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RESUMO

Introduc¢do: A doenca de Chagas foi primeiramente descrita em 1909 por Carlos Chagas e ja
a partir de 1913 varios autores publicaram a prote¢do parcial alcangada pela imunizagdo
contra a infecgdo letal do Trypanosoma cruzi em animais experimentais. Atualmente os
esfor¢cos na busca por uma vacina eficaz contra a infec¢cdo continuam expressivos, a0 mesmo
tempo em que ja sdo aplicadas medidas de controle reconhecidamente eficazes contra a
doenca de Chagas.

Objetivos: Descrever o estado da arte da vacina contra a infec¢ao pelo Trypanosoma cruzi.
Relatar os avancos dos estudos experimentais de imunizagdo contra o 7. cruzi. Enumerar as
lacunas existentes para o desenvolvimento da vacina para a doenga de Chagas. Ponderar a
viabilidade de uma vacina protetora contra a doenga de Chagas.

Método: Estudo bibliografico de artigos selecionados entre os periddicos indexados nas bases
de dados Portal Capes, Medline e Lilacs e publicacdes eletronicas da Cochrane.

Conclusao: Certo grau de protecdo através de vacinacdo, avaliado pelo aumento da média da
sobrevivéncia e atenuagdo na fase aguda da doenca de Chagas, foi alcangado na maioria dos
experimentos, contudo todas as vacinas experimentais falharam em induzir imunidade estéril
contra a infegdo pelo 7. cruzi. A comparagao dos resultados entre os estudos ¢ limitada pela
grande variagdo existente nos métodos adotados. Apesar dos avangos na compreensdo da
imunopatogenia da doenga de Chagas e aporte tecnoldgico para desenvolvimento da vacina,

os resultados dos experimentos mantém-se semelhantes aos revisados ha duas décadas.



ABSTRACT

Background: Chagas’ disease was first described in 1909 for Carlos Chagas and already
from 1913 some authors had published the partial protection reached by the immunization
against the lethal infection of Trypanosoma cruzi in experimental animals. Currently, the
efforts in the search for an efficient vaccine against the infection continues expressive, at the
same time admittedly efficient measured of control are applied against the Chagas’ disease.
Objectives: To describe the development state of the vaccine against the infection for
Trypanosoma cruzi. To describe the advances of experimental studies of immunization
against the 7. cruzi. To enumerate the existing gaps for the development of the vaccine for
Chagas” disease. To ponder the viability of a protective vaccine against the Chagas’ disease.
Method: Bibliographical article study selected between the periodic ones indexed in the
databases Portal Capes, Medline and Lilacs and electronic publications of the Cochrane.
Conclusions: Certain degree of protection through vaccination, evaluated by the increase of
average of the survival and attenuation in the acute phase of Chagas” disease, was reached in
the majority of the experiments, however all the experimental vaccines had failed in inducing
barren immunity against the infection for the 7. cruzi. The comparison of the results between
the studies is limited by the great existing variation between the adopted methods. Although
the advances in understanding the immunity pathogen of Chagas’ disease and arrive in port
technological for development of the vaccine, the results of the experiments remained similar

to the ones revised of two decades ago.



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

Ab Antibody response (Resposta humoral do anticorpo)

AIDS Acquired Immune Deficiency Syndrome (Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida)

ASP Amastigote surface protein (Proteina de superficie de amastigotas)

AVAI Ano de Vida Ajustado para Incapacidade

AVPP Anos de Vida Potencial Produtiva Perdidos

BCG Bacilo Calmette-Guérin

BHC Benzene Hexachloride (Hexacloro Benzeno)

CpGODN CpG oligonucleotide (Oligonucleotideo CpG)

CRP Complementary regulatory protein (Proteina regulatéria complementar)
CTL Cytotoxic T-lymphocyte activity (Atividade citotoxica do linfocito T)
DDT Dicloro-Difenil-Tricloroetano

DNA Deoxyribonucleic acid (Acido Desoxirribonucléico)

Dpi Days Post-Infection (Dias Ap6s a Infeccao)

EUA Estados Unidos da América

FaCaBp Flagellar Ca2" binding protein (Proteina ligadora de Ca2" flagelar)
GM-CSF Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (Fator estimulador de

colonia granulocito-macrofago)

Gp Glicoproteina

HIV Human Immunodeficiency Virus (Virus da Imunodeficiéncia Humana)
HSP70 Heat-shock protein 70 (Proteina de choque térmico 70)

Ig Imunoglobulina

KMP Kinetoplast membrane antigen (Antigeno da membrana do cinetoplasto)
NA Not avalaible (dados ndo disponiveis)

PCR Polimerase Chain Reaction (Reagdo em cadeia da polimerase)

PFR Paraflagellar rod protein (Proteina do corpo paraflagelar)

RANK-L Receptor ativador da ligagao NF-kB

TC Tiol transferase

TS Trans-sialidase

TSA Trypomastigote surface antigen (Antigeno de superficie de tripomastigotas)

TSSA TS surface antigen (Antigeno de superficie TS)
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1 INTRODUCAO

A doenca de Chagas foi primeiramente descrita em 1909 por Carlos Chagas' e ja a
partir de 1913 varios autores publicaram a protecdo parcial alcangada pela imunizagdo contra
a infecgdo letal do Trypanosoma cruzi em animais experimentais.

Atualmente os esforcos na busca por uma vacina eficaz contra a infec¢do continuam
expressivos € caminham conjuntamente a possibilidade de alcangar uma vacina terapéutica
que interfira no desenvolvimento da doenca. Duas revisdes sobre os resultados alcangados e
prospectivas no desenvolvimento da vacina foram realizados por Brener,” em 1982, Garg e
Bhatia,> em 2005, e outros artigos menos extensos também abordaram com objetividade o
desafio da vacina. **

Concomitantemente, muitos outros temas de pesquisas pertinentes a doenga de Chagas
desenvolvem-se somando esforgos para compreensao da imunopatogenia da infec¢do pelo 7.
cruzi. Entretanto, a caracterizacdo da resposta imune a infecg¢do, da patogenia da doenga
cronica e a validade dos modelos animais experimentais sdao alguns dos temas de pesquisas
ainda ndo consensuais na atualidade cujos resultados implicam diretamente o
desenvolvimento da vacina.

Até o momento, nenhuma pesquisa experimental foi capaz de produzir protegdo total
ao T. cruzi. Dessa forma, a davida que motiva este trabalho pode ser resumida pela pergunta:

¢ possivel o desenvolvimento de uma vacina contra a doenca de Chagas?



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Descrever o estado da arte da vacina contra a infec¢ao pelo Trypanosoma cruzi.

2.2 Objetivos Especificos
A. Relatar os avangos dos estudos experimentais de imunizacao contra o 7. cruzi.

B. Enumerar as lacunas existentes para o desenvolvimento da vacina para a doenca de

Chagas.

C. Ponderar a viabilidade de uma vacina protetora contra a doenca de Chagas.



3 METODO

O modelo de estudo bibliografico proposto neste trabalho selecionou artigos
cientificos no periodo compreendido entre marco e de outubro de 2006 em periodicos
indexados nas bases de dados Portal Capes, Medline e Lilacs e publicacdes eletronicas da
Cochrane a partir de trés indicadores principais: doenca de Chagas, vacina e imunologia.

A revisao bibliografica foi escolhida por que “permite ao investigador a cobertura de
uma variedade de fendmenos muito mais amplos do que se poderia pesquisar diretamente”.”
As limitagdes deste trabalho sdo aquelas concernentes a outras revisdes bibliograficas,

em que os equivocos e contradigdes das fontes consultadas podem ser reproduzidos ou

ampliados a depender da anélise critica do revisor.®



4 DISCUSSAO

4.1 Epidemiologia

A Organizagao Mundial da Saude estima que existam cerca de 18 milhdes de pessoas
infectadas pelo 7. cruzi no continente americano, ¢ que 100 milhdes de pessoas, ou 25% da
populacao latino-americana, vive em areas de risco de infec¢do, nos 15 paises endémicos para
a doenca. Os numeros de casos novos esta proximo de 200.000 pessoas infectadas por ano, ao
tempo em que estimam-se 21.000 mortes anuais decorrentes da doenga de Chagas.’

A distribui¢do geografica da infec¢do humana compreende uma vasta regido entre o
sul da Argentina até os estados do sul dos Estados Unidos (EUA), mas o ciclo natural do 7.
cruzi ultrapassa esses limites geograficos.'” A emigracdo de 4reas endémicas, estimulada por
razdes socio-econdmicas,'’ expandiu os limites da doenca de Chagas para paises sem historia
natural de infeccdo. A populagdo estadunidense com a doenca também se ampliou pela
imigracdo, sendo estimada em mais de 100.000 doentes no pais.’ Entretanto, devido aos
milhdes de imigrantes ilegais, esse nimero tende a ser muito maior.

