diferenciam-se em epimastigotas e multiplicam-se no intestino médio do inseto. J&
no intestino posterior, ocorre a transformacdo em tripomastigotas metaciclicos,
formas infectantes que sdo eliminadas junto com as fezes do inseto durante a
alimentacdo e penetram pelas mucosas do hospedeiro ou através do orificio da
picada do inseto. ApOs a entrada desses tripomastigotas metaciclicos no corpo do
hospedeiro, estes sdo fagocitados por células do sistema monocitico-fagocitario,
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principalmente os macrofagos e mondécitos, e sao rapidamente destruidos.
Entretanto, alguns tripomastigotas conseguem internalizar em células né&o
fagociticas, conseguindo sobreviver ao ataque do sistema imune do hospedeiro.
Uma vez dentro dessas células, os tripomastigotas sdo recrutados pela célula
hospedeira para dentro do vacuolo do lisossomo. Os parasitos permanecem no
interior do lisossomo por algumas horas quando o vacuolo se rompe, liberando-os
no citoplasma da célula hospedeira. No citoplasma, os tripomastigotas se
diferenciam em amastigota, que é a forma replicavel, sem flagelo e mais
arredondada. A forma amastigota comeca entdo a se replicar no citoplasma da
célula do hospedeiro. Posteriormente, por mecanismos ainda ndo esclarecidos, a
replicacdo cessa, ocorrendo a diferenciacdo das formas amastigotas para a forma
tripomastigota, que culmina por romper a membrana da célula do hospedeiro e por
liberar os parasitos no sangue. No sangue o0s parasitos se disseminam, infectando
outras células mais distantes, ou podem ser sugados pelo inseto triatomineo
recomecando o ciclo (Burleigh, 2004).

Dentro da célula do hospedeiro, T. cruzi se reproduz principalmente por fissao
binaria, entretanto, sabe-se também que podem ocorrer eventos de reproducao
sexuada, fato que possibilita a mistura de material genético entre esses
tripanossomatideos, devido a ocorréncia de infeccbes mistas por mais de uma
linhagem deste protozoariono em um mesmo hospedeiro (Gaunt et al., 2003).

A variabilidade genética das linhagens do parasito est4 associada a mudancas
de sua biologia, tais como na preferéncia entre hospedeiros, viruléncia, tropismo de
células parasitadas entre outras caracteristicas, fato que dificulta os estudos da
patogenia da doenca (Dutra et al., 2014). Com grande capacidade adaptativa,
verifica-se que T. cruzi é capaz de infectar e multiplicar-se numa grande variedade
de células nos tecidos de hospedeiros vertebrados (Burleigh, 2004; Teixeira et al.,
2011Db).

1.6 Epidemiologia

Ha evidéncias de que ciclos enzodticos de T. cruzi ocorrem ha milhdes de anos
(Coura, 2007). Acredita-se que no inicio as infeccbes enzodticas teriam sido

adquiridas por via oral quando mamiferos ingeriam triatomineos infectados por T.
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cruzi. A medida que muitos mamiferos se tornaram infectados, a transmissao por
insetos hemat6fagos passou a ter maior importancia na propagacao de T. cruzi
(Diotaiuti, 2009). A transmissdo do T. cruzi ao homem teria sido iniciada de forma
acidental, com a chegada dos primeiros habitantes ao continente americano, cujos
primeiros fésseis encontrados datam de aproximadamente 50 mil anos atras (Bahn,
1993). Aufderheide e colaboradores (2003) relatam a descoberta de vestigios de
DNA de T. cruzi em restos mortais de mumias de 9.000 anos na regido ao norte do
Chile e sul do Peru. Nesse trabalho, os autores sugerem que o ciclo silvestrede T.
cruzi nos mamiferos ja era bem estabelecido desde antes do aparecimento dos
primeiros habitantes humanos na América Latina e comecou a ser transmitido para o
homem apds a sua entrada no ambiente silvestre.

A adaptacédo dos triatomineos na convivéncia com o homem no peridomicilio é
um fator importante na transmisséo de T. cruzi a humanos (Coura, 2007). No Brasil,
existem indicios que a doenca de Chagas ja ocorria em humanos entre os séculos
XVI a XVIIl. Naquela época, ocorria um processo de imigracdo de brasileiros e
portugueses que colonizavam o interior do pais, avangcando para regifes endémicas
da doenca. Os relatos da época demonstram a ocorréncia de pessoas com sintomas
semelhantes aos da doenca de Chagas e que eram popularmente comentados
como mal do bicho ou mal do engasgo (Dias e Schofield, 2009).

As infecgdes pelo T. cruzi ocorrem do sul da Argentina ao sul dos Estados
Unidos, mas a doenca tem se espalhado globalmente em virtude da imigracdo de
pessoas de areas endémicas para outros paises. A doenca de Chagas afeta
pessoas que vivem em area de risco nas regides endémicas (Coura e Dias, 2009;
Teixeira et al., 2011a; WHO, 2015). Ha algumas décadas a doencga de Chagas era
uma enfermidade restrita, prevalente de areas rurais dos paises da América Latina e
Estados Unidos, mas devido a imigracdo populacional, ela se espalhou para os
grandes centros urbanos e para o0s paises ndao endémicos, que eram livres da
transmissao vetorial (Biolo et al., 2010).

No Brasil, a estimativa mais atual indica que cerca de 4,6 milhdes de pessoas
estdo infectadas por T. cruzi e aproximadamente 12.500 6bitos séo registrados
anualmente (Tanowitz et al., 2009; Lima et al., 2012; Martins-Melo et al., 2014).

Estima-se que aproximadamente 300.000 pessoas estejam infectadas nos

Estados Unidos, a maior parte dessas pessoas Sao imigrantes provenientes de
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areas endémicas da América Latina (Bern, 2011, Biolo et al., 2010; Lima et al.,
2012). Entretanto, insetos vetores e animais infectados com T. cruzi ja foram
identificados em vérias regides do sul dos Estados Unidos. Bern e colaboradores
(2007) relataram 500 amostras de doacdo de sangue positivas no ano de 2006 e
atentam para o perigo da transmissdo do T. cruzi a partir da transfusdo de sangue
nos Estados Unidos.

Na Europa, a estimativa € que 14.000 a 181.000 pessoas estejam infectadas
por T. cruzi, a maior parte residentes na Espanha, Italia e Reino Unido (Gobbi et al.,
2014). Em paises ndo endémicos a mais importante via de transmissao da doenca
de Chagas é a partir da transfusdo de sangue, jA que nesses paises ainda nao
foram implantados programas para detectar T. cruzi em bancos de sangue (Dutra et
al., 2014). Dados epidemioldgicos apontam ainda para 1500 pessoas infectadas pelo
T. cruzi na Australia e 3000 no Japao (Miranda et al., 2015).

Dados epidemiologicos de pessoas infectadas por T. cruzi sdo conflitantes, mas
demonstram que desde 1990 houve consideravel decréscimo no numero de pessoas
infectadas. A Organizacdo Mundial da Saude (WHO), em seu relatério de 2002,
divulgou que havia 18 milhdes de pessoas infectadas com o T. cruzi. Ja em dois
relatorios seguintes, em 2007 e em 2015, esse 0Orgao reportou em ambos que
existiam aproximadamente de 6 a 7 milhdes de pessoas infectadas pelo protozoario
(WHO, 2007; 2015). Isso representa uma reducéo dos casos de mais de 50% em
um curto periodo de tempo, fato atribuido aos programas de controle dos vetores
nas areas endémicas (Biolo et al., 2010; Rassi et al., 2010) além de maior controle
dos bancos de sangue, onde passou-se a ser obrigatério o teste de sorologia de
todos os doadores para esta doenca.

O reconhecimento da prevaléncia de casos de doenca de Chagas no Brasil
comecou em 1975, quando foi iniciado no Brasil o programa de controle de
transmissao vetorial do T. cruzi. Tal medida compreendia a borrifacdo de inseticidas
nas casas e no peridomicilio de areas onde ocorria a infestagdo dos barbeiros, com
objetivo de acabar com o ciclo de transmisséo vetorial nestas areas. O programa
também contemplava medidas educativas sanitarias e estabeleceu um sistema de
vigilancia envolvendo os membros das comunidades locais. Esse programa
mostrou-se efetivo para eliminacdo do vetor Triatoma infestans, o mais importante

vetor do ciclo doméstico no Brasil. No inicio do programa, 711 municipios estavam
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infestados pelo T. infestans. Entretanto, apds a borrifagdo de inseticida nos
domicilios, a presenca desta espécie foi ficando cada vez mais escassa. Cerca de
166.000 insetos foram capturados no programa de controle em 1975 e apenas 6.111
foram capturados em 1999 (Andrade et al., 2011).

Podemos atribuir o sucesso do programa de controle a diminuicdo da
transmissado do principal vetor pela a pulverizacdo de inseticida no ambiente intra e
peridomiciliar, mas também pela melhoria na situacdo socioecondémica do pais. A
partir da década de 1960 houve um crescente deslocamento da populacéo rural para
0s centros urbanos, consequéncia da modernizagdo da agricultura e intenso
processo de industrializagdo. Em 1950, a populagéo rural brasileira correspondia a
63,8% da populacdo total, enquanto no inicio da década de 1970 era de 50% e,
atualmente, ndo é maior do que 20% do total de habitantes. Houve também uma
melhora significativa dos indicadores econ6micos e sociais. Devemos considerar
que desde 2005 o pais ingressou no grupo de paises com alto indice de
desenvolvimento humano e que o PIB per capita aumentou cerca de quatro vezes
nos ultimos 40 anos. Esse panorama resultou em progressiva reducdo de casas
rurais de méa qualidade em todo o pais. Portanto, as a¢cdes continuadas de controle e
eliminacdo do principal vetor, aliado a mudancas econdémicas e sociais,
determinaram que o risco de transmissao vetorial da doenca de Chagas no Brasil
esteja hoje circunscrito a determinadas areas (Silveira e Dias, 2011).

N&o obstante ao sucesso do programa, a transmissdo vetorial continua
ocorrendo no Brasil devido a presenca de espécies nativas, tais como, O
Panstrongylus megistus, Triatoma brasiliensis e o Triatoma pseudomaculata, e que
apresentam importante capacidade vetorial (Silveira e Dias, 2011; Abad-Franch et
al., 2013; Vinhaes et al., 2014).

A prevaléncia de infeccdo humana pelo T. cruzi, em baixas faixas etarias, €
considerado um indicador de controle da sua transmissdo. Desta forma, a
diminuigdo da transmisséo de T. cruzi ao homem foi comprovada com a andlise de
trés inquéritos soroldgicos realizados com criancas de faixa etaria entre 7 a 14 anos.
Em 1980, a taxa de soropositividade nesta faixa etaria era de 18,5%, contra os
0,04% encontrado em 1999, uma reducéo de 99,8%. J& em 2007, os resultados de
105.000 testes sorolégicos em amostras de criancas entre 0 a 5 anos de idade,

realizados em quase todos os estados brasileiros, com excecdo do Rio de Janeiro,
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indicaram positividade em 0,01% (Ostermayer et al., 2011). Segundo Dias et al.
(2008), a doenca de Chagas nao pode ser erradicada devido a capacidade que o T.
cruzi teve de se adaptar e se disseminar hospedando uma grande variedade de

espécies de mamiferos, nos diversos ecossistemas nas Américas.

1.7 Formas de Transmissao

A principal forma de transmissao de T. cruzi aos humanos ocorre quando 0s
parasitos existentes nas fezes do triatomineo entram em contato com as mucosas,
ou através de lesdes preexistentes, ou resultante da entrada do parasito pelo local
da picada do barbeiro. Além dessa, existem outras formas de transmissdo da
infeccdo que também sdo importantes: via congénita ou vertical, transfusdo de
sangue, transplante de 6rgaos, ingestdo de alimentos contaminados, via sexual e
acidentes laboratoriais (Coura, 2007; WHO, 2007; Lima et al., 2012; Ribeiro et al.,
2016).

A transmissao de T. cruzi do mamifero infectado ao vetor é garantida quando o
hospedeiro infectado apresenta formas circulantes do parasito no sangue
(tripomastigotas). Ja a transmissao do parasito entre duas espécies de mamiferos,
pela predacdo, pode ser garantida mesmo na auséncia de formas circulantes do
parasito no sangue, visto que formas amastigotas presentes nos tecidos do
mamifero predado também podem ser fonte de infec¢do (Roque e Jansen, 2014).

Nos ultimos anos, as formas de transmissao vertical e oral ganharam
importancia epidemiolégica, sendo responsavel por varios casos identificados no
Brasil. A transmissdo por via oral € importante em regiées onde a prevaléncia de
triatomineos infectados por T. cruzi € alta, como no caso da regido amazodnica
(Valente, 1999). Nesta regido a manutencdo e a disseminacdo do T. cruzi no ciclo
silvestre é facilitada pelo habito alimentar insetivoro de pequenos mamiferos e
marsupiais, ou mesmo pela predacéo de outros mamiferos infectados (Yaeger, 1971;
Shikanai-Yasuda e Carvalho, 2012).

Nos humanos, a transmissao oral é relacionada com microepidemias, em uma
regido limitada, geralmente entre familiares (Valente, 1999). A infeccéo pela via oral
€ geralmente associada com a infec¢cdo aguda mais severa da doenca de Chagas,

onde os sinais clinicos sdo mais intensos, inclusive com alta taxa de mortalidade
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(Rassi et al., 2010). No Brasil existem relatos de ocorréncia de microepidemia da
forma aguda da doenca de Chagas transmitida por via oral ap6s consumo de acai
(Para e Amazonas) e também do caldo de cana (Santa Catarina). Em ambos o0s
casos é provavel que o inseto infectado tenha sido macerado junto com a polpa
durante o preparo desses alimentos (Shikanai-Yasuda e Carvalho, 2012). Uma
microepidemia importante ocorreu na Venezuela em 2007, onde 128 pessoas, a
grande maioria criancas, foram infectadas apés consumo de suco de goiaba em uma
escola municipal (Rodriguez-Morales, 2008).

A transmisséo congénita do T. cruzi em mulheres gestantes na fase cronica da
doenca ocorre em menos de 2% dos casos na América Latina. A exce¢do ocorre na
Bolivia e no Paraguai, onde foram encontradas taxas de transmissao congénita de
até 5% (Rassi et al., 2010). A infeccdo pelo T. cruzi nas mulheres gestantes e no feto
pode causar morte fetal, aborto, nascimento prematuro e retardo do crescimento
fetal (Teixeira et al., 2011). A passagem do T. cruzi da mae ao filho se da por via
placentaria, produzindo uma placentite aguda. Na maioria das ocorréncias o
parasitismo € acentuado. Nos casos de natimortalidade ha, no produto da
concepcao, parasitismo e lesdes inflamatorias mais frequentes no sistema nervoso
central, coracao, figado, trato gastrointestinal e pele. O 6bito na forma congénita
deve-se, em geral, a miocardite, a meningoencefalite ou a infeccdes intercorrentes
(Lopes e Chapadeiro, 1997).

Os casos de transmissdo congénita no Brasil diminuiram devido ao declinio
dos casos de prevaléncia de infeccéo por T. cruzi entre gestantes. Estudos em série
realizados em Bambui/MG mostram que, em 1950, a prevaléncia encontrada na
regido era acima de 30% das mulheres, baixando para 9% nos anos 70 e para
menos de 1% em 2006 (Dias e Neto, 2011).

Outra forma importante de transmissdo de T. cruzi, e a principal nos paises
nao-endémicos, é por meio da transfusédo de sangue infectado com o parasito. Esta
forma de transmisséo tornou-se rara no Brasil com a normatizacdo da hemoterapia e
devido aobrigatoriedade dos servigos de salude de bancos de sangue a realizarem
testes sorolégicos em todos os candidatos a doacédo (Dias, 2006). Segundo Rassi et
al. (2010), a probabilidade de uma pessoa se infectar ap6s a transfusdo com sangue

proveniente de um doador infectado € de menos de 20%; a depender da quantidade
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de parasitos no sangue, a composi¢cdo do sangue do doador e também da cepa do
protozoario.

Em um estudo recente realizado com camundongos, Ribeiro e colaboradores
(2016) demonstram que é possivel também a transmissao sexual do T. cruzi em
condigbes experimentais. Nesse estudo foram feitos testes parasitolégicos,
sorolégicos e moleculares de 20 camundongos infectados e também em seus
parceiros sexuais inicialmente sadios. Os resultados demonstraram que, apds o
acasalamento com animais infectados, os parceiros sexuais sadios apresentaram
testes soroldgicos positivos em 60% dos casos.

