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Identificação de regiões do Genoma importantes no controle da doença
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Figura 1: Estante ventilada para a manutenção de animais em condições
sanitárias e de ambiente controladas
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Resenha histórica

O crescimento da pesquisa cien-
tífica, revelando importantes des-
cobertas na área da saúde, se ini-
ciou há pouco mais de um século,
quando epidemias varriam cons-
tantemente os continentes, diziman-
do as populações ou acarretando
alterações profundas em suas con-
cepções e conduta.

Embora a utilização de animais,
como modelo experimental, tenha
sido concebida na Grécia antiga, o
impulso definitivo para a sua utili-
zação somente ocorreu no século
XVII, com a �Revolução Científica�
que promoveu uma mudança de
atitude frente à vida, transferindo a
confiança e fé depositadas no cu-

randeirismo para os serviços médi-
cos (Parascandola, 1994).

A investigação científica sempre
foi um fator decisivo para a confi-
ança na terapêutica médica. Confi-
amos porque sabemos que antes
de experimentados pela primeira
vez no ser humano, uma droga, um
procedimento ou uma simples re-
comendação, foram investigados
em várias espécies de animais de
laboratório, sendo atualmente exi-
gido que os protocolos sejam de-
senvolvidos em condições que não
provoquem dor ou sofrimento des-
necessários.

No século XX, os mamíferos,
especialmente camundongos e ra-
tos, foram eleitos, devido aos seus
parâmetros biológicos, os princi-
pais modelos para uso em pesqui-
sa nas diversas áreas (Paton, 1984).
Em decorrência de características
particulares, foram estabelecidas,
como referência para o teste de
drogas e procedimentos, o uso de 5
espécies: camundongo, rato, ha-
mster, cobaio e coelho (Rothshi-
eld, 1994).

O pós-guerra, da década de 50,
desencadeou um acentuado avan-
ço nas pesquisas, aumentando a
utilização de animais de laborató-
rio. Em sua obra de 1984, Willian
Paton relaciona, de forma clara, o
número de animais utilizados e a
melhoria na qualidade de vida das
populações. Segundo o autor, en-
tre 1890 e 1980, o número de expe-
rimentos que utilizavam animais
saltou de pouco mais de 1000 para
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mais de 1.000.000, anualmente. Os
benefícios decorrentes deste uso
se estendem desde a descoberta da
vacina tifóide até o desenvolvimen-
to de anticorpos monoclonais e a
biotecnologia na década de 80.

Além do aumento do número de
experiências com animais, também
foi decisiva a criação de uma Ciên-
cia, pluridisciplinar, voltada para o
estudo dos modelos animais, reu-
nindo especialistas das mais dife-
rentes áreas. Como conseqüência,
dispomos hoje em dia, de modelos
animais padronizados do ponto de
vista sanitário, genético e de ambi-
ente e de equipamentos (Figura 1)
que permitem manter esses ani-
mais em condições controladas,
eliminando a interferência de fato-
res alheios ao delineamento expe-
rimental e aumentando a sensibili-
dade e a confiabilidade dos resul-
tados experimentais.

A década de 60 cristalizou nos
países desenvolvidos, esta nova
mentalidade, com conseqüências
sobre todo o sistema de produção
e cuidados com os modelos ani-
mais (Beall e cols 1971; Dillehay e
cols 1990; Menendez, 1985). Desta
forma, os animais de laboratório
passaram a ser padronizados con-
duzindo ao estabelecimento de di-
ferentes linhagens de camundon-
gos tais como isogênicas, heteroge-
néticas, recombinantes isogênicas,
congênicas e mutantes entre ou-
tras, cada uma delas atuando como
�ferramentas� essenciais para o
entendimento de fenômenos bio-
lógicos.

Origens dos camundongos
atualmente utilizados na

experimentação biomédica

Os camundongos utilizados ti-
veram a sua origem há cerca de 1
milhão de anos, da derivação de 4
subespécies: domesticus (oeste eu-
ropeu); molossinus (Japão); mus-
culus (leste europeu, Russia e norte
da China) e castaneus (oeste da
Ásia, sudoeste da Ásia e sul da
China).