A doenca de Chagas ¢ um grave problema de saude publica e esta intimamente ligada
ao quadro de desigualdade sécio-econdmica dos paises afetados pela endemia. Em 2000, as
Nagoes Unidas incluiram a doencga de Chagas entre as 13 doencas tropicais negligenciadas no
mundo. Nesse grupo de doengas, as condigdes cronicas e incapacitantes sao ainda mais
importantes que a mortalidade associada,'” contribuindo na manuten¢io das condigdes
precarias de vida. A tabela 1 compara o impacto da doenca de Chagas na promocao da
pobreza com outras doengas tropicais negligenciadas.

O relatorio de desenvolvimento humano pondera a perda econdomica do continente
americano, produzida pela incapacidade e mortalidade precoce pela doenca de Chagas em
adultos jovens, em 2,5% da divida externa em 1995." Esse custo é representado pelo aumento
significativo da mortalidade, das aposentadorias precoces, dos custos hospitalares, do
desemprego e da discriminag@o no trabalho das pessoas com a doenca.’

A transmissdo da doenca de Chagas no inicio do século ocorria essencialmente pelo
contato com os vetores infectados. Contudo, os movimentos migratorios rurais para as regides
urbanas ocorridos na América latina nas décadas de 70 e 80 mudaram o padrdo
epidemioldgico estabelecido para a doenca enquanto uma condigdo rural e a transformaram

em uma doenca urbana potencialmente transmissivel por transfusdo sanguinea.'*



Tabela 1 - Condigdes promotoras da pobreza e vacinas em fase inicial de pesquisa e

desenvolvimento
Doenca Amostra Cronici- Saudeda  Saude Produti- Referéncias
(AVPP)*? dade Crianca materna  vidade Selecionadas
ou peri- do
natal trabalho

Infecgao por
helmintos
Ancilostomose 22.1 milhdo ++ ++ ++ ++ [26,84-87]
Oncocercose 0.5 milhao ++ - - ++ [89-91]
Esquistossomose 4.5 milhao ++ ++ ++ ++ [27,92]
Infecgao por
protozoarios
Amebiase NA® + + + + [101-104]
Chagas 0.7 milhdo  ++ + + ++ [106-112]
Leishmaniose 2.1 milhao ++ ++ ++ ++ [113]
Maléria 46.5 milhdo ++ ++ ++ ++ [11]
Infecgdo por
bactérias
Ulcera de Bauru ~ NA® ++ + + ++ [118]
Clamidia 5.9 milhao ++ + + ++ [64,120-

122]
Hanseniase 0.2 milhdo  ++ + + ++ [117,123]
Leptospirose NAP + + + + [124]
Treponematoses 4.2 milhdo  ++ ++ + + [125]
Tuberculose 34.7 milhao ++ ++ ++ ++ [12]
Infecgao por
virus
Dengue 0.6 milhao - ++ + + [126,127]
Encefalite 0.7 milhao - + + + [127]
Japonesa
HIV/AIDS 84.5 milhdo ++ ++ ++ ++ [10]
Desordens nao
comunicadas
Desordens por 7.4 milhdo  ++ + + ++ [31]

uso de drogas

# Anos de Vida Potencial Produtiva Perdidos (AVPP). Valores estimados a partir das referéncias [9] (estimadas

para ancilostomose e esquistossomose) ou [7]
® Dados néo disponiveis

Fonte: Hotez e Ferris,12 2006



O risco aproximado de 20% de adquirir a infeccdo a cada unidade de sangue
transfundida contaminada incitou medidas de controle nos bancos de sangue. Atualmente, a
maioria dos paises da América Latina realiza triagem do sangue doado, mas a transmissao por
transfusdo sanguinea ndo esta circunscrita apenas aos paises endémicos para a doenca, e esta
descrita no Canadé e Estados Unidos.”

Outras formas de transmissdo da doenca de Chagas, menos relevantes quando
comparadas a forma vetorial de transmissdo, mas estabelecidas com relatos em diversos
paises sdo: a transmissdo vertical, os acidentes bioldgicos com o 7. cruzi, a ingestao de
comida contaminada com o triatomineo infectado ou seus dejetos, e a recep¢do de Orgdos
doados por pacientes chagéasicos cronicos.

Apesar do registro de infec¢ao pelo 7. cruzi em mumias com mais de 9.000 anos, o
conhecimento cientifico da doenca e o desenvolvimento de medidas eficazes de controle
completaram recentemente um século. Este fato aliado a complexidade do parasito, a
variedade de vetores, a extensdo continental da doenga e a negligéncia de investimentos em
pesquisas contribuem para a necessidade de maiores estudos (tabela 2) visando otimizar o

controle da doenga de Chagas ja conquistado.

Tabela 2 - Demanda de pesquisa para o controle da doenga de Chagas no presente momento,

de acordo com os diferentes niveis epidemiologicos.

Nivel de Controle

Pesquisa requerida

Comentarios gerais

Controle do vetor

Transmissao por
transfusdo sangiiinea

Melhores inseticidas e
metodologia em nivel
peridoméstico

Melhores armadilhas para os
triatomineos em baixas
densidades

Melhor organizagdo da
vigilancia epidemiologica
Monitoramento da migragao
silvestre-doméstica dos
triatomineos
Monitoramento da
resisténcia de triatomineos
aos inseticidas

Sorologia mais rapida,
sensivel e especifica
Farmacos mais efetivos e
nao-toxicos na

A participacdo comunitéria e a
manutencao da vontade
politica numa densidade
vetorial muito baixa serdo
grandes desafios em um futuro
proximo

As relagdes custo-beneficio
pioram nas fases avanc¢adas do
programa, quando o nivel da
transmissao ¢ muito baixo. Em



Transmissao congénita

Acidentes e transplante
de orgaos

Tratamento especifico

Tratamento sintomatico

Organizagao do
programa

quimioprofilaxia
Pesquisa institucional sobre a
qualidade da hemoterapia

Desenvolvimento de
ferramentas para detectar
precocemente a transmissao
congénita

Imunoprofilaxia (ainda ndo
disponivel)

Farmacos mais eficientes
para a quimioprofilaxia
Estudo dos fatores de risco

Farmacos mais eficientes e
menos tdxicos

Cardiopatia: FoArmacos mais
eficientes e procedimentos
para o controle de arritmias,
insuficiéncia cardiaca e
sindrome trombo-embolica;
avanco no diagndstico
precoce da cardiopatia e na
modulacao imune da fibrose
(ndo disponivel); digestivo:
avango no tratamento
farmacoldgico e cirargico
das lesdes digestivas

Como melhorar a
continuidade e qualidade,
bem como o fluxo horizontal
da informagdo e as estruturas
operativas descentralizadas?
Analise das causas,
conseqiiéncias e fatores de
risco envolvendo a falha e o
enfraquecimento dos
programas regionais e
nacionais

geral, uma melhor indicagado e
qualidade da hemoterapia ¢é
requerida, principalmente nas
cidades menores.

Requer melhor organizagado e
cobertura do sistema de
cuidado primario a satide

Nao ha registro/informagao
adequado

Indicagdes para o tratamento
estdo aumentando nos casos
crénicos

Diagndstico precoce e atengao
médica e social adequadas
continuam o maior desafio
para a administracao da doenca
de Chagas humana

Melhora dos centros de
referéncia regionais
concernentes ao controle,
epidemiologia, cuidados
médicos, diagndstico,
entomologia, etc., ¢ requerida

Fonte: Dias e Schoﬁeld,15 1999



Ha 4 formas principais de controlar a doenga de Chagas: o controle vetorial, a melhora
das habitagdes, quimioterapia e vacina¢io.” As duas primeiras estratégias estdo em fase de
implementagdo através de politicas publicas e acordos entre varias nagdes, mas a pesquisa de
novos farmacos encontra-se totalmente relegada pela industria farmacéutica, uma vez que os
unicos dois medicamentos utilizados na clinica sdo da década de 70. Além disso, estudos para
desenvolvimento de uma vacina protetora sdo ainda muito incipientes devido principalmente a
falta de recursos financeiros e pela complexidade do parasito. Ademais, os resultados
existentes neste campo ndo tem ainda resultado em contribui¢des praticas para a reducao da

doenga.