A doenca de Chagas tornou-se um importante problema médico e social em
guase toda a América Latina por todo o século XX e foi combatida nas ultimas
décadas, alcancando resultados muito satisfatérios em termos de sua transmissao

vetorial e transfusional (Dias et al., 2008).

1.8 Patogenia da doenca de Chagas

O protozoario Trypanosoma cruzi invade as células do corpo de mamiferos e
replica em diferentes tipos de células do hospedeiro. Sabe-se que ao invadir
fibroblastos, macréfagos e qualquer das células nucleadas do corpo, particularmente
do musculo esquelético e do coracdo, o parasito multiplica-se e preenche o
citoplasma da célula hospedeira, rompendo-a.

O parasitismo pode ser identificado frequentemente na fase aguda da doenca,
mas, na fase crbnica, praticamente ndo ha vestigios do T. cruzi. Nos tecidos o
parasito é prontamente fagocitado pelas células do sistema fagocitico mononuclear.
A migracao das células imunes para o local do parasitismo ocorre por quimiotaxia e
depende da producdo de citocinas e quimiocinas, assim como da regulacdo da
expressao de seus receptores e moléculas de adesédo (Gutierrez et al., 2009).

Na fase aguda da doenca ocorre intensa ativagéo policlonal de linfocitos T e B.
Além disso, estudos atuais demonstram que os linfécitos T CD8 sédo predominantes
no tecido cardiaco na fase crénica da doenca. Esses linfocitos T CD8+ sao
conhecidos por sua atividade citolitica e importantes tanto nas respostas imunes
contra T. cruzi, com aproducao de citocinas como o IFN-y e IL-10, como para o
desenvolvimento da imunopatogénese da doenca de Chagas, jA que estédo
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envolvidos na leséo tissular do tecido cardiaco (Bonney e Engman, 2008; Gutierrez
et al., 2009; Teixeira et al., 2011Db).

Estudos em modelos experimentais demonstram que a infeccao pelo T. cruzi
provoca uma reacdao inflamatoria intensa durante a fase aguda com tripomastigotas
abundantes no sangue e o aumento da producdo de citocinas, como o IFN-y e o
TNF-a, que mobilizam células inflamatérias para eliminar o parasito. J& no inicio da
fase indeterminada da doenca, ocorre um substancial aumento na producédo da
citocina IL-10, evento que é associado como importante regulador da reacao
inflamatoéria intensa existente durante a fase aguda. Por mecanismos ainda
desconhecidos, o inicio da fase crénica da doenca é marcado por perda do controle
da resposta imunologica e que culmina com aparecimento de reacao inflamatoria
intensa multifocal e destruicdo das células no coracdo ou no sistema digestorio
(Dutra et al.,, 2014). A Unica evidéncia patolégica comum no tecido cardiaco de
pacientes na fase cronica da doenca € a presenca de infiltrado mononuclear
multifocal, geralmente sem a presenca do parasito, que, em decorréncia de uma
reacdo inflamatdria persistente, levam a destruicdo progressiva do tecido cardiaco
(Teixeira et al., 2006b).

1.8.1 Teoria local ou focal

A teoria local ou focal trabalha com a hip6tese de que as lesdes no miocardio
sdo ocasionadas pela presenca direta do T. cruzi e/ou seus antigenos no tecido car-
diaco. Porém, esta teoria € incapaz de explicar porque os sintomas cardiacos ou
digestivos de pacientes com doenca de Chagas s6 aparecerem na doenca cronica,
30-40 anos apoés a infeccdo, quando os parasitos ndo sdo mais encontrados ou sao
insignificantes no hospedeiro, se comparados na doenca aguda, onde inexistem da-
nos cardiacos ou digestivos em pacientes assintomaticos. Outro fato importante que
esta teoria ndo consegue explicar é o porqué de 2/3 dos pacientes chagasicos croni-

cos nao desenvolverem qualquer sintomatologia da doenca.
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1.8.2 Teoria neurogénica ou parassimpaticopriva

A teoria neurogénica trabalha com a hipétese de que o processo de infec¢éo do
T. cruzi no hospedeiro destréi células ganglionares parassimpaticas nos tecidos pa-
rasitados, isso resultaria numa perda de neurbnios do parassimpético durante a fase
aguda da doenca. Essa teoria é apoiada no fato da localizacao das fibras parassim-
paticas estarem na parede dos 6rgaos parasitados, em maior proximidade da reacao
inflamatoria provocada pela presenca do parasito. JA 0os neurbnios dos ganglios
simpéticos estéo distantes do tecido muscular parasitado e ndo sofreriam alteracdes
significativas (Marin-Neto, 2007). Desta forma, esta teoria explicaria o desenvolvi-
mento tardio dos sintomas do paciente na fase crénica, mas encontra muita dificul-
dade em explicar os casos de pessoas que falecem em decorréncia de cardiopatia
crbnica com intenso comprometimento cardiaco, mas com popula¢do neuronal nor-
mal; ou ainda, de casos de pacientes que em vida tinham funcédo miocéardica normal,
e, apos morte acidental, é constatada extensa destruicdo neuronal no tecido cardia-

CO.

1.8.3 Teoria da autoimunidade

Um dos aspectos mais intrigantes na patogenia da doenca de Chagas sédo o0s
processos inflamatérios extensos no coracdo na auséncia do parasito no tecido. Se-
gundo a teoria da autoimunidade, as lesGes sado desencadeadas pelos linfocitos rea-
tivos contra o proprio corpo (Santos-Buch e Teixeira, 1974). A reatividade contra o
proprio tecido é caracteristica de subpopulacdes de linfocitos T que tiveram o geno-
ma modificado pelas muta¢gbes de kDNA do T. cruzi. A atividade litica dos linfocitos T
mutados com sequéncias de kKDNA nao ocorre em todos 0s pacientes, e esta € uma
caracteristica das doencas genéticas, tal como a distrofia muscular de Duchenne,
em que varios membros de uma familia ttm a mutacéo no gene da distrofina, porém,
apenas alguns desses individuos tém a doenca muscular e cardiopatia autoimune.
Sugere-se que a ativacdo dos linfécitos T citotoxicos pode estar associada a sinali-
zacao intragendémica, que se faria cumulativamente entre diferentes sitios do DNA
com alteragdes tri-dimensionais de complexidade crescente, oriundas das mutagdes

de KDNA (Teixeira et al., 2011b; Guimaro et al., 2014). Esta hipétese explicaria me-
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Ihor o fato das lesGes nos tecidos aparecerem tardiamente durante a fase crénica da
doenca, apds algumas décadas, independentemente do tecido estar parasitado ou

nao.

1.9 Doenca de Chagas e autoimunidade

A fase cronica sintomatica da doenca de Chagas se inicia quando a relativa es-
tabilidade patoldgica, presente durante a forma indeterminada da infeccdo, € que-
brada por motivos ainda desconhecidos, quando a inflamacéo, a necrose e a fibrose
passam a ser mais intensas, difusas e progressivas no tecido cardiaco (Teixeira et
al., 2006b).

A relacéo entre doenca de Chagas e autoimunidade foi observada pela primeira
vez em 1974, por Santos-Buch e Teixeira. A partir de entdo outros estudos também
evidenciaram que a autoimunidade esta envolvida na patogénese da doenca de
Chagas. Esses estudos indicam que a integracdo do kDNA do parasito no material
genético do hospedeiro, ou mutacdes via transferéncia génica horizontal, estdo
envolvidas nos mecanismos autoimunes presentes na doenga de Chagas (Nitz et al.,
2004; Teixeira et al., 2006a; Teixeira et al., 2011b; Guimaro et al., 2014).

A evidéncia experimental aponta que, apés a intensa miocardite da fase aguda
da doenca de Chagas, quando a parasitemia e o parasitismo tissular ja estdo em
baixos niveis, a inflamacdo regride, mas persiste de forma focal com baixa
intensidade durante toda a forma indeterminada da doenca (Guimaro et al., 2014).

Alguns fatores sdo descritos como determinantes na severidade da doenca:
carga parasitéria, cepa do parasito ou seu tropismo tecidual, tempo de infecgéo e
componentes genéticos do hospedeiro. Além disso, admite-se que, a vigéncia de
mecanismo adequado de imunorregulacéo, seria o fator crucial para se diferenciar
os individuos que controlariam sua infeccdo sem desenvolver dano tecidual
importante, a partir de resposta inflamatoria limitada daqueles que evoluiriam com
doenca grave, com inflamacé&o intensa, necrose e fibrose reativa (Andrade et al.,
2011). Entretanto, faltam evidéncias sugestivas desse mecanismo imunorregulador.

A teoria de que a reacdo do sistema imunolégico a infeccéo por T. cruzi esteja

envolvida como mecanismo fundamental na ocorréncia das lesdes ocasionadas
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durante a fase cronica da miocardite chagasica crénica apoia-se em extensa gama
de evidéncias experimentais e clinicas descritas a seguir:

Em seu estudo, Teixeira et al.,(1991) identificaram a presenca de DNA
acessoério do T. cruzi em macrofagos peritoneais de camundongos infectados e
identificaram a origem desse DNA exogeno pela hibridizagdo in situ com sonda
homéloga. Em outro trabalho, foi documentado que sequéncias de minicirculos do
KDNA de T. cruzi eram transferidas para o DNA genémico de células mantidas em
cultura (Teixeira et al., 1994).

J4& em 1996, Argafiaraz demonstrou que linhagens de macrofagos de
camundongos adquiriram horizontalmente sequéncias de minicirculos kDNA de T.
cruzi preferencialmente ligadas a elementos retrotransponiveis do hospedeiro. Outro
achado importante foi obtido por Simfes-Barbosa et al.,, (1999), onde foi
demonstrado que a transferéncia de sequéncia de kDNA de T. cruzi € capaz de
alterar a expressao génica das células hospedeiras.

Outro fato que comprova que a reacdo imunolégica € um dos principais
mecanismos responséaveis pelos danos cardiacos do hospedeiro, e que esta reacao
€ estimulada pela presenca do DNA do parasito no tecido cardiaco, foi descrita no
trabalho de Olivares-Vilagdbmez et al., (1998). Neste estudo, o autor detectou a
presenca de DNA do T. cruzi disseminado por todo o coracdo de pacientes na fase
cronica e também na fase indeterminada da doenca. Os autores sugerem que a
severidade dos danos que ocorrem no coragdo dos pacientes com doenca de
Chagas seja dependente da quantidade de DNA do T. cruzi remanescente neste
tecido apds intenso parasitismo da forma aguda. Posteriormente, Simdes-Barbosa et
al., (1999) demonstraram a insercdo do kDNA de T. cruzi em meio a regiao
codificante do gene P9. Essa insercdo foi mediada por um elemento
retrotransponivel (LINE- 1), e levou ao nocaute do gene, como consequéncia da
auséncia da expressao de uma proteina na célula infectada.

Trabalhos conduzidos pela equipe de pesquisadores do Laboratério
Multidisciplinar de Pesquisa em Doenca de Chagas da UnB (LMPDC),
demonstraram que o DNA mitocondrial (kDNA) do T. cruzi integra em diversos sitios
do genoma do hospedeiro vertebrado, como consequéncia da infeccdo (Teixeira et

al., 1994, Teixeira et al., 2011b). Foi demonstrado também que segmentos de
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minicirculos do KDNA do parasito integram frequentemente em retrotransposons
LINE-1 em humanos, aves e coelhos (Nitz et al., 2004).

Teixeira et al., (2006b) observaram que, mesmo depois que animais
experimentalmente infectados foram tratados com nitroderivado tripanocida,
diminuindo a parasitemia do hospedeiro, as fibras cardiacas continuavam a ser
rejeitadas por células efetoras do sistema imune e demonstrou mais uma vez a ideia
da presenca de um perfil autoimune na doenca de Chagas.

A integracdo do kDNA do T. cruzi no genoma de hospedeiro humano foi
documentada por Nitz et al. (2004) e por Hecht et al., (2010), onde demonstraram
que a integracdo ocorria principalmente a partir de elementos retrotransponiveis
LINE-1 em varios cromossomos diferentes. Nesse estudo, os autores demonstraram
gue a diversidade genética dos animais e humanos adquirida ao longo de sua
evolugdo ocorreu também por transferéncia horizontal de material genético entre
organismos eucariotos. O primeiro estudo foi um marco para a ciéncia, pois rompeu
o paradigma de que somente os procariotos (virus e bactérias) eram capazes de
transferir parte de seu material genético para os humanos, como era conhecido até
entao.

Por ultimo, Teixeira et al.,, (2011b) produziram doenca similar a cardiopatia
chagasica cronica em aves refratarias a doenca. Esses pesquisadores
demonstraram que pintos nascidos de ovos inoculados com T. cruzi nascem sem
sinal de infecg&o ativa, mas com o KDNA retido em seu genoma. Essas aves, livres
do parasito mas com o kDNA integrado em seu genoma, desenvolveram cardiopatia
semelhante a observada nas infec¢des pelo T. cruzi (Teixeira et al., 2011b; Guimaro
etal., 2014).

Desta forma, relatos de trabalhos publicados apontam para a evidéncia de que
as modificacbes fenotipicas causadas pela presenca do kDNA no genoma do
hospedeiro podem ser os principais fatores envolvidos no desenvolvimento dos
processos de reconhecimento autoimune do hospedeiro, responsaveis pela
producéo de dano cardiaco durante a fase crénica da doenca de Chagas.
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1.10 Sinais Clinicos da Doenca de Chagas

1.10.1 Infeccéo aguda

ApOs a transmissao vetorial do T. cruzi ao humano, € comum a observagdo de
sinais clinicos no local da entrada do parasito, que pode ocorrer no local da picada
(chagoma de inoculagéo), ou no olho (sinal de Romaria). O sinal de Romafia ocorre
guando a pessoa se infecta apds cocar a regido da picada contendo as fezes do
inseto e leva a mao até o olho, permitindo a entrada do parasito através da mucosa.

No caso do paciente vir a desenvolver o sinal de Romafa, ele apresentara
edema na regido do olho, bipalpebral, unilateral, indolor, acompanhado por
conjuntivite ndo purulenta e adenopatia satélite.

Porém, se o paciente apresentar sinal de inflamacao bastante evidente no local
de picada do vetor, este desenvolvera uma reacdo de hipersensibilidade tardia em
resposta a saliva e aos antigenos do inseto vetor. O chagoma de inoculacao foi
descrito pela primeira vez por Mazza e Freire (1940), e caracteriza-se como uma
lesdo cutanea redonda avermelhada, endurecida, indolor ou pouco dolorosade 2 a 5
cm de didmetro e que pode ou nao ulcerar.

A infeccdo aguda se inicia de 6 a 10 dias ap0s a entrada do T. cruzi no
hospedeiro, podendo durar de 6 a 8 semanas. Esta fase é caracterizada pela alta
parasitemia do T. cruzi no paciente (Burleigh, 2011; Steverding, 2014).

Nesta fase da doenca, mais de 99% dos casos € inaparente, ou seja, 0S
pacientes ndo conseguem identificar qualquer sintoma. Este fato faz com que o
paciente ndo procure o atendimento médico (Bern, 2011). Um estudo realizado com
544 individuos expostos a infeccdo natural pelo T. cruzi, indicou que apenas um
terco das pessoas infectadas apresentou sintomas compativeis com a doenca aguda
(Teixeira et al.,1997).

Ainda que raros, os sintomas mais comuns na fase aguda da doenca
compreendem febre de pequena intensidade, dores no corpo, hepatomegalia,
esplenomegalia, adenomegalia, edema no rosto, membros inferiores ou
generalizados, conjuntivite e diarréia. Analises laboratoriais podem evidenciar
anemia, aumento na concentracdo de enzimas do coracdo e do figado, e

trombocitopenia (Tanowitz et al.,2009). Os linfonodos quando aumentados
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apresentam-se isolados, indolores, méveis e sem sinal de inflamagdo. O bago tem
consisténcia normal, liso e indolor. A esplenomegalia ndo costuma ser acentuada e
a hepatomegalia ndo é dolorosa a palpacéo. A miocardite e/ou a meningoencefalite
pode aparecer durante a fase aguda em criancas com menos de cinco anos de
idade, e neste caso, é indicativo de prognaostico ruim da doenga e geralmente fatal
(Steverding, 2014).

