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O objetivo desse trabalho foi avaliar o impacto de infec¢bes mistas por clones de Trypanosoma cruzi
pertencentes aos quatro genoétipos principais na eficacia terapéutica do Benzonidazol (BZ) em
camundongos BALB/c. Para esta proposta, foram empregados dois clones do T. euzi de cada
genotipo com diferentes niveis de viruléncia e de susceptibilidade ao BZ, que foram combinados
aos pares totalizando 24 misturas distintas avaliadas comparativamente as respectivas
monoinfec¢bes. O tratamento com BZ reduziu os niveis de parasitemia além de outros parametros
relacionados na maioria das infecgdes mistas, exceto nas da combinaciao dos genétipos 39+32. As
taxas de mortalidade dos animais tratados (IT) e seus controles (INT) nido diferiram
significativamente entre as monoinfec¢oes e as infecgoes mistas. A cura apds tratamento foi
definida empregando o critério de cura classico, proposto por Krettli & Brener (1982) por meio de
métodos parasitologicos (exame de sangue a fresco-ESF, hemocultura-Hc e PCR no sangue) e
sorologicos (ELISA e pesquisa de anticorpos antitripomastigotas vivos-AATV) e, permitiu
classificar os animais em tratados ndo curados (ITNC=72,2%), tratados curados (TC=19,1) e
dissociados (DIS=8,7%). Em geral, o ESF apresentou baixa positividade para a detec¢iao da falha
terapéutica (18,1%). A Hc apresentou sensibilidade satisfatéria para a maioria das infecgoes, exceto
nos animais infectados com o gendtipo 39 e com a combinagio 39+32; enquanto a PCR foi o
método parasitolégico mais sensivel, a despeito da diversidade genética do T. ewuzi. Os dados
demonstraram que a ELISA nao deve ser utilizada em amostras coletadas antes de trés meses apos
tratamento, uma vez que pode apresentar resultados falsos negativos. A AATV foi mais eficiente
na categorizagao dos animais em relacido a resposta terapéutica e na defini¢ao precoce de cura. Os
dados do presente estudo elegem a AATV e a PCR em sangue como as técnicas mais adequadas
para a definicdo precoce de cura apds tratamento da fase aguda da infeccdo pelo T. euzgi no
modelo murino. Um importante achado deste estudo foi a observacdo de resultados positivos da
PCR em tecidos de animais considerados curados pelo critério classico, sugerindo infecgao
residual. Uma importante questao levantada por esses resultados é se a cura parasitolégica de fato
existe. A avaliacio dos perfis de susceptibilidade ao BZ das infeccSes mistas foi realizada pela
comparagao entre os indices de cura observado e o esperado e, revelou mudanca em direciao ao
padrao de menor susceptibilidade ao BZ nas combinacbes 19+39 e 19+32. Entretanto, quando os
resultados foram analisados em nivel dos clones do T. ¢ruzgi, foram observadas mudangas em nove
das 24 misturas tendo sido detectados tanto aumento como diminuicdao na susceptibilidade ao
farmaco. A caracterizacdo molecular da amostra Cuica cll, até entdo considerada um clone,
demonstrou ser constituida de fato por duas populacoes geneticamente distintas cuja dinamica
populacional pode mudar dependendo da manuten¢do laboratorial. Entretanto, essas duas
populacoes nao apresentaram diferencas no perfil de susceptibilidade ao BZ. Em geral, a PCR de
microssatélites apresentou boa correlagio com a analise de isoenzimas na identificacio dos clones
presentes nas amostras isoladas de animais TNC e INT e confirmou a relagdo filogenética
previamente determinada entre os clones por meio das analises de isoenzimas e RAPD. Apesar da
analise de microssatélites apresentar baixa eficiéncia na identifica¢ao dos clones diretamente no
sangue ¢ nos tecidos de animais INT e TNC, os resultados obtidos dessas amostras biologicas
foram similares aos obtidos para clones caracterizados apds o isolamento pela Hc. Foram
detectadas misturas em 7,7% dos isolados provenientes de animais INT e TNC obtidos por Hc.
Em algumas misturas, resultados interessantes foram detectados revelando a presenga do clone
mais susceptivel nas monoinfec¢des. Considerando a estrutura clonal do T. ¢uzi, um resultado
inesperado foi a identificagdo de 15,5% dos isolados apresentando subpopulagdes do parasito com
alelos de microssatélites distintos comparados aos clones originais. Esses achados sugerem que em
alguns casos o tratamento com Benzonidazol pode resultar em um desequilibrio da relacao
parasito-hospedeiro e levar ao estabelecimento de um curso da infec¢do distinto. Em conjunto,
esses achados sugerem que infec¢Oes mistas podem apresentar um importante impacto na eficacia
terapéutica. Estudos futuros sio necessarios para o melhor entendimento dos mecanismos
envolvidos nas mudangas genéticas e no perfil de susceptibilidade ao Benzonidazol observado nas
infec¢oes mistas e o real beneficio do tratamento para o hospedeiro.
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The aim of this work was to investigate the impact of mixed infections of Balb/c mice with
isolates of four T. eruzi genotypes on the Benznidazole (BZ) therapeutic efficacy. For this purpose
two T. eruzi clones from each major genotype, with distinct virulence and BZ-susceptibility, were
combined into twenty-four mixed infections and comparatively studied with the respective single
infections. BZ-treatment reduced significantly the parasitemia and other related parameters in
most mixed infections, except for 39+32. The BZ-treatment of single and mixed infections did
not promoted significant changes in mortality, although decrease was observed in five mixtures.
The cure assessed by classical criterion (Krettli & Brener, 1982) were performed by parasitological
(Fresh Blood examination-FBE, Haemoculture-Hc and Blood-PCR) and serological methods
(ELISA and detection of anti-trypomastigotes antibodies by flow-cytometry-ALTA) and allowed
to classify the treated animals as treated not cured (TNC=72,2%), treated cured or dissociated
(TC= 19,1%, DIS=8,7%). In general, the FBE displayed lower sensibility to detect therapeutic
failure (18.1%). The Hc presented satisfactory sensibility to detect infection and therapeutic failure
(89,4% and 79,3%), except for the genotype 39 and the combinations 39+32, whereas Blood-PCR
was the most sensitive method to detect both (95,3% and 96,9%), independently to the T. cruzi
genetic diversity. Our data demonstrated that ELISA should not be used before three months
after treatment due to the risk of negative false results. NCS-FC-ALTA was more efficient than
ELISA to define the early BZ-therapeutic response. Our findings elect NCS-FC-ALTA and
Blood-PCR as the most suitable methods to early detect therapeutic failure in murine 1. eruzi. A
major finding of this study was the observation of positive Tissue-PCR in animals considered
cured by the classical criterion, may indicating residual infection. These results may raise the
question whether in fact parasitological cure of T. ¢ruzi infections exist. Another relevant issue of
this study was the assessment of BZ-susceptibility of mixed infections by comparing the observed
and expected results (theoretical resultant of BZ-susceptibility from single-infection
combinations), demonstrating a shift toward a lower BZ-susceptibility pattern at major genotypes
level for the genotype combinations 19+39 and 19+32. However, at T. ¢uzi clone level, our data
demonstrated that indeed 9 out of the 24 mixed infection tested shifted their expected profile
toward lower or higher BZ-susceptibility. The molecular characterization of Cuica cll sample,
previously being considered a T. ¢ruzi clone, showed to be in fact composed of two genetically
distinct subpopulations that presented changes in population dynamics depending on laboratorial
condition of maintenance. However, difference in BZ-susceptibility was not observed between
those populations. Generally, analysis of microsatellite patterns of clones isolated from not treated
(INT) or treated not cured animals (TINC) showed good correlation with isoenzyme profiles
confirming the phylogenetic relationship among the clones of 1. cuzi major genotypes previously
analyzed by isoenzyme and RAPD (Tibayrenc e al, 1993). Despite microsatellite analysis
presented low efficiency in the identification of clones directly from blood and tissues samples
from INT or TNC, the results obtained from these biological samples were very similar to those
obtained for clones characterized after isolation by Hc. Mixtures were detected in 7.7% of the
isolates obtained from INT and TNC animals by Hc. Interestingly, our data demonstrated that in
some mixed infection the T. sugi clone isolated after BZ treatment was indeed BZ-susceptible in
single-infections. Considering the clonal structure of T. mug/ an unexpected result was the
identification of 15,5% of isolates from TNC with parasite subpopulations distinct microsatellite
alleles when compared to the original clones used in the inoculation. These findings suggest that in
some cases BZ-treatment can result in unbalanced parasite-host relationship and establish a
distinct course of the infection as well as unexpected BZ susceptibility. Taken together, the data
presented in this study suggest that mixed infections may have important impact on BZ-therapy
efficacy. Further studies are still needed to better understand the mechanisms underlying the
changes in the parasite’s genetic and drug susceptibility in mixed infections and the real benefits of
the etiological treatment for the host.
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1.1 Aspectos Gerais da Doencga de Chagas na América Latina

A doenga de Chagas é endémica no Continente Americano, sendo encontrada
praticamente em todos os paises da América Latina. Essa moléstia foi descoberta e descrita
pelo pesquisador brasileiro Carlos Chagas em seu trabalho classico de 1909, intitulado “Nova
tripanosomiase humana: estudos sobre a morfologia e o ciclo evolutivo do Schizotrypanum cruzi,
n.gen., n.sp., agente etiolégico de nova entidade moérbida do homem” (Chagas, 1909).
Entretanto, durante muitos anos, essa descoberta foi negligenciada, mesmo com as
adverténcias desse pesquisador de que a endemia provavelmente representava um importante
problema de saide publica. Deste modo, até a metade do século XX, ocorreu uma ampla
expansao da doen¢a sem nenhuma intervencao dos 6rgaos governamentais, exceto por agdes
isoladas, o que contribuiu para a existéncia de um grande contingente de individuos infectados
pelo Trypanosoma cruzi (Dias, 2007).

Na década de 90, foram iniciados os grandes programas de Controle da Doencga de
Chagas objetivando a elimina¢ao do vetor e o controle dos bancos de sangue. A Iniciativa dos
Paises do Cone Sul (1991) representou a primeira agdo conjunta nesse sentido e,
posteriormente, outras iniciativas semelhantes foram estabelecidas como o Pacto Andino, o
Programa de Controle da América Central (1997) e, mais recentemente, a iniciativa
densenvolvida por nove paises da Bacia Amazonica (Revisado por Schofield ez @/, 2006; Dias,
2007; Guhl, 2007; Ponce, 2007). Essas medidas promoveram a redu¢ao da incidéncia da
doenca de Chagas em aproximadamente 67% (Moncayo & Yanine, 2000).

Embora os indicadores epidemiolégicos sejam positivos, é necessario considerar as
diferencgas regionais, uma vez que a distribui¢ao do vetor e da doenca de Chagas, bem como as
praticas das medidas de controle nio sio homogéneas por toda a area endémica (Dias &
Schofield, 1999; Guhl 2007). Em pafses como o Peru, a Colémbia, o México e parte da
Bolivia, por exemplo, nio ha programas de intervencao e vigilancia em larga escala e,
conseqiientemente, novos casos sio esperados a cada ano (Dias ez a/., 2002; Moncayo, 2003;
Schofield e al., 20006).

Nas ultimas décadas, vem ocorrendo uma crescente descentralizacao das ac¢oes de
saude em diferentes paises da América Latina, o que tem contribuido para a descontinuidade
da vigilancia epidemioldgica em varias regides endémicas (Dias ez a/., 2002; Dias, 2007). Dados
recentes comprovam que a interrup¢ao da vigilancia epidemiolégica pode comprometer a
sustentacao do sucesso do Programa de Controle da transmissao do 1. euzi. Na Argentina e

na Venezuela, casos agudos da doenga foram detectados em comunidades rurais decorrentes
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da reinfestacio pelo vetor de zonas ja borrifadas anteriormente, devido a interrupcao das
acoes de vigilancia (Gurtler, 2005; Anez et al, 2004). No Nordeste do Brasil, o Triatoma
brasiliensis infectado pelo T. ¢uzi tem sido encontrado no domicilio em regides onde os
programas de controle sofreram descontinuidade (Sarquis ez a/, 2004). Esses relatos indicam o
risco de reinfestagao, por vetores silvestres, das zonas borrifadas com inseticidas (Schofield e#
al., 2006; Diotaiuti e al., 2000; Assis et al., 2007); e também, de colonizagao de novas areas,
onde a agdo antrépica possa propiciar a aproximac¢ao de espécies vetoras silvestres com o
potencial de domiciliagao (Coura ez al., 2002; Luitgards-Moura et al., 2005; Forattini, 2000).

A transfusao sangtiinea ¢ a segunda via de transmissao do T. euz7 de maior prevaléncia
e permanece como um sério problema de saude publica em diferentes pafses das Américas,
onde ainda hoje nao ha controle dos bancos de sangue. Na Bolivia, 50% dos bancos de sangue
ainda realizam transfusGes sangliineas sem controle soroloégico dos doadores, e no México,
ainda nao ha programas de controle em larga escala (Schofield ez a/., 2006; Dias, 2007). Com as
migracdes humanas a transmissao do 1. euzi pela transfusao sangiiinea e por transplante de
orgaos tornou-se também preocupante onde essa doenga nao ¢ endémica, principalmente nos
EUA e em paises da Europa (Kirchhof, 1993; Reesink, 2005; Kirchhoff ez a/., 2006; Garraud ez
al., 2007; Kirchhoft & Pearson 2007; Schmunis, 2007).

A via congénita é outra forma importante de transmissio do parasito, mesmo em
paises onde existem programas de controle vetorial e de bancos de sangue. O risco de
transmissdo vertical pode variar de 0,5 a 10% entre as diferentes regides geograficas
(Bittencourt, 2000).

Em varias regides do Brasil, principalmente na Bacia Amazonica, a via oral também
tem se apresentado como uma forma relevante de transmissao do 1. ¢wugi associada a
microepidemias de casos agudos (Dias, 2006a).

No contexto atual da doenga de Chagas, estima-se que pelo menos 13 milhoes de
individuos estao infectados pelo T. eruzi na América Latina e que 200.000 novos casos devam
ocorrer por ano (WHO, 2005). Essa ¢é associada a ocorréncia de 14.000 mortes por ano e
consiste, ainda hoje, na sexta doenga negligenciavel mais importante do mundo (Hotez ¢7 4/,
20006). Apesar do grande nimero de individuos acometidos pelo T. eugi, dos quais uma
parcela significativa pode desenvolver quadros clinicos graves, a assisténcia médica e social aos
infectados é precaria na maioria das regides endémicas, consistindo assim em um grande
desafio na elaboracio de politicas publicas de saude (Dias, 2006b).

A infecgdo causada pelo T. ¢ruzi é caracterizada por uma fase aguda de curta duragio

sucedida pela fase cronica que permanece assintomatica na maioria dos pacientes. Entretanto,
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aproximadamente 30% dos individuos infectados pelo parasito desenvolvem uma doenga
silenciosa e irreversivel com quadros clinicos severos (Dias, 1992), o que geralmente ocorre
entre 10-20 anos apods infecgao. Essa realidade justifica o interesse em ampliar o conhecimento
sobre a quimioterapia da doen¢a de Chagas, uma vez que as possibilidades disponiveis para o

tratamento humano fornecem resultados insatisfatorios e controversos.

1.2 Tratamento Especifico da Doenga de Chagas

Os fatores envolvidos na patogénese da doenga de Chagas ainda ndo sao
completamente conhecidos e durante muitos anos o parasito foi relegado a segundo plano e a
auto-imunidade foi considerada como o principal mecanismo responsavel pelo
desencadeamento das lesdes cardiacas que acometem os individuos infectados (Cunha-Neto ez
al., 1995). Até meados da década de 90, o tratamento especifico era indicado basicamente para
os casos agudos (The National Health Foundation of Brazil, 1996). Posteriormente, com as
crescentes evidéncias de que a persisténcia do parasito representa um fator importante no
desenvolvimento da doenc¢a (Higuchi e a/., 1993; Higuchi ez al., 1997; Tatleton, 2003; Nitz ez
al., 2004) e que o tratamento pode atuar beneficamente no prognéstico e evolugao clinica
mesmo nos casos nao curados, (Andrade et al., 1991a; Viotti et al., 1994; Segura et al., 1994,
Fragata-filho ef al., 1995; Suasnabar et al., 2000; Garcia et al., 2005; Viotti e al., 2000), esse
passou a ser indicado também na fase cronica da infec¢do. Deste modo, o grupo de
especialistas em quimioterapia da doenga de Chagas passou a recomendar o tratamento a todo
paciente soropositivo, em ambas as fases da infecgao, exceto para aqueles que apresentam
formas clinicas avangadas, com o objetivo de erradica-la e evitar o agravamento das lesdes
(Secretaria de Vigilancia em Satdde do Ministério da Saude, 2005).

Apesar dos esforcos para o desenvolvimento de novos farmacos que sejam mais
seguros e eficazes para o tratamento da doenca de Chagas, até hoje, quase um século apds a
sua descoberta, somente dois estdo disponiveis para o tratamento humano. Esses sio
representados pelos nitroderivados Nifurtimox [N-(3-methyl-1,1-dioxo-1,4-thiazinan-4-yl)-
1-(5-nitro-2-furyl)methanimine: NF - Lampit®, Bayer) e Benzonidazol [N-benzyl-2-(2-
nitroimidazol-1-yl)acetamide: BZ - Rochagan®, Rodanil®, Roche] cuja producao tem sido
garantida por uma parceria entre a Organizagdo Mundial de Sadde (OMS) e industrias
farmacéuticas. O NF é produzido pela Bayer em El Salvador e a produ¢ao do BZ é garantida
pela Roche até que possa ser sustentada pelo Laboratério Farmacéutico do Estado de

Pernambuco (LAFEPE), no Brasil (Schofield ez a/., 2006). No entanto, ambos os farmacos sio
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utilizados em esquemas prolongados de tratamento e apresentam consideraveis reagoes
adversas, que levam freqiientemente ao abandono do tratamento pelo paciente (Urbina, 2001;
Coura & Castro, 2002; Guedes et al., 2000).

O NF e o BZ foram descobertos empiricamente nas décadas de 60 e 70, sendo sua
acao tripanomicida demonstrada por Bock e al (1969) e Richle (1973), respectivamente.
Ambos sao efetivos contra todas as formas evolutivas do parasito e agem primariamente por
meio da redugdao do grupo nitro, sendo a reagao catalisada pela NADPH-citococromo P-450
redutase, que resulta na produgao de radical anidnico do nitrogénio (Moreno e al., 1982;
Docampo & Moreno e al., 1984). A agdo do NF esta associada a producido subseqiiente de
superoxido de oxigénio e peréxido de hidrogénio, que na presenca de fon férrico formam o
radical livre hidroxil, que pode ligar-se a lipidios, proteinas e DNA, causando danos a essas
moléculas (Docampo & Stopanni, 1980; Diaz de Toranzo e al., 1988). Ja o efeito do BZ
envolve a ligacao covalente de intermediarios eletrofilicos do nitrogénio as macromoléculas
(Diaz de Toranzo ef al., 1988; Maya et al., 2004) além de inibir a enzima fumarato NAPH
redutase (Turrens ez al., 1996). O T. cruzi é considerado sensivel aos danos celulares induzidos
por metabolitos do NF e BZ, porque as enzimas envolvidas nos mecanismos de defesa contra
o estresse oxidativo estao ausentes ou tém baixa atividade no parasito, como a superdxido
dismutase, a glutationa peroxidase e a catalase (Turrens, 2004; Maya, ez a/., 2007).

Quanto antes se iniciar o tratamento da doenga de Chagas, maiores sao as chances de
se obter bons resultados. Entretanto, esses resultados variam entre diferentes paises e até
mesmo entre regides geogrificas de um mesmo pais (Revisado por Urbina, 2001; Coura &
Castro, 2002). Essa contradigdo pode ser explicada em parte, devido a diversidade das cepas
do parasito, ao uso de diferentes regimes terapéuticos e ao critério de cura empregado. De
uma maneira geral, resultados satisfatérios tém sido alcancados no tratamento da infec¢ao
congénita (66 a 100%), da fase aguda (40 a 76%) e da fase cronica recente (8,35 a 87%) —
Revisado por Coura & Castro, 2002; Guedes e# al., 2006. Entretanto, no caso de infecgdes
cronicas, os indices de cura variam de 0 a 19,1%, com resultados menos efetivos no norte e

centro do Brasil e melhores no sul do pais e na Argentina.
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1.3 Desenvolvimento de Novos Farmacos

Avancos no conhecimento das vias metabdlicas do T. ¢uzi tém permitido identificar

alvos racionais para o desenvolvimento de farmacos mais eficientes e seguros para o

tratamento da doenga de Chagas (Tabela I).

Tabela I. Alvos e farmacos promissores para o tratamento da doen¢a de Chagas.

Alvos

Importancia

Mecanismo de agido e farmaco

disponiveis

Biossintese de esterdis

O T. ouzi tequer em todos os
estagios de seu ciclo de vida esterdis
especificos para a viabilidade celular
e proliferacio. Inibicdo de sua
biossintese leva a perda da
viabilidade celular por deple¢ido de
esterdis essenciais e acumulo de
intermediarios toxicos.

Inibicdo da enzima citoctomo P-45-
dependente de C140l esterol demetilase:
Cetoconazol e Itraconazol (McCabe ¢ al,
1984; Moreira et al, 1992; Brener et al.,
1993; Toledo ¢t al., 2003), Albaconazol
(Guedes e al, 2004), Posoconazol
(Utbina ef al., 1998; Molina ef al., 2000) e
Ravuconazol (Urbina e# al., 2003).

Cisteino-proteases

Participam de importantes funcoes
no crescimento e sobrevivéncia do
parasito, sendo responsivel pela
maior atividade proteolitica do T.
¢ruzd em todos os estagios de vida.

Inibi¢do enzimatica: Thiocarbazina (Du e#
al., 2002).

Biossintese de

esterdides e
polisoprenodides

Parasitos protozoarios contém uma
variedade de esterdides e
polisoprendides  essenciais a sua
sobrevivéncia, cuja sintese esta ligada
a atividade da enzima farnesil-
pirofosfato sintase.

Inibicdo da enzima farnesilpirofosfato
sintase envolvida na sintese de esterdides
e polisoprendides:  Pamidronato e
Risedronato  (Utbina et al, 1999,
Szajnman ez al, 2003; Montalvetti ef al.,
2001; Martin e# al., 2001).

Mecanismo de defesa

contra o estresse

oxidativo

As enzimas tripanotiona redutase e
glutationa sintase participam dos
mecanismos de protecio celular
contra o estresse oxidativo (Turrens,
2004).

Inibicdo enzimatica: fenotiazinas como a
clomipramina e Thiordidazina, nitro-
furanos e nafitilquinonas (Rivarola ez af,
2002; D’Silva e al., 2002; Lo Presti et al.,
2004).
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Tabela 1 (continuagio). Alvos promissores para o tratamento da doenca de Chagas.

Mecanismo de acdo e farmaco

Alvos Importiancia
disponiveis

< '\?; Inibicdo de cadeia de transporte de elétrons:
:_g s Diferengas entre a cadeia respiratoria hidroxianisolona - BHA
C)‘* B dos parasitos e células de mamiferos (Aldunate et al., 1986; Ferreira et al., 1988;

8 também tém sido demonstradas. Maya et al., 2001): t-Butil-4-hidroxianisolona
" (a) Inibicdo da sintese de proteinas devido a
2 ) ~
g O T. ¢ruzi é deficiente na via de sintese 1nCOTPOTagao a0 RNA  de  substratos
5 de novo de purinas. portanto. a via de alternativos para a HGPRT, result.ando' na
o P > Po! ’ formacdo de nucleotideos nio fisiolégicos
o salvagdlo ~ é  essencial para a ; . , 10708
s o . . (Marr, 1991): Allopurinol, 3’-desoxionisina e
3] sobrevivénica do parasito. A enzima 34 2d . Atividade 1 eid
] chave dessa via é a hipoxantina-guanina cesoxiadenostia. vidade  tparo-cida
g fosfotibosil transferase (HGPRT) foi descrita por Avila & Avila, 1981; Avila ez
2 ’ al., 1984; Nakajima-Shimada e a/, 1996,
Eg Freymann e al, 2000; Garzoni et al., 2004,

Gobbi e al., 2007.

o
Pg O inositol é um componente essencial
g S para o crescimento do T. euzi, Inibidor da sintese de inositol: 6-deoxi-6-
=2 participando da formacdo de lipidios fluoro-inositol (Einicker-Lamas e af., 1999;
2 .g complexos detivados do fosfatidil- Oliveira & Einicker-Lamas e a/., 2000).
I3 inositol.
=

Esses estudos tém revelado diferencas entre o metabolismo do parasito e o das células
de mamiferos podendo assim, serem utilizadas como alvos para desenvolvimento de novos
farmacos (Revisado por Stoppani, 1999; Urbina, 2001; Coura & Castro, 2002; Guedes e7 al.,
2006; Maya et al., 2007). Diversos deles, com mecanismos distintos de a¢ao, foram testados
nos dltimos anos, e mostraram atividade ant-T. euzi “in vitro” e/ou “in vivs”. De um modo
geral, esses farmacos promoveram diminui¢ao da multiplicagao do T. g/ e aumento da taxa
de sobrevida dos animais infectados com diferentes cepas (Tabela I).

Além das alternativas terapéuticas citadas, ja foi também descrita atividade anti-T. cruzi
“in vitro” e/ou “in vive” de diversos farmacos que atuam como inibidores da biossintese de
nucleotideos, inibidores de fosfatidilcolina e esfingomielina, inibidores de outras enzimas da
via de ergosterol, inibidores de enzimas da via glicotitica e inibidores da DNA topoisomerase
IT (Revisado por Coura & Castro, 2000; Guedes et al., 2006; Maya ¢ al., 2007). Uma série de

produtos naturais também tem demonstrado atividade contra o parasito, mas muitos ainda
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nao tém seus mecanismos de acgdo conhecidos. Apesar de haver nuimero expressivo de
compostos com agao tripanocida demonstrada, até o momento, somente trés farmacos foram
submetidos aos ensaios clinicos, incluindo o Cetoconazol, o Itraconazol e Allopurinol, sendo
os resultados das triagens clinicas contraditérios. No Brasil, esses farmacos nao foram capazes
de erradicar a infec¢do em animais e em humanos ou de impedir a progressao da doenga
(Lauria-Pires et al, 1988; Brener et al, 1993). Por outro lado, no Chile, foi observada
consideravel reducao na positividade dos testes parasitolégicos e regressao ou preven¢ao das
alteragoes eletrocardiograficas em pacientes submetidos ao tratamento com esses farmacos
(Apt et al., 1998; Apt et al., 2003).

Os azdlicos de terceira geragao sdo, atualmente, os candidatos mais promissores para
triagens clinicas em humanos, principalmente o Posoconazol e Ravuconazol, devido as suas
caracteristicas farmacocinéticas e capacidade de induzir cura em camundongos infectados com
cepas resistentes a0 BZ e NF.

A combina¢io de farmacos é uma alternativa viavel para aumentar a eficacia
terapéutica e/ou reduzir a intensidade de reacbGes adversas e, foi testada por alguns
pesquisadores na infec¢do experimental pelo T. ¢z (Utbina et al, 1993; Maldonato ez al.,
1993; Aravjo et al., 2000 ; Francisco et al., artigo submetido). De um modo geral, esses autores
demonstraram que a combinagao de farmacos pode reduzir a dose necessaria para a atividade
anti- T. ¢ugd, aumentar a taxa de sobrevida dos animais e¢/ou promover maior eficicia do
tratamento. Entretanto, ainda existem poucos estudos em relagdo ao sinergismo de diferentes

farmacos com potencial para o tratamento humano.