4.2 Trypanosoma cruzi

O T. cruzi' é um protozoario hemoflagelado heteroxénico que possui como hospedeiro
vertebrado inumeras espécies de mamiferos pertencentes a sete ordens com mais de 150
espécies e como hospedeiro invertebrado hemipteros hematdfagos da ordem Hemiptera e sub-
familia Triatominae.'

A infeccdo no hospedeiro vertebrado ocorre quando as formas tripomastigotas
depositadas juntamente com as fezes e/ou urina pelo inseto vetor, invadem a mucosa -
conjuntiva, oral, e nasal principalmente - ou pele com solugio de continuidade.'® As formas
tripomastigotas penetram em praticamente qualquer célula do hospedeiro, onde iniciam sua
transformagado para forma amastigota e se multiplicam através de sucessivas divisdes bindrias
gerando um numero expressivo de aproximadamente 500 amastigotas em um periodo de 120
horas a partir de um tGnico tripomastigota.'® As formas amastigotas sofrem um processo de
diferencia¢do para tripomastigotas as quais através de movimentos vigorosos rompem a
membrana celular e ficam livres no espaco intercelular de onde podem infectar outras células
ou cairem na corrente sanguinea para alcangar outros sitios.

O hospedeiro invertebrado adquire a infeccdo pelo parasito ao realizar o repasto
sanguineo em animais infectados. Quando alcancam o estdmago, as formas tripomastigotas
transformam-se em esferomastigotas e epimastigotas, que migram para o intestino, €
multiplicam-se por divisao binaria originando novas formas epimastigotas. Ao migrarem para
o reto, transformam-se em tripomastigotas e sdo eliminados com a urina e as fezes do inseto
principalmente durante o repasto sanguineo. "'

Todas as espécies de mamiferos sdo consideradas suscetiveis a infeccao pelo 7. cruzi,

e desta forma contribuem na manuten¢do do ciclo do parasito entre mamiferos silvestres o



que, como observado em outras zoonoses, dificulta ou mesmo impede a completa erradicagdo
do parasito apesar de medidas eficazes de controle.'’

O taxon T. cruzi constitui um conjunto complexo e heterogéneo de populagdes que
possui um modelo reprodutivo clonal ou assexuado demonstrado através de estudos
bioquimicos e moleculares.'® Esta heterogeneidade genética do parasito é também explicada
pelas variacdes bioldgicas observadas em modelos experimentais, bem como na expressao
clinica da doenca no homem.'' Estudos isoenzimaticos de diferentes isolados de T. cruzi
realizados a partir da década de 1970 no Brasil mostraram que determinados padrdes
isoenzimaticos do parasito poderiam ser correlacionados com os ciclos doméstico e silvestre
de transmissdo.'” Estes estudos também demonstraram que populagdes distintas do parasito
infectam pacientes cronicos no Brasil e na Venezuela onde as formas clinicas da doencga sao
claramente divergentes.'” A caracterizagio de um grande numero de cepas isoladas de
diferentes hospedeiros em diferentes regides do Brasil permitiu classificar o 7. cruzi em trés
grupos de zimodemas®® a saber: zimodema (Z) 1 associado ao ciclo silvestre de transmissdo
envolvendo um grande numero de espécies de mamiferos e triatomineos silvestres; Z2
associado com a transmissao intradomiciliar envolvendo espécies domésticas de triatomineos
e principalmente humanos, e Z3 associado a mamiferos de habito fossorial como tatus e o
triatomineo Panstrongylus geniculatus o qual vive em associagdo a este hospedeiro. Contudo
vale salientar que parasitos pertencentes a todos estes zimodemas ja foram encontrados
infectando o homem. A associacdo de marcadores isoenzimaticos e estudos biologicos em
modelos experimentais permitiram classificar as cepas de 7. cruzi em trés biodemas I, II e III.
O biodema I tem como protdtipo a cepa Y, sendo constituido por cepas onde predominam as
formas delgadas e o macrofagotropismo na fase aguda da infecgdo, ocasionando elevada
parasitemia e altas taxas de mortalidade. No biodema II, cujo protdtipo € a cepa Sao Felipe,
predominam cepas com multiplicacdo lenta, picos de parasitemia irregulares ¢ mortalidade
variavel, enquanto no biodema III, representado pela cepa Colombiana, predominam cepas
com baixa taxa de multiplicagdo e picos de parasitemia tardios, parasitos da forma larga e
acometimento predominante da musculatura esquelética.”’

Estudos mais recentes utilizando diferentes marcadores bioquimicos e moleculares
permitiram a um grupo de especialistas classificar o tdxon 7. cruzi em duas linhagens
principais: T. cruzi 1 e T. cruzi 117> Entretanto, esta classificagio do taxon 7. cruzi em duas
linhagens principais ja mostrou-se insuficiente, uma vez que a presenca de subgrupos dentro

de cada linhagem vem sendo demonstrada.” **
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4.3 Vetores

O Trypanosoma cruzi ¢ naturalmente transmitido pela urina e fezes de insetos
hematofagos da subfamilia 7Triatomineae. Na fase adulta, as diferentes espécies medem entre
1,6 e 44 mm, e a maioria possui asas que capacitam o voo. Ha 123 espécies de triatomineos, e
todas sdo potencialmente vetoras, mas poucas apresentam importancia no aspecto
epidemiologico.”

O habitat natural dos triatomineos sdo ninhos e locais de repouso de mamiferos e
passaros, caracterizando o ciclo silvestre do vetor. Mas a aproximacdo de populagdes
humanas ao seu ambiente natural permitiu a adaptagdo ao ambiente doméstico de algumas
espécies predispostas, definindo o ciclo doméstico. Cinco espécies de triatomineos tornaram-
se vetores notorios da doenca de Chagas por adaptarem-se tdo bem em colonizar habitag¢des
humanas. Desses, o Triatoma infestans € o principal vetor nos paises do Cone Sul, mas ha
varias outras espécies vetoras domesticadas com importincia secundaria.

Algumas espécies selvagens raramente formam colonias domésticas ou invadem casas
nas formas adultas voadoras, causando casos esporadicos da doenca. Outras, embora
freqiientem o domicilio, ndo sdo capazes de colonizé-lo. Esses fatos explicam a rara aquisi¢ao
vetorial de infeccdo na América do Norte, j& que as espécies locais de triatomineo nao
colonizam casas. Da mesma forma na Amazénia nenhum triatomineo colonizou as

habitacdes. 10

4.4 Formas Clinicas

A evolugdo natural da doenca de Chagas apresenta duas formas sucessivas,
denominadas fase aguda e fase cronica. O periodo da fase cronica sem qualquer manifestacao
clinica da doenga ¢ conhecido por fase indeterminada, na qual localiza-se a maioria dos
individuos infectados. Apos 10 a 30 anos da primoinfec¢dao, os individuos suscetiveis
desenvolvem a forma cronica sintomética da doenca.

A fase aguda que sucede a primoinfec¢do pelo 7. cruzi estende-se por quatro a oito
semanas, com resolugio espontinea em mais de 90% dos casos.*’

A porta de entrada do parasito pode apresentar uma lesdo edemaciada da pele,
conhecida por chagoma, ou edema bipalpebral indolor das palpebras, denominado sinal de
Romafia. Tais lesdes ocorrem geralmente na face em decorréncia das picadas nas partes

descobertas do corpo durante o sono,” e permitem o diagndstico precoce da infec¢do.

Contudo, os sinais agudos da doenca de Chagas sdo predominantemente inespecificos:
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linfadenopatia generalizada, febre, mialgia, cefaléia, hepatoesplenomegalia, edema facial ou
generalizado, rash cutaneo, vomitos, diarréia e anorexia.'

A morte na fase aguda acomete aproximadamente 10% dos infectados, especialmente
criangas, ¢ decorre majoritariamente da miocardite aguda e meningoencefalite causadas pelo
parasito.'’

O diagnostico parasitologico na fase aguda ¢ realizado pela identificacdo direta do
tripomastigota no sangue periférico. Apds a remissao da fase aguda, essa constatacdo ¢ mais
laboriosa e pode obter resultados negativos, pela resisténcia imune a infec¢ao adquirida pelo
hospedeiro. Nessa fase, testes soroldgicos de imunoflorescéncia indireta, hemaglutinacao
indireta e ELISA reconhecem os anticorpos antiparasitarios e confirmam o diagndstico para
doenca de Chagas.

A presenga do parasito em tecidos do hospedeiro pode ser evidenciada pela
constatacdo de acidos desoxirribonucleicos do parasito através da aplicacdo da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR).