Segundo Rassi et al.,, (2010), existem diferencas no tempo do inicio do
aparecimento dos sintomas se o T. cruzi for contraido por diferentes meios de
transmissdo. No caso das pessoas que adquirem a infecgdo por meio do vetor, os
sintomas geralmente comegam a aparecer em cerca de 1 a 2 semanas apos a
infeccdo. Mas se a infeccdo tiver origem pela doacdo de sangue infectado, os
sintomas aparecerao mais tardiamente, alguns meses mais tarde.

Apés a passagem da fase aguda, a doenca evolui para a fase cronica, e &
caracterizada por baixa parasitemia no paciente, assim como elevacéao dos titulos de

anticorpos IgG e diminuicao de IgM.

1.10.2 Fase indeterminada da doenca de Chagas

Os pacientes que evoluiram para a fase crbnica, mas ndo possuem qualquer
sintomatologia clinica, sdo considerados pacientes na fase indeterminada da
doenca. Esta fase pode durar a vida inteira para 60 a 70% dos pacientes infectados.
Outros 30 a 40% dos pacientes infectados, apds permanecerem cerca de 10 a 40
anos na fase indeterminada da doenca, desenvolverdo sintomatologia clinica,
cardiaca ou gastrointestinal (Nunes et al.,, 2013; Gobbi et al., 2014). O critério
utilizado atualmente para se definir um paciente que esta na fase indeterminada da
doenca depende de resultados de teste soroldgico positivo para IgG anti-T. cruzi, ou
demonstracdo do parasito. Porém, esses pacientes ndo possuem sinal clinico
cardiaco (sem anormalidade ao eletrocardiograma) ou digestivo da doenca, e tem
tamanho regular do coracédo, esb6fago e colon demonstrado em radiografia. Os
achados histopatologicos de bidpsia de pacientes durante essa fase demonstram
presenca de lesBes inflamatérias no coracdo, trato digestivo e tecido muscular
similar aos encontrados em pacientes durante a fase cronica da doenca, mas em

grau muito menos intenso (Teixeira et al., 2006b).
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1.10.3 Infeccéo crbnica

A fase crbnica, ou sintomatica da doenca, comeca com o0 inicio do
aparecimento das lesdes teciduais provocadas pela infeccdo com o T. cruzi. Ainda
que a grande maioria dos individuos infectados permaneca na fase indeterminada
ao longo de toda sua vida, em aproximadamente 30% dos pacientes ocorre o
aparecimento de lesdes teciduais, principalmente no coragcédo e no sistema digestivo
(Steverding, 2014). Esta fase inicia-se aproximadamente 10 a 40 anos apés a
infeccéo vetorial por T. cruzi (Gobbi et al., 2014).

Dos pacientes que apresentam sintomatologia da infeccao por T. cruzi, 94,5%
desenvolvem lesbes no tecido cardiaco, contra apenas 5,5% que desenvolvem a
forma digestiva da doenca (Teixeira et al., 2011a). Assim, se considerarmos que
existem aproximadamente cinco milhdes de brasileiros infectados com T. cruzi, esti-
ma-se que um milh&o e meio de pessoas tém ou virdo a ter comprometimento cardi-
aco em decorréncia desta doenca.

Dentre as formas de apresentacao clinica durante a fase crbénica da doenca de
Chagas, a cardiaca representa a mais importante, dada sua prevaléncia e gravidade
no paciente (Nunes et al., 2013). Os fatores responsaveis pela evolucédo dos sinto-
mas para a forma cardiaca da doenca ndo sdo ainda completamente elucidados,
mas sabe-se da participacdo de mecanismos autoimunes na fisiopatologia da doen-
ca (Hecht et al., 2010; Teixeira et al., 2012; Guimaro et al., 2014).

A miocardiopatia no paciente chagasico cronico é semelhante a miocardiopatia
dilatada idiopatica e tem como caracteristica um processo inflamatorio de células
mononucleares multifocal. Pacientes com miocardiopatia chagasica cronica tém
prognadstico pior quando comparado com pacientes com miocardiopatia dilatada idi-
opatica (Nunes, 2013). Nesta fase da infec¢do, ndo existem evidéncias de que o pa-
rasito esteja envolvido no aparecimento dos sinais clinicos (Villas-Boas et al.,2004).

A inflamacao cronica, de baixa intensidade mas persistente, acaba por provo-
car destruicao tissular progressiva e fibrose extensa no coragcdo (Andrade et al.,
2011; Falchetto et al., 2015). Os achados mais comuns de pacientes com cardiomi-
opatia chagasica crbnica séo: hipertrofia do miocardio, dilatacdo das cavidades car-
diacas, presenca de fibrose, formacdo de trombos, afinamento do &pice ventricular

do ventriculo esquerdo e que pode culminar para formacdo de aneurisma apical
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(Coura, 2007). Com isso, o coracdo aumenta de tamanho e surgem arritmias e blo-
queios atrioventriculares, além de tromboembolismo e miocardiopatia que antecipa a
insuficiéncia cardiaca, considerada a forma mais grave de manifestacdo da doenca
(Coura e Borges-Pereira, 2010; Rassi et al., 2012).

O Unico achado comum a todos os casos de pacientes chagasicos é a presen-
ca de infiltrado de células mononucleares nos tecidos alvo, pois em apenas 10%
desses casos sdo encontrados os parasitos no local da inflamacéo (Teixeira et al.,
2006Db).

Outros achados clinicos de pacientes que podem estar presentes na cardiopa-
tia chagéasica cronica sdo descritos por Bern (2011), e inclui bloqueio atrio-
ventricular, taquicardia ventricular persistente, disfuncdo do nodo sinoatrial - culmi-
nando em bradicardia severa, formacado de trombos no ventriculo esquerdo, e dilata-
cdo progressiva do ventriculo esquerdo seguido por faléncia cardiaca congestiva.

Depois de mais de 100 anos da descoberta da doenca, a compreensao pato-
genia da doenca de Chagas ainda requer estudos fisicos-quimicos sobre a sinaliza-
cdo entre as células efetoras e células-alvo da resposta autoimune. Atualmente,
pesquisadores buscam explicar o que exatamente exacerba o processo inflamatério

no tecido cardiaco.

1.11 Diagnéstico

A forma aguda da doenca pode ser diagnosticada pela presenca de parasitos
circulantes em exames parasitoldgicos diretos de sangue periférico, tais como
exame a fresco, esfregaco ou gota espessa. Se for o caso do paciente relatar
sintomas a mais de 30 dias, sdo recomendados métodos de concentracdo, ja que
com a evolucdo da doenca para a forma crénica ocorre o declinio da parasitemia. Os
testes de concentracdo recomendados sao o teste de Strout, micro-hematécrito ou o
QBC. A presencga de anticorpos IgM anti-T. cruzi no sangue pode indicar a doenga
aguda se esta for associada a fatores clinicos compativeis (Andrade et al., 2011).

Ja durante a fase crbnica da doenca de Chagas, devido ao motivo dos
pacientes infectados apresentarem baixa parasitemia, e por serem de baixa
sensibilidade, os métodos parasitolégicos ndo sao eficientes, e, portanto, néo
recomendados para o diagnédstico. Neste estagio da doenca, o diagnéstico é
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usualmente confirmado com a deteccdo de anticorpos IgG anti-T. cruzi, confirmados
por dois testes soroldgicos distintos. Os métodos soroldgicos recomendados séo a
Imunofluorescéncia Indireta (IFl), a Hemoaglutinacédo (HE) e o ELISA. O diagndstico
mediante testes soroldgicos € bastante utilizado para deteccdo de anticorpos
especificos contra antigenos do T. cruzi, oferecendo evidéncia indireta de sua
presenca no corpo do paciente infectado.

Os resultados positivos devem ser interpretados com cautela, pois €
relativamente comum ocorrerem resultados falsos positivos devido a reacéo cruzada
com antigenos de outros microrganismos, como Leishmania spp. (Vexenat et al.,
1993; Gadelha et al., 2003). Em vista disso, procura-se considerar que o teste é
positivo somente quando houver resultado concordante em dois exames soroldgicos
de principios distintos que identificam anticorpos anti-T. cruzi (WHO, 2002).

Além dos métodos sorologicos o diagndstico da doenca tanto na forma aguda
como na cronica pode ser realizado utilizando testes de xenodiagndstico,
hemocultura ou PCR. Para efeito de diagndstico, ndo existem manifestacdes
clinicas, semioldgicas ou alteracfes em exames cardiol6gicos complementares que
confirme a cardiopatia chagésica crbnica, neste caso o clinico devera solicitar
exames adicionais supracitados para a confirmacdo da doenca (Andrade et al.,

2011).

1.12 Ecocardiografia

O exame ecocardiografico em animais vem se popularizando na pesquisa
experimental e clinica devido ao seu baixo custo, por ser um exame nao invasivo, e
a portabilidade do equipamento (Martinez-Lemus, et al., 1998). Esse exame € Util
para investigar o coracdo sob o ponto de vista morfoldégico e hemodindmico. A
ecocardiografia teve seu inicio como uma técnica capaz de revelar estruturas
normais e anormais em modo A (amplitude) e modo M (movimento). Avancos
subsequentes em ecocardiografia bidimensional (2D) possibilitaram a analise da
dimensdo das estruturas do coracdo em tempo real. A gravacdo do modo M é
derivada das imagens do modo bidimensional e graficamente representa o
movimento das estruturas cardiacas durante a sistole e a diastole (Libby, et al.,
2008).
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As ondas emitidas pelo aparelho de ultrassom sao parcialmente refletidas pelas
estruturas cardiovasculares e € interpretado pelo aparelho em forma de linhas ou
formatos que demonstram a anatomia cardiaca do paciente. Desta forma, quando as
ondas ultrassénicas emitidas pelo aparelho incidem sobre uma superficie limitrofe
entre duas estruturas de densidade acusticas diferentes, uma parte dessas ondas é
refletida e captada pelo transdutor, que sdo transformadas em sinal elétrico e
interpretadas em forma de linhas no video do aparelho. O transdutor é formado por
um cristal pizoelétrico em sua extremidade, importante tanto na emissao de ondas
ultrassdnicas como na recepcao dos sinais refletidos; ele capta os ecos provenientes
das faces limitrofes dos tecidos que sao registrados graficamente no monitor do
aparelho.

A escolha do transdutor adequado € pré-requisito para 0 sucesso do exame,
pois transdutores com baixa frequéncia (2,0 a 3,5 MHz) apresentam menor
resolucdo da imagem, porém a penetracdo do feixe de eco é maior. Inversamente,
sondas com alta frequéncia (4,0 a 8,0 MHz) ndo tém grande penetracdo, porém
fornecem imagem de melhor resolugcdo, sendo mais apropriada para 0 uso em
animais menores (Abduch et al., 2014).

O diagnéstico, prognéstico ou a determinacdo de fator de risco para morte
ainda constitui um desafio na doenca de Chagas, em parte devido a diversidade de
manifestagdes que o paciente pode assumir (Junior e Filho et al., 2013). Segundo os
autores, a ecocardiografia € o exame que melhor pode determinar o prognostico e a
evolucdo da cardiopatia chagéasica cronica.

O exame ecocardiografico permite avaliar o desempenho contratil do ventriculo
esquerdo, o comprometimento do ventriculo direito, a presenca de aneurismas
apical ou submitral, trombos cavitarios e alteracdes da funcao diastolica. Do ponto
de vista ecocardiografico, a cardiomiopatia causada pela doenca de Chagas se
assemelha a miocardiopatia dilatada, e € caracterizada por dilatacdo das camaras
cardiacas, podendo haver alteracdes das caracteristicas do enchimento ventricular
(disfuncdo  diastdlica) e, frequentemente, incompeténcia das valvas
atrioventriculares. A maioria das miocardiopatias dilatadas sao indistinguiveis
etiologicamente, excecao feita a miocardiopatia chagasica, onde pode ser detectado

aneurisma apical (Lima et al., 1995).
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Mesmo na fase indeterminada da doenca, o exame de ecocardiograma pode
demonstrar alteracdes de contratilidade em parede do ventriculo esquerdo. Nesta
fase da doenca, o exame geralmente detecta alteracdes sutis e com excelente
prognoéstico da doenca. O aspecto classico do ecocardiograma durante a fase
cronica da doenca avancada compreende a dilatagcdo das cavidades atriais e
ventriculares, espessamento da parede do ventriculo esquerdo e insuficiéncia das
valvulas atrioventriculares. Os aneurismas ventriculares geralmente presentes em
posicdo apical sdo caracteristicos na cardiopatia chagasica crénica e se associam
ao maior risco tromboembdlico e a arritmias ventriculares. Todos esses aspectos
ecocardiograficos sdo relevantes na avaliacdo do prognostico dos pacientes com
cardiopatia chagasica crénica (Andrade et al., 2011).

Sanchez-Montalva et al., (2016) recomendam que a eletrocardiografia seja o
primeiro exame a ser realizado para triagem da existéncia de comprometimento
cardiaco em pacientes infectados com o T. cruzi. A partir dai, se houver sinais de
anormalidades nesse exame, recomendam a ecocardiografia para avaliar a
extensdo e gravidade dos danos no coragao. Martinez-Lemus et al., (1998)
afirmaram que repetidas avaliacdes ecocardiograficas em tempos cronoldgicos

distintos podem ser Uteis na avaliacdo da evolucédo de doencas cardiacas.

1.13 Tratamento

E sabido atualmente que o protozoario T. cruzi necessita de alguns tipos de es-
terdis em todos os estagios do seu ciclo de vida para sobreviver e que € extrema-
mente sensivel aos compostos inibidores da biossintese do ergosterol. Pesquisas in
vitro desenvolvidas no Brasil demonstram certa eficacia de alguns antifingicos como
o itraconazol e o cetoconazol que atuam na inibicdo da sintese do ergosterol. Entre-
tanto esses medicamentos falham na eliminacdo completa do parasito e também
ndo previnem a progressado das lesfes tipicas da fase crénica da doenca em ani-
mais ou humanos (Urbina e Docampo, 2003).

O tratamento preconizado e atualmente validado para a doenca de Chagas
consiste no uso de tripanocidas compostos de nitroderivados, o Benzonidazol (N-
benzyl-2-(2-nitro-H-imidazol-1-yl)acetamide), e Nifurtimox (4-(5-nitro-3-methyl-
furphurylideneamino)-tetrahydro-4-H-1, 4-thiazine-1-1-dioxide) (Bern, 2011). No Bra-
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sil o benzonidazol é atualmente a Unica droga disponivel para comercializagéo. A
partir da década de 1980, o nifurtimox teve sua comercializacdo interrompida, pri-
meiramente no Brasil e depois em outros paises da América do Sul, possivelmente
em razéao do efeito tripanocida menor em algumas regides endémicas (Oliveira et al.,
2008). Estudos demonstram que apesar de reduzirem substancialmente a parasite-
mia durante a fase aguda da doenca (Urbina e Docampo, 2003), esses medicamen-
tos ndo possuem eficacia durante a fase cronica.

Em um desses trabalhos, Lauria-Pires et al., (2010) demonstraram que o tra-
tamento de 91 pessoas portadores da doenca de Chagas na fase crbnica néo foi
capaz de eliminar o parasito. Estes autores realizaram o diagndstico molecular por
PCR com uso de primers que se anelam com DNA nuclear do T. cruzi e evidencia-
ram infeccdo ativa nesses pacientes. Ao monitorar a evolucdo da doenca nos paci-
entes pelas analises de exames de ECG e ecocardiografia dez anos ap0s o trata-
mento, eles concluiram que nao foi possivel identificar efeito benéfico do tratamento
especifico. Em resumo, os pesquisadores puderam concluir que os pacientes trata-
dos com os nitroderivados Benzonidazol e Nifurtimox ndo obtiveram melhora nos
parametros eletrocardiograficos quando comparado com pacientes nao tratados, e
gue na verdade esses tratamentos séo ineficazes.

N&o se sabe ao certo qual o motivo da melhor eficiéncia desses antiparasitarios
no tratamento da forma aguda da doenca. Em seu estudo, Urbina e Docampo (2003)
relatam que 80% ou mais dos pacientes cronicos tratados continuam apresentando
sorologia positiva e evolucao dos sinais clinicos da doenca.