1.4 Quimioterapia Experimental com os Nitroderivados

Investigagbes experimentais tém demonstrado uma grande variedade na resposta a
quimioterapia com BZ e¢/ou NF entre as cepas do T. ¢ruzi. Nessa conjuntura, em uma ampla
revisao da literatura, Toledo ez a/ (2004) observaram que das 104 cepas, cujos perfis de
susceptibilidade a esses farmacos foram determinados no modelo murino, 56% foram
susceptiveis ao tratamento (com indices de cura maiores que 66%), 16,8% foram parcialmente
susceptiveis (indices de cura variando de 34 a 66%) e 27,2% foram resistentes (indices de cura
variando de 0 a 33%). Desse modo, ¢ provavel que a cepa do T. crugi possa ter um papel chave
influenciando a resposta a quimioterapia, contribuindo para explicar a divergéncia de
resultados observada no tratamento de pacientes em diferentes regides geograficas (Andrade ez

al., 1985a; Andrade ez al., 1992; Filardi & Brener, 1987). De fato, a existéncia de populagdes do
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T. cruzi naturalmente resistentes aos nitroderivados ja foram descritas e suportam essa hipotese
(Filardi & Brener, 1987; Toledo ef al., 2003). Nesse estudo, os autores avaliaram cepas obtidas
de diferentes hospedeiros vertebrados e vetores procedentes de varias regides geograficas da
América do Sul e verificaram que a eficacia do tratamento variou entre 0 e 100%. Além disso,
foi observado que cepas provenientes do Rio Grande do Sul e Argentina apresentaram elevada
susceptibilidade a droga, o que também acontece com pacientes procedentes destas regioes.

Considerando que, em geral, os estudos experimentais de quimioterapia foram
realizados na fase aguda da infecgao e que a grande maioria dos individuos infectados
encontra-se na fase cronica, Andrade ez al, (1989) trataram com BZ e NF camundongos
infectados com cepas isoladas de pacientes com infec¢iao cronica, durante a fase aguda da
infeccao murina. Os resultados obtidos foram semelhantes aos observados no tratamento da
fase cronica humana. Concordancia entre os resultados obtidos no tratamento humano e em
camundongos inoculados com a mesma cepa do 1. ¢ruz7 foi também observada em 86,7% dos
casos analisados por Filardi & Brener (1987) e Andrade ¢f a/. (1992). As cepas Y e Colombiana
isoladas de humanos e com susceptibilidade ao BZ conhecida em camundongos (Filardi &
Brener, 1987) mostraram os mesmos resultados quando estudadas em caes (Guedes ef a/,
2002). Esses dados sugerem fortemente que o parasito ¢ fator chave que influencia a respota a
quimioterapia. Entretanto, Toledo e a/ (2003) verificaram que alguns clones sensiveis ao
tratamento na fase aguda ndo apresentaram os mesmos resultados quando os animais foram
tratados na fase cronica da infecgdao. Similarmente, Veloso ez a/. (2001), observaram que
isolados, obtidos apds a manutencao da cepa Be-78 por longo periodo em caes, apresentaram
menores indices de cura em camundongos do que os observados para animais infectados com
a cepa parental. Guedes ¢# al. (2002), estudando a susceptibilidade da mesma cepa ao BZ no
modelo canino, observaram indices de cura de 87,5 e 37,5%, nas fases aguda e cronica,
respectivamente. Esses resultados sugerem que outros fatores, além do parasito, também
devem influenciar a resposta a quimioterapia.

Recentemente, foi sugerido que a ativagao do sistema imune pelo T. ¢uzi e a produgao
de INF-y apresenta um papel relevante na eficacia do BZ contra o parasito (Romanha ez a/,
2002). De fato, alguns relatos na literatura apontam para o sinergismo entre a resposta imune e
a a¢ao do BZ. Neste contexto, Lages-Silva ef a/. (1990) demonstraram que a fagocitose “i
vitro” e a destruicao intracelular do T. eruzi por macréfagos peritoneais sao consideravelmente
aumentadas quando os animais infectados sao submetidos ao tratamento, enquanto Toledo
(1992) verificou que o tratamento com nitroderivados é menos efetivo em animais

imunodeficientes do que em imunocompetentes. Além disso, foi observado aumento nos
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indices de cura em animais infectados com a cepa Colombiana (resistente ao BZ) quando foi
utilizada uma combinacao de rIL.-12 ¢ BZ (Michailowsk ¢# a/., 1998). Posteriormente, Murta e#
al. (1999) verificaram que essa cepa apresentava menor capacidade de induzir a sintese de IL-
12 por macroéfagos “in vivo” e “in vitro” do que cepas susceptiveis ao farmaco.

Admite-se que o tratamento com derivados nitroheterociclicos é mais efetivo durante
a fase aguda da infecgdo, provavelmente devido a forte ativagao do compartimento celular do
sistema imune que libera altos niveis de INF-y, IL-12 e outras citocinas proé-inflamatorias
(Dutra ez al., 2005; Savino ez al., 2007). Ja esta bem estabelecido que a resisténcia a infec¢ao
pelo T. eruzi, durante a fase aguda, esta associada a producao de citocinas proé-inflamatorias
(Hoft ez al., 1993; Nabors & Tarleton, 1991; Brener & Gazzinelli, 1997; Abrahamsohn, 1998;
Martin & Tatleton, 2004; Oliveira ez al., 2004) e que cepas distintas do 1. ¢uzi podem induzir
diferentes respostas imunoldgicas (Andrade ef al., 1985b; Gonzalez ef al., 1995; Tarleton e? al.,
1992; Garzon et al, 2005; Santos et al, artigo submetido). A interacdo do parasito com
receptores especificos na membrana de macrofagos aciona diversos caminhos de sinalizagao
intracelular, via o receptor Toll-2 e Toll-9 (Campos & Gazzinelli, 2004; Tarleton, 2007). A
interagao parasito-receptor leva a ativacao de macréfagos e conseqiientemente a producio de

citocinas pro-inflamatérias como as interleucinas 1, 6, 8, 12 e TNF-o. Essas citocinas

estimulam a producdo de INF-y por diferentes linhagens de linfocitos, que entdo, ativa os
macréfagos para a atividade microbicida (Gazzinelli ef al., 1992; Camargo e al., 1997; Melo et
al., 2003; Une et al., 2003). Camundongos resistentes a infec¢ao pelo 1. cuzi apresentam
elevada produgio de 6xido nitrico induzida pelo IFN-y e TNF-ot (Reed, 1988; Gazzinelli e/ al.,
1992; Vespa et al., 1994), sendo que a neutralizacao dessas citocinas com anticorpos ou dele¢ao
génica torna animais mais susceptiveis a infec¢do (Silva ef al, 1992; Abrahamsohn, &
Coffmam, 1996; Galvao Da Silva e# a/, 2003). Outros autores também demonstraram que o
tratamento com IFN-Y promove aumento da resisténcia a infecgao pelo 1. euzi (Reed, 1988;
Torrico et al., 1991), confirmando a importancia dos mecanismos imunolégicos no controle da
infecgao.

Um problema associado a quimioterapia experimental é a dificuldade de confirmacao
da cura apds tratamento (Andrade ef a/, 1991b). Com esse objetivo, uma combinagdo de
metodologias é necessaria, cuja interpretacao de resultados diverge entre diferentes grupos
(Maldonato et al, 1993; Toledo et al, 1997, Michailowsky e al., 1998; Veloso et al, 2001;
Urbina et al, 2003; Toledo ez al., 2003; Caldas ez al., 2007). A defini¢ao de cura geralmente ¢é

discutivel devido a limitacio dos métodos empregados em tal processo. A sorologia
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convencional pode permanecer positiva por um longo periodo (3-12 meses) apos cura da
infec¢ao experimental em camundongos (Filardi & Brener, 1982; Andrade et al, 1985a;
Andrade e al, 1987; Andrade e al, 1991) e os métodos parasitologicos, embora constituam
uma prova irrefutavel da falha terapéutica, podem ser falso-negativos, principalmente, na fase
cronica da infecgao (Brener, 1962; Filardi &Brener, 1987). Além disso, ha indicagdes de que a
positividade da hemocultura depende da populacao do T. ¢wzi analisada (Toledo ef al., 2002;
Veloso, 2007). A sorologia ndo convencional para detecgao de anticorpos liticos ainda nao ¢
freqiientemente empregada para o controle de cura (Kretelli & Brener, 1982; Toledo e al,
2003; Molina ez al., 2000). A Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR), uma metodologia mais
recentemente empregada, apresenta resultados contraditérios entre os diferentes grupos
(Campos ef al., 2002; Camandaroba et al., 2003; Myamoto e al., 2006). Na verdade o real
significado dos resultados da PCR no contexto de controle de cura ¢ ainda discutivel.

A capacidade do BZ de eliminar o parasito dos tecidos e diminuir o processo
inflamatorio e lesdes tem sido também considerada como indicativa de sucesso terapéutico.
Alguns autores tém empregado a histopatologia convencional como uma metodologia
complementar para avaliar a eficacia ao tratamento em animais experimentalmente infectados
e tém observado que animais tratados apresentam auséncia do parasito e diminui¢cio ou
mesmo regressao do processo inflamatério (Brener e al, 1962; Andrade e al., 1987; Andrade
et al., 1991; Toledo et al, 1997; Garzoni et al., 2004; Corrales et al, 2005). Entretanto,
Michailowsk e al. (1998) empregaram a PCR na analise de lisados do coragdo de animais
infectados pelo T. ecuzi submetidos ao tratamento que apresentaram testes parasitolégicos
(hemocultura e PCR em sangue) e sorologicos negativos, verificando a positividade para o
kDNA do parasito. Esses resultados demonstram, mais uma vez, a contradi¢io entre os

métodos empregados no critério de cura e reforcam a dificuldade de sua interpretagio.

11
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1.5 O Trypanosoma cruzi: Diversidade Genética e Propriedades Biologicas

1.5.1 Organizagao do Genoma

O T. ¢eruzi é um protozoario flagelado, digenético, pertencente a ordem Kinetoplastidae
e a familia Trypanosomatidae (Chagas, 1909), que apresenta dois genomas distintos
localizados no nucleo e no cinetoplasto.

O conteudo de DNA pode variar entre os clones do 1. ¢ruzi, na ordem de 125 a 330
fentogramas, incluindo o DNA do cinetoplasto que corresponde a aproximadamente 30% do
total (Henriksson e al, 1996). Elevado polimorfismo foi também observado em relacao ao
tamanho e numero de cromossomos entre as diferentes populagdes dessa espécie (Wagner &
So 1990; Henriksson et al, 1996; Vargas et al, 2004; Triana et al, 20006). Devido a
complexidade de seu genoma e a dificuldade de separacio dos cromossomos, o cariétipo do
T. euzi ainda nao esta bem estabelecido. Estima-se que as diferentes cepas do 1. eruzi
apresentam de 64 a 80 cromossomos (Cano ez a/, 1995; Henriksson ez a/, 1996), mas o numero
de bandas cromossomicas detectadas é variavel entre diferentes estudos ja realizados (Santos ez
al., 1997; Porcille et al., 2003; Vargas ¢t al., 2004; Branche e7 al., 2000).

O tamanho do genoma dipléide do T. eruzi é estimado em 106,4 a 110,7 MB, dos quais
aproximadamente 50% correspondem a seqiiéncias repetitivas. Os genes podem se apresentar
repetidos em tandem ou como cépias de pseudogenes (Castro ez al., 1981; Lanar e al., 1981;
El-Sayed ez al., 2005; Arner e al., 2007) constituidas, principalmente, por grandes familias de
genes que codificam proteinas de superficie, retrotransposons e repeti¢oes subteloméricas (El
Sayed et al, 2005). Entre as seqiéncias repetidas em tandem estio o DNA satélite, os
minissatélites e os microssatélites que diferem no tamanho dos motivos de repetiticao
(Hancock, 1999).

O DNA satélite contém, aproximadamente, 100.000 copias por genoma (Sloof ez al.,
1983; Cano et al, 1995; Requena et al, 1996) e corresponde a 10% do DNA total. Os
minissatélites sdo regides hipervariaveis no genoma do T. ¢uzi com até 15 nucleotideos na
unidade repetitiva, presentes em milhares de copias no genoma humano (Jeffreys e a/, 1985).
Os microssatélites correspondem a pequenas sequéncias de DNA de até seis nucleotideos,
estio amplamente dispersos no genoma de todos os organismos e com elevado grau de
polimorfismo (Litt & Luty, 1989; Tautz, 1989; Beckman & Weber, 1992). As taxas de mutagao
dos locos de microssatélites 7 vivo foram estimadas na ordem 10° em Escherichia coli (Levinson

& Gutman, 1987) e 10" a 10° em leveduras (Henderson & Petes, 1992), sendo
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consideravelmente maiores do que as taxas observadas em outros locos génicos (10”7 a 10,
Provavelmente, as mutagdes sao decorrentes de um deslizamento da DNA polimerase entre as
fitas de DNA durante a replicagio do mesmo, na regido que contém as seqiéncias de
microssatélites, o que promove acréscimo ou diminui¢ao de unidades repetitivas (Levinson &
Gutman, 1987; Ellegren, 2004). Diversos estudos tém demonstrado que a PCR de
microssatélites ¢ uma técnica eficiente para a analise de parentesco e estudos filogenéticos
(Goldstein & Pollock, 1997; Oliveira ez al., 1998; Freitas ez al., 2006). Recentemente, Valadares
et al. (2008) descreveram novos locos de microssatélites em T. ¢uzi desenvolvendo uma
metodologia capaz de detectar pequenas quantidades de DNA do T. ¢ruzgi como as presentes
em células unicas ou em tecidos de individuos infectados.

O DNA contido no cinetoplasto (kDNA) estd organizado em uma complexa rede de
moléculas concatenadas, contendo 20-50 copias de maxicirculos e 5.000-20.000 copias de
moléculas de minicirculos (Simpson, 1987). Os maxicirculos contém seqiiéncias que codificam
proteinas envolvidas na respiracdo celular e na sintese do rRNA (Myler, 1993; Silveira, 2000).
As sequéencias dos minicirculos estdo envolvidas na transcricio de pequenos RNA(s) guias que
participam do processo de editoragio dos mRNA(s) das enzimas mitocondriais (Sturm ez 4/,
1990; Stuart ez al., 1995; Hajduk & Sabatin, 1996). Os minicirculos sao constituidos de quatro
regioes conservadas intercaladas por quatro regides variaveis de 120 a 160pb e de 280 a 320pb,
respectivamente (Degrave e al., 1988). As regides conservadas contém a origem de replicagao
do DNA e ndo se diferem entre as distintas populacdes do parasito. As sequéncias de
nucleotideos da regido variavel sio consideravelmente heterogéneas entre as diferentes
populagoes do T. euzi e mesmo entre diferentes minicircurlos de uma mesma populagao,
constituindo alvos adequados para o estudo da variabilidade genética nessa espécie (Riou &
Yot, 1977; Morel et al., 1980). Além disso, devido ao seu elevado nimero de cépias, os
minicirculos tém sido utilizados como alvos eficientes na detec¢ao do T. ¢uz/ em amostras
biolégicas (Sturm ez al., 1989).

O genoma completo do clone CL Brener foi publicado por El-Sayed ez a/ (2005)
representando um marco importante no conhecimento do parasito, uma vez que abre
perspectivas para o estudo de genes ligados a diferentes propriedades biologicas do 1. eruzi e
de sua variabilidade genética. O desenvolvimento nessa area podera possibilitar o
estabelecimento de correlagdes mais especificas entre a genética e as propriedades biologicas
do parasito e/ou formas clinicas da doenca. Distintos alvos no genoma do T. euzi ja foram
empregados para desenvolver metodologias capazes de caracterizar cepas do parasito tais

como as sequéncias de minissatelites (Macedo ez a/., 1992), o DNA total (Tibayrenc ez al., 1993;
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Steindel e al, 1993), o kKDNA (Morel ez al, 1980; Vago et al., 1996; Freitas et al., 20006), a
regido intergénica do gene do rRNA (Souto & Zingales, 1993), a regido SL do gene do
miniexon (Souto ez al., 1996) e os microssatélites (Oliveira ef al., 1997; Oliveira e al., 1998).

A anialise de isoenzimas foi a primeira abordagem molecular empregada no estudo da
variabilidade molecular do T. ¢uzi e ainda consiste em uma metodologia de referéncia para o
seu estudo. As variagoes nos perfis de bandas eletroforéticas sao decorrentes de diferencas na
estrutura primaria de uma mesma enzima entre as populacdes do parasito e podem ser
atribuidas as diferengas nos genes que codificam essas proteinas (Ogita, 1968; Korochkin,
1978; Romanha, 1982). Diferencas isoenzimaticas, entre amostras do T. euzz, foram
observadas pela primeira vez por Toyé (1974) e, posteriormente essa técnica tornou-se
amplamente empregada no estudo de isolados desse parasito (Miles e al, 1977; Miles et al.,
1978; Miles, 1979; Miles e al., 1980; Miles et al., 1981a,b,c; Romanha e 4/, 1979; Romanha,
1982; Tibayrenc ef al, 1985; Tibayrenc & Ayala, 1988; Tibayrenc & Breniere e al, 1988;
Lewicka ez al., 1995; Jaramillo ez al., 1999; Barnabé ez al., 2000; Thomaz ef al., 2002; Miralles ez
al., 2002; Bastrenta ez al., 2003; Brenicre ez al., 2003; Higo et al., 2004; Rodriguez-Gonzalez ef
al., 2004; Veloso ¢t al., 2005; Cruz et al., 2000).

No presente estudo, trés dessas metodologias dirigidas a diferentes alvos no T. cruzi
foram empregadas: (1) a PCR do kDNA que utiliza iniciadores dirigidos a regido conservada
do minicirculo e amplifica a regidao variavel, (2) a PCR de microssatélites e (3) a analise de

isoenzimas para a identificagao das populag¢oes do parasito.

1.5.2 Estrutura Populacional do T. cruzi

Em um extenso trabalho realizado por Tibayrenc ez al., (1986), que analisaram o perfil
enzimatico de populagdes clonadas, originarias de amostras obtidas de diferentes hospedeiros
do ciclo doméstico e silvestre da Tripanosomiase Americana, em diferentes paises da América
Latina, foi proposto que o T. ¢ugi apresenta estrutura e evoluciao predominantemente clonal.
Isso pressupoe que os clones do parasito devem ser considerados como unidades genéticas
estaveis no tempo e no espago, com eventos ocasionais de troca genética (Carrasco ez al., 1996;
Bogliolo ez al., 1996; Machado & Ayala, 2001; Brisse ¢ al., 2003; Sturm e# al., 2003; Gaunt ez al.,
2003; Higo et al., 2004; Westenberger ez al., 2006). Essa hipotese é suportada pela observagao
de que o numero de genotipos verificados neste parasito ¢ significativamente inferior se
comparado ao numero de combinagdes tedricas esperadas para cada loco, demonstrando um

grande desvio da lei de Hardy-Weinberg e desequilibrio de ligagao entre os locos. Se os alelos,
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em cada um dos 15 locos analisados, fossem combinados randomicamente, o nimero total de

, . . 15 . . . A .
genoétipos esperados seria de 7x107 e, todos poderiam ocorrer em baixa freqiiéncia.

Entretanto, foram encontrados apenas 43 zimodemas, dos quais 16 diferem por um tnico
alelo. Além disso, alguns zimodemas foram amostrados repetidamente em diferentes regioes
geograficas e periodos de tempo.

A despeito da grande variabilidade intraespecifica verificada em T. cruzi (Morel et al.,
1980; Tibayrenc & Ayala, 1988; Tibayrenc ez al., 1993; Steindel ez al., 1993; Vago et al., 1996;
Oliveira ez al, 1998), estudos filogenéticos, utilizando diferentes marcadores e métodos de
analise, mostraram uma clara subdivisio dos isolados do T. ¢ugi em pelo menos duas
linhagens genéticas principais (Souto & Zingales, 1993; Tibayrenc ef al., 1995; Souto et al.,
1996; Oliveira ez al., 1998; Bastrenta ez al., 1999; Di Noia ez al., 2002) que foram denominadas
T. euzi 1 e T. ouzi 11 (Anonymus, 1999). Entretanto, alguns isolados como aqueles que
apresentaram carater genético hibrido, nio puderam ser classsificadas em nenhuma destas
linhagens, sendo denominados apenas de T. awugi até que a sua relagdo filogenética fosse
melhor estabelecida, incluindo o genétipo 39 (Tibayrenc & Ayala, 1988) e o zimodema 3
(Miles et al., 1977). A distribuigao dessas linhagens genéticas nos ciclos silvestre e doméstico da
doenca de Chagas parece ser distinta, considerando diferentes regides geograficas. Na
Colombia, no México, na Guatemala e no Panama, ha crescentes evidéncias de predominio do
T. eruzi 1 circulando em ambos os ambientes, inclusive produzindo quadros clinicos graves no
homem (Bosseno ¢z al., 2002; Montilla ez al., 2002; Cuervo et al., 2002; Higo et al., 2004; Salazar
et al., 2006). Por outro lado, nos paises do Cone Sul, ambas as linhagens genéticas circulam no
ambiente doméstico e silvestre, mas somente o 1. ¢uzi 11 é associado mais freqlientemente a
infeccao humana e o T. auzi 1 é observado esporadicamente infectando o homem (Fernandes
et al., 1998; Zingales ef al., 1998; Fernandes ¢ al, 1999; Zingales ef al., 1999; Freitas ef al., 2005;
Di Noia ez al., 2002; Yeo et al., 2005; Lages-Silva et al., 20006).

Devido a heterogeneidade observada nas propriedades de cada linhagem genética, o
estabelecimento de correlages entre a genética do parasito e suas caracteristicas bioldgicas e
epidemiolégicas e/ou clinicas da doenca de Chagas pode ser dificil, necessitando assim de
considerar as subdivisdes genéticas menores do 1. ¢ruzz (Tibayrenc, 2003).

Segundo Tibayrenc (1998), o T. cruzi pode ser subdividido em dois grandes grupos que
rednem estoques que sao geneticamente similares e identificaveis por marcadores moleculares
e imunolégicos comuns. Essas subdivisdes sao denominadas DTU1 e DTU2 (Discrete Typing
Unity 1 e 2). A DTU1 corresponde a todos os genotipos relacionados ao T. euzi 1, que

formalmente foram identificados como zimodema Z1 (Miles e al, 1977). Essa DTU
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representa um amplo e heterogéneo grupo, cuja identificagio tem valor preditivo maior em
suas propriedades, enquanto a DTU2 parece apresentar maior especificidade geografica e
epidemioldgica e, inclui as cepas das linhagens T. awzi 11 e T. cruzi. Posteriormente, Brisse ef al.
(2000), utilizando analise de MLEE (Multilocus Enzyme Electrophoresis) e RAPD (randomly
amplified polimorphic DNA), propuseram a subdivisio da DTU2 em cinco subdivisdes
menores denominadas DTUs 2a, 2b, 2¢, 2d e 2e (Brisse ef al, 2000). A DTU2b corresponde
ao Zimodema 2 (Miles e al, 1977) ou linhagem T. ¢ruzi 11, as DTU 2a e 2¢ a0 Zimodema 3
(Miles ez al., 1977) e, as DTUs 2d e 2e sdo grupos hibridos estabelecidas apds subsequente
propagacao clonal. Os autores consideram que as especificidades bioldgica e epidemioldgica
de cada uma das subdivisdes menores, incluindo os gendtipos, provavelmente sio mais
informativas do que as das DTU(s) maiores e poderiam contribuir significativamente para o
esclarecimento da influéncia da genética do parasito na patogénese da doenca de Chagas. As
DTU(s) parecem estar diferentemente distribuidas na América Latina. Estudos
epidemioldgicos sugerem que a DTU1 esta relacionada com ambos os ciclos de transmissao
do parasito; as DTUs 2b, 2d e 2e, ao ciclo doméstico e a infeccao humana; e as DTU2a e 2c,
ao ambiente silvestre (de Luca D’Oro et al, 1993; Barnabé e al., 2000; Diosque ez al., 2003;
Higo et al., 2004; Burgos et al., 2005; Rozas et al., 2007a,b).

Embora essa subdivisdo tenha sido refor¢ada por classificagdes baseadas em outras
sequéncias génicas e no caridtipo do 1. eruzi (Brisse e al., 2001; Henriksson ez al., 2002; Rozas
et al., 2007b), outros trabalhos observaram apenas trés subdivisoes nessa espécie, considerando
a analise do polimorfismo do gene tcpgp2 (Robello ¢z 4/, 2000) e do polimorfismo unico de
nucleotideos (SNP) do gene de reparo do DNA que codifica a proteina ligadora de ATP
(Augusto-Pinto ez al., 2003).

Recentemente, Freitas ef a/. (20006), analisando marcadores mitocondriais, sugeriram a
existéncia de um terceiro grupo ancestral denominado T. ewzz 111, o qual por eventos de
hibridizagdo com T. euzz 11, teriam originado os isolados de carater hibrido que sao
observados atualmente. Desta maneira, as populagoes do T. eugi seriam subdivididas em trés
linhagens principais (1. cruzi 1; 1. cruzi 11 e T. eruzi 111 que corresponde ao Zimodema 3), além

de pelo menos dois grupos hibridos que correspondem as DTU(s) 2d e 2e.
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1.5.3 Correlagdo entre a Genética do 7. cruzi e as Propriedades Biologicas

Estudos em diferentes modelos experimentais mostraram que o 1. ¢uzi apresenta uma
grande variabilidade em suas propriedades bioldgicas e inclusive na susceptibilidade aos
nitroderivados (Chagas, 1909; Vianna, 1911; Brener & Chiari, 1963; Melo & Brener, 1978;
Bice & Zeledon, 1970; Andrade, 1974; Brener et al., 1976; Filardi & Brener, 1987; Lenzi ¢/ al.,
1998). A teoria clonal pressupoe que a divergéncia evolucionaria acumulada entre os clones,
provavelmente envolve genes que governam importantes propriedades do parasito
relacionadas a sua viruléncia, a patogenicidade e a epidemiologia da doenga de Chagas
(Tibayernc, 2003). Conseqiientemente, é esperada uma boa correlagio entre a variabilidade
genética do parasito, suas propriedades biologicas e as caracteristicas clinicas da doenca de
Chagas.

Diversos trabalhos corroboram esta hipétese e demonstram uma forte associa¢ao
entre a distancia genética e as propriedades biologicas do parasito. Esse fato foi demonstrando
no estudo das propriedades do T. ewgi em cultura acelular e celular (Dvorak ez al., 1980;
Sanchez et al, 1990; Laurent et al, 1997; Revollo et al, 1998), do seu comportamento e
patogenicidade em camundongos (Andrade, 1974; Andrade ef al., 1983; Sanchez et al., 1990;
Carneiro ez al., 1991; Andrade & Magalhaes, 1997; Laurent ez al, 1997; Lana ez al., 2000; Toledo
et al., 2002), desenvolvimento nos vetores (Garcia & Dvorak, 1982; Garcia & Azambuja, 1991;
Lana et al., 1998), inclusive em relagio a resposta a quimioterapia (Andrade ez al, 1985 a;
Revollo ¢# al., 1998; Toledo et al., 2003; Toledo ez al., 2004).

De um modo geral, as populacdes pertencentes ao 1. cuzi 1 apresentaram maior
habilidade de infectar e completar seu ciclo de vida no inseto vetor (Garcia & Dvorak, et al,
1982; Garcia & Azambuja, 1991; Lana e al, 1998) maior capacidade de diferenciacio em
tripomastigotas sangliineos e maior capacidade de multiplicagio no hospedeiro vertebrado
(Andrade, 1974; Andrade e al., 1983; Sanchez et al., 1990; Gonzalez et al., 1995; Andrade &
Magalhdes, 1997) do que as populagoes do T. cuzi 1. Com relagdo a susceptibilidade a
farmacos, foi observado por alguns autores que cepas do grupo T. euzz 1 apresentaram
elevado grau de resisténcia, enquanto as cepas do grupo T. euzi 11 foram mais susceptiveis,
(Andrade et al., 1985a; Andrade & Magalhaes, 1997, Toledo ¢ al., 2003).

Entretanto, resultados divergentes foram descritos na literatura por Ruiz ef al (1998) e
Neira ez al. (2002) referentes a infectividade e viruléncia, demonstrando que cepas do 1. eruzz 11
apresentam essas propriedades mais pronunciadas que aquelas do T. ¢ruzi 1. Lisboa ez al. (2007)

estudando 95 cepas do T. augi pertencentes a ambos os grupos verificaram uma elevada
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heterogeneidade genética entre os isolados com elevada parasitemia detectada em 64% dos
isolados do T. eruzi 11 e em 41% do T. eruzi 1. Trabalhos recentes de caracterizagao biologica
com isolados do T. euzi 1 provenientes do México também ndo detectaram um
comportamento peculiar para esse grupo (Sanchez-Guillén e a4k, 2006). Grande
heterogeneidade intragrupo foi também observada nos estudos de Toledo ez al (2002),
Laurent e al. (1997) e Revollo ez al. (1998).