As lesdes da fase cronica afetam o coracdo, esdfago, célon e sistema nervoso
periférico. Apds varios anos assintomatico, 27% dos infectados desenvolvem doenca cardiaca,
6% doenca digestiva, principalmente megacdlon e megaesdfago, e 3% apresentam
envolvimento do sistema nervoso periférico.*’

As principais manifestagdes da miocardiopatia chagésica cronica sdo a insuficiéncia

cardiaca, as arritmias cardiacas e os fenomenos trombo-emboélicos.’

4.5 Tratamento Farmacologico

Os 2 farmacos utilizados atualmente para tratamento da infec¢do, o benzonidazol e o
nifurtimox, estdo disponiveis para uso clinico desde a década de 70. Os efeitos colaterais
produzidos por esses farmacos ocorrem em 10 a 20% dos pacientes, podendo exigir a
interrupgdo do tratamento. '’

A introduc¢do da terapia ¢ efetiva em curar pelo menos 50% dos casos agudos recentes
da infecc¢do, confirmada pela reversio soroldgica no seguimento de um ano.’

A indicacdo de tratamento farmacoldgico na fase indeterminada da doenca ¢
controverso. A revisdo realizada por Villar e colaboradores® encontrou reducio significativa
do titulo de anticorpos e de xenodiagnosticos positivos nos pacientes que receberam

medicacdo, mas os beneficios clinicos permanecem inconclusos.
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J& na fase cronica sintomatica da doenga de Chagas, ndo ha evidéncia para recomendar
o tratamento com benzonidazol ou nifurtimox, ¢ estudos com outros farmacos eficazes nesta
fase precisam ser realizados,” assim como o desenvolvimento de novas medidas terapéuticas.
Uma vertente exeqiiivel ¢ a terapia com células-tronco. Vilas-Boas e colaboradores™
realizaram a administracdo intracoronariana de células-tronco em individuos com
insuficiéncia cardiaca chagésica, que mostrou-se segura e eficaz, com melhora de qualidade
de vida e capacidade funcional dos pacientes nos 2 meses apoOs o tratamento.

A pesquisa de novos farmacos com maior eficacia na fase cronica da infecgdo, e
menor toxicidade ao paciente, ndo representa o interesse dos laboratorios de medicamentos.
Das 1393 novas entidades quimicas que entraram no mercado farmacéutico entre 1975 e
1999, apenas 16 eram indicadas para o tratamento de doencas tropicais e tuberculose.’’.
Entretanto, hd varias classes de drogas aprovadas para uso em outras enfermidades ¢ com
atividade comprovada contra o 7. cruzi, que poderiam ser desenvolvidas para o tratamento da

doenca de Chagas.™

4.6 Controle de Vetores

A doenga de Chagas transmitida pelo vetor ¢ essencialmente uma doenga de
habitagdes pobres.'’ O triatomineo domesticado abriga-se nas imperfei¢des das casas de pau-
a-pique e das construgdes, e justifica a relagdo direta entre pobreza e o risco de infeccdo. O
exterminio das populagdes domésticas de triatomineos possui atualmente duas estratégias de
efeito: uso de inseticidas de acao residual e a melhora das habitagdes.

Vérios compostos naturais e sintéticos foram utilizados na tentativa de eliminar os
insetos das habita¢des desde o inicio do século XX. Dentre estes podemos citar o DDT e o
BHC que foram utilizados em larga escala nas décadas de 50 e 60 para o controle vetorial da
malédria e da doenca de Chagas. Entretanto devido aos efeitos adversos e sua elevada
toxicidade ao homem ¢ ao meio ambiente, estes inseticidas foram abandonados e atualmente
seu uso ¢ proibido. A partir de 1980 surgiram os inseticidas piretroides sintéticos utilizados
até hoje. A auséncia de odores desagradaveis e de marcas nas paredes pulverizadas das casas
permitiu sua grande aceitagio pela populagdo.’’ De forma complementar, os programas de
melhora domiciliar objetivam reconstruir ou consertar as casas de modo a torna-las
inabitaveis aos triatomineos.’

A Iniciativa do Cone Sul para a eliminacdo da doenga de Chagas, assinada em Brasilia

em 1991, estipulava uma data para eliminacdo da transmissdo vetorial nos paises
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participantes. Uruguai (1997) e Chile (1999) concluiram no prazo a tarefa, entretanto Brasil
(2000), Argentina (2003), Bolivia e Paraguai (2005) ndo alcancaram o objetivo no limite
predefinido. Em 2000, os resultados preliminares da iniciativa alcancaram redugdao média de
94% do T. infestans, principal vetor da doenga nos paises do Cone Sul.’

Estimulados pela iniciativa dos paises do Cone Sul, programas de controle iniciaram
em 1997 nos paises do pacto andino e da América Central,'® mas a distribuicio geografica e a
capacidade de re-invasao doméstica de um importante vetor da regido nao esta clara. Além
disso, ndo hd métodos efetivos para uso de inseticidas em palmeiras infestadas com
triatomineos'’ cuja importancia epidemioldgica reside no contato com o vetor através do
extrativismo vegetal ou na proximidade das palmeiras com as residéncias.

A andlise do programa de controle da doenga de Chagas no Brasil, realizado no
periodo de 1975 a 1995, demonstrou um alto retorno de beneficios comparado aos custos. Um
ano de vida ajustado para incapacidade (AVAI) foi ganho para cada 260 dolares gastos. O
custo-beneficio foi de 2,01 dolares poupados por dolar gasto em prevencdo. A prevengdo na
hemorrede publica apresentou custo-efetividade menor, e US$ 0,19 ganho para cada doélar
dispendido. Neste periodo, a triagem soroldgica foi efetiva em 81%.

No final do ano 2000 o Brasil foi declarado éarea livre de transmissdo vetorial da
doenca de Chagas uma vez que dos 12 Estados onde ainda havia registros de transmissao
vetorial até a década de 90, em 10 deles a transmissao ja havia sido interrompida e nos dois
estados restantes o trabalho de controle quimico do vetor encontrava-se bastante avancado.’

Os programas de controle da doenga de Chagas mostraram ser efetivos em reduzir a
incidéncia da infec¢do, e resultaram num custo econdmico muito menor para prevencao,
quando comparado ao dispendido no tratamento da doenca cronica. Esses resultados
demonstraram a viabilidade do controle futuro da doenca, contudo a implementacdo e
manutengdo das medidas de controle dependem do cenario politico, e sua fragilidade inquieta
os pesquisadores. Uma das preocupagdes atuais ¢ a continuidade em longo prazo dos
programas, baseada na tendéncia ja evidenciada em algumas regides do Cone Sul de relaxar o
controle e cortar recursos, quanto mais se avanga no controle de vetores e na escassez da
transmissdo.”* Também o surgimento de epidemias locais pode significar a suspensdo do
controle da doenca de Chagas, com o remanejamento dos recursos para as medidas
emergentes necessarias.

As espécies de triatomineos de maior expressao epidemiologica estdo
progressivamente sendo eliminadas dos ecotopos domésticos pelo uso do inseticida, contudo

, . . , . . . -~ . 110
espécies domesticadas secundarias podem emergir como complicagdes do controle vetorial. ™
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> Corrobora esta hipotese a observacio de que o Triatoma sordida costuma ocupar os
domicilios onde a espécie 7. infestans foi erradicada, depois de cessada a agdo residual dos
inseticidas empregados nas campanhas profilaticas.”

As modificagdes ou a extingao de ecotopos silvestres dos vetores podem suscitar a
busca e adaptacdo destes ao ambiente doméstico. No nordeste, a devastacdo dos ecossistemas
naturais, que motivou a escassez de hospedeiros silvestres para alimentagdo sanguinea, parece
estar envolvida na adaptagdo do triatomineo Panstrongylus megistus ao domicilio humano,
até chegar ao estado atual.”

Uma andlise de outras doengas com causas socioecondmicas mostrou que a queda no
numero de infec¢des chagasicas ¢ devido as atividades preventivas, e ndo a uma melhora geral
nas condi¢des de vida.>® Dessa forma, nos raros casos de infeccdes causadas por vetores

selvagens, inclusive nas microepidemias familiares,*

as pessoas infectadas enfrentardo as
mesmas dificuldades para o atendimento em satde, o diagnostico precoce e a instituigdo de

tratamento farmacologico eficaz existentes hoje.