Além do fato da ineficiéncia desses medicamentos na fase crbénica da doenca,
0S pacientes tratados apresentam reacdes adversas importantes (Urbina e Docam-
po, 2003; Lauria-Pires et al., 2010). As rea¢0es adversas sdo comuns durante o tra-
tamento com ambas as drogas e compreendem: neuropatia periférica, fraqueza
muscular, cefaleia, nauseas, vomito, distlrbios visuais e mentais, formigamento, pru-
rido, dermatite, descamacao cutanea, anorexia, perda de libido, hiperalgesia, perda
de peso, e também depressdo da medula 6ssea — no caso do benzonidazol. Por es-
se motivo, torna-se obrigatério o acompanhamento médico durante toda a fase de
tratamento do paciente, sendo comum a determinacéo da suspensao do tratamento

antes de sua concluséao.
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Imai et al., (2015) relatam um caso envolvendo uma imigrante do Brasil que foi
para o Japédo e que desenvolveu complicacdes cardiacas 16 anos apos sua chegada
nesse pais. A paciente precisou suspender o tratamento com benzonidazol 56 dias
apos seu inicio, devido ao aparecimentode neurites periféricas (parestesia nos bra-
cos, maos e nos pés). Em outro estudo, envolvendo 32 pacientes que deveriam re-
ceber o tratamento com benzonidazol durante 60 dias, Pontes et al., (2010) relata-
ram que 28 (87,5%) desses pacientes tiveram reacdes adversas com uso deste me-
dicamento e que 25% deles tiveram que interromper o tratamento antes de seu final.
As reacgOes mais frequentes encontradas neste estudo foram: prurido (50%), formi-
gamento (43,8%), fraqueza muscular (37,5%), e exantemas ou erupg¢des cutaneas
avermelhadas (31,3%).

O tratamento com nitroderivados na fase crbnica tardia da doenca de Chagas
€ desaconselhado, pois, além da grande toxicidade apresentada no tratamento de
pacientes, 0 seu UsoO nao previne o aparecimento das lesdes ou a evolucao delas no
coracao dos pacientes (Teixeira et al., 2011b; Morillo et al., 2015).

Pesquisadores canadenses e brasileiros criaram um grupo de pesquisa, o BE-
NEFIT, e que estudaram os beneficios do benzonidazol para tratamento da doenca
de Chagas cronica. Esse grupo fez o acompanhamento de 2854 pacientes com
cardiopatia chagasica cronica que receberam o tratamento do benzonidazol na dose
recomendada e concluiram que apesar de reduzir o numero de parasitos circulantes
no sangue dos pacientes, o tratamento n&o teve efeito significativo sobre os danos
no coracgao, ou ndo preveniram a evolucao da cardiopatia (Morillo et al., 2015).

Ja o tratamento de suporte aos sintomas da doenca depende das manifesta-
¢Oes clinicas, tanto na fase aguda como na cronica. No tratamento de suporte pre-
conizado para pacientes com alteracdes cardiolégicas, sdo usadas as mesmas dro-
gas que para outras cardiopatias, tais como cardioténicos, diuréticos, antiarritmicos
e vasodilatadores. Nas formas digestivas da doenca, pode ser indicado tratamento
conservador (dietas, laxativos, lavagens) ou cirirgico, dependendo do estagio da
doenca (Brasil, 2010).

As drogas atualmente preconizadas para o tratamento da doenca de Chagas,
nifurtimox e benzonidazol, sdo ineficazes para o tratamento da evolucdo da cardio-
patia chagasica crénica e sao muito téxicas ao organismo humano, com apareci-

mento de reacdes adversas importantes no paciente tratado. Por esse motivo, novas
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drogas ou novas formas de tratamento mais eficazes devem ser descobertas para o
tratamento dessa morbidade que atinge milhdes de pessoas infectadas no Brasil e
no mundo (Fonseca-Berzal et al., 2016).

Enquanto os pacientes da doenca de Chagas aguardam o desenvolvimento de
medicamentos mais eficientes e de menor toxicidade para a eliminacdo do T. cruzi,
0s cientistas tém avancado em uma nova estratégia no tratamento da doenca, na
tentativa de reparar ou diminuir os danos causados ao miocardio de pacientes com a
forma cardiaca crénica. E a chamada medicina regenerativa, que consiste na utiliza-
cdo de células tronco pluripotentes e que permitem ao préprio organismo utiliza-las
para o reparo seus tecidos e 6rgaos lesados. A célula-tronco é uma célula indiferen-
ciada, capaz de originar outras células-tronco (autorregeneragcéao) e também em se
diferenciar, podendo dar origem a diversos tipos celulares como cardiomiécitos e
neurdnios. Estas células se integram em todos os tecidos de um organismo adulto e
possuem potencial de diferenciagdo em qualquer tipo celular do organismo, seja
uma célula da pele, células cardiacas, ou um neurdnio; fato este demonstrado quan-
do células tronco embriondrias foram marcadas e reintroduzidas em embrides de
camundongo (Rassi et al., 2010).

As células tronco da medula éssea sédo ditas pluripotentes, pois tém a
habilidade de se diferenciarem em diversos tipos celulares, a depender do tipo de
tecido adjacente e fatores de diferenciagao envolvidos (Guarita-Souza et al., 2006).
A forma como as células pluripotentes transplantadas migram para o tecido cardiaco
lesado é ainda desconhecida, mas supde-se que a resposta inflamatoria persistente
no local leve a liberacdo de citocinas, que sinalizam o recrutamento das células de
medula dssea transplantadas na periferia para o tecido cardiaco (Villas-Boas et
al.,2004).

Muitos tecidos e 6rgdos do corpo humano, tais como o figado, o musculo es-
guelético, o pancreas, e o sistema nervoso, tém um estoque de células-tronco com
capacidade de regeneracdo tecidual apOs injaria. Sabe-se que as células-tronco
presentes nestes 6rgdos sdo ndo apenas multipotentes, no sentido de que podem
gerar as células constitutivas daquele 6rgéo de origem, mas também sao pluripoten-
tes, no sentido de que também podem gerar células de outros érgéos e tecidos.

As células-tronco adultas séo abundantes na medula 6ssea dos individuos e,
possibilita evitar os problemas de rejeicao imunoldgica nos casos de transplante au-
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télogo. Ferrari et al., (1998) demonstraram que, ao injetar células de medula éssea
de camundongos no musculo esquelético lesado quimicamente, as células medula-
res injetadas eram capazes de se diferenciar em midcitos no ambiente da leséao
muscular. Em um estudo desenvolvido por nosso grupo de estudo, Guimaro et al.
(2014) constataram que aves cardiopatas com lesbes no coracdo induzidas pela
presenca do KDNA do T. cruzi em seu organismo tiveram diminui¢cdo da inflama-
caoconfirmada por histopatologia apos tratamento com transplante de medula 6ssea

isogénica.

1.14 Modificacdo do genoma de aves pela integracado de sequéncias de

minicirculos de kDNA de Trypanosoma cruzi

Estudos recentes de nosso grupo indicam a presenca de sequéncias de
minicirculos de kDNA nos genomas de aves nascidas de pintos inoculados com T.
cruzi (Figura 1). Nesses estudos, 0s animais controles eram originarios de ovos
inoculados apenas com o0 meio de cultura, e ndo continham as sequéncias de
minicirculos de kDNA integradas no genoma. As bandas contendo o kDNA integrado
foram identificadas com sonda radiomarcada de KDNA com 330 pb (Teixeira et al.,
2011b; Guimaro et al., 2014).
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Figura 1. Modificacdo do genoma de aves singénicas pela integracdo de
sequéncias de minicirculos de Trypanosoma cruzi. A) Amplificagdo pela
PCR das sequéncias de minicirculos nos genomas de aves kDNA+
nascidas de ovos inoculados com T. cruzi. NC, controle negativo; Pc,
controle positivo. Nimeros 1 a 60, aves kDNA+. B) Hibridizagdo Southern
blot de fragmentos de digestdo EcoRIl de DNA de células mononucleares
do sangue de aves kDNA+, demonstrando bandas de 18 kb. C)
Hibridizagdo de fragmentos de digestdo com EcoRI de células soméaticas
de um galo KDNA+, mostrando bandas de 18 a 20kb; Nc, controle
negativo. O controle positivo (T. cruzi) mostra uma banda principal de 1.4
kb. Fonte: D0i:10.1371/jornal.pntd.0003384.g002.
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1.15 Aves Gallus gallus como modelo experimental em doenca de Chagas

As aves sdo naturalmente refratarias a infeccdo por T. cruzi (Nery-Guimaraes e
Lage, 1972). O desenvolvimento da infeccdo ativa por T. cruzi nas aves somente
ocorre quando estas estdo ainda em estdgio embrionéario, entre o primeiro e o
décimo dia de incubacdo do ovo (Teixeira et al., 2011b). Durante este periodo, o
parasito consegue se multiplicar e inserir o seu KDNA no DNA gendémico do embrido.
Com o desenvolvimento do embrido e do seu sistema imune, a infeccdo se extingue,
permanecendo o KDNA do parasito nas células parasitadas (Teixeira et al., 2006b;
Alves, 2010; Hecht et al., 2010; Teixeira et al., 2011b; Teixeira et al., 2012; Guimaro
et al., 2014). Desta forma, este modelo animal permite avaliar o desenvolvimento e a
progressdo da doenca desencadeada pela presenca do KDNA exdgeno proveniente
do T. cruzi, sem a possibilidade da patogenia gerada pela presenca do T. cruzi no

organismo hospedeiro (Figura 2).

Pioneiro na linha de pesquisa da autoimunidade na doenca de Chagas, o
Laboratorio Multidisciplinar de Pesquisa em Doenca de Chagas (LMPDC) produziu
uma série de pesquisas para elucidar e entender a patogenia da doenca. O presente
trabalho € uma extensdo de outros que seguiram a mesma linha de raciocinio dos
efeitos da autoimunidade na génese da doenca de Chagas. Devido a isso, 0s
resultados desses estudos anteriores serdo citados a seguir para melhor

compreensao do todo.
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Figura 2. Aspectos clinicos da ave adulta infectada experimentalmente com T. cruzi ainda em
estagio embrionario. A) Cianose; B) Fraqueza muscular; C) Coracdo de ave infectada
experimentalmente com T. cruzi; D) Coracdo de ave saudavel; E) Imagem microscopica
mostrando intensa reacdo inflamatéria no tecido cardiaco da ave experimentalmente infectada
com T. cruzi; F) Imagem microscopica do tecido cardiaco de ave controle.

Fonte: Teixeira et al., 2006b; Teixeira et al., 2011b.

Para obtencao de animais KDNA positivos (kDNA+), é necessario a inoculacéo
de T. cruzi no interior dos ovos embrionados, quando os embrides sdo ainda

incapazes de debelar a infeccdo. A confirmacéo de que as aves nascidas de ovos
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inoculados com T. cruzi adquiriram sequéncias de kDNA do parasito foi demonstrada
em trabalhos anteriores (Teixeira et al., 1991; Nitz et al., 2004; Teixeira et al.,2011b;
2012; Guimaro et al., 2014). Nesses estudos, o diagnostico da retencdo do KDNA foi
obtido por meio de amplificacdo das bandas de minicirculos de KDNA de 330 pb,
obtidas com os pares de primers S35/S36, isoladas de amostras de DNA extraido do
sangue das aves cujos ovos foram inoculados com T. cruzi no primeiro dia de
estagio embrionéario. A confirmacdo de que o kDNA estava realmente integrado no
genoma das aves, foi realizada por sequenciamento dos amplicons de 330 pb
(Teixeira et al., 2012).

1.15.1 Sinais clinicos desenvolvidos pelas aves mutadas

A patogénese da cardiopatia autoimune em aves mutadas com kKDNA de T.
cruzi foi descrita na tese de doutorado de Gomes, C., Universidade de Brasilia,
2008. Sabendo que as aves sao refratarias ao T. cruzi, € sugestivo admitir que o
diagnéstico molecular positivo de kDNA determina que este material genético foi
transferido e esta integrado no genoma do animal, visto que as sequéncias de
minicirculos de kDNA sé podem persistir no organismo das aves se estiverem

integradas em seu genoma.

A amplificacdo, seguida por sequenciamento do KDNA integrado mostrou que
0s minicirculos integram com maior frequéncia em elementos transponiveis CR1 no
genoma das aves. Estes estudos também demonstraram que as sequéncias inte-
gradas de minicirculos de kDNA sao transmitidas verticalmente dos parentais para
as progénies, tal como ocorre nas mutacdes (Teixeira et al., 2011b; Guimaro et al.,
2014).

Analises imunohistoquimicas do coracédo de aves adultas que foram inoculadas
com T. cruzi em estagio embrionario demonstraram que havia rejeicdo no coracao
dessas aves, dados que evidenciaram uma origem genética para a cardiopatia de-
senvolvida por esses animais (Guimaro et al., 2014). Neste estudo, foi verificado que
as lesdes nas aves mutadas sdo produzidas predominantemente por linfécitos T

CD8 citotoxicos que destroi as fibras cardiacas do coracdo adulto.
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Os estudos conduzidos no Laboratério Multidisciplinar de doenca de Chagas
tém demonstrado que aves nascidas de ovos infectados experimentalmente com o
T. cruzi podem ser assintomaticos ao longo da vida (Teixeira et al., 2011a). Porém,
aves oriundas de ovos inoculados com T. cruzi, podem desenvolver cianose de crista
e barbela, fraqueza muscular generalizada, e, nos casos mais severos, falecem com
insuficiéncia cardiaca (Figura 2A e 2B). Estudos anteriores demonstraram que a au-
toimunidade esta envolvida na patogenia da doenca cardiaca na auséncia do parasi-
to, desenvolvida pelas aves com mutacdo de kDNA em seu genoma (Teixeira et al.,
2011a; 2011b; Guimaro et al., 2014).

1.16 Enxerto de tecido cardiaco

Os experimentos dos enxertos de coracdo de pinto de um dia de vida foram
conduzidos em trabalhos anteriores com o intuito de demonstrar que pequenas
diferencas no genoma das aves, tais como presenca ou nao de fragmentos de
kDNA, podem atuar como fator de rejeicdo e estimular células do sistema imune a
atacar essas células modificadas (Teixeira et al., 2011b; Guimaro et al., 2014). Esses
procedimentos foram conduzidos nas aves sob a anestesia com Cloridrato de
xilazina 2%, 20mg/kg (Copazine®) e cloridrato de quetamina 10%, 10mg/kg,
(Ketamine®) (Figura 3).
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Figura 3. Ave sob anestesia com cloridrato de quetamina e cloridrato de xilazina
administrados via intramuscular, previamente ao procedimento de enxerto de fragmento
de coracgdo de pinto de um dia de vida provenientes de ovos nao-inoculados com T.
cruzi (KkDNA-).

Nestes experimentos uma metade do miocardio de pinto isogénico de um dia
de idade foi enxertado entre aves com haplétipos CB (B!%/B'?) e entre aves com
haplétipos CC (B%/B#) para demonstrar a integridade do mecanismo de tolerancia na
auséncia de rejeicdo do enxerto singénico histocompativel, e sua auséncia quando
era acionada a rejeicao autoimune do enxerto. Os enxertos foram implantados no
tecido subcutaneo de aves com diferentes haplétipos (de CB para CC e de CC para
CB) para mostrar o reconhecimento ativo do mecanismo de rejeigdo “non-self’ na
presenca de genes MHC incompativeis. Os enxertos foram inspecionados para
avaliacdo e foram removidos nos dias 11, 14 ou 17 pos-implante. A base conceitual
desses experimentos esta sustentada na hipétese de que a rejeicdo do coragao
chagéasico € movida pelas mutacfes, fator genético que acirra a autoimunidade.
Essa idéia levou-nos a pensar que a substituicdo da medula éssea da ave KDNA+
com células de medula 6ssea sadia de aves controle (ndo-mutadas) poderia inibir a
autoimunidade. Para conduzir esse estudo foram usadas aves congénicas das
linhagens CB (B'?/B'?) e CC (B*/B*%) de forma a evitar rejeicdo de enxerto que pode
ocorrer em modelos animais parcialmente isogénicos, ou mesmo em animais
“outbred” resultantes de heterocruzamentos (Teixeira et al., 2011b; Guimaro et al.,

2014). Essas linhagens de Gallus gallus sé&o ditos congénicos poisas linhagens CB e
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CC diferem entre si apenas pelos genes do locus do complexo maior de
histocompatibilidade (MHC). Entretanto, as aves de mesma linhagem séo isogénicas
entre si. De maior importancia, as diferencas de MHC fazem com que aves CB
rejeitem enxerto CC e vice-versa. Porém ndo ha rejeicdo de enxerto de tecido entre
aves da mesma linhagem. Neste experimento, as aves KDNA+ tinham perdido a
tolerancia imune ao tecido do seu préprio corpo e por isso rejeitaram os enxertos de
coracao de pinto de mesma linagem, ou isogénico. As aves kDNA- ndo rejeitaram os
enxertos de coracéo de pintos de mesma linhagem.