Todos esses dados sugerem que outros fatores, além da divergéncia evolucionaria dos
clones do parasito, também devem influenciar suas propriedades bioldgicas. Além disso, os
autores recomendaram que para estabelecimento de correlagbes mais especificas é adequado
empregar subdivisbes menores do T. eruzi. Murta ez al. (1998) nao encontraram correlagao
entre o perfil de susceptibilidade das cepas e sua genética, empregando a analise de isoenzimas
e dos genes de rfRNA e do mini-exon. Os autores observaram apenas uma associacao do perfil
de resisténcia ao zimodema B (Romanha e a4/, 1979), mas nao observaram uma
predominancia de cepas resistentes em Z1 (1. eruzi 1) ou sensiveis em Z2 (1. cruzi 11). Esses
dados indicam que a resposta ao tratamento ainda nao pode ser absoluta e exclusivamente
prevista pela genética do parasito, através do emprego dos marcadores moleculares disponiveis
até o momento.

Ainda nao foi possivel estabelecer satisfatoriamente uma correlagao entre a genética do
parasito e a forma clinica da doen¢a de Chagas, sendo os resultados encontrados bastante
controversos (Apt e al, 1987; Breniere ef al, 1985; Montamat ez al., 1996; Vago et al., 2000;
Lages-Silva ez al., 20006).

1.5.4 Os Genotipos Principais do 7. cruzi e suas Propriedades Biologicas

A caracterizagao de isolados do T. eruzgi, provenientes de diferentes regides geograficas
da América Latina e diferentes ciclos de transmissio demonstrou a existéncia de quatros
genodtipos ubiqistas presentes em 53,7% dos isolados (Tibayrenc & Breniére 1988). HEsses
foram denominados genétipos principais, correspondendo aos grupos genéticos 20, 19, 39 e
32 como proposto por Tibayrenc & Breniere, 1988. Provavelmente, devido a elevada
dispersdao, esses genotipos tém um papel importante na patologia e na epidemiologia da
doenga de Chagas. Os grupos genéticos 19 e 20 sio geneticamente mais relacionados entre si
e, distantes dos gendtipos 39 e 32, que por sua vez sao relacionados geneticamente (Figura 1).
Na Bolivia, a presenca dos genotipos 20 e 39 tem sido amplamente demonstrada, inclusive em

infec¢bes mistas em vetores ¢ em humanos (Noireau e al., 1995; Breniere e al., 1995; Bosseno
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et al., 1996; Brenicre et al, 1998; Breniere et al., 2002; Bastrenta et al, 2003). No Chile, o
gendétipo 39 foi descrito como o detectado com maior freqiiéncia, seguido pelos genétipos 32
e 33 (Solari e# al., 2001; Wallace e# al., 2001). Entretanto, Coronado ez al. (2006a) descreveram
maior prevaléncia do genétipo 19 em humanos e do genétipo 39 em T. infestans, nesse mesmo
pais. O genétipo 39 também ja foi descrito na Argentina (Solari ef al., 1992). Em outros paises,
a dispersao desses genétipos ainda nao é bem conhecida, uma vez que sus identificagao ainda

nao ¢ amplamente utilizada na caracteriza¢ao dos isolados do parasito.

—— CUICA ¢l
DTU1o0u T. cruzi |
(20/19)
| — P209cl1
390uDTU2d Bug2148 ol
T. cruzi
DTU 2 [ S03¢l5
320uDTU 2b
T. cruzi |l — W4

0.1

Figura 1. Dendograma mostrando a divergéncia filogenética entre os oito clones de Trypanosoma cruzi
pertencentes aos genotipos principais (20, 19, 39 e 32) em estudo, construido pela UPGMA usando a
matriz de distdncia genética de Jaccard (1908) obtida pela analise isoenzimatica de 22 locos genéticos
(Modificada de Tibayrenc e al., 1993) Os clones pertencentes a cada um dos gendtipos principais sao
indicados em cores distintas: em azul estao indicados clones pertencentes aos gendtipos 20 e 19 (DTU
I e T. eruzi 1), em verde os clones pertecentes ao genétipo 39 ( DTU2 e T. crugi) e em preto estio
indicados clones pertencentes ao genétipo 32 (DTUT. eruzi 11).

Com o objetivo de investigar a existéncia de correlacdo entre a genética do 1. eruzi e de
suas propriedades biolégicas, o grupo francés coordenado pelo Dr. Michel Tibayrenc e o de
pesquisas em Doenca de Chagas da Universidade Federal de Ouro Preto realizaram uma série
de estudos empregando clones pertencentes aos gendtipos principais do parasito. Esses

pesquisadores observaram evidente correlagao entre a genética e as propriedades biolégicas do
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T. eruzi em diferentes modelos experimentais, com clones pertencentes aos genotipos 19 e 20
apresentando propriedades mais semelhantes entre si e distintas daquelas observadas para os
clones pertencentes aos gendtipos 32 e 39. De um modo geral, clones dos genétipos 19/20
foram mais infectivos e virulentos para células e para o hospedeiro vertebrado e apresentaram
maior capacidade de multiplicagdo e diferenciagao no vetor; seguidos pelos clones do grupo 39
e, depois dos clones do grupo 32 que apresentaram menor intensidade dessas propriedades
(Laurent et al., 1997; Revollo et al., 1998; Lana et al., 1998; Toledo et al., 2002). Tendéncia
semelhante foi observada por Wallace e /. (2001), que verificaram que clones do genétipo 39
produzem baixa parasitemia em camundongos, enquanto os pertencentes aos genotipos 19 e
20 produzem elevada parasitemia, independentemente do in6culo.

Revollo e a/ (1998) verificaram correlagio entre a diversidade genética e a sensibilidade
desses clones a0 NF e BZ em cultura celular e acelular. Clones do grupo genético 19/20 que
crescem mais facilmente em células “I7e7v” e que sao mais virulentos para camundongos,
apresentaram menor sensibilidade a esses farmacos que clones pertencentes ao grupo 32, que
se encontram na situagdao oposta. Clones pertencentes ao grupo genético 39, que se encontra
em posicio genética intermedidria entre os grupos 19/20 e 32, apresentaram valores
intermediarios de sensibilidade a drogas. Efeito semelhante foi observado em relagdo a
susceptibilidade ao Itraconazol determinada por Toledo e a/ (2003) em camundongos
BALB/c, sendo os genétipos 19 e 20 (ambos T. auzi I) 100% resistentes a esse farmaco; o
gendétipo 39 (1. eruzgi) parcialmente susceptivel (taxa de cura de 55%); e o gendtipo 32 (T. cruzi
II), susceptivel (84%). Recentemente, outros autores corroboraram esses achados apds o
tratamento de individuos infectados pelo T. ¢uzi no Chile, demonstrando que T. crugi 1 foi
mais resistente tanto ao alopurinol quanto ao itraconazol, enquanto T. ¢uzi 11 (gendtipo 32)

foi mais susceptivel ao itraconazol (Coronado e al., 2000).

1.6 Infecgbes Mistas

Estudos de caracterizagdio molecular do T. ¢rwgi permitiram verificar que cepas desse
parasito sao constituidas de misturas de populagdes circulando entre varios hospedeiros
silvestres e domésticos (Morel ez al., 1980; Deane ez al., 1984; Tibayrenc ez al., 1986; Marques de
Aratjo & Chiari, 1988; Oliveira ef a/, 1998). A existéncia de infecgbes mistas, em diferentes
hospedeiros invertebrados e vertebrados, (Tibayrenc ef al., 1985; Bosseno ef al., 1996; Solari et
al., 1998; Lisboa et al., 2006; Rozas et al., 2007a), inclusive no homem (Breniere ef al., 1995;
Lauria-Pires ¢ al., 1996a; Breniére et al., 1998; Solari et al., 2001; Di Noia e¢f 4/, 2002; Torres et
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al., 2003; Mejia et al., 2005) tem sido cada vez mais demonstrada na natureza, pelo uso de
técnicas moleculares mais sensiveis, aplicaveis diretamente nas amostras bioldgicas. Essa
elevada distribuicao sugere que infec¢bes mistas podem ter um papel relevante na
epidemiologia da doenca de Chagas e apresentar conseqiiéncias importantes para o
hospedeiro, uma vez que podem desencadear respostas imunoldgicas, lesoes histopatologicas
e evolucio clinica distintas das observadas nas monoinfecc¢des.

Alguns estudos vém sendo realizados no sentido de elucidar esses aspectos em
infec¢bes mistas experimentais, tanto no hospedeiro invertebrado (Pinto ez a/, 1998; Pinto ez
al., 2000; Aragjo et al., 2007), quanto no vertebrado (Lana ez al, 2000; Franco et al., 2003;
Martins ez al, 2006). No vetor, foi observado que populagdes com menor capacidade de
desenvolvimento em monoinfecgoes foram favorecidas em infec¢Oes mistas com evidente
aumento da multiplicacao e povoamento do tubo digestivo (Araujo ez al., 2007). Similarmente,
Pinto ez al. (1998) observaram que clones pertencentes ao genotipo 32, que apresentaram baixa
infectividade e producio de flagelados em monoinfecgoes no vetor, foram capazes de
permanecer no hospedeiro invertebrado em infec¢des mistas com clones pertencentes aos
outros genoétipos principais do T. erugi, as vezes de forma mais presente do que clones mais
infectivos e virulentos nas infecgdes monoclonais, como os clones do gendtipo 19/20.
Resultados analogos foram obtidos por Lana ef a/ (2000) no hospedeiro vertebrado com
alguns desses mesmos clones, sendo a maior percentagem de infec¢oes mistas observadas em
combina¢oes dos gendtipos 19/20432. Mudancas no tropismo tecidual foram também
observadas em ratos infectados com combinagdes da cepa monoclonal JG e do clone CL-
Brener comparativamente as monoinfec¢oes por essas populacdes do parasito (Lana ez al.
2003). Mais recentemente, Martins e a/. (2000) estudando, em camundongos BALB/c, o efeito
de infecgbes mistas sobre diferentes propriedades biologicas do 1. eruzz, verificaram que o
comportamento dos clones na mistura nao pode ser previsto baseado em suas propriedades
verificadas em monoinfec¢des. Foram observadas alteragdes principalmente em relagdo a
curva de parasitemia, sugerindo efeitos de inibi¢ao e estimulagao reciprocos entre os clones da
mistura.

Em conjunto, esses resultados sugerem que em infecgdes mistas ndo ocorre apenas
uma justaposicio de efeitos entre os clones da mistura, mas uma interacao entre eles,
resultando em alteragoes de suas propriedades fundamentais que interfeririam no curso da
infec¢ao. Esses achados sugerem que infec¢oes mistas podem exercer um importante impacto
na morbidade da doenga, na dinamica de transmissao do parasito e inclusive na resposta a

quimioterapia, uma vez que individuos em areas endémicas podem ter sido submetidos a
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infec¢bes por mais de um clone do parasito e também a varias reinfecgcoes (Breniére ef al.,
1998; Macedo & Pena, 1998; Martins ¢# al., 2000). Essa dinamica de tranmissao resultaria na
formacio de populagdes multiclonais com caracteristicas genéticas distintas, cujo
comportamento biolégico e evolucao da infecgao podem diferir no hospedeiro.

Em decorréncia dos resultados encontrados na literatura, demonstrando que as
infecgbes mistas podem resultar em mudancas no curso da infeccdo experimental e a sua
importancia na epidemiologia da doencga de Chagas, o presente projeto investigou a eficacia da
quimioterapia com BZ em infec¢Ses mistas por clones do T. euzi pertencentes aos genotipos
principais, cuja susceptibilidade ao BZ ja foi anteriormente verificada em monoinfec¢oes. Esse
estudo podera constituir em uma importante abordagem para melhor entendimento da
resposta a quimioterapia, cujos resultados se mostram pouco conclusivos e insatisfatorios em
triagens terapcuticas realizadas em diferentes regides geograficas, na maioria das vezes, sem

conhecimento da genética do parasito.
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2.1 Objetivo geral

Avaliar o impacto de infec¢des mistas na eficicia da quimioterapia com BZ em
camundongos BALB/c infectados por clones do Trypanosoma cruzi pertencentes aos genotipos
principais 20, 19, 39 e 32 (Tibayrenc & Brenicre, 1988) comparando com suas respectivas

monoinfec¢oes.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Avaliar o efeito do tratamento com BZ nos parametros biolégicos em animais

infectados por misturas de T. euz/ de diferentes genotipos;

2.2.2 Verificar a eficacia das técnicas parasitologicas e sorologicas utilizadas como
controle de cura em animais infectados por misturas de 1. ¢uzi de diferentes gendtipos

tratados na fase aguda da infec¢ao na detecgao da infecgao;

2.2.3 Comparar a eficiéncia das analises de isoenzimas e de microssatélites na
diferenciagao dos clones dos genétipos principais de T. owgi e analisar a relagao filogenética

entre os mesmos estabelecida por meio dos resultados obtidos na PCR de microssatélites;

2.2.4 Identificar o(s) clone(s) do T. erugi remanescentes nos camundongos tratados nao
curados e infectados ndo tratados com distintas combina¢bes genotipicas do 1. eruzy,

empregando a eletroforese de isoenzimas e a PCR de microssatélites;

2.2.4.1 Em relacao a técnica de microssatélites, verificar se o método de isolamento do
parasito seleciona populagdes do T. ¢rugi por meio da comparagao entre os resultados obtidos
em amostras do parasito isoladas do sangue por hemocultura e aquelas obtidas diretamente do

sangue e dos tecidos.

Adicionalmente, em virtude dos resultados encontrados na padronizagao das analises

de isoenzimas e micossatélites:

2.5 Caracterizar o clone Cuica cll pelo perfil de isoenzimas e microssatélites em amostras
obtidas apds sua clonagem e manutencao por longo periodo em cultura acelular e em

camundongos.
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3.1 Clones do Trypanosoma cruzi

Neste estudo, foram utilizados oito clones do T. ¢ruzz representativos, dos genotipos
principais descritos por Tibayrenc & Brenicre (1988), selecionados com base em suas
propriedades de viruléncia e susceptibilidade ao BZ, previamente avaliadas em camundongos
BALB/c pot Toledo ef al. (2002, 2003). Em cada genétipo foram selecionados dois clones
polares combinando essas duas caracteristicas. No caso do genétipo 20, em que todos os
clones foram 100% resistentes ao BZ, o critério de sele¢ao usado foi apenas a viruléncia.
(Tabela II).

Os clones do T. ¢ruzi foram clonados por meio de micromanipulagao em laboratério e
gentilmente cedidos pelo Dr. Michel Tibayrenc em 2002. Ao chegar ao Laboratério de
Doenga de Chagas (UFOP), esses foram mantidos em crescimento exponencial em meio LIT
(Laver Infusion Triptose - Camargo et al., 1964), a 28°C, para obten¢ao da massa umida do 1. crugi
e criopreservacao dos parasitos em nitrogénio liquido (-196°C). As massas umidas foram
conservadas a -70°C para posterior obten¢ao do extrato enzimatico e do DNA utilizados
como padrdes nas caracterizagdes moleculares. Uma aliquota da cultura também foi mantida
em fase estacionaria de crescimento para obtenc¢do de formas tripomastigotas metaciclicas.
Essas formas foram inoculadas em camundongos albinos Swiss para a obtencao de formas
tripomastigotas sangtineas que foram utilizadas na inoculagao dos grupos experimentais aqui

estudados.

3.2 Animais

Neste trabalho, foram utilizados camundongos BALB/c, isogénicos, fémeas, com 28-
30 dias de idade, provenientes do Biotério do Instituto de Ciéncias Biologicas (CEBIO) da
Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, MG, Brasil. Esses animais foram
mantidos no Biotério Central da Universidade Federal de Ouro Preto segundo as diretrizes
estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de Experimenta¢io Animal (COBEA), receberam agua
filtrada e foram alimentados com ra¢ao comercial balanceada. Esse projeto foi aprovado pelo
Comité de Ftica em Experimentacio Animal da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP),
Ouro Preto, MG, Brasil, protocolo n®2007/77.
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Tabela II. Caracteristicas dos clones do Trypanosoma cruzi empregados nesse estudo.

4Susceptibilidade
IClassificagio  2Genotipos 2Clones Hospedeiros Regido, Pais  Viruléncia Ao BZ
0
Gamba cl Sdo Paulo, N ey
amba ¢ ; ; aior 0
Didelphis azare Brasil
T. eruzi 1
19 Homem, Cojedes,
OPS21 cll1 Menor
fase aguda Venezuela 100%
Homem,
P209 cll Sucre, Bolivia Maior 0%
fase cronica
T. eruzi 1
20 Opossum cutca Sdo Paulo,
Cuica cll Menor 0%
philander Brasil
Rio Grande do
Bug2148 cll Triatoma infestans Maior 0%
Sul, Brasil
T. cruzi 39
Potosi,
SO3 cl5 Triatoma infestans Menor 100%
Bolivia
Homem, Brasilia,
IVV cl4 Maior 40%
fase cronica Brasil
T. cruzi 11
32 Homem, Santiago,
MAS cl1 Menor 100%
fase cronica Chile

1 Classificagao filogenética do T. eruzi segundo Anonymous, (1999).

2 Genétipos principais e 2’ clones naturais do T. eruz/ descritos por Tibayrenc & Breniére (1988).

3 Viruléncia e 4 Susceptibilidade 20 BZ em camundongos BALB/c determinada por Toledo e al, (2002 e 2003),

respectivamente.

3.3 Infecgio dos Animais

Grupos de 16 camundongos foram utilizados na realizagio dos experimentos. Para as

infecgdes monoclonais, os animais foram inoculados com 10.000 tripomastigotas sangtiineos

do T. ¢rugi por animal, pela via intraperitoneal, sendo o in6culo quantificado segundo a técnica

de Brener (1962) — Delineamento Experimental (Parte 1), pag. 50. Nas infec¢des mistas, foram

utilizados 5.000 tripomastigotas sanguineos de cada clone por animal. Os clones foram

combinados aos pares resultando em 24 misturas de populagoes do T. crugi (Tabela 11I) com

niveis variados de susceptibilidade ao BZ e viruléncia em camundongos BALB/c (Toledo et

al., 2002, 2003) - Tabela II. Desse modo, quatro misturas de populagoes do T. ecruzgi,

considerando diferentes associagcbes dos padroes de viruléncia e de susceptibilidade ao BZ,

foram avaliadas em cada uma das seis diferentes combinagdes genotipicas estudadas,

comparativamente as suas respectivas monoinfecgoes.
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Os animais inoculados foram alocados em dois grupos de oito animais, o primeiro foi
destinado ao tratamento durante a fase aguda e o outro constituiu o grupo controle infectado
e nao tratado. Esses grupos foram avaliados concomitantemente durante a experimentagao. A
reprodutibilidade dos resultados foi avaliada pela repeticio de um experimento das

monoinfecgdes ou infec¢des mistas pertencentes aos diferentes gendtipos e suas combinagdes.

Tabela III. Misturas de clones do Trypanosoma cruzi pertencentes aos genotipos principais
utilizados na infec¢ao de camundongos BALB/c combinados segundo o padriao de viruléncia e
susceptibilidade ao Benzonidazol.

Mistura
Gengfipos Mistura de clones
+ virulento/resistente - virulento/-resistente - virulento/-resistente  + virulento/+resistente
+ virulentoe/ resistente - virulentoj-resistente +virulento /e +resistente - virulento /e -resistente
201+ 19 P209 cl1+Gamba cll Cuica cl1+OPS21 cll1 Cuica cl1+Gamba cll P209 cl1+OPS21 clll
20+ 39 P209 cll+Bug2148 cl4 Cuica cl1+S03 cl5 Cuica cl1+Bug2148 cll P209 14503 cl5 cli
20 + 32 P209 cl1+IVV cl4 Cuica cl1+MAS cl1 Cuica cl1+IVV cl4 P209 cl1+MAS cl1
19+ 39 Gamba cl1+ Bug2148cl1 OPS21 cl11+SO3cl5 OPS21 cl1+Bug2148 cll Gamba cl1+SO3 cl5 cll
19 + 32 Gamba cl1+IVV cl4 OPS21 cl11+MAS cl1 OPS21 cl11+1IVV cl4 Gamba cl1+MAS cl1
39 + 32 Bug2148 cl1+IVV cl4 SO3 cl5+ MAS cll SO3 cl5+IVV cl4 Bug2148 cl1+MAS cll

T Todos os clones do gendtipo 20 foram 100% resistentes a0 BZ e sua escolha foi baseada somente na viruléncia.

3.4 Tratamento

3.4.1 Farmaco e Esquema de Tratamento

O detivado nitroimidazélico Benzonidazol (BZ - Rochagan®, Basel, Suica, Roche) foi
utilizado para o tratamento dos animais infectados com clones do T. cugi. Esse farmaco ¢é
classicamente empregado no tratamento da doenca de Chagas. O tratamento com BZ foi
iniciado no 10° dia de infec¢do, utilizando uma dose diaria de 100mg por kg de peso corporal.
O farmaco foi administrado por gavagem na forma de suspensao em goma arabica, durante 20

dias consecutivos. Todos os animais incluidos no estudo tiveram a infec¢ao confirmada pela
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deteccao do parasito através do exame de sangue a fresco e quando necessario, por meio da

hemocultura (Filardi & Brener, 1987).

3.5 Confirmagao da infec¢ao

Na confirmac¢iao da infec¢ao dos animais inoculados com os diferentes clones ou suas
combinagoes, foram utilizados o exame de sangue a fresco e, quando necessario, a

hemocultura.

3.5.1 Exame de Sangue a Fresco (ESF)

O exame de sangue a fresco foi empregado para a confirmacao da infecgao entre o 4°e
10® dia ap6s a inoculagao. Para esse exame, amostras de sangue foram coletadas diariamente
da veia caudal do animal e examinadas ao microscépio Optico (aumento de 400 vezes) para

pesquisa de formas tripomastigotas sangiiineas.

3.5.2 Hemocultura (Hc)

As hemoculturas foram realizadas no 10° dia apds a inoculacio nos animais cuja
infec¢ao niao pode ser comprovada por meio do ESF. A técnica foi realizada segundo a
metodologia de Filardi & Brener (1987), sendo coletados aproximadamente 0,5 mililitros (mL.)
de sangue do seio venoso retro-orbital. Essas amostras foram distribuidas em dois tubos de
sedimenta¢io contendo 3mL de meio de cultura LIT, incubadas a 28°C e homogeneizadas a
cada 48h. Para detecgdo do parasito, uma gota da hemocultura foi examinada ao microscépio

optico no 30% 60% 90%e 120° dias apos cultivo.

3.6 Anilise da Eficicia do Tratamento com Benzonidazol em Infecgcées Mistas e
Monoinfecgbes por Clones do Trypanosoma. cruzi Considerando Diferentes Parimetros

Bioldgicos

Os parametros avaliados e os testes estatisticos utilizados para analises comparativas
dos dados obtidos para as monoinfecgoes e infeccdes mistas e, dos grupos tratados e nao

tratados, estao descritos abaixo. Todos os testes foram realizados utilizando o programa SPSS
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12.0. As diferencas foram consideradas como significativas quando o P (nivel de significancia)

foi menor ou igual a 0,05 (P < 0,05), adotando o intervalo de confianga de 95%.

3.6.1 Parasitemia

O numero de tripomastigotas sangiifneos em amostras de sangue coletadas da veia
caudal dos animais foi determinado utilizando a metodologia de Brener (1962). A contagem
foi realizada diariamente, a partir do quarto dia de infecgao até a negativagao por cinco dias
consecutivos. Entretanto, os clones com baixa viruléncia foram acompanhados pelo menos
por 30 dias apds a infec¢ao. A curva de parasitemia foi plotada utilizando a média diaria da
parasitemia dos animais. Os seguintes parametros foram determinados: (1) nivel parasitémico
(PAR); (2) periodo patente (PP); (3) pico maximo de parasitemia (PMP) e (4) dia do pico
maximo de parasitemia (DPMP).

Os PAR(s) foram analisados pelo teste nao-paramétrico de KOLMOGOROV-
SMINNORYV que compara a area sob a curva entre duas amostras e os dados expressos em
numero de tripomastigotas sangtiineos totais, detectados durante o periodo de avaliagdo. O
PP, PMP e¢ DPMP foram analisados pelo teste ANOVA Oneway, seguido do teste de
NEWMAN-KEULS. Em alguns casos, quando a variancia foi heterogénea, foi utilizado o
teste de MANN-WHITNEY.

3.6.2 Mortalidade

Os animais foram acompanhados diariamente e a mortalidade registrada do 10° ao 90°
dia ap6s a infecgdo. A taxa de mortalidade (MOR) foi calculada considerando a mortalidade
cumulativa no periodo avaliado e expressa em porcentagem. Os dados foram comparados
entre as monoinfec¢des e as infec¢Oes mistas e, entre os grupos infectados tratados (IT) e

infectados nao tratados (INT) por meio do teste EXATO de FISHER.
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3.6.3 Perfil de Susceptibilidade ao Benzonidazol
3.6.3.1 Testes Empregados no Controle de Cura
3.6.3.1.1 Avaliagdes Parasitologicas

3.6.3.1.1.1 Exame de Sangue a Fresco (ESF)

O ESF foi empregado no controle de cura apds tratamento entre o 31% e 60° dia e

realizado como descrito no item 3.5.1.

3.6.3.1.1.2 Hemocultura (Hc)

As Hc(s) foram realizadas aos 30 dias ap6s o término do tratamento para o controle de
cura dos animais como descrito no item 3.5.2. As hemoculturas positivas foram mantidas em
crescimento exponencial em meio LIT para a obtencdo da massa umida do T. ewgi como

descrito no 3.7.1.1.1.

3.6.3.1.1.3 Reagdao em Cadeia da Polimerase (PCR)

A PCR foi também realizada para o controle de cura dos animais apds o tratamento

em amostras de DNA extraidas de sangue coletado trinta dias apds o tratamento.

3.6.3.1.1.3.1 Extracao de DNA de Sangue

Para a obtencao de DNA, aliquotas de 200 microlitros (ULL) de sangue foram coletadas
do plexo venoso retro-orbital no 30% dia apés o término do tratamento. O sangue foi
conservado em 400Ul de solu¢io de cloridrato de guanidina (Guanidina-HCI) 6M/4cido
etilenodietildinitritoteracético (EDTA) 0,2M/pH 8,0 como descrito por Avila ez al. (1991).
Essa mistura de sangue/Guanidina-HCI/EDTA foi fervida sete dias ap6s a coleta, a 100 C,
durante 7 minutos (min). O lisado foi estocado a temperatura ambiente (Avila ef a/, 1991). A
extragdo de DNA foi realizada pela metodologia proposta por Gomes ef al, (1998) com
algumas modificagoes. Resumidamente, o DNA foi extraido de 100uL do lisado de sangue
com volumes iguais de fenol-cloroférmio (1:1 v/v), cloroférmio (1:1 v/v) e precipitado com

solucido de acetato de sédio 3M/pH 5,2 e etanol absoluto (1:2 v/v), e uma de lavagem com
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120uL de etanol a 70%. O DNA precipitado foi ressuspendido em 10UL de agua milli-Q e

conservado a 4°C.

3.6.3.1.1.3.2 Amplifica¢do especifica do KDNA do T. eruzi

A amplificagdo foi processada de acordo com o protocolo de Gomes ez al. (1998)
modificado. A mistura reacional continha 10mM de cloridrato de hidroximetilaminometano
(Tris-HCL)/pH 9,0; 0,1% de Triton X-100 (Tampao 10x, Invitrogen Siao Paulo, SP, Brasil);
75mM de cloreto de potassio (KCI - Tampao 10x , Invitrogen, Sio Paulo, SP, Brasil); 3,5mM
de cloreto de magnésio (MgCl, — Invitrogen, Sao Paulo, SP, Brasil); 0,2mM de cada
deoxinucleotideo (dATP, dCTP, dGTP, dTTP — Sigma, St. Louis, MO, EUA); 0,5U de Tag
Platinum DNA polimerase (Invitrogen, Sdo Paulo, SP, Brasil); 10pmoles de cada
iniciador S35 (B’AAATAATGTACGGGKGAGATGCATGAZ) e S36
(5GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA3), descritos por Avila et al, 1991 e

sintetizados pela Invitrogen, Sao Paulo, SP, Brasil); 2,0uL. da amostra extraida do sangue; e,
agua Milli-Q suficiente para 11UL. A mistura foi coberta com 20UL de 6leo mineral para evitar
evaporacao e a amplificacdo foi processada em um termociclador PTC-150 (M] Research,
Ramsey, MA, EUA) nas seguintes condi¢Oes: uma etapa inicial de desnaturagao do DNA a
95°C por 5min, seguida de 35 ciclos de amplificacio constituidos de um passo de

desnaturacido a 95°C por 1min, um de anelamento a 65°C por Imin e um de extensiao a 72°C
por 1min, finalizando com uma etapa de extensio a 72°C por 10min. O DNA amplificado foi
visualizado por eletroforese em gel de poliacrilamida a 6% e revelado com NaOH e
formaldeido apés a coloragao pela prata (Santos ef al, 1993).