4.7 Imunidade na Doenca de Chagas

A entrada do 7. cruzi no hospedeiro inicia a infec¢do aguda e desencadeia multiplos
mecanismos imunes, com elevagdo dos titulos de anticorpos responsaveis pelo diagndstico
sorologico da doenca de Chagas ap6s aproximadamente 2 semanas. Estas respostas imunes
sdo capazes de controlar a infeccdo aguda, que remite espontaneamente, entretanto, sao
incapazes de eliminar a infecgdo pelo parasito.” *

As diferentes formas do 7. cruzi sdo alvos potenciais de respostas imunes distintas do
hospedeiro. As formas tripomastigotas extracelulares circulam no sangue estando expostas a
destruicao por anticorpos ou através da lise mediada pelo complemento, assim como por
fagocitos ativados. Dessa forma, os antigenos de superficie dos tripomastigotas sao
candidatos naturais a produzir uma resposta humoral protetora.’

Ja as formas amastigotas ocupam o ambiente intracelular, estando inacessiveis aos
anticorpos circulantes. A defesa contra estas formas ¢ uma fun¢do da imunidade celular,
mediada pelos linfécitos T que reconhecem as células infectadas por antigenos expressos na
superficie celular. " Apesar de relativamente pouco ser conhecido sobre a biologia celular das
formas amastigotas ou das moléculas secretadas por elas, ¢ logico supor que durante o
processo de replicagdo, proteinas do parasito entram na via de processamento do MHC de

classe I e produzem epitopos apresentados aos linfocitos T.*
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As razdes que justificam a manutencdo da infec¢do cronica pelo 7. cruzi apontam uma
combinagdo de respostas imunes inapropriadas e evasdo parasitaria sofisticada, que permite

ao parasito evitar a eliminacdo pelo hospedeiro.'’

4.7.1 Patogenia da Doenca Croénica

A causa determinante da patogenia da doenca na infeccdo chagasica ¢ ainda
intensamente debatida.’> *® Por muitos anos, especulou-se que a resposta imune a auto-
antigenos estimularia a inflamacao cronica e a morte celular na doenca cardiaca.

A dificuldade em demonstrar a presenca do parasito nos tecidos cronicamente afetados
unida a demonstra¢do de que anticorpos contra o parasito reconheciam tecidos do hospedeiro
sugeriu que a doenca de Chagas cronica apresentasse um componente auto-imune ou mesmo
que essa fosse sua génese. Essa teoria foi corroborada pela indugdo experimental de lesdes
cronicas semelhantes as humanas pela inoculagdo de extratos do parasito.38 Dessa forma, a
vacina poderia exacerbar a doenga ao invés de protegé-la. Entretanto, técnicas mais precisas e
recentes detectaram a presenca do DNA do 7. cruzi ou seus antigenos no sangue e tecido
cardiaco em animais experimentais ¢ humanos®® com doenca de Chagas. Também a
reativagdo da doenga aguda em pacientes imunossuprimidos pela AIDS ou quimioterapicos
imunossupressores demonstra que o parasito persiste no hospedeiro mesmo apds a fase aguda
da doenga em equilibrio com o sistema imune do hospedeiro.® Esses fatos redefiniram o valor

da vacina e da terapéutica no controle da infeccao.

4.7.2 Resposta Imune Experimental

O modelo imune conhecido da infec¢do aguda e cronica na doenca de Chagas ¢
principalmente baseado em animais e, muitas das observagdes experimentais, concordam com
um nimero limitado de estudos humanos.?” Diversas células e moléculas efetoras mostraram-
se relacionadas com a resisténcia a infeccdo experimental, sendo de importancia reconhecida
para estimulagdo da imunidade protetora.” Entre elas, constam as células T CD8+,*> % *! a
resposta T helper tipo 1,'° o interferon-gama *' e a resposta humoral.*

Permanecem os esfor¢os para compreender a resposta imune protetora contra a
infeccdo pelo 7. cruzi e desenvolver uma vacina capaz de estimular apropriadamente as
respostas humoral e celular. Contudo, a historia natural da doenga de Chagas, com rara

evolugdo para cura, suscita a davida pertinente: vacinas contra doencas que nao induzem uma

boa resposta imune serdo exitosas?'’
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4.7.3 Evasao Imune

Ha curiosidade cientifica internacional sobre a forma como pelo menos parte da
populagdo do 7. cruzi durante a infeccdo em humanos escapa a resposta imune do hospedeiro
por décadas até a cronicidade.*

As moléculas do parasito que deprimem direta ou indiretamente a resposta imune do
hospedeiro ou interferem com a modulacido das moléculas de adesdo da célula infectada
(MHC, receptores de lecitina, matriz extracelular, incorporacdo do DNA) ja foram relatadas,
mas nao permitiram o entendimento maior de como o parasito mantém a infeccao crénica em
hospedeiros imunocompetentes.*’

Dois modelos foram propostos para explicar a falha na resposta imune do hospedeiro:

A) Respostas policlonais

A capacidade do 7. cruzi de expressar um numero estimado de 10.000 proteinas
demonstra o potencial do parasito em oferecer centenas ou milhares de proteinas distintas as
vias de processamento do MHC de classe 1 das células infectadas.”® Na infecgio aguda, tal
estimulo ativa conjuntamente diversos clones distintos de linfocitos B e T, produzindo uma
resposta policlonal. Uma analise da utilizagdo intensa sofrida pelos genes que codificam o
repertorio de células B e T durante a infeccdo demonstrou-se incompativel com respostas
oligoclonais.**

A resposta policlonal ¢ essencialmente inespecifica, e por isso incapaz de organizar
uma defesa eficaz do hospedeiro, permitindo a evasdo imune do parasito.”> * Segundo
Minodprio, 98% das células B ativadas pela infeccdo sdo produtoras de anticorpos
inespecificos, em concordancia com a natureza policlonal da resposta da célula B. No que
tange a resposta celular T CD8+, a pequena densidade de cada peptideo apresentado poderia
ndo alcancar a minima necessaria para ativar uma resposta especifica.”

A presenga de familias de genes que codificam proteinas sem atividade aparente
atribui, dessa forma, uma fun¢do a essas proteinas de contribuir na geracdo de respostas
policlonais. E o caso da familia de genes das transialidases, composta por mais de 800
representantes, dos quais apenas uma minoria possui atividade identificada.*’

Minoprio** propde que uma estratégia para produzir imunidade deve incluir estudos
esclarecedores dos mecanismos utilizados pelos patégenos para ativar respostas policlonais, o
isolamento das particulas responséveis pela ativagdo e sua neutraliza¢do ou inativagdo da acao

no hospedeiro.
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B) Fungdo antagdnica dos peptideos

A expressdo de um grande nimero de proteinas pode ainda produzir um efeito
antagdnico de alguns peptideos sobre outros, inibindo a ativagdo da resposta inata e de células
T. Assim, a célula T exposta ao peptideo antagonico tornar-se-ia refrataria a ativagao por seu
peptideo respectivo.”

Uma associagdo deste efeito sobre as células T com a ativacdo policlonal ¢ uma
densidade de epitopos que em sua maioria sdo incapazes de ativar uma resposta especifica e
que a0 mesmo tempo antagonizam a funcao das células T ja ativadas, desta forma impedindo

a resposta imune efetiva do hospedeiro.

4.8 Vacinas

Um numero consideravel de vacinas contra infecgdes virais e bacterianas utilizadas na
medicina tem reduzido drasticamente a morbidade e mortalidade destas doencas na populacao
humana.

Apesar dos esforcos envidados por varios grupos de pesquisa no desenvolvimento de
vacinas contra doengas parasitarias, ndo existe atualmente nenhuma vacina disponivel para o
controle das doengas parasitarias como a maldria, esquistossomose, leishmanioses, filarioses e
tripanossomiases que afetam cerca de 25% da populagio mundial.*°

Estes parasitos causam infec¢des cronicas e persistentes € em muitos casos envolvem
diferentes estdgios morfoldgicos dos agentes etioldgicos durante o processo de infeccdo e
desenvolvimento da doenga. Uma vacina para ser efetiva deve proteger contra mais do que
um estdgio infectivo e gerar uma resposta imune protetora apropriada. Os parasitos por sua
vez desenvolveram vdrias estratégias para se evadir da resposta imune do hospedeiro. Os

antigenos envolvidos sdo em geral complexos dificultando sua identificacdo e a resposta

imune induzida por vezes nao ¢ totalmente compreendida.

4.8.1 Padronizacio dos Métodos Experimentais

Muitos esforcos ja foram empregados na busca de uma vacina para doenca de Chagas,
contudo nao ha uniformizacao dos métodos adotados nas pesquisas experimentais realizadas,
€ muito poucos artigos justificam suas escolhas metodologicas. O resultado final ¢ uma
aparente arbitrariedade dos métodos empregados, e uma limitagdo importante na comparagao
dos achados.?’ Varias evidéncias apontam diferentes resultados a partir de modificacdes nas

variaveis envolvidas para imunizacao de animais.