A Figura 4 mostra a caracteristica singénica, ou isogénica, de cada linhagem
(CC ou CB) de aves de Praga e mostra também a rejeicdo de enxertos
incompativeis entre linhagens diferentes de aves (de CB para CC ou vice-versa).
Essas caracteristicas entre linhagens CC e CB foram essenciais para caracterizar as
respostas imunes normais e conduzir os experimentos visando a rejeicdo autoimune
do coracédo de aves isogénicas mutadas com KDNA de T. cruzi. As modificacées no
genoma de aves de mesma linhagem foram introduzidas pela inoculacédo de T. cruzi

nos ovos embrionados.
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Figura 4. Reacdo autoimune durante a rejeicdo de enxertos. A) Aceitacdo de
enxerto compativel de ave de mesma linhagem (CC ou CB). Acima a esquerda,
incisdo cirdrgica cicatrizada e aceitacédo do coracao repérter no tecido subcutédneo
e ulceracdo do sitio de enxerto do coracdo repérter (abaixo). O miocéardio sadio
compativel foi envolvido por tecido fibroso (centro) aos 17 dias. O coracao
incompativel exibiu necrose aos 14 dias (direita). B) Células imunes marcadas
com fluorocromos. Fila de cima, células de medula 6ssea normais (KDNA-) e
histologia de foliculos linféides do baco. Fila de baixo, células de medula 6ssea
kDNA+ e histologia de foliculos linfdides do baco mostrando hipercelularidade.
Coluna a direita, histologia normal de coracdo de pinto de um dia de idade.
Coloracdo: H-E, PkH26e PkH67. C) Rejeicdo de enxertode coragdo histo-
incompativel entre aves de diferentes linhagens (CB ou CC). O enxerto do doador
CC sofreu rejeicdo aguda pelas células imunes do receptor CB, aos 11 dias. A
esquerda, H-E, centro; Fluorocromos vermelho e verde. Direita, enxerto de
coracdo de um dia com histologia normal. Barras, 10um.

Fonte: http://dx.doi.org/10.1371/journal.pntd.0003384.g001
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No estudo de Guimaro et al., (2014), os autores marcaram celulas
mononucleares do sangue de aves kDNA+ e de aves controles KDNA- com
fluorocromo vermelho e verde para visualizar a distribuicho de células
mononucleares no organismo das aves mutadas. Para isso, foram feitas analises
histopatolégicas de tecidos de medula Ossea, baco, e coracdo para avaliar a
distribuicdo dessas células marcadas (Figura 5). Este experimento demonstrou o
encontro de inflamacédo com linfocitos autoreativos associados com areas de leséo
no coracado das aves mutadas, assim como seus efeitos na longevidade desses

animais e no tamanho do coracéo.
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Figura 5. Patologia macro e microscopica nho coracdo resultante das
modificacdes do genoma de aves singénicas pelas mutacdes de sequéncias de
kDNA de Trypanosoma cruzi. A) Transferéncia passiva de células imunes de
aves singénicas marcadas com fluorocromos. As células imunes de aves
kDNA+ foram encontradas em pequenos focos no coracdo da ave singénica
receptora sadia. Barras, 5 um. B) Producdo de patologia nas aves kDNA+
singénicas nascidas de ovos inoculados com T. cruzi, semelhante a cardiopatia
chagésica em humanos. O coracdo da ave kDNA+ pesou 21,6 g, e 0 coragdo
da ave kDNA- pesou 9,6 g. Miocardite severa estava presente no coracéo
kDNA+ (H-E, a direita). A miocardite foi monitorada nas sec¢6es com marcagao
pelos fluorocromos (fila abaixo), e UMRs tipicas estdo presentes na foto do
topo a direita (H-E). Barra, 10 um. C) Sobrevivéncia (meses) de aves KDNA+ e
kDNA-, ndo mutadas. As diferencas sao estatisticamente significativas
(p<0.005). D) indices de peso do coracdo/peso corporal obtidos apds a morte
de aves kDNA+ e controles KDNA-. As diferencas s&o estatisticamente

significativas. Barras: macro, 1 cm; micro, 10 pm.
Fonte: Doi: 10.1371/jornal.pntd.0003384.9g03.
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1.17 Patologia nas aves e proposta de tratamento com transplante de medula

dssea

Em um estudo do grupo de pesquisa do LMPDC, a patologia foi examinada
nos tecidos das aves parentais FO e das progénies F1-F3. Seccdes histologicas
foram confeccionadas com tecidos de coracdo, musculo esquelético, intestino
grosso, figado, rins e baco e corados com hematoxilina-eosina. Neste trabalho, a
analise semiquantitativa da patologia inflamatéria consistiu na observacdo do
infiltrado de células imunes no coracdo, musculo esquelético, intestino grosso,
figado, rins, e baco de aves que morreram no curso da doenca ou que foram
eutanasiadas aos 10 e 20 meses de idade. A intensidade do infiltrado inflamatério
nos tecidos foi avaliada pela unidade minima de rejeicdo (UMR) que define a lise de
célula alvo pelos linfécitos imunes (Alves, 2013).

As aves que eclodiram dos ovos inoculados com T. cruzi retiveram o KDNA
mitocondrial do parasito em seu genoma e rejeitaram o coracdo, sem o parasito. O
cruzamento desses parentais geraram descendentes kDNA+, e a doenca cardiaca
também foi documentada nessas progénies. As aves kKDNA+ que morreram
naturalmente ao longo dos experimentos tinham a patologia macro e microscépica.
O desenvolvimento da patologia cardiaca ao longo do tempo resultou na morte
precoce das aves KDNA+ aos 13,2 £ 7 meses, enquanto as aves controles (kDNA-)
sobreviveram 19,2 + 8 meses; esta diferenca foi estatisticamente significativa (Alves,
2013).

Alternativamente ao fato da doenca de Chagas ainda ndo possuir tratamento
eficaz para eliminar o parasito, um novo conhecimento na medicina esta abrindo
perspectivas para o tratamento desta doenca e de outras doencas crbnico-
degenerativas. E a chamada medicina regenerativa, que utiliza células tronco do
préprio organismo para reparar tecidos e Orgaos lesados, incluindo aqueles que
eram considerados por muito tempo como incapazes de se regenerarem, como 0O
cérebro e o coragdo. Os efeitos da terapia celular e sua utilizagdo em pacientes car-
diopatas chagasicos cronicos tém sido promissores experimentalmente e demons-
tram que podem levar a uma melhora funcional do coragéo e da qualidade de vida
dos pacientes (Clarke et al., 2000; Krampera et al., 2003; Ribeiro dos Santos et al.,
2004; Villas-Boas et al., 2004; Guarita-Souza et al., 2006; Guimaro et al., 2014).
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Portanto, considerando os resultados obtidos e publicados anteriormente por
pesquisadores do LMPDC, neste trabalho procuramos elucidar os efeitos do
transplante de medula 6ssea em aves singénicas. Para isso, induzimos nas aves a
cardiopatia semelhante a que ocorre na doenca de Chagas em humanos e
monitoramos a funcdo cardiaca de cada uma utilizando exames de ecocardiografia
antes e apos realizarmos o tratamento de transplante de medula 6ssea nestes

animais.
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2 Justificativa

Mais de 100 anos apés a descoberta da doenca, ainda ndo ha tratamento
satisfatorio para a doenca de Chagas. Considerando a teoria de que a patogénese
da cardiopatia tem como base a alteracdo genética que induz a autoimunidade,
surge a possibilidade de interrupcdo no processo que causa a doenca e a
interrupcdo da génese da autoimunidade. As modificacGes fenotipicas das células
somaticas podem ser os principais fatores envolvidos no desenvolvimento dos
processos de reconhecimento autoimune do hospedeiro, responsaveis pela
producdo de dano cardiaco durante a fase cronica da doenca de Chagas. Seguindo
o raciocinio da autoimunidade, supde-se que a substituicdo de células infectadas e
mutadas por células sadias a partir do transplante de medula 6ssea podera ser uma

importante estratégia na inibicdo dos sintomas da doenca.

Se isso ocorre, entdo significa dizer que se substituirmos as células
genotipicamente alteradas por células sadias (sem a insercdo de kDNA exdgeno
proveniente do T. cruzi), cessara 0 reconhecimento da autoimunidade e, por

consequéncia, a evolucao da doenca.
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3 Objetivo Geral

Avaliar o funcionamento do coracdo de aves (Gallus gallus) portadoras de
kKDNA exdgeno de Trypanosoma cruzi submetidas ao tratamento com transplante de

medula 6ssea.

3.1 Objetivos especificos

1) Induzir a mutagdo pela insercdo de kDNA do T. cruzi no genoma das aves
KDNA+, inoculando o parasito em ovos embrionados;

2) Acompanhar o desenvolvimento da cardiopatia chagasica nas aves KDNA+,
nascidas de ovos inoculados com o T. cruzi;

3) Destruir a medula 6ssea das aves KDNA+ com drogas citostética e antime-
tabdlica, e substitui-las pela medula 0ssea proveniente de aves kDNA- sadias;

4) Destruir a medula 6ssea das aves KDNA- com drogas citostatica e antimeta-
bdlica, e substitui-las pela medula 6ssea proveniente de aves KDNA+;

5) Monitorar com exames ecocardiograficos a inibicdo e/ou a inducao do de-
senvolvimento da cardiopatia chagasica nas aves, antes e ap0s o tratamento com

transplante de medula 6ssea.
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4 Material e métodos

Os experimentos foram conduzidos ap6s a obtencéo da autorizacdo do Comité
de Etica no Uso Animal (CEUA) da Universidade de Brasilia, protocolo nimero
127989/2012.

4.1 Modelo Animal

O modelo animal escolhido para o desenvolvimento deste trabalho foi o de
aves (Gallus gallus) refratarias ao T. cruzi (Dias, 1944; Nery-Guimardes e Lage,
1972; Kierszenbaum et al., 1976; Teixeira et al., 2011b; Roque e Jansen, 2014;
Guimaro et al., 2014), ou seja, animais que nao permitem a presenca do parasito em
seu organismo imunocompetente.

O modelo de aves (Gallus gallus) isogénicas derivadas da linhagem Leghorn
foi adquirido a partir de parceria com o Instituto de Genética Molecular da Academia
de Ciéncias de Praga, Republica Tcheca. Os ovos embrionados desta linhagem de
aves foram gentilmente cedidos pelo professor Jiri Hejnar para serem inoculados
com T. cruzi em nosso laboratério. Sabe-se que as aves séo refratarias a infeccao
causada pelo T. cruzi, ou seja, 0 parasito s6 consegue multiplicar-se na primeira
semana de desenvolvimento do embrido intra-ovo, mais precisamente até o oitavo
dia de incubacdo, quando os animais amadurecem o sistema imune competente
(Teixeira et al., 2006; Teixeira et al., 2011b).

Os ovos embrionados foram incubados em chocadeiras automaticas na
Universidade de Brasilia, em uma sala especialmente preparada no alojamento de
animais da Faculdade de Medicina. Os primeiros animais nascidos desses ovos
foram selecionados para serem matrizes das futuras geracdes. Apds 0 nascimento,
estas aves foram criadas em gaiolas individuais para se desenvolverem até a idade
adulta, com aproximadamente cinco meses de idade. Estes animais foram entao
selecionados para se tornarem matrizes, ou pais de futuras geracdes F1, F2, etc. As
aves foram mantidas em gaiolas individuais em sala com temperatura constante de
25° C e umidade a 55%, e a reproducao foi obtida mediante inseminacao artificial,
dada a incapacidade desses animais se reproduzirem por monta natural. As aves da

geracdo F1 foram selecionadas para formar os grupos experimentais deste estudo.
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4.2 Reproducéo das aves para formar grupos experimentais

A inseminacao artificial seguiu o método descrito por Burrows e Quinn, (1937),
com adaptacdes. Esta técnica consiste na colheita de sémen em tubo de vidro
estéril, realizada apdés massagem no dorso do animal, seguida de inoculacdo de 0,1
ml desse sémen fresco na cloaca da galinha. Esta operacdo é realizada
manualmente por dois técnicos experientes, onde um deles segura as pernas e asas
do animal enquanto o outro operador realiza 0 movimento de deslizar os dedos pelo
dorso do animal até chegar préximo a cloaca, momento em que o animal ejacula; o
sémen é entdo coletado em recipiente de vidro estéril, posicionado abaixo da cloaca
do animal. O conteudo de sémen fresco foi fracionado em doses de 0,2 mL aspirado
com uso de seringa de 1 mL descartavel. Cada dose de 0,1 mL foi injetada na cloaca
da galinha. Este procedimento é realizado introduzindo a extremidade fina da
seringa no interior da cloaca da galinha, que € exposta por um dos operadores com
a movimentacdo das patas do animal em direcdo ao ventre, enquanto o outro
operador injeta 0,1 a 0,2mL do sémen fresco. Esse procedimento foi realizado duas
vezes na semana, com intervalos de 72 horas entre eles. Com este protocolo, foi
obtido de cada galo um volume de ejaculado total de aproximadamente 1 mL e taxa
de eclos&o dos ovos de 60%. E importante salientar que somente sdo inseminadas
galinhas que estdo em periodo reprodutivo, ou seja, ovipondo. O procedimento foi
empregado para reproducdo de aves controles (KDNA-) e de aves mutadas
(kDNA+), mantidas em gaiolas colocadas em setores diferentes (Figura 6, A).

Os ovos oriundos de galinhas inseminadas foram entéo colhidos durante cinco
dias consecutivos, de segunda a sexta-feira, tempo normalmente necessario para
acumular um lote de 25 a 30 ovos. Os ovos acumulados durante uma semana foram
levados até uma sala anexa a de reproducdo das matrizes, a sala dos ovos. Nesta
sala, os ovos foram incubados em chocadeiras do tipo autométicas, com giro dos
ovos a cada 1 hora e reguladas para permanecer constantemente a 37,5°C e
umidade do ar entre 50 e 65%. Os ovos permaneceram dentro dessas chocadeiras
durante 20 dias. No vigésimo dia de incubacéo esses ovos foram transferidos para
eclodirem em outra maquina, chamada camara de nascimento.

A camara de nascimento foi ajustada para permanecer em 37°C e 60% de

umidade do ar. Os pintos comecam a nascer no dia seguinte, sendo que o Ultimo a
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nascer pode demorar até 48 horas apos a colocacdo dos ovos na camara de
nascimento. Os pintos nascidos permaneceram nesse local por mais 24 horas,
estando assim mais preparados fisiologicamente para manterem a homeotermia,
assim como para se locomoverem, e se alimentarem. Portanto, apés 48 horas do
nascimento, os pintos foram transferidos para outra sala, com ciclo de luz de 12
horas, temperatura constante de 29°C e umidade do ar de 50%. Os ovos eclodidos
de aves controles eram chocados em incubadeira separada da outra que chocava
apenas ovos eclodidos de aves KDNA+.

No interior desta sala, foram alocadas gaiolas de ferro de dimenséo 50x50 cm,
suspensas, com piso em tela de malha fina de metal. Colocou-se ainda no interior da
gaiola uma lampada incandescente de cor verde ou vermelha de 5w, de forma a ficar
suspensa e préoxima da altura dos pintos, para 0s animais se aquecerem se
quisessem. Os pintos controles eram mantidos em gaiolas separadas das outras
destinadas apenas aos pintos kDNA+. A racao foi ofertada ad libidum de acordo com
faixa etaria do animal: Do 1° ao 30° dia de vida as aves foram alimentadas com
racdo para frango inicial (Nutrina® inicial 210); do 31° dia de vida até o terceiro més
de idade recebiam racdo para crescimento (Nutrina® crescimento 190) e dos 3
meses de idade em diante receberam racdo para poedeiras. A agua era filtrada,
oferecida em bebedouros suspensos, sempre a disposi¢cao dos animais.

Com um més de idade os frangos foram selecionados e transferidos para o
galinheiro experimental (Figura 6, B). Este galinheiro consiste em uma estrutura
outdoor, toda telada, com telhado, e de piso suspenso em tela. As divisdes internas
de 1m? permitiama separacdo de 5 animais por compartimento. Os setores, ou
Boxes do galinheiro eram separados para frangos controles (kDNA-) e outros para
os frangos kDNA+.

Os frangos machos foram selecionados e transferidos em lotes de 5aves para
cada box de galinheiro; dessa forma, foi mantida igual idade das aves de um mesmo
grupo. Esses animais formaram os animais originalmente KDNA-, ou seja, que nao
possuem inser¢cdo do KDNA proveniente do T. cruzi.