Controles positivos, negativos e de reagentes foram incluidos em cada um dos ensaios
realizados. A presenca de inibidores nas amostras negativas foi avaliada por adi¢ao de 100fg de
DNA do T. euzi em 30 amostras que apresentaram resultados negativos, selecionadas

aleatoriamente e submetidas 2 uma nova PCR.
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3.6.3.1.2 Avaliag6es Sorolégicas

3.6.3.1.2.1 Sorologia Convencional pela ELISA (ELISA)

A técnica de ELISA foi utilizada como controle de cura apds tratamento para detec¢ao
de Imunoglobulina G total (IgG) de acordo com a metodologia estabelecida por Voller ez 4.
modificada, (1976). Para tal, as amostras de soro foram coletadas aos dois (90° d.a.i.) e trés
meses (120° d.a.i.) apds o término do tratamento e armazenadas a —20°C. Amostras do grupo
dissociado foram também coletadas aos seis meses apds término do tratamento (240° d.a.i.) .

Os soros foram testados na dilui¢ao 1:80 utilizando solu¢do tampao fosfato contendo

0,05% de Tween-20 (PBS-T). Em todas as etapas foi utilizado um volume de 100ul da
amostra ou do reagente correspondente a cada etapa e as incubagdes foram realizadas a 37°C.
O antigeno foi obtido por extracao alcalina de formas epimastigotas da cepa Y do T. cruzi
mantidas em crescimento exponencial em meio LIT. As placas de fundo chato com 96 pogos
foram previamente sensibilizadas 18 a 24h antes da realiza¢do do ensaio utilizando solugao
antigénica do 1. auzi contendo 4,5Ug proteina/ml preparada com solugio tampio
catbonato/pH 9,6. Apos a sensibilizacdao, as placas foram submetidas a quatro lavagens
sucessivas com PBS-T seguida de uma etapa de incubagdo por 30min com solugiao tampao
fosfato contendo 10% de soro fetal bovino (PBS-10% SFB). Os soros testes foram
adicionados e, decorridos 45min de incubagdo, as placas foram novamente submetidas a
quatro lavagens sucessivas com PBS-T. A ligacao do anticorpo foi determinada utilizando
anti-imunoglobulina G de camundongo marcado com a enzima peroxidase (Sigma, St. Louis,
MO, EUA) na diluigao de 1:5.000 ¢ do emprego de PBS-T. As placas foram novamente
incubadas por 45min e posteriormente lavadas quatro vezes com PBS-T. Como substrato para
a enzima foi utilizado solugdo de ortofenilenodiamino (Sigma, St. Louis, MO, EUA) na
presenca de perdxido de hidrogénio (0,03% de ortofenilenodiamino e 0,012% de perdxido de
hidrogénio em soluc¢io tampao fosfato-citrato 0,1M/pH 5,0). As placas foram incubadas por
20min em ambiente escuro e a reagdo fol interrompida com 32UL de solugdo de acido
sulfarico 2M. A leitura foi realizada em um leitor de microplacas da BIO-RAD, modelo 3550
(Hercules, San Diego, CA, EUA), utilizando filtro de 490nm. A absorbancia discriminante de
soros reativos e nao reativos foi calculada pela absorbancia média de dez soros ndo reativos
somada ao dobro do desvio padrio. Em cada placa, foram adicionadas amostras de soro

controles obitdas de animais infectados e nao infectados pelo T. cruzi.
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3.6.3.1.2.2 Sorologia Nido Convencional para Pesquisa de Anticorpos

Antitripomastigotas Vivo pela Citometria de Fluxo (AATYV)

A pesquisa de anticorpos antitripomastigotas vivos por meio da citometria de fluxo foi
realizada em amostras de soro coletadas trés meses apds o término do tratamento, segundo a
metodologia de Martins-Filho ¢# al, (1995) adaptada para microplacas por Cordeiro et al,
(2001). Formas tripomastigotas vivas da cepa CL do T. auzi (500 células), coletadas do
sobrenadante das culturas de células “17er0”, foram incubadas a 37°C, durante 45min, na
presenca de amostras de soro diluidas a 1:1.500 em solu¢ao tampao fosfato contendo 10% de
soro fetal bovino (PBS-10% SFB). Apés a incubagao, os parasitos foram lavados uma vez com
PBS-10% SFB. A suspensio de parasitos foi novamente incubada a 37°C, por 30min,
juntamente com o conjugado anti-IgG, de camundongo, marcado com isoticianato de
fluoresceina (Sigma, St. Louis MO, EUA) diluido a 1:5.000. Os parasitos marcados com
fluoresceina foram lavados com solucao de PBS-10% SFB e fixados com uma solucio
contendo 10g paraformaldeido e 6,65g de cloreto de sédio por litro, 1% de cacodilato de
sodio e 0,01% de azida sodica em pH 7,2, em gelo, por 30 minutos. As medidas no citobmetro
de fluxo (Becton Dickinson FACScalibur, San José, CA, EUA) e o programa CellQuest foram
usados para a analise dos dados. As formas tripomastigotas foram identificadas considerando
seu tamanho e granulosidade. A intensidade relativa de fluorescéncia para cada preparagio de
parasitos, depois da incubagdo com cada soro, foi analisada usando um histograma. Uma
marcagao foi feita internamente como controle para eliminar ligagdes inespecificas de
anticorpo e usada para determinar a porcentagem de parasitos fluorescentes positivos (PPEFP).

As amostras de soro foram consideradas positivas ou negativas quando a PPFP foi
maior ou menor que 20%, respectivamente. Amostras de soro obtidas de animais infectados e

nio infectados foram incluidas em todas as analises como controles internos das reacoes.

3.6.3.2 Critério de Cura

A resisténcia ou susceptibilidade ao BZ foi definida de acordo com os resultados
obtidos pelos métodos parasitologicos e soroldgicos.

Desse modo, a resisténcia ao BZ foi determinada baseada na positividade de pelo
menos um método parasitologico e positividade de ambos os testes sorolégicos. Animais com
esses resultados foram considerados tratados nao curados (ITNC). A susceptibilidade ao BZ

foi determinada pela negativagdo dos testes parasitolégicos e sorologicos. Animais nessa
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situagdo foram considerados tratados e curados (TC). Aqueles que apresentaram testes
parasitolégicos e AAAT negativos, mas ELISA positiva foram classificados como dissociados
(DIS) e considerados curados segundo o critério proposto por Krettli & Brener (1982). Um
namero representativo de animais do grupo infectado e nio tratado (INT), bem como de
animais nao infectados (NI), foram também avaliados concomitantemente para validagao do
critério de cura adotado.

Os resultados da densidade optica (DO), obtidos na ELISA e a PFPF obtidas na
AATV entre os grupos INT, TNC, DIS, TC e NI, foram comparados utilizando o teste de
analise de variancia ANOVA ONEWAY, seguido pelo teste de NEWMAN-KEULS. As
porcentagens de positividade obtidas pelos diferentes métodos empregados no controle de
cura foram comparadas pelo teste de CHI-QUADRADO. A concordancia entre os métodos
parasitolégicos e sorologicos foi verificada através de indice de KAPPA utilizando o

COEFICIENTE DE CORRELACAO KAPPA.

3.6.3.3 Comparagio dos Perfis de Susceptibilidade ao BZ

A avaliagao do perfil de susceptibilidade ao BZ foi realizada considerando trés niveis
de subdivisiao genética do T. eruzs: (1) as Linhagens do 1. cruzi (1. cruzi 1, T. cruzii e T. eruzi 11),
(2) os gendtipos principais do T. euzi (genotipos 20, 19, 39 e 32) e (3) clones do T. cruzi
utilizados nas monoinfeccdes e infeccOes mistas. Essa abordagem foi escolhida para
possibilitar a analise comparativa com os dados demonstrados por Toledo ez a/. (2003), quando
estudaram estes clones.

Duas andlises foram consideradas: (1) a comparagio entre os indices de cura
observados nos diferentes grupos experimentais e (2) entre os indices de cura observados e
esperados para cada infec¢ao mista.

O indice de cura observado (ICO) foi calculado para o grupo experimental
considerando a razao entre o namero de animais tratados curados (TC) e o numero total de
animais infectados tratados (I'T) multiplicado por 100.

Tomando como premissa que a susceptibilidade a0 BZ ¢é uma caracteristica das
populagoes do T. crugi se mantidas as mesmas condi¢oes de experimentacao, o indice de cura
esperado (ICE) foi estimado baseado na hipdtese nula de que durante a infecgdo mista um
clone do parasito nao interfere no perfil de susceptibilidade ao BZ do outro clone. Desse
modo, a taxa de cura esperada para uma infec¢ao mista, sempre refletird a taxa de cura do

clone mais resistente dessa mistura. Quando os perfis de susceptibilidade ao BZ das
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monoinfec¢des ou infecgdes mistas foram comparados considerando o nivel de linhagens ou
genétipos do T. eruzz, o indice de cura global esperado foi estimado pela média dos indices de
cura esperados para cada uma das combinag¢des do T. ¢uz/ dentro das respectivas subdivisoes.

Apbs a determinagao dos indices de cura, o perfil de susceptibilidade de cada
monoinfeccao ou infeccdo mista foi determinado baseado na classificaciao de Filardi & Brener
(1987) em: (1) resistentes ao BZ (IC = 33%), (2) parcialmente susceptiveis (33% < IC = 66%)
e (3) susceptiveis (IC > 66%).

Os dados obtidos foram expressos em porcentagem e comparados por meio do teste

de CHI-QUADRADO ou teste EXATO DE FISHER.

3.6.4 Analise da Freqiiéncia de Positividade do kKDNA nos Tecidos

A freqiiéncia de positividade do kDNA foi avaliada em seis tecidos: (1) coragao, (2)
musculo esquelético, (3) bago, (4) colon, (5) bexiga e (6) cérebro. Os dados foram expressos
em porcentagem de positividade e analisados considerando cada tecido e as combinagoes
genotipicas estudadas. Para a compara¢io dos dados entre os diferentes grupos e fases da
infec¢ao foi empregado o teste de CHI-QUADRADO ou o teste EXATO DE FISHER

A PCR em tecidos foi inicialmente realizada com o objetivo de selecionar os tecidos
positivos para o kDNA do T. ¢uzi para serem posteriormente utilizados na analise de
microssatélites, objetivando identificar o(s) clones remanescentes nos animais ap6s a infec¢ao
mista e/ou tratamento. No entanto, isso foi feito apenas nos tecidos de animais infectados
com as diferentes misturas estudadas, uma vez que os tecidos dos animais com monoinfecgao

nao foram coletados para esse tipo de analise.

3.6.4.1 Necropsia dos Animais

Dois animais de cada grupo experimental foram eutanaziados entre o 30° - 35% (fase
aguda: FA) e entre o 120° -125° dias ap6s infecciao (fase cronica: FC). Os animais foram
eutanasiados por deslocamento cervical e os tecidos coletados foram lavados exaustivamente
com PBS estéril, secos em papel absorvente, recortados em fragmentos de aproximadamente
5mm e armazenados a -70°C. Para a preservacao dos tecidos todas as etapas foram realizadas
em banho de gelo. Apés o processamento de cada um dos fragmentos, o material cirargico foi

higienizado em solu¢ao de hipoclorito de sédio a 2%, lavado com PBS e seco.
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3.6.4.2 Extragdao de DNA em Tecidos e PCR

A extracdo de DNA em tecidos foi realizada pela técnica de lise alcalina, empregando
o protocolo de Vago ¢ al. (1996) com algumas modificagoes. Cada fragmento de tecido foi
macerado em tubo de microcentrifugacao de 1,5mL nos qual foram acrescentados 119uL de
agua milli-Q estéril e 6ulL de hidréxido de sédio 50mM. A mistura foi agitada vigorosamente,
acrescida de 237UL de 6leo mineral para evitar evaporagao e submetida a ebulicio por 10min.
A seguir, o lisado foi neutralizado com 20uL de Tris-HCl 1M/pH 8,0, agitado e centrifugado
rapidamente. A camada intermediaria foi coletada, diluida na proporcao de 1:10 em agua milli-
Q estéril e armazenada a -20°C.

A reagao de amplificagio do DNA foi realizada como descrita no item 3.6.3.1.1.3

utilizando 4,0 uL. do lisado celular e agua milli-q suficiente para obter um volume final 11 plL.

3.7 Identificacio das Populagoes do Trypanosoma cruzi Presentes nas Amostras
Biologicas de Camundongos BALB/c Infectados por Combinagées de Clones

Pertencentes aos Gendotipos Principais

Os isolados do T. erugi recuperados de animais TNC e INT por meio da hemocultura
realizada no 60° d.ai. foram identificados pelo perfil eletroforético de isoenzimas e
microssatélites. A analise de microssatélites foi realizada também em amostras de DNA
obtidas de sangue e tecidos positivos para o fragmento de 330pb do kDNA do T. ¢ruzi. Como
citado no item 3.1, os clones do T. ¢uzi foram descongelados e imediatamente mantidos em
crescimento exponencial em meio LIT para a obtengdao da massa umida. Essa foi conservada a
-70°C e posteriormente submetida a extragio enzimatica e a obtencdo do DNA que foram

utilizados como padrdes nas caracterizacdes moleculares (Delineamento Experimental Parte 2,
pag. 51).

3.7.1 Identificagio dos Isolados do 7. cruzi Recuperados pela Hemocultura

3.7.1.1 Analise Isoenzimatica

Nesse estudo, quatro sistemas enzimaticos foram testados incluindo a glicose fosfato

isomerase (GPI, E.C. 5.3.1.9); fosfoglicomutase (PGM, E.C. 5.4.2.2); glicose-6-fosfato
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desidrogenase (G6PD, E.C. 1.1.1.44) e isocitrato desidrogenase (IDH, E.C. 1.1.1.42). As
amostras isoladas dos animais infectados (INT) e tratados niao curados (INC) foram

comparadas com seus respectivos padroes e analisadas na mesma corrida eletroforética.

3.7.1.1.1 Obtengdo da Massa Umida do T cruzi e do Extrato Enzimatico

As hemoculturas positivas foram mantidas em crescimento exponencial em meio LIT
até a obtencao de aproximadamente 35,0mL de cultura. A cultura foi transferida para tubos de
sedimentagdo e centrifugada a 3.500rpm, a 4°C, por 30 min. Apds a centrifugacdo, o
sobrenadante foi desprezado cuidadosamente por inversio, e o sedimento lavado duas vezes
com 10mL de PBS estéril por centrifugagdo nas mesmas condi¢Oes anteriores por 15min. O
sedimento foi transferido para um tubo de microcentifugacio previamente pesado. Nova
lavagem desse sedimento, com PBS estéril, foi feita, seguida de centrifugacao a 10.000rpm por
10min. O sobrenadante foi eliminado cuidadosamente, o tubo foi novamente pesado e a
massa imida obtida foi armazenada a -70°C para posteriores exames moleculares.

A massa umida de parasitos foi submetida a extra¢do enzimatica segundo Kilgour e
Godfrey (1976). Para obtencio do extrato enzimatico, a massa umida do T. cugi foi
descongelada em banho de gelo e submetida a lise osmoética em presenga de estabilizador
enzimatico (2,0mM Ditotreitol, 2,0mM 4cido €-amino caprdico, 2,0mM EDTA/pH 7,0) na
propor¢ao de 1:1 (p/v=mg/ul) da solucio. O lisado foi centrifugado a 10.000tpm, a 4°C,
durante 20min. O sobrenadante foi aliquotado e armazenado a -70°C. O sedimento também
foi armazenado a -70° para posterior obtengao de DNA o qual foi utilizado na analise de

microssatélites.

3.7.1.1.2 Eletroforese de Isoenzimas e Revelacdo

A eletroforese de isoenzimas foi realizada segundo metodologia de Ben Abderrazak e#
al. (1993), em sistema horizontal, sob refrigeracao (Helena, Beaumont, Texas, EUA),
utilizando membrana de acetato-celulose (Helena, Beaumont, TE, EUA). As membranas
foram submersas, durante 20min, em tampao de eletroforese especifico para cada sistema
enzimatico estudado. As enzimas foram depositadas sobre a superficie da membrana de
celulose com auxilio de um aplicador (Helena, Texas, EUA), concentradas ou diluidas,
dependendo do sistema enzimatico. As membranas foram colocadas entre os eletrodos, e fitas

de papel de filtro foram utilizadas para fazer a ponte entre a membrana e o tampao de
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migracao contido nos compartimentos da cuba eletroforética. As condi¢bes da eletroforese e
os reagentes usados na reacdo encontram-se descritos na Tabela IV. Todas as enzimas
apresentam migra¢ao anoddica. Apos a eletroforese, as bandas protéicas foram visualizadas
através de reagdes bioquimicas especificas, utilizando a mistura reacional contendo todos os
reagentes necessarios a atividade da enzima acrescida de agente revelador. Apos a revelagao, a
reagao fol interrompida com solugao de acido acético 5% e as membranas foram lavadas em

agua destilada, fotografadas e, posteriormente, analisadas no programa Photocapt.

Tabela IV. Condicbes eletroforéticas e de revelagio usadas para os sistemas enzimaticos

estudados.

Glicose-6-fosfato isomerase
EC.5.3.1.9 GPI

Fosfoglicomutase
EC.5.4.2.2 PGM

Extrato: concentrado

Tampio de embebegao: ShawlIl* (1:4)!
Tampao de migragao: Shaw 111
Voltagem: 200V
Tempo: 25 minutos
*Mistura reacional: 5,0mg de frutose 6-fosfato
4,6U de G-6-P DH

Mgcl, 15mM

5,0mg de NADP

3,0mg de MTT

2,5mg de PMS
Temperatura ambiente
Tris-HC1 0,2M, pH 7

10% de agar

Extrato: concentrado

Tampio de embebegao: Kreutzer§ (1:4)!
Tampao de migragdo: I1I Kreutzer(1:1)
Voltagem: 200V
Tempo: 20 minutos
*Mistura reacional: 10mg o D-glicose-1-fosfato
15U G-6-P DH

Mgcl, 15mM

5,0mg de NADP

3,0mg de MTT

2,5mg de PMS
Temperatura ambiente
Tris-HC1 0,2M, pH 7

10% de agar

Glicose-6-fosfato-1-desidrogenase

EC.1.1.1.49 G6PD

Isocitrato desidrogenase

EC.1.1.1.42 ICD

Extrato: concentrado

Tampio de embebegao: HR

Tampao de migracao: HR

Voltagem: 200V

Tempo 20 minutos

*Mistura reacional 10mg de D-glicose-6-P
Mgcl, 15mM
5,0mg de NADP
3,0mg de MTT
2,5mg de PMS
Temperatura ambiente

Tampao Tris-HCl pH 7 0,2M

Extrato: concentrado

Tampio de embebegao: Shaw 11T (1:4)!
Tampao de migracao: Shaw II1
Voltagem: 200V
Tempo 20 minutos
*Mistura reacional: 10mg 4cido Isocitrico DL
Mgcl, 15mM

5,0mg de NADP

3,0mg de MTT

2,5mg de PMS
Temperatura ambiente

Tampao Tris-HCl pH 7 0,2M

Descri¢ao dos Tampdes

* Shaw I1I: 0,15M Ttis, 0,043M acido citrico/pH 7,0
§ Kreutzer I1: 0,2M fosfato/ pH 7,0

" HR (Eletra HR Tampio; Helena, Beaumont, TE, EUA): Tris-Barbital, barbital s6dico/pH 9,0

GO6PD: Glicose-6-Fosfato Desidrogenase. NADP: Nicotinamida Adenina Difosfato. MTT: Brometo de 3-{4,5-
Dimetiltiazol-2-1}-2,5Difeniltetrazolium. PMS: sulfato de fenazina. !: tampio diluido em 4gua (v/v). *Para preparagio
da solugao reveladora o agar foi aquecido no microondas com o tampao de cloridrato de hidroximetilaminometano
(Tris-HCI), resfriado em 4gua corrente e adicionado ao restante do revelador. A mistura reacional foi vertida sobre a
membrana.
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3.7.1.2 Analise de Microssatélites

3.7.1.2.1 Extra¢io de DNA Total do Sedimento Proveniente da Massa Umida do

T. cruzi

O DNA do T. aruzi foi extraido do sedimento restante apds obten¢dao do extrato
enzimatico, segundo o protocolo de Tibayrenc ez a/. (1993) que inclui trés etapas. Na primeira
etapa, foi promovida a lise celular do sedimento, empregando 200UL de tampao de lise
(10mM Tris-HCl, 10mM EDTA/pH 8,0), 1% de duodecil sulfato de sédio (SDS) e
100pg/mL de proteinase K. A mistura foi agitada, vedada com parafilme e colocada em
banho-maria, a 55°C, por 12h. Na segunda etapa, foi realizada a desproteinizagao da amostra
utilizando duas extragoes fendlicas, seguidas de duas extragdes com cloroférmio. Os solventes
foram adicionados na propor¢io de 1:1 (v/v) e a mistura homogeneizada por 5min e
centrifugada a 10.000rpm durante 7 min, a temperatura ambiente. A fase aquosa foi coletada e
o DNA submetido a precipitagao pela adigdo de um volume de acetato de sédio 3M, pH 5,2
correspondente a 10% do volume total e duas vezes o volume de etanol absoluto gelado. A
mistura foi submetida a refrigeracao, a -70°C, por duas horas, centrifugada a 10.000rpm, por
15 min, a temperatura ambiente. O DNA foi ressuspendido em 100uL de dagua milli-Q estéril
e estocado a -20°C.

A concentragio de DNA foi determinada por espectrofotometria com as leituras
realizadas a 260nm. A concentracio foi calculada a partir da densidade optica (DO)
considerando a relacdo de que uma unidade de DO ¢é correspondente a 50pug DNA/ul. A
leitura da absorbancia a 280nm foi realizada para a detec¢do de proteinas e a pureza da
amostra fol avaliada pela razao entre as densidades 6pticas observadas a 260 e 280nm. Para
sua utilizacdo nas analises de microssatélites, as amostras de DNA foram diluidas na

concentracao de 1,0ng/ul.

3.7.1.2.2 PCR de Microssatélites

A reagao de PCR foi realizada segundo a metodologia descrita por Valadares e/ al.
(2008) em um volume total de 15UL, contendo 10mM Tris-HCl/pH 9,0; 50mM de KCl, 0,1%
de Triton X-100 (Tampao B, Promega, Madison, WI, EUA); 2,5mM de MgCl, (Promega,
Madison, Wiscosin, EUA); 0,5U Tag DNA Polymerase (Promega, Madison, WI, EUA);
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250uM de cada dNTP (Sigma, Sto. Louis, MO, EUA); 0,3uM de cada iniciador (ALPHA
DNA, Montreal, Quebec, Canada) e 3,0ul. da solu¢io de DNA a 1,0ng/UL. As misturas

foram cobertas com 6leo mineral para evitar evaporagdao. As sequiéncias dos iniciadores estao
descritas na Tabela V. Em todos os casos, um dos iniciadores internos do par foi marcado
com fluoresceina na sua extremidade 5.

As amplificagoes foram realizadas em termociclador, MJ Research, modelo PT100 (MJ
Research, Inc., Ramsey, MA, EUA), utilizando o programa “stepdown” (Hercker & Roux, 1990)
modificado para a amplificacio de DNA do T. eruzi. O programa de amplificagio contém uma
etapa inicial de desnaturacio a 94°C por 5min, seguida de 35 ciclos com um passo de
desnaturacio a 94°C por 30seg; um passo de anelamento a 55°C por 30seg; e, um passo de
extensao de 30seg a 72°C. A cada cinco ciclos, a temperatura de anelamento foi diminuida 2°C

até atingir 48°C, quando o o numero de ciclos foi estendido para 15. A extensio foi realizada a

72°C por 5min. As seqiiéncias dos iniciadores utilizados para a amplificacdo estao descritas na

Tabela V, sendo o iniciador direto marcado com fluoresceina na sua extremidade 5.
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Tabela V. Seqiiencia de nucleotideos usados como iniciadores para amplificar os locos de

microssatélites do Trypanosoma cruzi empregados nesse estudo

Iniciador Seqiiéncia
TcAATS-d 5’-FluoresceinaACCTCATCGGTGTGCATGTC-3
TcAAT8-r 5-TATTGTCGCCGTGCAATTTC-3
TcAAT8ex-d 5"AGAGGCGCACAGTTGTATGC-3'
TcAAT8ex-r 5-“GACGCTTTATGTTGAATTCA-3'
TcATT14-d 5’-FluoresceinaTTATGGATGGGGTGGGTTTG-3
TcATT14-r 5-AGCAATAATCGTATTACGGC-3

TcATT14ex-d
TcATT14ex-r

5"TTTGCAAATGGGACAGTTAC-3'
5-"ACCTATTTTGCTCCTTGGTG-3'

TcCAA10-d 5"-FluoresceinGCACAGGGAGTCAAACTTCA-3"
TcCAA10-r 5-TCAAATTTATCACCCGTCGA- 3’
TcCAA10ex-d 5-GGTAAGGGCGAGTATGACTG-3'
TcCAA10ex-r 5-"TAGCCAATAAAAGTGATGCC-3'
TcGAG10-d 5-FluoresceinaTTCTCGGCTTCTATGTGTGC-3
TcGAG10-r 5-GTGCCCTCCGTTTATTCCTC-3

TcGAG10ex-d
TcGAG10ex-r

5"TTTCTTACTGCGAGGTGAGT-3'
5"AAGTGAAGTGAAGTGGTGCC-3'

TcTAC15-d
TcTAC15-¢

57-FluoresceinaGAATTTCCCCATTTCCAAGC-3’
5-CGATGAGCAACAATCGCTTC-3

TcTAC15ex-d
TcTAC15ex-r

5"GGATATTTGTTACTGCTGGC-3'
5'-CGGACATATCCCTCTAGTCG-3'

TcTAT20-d
TcTAT20-r

5-FluoresceinaGATCCTTGAGCAGCCACCAA-3
5-CAAATTCCCAACGCAGCAGC-3’

TcTAT20ex-d
TcTAT20ex-r

5"AGGCTGATCCTTGAGCAGCC-3'
5"CGGCGGTCTTCTTTTGTCTC-3'

TcAAATG6-d 5-FluoresceinaGCCGTGTCCTAAAGAGCAAG-3
TcAAATG-r 5-GGTTTTAGGGCCTTTAGGTG-3
TcAAATGex-d 5'-ACGCACTCTCTTTGTTAACAG-3'
TcAAATGex-r 5'-CACATACACATTCCAATGGTT-3'

SCLE10-d 5’-FluoresceinaGATCCGCAATAGGAAAC-3’
SCLE10-r 5-GTGCATGTTCCATGGCTT-3

d — iniciador direto; r — iniciador reverso; ex: inicador externo.

3.7.1.2.3 Determinagao do Tamanho dos Alelos de Microssatélites

Cinco microlitros dos produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida 6%, a 100 volts, por aproximadamente duas horas. Apds a eletroforese, os
fragmentos de DNA amplificados foram visualizados apoés coloragdo com nitrato de prata
segundo o protocolo descrito por Santos et al, (1993). Os produtos amplificados foram
submetidos a uma nova eletroforese realizada em condi¢des desnaturantes no seqiienciador

automatico de DNA (Healthcare, Milwaukee, WI, EUA) para determina¢io do tamanho dos
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alelos de microssatélites em pares de bases (pb). Uma aliquota de um a 3,0ul do produto da
PCR foi desnaturada a 90°C por trés minutos e, submetida a uma eletroforese em gel de

poliacrilamida 6% desnaturante (Uréia 8M) a 50°C, durante 10h. Nas corridas eletroforéticas,
foram utilizadas como padroes externos, escalas alélicas contendo uma mistura de fragmentos
fluorescentes de pesos moleculares variando de 50 em 50pb, (GE Healthcare, Milwaukee
Milwaukee, WI, EUA), na concentragio de 5,0fmol por fragmento. Na preparagio das
amostras foram incluidos os padroes externos e acrescentados fragmentos fluorescentes de
tamanhos conhecidos (75, 155, 210 e 322pb) utilizados como padrdes internos nas corridas.
Os resultados foram obtidos em forma de cromatogramas e analisados com o auxilio do

programa de computador “Allelocater” (GE Healthcare, Milwaukee, W1, EUA).