18

O impacto do tamanho do inoculo na protegdo foi demonstrada por Szarfman e
colaboradores.*> Neste estudo, a variagio do tamanho do indculo produziu uma gradagio na
protecao parcial, com as médias de parasitemia e letalidade menores quanto maior o inodculo
de epimastigotas responsavel por conferir protecao a reinfeccao com tripomastigotas, € quanto
menor o indculo deste. Os titulos de anticorpos também mostraram relagdo direta com
indculos maiores de epimastogotas.

Kierszenbaum*® demonstrou que camundongos imunizados com 2 doses de parasitos
mortos obtiveram médias maiores de sobrevivéncia que aqueles imunizados com apenas 1
dose, apesar dos dois grupos alcancarem protecdo significativa comparativamente aos nao
imunizados. Resultado semelhante condicionado a segunda dose da vacina na redugdo da
parasitemia foi encontrado por Menezes.*’

A via de inoculagdo utilizada na imunizacdo determinou o desenvolvimento da
imunidade protetora, no estudo experimental conduzido por Wrightsman e colaboradores.™
Apds inoculagdo com 103 tripomastigotas, apenas os camundongos vacinados com
inoculagdo subcutanea apresentaram reducdo na parasitemia e sobreviveram a infecgao,
enquanto a imunizacao pela via intraperitonial foi totalmente inefetiva.

A proposicdo de novas vias de administracdo, como a transcutanea, a oral, a retal, e a
ingestdo de plantas transgénicas ou quiméricas agregard maior complexidade na escolha e
confrontacio dos resultados.”

Entre as espécies de mamiferos submetidas aos experimentos, predominam
grandemente os camundongos, o que poderia favorecer a confrontagdo dos achados, nao fosse
a variedade de linhagens empregadas, com diferentes graus de resisténcia a infecgao pelo T.
cruzi. A maioria dos experimentos relacionados a vacina¢do contra o 7. cruzi usaram
camundongos BALB/c ou C57BL/6. Apesar desses camundongos morrerem apds infec¢ao
com tripomastigotas de certas cepas, eles ndo sdo tdo suscetiveis a infeccao pelo 7. cruzi
como o camundongos A/Sn.*' A resposta humoral & vacina, da mesma forma, apresentou
resultados diferentes, com anticorpos especificos detectadas apenas apés a segunda dose de
vacina no camundongo B6, enquanto no BALB/c ja apos a primeira dose os titulos
aumentaram. '’

A infeccdo também foi realizada com cepas de tripomastigotas de viruléncias variadas,
homologas ou heter6logas as cepas usadas para imunizag¢do. Os calendarios para a vacinacao

e infec¢do ndo foram uniformes.’
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4.8.2 Protecao

A resisténcia a infec¢do conferida pela vacinagdo prévia caracteriza a prote¢do de uma
vacina. A maioria dos trabalhos experimentais realizados correlaciona a capacidade de
protecao a sobrevivéncia de animais a doses outrora letais de tripomastigotas e a redugdo da
parasitemia na infec¢ao aguda, alcangando resultados significativos.

Esses fenomenos, entretanto, estdo diretamente relacionados a fase aguda da infeccao,
e seu impacto na redugdio das manifestacdes cronicas da doenca é controverso. E necessario
demonstrar que uma fase aguda branda confere protecao as lesdes cronicas da doenga, pois,
de outra forma, a mera atenuacdo da forma aguda ndo podera ser tomada como critério de
protegdo, j4 que os poucos parasitos sobreviventes podem desencadear a lesdo cronica.’

A protecao total oferecida por uma vacina resulta em uma imunidade estéril, com
100% dos animais protegidos da infeccdo apds a vacinagdo. Este grau de imunidade para o 7.

cruzi ainda ndo foi alcangado por nenhum dos experimentos.*”

4.8.3 Vacinas Experimentais

Inicialmente, os pesquisadores estimularam a prote¢ao ao desafio com dose letal de T.
cruzi através da imunizagdo prévia com doses sub-letais do mesmo parasito, alcangando
resultados parciais com médias menores de letalidade e parasitemia.” Outras evidéncias
corroboraram essa capacidade de protecdo, como a auséncia de alteracdes histopatologicas em
miocardio, musculo esquelético, figado e baco nos animais sobreviventes apos 75, 105 e 150
dias da infecgio.”

A infeccdo residual decorrente da imunizacdo com parasitos vivos impulsionou a
elaboragdo de vacinas compostas pelo parasito intacto morto ou vivo e atenuado, neste caso
causando uma infec¢ao ndo progressiva, pela incapacidade de reproduzir-se. A aviruléncia do
parasito era produzida pelo tratamento prévio com agentes atenuantes quimicos, radiacao, ou
passagens seriadas em cultura, mas objetivando preservar sua imunogenicidade.”” Entretanto,
a reversdo para forma virulenta de parasitos atenuados e a resisténcia de qualquer nimero de
tripanossomas ao tratamento letal poderiam predispor a primoinfeccio.

A auséncia de parasitos sobreviventes pdde ser confirmada em estudos realizados com
a cepa Tulahuén quando os parasitos foram tratados com perclorato de sddio antes da
inoculacdo. Nenhum organismo moével foi observado a microscopia Optica, e as culturas com

o preparado foram todas negativas mesmo apds 12 semanas de incubagdo, enquanto as
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culturas controles eram positivas geralmente entre 2 e 4 semanas. A mesma cepa tratada com
cloreto de sodio foi incapaz de exterminar 100% dos parasitos.*®

Uma série de experimentos em caes e camundongos buscou demonstrar que a cepa Y
de T. cruzi, altamente virulenta para camundongos, mantida através de passagens seriadas em
cultura tornou-se avirulenta. Entretanto, em experimentos de imunizacdo de camundongos,
foram observados dois resultados de hemoculturas positivas, atribuidos a persisténcia de
parasitos originais do indculo.”® Além disso, uma reducio significativa de alteragdes tissulares
nos camundongos imunizados também foi relatada.” Esta mesma cepa avirulenta foi utilizada
para imunizar dois voluntarios homens, com auséncia de sinais clinicos e laboratoriais de
infec¢do decorridos 5 anos da vacinagdo.*® *

Basombrio e colaboradores™ utilizando a cepa Tulahuén atenuada imunizaram
camundongos com objetivo de demonstrar que a atenuagao da fase aguda da infec¢do poderia
estender-se a fase cronica, confirmado pela prevencdo significativa das lesdes no musculo
esquelético, no coragdo, no colon, e na bexiga observada ao 2°, 6° ¢ 10° més pds-infecgao.

Apesar de haver evidéncias contrarias a permanéncia de patdgenos virulentos, a
protecdo oferecida pelas vacinais com parasitos atenuados ou mortos foi semelhante a
oferecida pela imunizagdo com formas vivas do 7. cruzi, com resultados parciais decorrentes
de menor letalidade e parasitemia expressas nos animais vacinados. *’- *% -3

Um novo modelo de imunizagdo comegou a ser aplicado, visando expor antigenos
intracelulares de 7. cruzi a partir da lise celular. Diferentes técnicas foram aplicadas para
romper as células dos parasitos e selecionar fragdes com maior potencial imunogénico,
contudo, partilhando as dificuldades técnicas ja vivenciadas para esterilizar as vacinas com
parasitos mortos. A prote¢do parcial ndo mostrou resultados melhores do que os modelos
anteriores (tabela 3), mas estes estudos contribuiram para compreensdo da resposta imune do
hospedeiro.?

A fracdo flagelar de epimastigotas da cepa Tulahuén obtida por fracionamento em
centrifugacdo diferencial e posterior purificagdo por gradiente de densidade, utilizada na
imunizacdo de animais mostrou reduc¢do significativa da parasitemia e sobrevivéncia de 100%
dos camundongos imunizados.*

Com a evolugdo das técnicas laboratoriais, tornou-se possivel selecionar proteinas
contidas em fracdes do parasito e testar a capacidade destas isoladamente em gerar protecao.
Ao modo de outras fragdes, algumas proteinas purificadas da fracdo flagelar mostraram
resultados protetores semelhantes aos das fragdes totais. E o caso da proteina do corpo

. . A . . . . 50
paraflagelar purificada, que conferiu sobrevivéncia a 100% dos animais vacinados;” e dos



21

antigenos purificados empregando o anticorpo monoclonal FCH-F8-4 em fra¢des flagelares,
que reduziu significativamente as médias de parasitemia.® A presenca de anticorpos contra

estes dois antigenos foi testada e confirmada em amostras de soro de pacientes chagasicos
6, 50

\

cronicos, com reagdo positiva de todos os 16 pacientes expostos a proteina do corpo
paraflagelar.