Da mesma forma, os frangos que formaram o grupo dos animais KDNA
positivos (KDNA+), foram selecionados e transferidos para outro box desse
galinheiro, destinado exclusivamente as aves nascidas de ovos inoculados com o

Trypanosoma cruzi.
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Portanto, os grupos experimentais A (controles ou kDNA-) e B (kDNA+) foram
formados por cinco frangos de mesma idade, nascidos no mesmo dia, e com
aproximadamente seis meses de idade, os galos foram submetidas ao experimento

de transplante de medula 6ssea.

4.3 Inoculagdo de Trypanosoma cruzi na camara de ar de ovos embrionados

Com o objetivo de produzirmos aves portadoras de KDNA exdgeno, ou KDNA+,
era necessario a inoculacdo de T. cruzi no ovo embrionado de Gallus gallus. A
inoculacdo de T. cruzi em ovo fértil foi feita com formas tripomastigotas de T. cruzi
Berenice, cultivados em meio DMEM suplementado com soro fetal bovino 5%, e
mantidos a 37°C. O total de 100 tripomastigotas foi inoculado na camara de ar de
cada ovo. Para isso, a camara de ar foi delimitada com um lapis, sob transluminacéao
em ovoscopio (Figura 6, C). Os ovos foram entéo levados até uma camara biol6gica
e, com auxilio de instrumento em acgo-inox de ponta fina esterilizado, foi feito um
orificio de aproximadamente 1mm na casca do ovo, sobre a camara de ar. Entdo,
com auxilio de uma pipeta de precisao, foram inoculados 5 ul de solugéo salina 0,9%
contendo 100 tripomastigotas através do orificio aberto na casca (Figura 6, E). Em
seguida, o furo na casca do ovo foi tampado com fina camada de parafina derretida.

Essa mesma técnica de inoculacdo dos ovos de galinha foi descrita por Alves
(2013), que obteve indice de integracdo do KDNA em 75% dos animais que
nasceram de ovos inoculados com T. cruzi. As sequéncias hibridas KDNA-DNA de
G. ogallus foram identificadas nas células sométicas (Guimaro, 2014). Nos
experimentos controles, os ovos nao foram manipulados, e todos 0s grupos
experimentais seguiram o mesmo procedimento basico de incubacéo a 37,5°C, com

ciclos de rotacao a cada duas horas em atmosfera com umidade de 65%.

4.4 Grupos experimentais

O estudo das alteracdes ecocardiogréficas foi conduzido em quatro grupos

experimentais, contendo cinco aves cada, conforme descrito abaixo:
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- Grupo 1, Controle negativo: aves KDNA(-), ndo submetidos ao tratamento
de supresséo e transplante de medula 6ssea,;

- Grupo 2, Controle do tratamento: aves KDNA(-) que receberam tratamento
para destruir a medula 6ssea, e, dois dias apds, receberam medula éssea de aves
KDNA(-);

- Grupo 3, Inducao da doenca: aves KDNA(-) que receberam tratamento para
destruir a medula éssea, e, dois dias apods, receberam medula éssea de aves
KDNA(+);

- Grupo 4, Inibicdo da doenca: aves kDNA(+) que receberam tratamento para
destruir a medula 6ssea, e, dois dias apoés, receberam medula éssea de aves
KDNA(-).
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Figura 6. Inoculacdo dos ovos embrionados e formag&o dos grupos experimentais

A) Animais matrizes (FO) em gaiolas individuais; B) Animais F1 divididos em grupos
experimentais; C) Ovoscopia para visualizacdo da camara de ar; D) Delimitacdo da camara
de ar do ovo; E) Inoculacdo de 100 unidades de T. cruzi em cada ovo; F) Ovos inoculados

com T. cruzi e ocluidos com parafina; G) Ovos inoculados em chocadeiras autométicas; H)
Animal F1 oriundo de ovo infectado com T. cruzi.
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4.5 Diagnostico Molecular

4.5.1 Extracdo de DNA das Aves

Com o objetivo de confirmar se a ave nascida de ovos inoculados com T. cruzi
reteve o KDNA do parasito, foram feitos testes moleculares de PCR e hibridizagéo de
sondas homodlogas de KDNA para identificar sua presenca. A operacdo de puncéo
sanguinea das aves se inicia com a contencao fisica das aves, realizada por um
operador que segura a ave gentilmente pelas patas e asas. Um segundo operador
realiza a pungdo a partir da veia ulnar, ap6s assepsia do local com &lcool 70%,
sendo coletado aproximadamente 5 ml de sangue de cada ave.

A extracdo do DNA do sangue foi realizada segundo o método descrito por
Sambrook e Russel, (2001). Segundo esse protocolo, as células brancas sao
separadas por gradiente de Ficoll-PaqueTM Plus (GE Healthcare), por centrifugacéo
a 5000 rpm durante 30 minutos. A fracdo obtida foi lavada com PBS 1X pH 7,4 (3,2
mM Na2HPO4, 0,5 mM KH2PO4; 1,3 mM KCI; 135 mM NacCl), sendo obtido um
sedimento de células lisadas, que foi suspenso em tampéao de extracdo (1 mM TRIS-
HCI pH 8,0; 0,1 M EDTA pH 8,0; 0,5% SDS) acrescido com proteinase K (100ug/mL),
ficando incubado a 37 °C por 12 h. Do material obtido, foi submetido a extracao por
trés vezes com igual volume de clorofane (fenol: cloroférmio: alcool isoamilico, na
proporcao 25 : 24 : 1) e uma vez com igual volume de clorofil (cloroférmio : alcool
isoamilico, na proporcéo 24 : 1).

Esse procedimento foi realizado a temperatura ambiente, sob leve agitacao.
Apés, a separacdo das duas fases formadas, organica e aquosa, realizada por
centrifugagédo a 5000 rpm por 15 minutos. O DNA foi precipitado em 5V de etanol
100% gelado, seguido por duas lavagens com etanol 70% gelado. Apds secagem
em camara bioldgica, o material (DNA) é visivel no fundo do tubo. Este DNA foi
ressuspenso em 200 pL de tampao TE (10 mM Tris-HCI pH 8,0; 1 mM EDTA pH 8,0)
e RNAse (20ug/mL), ficando incubado a 37 °C por 12 h. Em seguida, o material foi
guardado em freezer, a -20 °C. Os procedimentos de diagndstico molecular e
identificacdo das mutacfes nas aves parentais e nas progénies foram descritos por
Alves (2013) e Guimaro et al., (2014).
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4.5.2 Extracao de kDNA de Trypanosoma cruzi

O DNA do cinetoplasto (kDNA) extraido do T. cruzi foi utilizado com o objetivo
de produzir a sonda radioativa de KDNA, necessario para realizar a hibridizacao, e
possibilitar a confirmacdo da presenca do kDNA nas aves nascidas de ovos
inoculados com T. cruzi. Além disso, 2uL de kDNA era utilizado como amostra de
controle para as reacdes de PCR. Para extrai-lo, o kDNA era isolado segundo
metodologia descrita por Pérez-Morgan e Englund, (1993). O protocolo comeca com
a centrifugacédo do meio LIT contendo formas epimastigotas a 1.500x g por 15 min,
onde era obtido um sedimento com cerca de 5 x 107 formas de cultivo, e lavado duas
vezes com PBS. O sedimento formado foi suspenso em 630 pL de tampao NET-100
(10mM de Tris-HCI pH 8,0; 100mM de EDTA pH 8,0; 100 mM de NaCl). Para lisar as
células, era adicionado 71 yL de SDS 10% e 7 pL de proteinase K (20 pg/ml). Essa
solucdo foi incubada a 37°C por 12 horas. Ap6s a incubacédo, a solucédo foi
homogeneizada com o auxilio de uma pipeta P1000, e foram acrescentados 690uL
de tamp&o NET-100 com sacarose a 20%. Essa solugéao foi entdo centrifugada a
14000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante obtido foi removido com auxilio de uma
pipeta. Novamente foi adicionado mais 690uL de NET-100 com sacarose 20%,
repetindo-se a centrifugacéo e a remocao do sobrenadante. Em seguida, o material
genético foi ressuspenso em 1000uL de agua destilada. Apds, a solugéao obtida foi
submetida a uma extracdo com clorofane e outra com clorofil. O material genético
resultante, o kDNA, foi precipitado com 2,5 V de etanol 100% gelado e 0,1V de
acetato de sédio 3 M, pH 8,0, lavado duas vezes com etanol 70% gelado e
ressuspenso em 200uL de tampéo TE. Os tubos foram devidamente identificados e
estocados em freezer a -20°C.

4.5.3 Quantificacao e teste de qualidade do DNA

O material genético obtido da extracdo de DNA de células sanguineas das
aves foi quantificado em espectofotdbmetro NanoVue (GE). A concentracdo de cada
amostra do tubo “estoque” foi documentada para posterior diluigdo em amostras de
uso, com concentracdo de 200ng/uL. A integridade do DNA foi testada pelo teste

PCR especifico para o gene constitutivo de B-actina.
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4.5.4 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para testar o DNA de cada ave quanto a presenca de KDNA exdgeno inserido
foi realizada a reacéo em cadeia da polimerase de cada amostra de DNA extraido do
sangue das aves. Para isso, as PCRs foram conduzidas com iniciadores (primers)
especificos para KDNA de T. cruzi. Posteriormente, para confirmacgéo, os fragmentos
de kDNA amplificados (amplicons) de kDNA foram identificadas por hibridizagdo com
sonda especifica de kDNA.

Para realizar o teste da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e amplificar
fragmentos de kDNA, utilizamos primers especificos para a regido conservada de
minicirculos de KDNA, denominados S35 e S36. Esses primers permitem a
amplificacdo de duas regides conservadas de kDNA com uma regido variavel inteira
entre elas; essa reacdo amplifica fragmentos de tamanho aproximado de 330 pb
(Sturm et al., 1989). Todas as reacdes de amplificacédo foram realizadas em triplicata,
e, além dos 200ng de DNA das amostras a serem analisadas, utilizou-se um controle
branco (sem DNA), controle negativo (com 200ng de DNA de uma ave sem
inoculagcdo com o T. cruzi, denominada KDNA negativa ou KDNA-), controle positivo
(com 200ng de DNA de uma ave kDNA positiva), e controle com 200ng de DNA total

de T. cruzi.

Tabela 1. Sequéncia dos primers S35 e S36

S35 KDNAde T. cruzi 5 ATAATG TAC GGG (T/G)GA GAT GC 3’

S36 kKDNA de T. cruzi 5 GGT TCGATT GGG GTT GGT G 3’
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A PCR foi realizada nas seguintes condi¢des: tampao de reacdo 10X para PCR
da Invitrogen® (20 mM de Tris-HCI pH 8.4, 50 mM de KCI); 2 mM de MgCI2; 0,2 uM
de cada primer, 0,2 mM de dNTPs e 2,5 unidades de Tag DNA polimerase

(Invitrogen®). A amplificacdo seguiu o seguinte programa:

95°C -5 min
95°C - 30s

35 ciclos < 62°C -1 min
72°C -1 min
72°C -5 min
4°C -

455 Southern Blot

O Southern Blot € um método que serve para transferir o DNA do gel de
agarose para uma membrana de nylon que servira para confirmar a presenca de
uma determinada sequéncia conhecida de DNA na amostra. Para realizar o
Southern Blot das amostras, os amplicons, ou produtos resultantes das PCRs, foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5% e corados com brometo de etidio
0,5 mg/ml, utilizando-se tampé&o TAE 1X. A presenca de DNA no gel foi observada
em luz ultravioleta, e, caso confirmado sua presenca, o DNA era transferido para
membrana de nylon positivamente carregada, pela técnica de transferéncia alcalina
por capilaridade (Sambrook e Russel, 2001). Conforme este protocolo, o gel
resultante da eletroforese foi tratado com NaOH 0,4M por 20 min para promover a
desnaturacdodo DNA, separando-o em fita simples. Desta forma, por capilaridade,
os amplicons migravam para a membrana de nylon positivamente carregada
(HybondTM-N+, Amersham GE Healthcare®). O processo de transferéncia ocorria
durante 8 a 12 h. Apés este tempo, as membranas contendo o DNA transferido
foram secas em cabine biologica e submetidas a hibridizacdo com sonda radioativa

especifica para kDNA.
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4.5.6 Marcacao de sondas radioativas

Uma sonda de DNA de fita simples, marcada com um isétopo radioativo, visa a
encontrar o trecho do DNA complementar e identificd-lo, posteriormente, com a
exposicdo dessa sonda radioativa ao filme radiografico. O ‘kit Random Primer
Labelling System (Invitrogen®) foi utilizado para marcar radioativamente fragmentos
de KDNA do T. cruzi amplificados com os primers S35 e S36. Esse protocolo utiliza a
enzima Klenow, primers randémicos, e um dATP radiomarcado [a-32P]. A enzima
Klenow possui atividade semelhante a da enzima polimerase, dessa forma, quando
a fita de DNA é sintetizada, séo inseridos dATPs radiomarcados na sequéncia.

Seguindo o protocolo do fabricante, sdo usados na reacdo 30 ng de DNA
amplicons, produtos da PCR de kDNA, com volume final de 25 puL completado com
agua Milli-Q. Estes fragmentos de kDNA séo entdo desnaturados a 100 °C por 10
min e imediatamente incubados em gelo, sendo adicionados 2 uL de dCTP, 2 uL de
dGTP, 2uL de dTTP, 15 pL de tampao, 5 uL de [a-32P] dATP (3000 uCi) e 1 pL da
enzima Klenow.

A reacao ocorreu a temperatura ambiente por um periodo de aproximadamente

trés horas e foi finalizada com a adicao de 5 pL de tampao de parada.

4.5.7 Purificagcédo de sondas radioativas

Para purificar as sondas radiomarcadas foram utilizadas Colunas de Sephadex
G50 com la de vidro, conforme protocolo descrito por Sambrook e Russel, (2001). O
nivel de incorporacéo radioativa foi medida por cintilografia e as sondas produzidas
respeitavam o limite de concentragdo de 1 a 2x10%cpm/mL de solucdo de
hibridizacdo. As atividades especificas exigidas foram iguais ou superiores a
108cpm/ug de DNA.

4.5.8 Hibridizagdo com sondas radioativas

Neste estudo, a hibridizacdo com sondas radioativas foi realizada para
aumentar a sensibilidade do diagnostico de presenca de kKDNA, ou seja, para
comprovar que esses amplicons de 330pb eram realmente provenientes do kDNA de
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T. cruzi. Para realizarmos a hibridizagdo do DNA, as membranas positivamente
carregadas contendo o DNA transferido foram bloqueadas, ou seja, foram
gentilmente fixadas na parede interna de cilindro de vidro, preenchido e tampado
com 100 ml de solucéo de pré-hibridizacdo (PEG 800 10%, SDS 7%, SSPE 1,5% e
100 pg/ml de DNA de esperma de salmao). Os cilindros foram acondicionados em
forno de hibridizagcdo durante duas horas, com velocidade de rotagdo constante e
com temperatura a 65°C.

Aproximadamente 20 minutos antes de terminar o tempo das sondas no interior
do forno, as sondas radioativas eram preparadas para adicionar a solugdo de pré-
hibridizacdo no interior do cilindro. Para isso, as sondas radiomarcadas foram
submetidas a 100°C por 10 minutos para desnatura-las. Em seguida, as sondas
radiomarcadas, agora desnaturadas, eram adicionadas a solucdo de pré-
hibridizacao e foi novamente mantida dentro do forno de hibridizac&o, desta vez, por
12 horas a 65°C. Para o proximo passo, a solucdo de hibridizacdo era retirada
completamente de dentro do cilindro para as membranas serem lavadas. As
membranas eram lavadas quatro vezes: as duas primeiras lavagens eram realizadas
a 65°C por 15 minutos com solugédo de SSC 2X / 0,1% SDS. As duas ultimas eram
realizadas também a 65°C durante 15 minutos, mas com solu¢cdo de SSC 0,1X /
0,1% SDS. Para fazer essas lavagens, a membrana contendo o DNA e previamente
submetidas a acdo da sonda radioativa eram ajustadas dentro do mesmo cilindro de
vidro, e mantido em movimento circulatério constante.

Todas estas etapas foram realizadas dentro de forno especifico para
hibridizacdo, com temperatura e velocidade de rotacdo ajustavel. Imediatamente
ap0s as lavagens, as membranas eram retiradas de dentro do tubo de vidro,
revestidas com filme plastico de PVC, e fixadas em uma estrutura metélica,
denominada cassete, proprio para exposicdo a filme sensivel a raios X (Kodak T-
MAT®).