3.7.1.2.4 Padronizagdo da Analise de Microssatélites para os Clones do 7. cruzi

Pertencentes aos Gendtipos Principais

A analise de microssatélites foi realizada primeiramente nas amostras de DNA obtidas
de clones do T. euzz, usando oito locos (TcAATS, TcATT14, TcCAA10, TcGAGI10,
TcTAC15, TcTAT20 TcAAAT6 e SCLE10) entre os quais foram selecionados aqueles
capazes de distingui-los nas infec¢des mistas. Esses locos foram posteriormente utilizados na
identificacao dos isolados do T. ¢ruz7 obtidos de animais tratados e dos controles nao tratados.

O tamanho, em pares de base, dos alelos detectados para cada loco de microssatélites
obtido na caracterizagao dos diferentes clones, foi utilizado para estudar a relacdo filogenética
entre os mesmos. A construcdo das arvores filogenéticas foi realizada utilizando o pacote de
programas PHYLIP (“Phylogeny Inference Package”) versao 3.67 (Felsenstein, 2007). Cada alelo de
microssatélite foi considerado como um estado particular de um caracter discreto com
multiplos estados possiveis. Considerando que a evolu¢ao de microssatélites segue o modelo
de mutagao de um passo, um alelo com n repeticdes muda para o alelon + 1 oun - 1 (Valdes
et al., 1993; Shriver et al., 1993). Além disso, o alelo mais freqiiente foi considerado como o
estado ancestral e, os alelos difererindo apenas por uma unidade de repeti¢io foram ordenados
de forma adjacente, através de letras. Desse modo, o alelo mais freqiiente (d) poderia dar
origem aos alelos adjacentes (c), com uma unidade repetitiva a menos ou (e) com uma unidade
repetitiva a mais e, assim, sucessivamente.

Os dados obtidos foram submetidos ao programa FACTOR que transformou os

dados de caracteres discretos com multiplos estados, em caracteres com apenas dois estados
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representados por 0 ou 1. O arquivo obtido através desse programa foi inserido em seguida no
programa MIX para determinacio dos agrupamentos entre as amostras pelo método de
Wagner. A estratégia do programa MIX para adquirir a arvore ou arvores mais parcimoniosas
baseia-se em adicéo e rearranjos de cada OTU (Unidade Taxonémica Operacional). A medida
que cada OTU vai sendo adicionada, todas as topologias possiveis sao avaliadas, uma apds a
outra, e as mais provaveis sao selecionadas. A distancia genética entre os clones foi calculada
como sendo o nimero de mutagOes necessarias para a transformagao de um clone em outro e,
o programa TREEVIEW, versao 1.6.1 (PAGE, 1996) foi utilizado para a construcao da rede
de Wagner, sem raiz. Os niveis de significancia de cada ramificacdo na rede de Wagner foram
realizados por bootstrapping (100 reinteragoes) usando o programa SEQBOOT do pacote de
programas PHYLIP.

3.7.1.2.4.1 Avaliacao da Sensibilidade dos Locos de Microssatélites para Detecgao dos

Clones do 7. cruzinas Infec¢des Mistas

Para verificar a sensibilidade dos locos de microssatélites em detectar os clones nas
diferentes combinagoes genotipicas foram realizadas misturas teéricas de DNA contendo

diferentes concentra¢oes de DNA de gendtipos distintos a partir de uma solugao original de

1ng/UL de cada clone. A Tabela VI mostra as misturas tedricas realizadas.

Tabela VI. Misturas teéricas de clones de Trypanosoma cruzi pertencentes aos genotipos distintos
utilizadas na padronizac¢do da analise de microssatélites.

Clones Misturas Teoricas (Porcentagem de X:Y)

A B C D E F G
Clone X 100% 90% 75% 50% 25% 10% 0%
Clone Y 0% 10% 25% 50% 75% 90%o 100%

3.7.1.2.4.2 Analises Adicionais do Clone Cuica cll

Considerando que os resultados obtidos na caracterizagao individual dos oito clones
do T. ¢ruzi aqui estudados revelaram que o clone Cuica cll apresentou caracteristicas de

populacio policlonal, o estudo prosseguiu realizando analises adicionais nessa populagio.
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3.7.1.2.4.2.1 Clonagem de Células do Clone Cuica cll do T. eruz:

3.7.1.2.4.2.1.1 Obtencao de Células do Clone Cuica cll para Separacao em “FASC Cell Sorter”

Aproximadamente, 1,5mL de cultura do T. ¢rugi crescida em meio LIT, contendo 10°
células moéveis e sem formacdao de massas, foram transferidos para um tubo siliconado de
16x100mm (Vacutainer, Itupeva, SP, Brasil), sem aditivos. A cultura foi centrifugada a
400rpm, por 10min, a 4°C, em centrifuga Himac CR 21 (Hitachi) para separacio das células
intactas dos debris celulares presentes na cultura, sendo essa deixada em repouso por 10min.
O sobrenadante foi transferido para outro tubo e submetido a uma série de trés lavagens
utilizando 1,0mL PBS esterilizado por filtracdo, empregando filtro de 0,22uM Millex GV
(Millipore, MA, EUA). A cada lavagem o sedimento foi ressuspendido, homogeneizado
cuidadosamente por inversao e centrifugado a 2.200rpm, a 4°C, por 10min.

Apbs a ultima lavagem, o sedimento foi ressuspendido e transferido para um outro tubo
contendo 500UL de etanol absoluto mantido a -20°C. As células foram deixadas por 30min no
gelo, para fixagdo e, apos este perfodo, o tubo foi submetido a centrifugagao a 2.200rpm, por
10min. O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso em 1,0mL de PBS. A

solugao de células fixadas foi armazenada a 4°C até a manha seguinte quando foi submetida a

separa¢ao no aparelho “FACS Vantage Cell Sorter” (Becton Dickinson, San José, CA, EUA).

3.7.1.2.4.2.1.2 Separacio das Células Unicas do Clone Cuica cll do T. euzi em “FACS Vantage
Cell Sorter”

Uma pequena aliquota da solucdo de células fixadas foi transferida para um tubo de
microcentrifugacao de poliestireno (Becton Dickinson, San José, CA, EUA) para contagem no
“FACS Cell Sorter’. A solugao foi diluida em PBS até que a contagem do aparelho indicasse,
aproximadamente, 100 eventos por segundo.

O protocolo para a separagao em microplacas de 96 pocos foi feito segundo as
instru¢cbes do manual do “FACS Vantage’ (Becton-Dinckson, 1997). As placas defletoras
foram ligadas 20 minutos antes do experimento para que o campo elétrico fosse criado. Para a
separacao das células, foi utilizado o parametro “Counter’, o modo mais utilizado em separagao
de células devido a sua alta acuracia e pureza em contagem celular.

As células foram selecionadas de acordo com seu tamanho relativo e granulosidade,

seguido do grau de fluorescéncia emitida. O programa Clone Cyt (Becton-Dinckson, 1997) foi
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utilizado para a separagao das células diretamente em microplacas de plastico com 96 pogos
em fundo V (Sorenson BioScience, Salt Lake, Reino Unido) contendo 5UL. de uma solugao
10% Triton X-100 em cada pogo.

Apbs a separacdo das células, uma gota de 6leo mineral foi adicionada a cada um dos
pocos da placa. As placas foram seladas com cobertura plastica Microseal 'A" Film (M]
Research, Ramsey, MA, EUA), identificadas e armazenadas a -20°C para serem

posteriormente submetidas a PCR de microssatélites.

3.7.1.2.4.2.2 PCR de Microssatélites em Células Unicas do Clone Cuica cll do T. cruzi

As placas contendo uma tnica célula do T. euzi por orificio foram retiradas do
congelador e, imediatamente, submetidas a aquecimento a 80°C, por 1 hora, em termociclador
a fim de realizar a lise celular. Apos a lise, foi realizada a PCR utilizando o protocolo “fu//
nested” PCR descrito no item 3.9.2.1. Na primeira amplificagao, foi utilizado um volume total
de 25Ul contendo as células do T. ¢ruzi lisadas; SUL de Triton X-100 10%; 10mM Tris-HCl
pH 9,0,; 50mM de KCI; 0,1% Triton X-100 (Tampao B, Promega, Madison, WI, EUA);
2,5mM MgCl, (Promega, Madison, WI, EUA); 1U Tag DNA Polimerase (Promega, Madison,
WI, EUA); 300uM de cada ANTP (Sigma, Sto. Louis, MO, EUA); 0,3uM de cada iniciador
externo (Invitrogen, Sio Paulo, SP, Brasil — Tabela V) que foram recobertos com o6leo

mineral. A segunda amplificacao foi realizada como descrito no item 3.9.2.1.

3.7.1.2.4.2.3 Manuseio Laboratorial do Clone Cuica

A fim de verificar a dinamica das subpopula¢oes do T. cuzi encontradas no clone
Cuica cll, esse foi mantido, por aproximadamente oito meses na fase estacionaria de
crescimento em meio LIT e submetido a passagens sucessivas em camundongos albinos
Swiss, com quatro semanas de idade. As passagens foram realizadas de 20 em 20 dias e os
parasitos reisolados por hemocultura na quinta e 15* passagens. Apds a positivagao da
hemocultura, os parasitos foram mantidos em meio LIT em fase exponencial de crescimento
para obten¢ao da massa umida e posterior extracio para obten¢do do extrato enzimatico e
DNA como descrito no item 3.7.1.1.1. Analises comparativas entre o perfil de isoenzimas e
microssatélites desses reisolados, do estoque Cuica cll e de um estoque Cuica cll

criopreservado no Laboratério de Doenga de Chagas desde 1997, foram entio realizadas.
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3.7.2 Identificagao pelo Perfil de Microssatélites dos Isolados do 7. cruzi em DNA

Obtido Diretamente do Sangue ou Tecidos

A obten¢io de DNA das amostras de sangue dos animais infectados tratados nao
curados (TNC) e dos controles infectados nao tratados (INT) foi processada de acordo com a
metodologia descrita no item 3.6.3. As amostras foram triadas para deteccao do fragmento de
330pb do kDNA do T. ¢ruzi (metodologia descrita nos itens 3.6.3.1 e 3.6.3.3) e as amostras
positivas foram submetidas a caracterizag¢ao pelo perfil de microssatélites.

Os lisados provenientes de amostras do coragao e musculo esquelético coletados entre
os 30-35% dias apos infecgao, positivos para o fragmento de 330pb do kDNA do T. eruzi
(metodologia descrita no item 3.6.4.2 ¢ 3.6.3.1.1.3.2), também foram analisados em relag¢ao ao

perfil de microssatélites.

3.7.3 PCR “full nested” para Detecgiao dos Alelos de Microssatélites

A amplificagdo de microssatélites do DNA do T. awugi presentes no sangue e nos
tecidos dos animais infectados foi realizada diretamente desses materiais biolégicos, utilizando
um protocolo de PCR denominado “fu// nested’. Esse método consiste em uma etapa inicial de
amplificagao empregando os iniciadores externos para cada loco estudado, seguida de uma
PCR que utiliza o produto da primeira amplificagdio como DNA molde para ser amplificado
pelos iniciadores internos (Tabela V). Na primeira amplificagao foram utilizados 12UL da
mistura de reagdo composta de 10mM Tris-HCI/pH 9,0; 50mM KCI; 0,1% de Triton X-100
(Tampao B, Promega, Madison, WI, EUA); 2,5mM de MgCl, (Promega, Madison, W1, EUA);
250uM de cada ANTP (Sigma, Sto. Louis, MO, EUA); 0,3UM de cada iniciador externo
(ALPHA DNA, Montreal, Quebec, Canadda — Tabela V) e 1U de Tag DNA polimerase
(Promega, Madison, WI, EUA); acrescidos 1,5UL da amostra e 20uL de 6leo mineral. Na
segunda amplificagdo foram utilizados 10% do volume de reagdao obtido na etapa anterior e a
mistura da reagdo foi semelhante a descrita acima, com exce¢ao dos iniciadores. Nessa etapa,
foram empregados iniciadores internos para cada loco de microssatélite na concentracao de
0,3uM (Invitrogen, Sio Paulo, SP, Brasil). Os ciclos de amplifica¢io da PCR em ambas as
etapas ¢ a determinagao dos alelos de microssatélites foram realizados segundo o protocolo
“stepdown” descrito no item 3.7.1.22 e a metodologia descrita no item 3.7.1.2.3,

respectivamente.
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Camundongos BALB/c fémeas, 28-30 dias (nt = 512)

Monoinfecc¢des: 10.000 TS/animal, via IP (n = 16)

InfeccOes mistas: 5.000 TS de cada clone/animal, via IP (n = 16)

Confirmagéo da infecgdo: ESF do 42 ao

8 animais 102 d.a.i., se necessario HE no 102 d.a.i. 8 animais
Tratados ¢/ BZ (IT) Controles nao
100mg/kg, 20 doses tratados (INT)
Parasitemia (n-6) . . Positividade da PCR para o kDNA em tecidos
Mortalidade (n = 6) Perfil de )
Brener, 1962 o Extracao de DNA (Andrade et al., 1999)
A partir do 42 d.a.i 1220 90°d.a.i. Susceptibilidade ao BZ (n =6) PCR (Gomes et al,, 1998 modificada)

| Entre 0 312 ¢ 352 d.a.i. — FA (n=2)
ESF

o Do 312 a0 602d.a.i.

Entre 1202 e125¢ d.a.i. — FC (n=2)

HE
Filardi & Brener, 1987
602d.a.i.

(30 dias pés-tratamento)

PCR

Gomes et al., 1998 modificada

602d.a.i.

(30 dias pos-tratamento) Validacao do

critério de cura

ELISA
Voller et al., 1976

Determinagao do indice de cura

902 -1202 d.a.i.

(2 e 3 meses pos-tratamento)

e AATV
Martins-Filho et al., 1995 modificada

1202 d.a.i.

(3 meses pos-tratamento)

Delineamento experimental (Parte 1). Parimetros analisados e distribuicio dos camundongos BALB/c inoculados com clones do Trypanosoma crugi pertencentes aos gendtipos
principais, tratados com Benzonidazol (IT) e os controles nio tratados (INT). TS: Tripomastigotas sangiiineos; BZ: Benzonidazol; IP: intraperitoneal; nt = nimero de animais totais
avaliados; n = nimero de animais por grupo experimental; d.a.i.: dias apds a infecgao; ESF: exame de sangue a fresco, HE: hemocultura; PCR: reacio em cadeia da polimerase; AATV:
pesquisa de anticorpos antitripomastigotas vivos pela citometria de fluxo. As datas indicam o dia em que as coletas foram realizadas.
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Caracterizacao molecular dos clones do
T. cruzi remanescentes nos animais com
infeccoes mistas

TNC INT
Animais Tratados ndo curados Controles néo tratados
; Amostras de DNA obtidas diretamente do Amostras de DNA obtidas do Coracao e
Amostras isoladas por HE A e .
P sangue positivas para o kDNA Musculo Esquelético positivas para o kDNA
602d.a.i. (nt-TNG =78, nt-INT = 102) 602d.a.i. (N-TNG = 105, Nt-INT = 139) ~300d.a.i. (Nt-TNG = 105, nt-InT = 139)

Obtengao de massa
Umida
do T. cruzi

Extracao Isoenzimatica Extracdo de DNA
Kilgour & Goldofrey et al., 2007 Tibayrenc et al., 1993

| PCR de Microssatélites
Valadares et al., 2007

Analise de Isoenzimas
Ben Abdrrazak et al., 1993

Delineamento experimental (Parte 2). Caracterizagio molecular dos isolados provenientes dos camundongos BALB/c inoculados com as misturas dos clones do Trypanosoma cruzi
pertencentes aos gendtipos principais, tratados com Benzonidazol (IT) e os respectivos controles ndo tratados (INT) nt = nimero de amostras totais avaliadas. As datas indicam o dia em
que as coletas foram realizadas.
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ANALISE DA EFICACIA DO TRATAMENTO COM BENZONIDAZOL EM
INFECCOES MISTAS E MONOINFECCOES

Distintos parametros biolégicos foram avaliados nesse estudo incluindo: (1)
parasitemia, (2) mortalidade cumulativa, (3) perfil de susceptibilidade ao BZ estabelecido
segundo o critério de Filardi & Brener (1982) acrescido da PCR em eluato de sangue e (4)
positividade da PCR para detec¢do do kKDNA do T. ¢ruzi nos tecidos.

O efeito do tratamento sobre esses parametros nos diferentes grupos experimentais
foi analisado comparando-se os resultados obtidos em animais tratados e nao tratados. Além
disso, os clones remanescentes nos animais infectados, submetidos a0 tratamento ou nio,
foram identificados pela analise de isoenzimas e microssatélites em amostras obtidas por
hemocultura, diretamente no sangue e nos tecidos dos animais.

A reprodutibilidade dos resultados foi avaliada pela repeticio de um experimento
escolhido aleatoriamente entre os gendtipos e combinagdes genotipicas analisadas. Desse
modo, pela selegao aleatéria foram repetidos 10 experimentos distribuidos entre os genotipos
(20, 19, 39 e 32) e suas combina¢oes (20+19, 20+39, 20+32, 19+39, 19+32, 39+32). Além
disso, algumas monoinfec¢oes foram repetidas em momentos distintos durante a realizagao
dos experimentos, a fim de verificar a reprodutibilidade dos experimentos. Outras infecgoes
mistas, além das selecionadas aleatoriamente, também foram realizadas em duplicata. Os
resultados obtidos foram semelhantes entre todos os pares de experimentos avaliados. Desse

modo os dados aqui apresentados se referem ao primeiro grupo de experimentos realizados.

4.1 Parasitemia

O perfil da curva de parasitemia foi e heterogéneo entre os animais infectados com
clones de um mesmo genétipo ou mesmo com as misturas das diferentes combinagoes
genotipicas. Em decorréncia da heterogeneidade existente em cada grupo e, uma vez que foram
selecionados clones polares, combinando as propriedades viruléncia e susceptibilidade ao BZ,
tais diferencas eram esperadas entre os representantes de um mesmo genétipo. Desse modo, os
clones que apresentaram maiores niveis de parasitemia (PAR) foram o P209 cll (genétipo 20) e
Gamba cll (gendtipo 19) com 1.066.124 e 394.290 tripomastigotas sangtineos,

respectivamente. Ambos apresentaram PP superior a 40 dias e DPMP de aproximadamente

26,4%£7,96 para o P209 cll e 52,8+15,3 para o Gamba cll. Por outro lado, os clones menos
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virulentos foram os do genétipo 39 (Bug2148 cll e SO3 cl5) com 1.700 e 3.300 tripomastigotas
sanguineos, respectivamente e, PP curto (< 5 dias). Para maiores detalhes veja o Anexo 1.

Para avaliar os niveis de parasitemia das diferentes combinagdes e considerando que
esses variaram de 2.3.43.400 a 833 tripomastigotas sangtineos, foi adotado o critério arbitrario
dividindo as combinagdes em: (1) PAR elevado (>1.000.000 tripomastigotas sangtineos), (2)
PAR médio (300.000-1.000.000) e (3) PAR baixo (0-300.000).

Animais infectados com a mistura P209 cl1+Gamba cll (combinacio 20+19) foram os
unicos que apresentaram PAR(s) elevado(s), os infectados com as misturas Cuica cll+Gamba
cll e Cuica cl1+OPS21 cl11 apresentaram PAR(s) médios e aqueles infectados com a mistura
P209 cl1+OPS21 cl11 apresentram PAR(s) baixos. O PP foi longo para todas as misturas (> 40
dias) e o DPMP foi superior a 30 dias. Animais infectados com todas as misturas da
combinagao 20+39 apresentaram PAR(s) médios com PP(s) longos (> 40 dias) e DPMP
também superior a 30 dias.

Por outro lado, animais infectados com as diferentes misturas da combinacio 20+32
apresentaram comportamento distinto: animais infectados com a mistura P209 cl1+IVV cl4
apresentaram PAR(s) médios e com os demais, niveis PAR(s) baixos. O PP foi superior a 40
dias e o DPMP foi variavel entre as diferentes misturas: de 14,316,33 dias na mistura Cuica

cl1+MAS cll; 33,3+16,54 dias na Cuica cl1+IVV cl4; 36,519,711 dias na P209 cll cl1+IVV cl4 e
de 51,7£14,96 dias na mistura P209 cl1+MAS cll.

A combinagao 19+39 apresentou uma clara subdivisao, uma vez que animais infectados
com o clone mais virulento do genétipo 19 (Gamba cll) apresentaram PAR(s) médios;
enquanto aqueles infectados com o clone menos virulento desse genétipo (OPS 21 clll)
apresentaram PAR(s) baixos, sendo a parasitemia detectada uma tnica vez pelo método de
Brener (1962) no caso da mistura OPS21 c111+S03 cI5. Os PP(s) foram longos para as demais
combinagoes (>54 dias).

Comportamento semelhante foi observado para animais infectados com a combinagao
19+32, embora todas as misturas tenham apresentado PAR(s) baixos, esse foi mais expressivo
naquelas contendo o clone mais virulento do genétipo 19 (Gamba cll), com PP(s) superiores a
45 dias e DPMP maior que 32 dias. Por outro lado, os PAR(s) foram bem mais baixos nos
animais infectados com as misturas contendo o clone OPS21 cl11 (19), combinado com ambos

os estoques do gendtipo 32 e os PP curtos, inferiores a cinco dias.
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Animais infectados com a combinagdo 39432 foram os que apresentaram
comportamento mais homogéneo, com PAR(s) baixos em todas as misturas (< 9,4
tripomastigotas sangtiineos), PP(s) curtos (< 3 dias) e DPMP em torno de oito a 10 d.a.i.

O tratamento promoveu redugdo significativa da parasitemia na maioria das
monoinfecgdes e infecgdes mistas, tornando-se subpatente poucos dias apds o inicio do
tratamento com BZ. Perfis de curva de parasitemia média representativos desses resultados
sao mostrados na Figura 2A edas demais monoinfec¢oes e infec¢des mistas estao no Anexo L.

Animais infectados com os estoques P209 cll (gendtipo 20) e Gamba cll (19), com as
misturas Gamba cl1+P209 cll e Gamba cll+Cuica cll (combina¢io 20+19), Cuica
cl1+Bug2148 cll (20+39), Gamba cl1+Bug2148 cll (19+39) e, Gamba cl1+IVV cl4 (20+32)
apresentaram reativacao da parasitemia apos o tratamento entre o 40-60° d.a.i. — Figura 2B. Os
PAR(s) foram significativamente inferiores aos observados nos animais INT em todos os
casos ¢ a parasitemia persistiu por periodo variavel de 2 a 54 dias ap6s a reativagao.

O tratamento também promoveu diminui¢ao significativa nos demais parametros
relacionados a curva de parasitemia (PP e PMP) e antecipagio do DPMP na maioria das
monoinfec¢des ou infecgdes mistas. Entretanto, em animais infectados com o estoque P209
cll e a mistura Gamba cll+Bug2148 cll o tratamento nio reduziu o periodo patente da
infec¢ao, mas retardou o dia do pico de parasitemia (Figura 2B, Anexo I).

Animais infectados com os estoques do genétipo 39 (Bug2148 cll e SO3 cl5), todas as
misturas da combinac¢ao 39+32 (Bug2148 cl1+IVV 14, SO3 cl5+MAS cll, SO3 clI5+IVV cl4 e
Bug2148 cl1+MAS cll), duas misturas da combinagao 19+32 (OPS21 cl11+MAS cll e OPS21
cl11+IVV cl4 cl5) e uma mistura da combinacdao 19+39 (OPS21 cl11+SO3 cl5) apresentaram
PAR(s) e PP(s) curtos (5 a 20 d.a.i.) — Figura 2C. Nesses casos, o tratamento nao resultou em
alteragdo da maioria dos parametros relacionados a parasitemia no grupo IT, quando

comparados aos controles INT.
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Figura 2. Perfis representativos de curvas de parasitemia média obtidos em monoinfecgbes e
infec¢bes mistas por clones do Trypanosoma cruzgi pertencentes aos genodtipos principais em que o
tratamento com benzonidazol reduziu significativamente os niveis de parasitemia (A) e em que ocotreu
reativacdo da parasitemia apos tratamento (B).
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Figura 2C (continuagdo). Perfis representivos de curvas de parasitemia média obtidos em
monoinfec¢des e infec¢des mistas por clones do Trypanosoma cruzi pertencentes aos gendtipos principais
em que o tratamento com Benzonidazol nao reduziu significativamente os niveis parasitémicos.

4.2 Mortalidade

Os animais infectados com os clones do T. ¢rugi pertencentes aos gendtipos principais
e suas misturas apresentaram na maioria dos casos baixa taxa de mortalidade (MOR) variando
de 0 a 15,4%. Nao foi observada diferenca significativa entre as taxas de mortalidade dos
animais INT e IT (Anexo 1). Animais infectados com a mistura P209cl1+OPS21 cl11
apresentaram taxa de mortalidade mais expressiva (40%) e o tratamento foi capaz de previni-la

totalmente.
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4.3 Perfil de Susceptibilidade ao Benzonidazol em Infec¢oes Mistas por Clones
do T. cruzi Pertencentes aos Gendtipos Principais

4.3.1 Estabelecimento do Critério de Cura para Avaliagdo da Eficacia Terapéutica ao

Benzonidazol

A determinagao da eficacia ou falha terapéutica do BZ no tratamento de animais
infectados pelo T. ¢ruzi foi realizada empregando métodos parasitolégicos como o exame a
fresco (ESF), a hemocultura (HE) e a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) em amostras de
sangue e, métodos sorolégicos como a reagao imunoenzimatica (ELISA) e a pesquisa de
anticorpos antitripomastigotas vivos (AATV).

Na primeira etapa da investigacao, fol verificado o tempo minimo em que as amostras
de soro deveriam ser coletadas para assegurar uma correta classificagio dos animais, segundo
o critério de cura estabelecido por Kretlli & Brener (1982). Nesse contexto, foram
selecionados soros de animais coletados aos dois e trés meses apds tratamento para serem
analisados pela ELISA considerando os resultados prévios dos testes parasitologicos e da
pesquisa de AATV. Os soros dos animais foram alocados em dois grupos (1) TNC*: (animais
que apresentaram pelo menos um teste parasitologico positivo e AATV positivo) e (2) TC*
(animais com os testes parasitologicos e AATV negativos).

Os resultados da ELISA demonstraram que algumas amostras coletadas de animais
TNC apenas aos dois meses apos o tratamento nao foram compativeis com a positividade dos
testes parasitologicos. A falha em detectar a infec¢ao aos dois meses apés o término do
tratamento niao pode ser correlacionada a nenhum gendtipo ou combinagio genotipica
especifica. Por outro lado, uma das 194 amostras de soro coletadas trés meses apos o
tratamento com BZ permaneceu negativa quando foram analisadas pela ELISA. Dessa
maneira, os resultados da ELISA em amostras coletadas trés meses apds tratamento foram
mais coerentes com a falha terapéutica definida pelas outras metodologias (Figura 3 — A).

Além disso, a analise de amostras de soro de animais pertencentes ao grupo TC,
coletadas trés meses apos o tratamento, confirmou que a ELISA foi novamente mais eficiente
na defini¢io de cura dos animais do que sua realizagdo em amostras coletadas somente dois
meses apos o tratamento (Figura 3 — A).

Uma vez determinado que o periodo de trés meses apds o tratamento representava o
tempo minimo requerido para o emprego da ELISA como critério de cura, amostras

biol6gicas de 194 animais infectados com diferentes combinagoes genotipicas do T. euzi ou
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suas respectivas monoinfeccoes, tratados com BZ na fase aguda, foram analisadas pelos testes
sorologicos e parasitolégicos concomitantemente com amostras de animais infectados nao
tratados (INT) e nio infectados (NI) utilizadas como controle.

A falha terapéutica foi detectada em 72,2% dos 194 animais tratados (TNC, 140) e a
cura observada em 27,8% (n=>54), incluindo 19,1% de tratados curados (TC, n=37) e 8,7% de
dissociados (DIS, n=17).