Recolhidos em cativeiro, repre-

sentantes do roedor silvestre eu-
ropeu e leste asiático, constituem-
se hoje nos mais próximos ances-
trais (aproximadamente 200 anos)
dos camundongos utilizados na
pesquisa biomédica (Silver, 1995).
Uma vez no cativeiro, os animais
puderam ser acasalados progra-
madamente, obtendo-se linhagens
com características genéticas dife-
rentes umas das outras, o que
contribuiu sobremaneira para a
pesquisa biomédica, com refle-
xos no desenvolvimento científi-
co.

Por aceitarem bem acasalamen-
tos endogâmicos absolutamente
consangüíneos, camundongos e
ratos, acasalados entre irmãos por
várias gerações, formam popula-
ções de animais muito homogê-
neas do ponto de vista genético
(Godard, & Guenet, 1999).

Algumas destas linhagens con-
sangüíneas foram determinantes
para muitos dos benefícios da me-
dicina atual. George Snell, por
exemplo, realizou acasalamentos
entre linhagens possuidoras de
MHC diferentes e obteve um mo-
delo animal que foi fundamental
à compreensão científica dos me-
canismos envolvidos na rejeição
de tecidos transplantados.

Observa-se que, enquanto al-
gumas linhagens são dizimadas
pela infecção causada por um de-
terminado patógeno, outras não
o são, indicando que o �ba-
ckground� genético está direta-
mente relacionado ao fenômeno
da resistência. Moulia e cols (1996)
citam como exemplo as infecções
promovidas por agentes como
Plasmodium falciparum, Toxo-
plasma gondii, Schistossomaman-
soni, Trichinella spiralis, Leishma-
nia sp, onde a noção de modelo
animal é ainda mais complexa,
pois os mecanismos genéticos im-
portantes neste determinismo po-
dem envolver mais que um gene.

A observação de que a infec-
ção por T. cruzi, em diferentes
linhagens isogênicas, apresenta
desde uma alta susceptibilidade
até uma forte resistência (Trisch-
mann, 1984), justifica o interesse

em se buscar novos modelos que
auxiliem o entendimento de doen-
ças causadas por protozoários.

Doença de Chagas

A doença de Chagas está entre
os principais problemas de saúde
da América do Sul, comprometen-
do a qualidade de vida das popula-
ções carentes. No início da década
de 90, estimava-se um total de 17
milhões de pessoas infectadas
(WHO, 1991) e em meados desta
mesma década, levantamentos
apontaram para um total de 16 mi-
lhões e outras 90 milhões de pesso-
as expostas ao risco de infecção
pelo T.cruzi (Wanderley & Corrêa,
1995), (Wizel e cols, 1998).

Apesar dos recentes sucessos
na interrupção da transmissão ve-
torial, em alguns países como o
Brasil, resta ainda infectado, um
contingente de cerca de 6 milhões
de pessoas, com uma população de
risco em torno de 20 milhões de
habitantes (Goldenberg & Krieger,
1997).

O agente causal da doença,
T.cruzi, é um parasito intracelular,
que possui um ciclo biológico com-
plexo e apresenta várias cepas dis-
tintas (Brener e cols, 1980), com
alta capacidade de adaptação fisio-
lógica e uma ampla variabilidade
genética, inclusive relacionada à
severidade da doença (Macedo &
Pena, 1998).

Este protozoário infecta vários
tipos celulares e tem a capacidade
de evadir-se do vacúolo parasitófo-
ro inicialmente produzido, prolife-
rando lentamente, imerso no cito-
plasma das células, o que dificulta
a ação da resposta imune e de
drogas. Após uma curta fase aguda
caracterizada por uma alta parasi-
temia, grande disseminação e uma
importante imunossupressão (Mi-
noprio e cols, 1989), o hospedeiro
consegue controlar as formas circu-
lantes ou tripomastigotas, entran-
do em uma fase crônica que se
caracteriza por um parasitismo teci-
dual e uma parasitemia dificilmen-
te detectável (Soares e cols, 2001).
Isto resulta em dificuldade no esta-
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belecimento de protocolos efici-
entes para o tratamento na fase
crônica da doença e ressalta a
importância de estudos que vi-
sem a favorecer a manipulação
imunológica durante a fase aguda
da infecção (Costa e cols, 1998).

Nos seres humanos, a princi-
pal causa de morbidade e morta-
lidade é o comprometimento car-
díaco, que ocorre em cerca de
30% dos indivíduos infectados,
representando atualmente, cerca
de 2 milhões de pessoas (Cunha
Neto, 1999). Os mecanismos rela-
tivos à resistência ao estabeleci-
mento desta cardiopatia chagási-
ca, são ainda assunto de intenso
debate, havendo, entretanto, o
consenso da importância da cons-
tituição genética do indivíduo, no
desenvolvimento da doença.