ApGs, em uma camara escura, um filme de raio-x era ajustado dentro do
cassete juntamente com a membrana pré-fixada na outra lateral do cassete, para
exposicdo a radiacdo das sondas. Os cassetes eram entdo identificados e
acondicionados em ultrafreezer, a -80°C. O tempo de exposi¢do do filme dentro do
cassete era de trés dias. A revelacdo dos filmes foi realizada em sala escura
utilizando solucdo comercial de revelagédo e fixagdo (Kodak®).
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4.6 Transplante de medula 0ssea

Os animais F1, machos, com seis meses de idade, devidamente identificados
com numeracgao individual, e previamente separados em grupos de cinco animais,
foram selecionados para serem receptores de medula 6ssea.

Nesse experimento, as aves candidatas ao transplante de medula 6ssea foram

submetidas a supressao prévia, 48 horas antesdo transplante. A ablacdo da medula

0ssea consistiu na administracdo sequencial de metotrexato - Fauldmetro® 10%,
150 mg/kg, I.V., lentamente pela veia ulnar (Figura 7, A e B), e do bussulfano -

Myleran® 2mg, 7 mg/kg, via oral, administrado através de sonda uretral n° 8 (Figura
7, C). Na dosagem administrada ndo houve reagcao adversa ou morte dos animais e

era obtida a ablacdo da medula 6ssea nas aves.
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Figura 7. Tratamento para supressédo e transplante da medula éssea. A) Quimioterapicos
utilizados no tratamento para supressdo medular nas aves; B) Administragdo de
metotrexato; C) Administragcao de bussulfano; D) Puncdo de medula 6ssea da tibia da ave
doadora.

Apos 48 horas do tratamento com as drogas citadas, as aves receberam o
transplante de medula 6ssea, de acordo com o planejamento para cada grupo
experimental. As aves doadoras ou receptoras de medula 6ssea foram contidas
manualmente para retirada das penas na regido sobre a articulacdo femoro-tibio-
patelar das aves e a assepsia da pele era feita com alcool iodado. Em seguida a
aplicacdo da anestesia local (0,1 mL de lidocaina a 2%), injetada no subcutéaneo,
logo acima da crista tibial. Dois minutos apdés, introduzia-se agulha 40x12
previamente molhada com heparina em angulo de 90 graus com movimentos de
rotacdo sobre a crista da tibia, até adentrar no canal medular. O contetdo
intramedular era entdo puncionado com uso de uma seringa de 20 ml (Figura 7, D).
De cada ave era obtida aproximadamente 1,0 ml de medula 6ssea, que fluia

lentamente, e tinha aspecto de sangue aerado, viscoso e gorduroso. Logo em
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seguida, transplantava-se a medula 6ssea aspirada na ave receptora que tinha tido
sua medula éssea previamente destruida pelas drogas metotrexato e bussulfano.
Nenhum dos animais submetidos ao protocolo experimental apresentou reacao

adversa de rejeicdo da medula 6ssea enxertada.

4.6.1 Bussulfano

O bussulfano € um medicamento quimioterapico, alquilante, citotoxico, que
inibe a sintese do DNA provocando a morte das células. E comumente utilizado no
tratamento de pacientes humanos com leucemia granulocitica crénica. O bussulfano
possui um tempo de meia-vida entre 2,3 a 2,8 horas e a toxicidade € dose-
dependente comumente caracterizada pelo aparecimento de efeitos adversos como
cistite hemorrégica, catarata, convulsdo, mucosite e doenca venoclusiva hepatica
(Dulley et al., 2004). O mecanismo de acdo do efeito seletivo desse medicamento
sobre a granulocitopoiese ndo é ainda elucidado, mas sabe-se que ele é bastante
efetivo na reducdo de massa total dos granuldcitos.

Nos humanos a superdosagem aguda com o bussulfano causa

mielossupresséao, e, como consequéncia, a pancitopenia.

4.6.2 Metotrexato

O metotrexato € um anti-metabdlico, citostatico, andlogo do acido fdlico. A
droga entra nas células por transporte ativo, pela mesma via utilizada por folatos
reduzidos, onde inibe a enzima di-hidrofolato redutase e impede a replicagéo celular.
Em humanos, o metotrexato apresenta eliminacdo total em oito a quinze horas. E
utilizado no tratamento de algumas neoplasias como a leucemia linfocitica aguda,
linfoma, cAncer de mama, sarcoma 0sseo, entre outras. Possui efeito supressor da

medula 6ssea, inibindo a hematopoiese e promovendo a pancitopenia.

4.7 Ecocardiografia

A funcdo miocardica das aves foi avaliada clinicamente, visando a identificacao

de modificacbes na estrutura e funcdo miocéardica, antes e apds o transplante de
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medula 0ssea. Os exames ecocardiograficos foram realizados na mesma ocasiao
em todos os grupos experimentais. Antes do exame as aves eram mantidas em
jejum de 4 horas. Uma semana antes do procedimento de transplante de medula
0ssea, as aves foram submetidas ao exame ecocardiogréafico pré-tratamento. Esse
exame foi realizado no Hospital Veterinario de Pequenos Animais da Universidade
de Brasilia, por um unico operador especialista em ecocardiografia, o qual ndo tinha

conhecimento dos grupos experimentais

Com o intuito de monitorar a evolu¢do da cardiomiopatia chagasica, os animais
foram submetidos a outros dois exames ecocardiogréaficos, aos 3 meses, e aos 10

meses pos-tratamento com transplante de medula éssea.

No dia da realizacdo dos exames, os animais foram apanhados nos galinheiros,
colocados em caixas de papeldo, e transportados de carro até o Hospital Veterinario
de Pequenos Animais da Universidade de Brasilia, a distancia de 2 km. No hospital,
as aves foram submetidas aos exames ecocardiograficos. Na sala de exame, cada
ave foi contida pelas asas e pernas, com auxilio de um ajudante, e posicionadas em
decubito lateral direito sobre a mesa de procedimentos, com o transdutor

posicionado no acesso paraesternal.

A funcdo miocardica global foi avaliada pelo exame ecocardiografico no
modo(B) bidimensional e modo (M), com transdutor microconvexo de frequéncia

5MHz, posicionado na porcéo ventromedial da ave como demonstra a Figura 8.

No exame ecocardiografico foram avaliadas 8 variaveis:

1) SIvVd: Espessura do septo interventricular em diastole;

2) SIVs: Espessura do septo interventricular em sistole;

3) DIVEd: Diametro interno do Ventriculo Esquerdo em diéstole;

4) DIVEs: Diametro Interno do Ventriculo Esquerdo em sistole;

5) PLVEd: Espessura da Parede Livre do Ventriculo Esquerdo em diastole;
6) PLVEs: Espessura da Parede Livre do Ventriculo Esquerdo em sistole;
7) FS: Fracdo de Encurtamento do ventriculo esquerdo;

8) EF: Fracéo de Ejecao do ventriculo esquerdo.
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Para tal andlise, a fracdo de ejecédo (EF) e fracdo de encurtamento (FS) foram
calculadas pelo método de Teichholz, a partir da janela paraesternal esquerda. Este
meétodo estima a fracdo de ejecdo de sangue do ventriculo esquerdo a partir das
medidas do diametro diastolico final e do diametro sistolico final do ventriculo
esquerdo (Teichholz et al., 1976).

A: Coragéao;

B: Figado;

C: Proventriculo;
D: Moela;

E: Intestino;

F: Rins;

G: Génadas

H: Pulmao

Figura 8. Visualizagéo do coragao da ave em decubito lateral direito e posicionamento de probe na
janela paraesternal.

Fonte: Pees e Krautwald-Junghanns (2005), com modificacéo.

4.8 Anéalise Estatistica

Cada variavel ecocardiografica obtida foi comparada entre os grupos
experimentais utilizando o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. As comparacdes
entre 0s quatro grupos experimentais foram realizadas antes e ap0s a intervencgao.
Além disso, as variaveis ecocardiogaficas das aves de um mesmo grupo antes e
apos o transplante de medula foram comparadas utilizando o teste ndo paramétrico
de Wilcoxon. Em ambos os testes foi considerado um nivel de significancia de
p<0,05. Os valores das variaveis ecocardiogaficas dos grupos experimentais foram
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apresentados por meio de graficos box plot com medianas, percentis, valores

minimos e maximos. Todos os testes foram realizados no programa Statistica®.
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5 Resultados

5.1 Modificacéo dos genomas das aves pela integracao de sequéncias de

minicirculos de kDNA de Trypanosoma cruzi

Os testes de hibridizacdo apés Southern blot documentaram a integracdo de
sequéncias de minicirculos de kDNA no genoma das aves. Neste teste, a presenca
de fragmentos de KDNA exdgeno de aves nascidas de ovos inoculados com T. cruzi
e das aves controle foram identificados com sonda de kDNA radiomarcado. Esta
analise revelou a presenca de banda de KDNA de 330pb apenas nas amostras
colhidas das aves que foram nascidas de ovos inoculados com T. cruzi, mostrando
gue houve a integracdo do DNA exdgeno no genoma dessas aves (Figura 9, A e B).
Estudos anteriores (Teixeira et al., 2011b; Guimaro et al., 2014) demonstraram a
partir de sequenciamento, que estes fragmentos de 330pb sdo originarios de
minicirculos de KDNA de Trypanosoma cruzi. A frequéncia de integracdo do kDNA no
grupo das aves cujos embrides foram expostos com inoculacédo de 100 formas de
tripomastigotas de T. cruzi no ovo, revela que 80% das aves nascidas dos ovos
embrionados inoculados com 100 formas tripomastigotas de T. cruzi retiveram

fragmentos de kDNA em seu genoma.
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Figura 9. Filme radiogréfico resultado de hibridizagdo com sonda radioativa de kDNA de amostras de
DNA de aves controle e amostras de DNA de aves oriundas de ovos inoculados com T. cruzi
respectivamente A e B. A) Amostras oriundas de ovos embrionados controle, sem inoculacdo do T.
cruzi. 0, amostra branco, sem DNA; CN, amostra de DNA de ave controle negativo (kDNA-); 1 a 11,
amostras de aves controle, produtos de PCR com primer S35 e S36 seguido por hibridizacdo com
sonda radioativa; CP, ave controle positivo, oriundo de DNA extraido de ave KDNA+; kDNA, amostra
produto de PCR utilizando kDNA diretamente extraido de cultura de T. cruzi. B) Amostras de DNA de
aves nascidas de ovos embrionados inoculados com T. cruzi. 0 amostra branco, sem DNA; CN,
Controle Negativo; 1 a 12, amostras de DNA extraidas de aves nascidas de ovos inoculados com T.
cruzi; kKDNA, amostra de kDNA extraida diretamente de cultura de T. cruzi.

5.2 Ecocardiografia

Tendo modificado o genoma das aves de linhagem isogénica pela integracéo
de sequéncias de minicirculos de kDNA do T. cruzi inoculado no ovo embrionado,
deu-se continuidade ao estudo clinico que consistiu na observacado das aves dos
grupos controles (sadias, KDNA-) e teste (kKDNA+) e do estudo ecocardiografico. Ca-
da um dos oito parametros ecocardiograficos analisados foi obtido pela mediana das
aves que compdem cada grupo experimental. O mesmo foi feito na segunda e ter-
ceira avaliagbes ecocardiograficas, trés meses (T3) e 10 meses (T10) apds o trans-
plante de medula 6ssea, respectivamente (Apéndice 1).

Os grupos 1 e 2, controles, ndo sofreram alteracdes significativas de funciona-
mento cardiaco ao longo desses dez meses de andlise. Das oito variaveis ecocardi-
ograficas analisadas, seis (DIVEd, DIVEs, PLVEd, PLVEs, SIVd e SIVs) ndo apre-
sentaram variacao significativa entre os grupos experimentais. Ao comparar 0s qua-

tro grupos antes do tratamento, observamos que ndo houve diferenca significativa
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entre os parametros. Apos o tratamento, apenas duas variaveis (fracdo de encurta-
mento e fracdo de ejecdo) apresentaram diferencas significativas entre os grupos
(Tabela 2).

Ao comparar as aves de um mesmo grupo antes e apos o tratamento, fora-
mobservadas diferencas significativas estatisticamente apenas para o grupo 4 de
inibicdo da doenca (Tabela 3). Nesse grupo houve diminuicdo da fragdo de encurta-
mento (FS) e fracdo de ejecao (EF) do ventriculo esquerdo (Figura 10A-B), e aumen-
to do diametro interno do ventriculo esquerdo em sistole (DIVES), ap6s 10 meses da
intervencao (Figura 11B).

Apesar disso, algumas tendéncias puderam ser observadas. Primeiro,
analisando os resultados obtidos no grupo 3 (Figura 7, A-B), sugere-seque a
transferéncia de medula 6ssea proveniente de ave com KDNA de T. cruzi (KDNA+)
para outra ndo mutada (KDNA-) foi capaz de induzir a cardiopatia em algumas aves.
As aves originalmente saudaveis que receberammedula 0ssea proveniente de aves
kKDNA+ apresentou substancial decréscimo da fracdo de ejecdo (EF) e também na
fracdo de encurtamento (FS). Porém ndo foram observadas diferencas estatisticas
significativas para afirmar que a transferéncia de medula 6ssea proveniente de ave
com KDNA de T. cruzi (kKDNA+) para outra ndo mutada (kDNA-) foi capaz de induzir a

cardiopatia nas aves. O mesmo ocorreu ao analisar a variavel DIVEs (Figura 11B).
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Tabela 2. Dados estatisticos resultantes das comparagdes entre 0s quatro grupos experimentais de
acordo com as oito variaveis ecocardiograficas analisadas pelo teste de Kruskal-Wallis. Os valores

em negrito indicam diferencas significativas considerando p<0,05.

Variavel* Antes do tratamento 10 meses apoés tratamento
Kruskal-Wallis p-valor Kruskal-Wallis p-valor
Sivd 6,296 0,098 3,564 0,313
SIVs 4,259 0,235 5,183 0,159
DIVEd 0,896 0,826 1,702 0,636
DIVEs 1,263 0,738 4,799 0,187
PLVEd 3,875 0,275 0,175 0,982
PLVEs 3,490 0,322 5,537 0,137
FS 2,611 0,456 8,623 0,035
EF 2,531 0,470 7,971 0,047

SIVd: Espessura do Septo interventricular em didstole; SIVs: Espessura do Septo interventricular em
sistole; DIVEd: Diametro Interno do Ventriculo Esquerdo em diastole; DIVEs: Diametro Interno do Ven-
triculo Esquerdo em sistole; PLVEd: Espessura da Parede Livre do Ventriculo Esquerdo em diastole;
PLVEs: Espessura da Parede Livre do Ventriculo Esquerdo em sistole; FS: Fracdo de Encurtamento;

EF: Fracé@o de Ejecao do ventriculo esquerdo.
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Figura 10. Graficos em Box-plot demonstrando os valores das variaveis ecocardiogréficas Fracdo de
Ejecdo do ventriculo esquerdo (EF) e Fracdo de Encurtamento (FS) do ventriculo esquerdo dos 4 grupos
de aves (1: sem tratamento, 2: controle do tratamento, 3: inducdo da patologia, 4: inibicdo da patologia)
em trés momentos distintos: antes do transplante de medula, A, preto; trés meses apés o transplante de
medula, T3, cinza; e dez meses apds o transplante de medula éssea, T10, vermelho. Em cada gréafico sao
apresentadas as medianas (quadrado branco no centro de cada caixa), os percentis 25-75% (caixas) e
valores maximos e minimos (linhas). Legenda. A) Fracdo de Eje¢do do ventriculo esquerdo (EF). B)
Fracédo de Encurtamento do ventriculo esquerdo (FS).
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Figura 11. Gréaficos em Box-plot demonstrando os valores em centimetros das variaveis ecocardio-
gréficas dos 4 grupos de aves (1: sem tratamento, 2: controle do tratamento, 3: indu¢éo da patologia,
4: inibicdo da patologia) em trés momentos distintos: antes do transplante de medula, A, (preto); trés
meses apos o transplante de medula, T3, (cinza); e dez meses apos o transplante de medula, T10,

(vermelho). Em cada gréafico sdo apresentadas as medianas, representadas por quadrado branco no
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centro de cada caixa, 0s percentis, que representam 75% das amostras, (caixas); e valores maximos
e minimos (linhas). A) Diametro Interno do Ventriculo Esquerdo em diastole (DIVEd). B) Diametro
Interno do Ventriculo Esquerdo em sistole (DIVES). C) Espessura da Parede Livre do Ventriculo Es-
guerdo em diastole (PLVEd). D) Espessura da Parede Livre do Ventriculo Esquerdo em sistole
(PLVES). E) Espessura do Septo Interventricular em diastole (SIVd). F) Espessura do Septo Interven-

tricular em sistole (SIVs).