Apds o tratamento, os animais apresentaram trés perfis sorologicos distintos,
consistentes com o perfil dos grupos TNC, DIS e TC (Figura 3 — B). A analise dos perfis
sorolégicos demonstrou que a AATV foi capaz de identificar eficazmente o grupo DIS ja aos
trés meses apos o tratamento (Figura 3 — B) e fol mais precisa em categorizar os diferentes
grupos de animais em relagao a resposta terapéutica do que a ELISA. Além disso, a subdivisao
dos animais TNC, de acordo com a positividade da hemocultura, mostrou que ambas as
técnicas sorolégicas detectaram perfis distintos entre 0s animais que apresentaram
hemocultura negativa (Hc-) e positiva (Hc+), com maior reatividade verificada no segundo

grupo (Figura 3 — C).
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Figura 3. Perfil sorolégico de camundongos BALB/c infectados com diferentes clones e
combinagodes dos gendtipos principais do Trypanosoma cruzi, classificados como Infectado Nao
Tratado (INT = M) Nio Infectado (NI=D), Tratado Nio curado (TNC=4), Dissociado
(DIS=?) e Tratado Curado (TC=®), com base nos perfis sorolégicos e parasitolégicos definidos
pelo critério de cura classico. A: aplicagio da ELISA em amostras de soro coletadas dois (simbolos
abertos) e trés meses (simbolos fechados) apés tratamento com BZ provenientes de animais com testes
parasitolgicos ¢ AATV positivos (INC*=A AY) ou negativos (TC*=O @) para determinar o tempo
minimo, apds tratamento necessario, para a ELISA atuar como um bom critério de cura. B: A sorologia
convencional (ELISA) e a nio convencional para detec¢io de anticorpos antitripomastigotas vivos pela
citometria de fluxo (AATV) foram posteriormente realizadas em amostras de soro coletadas trés meses
apos tratamento com Benzonidazol e os perfis sorolégicos foram analisados apés a definicdo de cura pelo
critério de Kretlli & Brener, 1982. C: Comparacio do petfil sorolégico entre animais tratados ndo curados
com hemocultura positiva (TNC Hc+=‘) e negativa (TNC He=" ). Os resultados foram expressos em
densidade 6ptica (DO) a 490nm na ELISA e percentagem de parasitos fluorescentes poistivos (PPFP) na
AATYV. As linhas hortizontais pontilhadas indicam o valor do ponto de corte utilizado para discriminar

resultados positivos e negativos.
*: animais foram classificados considerando apenas os resultados dos testes parasitologicos e da AATV.
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Para verificar a capacidade dos métodos laboratoriais empregados no critério de cura
para detectar a infeccdo pelo 1. eruzs, foram analisados resultados obtidos em amostras
coletadas de animais TNC e INT (Tabela VII). Nos animais INT, os testes sorologicos foram
reativos em 100% dos animais avaliados, enquanto a Hc e PCR foram positivas em 89,4 e
95,3% dos camundongos, respectivamente. A PCR foi positiva em 14 das 15 amostras (93,3%)
de animais em que a Hc foi negativa e, foi negativa, em cinco amostras de animais em que a
Hc foi positiva.

Nos animais TNC, o ESF apresentou 19,8% de positividade, a Hc 79,3% e a PCR
96,0% (Tabela VII). A PCR foi positiva em 93,1% (27/29) dos animais nos quais a Hc foi
negativa e, foi negativa, em duas amostras de animais nos quais a Hc foi positiva. Dois animais
que apresentaram testes parasitoldgicos negativos e sorologicos positivos em ambas as
técnicas foram classificados como TNC. A analise das amostras de soro desses dois animais,
coletadas seis meses apds tratamento, demonstrou que tanto a ELISA quanto AATV
permaneceram positivas. Duas amostras de animais nos quais os testes parasitolégicos foram
positivos (Hc e PCR) apresentaram ELISA e AATV negativas ou préximas ao ponto de corte
(Figura 3).

Os resultados obtidos nos animais NI confirmaram a especificidade dos métodos
parasitolégicos e sorolégicos mostrando resultados negativos em todos os grupos avaliados.

Além disso, ndo foram detectados inibidores em nenhuma das amostras negativas avaliadas.

Tabela VII. Compara¢io entre o percentual de positividade dos testes sorolégicos e
patasitologicos em amostras bioldgicas provenientes de camundongos BALB/c infectados com
diferentes combinag¢des genotipicas do Trypanosoma cruzi

Percentual de Positividade
Grupos Experimentais
(n = 402)
ELISA AATV ESF Hc PCR
INT (188) 100,0 (84)2 100,0 (64) NR 89,4 (188)b 953 (167)¢
TNC (140) 96,4 (140) 99,0 (112) 19,8 (140)> 79,3 (140)c 96,9 (127)2

INT: Infectado nao tratado; TNC: Tratado nio curado; n = numero de animais; ELISA: reagdo imunoenzimatica para
deteccio de IgG total pela ELISA; AATV: pesquisa de anticorpos antitripomastigotas vivos pela citometria de fluxo;
ESF: exame de sangue a fresco; Hc: Hemocultura ¢ PCR: reagdo em cadeia da polimerase. Letras diferentes
representam diferencas significativas em P < 0,05. NR: Nao realizado.

A andlise da positividade das técnicas parasitologicas, considerando a variabilidade
genética dos estoques, demonstrou que o ESF apresentou baixa sensibilidade para a maioria
das monoinfeccbes e infec¢des mistas (variando de 0 a 33,4%). Por outro lado, a Hc

¢ ¢ > >

apresentou positividade satisfatoria para a maioria das combinag¢des genotipicas (85,7-100,0%),
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exceto para o genotipo 39 (20,0%) e para as combinagdes 19432 (64,7%) e 39+32 (22,2%). A
PCR foi o método parasitolégico mais sensivel e ndo foram observadas diferencas
significativas entre as taxas de positividade dos diferentes grupos analisados (81,8-100%). Nos
animais INT, o desempenho dos testes parasitologicos foi semelhante ao observado nos
animais TNC e, novamente, o genétipo 39 (60,0%) e a combinagdo 39+32 (72,7%)
apresentaram menor frequéncia de positividade na He.

Foram observadas diferencas significativas entre a positividade dos testes sorolégicos e
da Hc (P < 0,001), bem como entre a positividade da PCR e da hemocultura (P = 0,02) em
ambos os grupos. A andlise de correlagao entre os métodos sorolégicos e parasitolégicos
empregados demonstrou uma melhor concordancia entre os resultados da AATV e da PCR

(r= 0,855).

4.3.2 Perfil de Susceptibilidade ao Benzonidazol Segundo as Linhagens do T. cruzi

A Figura 4 mostra os indices de cura obtidos no tratamento de camundongos BALB/c
segundo as grandes linhagens filogenéticas do T. auzi e os respectivos indices de cura globais
esperados. Para a estimativa do indice de cura esperado foi considerada a hipdtese nula de
trabalho segundo a qual “em infec¢Ges mistas ndo ha interacdo entre os clones da mistura” e
ainda o fato de que a resposta ao tratamento ¢é estavel para cada populac¢ao do T. cuzi se
mantidas as mesmas condigoes experimentais. Desse modo, a resposta esperada da mistura de
dois clones com diferentes perfis de susceptibilidade ao BZ deveria corresponder ao indice de
cura do clone mais resistente da mistura. Consequentemente, o indice de cura global esperado
(ICE) para as combinacGes de clones pertencentes a diferentes linhagens do 1. euzi foi
calculado a partir da média dos indices de cura esperados para cada uma das misturas
pertencentes a essa combinagio.

Desse modo, uma vez que na combinacio T. ouzi 1+T. cruzi 1 sempre estavam
incluidos clones resistentes ao BZ, o indice de cura global esperado foi de 0%. As infecgoes
mistas envolvendo T. ¢uzi 1+7T. ¢ruzz mostraram uma predominancia de combinagdes que
continham clones resistentes a0 BZ e apresentaram indice de cura global esperado de 17,7%.
A combina¢ao T. eruzi I+7T. eruzi 11 que continha misturas de clones resistentes, parcialmente
susceptiveis e susceptiveis a0 BZ apresentou indice de cura global de 26,7%. Ja a combinagao
T. eruzi+T. cruzi 11 apresentou uma predominancia de clones parcialmente susceptiveis ao BZ,

resultando em indice de cura global esperado de 35,0%.
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Animais monoinfectados por clones pertencentes a 1. ¢uz/ 1 foram mais resistentes ao
BZ (indice de cura global observado — ICO de 35,4%) seguidos pelos infectados com clones
da linhagem T. cruzi (54,4%), sendo ambos parcialmente susceptiveis ao BZ (Figura 4). Por
outro lado, animais infectados com clones da linhagem do T. auzi 11 foram susceptiveis ao
tratamento com BZ apresentando indice de cura global observado de 70%. Da mesma forma,
as combinagoes contendo apenas T. cugi 1 sempre foram resistentes ao BZ, embora tenha
sido observada diferenca significativa na resisténcia ao BZ entre a combinacao do T. crugi 1+
T. eruzi 1T (0% de cura) e T. cuzi 1+T. cruzi (17,4%) ou T. cruzi 1+7T. eruzz 11 (24,0%). A
combinagao T. cruzi+T. cruzi 11 foi a que apresentou maior indice de cura, correspondendo a
59,1%.

Feitas estas consideragoes foi realizada, a analise comparativa entre os indices de cura
observado (ICO) e esperado (ICE). Quando foram consideradas as misturas entre diferentes
linhagens do T. euzi nao foram observadas mudangas no perfil de susceptibilidade ao BZ em
nenhuma das combina¢des. Comparando os indices de cura esperado e observado foi
detectado um aumento no indice de cura na combinacao T. cuzi+T. cruzi 11 (59,1% wversus
35,0%), mas esse aumento nao foi suficiente para promover mudanga no perfil de

susceptibilidade ao BZ (Figura 4).
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Figura 4. Perfil de susceptibilidade ao Benzonidazol dos clones do T. ¢uzi e suas diferentes
combinagoes segundo as linhagens do 1. cruzi (1. cruzi 1, T. cruzi e T. eruzi 1I). As monoinfecgoes e
infec¢oes mistas foram classificadas segundo o critério proposto por Filard & Brener (1987) em

Resistente (M: indice de cura < 33%), Parcialmente susceptivel (8: 33% < indice de cura < 66%) e

Susceptivel (O: indice de cura 2 66).

ICO: indice de cura observado. ICE: indice de cura esperado.

Letras diferentes representam diferencas significativas (p < 0,05) entre os indices de cura observados nos
animais infectados com diferentes linhagens do T. ¢uz/ e suas combinagdes.

4.3.3 Perfil de Susceptibilidade ao Benzonidazol Segundo os Genétipos Principais do
T. cruzi

A Figura 5 mostra os indices de cura obtidos apds o tratamento de camundongos
BALB/c infectados com clones do T. ¢ruzi agrupados de acordo com os gendtipos principais e
os respectivos indices de crua esperados. Os indices de cura globais esperados para as
diferentes combinagdes genotipicas foram estimados com base nas mesmas premissas
descritas para as linhagens do T. ¢uzi. As combinagdes contendo o genétipo 20, cujos clones
sao resistentes ao BZ, apresentaram indices de cura globais esperados (ICE) de 0%. Para

combinag¢des contendo o gendétipo 19 (clones parcialmente susceptiveis ou susceptiveis ao
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BZ) com os genétipos 39 (clones resistentes ou parcialmente susceptiveis ao BZ) ou 32
(clones parcialmente susceptiveis ou susceptiveis ao BZ), os indices de cura globais esperados
variaram de 35,0% a 55,0%, respectivamente. Uma vez que a combinacio 39+32 inclui

misturas de clones resistentes, parcialmente susceptiveis e susceptiveis, o indice de cura global

esperado foi de 35,0%.
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Figura 5. Perfil de susceptibilidade ao Benzonidazol dos clones do T. ¢uzi e suas diferentes
combinag¢des segundo os gendtipos principais (20, 19, 39 e 32). As monoinfecgdes e as infecgoes
mistas foram classificadas segundo o critério proposto por Filardi & Brener (1987) em Resistente
(M: indice de cura < 33%), Parcialmente susceptivel (B: 33% < indice de cura < 66%) e
Susceptivel (O: indice de cura = 66).

ICO: indice de cura observado. ICE: indice de cura esperado.

Letras diferentes representam diferencas significativas (p < 0,05) entre os indices de cura observados nos
animais infectados com diferentes gendtipos do 1. aruzi e suas combinagdes.

* Representa mudanca no perfil de susceptibilidade ao BZ considerando os indices de cura observado e
esperado para as diferentes combinagdes.
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Animais monoinfectados com o genétipo 20 foram resistentes ao BZ com indice de
cura ICO=0%) significativamente menor do que aqueles observados em animais infectados
com os clones do genétipo 39 (50,0% - parcialmente susceptivel ao BZ) e do que os dos
gendtipos 19 e 32, ambos susceptiveis ao BZ (indices de cura de 70,0%). Todas as
combinag¢des contendo o gendtipo 20 foram também resistentes ao BZ, embora diferencas
significativas tenham sido observadas entre as combinag¢des dos genétipos 20+19 e 20+39. As
combinagoes 19+39 (25,9%) e 19+32 (22,7%) foram ambas resistentes ao BZ e a combinacao
39+32 foi parcialmente susceptivel (59,1%).

Ao contrario da analise do perfil de susceptibilidade ao BZ das infec¢bes mistas,
considerando como referéncia as grandes linhagens do 1. ¢uzz, a comparagao dos indices de
cura observado e esperado para as diferentes misturas, segundo os genétipos do T. eruzi,
demonsntou mudangas no perfil esperado para as misturas. Em varias combinagoes
genotipicas, diferencas foram verificadas entre os indices de cura observado e esperado.
Entretanto, as diferencas nao resultaram em altera¢es no perfil de susceptibilidade ao BZ na
maioria das misturas, exceto para as combina¢oes 19+39 e 19+32. Nessas combinagoes foi
observada mudancga do perfil de susceptibilidade esperado para um de maior resisténcia ao
BZ. Os indices de cura observados para as combinac¢bes 19+39 (25,9% de cura) e 19+32
(22,7%) foram significativamente menores que os indices de cura esperados estimados em
35,0% e 55,0%, respectivamente. Esses indices de cura foram também menores que os indices
médios observados para as monoinfec¢bes com os clones pertencentes aos genotipos 19

(70,0%), 32 (70,0%) ou 39 (50,0%).

4.3.4 Perfil de susceptibilidade ao Benzonidazol Segundo as Monoinfecgoes e

Infecgbes Mistas com Diferentes clones do 7. cruzi

A Figura 6 apresenta o perfil de susceptibilidade ao BZ de infec¢des mistas
envolvendo clones do T. euzi pertencentes aos genotipos distintos comparado com o perfil
esperado, que corresponde ao do clone mais resistente presente na mistura como previamente
determinado nas respectivas monoinfecg¢oes.

Os dados mostram claramente que a analise baseada na resposta individual de cada
clone ou combinagao foi mais informativa do que aquela baseada no agrupamento dos clones
em genoétipos ou linhagens do T. ewzz, uma vez que a resposta ao tratamento com BZ entre
misturas pertencentes a mesma combina¢do as vezes foi heterogénea. Com excegao da

combinag¢ao 20+19 em que todas as misturas foram resistentes a0 BZ, as demais combinag¢des
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apresentaram variagoes na eficacia do tratamento. Na combinagiao 20+32 houve predominio
do petfil de resisténcia ao BZ (3/4), sendo que apenas uma mistura (P209 cl1+IVV cl4) foi
parcialmente susceptivel. As combinagoes 20+39 e 19+32 apresentaram duas misturas
resistentes e duas parcialmente susceptiveis ao BZ, enquanto na combinac¢dao 19+39 uma foi
resistente e trés foram parcialmente susceptiveis ao BZ. A combinagao 39+32 foi a que
apresentou resultados mais heterogéneos com uma mistura apresentando perfil de resisténcia
ao BZ; uma, de parcialmente susceptivel e; duas, com perfil de susceptibilidade ao BZ.

A analise dos dados mostrou ainda que nove entre as 24 infecgdes mistas estudadas
(combina¢des marcadas com asterisco na Figura 6 e com linhas coloridas interligando o
resultado observado ao esperado, sendo o ultimo correspondente ao resultado obtido para o
clone mais resistente da mistura previamente determinado nas monoinfec¢des) mudaram o
perfil de susceptibilidade ao BZ em relag¢ao ao esperado. Em trés casos, essas mudangas foram
especialmente  evidentes incluindo as misturas OPS21  cl11+MAS cll  (P=0,015),
Bug2148cl1+0OPS21 cl11 (P=0,030) e Bug2148 cl1+MAS cl1 (P=0,015).

As mistura Cuica cl1+Bug2148 cll (20+39, constiuida de clones 100% resistentes ao
BZ em monoinfecgdes) e IVV cl4+SO3cl5 (39+32 - constituida por um clone parcialmente
susceptivel e outro resistente ao BZ) apresentaram um aumento no indice de cura (de 0% para
20% e 40 para 60%, respectivamente), embora esse nao tenha sido suficiente para promover

alteragao no perfil de susceptibilidade ao BZ (Figura 6).
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Figura 6. Perfil de susceptibilidade ao Benzonidazol de monoinfec¢oes e infecgdes mistas com
clones do Trypanosoma cruzi pertencentes aos diferentes genotipos.

Os clones em negrito foram resistentes ao Benzonidazol (Genétipos 20 e 39), em
parcialmente susceptiveis (Genoétipos 19, 39 e 32) e em letra normal susceptiveis ao Benzonidazol
(Genotipos 19, 39 e 32).

As monoinfec¢bes e as infecgbes mistas foram classificadas segundo o critério proposto por Filardi &
Brener (1987) em Resistente (M indice de cura < 33%), Parcialmente susceptivel (E3: 33% < indice de cura
< 66%) e Susceptivel (O: indice de cura = 66).

Os resultados foram expressos como indices de cura observados nas monoinfec¢ées e infecces mistas.
Nove misturas apresentaram mudangas nos perfis de susceptibilidade em relacio ao esperado e estio
destacadas por asteriscos e por linhas coloridas que intetligam os indices de cura observado e esperado
(baseado na infec¢do mista tedrica, com indice de cura correspondente ao do petfil de susceptibilidade do
estoque mais resistente nas respectivas monoinfecgbes). A seta indica o sentido de mudanca do perfil de
susceptibilidade ao BZ, onde R: resistente, PS: parcialmente susceptivel e S: susceptivel.
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A mistura OPS21 cl11+MAS cll, composta por dois clones do T. crugzi 100%
susceptiveis ao BZ em monoinfec¢des, mostrou ser resistente ao tratamento com esse
farmaco na infecgdo mista e apresentou indice de somente 14,3% de cura. Por outro lado, as
misturas Bug2148 cl1+MAS cll e Bug2148 cl1+OPS21 cll11, constituidas de um clone 100%
resistente e o outro 100% susceptivel ao BZ, foram susceptiveis (indice de cura observado de
83,3%) e parcialmente susceptiveis ao BZ (62,5%) nas infecgdes mistas, respectivamente
(Figura 6 e Tabela VIII).

Mudancgas no perfil de susceptibilidade ao BZ foram observadas na maioira das
combinagoes genotipicas 20+39 (n=2), 20+32 (n=1), 19+39 (n=3), 19+32 (n=2) e 39+32
(n=1), exceto na combinacao 20+19 (Tabela VIII). Quatro misturas tiveram diminui¢ao na
susceptibilidade ao BZ representadas por OPS21 cll1+MAS cll, OPS21 cl11+SO3 cl5,
Gamba cll + IVV cl4 e Gamba cll + SO3 cl5, todas consistindo em combinac¢des dos clones
do genétipo 19 com 39 ou 32 (Tabela VIII). Por outro lado, cinco infec¢des mistas
apresentaram aumento na susceptibilidade ao BZ sendo estas misturas Bug2148 cll + MAS
cll, Cuica cll + SO3 cl5, P209 cl1 + SO3 cl5, Bug2148 cll + OPS21 cl11, P209 cll + IVV cl4
(Tabela VIII). Essas mudangas também nao puderam ser correlacionadas a viruléncia prévia

dos clones nas monoinfec¢oes (Tabela VIII).

Tabela VIII. Perfil de susceptibilidade ao Benzonidazol de infec¢des mistas com clones do
Trypanosoma cruzi pertencentes aos genotipos principais que apresentaram mudanga em relacio ao
resultado esperado considerando as monoinfec¢des com cada clone presente na mistura.

Combinagio ~ Misturas de clones ... ICO ICO ICO Perfil de
Genotipica (A+B) Viruléncia clone A clone B  Mistura susceptlblll'd ade ao
BZ da mistura
20+39 P209 cl1+SO3 cl5 +/- 0 100 35 PS
20439 Cuica cl1 +SO3 cl5 -/- 0 100 42,9 PS
20+32 P209 cl1+IVV cl4 +/+ 0 40 50% PS
19+39 Gamba cl1+SO3 cl5 +/- 40 100 0 R
19+39 OPS21 cl11 +Bug2148 cl1 -/+ 0 40 62,5 PS
19+39 OPS 21 cl11+SO3 cl5 -/- 100 100 40 PS
19+32 Gamba cl1+IVV cl4 -/+ 40 40 16,7 R
19+32 OPS21 cl11 +MAS cl1 -/- 100 100 14,3 R
39+32 Bug2148 cl11 +MAS cll +/- 0 100 83,3 S

1Viruléncia dos clones considerando seu comportamento biolégico previamente determinado por Toledo ez al. (2002).

ICO: indice cura observado, no qual ICO clone A ou B corresponde ao indice de cura observado para os clones nas
monoinfec¢des e ICO Mistura ao indice de cura observado para a infecgdo mista correspondente. Em negtito encontra-se o
fenétipo de susceptibilidade ao BZ esperado para a mistura. As infecgGes mistas foram classificadas segundo o critério
proposto por Filardi & Brener (1987): R = Resistente: indice de cura < 33%; PS = Parcialmente susceptivel: 33% < indice
de cura < 66% e S = Susceptivel: indice de cura = 66%.
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Desse modo, ndo foi possivel estabelecer uma correlagdo estreita entre a genética dos
clones presentes nas combinagoes e o perfil de susceptibilidade ao BZ, bem como, com a
tendéncia de mudancga do perfil de susceptibilidade a este firmaco. Entretanto, a combinagao
de clones do genétipo 19 em infecgdes mistas pareceu favorecer a mudanga para um perfil de
malior resisténcia ao BZ, uma vez que foram observadas alteracdes em 50% das misturas
contendo clones desse genoétipo. Em duas dessas misturas as mudancas s6 foram reveladas
pela caracterizagdo molecular que mostrou a predominancia do clone mais susceptivel na

combinagao apos tratamento (dados descritos no item 4.3.5).

4.4 Analise da Freqiiéncia de Positividade do kDNA do T. cruzi nos Tecidos

4.4.1 Positividade Global da PCR em Diferentes Tecidos de Animais Tratados (IT) e
seus Controles Nao Tratados (INT)

A PCR em tecido foi capaz de detectar o kDNA do T. ¢uzi nos diferentes tecidos
examinados provenientes de animais infectados com as diferentes combinacdes genotipicas
submetidos ou nao ao tratamento (Figura 7 e 8). As taxas de positividade da PCR foram
superiores a 60% nos tecidos coletados de animais INT coletados na FA da infecgio (Figura
7A). O coragao, musculo esquelético e bago foram os tecidos com maior positividade para o
kDNA do parasito nessa fase da infec¢ao. Nos tecidos de animais INT, coletados durante a
FC, foi observada uma reducio significativa da positividade da PCR em relagao a observada
nos tecidos coletados durante a FA, exceto para o coracdo e o colon. As taxas de positividade
variaram de 80,4% a 17,3% e, o coracao e o musculo esquelético também foram os tecidos
com maiores taxas de deteccao do kDNA do T. ¢ruzi durante a FC (Figura 7A).

No grupo de animais infectados e tratados com BZ (IT) as taxas de positividade da
PCR na FA, variaram de 54,6% a 6,8%, sendo a maior freqiiéncia de positividade detectada
também no cora¢do e no musculo esquelético. A positividade da PCR variou de 79,1% a
25,6% nos tecidos de animais que foram submetidos ao tratamento e tiveram seus tecidos
coletados durante a FC (Figura 7B) e a bexiga passou a representar um importante sitio para a

detecgao do kDNA do T. cruzi.
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Quando foram comparados os resultados obtidos para tecidos coletados na FA e
cronica da infecgao, foram observadas diferengas significativas para os diferentes tecidos com
maior positividade verificada nos tecidos coletados na FC, ou seja, analisados longo periodo

ap6s o término do tratamento.
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Figura 7. Positividade global da PCR para detec¢ao do kDNA do Trypanosoma cruzi em diferentes
tecidos de animais infectados tratados com Benzonidazol (BIT, n = 48) a partir do 102 dia apos
infec¢io (d.ai) e de seus respectivos controles infectados ndo tratados (M INT, n = 48). Os
tecidos foram coletados na fase aguda (FA: entre o 312 e 352d.a.i.) e cronica da infecgao (FC:
entre o 1212 ¢ 125¢d.a.1i.).

*: mostra diferenca significativa entre a freqiiéncia de positividade de kDNA do T. ¢ruzi em tecidos
de animais coletados nas fases aguda e cronica da infecgao.
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A presenga de kDNA do T. wuzgi foi significativamente menor durante a FA nos

tecidos de animais I'T do que nos tecidos de seus respectivos controles (INT). Entretanto, esse

comportamento nao foi observado na FC. O tratamento ndo promoveu redugao significativa

da positividade da PCR em nenhum dos tecidos avaliados nessa fase. Curisoamente, a bexiga

de animais submetidos ao tratamento demonstrou maior taxa de positividade para o kDNA

do que a coletada de animais INT (Figura 8).
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Figura 8. Comparagido entre a positividade global da PCR para detec¢io do kDNA do
Trypanosoma cruzi em diferentes tecidos de animais infectados e tratados com Benzonidazol (BIT, n
= 48) a partir do 102 dia apés infeccdo (d.ai) e de seus respectivos controles infectados nio
tratados (Ml INT, n = 48). Os tecidos foram coletados na fase aguda (FA: entre o 31° e 35¢2d.a.i.)
e cronica da infeccdo (FC: entre o 1212 ¢ 125¢d.a.1.).
*: mostra diferenca significativa entre a positividade detectada nos tecidos de animais INT e IT.
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4.4.2 Positividade Global da PCR no Conjunto de Tecidos de Animais Infectados e
Tratados (IT) e seus Controles Nio Tratados (INT) Agrupados Segundo a

Combinagao Genotipica.

A influéncia das combinagoes genotipicas na freqiencia da positividade da PCR no
conjunto de tecidos também foi avaliada nos animais INT e IT (Figura 9), sendo o
comportamento semelhante ao observado na analise da positividade global da PCR por tecido.
Animais INT infectados com as diferentes combinagdes genotipicas apresentaram elevada
taxa de positividade para o kKDNA do T. ¢zuz/ com maior positividade, detectada em tecidos de
animais infectados com a combina¢ao 20+19 (83,4%) e menor positividade em tecidos de
animais infectados com as combinacdes 39+32 e 20+32 (68,5%) coletados durante a FA da
infecgao. As taxas de positividade variaram de 62,5% a 37,5% nos tecidos coletados durante a
FC, sendo significativamente menores que as detectadas na fase aguda em todas as
combinagdes, exceto na combinagao 20+39 (Figura 9A).

Animais infectados com as diferentes combinagdes genotipicas e submetidos ao
tratamento apresentaram taxa de positividade da PCR entre 39,1 e 22,9% em tecidos coletados
na fase aguda da infecgao, que foram semelhantes as obtidas em tecidos coletados na FC para
a maioria das combina¢oes. Nas combinacoes 20+19 e 19+39 foram observadas taxas de
positividade da PCR significativamente maiores durante a fase cronica da infec¢ao (Figura 9

B).
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Figura 9. Positividade global da PCR para detec¢ao do kDNA do Trypanosoma cruzi no conjunto
de tecidos de animais infectados com esse parasito e tratados com BZ (B IT, n = 48) a partir do
10e dia ap6s infeccdo (d.a.i.) de seus respectivos controles infectados nio tratados (M INT, n = 48)
agrupados por combinacdo genotipica. Os tecidos foram coletados na fase aguda (FA: entre o
31e e 352d.a.i.) e cronica da infecgdo (FC: entre o 1212 e 125¢d.ai.).