Os ensaios laboratoriais ne-
cessários à compreensão destes
mecanismos genéticos, são, por
razões óbvias, realizadas em mo-
delos animais definidos genetica-
mente.

Aspectos genéticos da
resistência à infecção pelo

T.cruzi.

No início dos anos 80, pesqui-
sadores investigando a resistên-
cia ao T.cruzi, em camundongos
de diferentes linhagens isogêni-
cas, concluíram que o controle da
parasitemia e a capacidade de
sobreviver à fase aguda da infec-
ção dependiam de fatores genéti-
cos, ainda não identificados, rela-
cionados à constituição genética
do parasito (Macedo & Pena, 1998;
Andrade e cols, 1985) e do hospe-
deiro (Eksi e cols, 1996; Moulia,
1996).

Com relação ao hospedeiro,
os resultados obtidos por Trisch-
mann, indicaram ser o Complexo
Maior de Histocompatibilidade
(H2), presente no cromossomo
17, importante para a resistência,
conformepode ser observado, ana-
lisando-se o comportamento de
camundongos isogênicos das li-

nhagens C57BL/6 e DBA/2 e seus
respectivos híbridos F1 e F2 após
desafio com o parasito.

Conclusão semelhante foi obti-
da por Wrightsman e cols (1984)
realizando experimentos com as
linhagens C57BL/10, C57BL/6 e
BALB/c.

A realização de ensaios, utili-
zando linhagens recombinantes
isogênicas (Bailey, 1971), abriu
nova discussão acerca da impor-
tância de mecanismos genéticos no
fenômeno da resistência ao T.cruzi.
Este modelo animal é desenvolvi-
do a partir de duas linhagens
isogênicas acasaladas por pelo
menos 20 gerações e, como conse-
qüência, os animais derivados se-
rão homozigotos em todos os alelos,
sendo entretanto, ora de uma li-
nhagem isogênica parental origi-
nal, ora da outra. Trabalhando com
linhagens recombinantes isogênicas
(BXH-2) derivadas do fenótipo re-
sistente (C57BL/6) e susceptível
(C3H/HeJ), Trischmann identificou
que esses recombinantes eram mais
susceptíveis à infecção pelo parasi-
to, quando comparados às linha-
gens parentais isogênicas originais.
Tal fato conduziu à hipótese da
ocorrência de uma mutação, du-
rante o processo de obtenção da-
quela linhagem recombinante, a
qual estaria relacionada à incapaci-
dade dos animais controlarem a
proliferação do T. cruzi.

Desta forma, postulou-se a hi-
pótese da resistência ser um fenô-
meno de caráter poligênico, com a
participação de genes localizados
fora do Complexo Maior de Histo-
compatibilidade (Trischmann, 1984;
Wrightsman e cols, 1984).

Estes achados estimularam o de-
senvolvimento do presente traba-
lho, que teve como principal obje-
tivo, identificar as regiões cromos-
sômicas envolvidas com a resistên-
cia à cepa Y2 de T. cruzi. Para tanto,
foram utilizados camundongos,
oriundos de diferentes programas
de acasalamento que, depois de
infectados, foram analisados pela
reação de polimerase em cadeia

(PCR), com marcadores molecula-
res para microsatélites, presentes
em amostras de DNA dos indivídu-
os que resistiram à infecção.

Análise da resistência à infecção
experimental pelo T.cruzi.

Animais isogênicos, experimen-
talmente infectados, apresentam um
comportamento diferenciado. Ca-
mundongos da linhagem A/J mor-
rem, ainda na fase aguda da infec-
ção, com um inóculo constituído
de baixas quantidades de parasito
(como por exemplo 101 formas san-
guícolas de tripomastigotas), en-
quanto animais C57BL/6 podem
sobreviver com doses elevadas,
como por exemplo 105 formas de
parasitas. A existência de linha-
gens isogênicas, que exibem fenó-
tipos intermediários, sugere que o
determinismo genético da resistên-
cia ao parasito está sob o efeito de
um controle complexo e que, a
capacidade de animais inoculados
resistirem à infecção é função da
expressão de genes oriundos de
diferentes regiões do genoma dos
animais. A identificação destas re-
giões, seguida de sua análise, po-
derá contribuir significativamente
para a compreensão do fenômeno
da resistência.