Da mesma forma, a engenharia genética permitiu sintetizar por tecnologia
recombinante proteinas reconhecidamente imunogénicas ou ainda trechos de aminoacidos
pertinentes a estas proteinas, viabilizando a manipulagdo de antigenos que antes s6 poderiam

50, 5 ’
%7 ¢ as proteinas de

ser obtidos a partir do proprio parasito. As proteinas flagelares
superficie de amastigotas®' sdo exemplos de antigenos inicialmente obtidos por purificagio,
que passaram a ser produzidos através da tecnologia do DNA recombinante para imunizagao
experimental contra a infec¢ao pelo 7. cruzi.

A biologia molecular tornou possivel definir a localizagdo de epitopos imunogénicos
contidos numa proteina reconhecidamente protetora. Para tal, a proteina de superficie de
amastigotas 2 recombinante (ASP-2) foi desmembrada em por¢cdes menores de aminoacidos,
e dessas apenas a fracdo de proteina recombinante compreendida entre os aminodcidos 261 a
500 da ASP-2 conferiu protecdo. Este trecho foi novamente dividido em duas porgdes, uma
com os aminoacidos 261 a 380, e outra de 381 a 500 e realizou-se a vacina¢do pelo mesmo
método. Observou-se, assim, que a primeira por¢do da proteina produziu prote¢do igual ao
trecho de 261 a 500, enquanto a segunda por¢ao protéica foi incapaz de produzir qualquer
protecdo, sugerindo que proteinas recombinantes ainda menores, ou até mesmo peptideos
sintéticos, podem ser utilizados para vacinagdo.!

A imunizacdo com proteinas recombinantes do Trypanosoma rangeli, protozoario
indiferenciavel do 7. cruzi pelos anticorpos do hospedeiro, mas ndo patogé€nico para o
homem, produziu protecdo parcial dos animais caracterizada pela parasitemia mais
controlada, queda na mortalidade e reducdo do infiltrado inflamatério e de pseudocistos em
coragdo e musculo esquelético no modelo murino.”® Tripanossomas ndo patogénicos de
roedores também foram experimentados em outros modelos vacinais, contudo sem conferir
qualquer protecio.”

Paralelamente aos esfor¢os na identificacdo de candidatos a vacina, muitos adjuvantes
foram testados na modulagdo de imunidade protetora. Além do objetivo de melhorar
diretamente a eficdcia das vacinas, propds-se a administragdo conjunta dos adjuvantes para
iniciar a resposta imune celular, direcionar a resposta Thl e obter ativagao dos linfocitos T

. roe 3 . .. 39
citotoxicos.”” O emprego desses adjuvantes, contudo obteve sucesso limitado.



Tabela 3 - Algumas das vacinas tradicionais testadas contra 7rypanosoma cruzi
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Estratégia de Modelo Animal Sobrevivéncia % Ref.
Vacinac¢io (dpi)*
Trypanosoma cruzi
tratado com:
Thimerosal Macaco 0 [45,46]
camundongo
Formalina Camundongo 0 [47]
Pulverizagao Camundongo 100 (10-15) [48]
Congelamento e Camundongo, cobaio 70 (120) [49]
descongelamento
Sonicagao Camundongo 0 [50,51]
Ruptura por pressdo Camundongo 80-100 (120) [52]
Irradiacao Camundongo 80-100 [53,54]
Fracoes subcelulares 7.
cruzi
Solavel Camundongo 85 (150) [55]
Flagelar Camundongo 90-100 (60) [56,57]
Membranas Camundongo Nao detectada [58]
T. cruzi vivo atenuado
por:
Droga de tratamento
Tripaflavina Camundongo 100 (30) [59]
Actinomicina D Camundongo 100 (13) [60]
Bayer 7602 Camundongo 100 [61]
Primaquina Camundongo 100 [62]
L-furaltodone Camundongo 100 (11) [63]
Passagem serial em [64-68]
cultura
Camundongo 100 (13-77)
Cao 100 (30)
Imunomodulares nao-
especificos
BCG Camundongo Nao detectada [69]
Dipeptideo Muramyl Camundongo 57 (36) [70]
Levamisole, Camundongo 0 [71]
isoprinosina
Corynebacterium
parvum

* A sobrevivéncia dos animais experimentais foi observada por n dias ap6s a infecgao.
BCG: Bacilo Calmette-Guérin; dpi: dias ap6s a infecgao.

Fonte: Garg ¢ Bhatia,’ 2005

As vacinas com proteinas purificadas e recombinantes tornaram os indculos mais

seguros, pois encerraram as possibilidades de parasitos virulentos misturados a amostra, e

reduziram o nimero de antigenos possibilitando consequentemente a redugdo de anticorpos
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gerados no processo capazes de reagir com tecidos do hospedeiro.” No entanto, os resultados
alcangados com estes modelos experimentais mostram o predominio da indugdo de resposta
imune humoral mostrando que tanto vacinas com parasitos atenuados, bem como aquelas que
utilizam antigenos purificados ou recombinantes foram insuficientes para controlar a infec¢ao
limitando-se a protegdo parcial contra o T. cruzi.”’

A limitacdo dos resultados obtidos com os modelos vacinais descritos acima
impulsionou a pesquisa de novas formas de vacina, ainda em estagio experimental, ¢ de novas
tecnologias para selecdo de antigenos e inducdo de respostas protetoras humoral e celular. No
campo de pesquisa das vacinas, a imunizacdo com plasmideos de DNA, hd mais de uma
década em estudo, obteve alguns resultados promissores na imunizagdo contra a infec¢do pelo
T. cruzi, além de oferecer algumas outras vantagens.’

A vacina com plasmideos de DNA ou simplesmente vacina de DNA baseia-se na
inclusdo de genes que codificam proteinas antigénicas aos plasmideos. Estes sdo inoculados
no organismo do hospedeiro e fagocitados por células apresentadoras de antigenos e células
dendriticas. Dessa forma, o plasmideo se interioriza na célula e utiliza o aparato celular do
hospedeiro para transcrever e traduzir a proteina imunogénica que estimulard respostas
imunes especificas. Na seqiiéncia de nucleotideos do plasmideo, também estao codificados os
elementos regulatdrios da expressdo gé€nica como os promotores, os acentuadores e o0s
terminadores, ¢ podem ser incluidas seqiiéncias imuno-estimulatérias com fungio adjuvante.”

A vacina de DNA demonstrou estimular a imunidade inata e humoral, e poder
produzir respostas celulares eficazes mesmo na auséncia de adjuvantes (tabela 4), sendo capaz
de induzir excelente memoéria imune.’' Contudo, a dificuldade de reproduzir resultados tio
promissores do modelo murino em primatas e humanos ndo permite o estabelecimento preciso
dos fatores que determinam a eficicia em humanos para a vacina com plasmideos de DNA.*’

Em experimentos com plasmideos de DNA contendo genes que codificam as proteinas
do 7. cruzi cruzipaina,”’ o antigeno de superficie de tripomastigotas-1 (TSA-1),'” a ASP-2*
produziram imunidade parcial, sem, entretanto produzir imunidade estéril. Da mesma forma,
nenhum experimento com vacinas de DNA contra a doenga de Chagas mostrou produzir
imunidade total.