* mostra diferenca significativa entre a freqiiéncia de positividade de kKDNA do T. ¢ruzi em tecidos
de animais coletados na fase aguda e crénica da infecgao.
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O tratamento reduziu significativamente a detec¢do do kDNA nos tecidos de animais
IT comparativamente aos dos animais INT quando esses foram coletados logo apés o término
do tratamento (FA) — Figura 10A. O mesmo efeito nio foi observado quando foram
analisados tecidos coletados trés meses apds o término do tratamento (FC). Um exemplo
pode ser visto em animais infectados com a mistura dos genétipos 19+39, na qual foi
verificado aumento significativo da positividade da PCR em tecido apds o tratamento (Figura

10B).
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Figura 10. Comparacio entre a positividade global da PCR para detecgio do kDNA do
Trypanosoma cruzgi no conjunto de tecidos de animais infectados tratados com Benzonidazol (8 IT,
n = 48) a partir do 10°_ e de seus respectivos controles infectados nio tratados (M INT, n = 48)
agrupados segundo a combinagdo genotipica. Os tecidos foram coletados na fase aguda (FA:
entre o 312 e 35ed.a.i.) e cronica da infeccio (FC: entre o 121¢ e 1252d.a.. — FC: fase cronica).
*: mostra diferenca significativa entre a positividade detectada nos tecidos de animais INT e IT.
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4.4.3 Positividade da PCR em Tecidos de Animais Infectados Tratados (IT) e seus
Controles Nao Tratados (INT) Considerando Cada Tecido e Combinagao Genotipica

Individualmente

Os resultados da positividade da PCR em tecidos foram heterogéneos quando cada
tecido foi analisado separadamente e de acordo com a combinacdo genotipica (Figura 11). O
tratamento promoveu redugao em mais de 40% na positividade da PCR em 16 dos 36 tecidos
coletados imediatamente ap6s tratamento (FA), sendo que essa reducido foi ainda significativa
na bexiga e no cérebro de animais infectados com estoques da combinagdao 20+19; na bexiga
de animais infectados com clones da combinac¢io 20+3; no musculo esquelético de animais
infectados com clones da combinacio 20+32; no baco de animais infectados com clones da
combinagao 19+39 e no musculo esquelético e no bago de animais infectados com a
combinagao 19+32 e 39+32, quando esses foram analisados na fase aguda da infec¢ao (Figura
11).

No entanto, aumento da positividade da PCR em mais de 40% também observado
apos o tratamento, mas sempre em tecidos coletados entre 120 e 125 dias de infec¢ao, durante
a FC, principalmente no célon e na bexiga de animais infectados com clones da combinagao
20+19; no colon e bexiga de animais infectados com clones da combinagao 20+39; na bexiga
de animais infectados com clones da combinacao 20+39 e no bago e na bexiga de animais

infectados com clones da combinag¢ao 19+39 (Figura 11).
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Figura 11. Comparacio entre a positividade da PCR para deteccio do kDNA do Trypanosoma cruzi
no conjunto de tecidos de animais infectados e tratados com Benzonidazol (B IT, n = 48) a partir
do 102 dia ap6s infec¢io (d.a.i.) e de seus respectivos controles infectados nao tratados (Ml INT, n
= 48). Os tecidos foram coletados na fase aguda (FA: entre o 312 e 352 d.a.i) e cronica da
infeccao (FC: entre o 1212 e 1250 d.a.i.) e os resultados sdo mostrados por combinag¢ao genotipica.
Tecidos destacados em vermelho apresentaram redugdo na positividade da PCR em mais de 40%
apos tratamento. Tecidos destacados em verde apesentaram aumento na positivdade da PCR em
mais de 40% apods tratamento. * : mostra diferenca significativa entre a taxa de positividade da
PCR em tecidos de animais INT e IT.
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4.4.4 PCR em Tecidos em Animais Tratados Curados (TC)

A PCR para deteccio do kDNA do T. euz/ foi também realizada em animais
considerados curados por outros métodos sorolégicos e parasitologicos classicamente
empregados no controle de cura apds tratamento da infeccao. Com esse intuito, foram
selecionados aleatoriamente dois animais infectados com cada uma das misturas de clones do
T cruzi pertencentes aos genotipos princiais, sendo no total 48 animais avaliados. Desse total,
12 animais foram considerados TC pelos testes parasitologicos e sorologicos utilizados no
critério de cura classico e 36 foram classificados como TNC. Somente animais TC
previamente infectados com as combinagdes genotipicas 20+19 (em que nio houve cura) e
com a combina¢ao 20+32 (que nao foram selecionados pelo processo aleatério) nio foram
analisados.

Os resultados demonstraram que pelo menos 2/6 tecidos analisados apresentaram
PCR positiva para o kDNA do T. augi em todos os animais tratados curados avaliados.
Similarmente ao observado no grupo de animais INT, o coragao e o musculo esquelético
foram novamente os tecidos que apresentaram maior freqiiéncia de resultados positivos na
PCR (Figura 12). Entretanto, tanto nos animais TNC quanto ns TC, a bexiga revelou ser um
importante 6rgao a ser avaliado. Na Figura 12, estio ilustrados resultados positivos
representativos da PCR obtidos em diferentes tecidos de animais do grupo TC.

Quando os resultados da PCR em tecidos dos animais TC foram avaliados
considerando cada combinagdo genotipica, foi verificado que animais infectados com as
combinagoes 20+39 e 19+39 apresentaram positividade para todos os seis tecidos analisados
(Figura 13), sendo que na combinagao 20+39 foram detectados DNA do parasito em 100%
dos tecidos analisados. Em animais infectados com a combinag¢ao 19+32 apenas o coragio ¢ a
bexiga foram positivos. Nos animais infectados com a combina¢iao 39+32, com excegao do
cérebro, os demais tecidos foram positivos para o kDNA do parasito, porém com taxas

inferiores as observadas nas demais combinagdes.
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Figura 12. Positividade global da PCR para detec¢ao do kDNA do Trypanosoma cruzi em tecidos de
camundongos BALB/c infectados com diferentes combinacdes genotipicas desse classificados
como infectados nao tratados (INT= HEl)_ tratados nio curados (INC= W) ¢ tratados curados
(TC= L), considerando o critério proposto por Krettli & Brener (1982).

* @ representa tecidos com maior taxa de positividade. Canaleta 1: perfil do padrio de tamanho
molecular de 100pb de DNA; Canaleta 2: controle de reagentes usado durante a extracio do
DNA; Canaleta 3: controle de reagentes usado durante a PCR. Canaleta 4: fragmento do coragao
coletado animal nao infectado; Linhas 5-10: mostram resultados de tecidos de animais infectados
com a mistura Cuica cl1+Bug2148 cl1 (20+39) positivos na PCR (coragdao, musculo esquelético,
colon, bago, bexiga e cérebro, respectivamente). Canaletas 11-16: tecidos de animais infectados
com a mistura OPS21 cl11+IVV cl4 (19+32); Canaletas 17-20: tecidos de animais infectados com
a mistura SO3 cI5+MAS cll (39+32) incluindo coragio, bago, bexiga e cérebro, respectivamente.
Canaleta 21: controle positivo coletado de animal infectado com a cepa Y.
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Figura 13. Positividade da PCR para deteccio do kDNA do Trypanosoma cruzi em tecidos de
camundongos BALB/¢ infectados com diferentes combinac¢bes genotipicas desse parasito (20+39,
19+39, 19432 e 39+32), tratados durante a fase aguda da infec¢do e considerados curados pelo
critério proposto por Kretlli & Brener (1982).
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4.5 Identificagdo das Populagées do Trjpanosoma cruzi Presentes nas Amostras
Bioldgicas de Camundongos BALB/c Infectados por Combinagées de Clones

Pertencentes aos Gendotipos Principais

4.5.1 Analise Molecular dos Padrdes de Referéncia dos Oito Clones do 7. cruzi

Pertencentes aos Genétipos Principais em Estudo

As amostras de extrato enzimatico e de DNA obtidas dos clones do T. awzi foram
previamente caracterizadas por meio do perfil eletroforético de isoenzimas e de microssatélites

para serem empregadas como padroes nas analises moleculares.

4.5.1.1 Padronizagdo da Analise de Isoenzimas para os Oito Clones do 7. cruziem
Estudo

Na analise isoenzimatica foram utilizados quatro sistemas enzimaticos (GPI, G6PD,
ICD e PGM) e os resultados obtidos para cada um dos clones estao mostrados na Figura 14.
Cada enzima empregada nesse estudo apresentou perfis distintos para os clones pertencentes
aos genotipos 19/20, 39 e 32. O padrio de referéncia do clone Cuica cll inesperadamente
apresentou petfis de isoenzimas distintos dos demais clones dos gendtipos 19/20 para as
quatro enzimas estudadas (Figura 14). Clones pertencentes aos genotipos 39+32 apresentaram
sobreposi¢ao nos perfis de bandas eletroforéticas detectados para as enzimas ICD e PGM e,
portanto, somente as enzimas GPI e a G6PD foram capazes de discriminaram misturas
contendo esses gendtipos. As quatro enzimas utilizadas nao foram capazes de diferenciar os
clones dos genoétipos 19 e 20. Somente a enzima fosfogluconato desidrogenase (6PGD), nao
analisada neste trabalho, é capaz de diferenciar esses genétipos. O gendtipo 20 apresenta duas
bandas eletroforéticas, sendo uma delas coincidente com a observada no genétipo 19.
Conseqiientemente, em infecgbes mistas essa enzima também nao é capaz de distinguir se ha

uma mistura de clones dos genétipos 20+19 ou somente a presencga do genotipo 20.
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Figura 14. Perfis eletroforéticos das enzimas GPI, G6PD, ICD e PGM dos clones do Trypanosoma

crugi, pertencentes aos genotipos principais 19, 20, 19 e 32. A seta indica o sentido de migragao, (-)
representa o catodo e (+) anodo no sistema eletroforético.
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4.5.1.2 Padronizagio da Analise de Microssatélites para os Oito Clones do 7. cruzi em

Estudo

Os DNA(s) obtidos das amostras de referéncia dos oito clones do T. cwuzi, utilizados
nesse estudo, foram caracterizado por meio da analise de oito locos de microssatélites cujos
resultados estdo descritos na Tabela IX. Na analise dos clones, foram observados apenas um
ou dois alelos de microssatélites para sete dos oito padroes analisados. Esses resultados sao
compativeis com o esperado para populagdes clonadas (Tabela IX). Entretanto, o clone Cuica

cll, utlizado como referéncia nesse estudo, apresentou trés ou quatro alelos de

b
microssatélites, resultado previsto para popula¢des policlonais e foi, portanto, excluido do
estudo da relagio filogenética entre os clones pertencentes aos gendtipos principais. Esses
resultados juntamente com os observados na andlise isoenzimatica motivaram novas

investiga¢Oes para melhor caracterizar esse “clone”.

A relagao filogenética dos clones em estudo foi realizada utilizando o tamanho dos
alelos de microssatélites para cada loco, por meio do método da maxima parcimoénia. A
topologia da rede de Wagner mostrou a existéncia de dois agrupamentos, o primeiro contendo
os clones pertecentes a DTU1 ou T. euzi I (gendtipos 19 e 20) e o segundo pertencente a
DTU2 que por sua vez contém os grupos de 1. cruzi e T. cruzi 11 (genétipos 39 e 32) - Figura
15.
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Tabela IX. Tamanho dos alelos em pares de base identificados nos clones do Trypanosoma cruzgi nos oito locos de microssatélites analisados.

LOCOS DE MICROSSATELITES

. L. Clones
Linhagens Genotipos
SCLE10 TcTACI15 TcTAT20 TcAAT8 TcAAAT6 TcATT14 TcGAG10 TcCAA10
Gamba cll 253/255 96/96 184/184 235/235 239/255 250/253 144/144 125/152
19
OPS21 cl11 255/257 96/96 178/178 229/229 255/255 250/250 144/144 125/125
T. cruzil
P209 cl1 239/255 96/96 178/178 229/235 255/255 253/253 144/144 125/125
20
Cuica cll 239/253/255/275 96/141 181/181 235/292 239/255 250/253/271 138/144 131/155
Bug2148 cll 255/289 99/99 184/220 250/292 259//271 265/274 129/144 131/152
T. cruzi 39
SO3 cl5 255/289 99/99 184/220 250/292 259/271 265/274 131/144 131/152
IVV cl4 289/289 99/99 181/223 238/250 259/271 262/262 129/144 152/152
T. cruzi 1l 32
MAS cl1 271/289 99/99 187/205 250/259 259//275 253/262 132/144 146/155
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Bug2148 cl1

IVV cl4

S03 cl5
MAS ci1
Gamba cl1

Bl 7. cruzil

Il T.cruzill

I 7. cruzi

OPS 21 cl11
10 P209 ci1 ¢

Figura 15. Rede de Wagner construida pelo método de maxima parcimoénia, a partir dos dados
obtidos das anilises de sete locos de microssatélites (TCTAC15, TcTAT20, TcAATS, TcAAATO,
TcATT14, TcGAG10 e TcCAA10) para os clones do T. ¢ruzz utilizados neste trabalho. Os clones
da linhagem T. ¢ruzi 1 estao representados em vermelho, os da linhagem T. ¢ruzi 11 em azul e os da
linhagem T. cruzz em preto. Os niveis de significancia de cada ramificacio nesta rede foram
realizados pot bootstrapping usando o programa SEQBOOT do pacote de programas PHYLIP
versao 3.67 e estao indicados por nimero no ramo separando os dois agrupamentos observados.
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Os locos de microssatélites foram também avaliados quanto a eficacia na amplificagao
e na distingao dos dois clones presentes em misturas tedricas de DNA combinados em
diferentes proporg¢oes. A identificacio de ambos os clones foi bem sucedida na maioria dos
casos, quando seus respectivos DNA(s) encontravam-se misturados na proporc¢ao 1:9 ou 9:1
(Figura 16A, Linhas 2 e 6). Entretanto, em alguns casos, ambos os clones somente foram
identificados quando seus DNA(s) foram misturados na proporgao de 3:1 ou 1:3 (Figura 16B,
Linhas 3 e 5).

Entre os locos utilizados o TcAAATG foi o que apresentou melhores resultados na
amplificagdo das amostras analisadas. Entretanto, esse loco niao permitiu distinguir clones
geneticamente proximos. Em  fun¢io disso, quatro outros locos (SCLE10, TcAATS,
TcTAT20, TcCAA10) foram selecionados para a identificacao dos clones do T. eruzi presentes
em isolados de animais infectados com as diferentes misturas do parasito, inicialmente,
obtidos por meio da hemocultura e cultivado em meio LIT.

Posteriormente amostras de DNA obtidas diretamente do sangue e de tecidos foram
também submetidas a analise pelos mesmos locos ja mencionados, exceto pelo SCLE10, que
foi substituido pelo loco TcATT14 ou TcCAA10, uma vez que as regides flanqueadoras da
seqiiéncia de microssatélites para esse loco sio curtas e nao permitiriam o desenho de

iniciadores mais externos para serem utilizados na PCR Neszed .
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100%X

90%X+10%Y

75%X+25%Y

50%X+50%Y
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10%X+90%Y

100%Y

Figura 16. Eletrofluorogramas obtidos a partir da analise dos alelos de microssatélites amplificados
para o loco TcAAATG no seqiienciador automatico de DNA A.L.F. feita em misturas tedricas de
DNA do Trypanosoma cruzi (X+Y). A: Mistura dos estoques P209 cl1+SO3 cl5 (combinacio 20+39), B
- Gamba cl1+1VVcl4 (combinacio 19+32).
Linha 1A: contém DNA de referéncia do clone P209 cll. Linha 7B: contém DNA de referéncia do
clone SO3 cl5. Linhas 1B: contém DNA de referéncia do clone Gamba cll. Linhas 7B: contém DNA
de referéncia para o clone IVV cl4. Linhas 2-6A contém misturas de DNA dos clones P20 cll e
Gamba cll em diferentes propor¢des. Linhas 2-6B: contém misturas dos clones Gamba cl1+So3 cl5
em diferentes propor¢oes. Os picos correspondem aos fragmentos de microssatélites amplificados,
sendo detectado para o clone P209 cll um fragmento de 255pb, SO3 cl5 e IVV cl4 (259/271pb) e
Gamba cll (239pb/255pb).
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4.5.2 Analises Adicionais do Clone Cuica cl1

A clonagem do até entao denominado clone Cuica cll por EACS Cell Sorter seguida da
analise de microssatélites demonstrou que esse apresentava pelo menos duas populagdes
distintas. A Figura 17 mostra os resultados obtidos para o loco TcTACI5 onde uma
populacdo apresentou um alelo de 141pb (linhas 7 -10 e 13 - 21) e outra, um alelo de 96pb
(linhas 11 e 12).

1m"—-u—:ﬁ\: :R: BBy :-ﬁ""—::-"e““-—:

2 U 13?)"}1,“ D CL Brener 1ng

3_ N, __,_JJ\&,ﬁLm_ Cuica 1ng

N JY 141 10 células

:J"L: L B 5 células
6___ MJM I 2 células

Iy i 1 célula

7

/ AR 14 1 célula
8 oy t
9 M — ) 1 célula

10 A / \ \ ﬂ!i 141 J 1 célula

11 A . . - 1 célula
2 __ 2, k A, 9,@ J L 1 célula
e\ / gl 1 célula
", J\ﬂj‘“ 1 célula
15___ 8, AN T 1 célula
16— /—u\/\ﬂ 141, \ 1 célula

17 A, _AJ\E,,J‘" . 1 célula

18 A 4\/\&'141 1 célula

141 , 1 célula

20 Py \ M / 1 célula
20 &, \ Jﬂ 141/ 1cdlula

! ! ! ! ! I ! ! ! ! ! !
7o g0 a0 100 1Mo 1 2I:I 13 1 4I:I 1 SEI 160 170 180 190 200 A0 220

Figura 17. Eletrofluograma obtido a partir da analise no seqiienciador automatico de DNA A.L.F. dos
alelos do loco TcTAC15 de microssatélites em células unicas do clone Cuica cll do Trypanosoma cruzi.
Os numeros representam o tamanho dos alelos em pares de bases, os picos de 75pb e 155pb sio os
padrdes internos e os picos da linha 1 a escala alélica, ambos utilizados para o alinhamento da corrida.
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A populagio que apresentou o alelo de 141pb foi denominada C1 e a que apresentou o
de 96pb de C2 e, foram também diferenciadas pelos locos SCLE10, TcTAC15, TcAAATO,
TcATT14 e TcAATS (Tabela X). Nas primeiras caracterizacdes do “clone” Cuica cll apenas a
populagio C1 foi detectada. Posteriormente, quando a concentracio de DNA utilizado nas
amplificagoes foi aumentada, a populagio C2 também foi detectada. Esses dados indicam que
a populacao C1 estava presente em maior concentra¢ao no até entao denominado clone Cuica
cll em relagdo a populacio Cl. As analises dos resultados da clonagem corroboram essas
observagoes uma vez que a freqiiéncia de isolamento da populagao C1 foi significativamente

maior que a da populaciao C2 (P =0,014).

Tabela X. Tamanho dos alelos de microssatélites, em pares de base, identificados para as
populacoes C1 e C2 presentes no “clone” Cuica cll do Trypanosoma cruzi.

Locos
Amostras SCLE10 TcTAC15 TcAAATG6 TcATT14 TcAATS
C1 239/275 141/141 232/250/259 271/271 292/292
C2 253/253 96/96 250/259 250/253 235/235

Esses achados no “clone” Cuica cll estimularam novas investigacoes. Nesse sentido,
foram realizadas analises comparativas dos perfis eletroforéticos de isoenzimas e de
microssatélites entre o “clone” Cuica cll empregado nesse estudo proveniente da Franga em
2002 e outro que estava mantido criopreservado desde sua introdu¢do no Laboratério de
Doenca de Chagas em 1997, que foi aqui denominado Cuica cl1A.

Ao contrario do observado para o “clone” Cuica cll, a amostra Cuica cl1A apresentou
petfil de isoenzimas compativel com o constatado para os outros clones dos genotipos 19/20.
No entanto, essas diferencas moleculares nao foram associadas a alteragio no perfil de
susceptibilidade ao BZ, sendo ambos os clones 100% resistentes a esse farmaco.

Os resultados da analise do perfil de microssatélites demonstraram que ambas as
populagbes (C1 e C2, descritas acima) estavam presentes nos dois clones analisados, porém
em propor¢oes diferentes. No “clone” Cuica cll, a populagio predominante foi a CI,
enquanto no clone Cuica cl1A a populagiao predominante foi a C2. Entretanto, no clone Cuica

cl1A a populagao C1 nao pdde ser detectada na maioria das amplificagdes.
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4.5.2.1 Caracterizagiao molecular do “clone” Cuica do T. cruzi ap6s manutengio em

cultura e em camundongos

Apbs a obtengao dos resultados descritos anteriormente, o “clone” Cuica cll foi
mantido em condi¢bes distintas de manuseio para esclarecer os resultados obtidos. Desse
modo, amostras desse clone foram mantidas em fase estacioniria de ctescimento, em cultura
acelular, por aproximadamente oito meses e em camundongos Swiss, por meio de passagens
sangiineas sucessivas em intervalos regulares de 20 dias, até a 15" passagem. Os parasitos
foram reisolados destes animais por hemocultura na 5* e 15" passagens, cultivados em meio
LIT e analisados em paralelo a amostra deste mesmo estoque mantida por longo periodo em
cultura.

Os resultados da andlise do perfil de isoenzimas demonstraram que a populagao obtida
na 5% passagem em camundongos e aquela mantida por longo periodo em cultura
apresentaram perfis semelhantes ao do “clone” Cuica cll. Ja a populagdo do T. ¢ruzi obtida na

15 passagem apresentou perfil semelhante ao da populagio C2 compativel com os clones do

gendtipo19/20 (Figura 18).

Cuica cl1

Cuica cl1 5°passagem
Cuica cl1 15° passagem
Cuica cl1 Cultura
Cuicaclt A

Genétipo 19/20

GPI

G6PD

ICD

D - :

ey |

Figura 18. Perfis eletroforéticos das enzimas GPI, G6PD, ICD e PGM observados no estoque Cuica
cll do Trypanosoma cruzi em cultura acelular e em camundongos Swiss (5% e 15 passagens). A seta indica
o sentido de migracio, (-) representa o catodo e (+) representa o anodo no sistema eletroforético.
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Os resultados da PCR de microssatélites corroboraram os obtidos na analise
isoenzimatica e demonstram que o manuseio laboratorial do “clone” Cuica cll promoveu
alteragdo na dinamica das populagdes C1 e C2 presentes na amostra original. Dessa maneira,
foi observado que apods cerca de oito meses de manutengao em cultura, apenas a populagao
C1 foi detectada pelo perfil de microssatélites. Por outro lado, a manutengao no hospedeiro
vertebrado favoreceu a populagio C2, em todos os locos analisados. Curiosamente, a
populagio do parasito, isolada apds cinco passagens em camundongos demonstrava a
presenca da populagio Cl, enquanto na 15 passagem foi detectada apenas a populagio C2

(Figura 19).

Cuica cl1

Cuica cl1 5 passagem

Cuica cl1 152 passagem

Cuica cl1 cultura

Cuicaclia

220 240 260 280

Figura 19. Eletrofluograma obtido a partir da analise no sequenciador automatico de DNA A.L.F. dos
alelos de microssatélites do loco SCLE10 do clone Cuica cll do Trypanosoma cruzz, apds sua manutengao
em cultura acelular e em camundongos Swiss (5* e 15 passagens). Os picos representam o tamanho dos
alelos em pares de bases, sendo a escala indicada na parte inferior.
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4.5.3 Identificagdao dos Isolados do Trypanosoma cruzi Obtidos por Hemocultura dos
Animais Infectados com Misturas dos Genotipos Principais pelas Analises de

Isoenzimas e Microssatélites

A identificagdo dos clones do T. ¢ruzgi foi realizada em 180 isolados provenientes de
animais infectados com as diferentes misturas do parasito. Desses, 78 amostras foram obtidas
de animais TNC e 102 de seus respectivos controles INT. Resultados representativos dos
padroes de isoenzimas para a GPI estdo demonstrados na Figura 20 e os resultados de
microssatélites estao descritos na Tabela XI.

Misturas de clones do T. eugi foram observadas em apenas 7,7% dos isolados
(14/180), dos quais 6,8% foram obtidos de animais TNC (7/102) e 9,0% de animais INT

(7/78) - Tabela XI, sendo predominantemente observadas na combina¢io genotipica 20+19.

+
19 20 INT1 INT2 INT3 TNCI TNC2 TNC3 19/20 39 INT1 INT2 INT3 TNC1 TNC2 TNC3 4

A

19/20 32 INT1 INT2 INT3 TNCI TNC2 TNC3 INT1 INT2 INT3 TNCI TNC3

Figura 20. Perfis eletroforéticos da enzima GPI representativos dos resultados obtidos para isolados
de animais com diferentes combina¢bes genotipicas do Trypanosoma crugi. A: Combinagao 19+20. B:
19/20+39. C: Combinagio 19/20+32. D: 39+32. 19, 20, 39 e 32: padroes dos clones dos genétipos
principais. INT: isolados de animais infectados ndo tratados. TNC: isolados de animais infectados
tratados e nio curados. A seta indica o sentido de migracio, (-) representa o catodo e (+) o anodo no
sistema eletroforético.

Clones do genétipo 39 s6 foram detectados em combina¢bes com o genotipo 32,

enquanto esse ultimo nunca foi detectado em nenhuma associa¢ao (Tabela XI e Figura 20).
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Em combinagdes 20+19, ambos os gendétipos foram isolados dos animais TNC e INT.
Entretanto, a freqiéncia de cada clone nas misturas dessa combinacao foi bastante
heterogénea.