Identificação dos cromossomos
e das regiões

relacionadas à resistência.

Determinação da dose
discriminatória

Inicialmente, animais oriundos
das linhagens isogênicas de fenóti-
po resistente (C57Bl/6) e susceptí-
vel (A/J) foram desafiados com di-
ferentes doses de parasito, a fim de
se determinar a dose discriminató-
ria.

O ensaio foi realizado inoculan-
do-se grupos de animais, de ambas
as linhagens, com 101, 102, 103, 104

e 105 formas de tripomastigostas.
Todos os animais da linhagem

A/J morreram com a dose de 101
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parasitos e por esta razão foram
considerados susceptíveis. Entre-
tanto, o uso da maior dose admi-
nistrada (105 parasitos) conduziu à
morte de 50% da população de
animais da linhagem C57Bl/6, que
por esta razão foi considerada re-
sistente.

Com base nestes resultados, du-
rante todo o experimento foi utili-
zado um inóculo constituído de 104

formas de tripomastigota sanguíco-
la, injetado intraperitonialmente.
Observou-se que somente os ani-
mais com fenótipo resistente so-
brevivem, diferentemente daque-
les com fenótipo susceptível ou
intermediário.

Análise da transmissão
da resistência

Para uma melhor compreensão
do mecanismo de herança, presen-
te no fenômeno da resistência, fo-
ram realizados testes em animais
híbridos F1, produto do acasala-
mento realizado entre camundon-
gos isogênicos C57BL/6 de fenóti-
po resistente e A/J de fenótipo sus-
ceptível.

Uma vez que apresentam meta-
de de cada um dos parentais isogê-
nicos originais, resistentes e sus-
ceptíveis, estes animais são homo-
gêneos, ou seja, têm a mesma com-
posição genética.

A sobrevivência encontrada,
após o desafio com a dose discrimi-
natória de parasito, foi similar à
observada na linhagem isogênica
de fenótipo resistente, indicando
que a resistência à fase aguda da

infecção podia ser transmitida e
apresentava um caráter dominan-
te.

Identificação das regiões
relacionadas com a resistência.

A partir destes achados e com
acasalamentos programados, foram
produzidos animais recombinan-
tes de segunda geração, (B6A)F2,
(obtidos por �intercrosss� entre

CROMOSSOMO

CROM. 7

CROM. 11

CROM. 14

CROM. 17

CROM. 19

MARCADOR
MOLECULAR

D7Mit27
D7Mit82
D7Mit301
D7Mit222

D11Mit162
D11Mit83
D11Mit135

D14Mit7
D14Mit265

D17Mit16
D17Mit176
D17Mit66

D19Mit40
D19Mit19
D19Mit100

POSIÇÃO

23
25
46,6
52,6

8
16
17

44
48

18
22
24

25
26
27

Nº DE ANIMAIS
TESTADOS

71
77
68
76

55
68
51

77
77

37
68
64

75
77
53

X2

8,83
17,57
13,03
8,92

1,80
26,82
2,57

3,16
19,47

0,89
11,41
0,38

2,79
18,43
6,4

p

0,012088593
0,000152902
0,001481492
0,011556279

0,406569663
1,49742E-06
0,276840507

0,206403543
5,92487E-05

0,640218379
0,003326341
0,82902912

0,248246436
9,96062E-05
0,040839186

Tabela 1: Regiões relacionadas com a resistência encontrada nos animais (B6A)F2

Tabela 2 � Regiões cromossômicas comuns a (B6A)F2r e RIS*

Marcador Molecular Posição Linhagens Recombinantes Isogênicas

Grupo I Grupo II

BXA1 BXA7 BXA2 BXA4

D7Mit82 25 B B A A

D7Mit145 26,4 B B A A

D11Mit83 16 A A B A

D14Mit265 48 B B B B

D17Mit176 22 B B B A

D19Mit19 26 B B A B
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animais F1 resistentes). Estes ani-
mais foram desafiados e 43% so-
breviveram, descartando a hipó-
tese de uma herança monogênica
para o fenômeno da resistência
usando-se como referência os re-
sultados observados na popula-
ção de animais F1. Além disso, a
análise estatística realizada com
este grupo de animais F2, apre-
sentou forte desvio do esperado
(75% como alelo dominante e
25% como alelo recessivo) no
valor do qui-quadrado: x2 = 40,34
p= 2,13e-10.