Tabela 3. Estatisticas resultantes das comparagfes entre aves de um mesmo grupo
experimental antes e apds o tratamento (grupos 2 a 4) de acordo com as oito varia-
veis ecocardiograficas analisadas pelo teste de Wilxocon. Os valores em negrito indi-

cam diferencas significativas considerando p<0,05.

Variavel Grupo Wilcoxon p
Sivd 2 0,365 0,715
3 0,135 0,893
4 0,730 0,465
SIVs 2 1,214 0,225
3 1,753 0,080
4 1,826 0,068
DIVEd 2 0,809 0,418
3 1,079 0,281
4 1,753 0,080
DIVEs 2 0,674 0,500
3 0,944 0,345
4 2,023 0,043
PLVEd 2 1,826 0,068
3 1,214 0,225
4 0,365 0,715
PLVEs 2 0,135 0,893
3 1,214 0,225
4 0,674 0,500
FS 2 0,135 0,893
3 1,214 0,225
4 2,023 0,043
EF 2 0,135 0,893
3 0,944 0,345
4 2,023 0,043

O grupo 4, ou o grupo das aves KDNA+ gue receberam tratamento com trans-
plante de medula éssea, apresentou piora clinica evidenciada pelo decréscimo da
Fracdo de Ejecao (EF) e da Fracdo de Encurtamento (FS) nos trés primeiros meses
pos-tratamento (T3). Entretanto, na terceira e Ultima analise da ecocardiografia
(T10), os individuos desse grupo apresentaram uma tendéncia de melhora desses

parametros (Figuras 10, A e B). O mesmo ocorreu com DIVEs, (Figura 11, B).
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6 Discussao

As aves congénicas de Praga séo consideradas o melhor modelo animal gene-
ticamente definido para estudos da patogenia da doenca de Chagas na auséncia do
parasito, ou seja, sem infeccédo ativa com T. cruzi (Guimaro et al., 2014). Em cada
uma das linhagens CB isogénicas empregadas neste estudo foram introduzidas mo-
dificacdes no genoma mediante a integracdo de kDNA do T. cruzi inoculado no ovo
embrionado antes da incubacéo. As aves nascidas desses ovos embrionados e in-
fectados tiveram as mutagbes de KDNA comprovadas pelos testes de PCR que am-
plifica banda de minicirculos de 330 pb. A auséncia de bandas de nDNA de T. cruzi
confirma que aves imunocompetentes séo refratarias a infec¢do por T. cruzi. As se-
guéncias de KDNA integraram em VAarios cromossomos, € as quimeras estavam pre-
sentes em elementos repetitivos, principalmente em transposon CR1 (82%) ampla-

mente distribuido no genoma da ave (Teixeira et al., 2011b; Guimaro et al., 2014).

As linhagens de aves CB e CC que alcancaram a isogenicidade ao longo de
vérias décadas de reproducao por inseminacao programada de aves irmas, oriundas
da variedade leghorn, foram empregadas nesses estudos devido ao reconhecimento
da sua identidade gendmica, pois numa mesma linhagem as aves sao verdadeiras
copias idénticas. Por outro lado, h& indicacdo de que a variedade leghorn possui
menos possibilidade de adquirirem espontaneamente cardiopatia do que linhagens
de frango de corte (broiler); segundo Martinez-Lemus et al., (1998), os frangos de
corte possuem mais rapido desenvolvimento muscular, sem que haja o
acompanhamento proporcional da estrutura cardiaca, e por isso possuem maior
casuistica de insuficiéncia cardiaca em animais adultos. Esses autores observaram
a partir da ecocardiografia que a variedade broiler possui estruturas cardiacas de

maior dimenséo, comparativamente com a variedade leghorn.

As aves geneticamente modificadas pelas mutacfes de KDNA atingiram a ma-
turidade sexual e foram submetidas a uma série de experimentos que demonstraram
o papel central das modificagdes gendmicas induzidas pela integracdo do kDNA do
parasito na patogénese da miocardiopatia observada nas aves mutadas (Guimaro et
al., 2014). Esses experimentos demonstraram a proliferacdo das células imunes que

alcancaram os vasos sanguineos e linfaticos e chegaram ao miocéardio das aves mu-
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tadas. As células imunes, em especial, os linfécitos CD-8, produziram a miocardite
difusa em aves KDNA+. No conjunto, os resultados sugerem que o sistema imune
das aves geneticamente modificadas pelas mutacdes passa por alteracdes ciclicas
de rearranjos que explicam a evolucéo longa da doenca, com fases de recrudescén-

cia e de siléncio com melhora clinica.

Trabalhos prévios do Laborat6rio Multidisciplinar de Pesquisa em Doenca de
Chagas, Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia descreveram sobre
varios aspectos da autoimunidade de origem genética em aves mutadas pelo kDNA
do T. cruzi (Teixeira et al., 2011a; 2011b; 2012; Guimaro, et al., 2014) e a presente
tese de doutorado é parte dessas investigacfes que foram feitas ao longo de mais
de 14 anos de pesquisa multidisciplinar, representando verdadeiro esforco de

construcao coletiva do conhecimento.

De Wit e Schoemaker (2005) afirmaram que a ecocardiografia é a melhor
ferramenta para o diagnodstico de cardiomiopatias nas espécies de aves. No
presente trabalho das oito variaveis ecocardiograficas medidas trés apresentaram
variacao significativa entre os grupos experimentais: fragdo de encurtamento, fracéo
de ejecao do ventriculo esquerdo e didmetro interno do ventriculo esquerdo em
sistole. Segundo Sanchez-Montalva et al., (2016), sdo perspectivas de mal
prognaostico, pacientes com baixa Fracdo de Ejecao (<40%), e diametro diastélico do
ventriculo esquerdo aumentado; os autores afirmam que quando essas alteracdes
cardiacas estdo presentes, as lesdes estardo amplamente difundidas pelo tecido

cardiaco do paciente.

Nossos resultados demonstram que ndo houve melhora significativa da funcéo
miocardica das aves contendo a mutacdo ou KDNA+ logo nos 3 primeiros meses
apos tratamento com células provenientes de medula 6ssea de aves saudaveis
(aves do grupo 4). Pelo contrario, houve uma piora significativa da fracdo de ejecéao,
da fracdo de encurtamento e dodiametro interno do ventriculo esquerdo em sistole 3
meses apos o transplante. Porém, os resultados apontam uma tendéncia de melhora
da funcdo do miocardio na analise aos 10 meses pdls-transplante, sugerindo que
possa haver uma recuperacao nessas aves tratadas com medula éssea sadia. Este
fato pode ter ocorrido em decorréncia da necessidade de maior tempo para as novas
células de medula 6ssea sadia transplantada recolonizar a medula 6ssea da ave

recipiente, até gerar e propagar novas células sadias no organismo das aves
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tratadas. Desta forma, enquanto as novas células de medula 6ssea estariam em
processo de recolonizacao, a inflamacao ja estabelecida no coracdo KDNA+ estaria
levando a progressdo da patologia chagasica nestas aves, mesmo nos trés
primeiros meses pos-transplante. Além disso, o transplante de medula 6ssea foi

realizado uma Gnica vez em cada ave no presente trabalho.

Adicionalmente, os dados ecocardiograficos sugerem que as aves do grupo
tratado (grupo 4) apresentaram menores valores de fracdo de ejecdo (EF) e de
fracdo de encurtamento (FS) indicando que essas aves ja possuiam funcéo
miocardica comprometida em decorréncia das mutacdes de kDNA aos seis meses
de idade, antes do transplante de medula 6ssea. Os resultados indicam que a
cardiomiopatia das aves deste grupo foi de fato desenvolvida na auséncia do
parasito, ou infeccdo ativa. Porém, ao longo dos 10 meses de monitoramento
ecocardiografico o funcionamento do coracao ficou agravado, quando comparado
com os valores obtidos antes do transplante (TO) e 10 meses apos (T10). Entretanto,
ao analisarmos a diferenca destes mesmos parametros (EF e FS) notamos que
houve uma melhora da fungdo miocardica em ambos, quando comparados 0s
resultados de 3 meses apoOs o transplante (T3) e dez meses apds (T10). Este
resultado sugere que a recuperacdo da funcdo miocardica comprometida pela
miocardite autoimune ocorre lentamente ao longo dos meses pds transplante de
medula 6ssea.

Em outro estudo, que envolveu o transplante de medula Ossea em
camundongos na fase cronica da doenca de Chagas, Soares et. al., (2004) injetaram
medula 6ssea singénica via endovenosa 6 meses apos inoculacdo dos animais com
o T. cruzi e concluiram que os beneficios do tratamento apareceram dois a trés
meses apoés o transplante. Neste estudo, a equipe demonstrou que no grupo tratado
houve uma significante diminuicdo de infiltrado inflamatorio e de fibrose intersticial,

caracteristicas comuns no coracao chagasico.

Em um estudo pioneiro, Villas-Boas et al., (2004) realizaram transplante de
medula 6ssea autéloga intracoronariana em paciente portador de insuficiéncia cardi-
aca chagasica crénica. Apos 30 dias do transplante, os autores constataram melho-
ra significativa da fracdo de ejecdo (EF) de 24% para 32% e diminui¢do do diametro

do ventriculo esquerdo em diastole (DIVEd), de 82mm para 76mm.
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Nossos resultados demonstram que as aves KDNA+ (grupo 4), tiveram aumen-
to do diametro do ventriculo esquerdo, diminuicdo da fracdo de encurtamento, e me-
nores indices de fracdo de ejecdo de sangue do ventriculo esquerdo logo nos trés
meses subsequentes ao transplante, com melhora discreta na avaliacdo ecocardio-
gréfica de 10 meses. Esses resultados sugerem que o tratamento com células pluri-
potentes da medula 6ssea em aves com sintomatologia da cardiomiopatia autoimu-

ne pode ser efetiva na melhora clinica da funcdo miocardica mais tardiamente.

Nas ultimas décadas a terapia celular tem se demonstrado promissora no tra-
tamento de cardiomiopatias e surgiu como uma opg¢ao no tratamento de casos
avancados de insuficiéncia cardiaca. Orlic et al., (2001) demonstraram que apés a
realizacdo do transplante de células de medula 6ssea de camundongos infectados
por T. cruzi, ocorria o reparo do miocardio a partir da formacédo de novas fibras car-
diacas e também da neoangiogénese no tecido infartado. Strauer et al., (2002) fo-
ram os primeiros a demonstrar a seguranca da infusdo intracoronariana de células
tronco de medula 0ssea para o tratamento de pacientes com miocardiopatia isqué-
mica. Perin et al., (2003) demonstraram a transferéncia de células mononucleares
de medula éssea autdloga diretamente no endocardio de pacientes com insuficién-
cia cardiaca isquémica severa. Para isso, as células mononucleares eram instiladas
via cateter dentro da camara do ventriculo esquerdo, proxima a lesdes isquémicas,

e resultou em angiogénese e diminuicdo das areas isquémicas.

Os resultados obtidos nos exames ecocardiograficos confirmaram a nossa
hipdtese de que as modificacbes gendmicas produzem seus efeitos no aparecimento
das manifestacbes clinicas, e sugerem a possibilidade de tratamento da

miocardiopatia autoimune no modelo de aves singénicas.

Em estudo anterior, o transplante de medula 6ssea sadia em aves KDNA+ que
tiveram a medula 6ssea destruida com metotrexato e bussulfano mostrou auséncia
de rejeicdo dos enxertos de coracao, sem infiltrado inflamatério e patologia cardiaca
nas aves adultas (Guimaro et al.,, 2014). No presente estudo, o transplante de
células de medula 6ssea de ave kDNA+ doente em aves sadias, KDNA-, que tiveram
a medula Ossea destruida pelas drogas, produziram sinais clinicos de reducdo da
Fracdo de Ejecdo (EF) e de Fracdo de Encurtamento (FS) evidenciados no
ecocardiograma, e sugerem o desenvolvimento da cardiomiopatia a partir do

transplante de células tronco mesenquimais mutadas com o kDNA.
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A reconhecida refratariedade das aves ao T. cruzi foi conveniente ao estudo, ja
que neste modelo animal ndo ha a necessidade de erradicar a infeccdo pelo
parasito. Portanto, a inibicdo da doenca autoimune do coracdo pela substituicdo de
medula 6ssea doente (kKDNA+) por medula 6ssea sadia (KDNA-) de ave singénica
sugere a possibilidade de tratamento da miocardiopatia chagasica pelo transplante
de medula éssea, porém sao necessarios experimentos com maior niamero de
animais, com repeticdes de tratamentos de transplante em uma mesma ave e com
mais tempo de acompanhamento para que seja avaliada a recuperagcao da funcéao
miocardica poés-transplante. Apdés comprovacdo nesse modelo animal ainda h&
necessidade de experimentos em modelos experimentais nao refratarios ao T. cruzi,
pois, para que o tratamento da doenca de Chagas em humanos seja bem sucedido,
existe a necessidade de uma nova droga para erradicacao da infeccéo residual pelo
T. cruzi. Finalmente, ndés consideramos que o0 tratamento da miocardiopatia

chagasica autoimune pode ser um objetivo alcancavel ao médio e longo prazo.
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7 Conclusodes

1. Foi comprovada a modificacdo dos genomas das aves experimentais pela
integracdo de sequéncias de minicirculos de kDNA de T. cruzi.

2. As aves originalmente saudaveis que receberam medula 6ssea proveniente de
aves mutadas (KDNA+) (grupo de inducdo da patologia) apresentou substancial
decréscimo da fracdo de ejecdo (EF) e também na fracdo de encurtamento (FS).
Porém, ndo foram observadas diferencas estatisticas significativas para afirmar que
a transferéncia de medula éssea proveniente de ave com kDNA de T. cruzi (kDNA+)
para outra ndo mutada (kDNA-) foi capaz de induzir a cardiopatia.

3. Nao houve melhora significativa dos principais parametros de funcao
miocéardica (fracdo de ejecdo, fracdo de encurtamento e diametro interno do
ventriculo esquerdo em sistole) das aves mutadas (kDNA+) logo nos 3 primeiros
meses apods tratamento com células provenientes de medula é6ssea de aves
saudaveis. Porém, foi observada uma tendéncia de melhora da funcdo miocardica
na analise aos 10 meses pos-transplante, indicando uma possivel recuperagédo de

parametros da fung&o miocardica nessas aves tratadas com medula éssea sadia.
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9 Apéndice

Mediana das medidas ecocardiogréaficas para cada variavel dos quatro grupos experimentais das aves (n=5) antes, 3 meses e 10 meses
apos transplante de medula 6ssea.

Variavel* Antes do tratamento 3 meses apos tratamento 10 meses apdés tratamento
G1 G2 G3 G4 G1 G2 G3 G4 Gl G2 G3 G4

PLVEd (cm) 0,41 0,44 0,39 0,35 0,39 0,36 0,43 0,37 0,34 0,32 0,33 0,35
Sivd (cm) 0,36 0,32 0,26 0,25 0,30 0,35 0,32 0,28 0,32 0,32 0,28 0,25
DIVEd (cm) 1,08 1,16 1,06 1,11 1,35 1,16 1,63 1,67 1,25 1,35 1,19 1,30
SIVs (cm) 0,51 0,47 0,43 0,44 0,52 0,49 0,56 0,41 0,48 0,50 0,46 0,36
DIVEs (cm) 0,62 0,61 0,48 0,62 0,85 0,63 0,94 1,34 0,72 0,77 0,70 0,88
PLVEs (cm) 0,56 0,55 0,52 0,48 0,57 0,58 0,66 0,56 0,57 0,61 0,47 0,42
FS (%) 43,75 47,56 55,81 45,02 37,05 44,61 42,45 21,75 44,62 45,25 42,30 23,72
EF (%) 79,38 82,93 89,43 79,83 71,23 80,40 76,69 48,22 79,85 80,12 77,29 52,02

* Espessura da Parede Livre do Ventriculo Esquerdo em diastole (PLVEd); Espessura do Septo Interventricular em diastole (SIVd); Diametro Interno do Ventriculo

Esquerdo em diastole (DIVEd); Espessura do Septo Interventricular em sistole (SIVs); Diametro Interno do Ventriculo Esquerdo em sistole (DIVES); Espessura da

Parede Livre do Ventriculo Esquerdo em sistole (PLVES); Fracéo de Encurtamento (FS) e Fragdo de Ejeg&o (EF).
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