A protecdo comparada da vacinagdo com plasmideo de DNA, ou com proteina
recombinante ou pelos dois métodos conjuntamente, com o plasmideo de DNA seguido de
proteina recombinante, ndo mostrou diferencas significativas na sobrevivéncia dos animais
apo6s infecgdo por 7. cruzi, apesar da vacinagdo de DNA seguida por proteina recombinante

ter aumentado a protecdo em outras patolo gias.6O
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Antigeno Adjuvante Resposta Sobrevivéncia Ref.
utilizado imune % (dpi*)
Vacina protéica
Gp90 Saponina Ab 60 (100)° [104]
Gp56 Adjuvante de Ab 40 (12) [105]
Freund
Gp82 Alimen Ab, citocina Nio detectada® [106]
Thl
PFR-1, PFR2T Alimen, IL-12, Ab, citocina 100 (30-60)° [107-109]
Thl, CTL
CRP Adjuvante de Ab, citocina 10 (40)" [110]
Freund Thl
TC52 Alumen, Ab, célula T 62 (120)° [111]
Bordtella
pertusis
Cruzipaina+ IL-12, Ab, IgA, Ab,  67-82 (60-100)° [112-114]
CpGODN citocina Thl
Vacina de DNA
TST Ab, citocina 100 (50)*" [115]
Thl
KMP11 IL-12 + GM- Ab, citocina 50 (70)° [116]
CSF Thl
TSA-1T Ab, citocina 60 (140)" [82,117]
Thi, CTL
CRP Lytic Ab, 100 (40)° [110]
citocina Thl
Cruzipaina CTL Nao detectada [118]
ASP-1T IL-12+GM-  Ab, citocina <60 (140) [82]
CSF Thl, CTL
Asp-2t IL-12+GM-  Ab, citocina 80 (140)" [82]
CSF Thl, CTL
Tssat IL-12, RANK-L  Ab, citocina 80-100 (40)° [119,120]
Thl
ASP-clone 9 Ab, citocina 100 (60)° [96]
Thl
Proteina formadora  IL-12 + GM- Ab, citocina 80 (75) [94]
de poro LYTI CSF Thl, CTL
FCaBP IL-12 + GM- Ab, citocina 0(75) [94]
CSF Thl, CTL
TCB3 IL-12 + GM- Ab, citocina 0 (75) [94]
CSF Thl, CTL
Biblioteca Ab [121]
genOmica de 7.
cruzi
ASP-1+ ASP-2 + IL-12 + GM- Ab, citocina 83 (140)° [82]
TSA-1 CSF Thl
Membros da 75 (75) [94]

familia TS
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Membros da 25 (75) [94]
familia das

mucinas

Imunoterapéutica

(vacina de DNA)

TSA-11 70 (45)>"* [122]
TC241 100 (45)%" [122]

* A sobrevivéncia dos animais experimentais foi observada por n dias apos a infec¢ao.

Estes antigenos demonstraram prover varios graus de prote¢do em diferentes linhagens de camundongos.
Uma vez infectados, animais imunizados exibiram muito baixa (<10%)*, moderada (~50%)" ou similar"
parasitemia como detectada nos animais nao imunizados e infectados (dados apresentados sdo do modelo animal
que exibiu a melhor prote¢do). ~ Imunizagio com esses antigenos demonstraram decair a severidade da doenca
cronica, avaliado por analise histopatologica da bidpsia de tecido cardiaco.
Ab: Resposta humoral do anticorpo; ASP: Proteina de superficie de amastigotas; CTL: Atividade citotdxica do
linfocito T; CpGODN: Oligonucleotideo CpG; CRP: Proteina regulatoria complementar; dpi: dias apos a
infec¢do; FaCaBp: Proteina ligadora de Ca2" flagelar; GM-CSF: Fator estimulador de coldnia granuldcito-
macrofago; Gp: Glicoproteina; HSP70: Proteina de choque térmico 70; IL: Interleucina; RANK-L: Receptor
ativador da ligagdo NF-kB; Ig: Imunoglobulina; KMP: Antigeno da membrana do cinetoplasto; PFR: Proteina
rod paraflagelar; TC: Tiol transferase; TCb3: Homologo da subunidade b-3 do complexo da adaptina AP-3; Thl:
Tipo de linfécito T-helper; TS: Trans-sialidase; TSA: Antigeno de superficie de tripomastigotas; TSSA:
Antigeno de superficie TS.

Fonte: Garg e Bhatia,® 2005

Os conhecimentos atuais acerca da vacina de DNA equilibram potenciais vantagens e
danos. Entre as vantagens ja conhecidas estdao a producdo mais barata em larga escala, a facil
manutengdo do controle de qualidade, e a dispensa de refrigeracdo, que favorecem sua futura
implementagdo para as doengas negligenciadas.” Contudo, os riscos de induzir a entrada de
material genético heter6logo sdo desconhecidos em humanos.

A integracdo do DNA plasmidial em cromossomos de células somaticas do
hospedeiro, fendmeno conhecido por mutagénese de insercao, poderia ativar oncogenes ou
inativar genes supressores de tumor, precipitando o desenvolvimento de células cancerosas. A
recombinacdo homoéloga ¢ um evento menos freqiiente que também pode inserir o DNA
plasmidial no genoma celular e potencialmente causar cancer. Esses riscos sdo reduzidos
pelas técnicas aplicadas na constru¢ao dos plasmideos, entretanto, apenas testes clinicos de
longa duragdo com voluntdrios permitirdo mensurar o potencial oncogénico das vacinas de
DNA em humanos.”

Bhatia e colaboradores®® recentemente empregaram a informatica associada a
estratégia experimental para identificacdo de antigenos altamente conservados em diversas
cepas clinicamente relevantes do 7. cruzi e que estdo presentes em multiplos estagios do
parasito. Tal estratégia primeiramente seleciona no genoma conhecido do parasito, genes
codificadores de proteinas para o estudo experimental posterior, sendo assim denominada

vacinologia reversa. Os resultados alcancados validam a aplicacdo da bioinformatica na
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avaliagdo gendmica e identificagdo de proteinas associadas & membrana do parasito que sao
candidatas potenciais a vacina.

Esforgos futuros sdo necessarios na identificacao de sistemas de vacinagdo eficientes,
adjuvantes e regimes de vacinacdo para aumentar as respostas protetoras a ja conhecidos
candidatos  vacinais. Dada a complexidade do genoma do parasito, o0s
varios estagios do ciclo evolutivo no hospedeiro, e as variagdes das cepas, € essencial que se
empregue esforcos na escolha de candidatos apropriados a vacinas.”

Tantas intervengdes variaveis podem gerar certo grau de ceticismo para o eventual
desenvolvimento e produg¢do de uma vacina contra doenga de Chagas. Entretanto alguns
desses problemas podem ser mais académicos que praticos € ndo necessariamente precisam
ser resolvidos antes que uma vacina efetiva seja alcancada.” Ironicamente, ha menos
conhecimento acerca do genoma e proteoma do Schistosoma mansoni causador da
esquistossomose e do Ancylostoma duodenale causador da ancilostomose, em que hé estudos
clinicos da vacina em humanos em andamento, do que para a maioria das outras infec¢des em
que nenhum estudo humano esta em andamento, como a doenca de Chagas, demonstrando
que o conhecimento técnico ndo é o fator limitante."?

O desenvolvimento de uma vacina profilatica eficaz apresenta muitos desafios, € o
progresso ¢ lento, apesar dos varios anos de esforcos. Contudo, dada a habilidade do parasito
em evadir-se do reconhecimento imune e sobreviver por longo tempo em hospedeiros
imunocompetentes, Garg e Bhatia® concluem que é improvavel que vacinas contra o 7. cruzi
sejam eficientes em prevenir a infeccdo ou oferecer imunidade estéril. Entretanto, vacinas
capazes de reduzir a parasitemia poderdo ser eficientes em eliminar a ativagdo imune
persistente mediada pelo parasito e diminuir a lesdo tissular, e assim evitar a progressdao ou

reduzir a severidade da doenga cronica.
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5 CONCLUSAO

Todos os antigenos definidos testados até entdo, individualmente ou em combinacao,
com ou sem adjuvantes, falharam em produzir imunidade estéril contra a infeccdo pelo T.
cruzi em 100% dos animais vacinados.

Certo grau de prote¢do através de vacinacdo avaliado pelo aumento da média da
sobrevivéncia e atenuacdo na fase aguda da doenca de Chagas foi alcancado na maioria dos
experimentos. Contudo, os protocolos utilizados nestes estudos ndo foram padronizados e
desta forma limitam a comparacao de resultados entre os diferentes estudos experimentais.

O conhecimento acerca da resposta imune na infeccdo pelo 7. cruzi envolvida na
protecdo parcial de animais avangaram com as pesquisas, assim como a tecnologia disponivel
para o desenvolvimento da vacina cresceu a cada década, ampliando as possibilidades de
imunizac¢ao e controle da resposta protetora.

A protecdo documentada nos experimentos atuais, assim como a dificuldade de
padronizagdo dos métodos guarda grande semelhanga com os resultados revisados por Brener
ha mais de 2 décadas, sugerindo que ndo houve melhora na estimulagao da resposta protetora.

Este resultado sugere duas hipdteses, a saber: a resposta protetora nao se tornou
possivel porque ainda nao foi desenvolvido um modelo adequado de estudo para imunidade
na doenca de Chagas, ou a elicitagdo de uma imunidade protetora ndo sera desenvolvida por
limitagdes da relacdo entre a imunidade do hospedeiro e os mecanismos de evasdo imune do

parasito.
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