Não obstante estas considera-
ções, ficou demonstrado que a
recombinação genética, decorren-
te da segregação independente,
dissociou fortemente os alelos
envolvidos com a resistência, uma
vez que o número de animais que
sobreviveram foi inferior a 50%
dos inoculados. Além disso, o
número de indivíduos resisten-
tes sugeria que o fenômeno era
poligênico, fato comprovado pos-
teriormente na avaliação genéti-
ca destes animais.

Amostras de tecidos dos so-
breviventes foram retiradas e pro-
cessadas a fim de se extrair o

DNA para a definição da constitui-
ção genética de cada animal (geno-
tipagem), com a reação de PCR,
utilizando-se marcadores molecu-
lares (primers) dirigidos para mi-
crosatélites polimórficos. Foram uti-
lizados 147 primers, escolhidos de
forma a cobrir todas as regiões do
genoma, e capazes de reconhecer
exclusivamente cada uma das li-
nhagens parentais isogênicas ori-
ginais de fenótipo resistente e sus-
ceptível.

Os resultados encontrados es-
tão apresentados na Tabela 1 e
indicam que as regiões, em dese-
quilíbrio para o fenótipo resisten-
te, estão presentes nos cromosso-
mos 7, 11, 14, 17 e 19.

Comportamento de linhagens
recombinantes isogênicas
derivadas das linhagens

parentais isogênicas originais
frente ao T.cruzi.

A partir de uma busca realizada
junto ao �genome informatics� do
Jackson Laboratory (www.jax.org),
foram escolhidas linhagens recom-
binantes isogênicas (BXA) para de-
safio nas mesmas condições dos

grupos anteriores.
O comportamento destes ani-

mais, após o desafio, permitiria
estabelecer uma relação entre as
regiões presentes neste grupo ex-
perimental e aquelas identificadas
nos grupos anteriores.

Assim, os animais desafiados
puderam ser separados em dois
grupos, onde os animais do grupo
I, que apresentaram uma mortali-
dade média de 40% foram conside-
rados de maior sobrevivência, en-
quanto os animais do Grupo II, que
apresentaram uma mortalidade
média de 55% (BXA2) e 65% (BXA4),
foram considerados de menor so-
brevivência.

A comparação dos resultados
encontrados nestes animais (BXA),
com os observados anteriormente
na população (B6A)F2r, revelou
uma correspondência entre as regi-
ões, conforme pode ser observado
na Tabela 2.

O grupo de maior sobrevivência
apresenta 4 regiões em correspon-
dência àquelas identificadas na po-
pulação (B6A)F2. Por outro lado,
os animais do grupo II apresentam
apenas 2 (linhagem BXA4) e 3 (li-
nhagem BXA2) regiões das identifi-
cadas anteriormente.

Tais resultados sugerem, que
estas regiões, apresentam genes
capazes de interferir no fenômeno
da resistência, os quais poderiam
ser transmitidos através de acasala-
mentos programados, de forma a
se produzir um novo modelo para
a investigação da doença: uma li-
nhagem congênica resistente.

A produção do modelo
congênico para a resistência:

uma nova ferramenta.

Animais albinos, provenientes
de híbridos (B6A)F2, que sobrevi-
veram ao desafio com 104 parasi-
tos, foram retroacasalados com o
parental susceptível. A progênie
deste retroacasalamento (backcross)
foi expandida (intercross) e desafi-
ada (figura 2). Esta linhagem con-
gênica, em desenvolvimento, mes-
mo apresentando uma grande par-
ticipação do genoma da linhagem

Figura 2 - Representação Esquemática da Obtenção doModelo
Congênico
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susceptível, possui um nível de
resistência superior, em pelo me-
nos 100 vezes, ao padrão isogêni-
co parental susceptível original.

O emprego deste novo modelo
será de grande impacto na análise
das diferenças genéticas e fisiopa-
tológicas presentes nos animais
resistentes e susceptíveis. A iden-
tificação de alvos preferenciais,
para o desenvolvimento protoco-
los visando combater a doença,
auxiliará aos cientistas e às socie-
dades que os congregam, no en-
tendimento de doenças causadas
por protozoários, resultando em
benefícios para a população.
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