Curiosamente, em animais infectados com a mistura Cuica cll+Gamba cll (clone do
genétipo 20, 100% resistente ao BZ + clone do genétipo 19, 40% susceptivel ao BZ em
infeccoes simples), o clone Gamba cll foi detectado em quatro de cinco isolados provenientes
de animais INT e em todos os animais TNC (6/6). Em animais infectados com a mistura P209
cll1+Gamba cll (clone do genétipo 20, 100% resistente ao BZ + clone do genétipo 19, 100%
susceptivel ao BZ em monoinfec¢des) os dois clones foram observados na mesma proporgao
em animais INT (6 e 5/06, respectivamente), enquanto em animais TNC foi observada uma
predominancia do clone P209 cll1 (5/6) - Figura 21. Na mistura P209 cl1+ OPS21 cl11 (clone
do genoétipo 20, 100% resistente ao BZ em monoinfec¢oes + clone do genétipo 19, 100%
susceptivel ao BZ), embora ambos os estoques tenham sido observados na mesma propor¢ao
em animais INT (3/6), somente clone suscept OPS21 cll11 foi obsetvado em animais TNC

(5/5) — Tabela XI.
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Tabela XI - Identificacio de isolados do Trypanosoma cruzi provenientes de camundongos BALB/¢ infectados com diferentes misturas dos genétipos

principais*.
Genoétipos Clones do T. cruzi Locos INT NC
Tamanho de alelo (bp) Clone de T. cruzi (n) Tamanho de alelo (bp) Clone de T. cruzi (n)

20+ P209 cll + SCLE10 253/255+239/255 P209 cl1 (6) + Gamba cll (3) 253/255,239/255 P209 cl1 (5) )+ Gamba cll(1
20+ Cuica cl1+ TcTAT20 184/184+181/181 Cuica cll (2) + Gamba cll (5) 181/181,184/184 Cuica cll (1) + Gamba cll (6
20+19 P209 cl1+OPS21 cll1 SCLE10 255/257+ 239/255 P209 cll (3)+ OPS21 cll1 (3) 255/257 OPS21 clll (5
20+19 Cuica cl1+OPS21 cll1 SCLE10 255/257239+/275,253/255 Cuica cll (4)+ OPS21 cll1 (2) 255/257,253/255 Cuica cll (4) + OPS21 cll1 (1)
20+39 P209 cl1+Bug2148 cll TcAAATG6 255/255 P209 cll (4) 255/255 P209 cll (6)
20+39 Cuica cll +Bug2148 cll TcAAATG 239/255 + 271/275 Cuica cll (2) + Indeterminado (2) 239/255,271/275 Cuica cll (2) + Indeterminado (2)
20+39 P209 cll +SO3 cI5 TcAAATG 255/255 P209 cll (5) 255/255,263/263 P209 cll (4) + Indeterminado (3)
20+39 Cuica cl1+ SO3 cl5 TcAAATG 239/255 + 263/263 Cuica cll (4) + Indeterminado (1) 239/255 Cuica cll (3)
20+ P209 cli+ TcAAATG 255/255 P209 cll (5) 255/255 P209 cll (2)
20+ Cuica cll + TeAAATG 239/255 Cuica cll (5) 239/255 Cuica cll (6)
20+32 P209 cll +MAS cll TcAAATG 255/255 P209 cll (5) 255/255 P209 cll (3)
20+32 Cuica cll+ MAS cll TcAAATG 239/255 Cuica cll (5) 239/255 Cuica cll (4)
19+39 +Bug2148 cll SCLE10 239/255 Gamba cll (6) 239/255,271/275 Gamba cll (3) + Indeterminado (2)
19+39 OPS21 cl11+Bug2148 cll TcAAATG6 255/255 OPS21 cll1 (6) 255/255 OPS21 cll1 (3

+39 +803 cl5 TcAAATG 239/255 Gamba cll (5) 239/255 Gamba cll (6)
19+39 OPS21 cl11+SO3 cl5 - - - - -
19+ Gamba cll+ TcAAATG 239/255 Gamba cll (5) 239/255 Gamba cll (2)
19+32 Gamba cl1+MAS cll TcAAATG 239/255 Gamba cll (4) 239/255; 263/263 Gamba cll (4) + Indeterminado (2)
19+ OPS21 cll1+ TcAAATG 263/263 Indeterminado (2) 263/263 Indeterminado (2)
19+32 OPS21 cl11+MAS cll TcAAATG 263/263 Indeterminado (2) 263/263 Indeterminado (2)
39+ Bug2148 cll + TcAAATS 292/292 Indeterminado (1) - -
39+ SO3 cl5+ TcAATS 292/292 Indeterminado (1) - -
39+32 Bug2148 cl1+ MAS cll SCLE10 255/289 Bug2148 cll (6) - -
39+32 SO3 cl5+MAS cll TcAATS 250/292 SO3 cl5 (5) - -

O tamanho dos alelos esta expresso como nimero de pares de bases (pb). Em negrito: genétipos e clones do Trypanosoma crugi resistentes ao Benzonidazol e que, portanto, deveriam ser detectados
preferencialmente nas misturas. Em genotipos e clones do Trypanosoma cruzi parcialmente susceptiveis ao Benzonidazol. Em letra normal: genétipos e clones do Trypanosoma cruzi parcialmente
susceptiveis ao Benzonidazol. Sublinhado: representa isolados em que houve a predominancia apés tratamento do clone do T. ¢rug7 mais susceptivel ao Benzonidazol nas respectivas monoinfec¢oes.
Indeterminado: representa isolados cujo tamanho de alelos ndo foram compativeis com o esperado para os clones originais de Trypanosoma cruzi utilizados na infec¢ido dos animais. (-) Representa
combinag¢bes em que os clones ndo foram recuperados apds a infecgio dos animais.
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Figura 21. Eletrofluograma obtido a partir da analise no seqiienciador automatico de DNA A.L.F.
dos alelos de microssatélites amplificados para o loco SCLE10 de isolados de animais infectados com
a mistura P209 cll+Gamba cll do Trypanosoma cruzi. Os picos representam o tamanho dos alelos em
pares de bases. Linhas 1-4: Animais infectados e ndo tratados. Linha 5: padrdo de referéncia do clone
Gamba cll. Linha 6: padrio de referéncia do clone P209 cll. Linhas 7-12: animais infectados e
tratados com Benzonidazol. A presenca de ambos os clones foi detectada apenas nos animais nao
tratados, enquanto nos tratados houve predominio do P209 cl1.
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Isolados de animais infectados com misturas dos genétipos 19+39 apresentaram
apenas os clones do genétipo 19 (Gamba cll, 40% susceptivel ao BZ ou OPS21 cl11, 100%
susceptivel a0 BZ em infec¢bes simples) mesmo quando combinados com o clone Bug2148
cll, o mais resistente do gendtipo 39, que apresentou taxa de cura de 0% nas monoinfecgoes

(Tabela XI e Figura 22).

"y
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200 220 240 260 280 300 32 200 220 240 260 280 300 320

Figura 22. Eletrofluograma obtido a partir da analise no seqiienciador automatico de DNA
A.L.F. dos alelos de microssatélites amplificados para o loco SCLE10 de isolados de animais
infectados com a mistura OPS21cl11+Bug2148 cll de Trypanosoma crugi. Os picos representam o
tamanho dos alelos em pares de bases, Linhas 1-5: Animais infectados nao tratados. Linhas 6-8:
animais infectados e tratados com Benzonidazol. Linha 9: clone OPS21 cl11. Linha 10: clone
Bug2148 cll. Nessas infec¢oes apenas o clone sensivel ao tratamento foi isolado de ambos os
grupos de animais.

94



Martins H R Resultados

4.5.3.1 Mudangas do Perfil Genético em Amostras do Trypanosoma cruziIsoladas de
Animais Infectados com Misturas dos Genétipos Principais por Hemocultura e

Cultivados em Meio LIT

Resultados intrigantes foram observados no que concerne a deteccao de populagoes
do T. ¢ruzi, com perfil de isoenzimas e microssatélites distintos dos clones originais utilizados
na infec¢ao dos animais. Perfis distintos dos clones inoculados foram detectados pelo perfil de
isoenzimas e/ou microssatélites em 15,5% dos isolados avaliados (28/180). Desses, 21
isolados apresentaram mudangas tanto no perfil de isoenzimas quanto no de microssatélites.
Contudo, seis isolados apresentaram mudangas apenas no perfil de isoenzimas e um, apenas
no perfil de microssatélites. Essas alteracoes ocorreram em combinag¢des que continham
principalmente os clones dos genétipos 39 (18 em 28 camundongos) e 32 (15/28), sendo que
57,1% deles (16/28) foram detectados nos animais TNC e 42,9% (12/28) nos animais INT.
Em combinagdes genotipicas 19+20, niao foram detectadas alteragdes nos perfis de
isoenzimas e microssatélites.

A analise de isoenzimas revelou a presenca de dois novos perfis distintos do
previamente caractetizado para os clones dos genétipos 19/20, 39, 32 e para o “clone” Cuica
cll (Figura 22). Esses perfis foram denominados de P1 e P2 (Figura 23). Considerando os
isolados que apresentaram alteracdes apenas nos perfis de isoenzimas (6/28), trés foram
obtidos de animais infectados com a mistura Bug2148 cl1+MAScll (39+32) e trés com a
mistura Gamba cl1+Bug2148l1. Os isolados de animais infectados com a mistura Bug2148
cl1+MAS cll apresentaram perfil P2, enquanto aqueles obtidos de animais infectados com a
mistura Gamba cl1+Bug2148 cll apresentaram combina¢ao de uma populagio com perfil

caracteristico do genétipo 19/20 e outra, com o perfil P2.
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Gendtipos
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Figura 23. Diagrama representativo dos perfis eletroforéticos das enzims GPI, G6PD, ICD,
PGM detectados na caracterizagdo enzimatica de clones do Trypanosoma cruzi pertencentes aos
gendtipos principais e de isolados provenientes de animais infectados com misturas desses
genotipos. Os perfis P1 e P2 foram padroes inesperados e distintos dos detectados para os clones
originais utilizados nas infec¢des dos animais.

Na analise de microssatélites perfis incompativeis com os verificados para os clones
originais foram inicialmente detectados empregando o loco selecionado para a identificacao
dos isolados em cada uma das misturas (Tabela XII). Posteriormente, esses isolados foram
também caracterizados por outros locos de microssatélites que também demonstraram

mudangas no perfil genético desses isolados, que permitiram caracterizar trés novos perfis

denominados Pi, Pii e Piii. (Tabela XII).

Tabela XII. Perfis de microssatélites inesperados detectados em isolados provenientes de
camundongos BALB/c com infec¢bes mistas por clones do Trjpanosoma cruzi pertencentes aos
gendtipos principais.

Locos

TcAAAT6 SCLE10 TcATTI14 TcAAT

i 263/263 239/275 271/271
ii 271/275 267/267 262/262 259/268
iii - 239/275  271/275 292/292
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O conjunto desses resultados permitiu agrupar os isolados de classificagao

indeterminada em trés grupos distintos, descritos a seguir:

(1) Grupo A — A analise de isoenzimas demonstrou que isolados desse grupo
mostraram o perfil um (P1) esquematizado na Figura 23 e apresentaram alelos de
microssatélites de 263/263pb para o loco TcAAATG6, de 239/275pb pata o loco
SCLE10 e de 271/271pb para o loco TcAAT14 (Petfil i) — Tabela XII. A maioria
dos isolados com perfis inesperados se enquadraram nesse grupo (14/22),
ocorrendo nas combinagdes genotipicas 20+39 (Cuica cl1+SO3 cl5 e P209
cl1+803 cl5) e 19432 (Gamba cl1+MAS cll, OPS21 cl11+IVV cl4 ¢ OPS21
cl11+MAS cll). Os resultados de ambos os marcadores foram concordantes,
exceto em dois isolados, um obtido de um animal infectado com a mistura
Gamba cl1+MAS cll (19+32) e outro com a mistura P209 cl1+SO3 cl5 (20+39).
O perfil de isoenzimas do isolado da mistura Gamba cl1+MAS cll (19+32) foi
compativel com o gendtipo 19/20, enquanto no isolado da mistura P209
cl1+803 cl5 (20+39) foi detectado apenas o perfil desconhecido (P1). A analise
de microssatélites revelou que os isolados de ambas as misturas eram constituidos
de uma mistura de um clone do genétipo 19 e outra populagio com perfil
desconhecido Pi.

(2) Grupo B — constituido pelos isolados que apresentaram o perfil dois (P2) na
analise de isoenzimas (Figura 23) e perfil de microssatélites Pii (Tabela XII) com
alelos de 271/275pb para o loco TcAAATG, de 267/267pb para o loco SCLE10 e
de 262/262pb para o loco TcAAT14. Seis isolados foram observados nesse grupo
(6/22) distribuidos entre as combinag¢oes genotipicas 20+39 (Cuica cl1+Bug2148
cll: 4 isolados) e 19+39 (Gamba cl1+Bug2148 cll: 2 isolados) tanto em animais
TNC (4/6) quanto em animais INT (2/6). Dois dos seis isolados apresentaram
uma mistura de genétipos 19/20 e outra com petfil P2, detectado pelas enzimas
GPI e PGM.

(3) Grupo C — os dois isolados desse grupo foram obtidos de animais infectados
com as misturas Bug2148 cl1+IVV cl4 e SO3 cl5+IVV cl4 (39+32) e nio
tratados. Esses isolados apresentaram o perfil P1 na analise de isoenzimas (Figura
23). E perfil de microssatélites Piii (Tabela XII) com alelos de microssatélites de

292/292pb para o loco TcAATS8, que nio foi compativel com o petfil
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heterozigoto esperado para os clones desses estoques (250/292pb), de
239/275pb pata o loco SCLE10 e de 271/275pb para o loco TcAAT14.

4.6 Identificagio dos Isolados do Trypanosoma cruzi por Microssatélites em DNA
Obtidos diretamente do Sangue e de Tecidos de Animais Infectados com Misturas

dos Gendtipos Principais.

A triagem das amostras de sangue para detec¢do do fragmento de 330pb do kKDNA do
minicirculo do T. ¢ruzi demonstrou que 105 delas foram positivas nos animais TNC e 139,
nos animais INT. Contudo, a caracterizagdo dessas amostras pela analise de microssatélites
apresentou baixo rendimento. O sucesso de amplificacio dos alelos de microssatélites foi
obtido em 23,4% das amostras positivas para o kDNA do parasito e ocorreu,
predominantemente, em 40 das 57 amostras obtidas de animais INT correspondentes a
70,2%. Amostras de sangue obtidas de animais infectados com todas as combinacoes
genotipicas foram identificadas pelo perfil de microssatélites, exceto as da combinagao 39+32,
que nao apresentaram sucesso de amplificacio para nenhuma das amostras positivas para o
kDNA.

A amplifica¢do dos alelos de microssatélites dos lisados de tecido e animais INT e
TNC apresentou rendimento ainda menor do que o observado para o DNA extraido
diretamente das amostras de sangue. Ambos os tecidos analisados (coracio e musculo
esquelético) demonstraram percentuais semelhantes de positividade para o kDNA, tanto nos
animais INT (73,9% = 71/96) quanto nos animais TNC (72,9% = 70/96). Entretanto,
somente 12,0% dessas amostras (17/141) puderam ser caracterizadas pelo perfil de
microssatélites e a amplificacdo também foi obtida, predominantemente, em amostras dos
animais INT (9/13).

Os resultados da identificagao dos isolados do T. euzi nas amostras de DNA obtidas
diretamente do sangue ou de tecidos foram semelhantes aos obtidos para as amostras isoladas
por hemocultura. Na mistura de clones dos gendtipos 19/20 com clones dos genétipos 39 ou
32, apenas aqueles pertencentes aos genétipos 19 ou 20 foram detectados. Na combinagio
20+19, ambos os clones pertecentes a esses gendtipos foram isolados dos animais TNC e

INT, tanto no coragdo quanto no musculo esquelético.
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O T. eruzi é composto de clones naturais que apresentam uma ampla heterogeneidade
biolégica (Revisado por Devera ez al., 2003: Buscaglia & Di Noia, 2004). Diversos estudos tém
demonstrado que a genética do parasito apresenta correlacio com a resposta ao tratamento
especifico (Andrade e7 al., 1985a; Andrade ez al., 1992; Revollo ez al., 1998; Toledo ez al., 2003),
embora certa heterogeneidade de caracteristicas biologicas seja observada entre os
componentes de um mesmo grupo genético (Laurent et al., 1997; Revollo e# al., 1998; Toledo
et al., 2002; Toledo et al, 2003). Recentemente, foi verificado que em infec¢Oes mistas
experimentais em camundongos BALB/c (Martins e al., 2006) ocotrrem interacdes entre as
populagoes do T. euzi, que podem resultar em importantes mudangas nas propriedades
biolégicas do parasito e, conseqientemente, no curso da infec¢ao. Esses resultados
corroboraram outros trabalhos nesse mesmo modelo experimental (Lana ez @/, 2000) e
também em relacao ao desenvolvimento no vetor (Pinto ez al., 1998; Pinto ez al., 2000; Aratjo
et al., 2007). Resultados semelhantes foram obtidos em relagao ao tropismo tecidual por
Franco e al. (2003) em ratos.

Desse modo, considerando a freqiiente ocorréncia de infec¢Oes mistas na natureza e
também o fato de que esse tipo de infec¢do produz alteracSes significativas na relagdao
parasito-hospedeiro em modelos experimentais, ¢ provavel que infec¢des mistas influenciem
na eficacia do tratamento etiolégico da infecgao pelo T. eruzi. Nesse contexto, o objetivo dessa
investigacao foi avaliar em camundongos BALB/c o impacto de infec¢des mistas com clones
do T. crugi representativos da grande heterogeneidade do parasito. Os clones foram utilizados
combinados aos pares constituindo misturas com diferentes niveis de diversidade genética e
biologica referentes aos parametros de viruléncia e de susceptibilidade ao BZ previamente
conhecidos.

Os resultados aqui obtidos corroboraram essa hipdtese e demonstraram claramente
que as infecgOes mistas apresentaram resposta ao tratamento com BZ, distinta da resposta
esperada com base nos resultados das monoinfecgdes, sugerindo que o estabelecimento de
correlagao entre a genética do parasito e a resposta ao tratamento pode ser ainda mais dificil
de ser determinada nessa situacgio.

Assim, animais experimentalmente infectados com a maioria dos genotipos e suas
combinagoes apresentaram redugdo significativa em todos os parametros relacionados a
viruléncia (PAR, PP, PM e DPMP) apés o tratamento, tanto em monoinfec¢des quanto nas
infec¢oes mistas. Esses dados comprovam o forte efeito supressor do BZ sobre a parasitemia,
mesmo em animais infectados com clones resistentes a este farmaco e com elevada viruléncia

como ja demonstrado na quimioterapia experimental da infec¢ao por estes clones do T. cruzi
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no modelo murino (Toledo ez al., 2003). Martins ¢ al. (2006), estudando infecgoes mistas com
alguns destes mesmos clones, verificaram claramente que a viruléncia das combinagdes nao
poderia ser prevista fundamentada apenas no conhecimento do seu comportamento em
monoinfec¢Oes, uma vez que tanto efeitos de estimulacao quanto de inibicio de um clone
sobre o outro foram observados. Entretanto, essas alteragdes nao foram capazes de exercer
influéncia pelo menos sobre a a¢do supressora do BZ na multiplicacio do parasito. Deste
modo, em infeccGes com os clones Gamba cll e P209 cll foi observada a reativacio da
parasitemia entre 10 a 20 dias apds interrupgao do tratamento a qual permaneceu patente por
até 00 dias apos reativacao. Resultados semelhantes foram observados em algumas misturas
contendo esses clones. Esse comportamento sugere elevada viruléncia e resisténcia desses
clones a0 BZ o que poderia explicar a maior tendéncia a reativagdo da infeccdo pelos
gendtipos 19 e 20 observadas apds tratamento e a imunossupressio (Santos, 2007). No
entanto, animais infectados com clones do genétipo 39 e com a combinagao genotipica 39+32
apresentaram menor viruléncia com picos de parasitemia baixos e periodos patentes curtos.
Nesses casos, ao contrario do observado anteriormente, o efeito do BZ sobre a parasitemia
nao foi evidente.

Nao foi possivel estabelecer uma correlagdo direta entre as alteragdes no perfil de
susceptibilidade ao BZ e as mudangas nos perfis das curvas de parasitemia observados por
Martins ef al. (2006) nestas infecgdes mistas. Entre as 24 misturas estudadas, 19 apresentaram
mudangas no perfil da curva de parasitemia em relacido ao valor esperado. Nas nove misturas
em que foram detectados mudangas no perfil de susceptibilidade ao BZ, tanto valores
esperados (2), quanto inibicao (5) ou estimulacio (2) da parasitemia foram observados.
Aumento da resisténcia ao BZ associado a uma diminuicio da taxa de crescimento “in witro”
foi observado por Villareal e a/ (2005). Entretanto, no presente estudo o mesmo
comportamento nao foi detectado “zn vivo”.

Em relagdo a mortalidade, ndo foram observadas diferencas significativas entre os
animais tratados e os ndo tratados, provavelmente devido a baixa patogenicidade dos clones
em estudo (taxas de mortalidade variando de 0 a 15,7% em monoinfec¢des). Apenas na
mistura P209 cl1+OPS21 cl11 foi observada diminuicio consideravel da mortalidade (40 a
0%) apos o tratamento. Quatro outras misturas apresentaram redugdo na taxa de mortalidade
de aproximadamente 12% para 0%, embora todas essas diferengas nio tenham sido
significativas.

A eficacia do tratamento da doenga de Chagas ¢ muito complexa de ser definida

devido a dificuldades para a demonstra¢ao de cura e as limita¢cdes dos métodos parasitologicos
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e sorologicos disponiveis para sua definicdo. Nesse estudo, uma combina¢ao de diferentes
métodos parasitologicos e sorologicos foi utilizada no controle de cura dos animais
submetidos ao tratamento, objetivando assegurar a acuracia dos resultados e também na
tentativa de estabelecer um protocolo para definicdo precoce da eficacia ao tratamento no
modelo murino. Em conjunto, essas metodologias detectaram eficiéncia do tratamento
especifico em 27,8% dos animais tratados, sendo que 19,1% foram classificados como
tratados e curados e 8,76% como dissociados. A falha terapéutica foi verificada em 72,2% dos
animais tratados.

Embora o ESF tenha sido exaustivamente repetido, esse método detectou parasitemia
patente em somente 19,3% dos animais TNC. Esses resultados estio de acordo com o
observado por outros autores que também verificaram a limitacio desse exame para a
detecgao do parasito em animais submetidos ao tratamento especifico, mesmo apds a falha
terapéutica ter sido demonstrada por outras metodologias (Brener, 1962).

A hemocultura detectou falha terapéutica em 79,3% dos animais e, menor
sensibilidade desse método foi associada, principalmente, ao gendtipo 39 e a combinagao
39+32, tanto em animais TNC quanto nos INT. Esses resultados indicam que a Hc nao deve
ser usada isoladamente como controle de cura na fase aguda da infecgdo pelo 1. eruzz, mesmo
no modelo murino, uma vez que sua sensibilidade é dependente da populagio do parasito
envolvida na infec¢do como ja observado por Toledo e al. (2002) e Lana ef al. (2000). Ao
contrario, Filardi & Brener (1987) e Toledo ez al. (1997) obtiveram elevada sensibilidade da
hemocultura na verificagdo de cura em animais infectados com diferentes cepas do T. cuzi e
tratados na fase aguda da infec¢ao. Esses resultados apresentaram correlacao significativa com
os testes soroldgicos. No entanto, os autores nao realizaram a caracterizagao genética dessas
populages o que impede comparagdes mais precisas com os dados aqui obtidos. Nossos
dados indicam claramente que a interpretacao dos resultados negativos da hemocultura como
controle de cura de animais infectados com diferentes populagoes do parasito deve ser
cuidadosa, principalmente, quando nao se conhece o seu comportamento prévio, sendo entao
necessarios métodos adicionais para defini¢ao segura da cura parasitolégica.

A PCR foi o método parasitolégico mais sensivel, apresentando um bom percentual de
positividade independentemente do genétipo ou combinagao dos clones do T. ¢ruzi analisados.
Essa técnica detectou DNA do parasito em 96,9% e 953% das amostras de sangue
provenientes de animais TNC e INT, respectivamente. Além disso, a PCR foi positiva na
maioria das amostras (27/29) provenientes de animais TNC que apresentaram hemocultura

negativa. Esses dados demonstram a elevada sensibilidade dessa metodologia para
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determinacdo precoce da falha terapéutica no modelo murino e corroboram dados de outros
autores que verificaram sua eficiéncia na detec¢ao da infec¢do nesse modelo animal (Vera-
Cruz et al, 2003; Caldas ez al., 2007), independentemente do grupo genético do parasito
(Miyamoto et al., 2006). A sensibilidade dessa metodologia foi avaliada por Campos e al.
(2002) que demonstraram que a PCR ¢é capaz de detectar um unico tripomastigota sangiineo
em 500uUL de sangue. Entretanto, Camandaroba ez 4/ (2003) nao verificaram a mesma
eficiéncia da PCR no controle de cura apods tratamento de animais infectados com a cepa
Colombiana do T. crugi. Os autores observaram que somente 37% das amostras de animais
que apresentaram positividade por outros métodos parasitoldgicos (subinoculagio e Hc)
foram positivas pela PCR. Essas discrepancias podem ser provavelmente decorrentes de
diferencas nos protocolos experimentais usados para realizacao da PCR.

A PCR apresentou menor porcentagem de positividade do que os testes sorolégicos,
sendo negativas em 7% das amostras obtidas de animais INT e TNC. Esse método mostrou
maior capacidade de detecgao da infec¢ao do que a He (96,1 contra 84, 3%, respectivamente),
sendo negativo em sete amostras que apresentaram hemocultura positiva, mesmo apos
repeticdao. Esses dados sio concordantes como demonstrado por Campos e a/. (2002) de que
essa técnica pode falhar principalmente em casos em que o numero de parasitos circulantes é
limitado. Esses autores observaram que a PCR ¢ capaz de detectar até mesmo um parasito no
sangue, mas a repeticao dos testes pode ser necessaria para correta definigao do diagnostico. A
falha pode ser devido a perda de DNA durante a etapa de extragao. No entanto, a repeti¢iao
dos testes neste trabalho nio levou a resultados positivos. Provavelmente, a negatividade da
PCR e deve estar associada a escassez do parasito na circulagio no momento da coleta, uma
vez que esses animais apresentaram baixos niveis de parasitemia e periodo patente muito
curto. Em humanos e no modelo cio, essa questio ¢ ainda mais problematica devido ao
pequeno volume de sangue coletado para exame em relagao ao volume total do hospedeiro
(Brito et. al., 2001; Aradjo ez al., 2000; Veloso 2007). Por conseguinte, a PCR deve ser utilizada
como um método complementar a outros testes parasitologicos, quando pequenos volumes de
sangue sao individualmente analisados. Além disso, a interpretagao dos dados deve ser muito
cuidadosa quando a PCR ¢ utilizada isoladamente (Campos ¢7 al., 2002; Araujo et al., 2000).

Os dados obtidos na sorologia convencional pela ELISA demonstraram que a
aplicacdao dessa técnica em amostras coletadas somente dois meses apds o tratamento pode
produzir resultados falso-negativos em animais que apresentaram testes parasitologicos
positivos. Quando essa técnica foi realizada em amostras de soro coletadas trés meses apds o

término do tratamento, napenas um animal permaneceu negativo, indicando que essa técnica
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nao deve ser empregada como controle de cura antes de trés meses apos a realiza¢do do
tratmento. Além disso, os resultados obtidos nesse estudo sio concordantes com estudos
prévios nos quais foi demonstrado que a sorologia convencional pode permanecer reativa por
varios meses (6-12 meses) mesmo apods o tratamento eficaz da infec¢ao pelo T. cruzi (Kretelli
& Brener, 1982; Filardi & Brener, 1982; Andrade ¢z /., 1985a; Andrade e a/., 1987; Andrade ef
al., 1991b). No presente trabalho também foi observado que muitas amostras do grupo DIS,
coletadas aos seis meses apos o término do tratamento, ainda permaneceram reativas pela
ELISA. Andrade ez al. (1991b) consideram que esta demora na negativagao da sorologia
convencional pode estar relacionada a persisténcia de parasitos nas células dendriticas do bago
que forneceria estimula¢ao antigénica necessaria a manuten¢ao da memoria imunolégica.

Por outro lado, os resultados da sorologia niao convencional para detecgao de
anticorpos antitripomastigotas vivos pela citometria de fluxo (AATV) foram mais eficientes na
categorizagao dos diferentes grupos de animais, apresentando negativagdo precoce aos trés
meses apos tratamento com BZ, confirmando assim dados de outros autores observados no
modelo murino (Kretelli & Brener, 1982; Toledo, 2000; Aradjo et al, 2000). Foi ainda
demonstrado que animais tratados nao curados que apresentaram hemocultura negativa
mostraram menor reatividade quando comparados aos animais TNC com hemocultura
positiva. Esses resultados confirmam o achado de que parasitemia mais elevada e,
conseqiientemente, maior estimulagdo antigénica, estd associada com maior produgdo de
anticorpos como verificado em diferentes hospedeiros (Andrade ez al., 1985b; Martins-Filho ez
al., 1995; Veloso et al., 2001; Guedes ez al., 2002; Garcia et al., 2005). Somente dois animais
tratados permaneceram com resultados duvidosos em relagao a definicao da cura (positivos
nos testes sorologicos e negativos na Hc e PCR). Entretanto, esses animais apresentaram
testes soroldgicos positivos mesmo aos seis meses apos término do tratamento. Considerando
a ocorréncia da negativagao precoce da AATV nos animais TC, estes dois camundongos
foram entao considerados nao curados.

Um animal, que apresentou exames parasitologicos positivos, foi negativo nos testes
sorolégicos. Discordancia semelhante entre os resultados desses testes ja foi também relatada
em humanos por Martins-Filho ez a/. (1995) e Gomes e al. (1999) e, provavelmente, deve estar
relacionada ao padrio da resposta imune do hospedeiro.

Os dados obtidos nos animais INT e TNC confirmam a elevada capacidade da PCR e
da AATV na detecgao da infecgao pelo T. ¢uzi no modelo murino. Essas técnicas foram as
que apresentaram a melhor concordancia de resultados e foram as mais apropriadas para

definir precocemente a eficacia do tratamento. Apenas dois animais dos 194 animais avaliados
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nao foram positivos pela AATV ou PCR quando combinadas a Hc. Consequentemente, a
associagao de uma dessas técnicas com a Hc constitui uma abordagem apropriada para realizar
o controle de cura da infecgao aguda no modelo murino.

A histopatologia convencional detectou escasso parasitismo nos tecidos de animais
infectados com as diferentes combinac¢bes genotipicas (dados nao mostrados). Trabalhos
prévios, utilizando os mesmos clones deste estudo, também apresentaram dificuldade de
detecgao do parasito pela histopatologia convencional e pela imunohistoquimica em tecidos de
camundongos monoinfectados (Toledo, 2000). Quando a PCR foi utilizada para a detecgao do
kDNA do T. cruzgi em tecidos, resultados positivos foram observados em todos os tecidos de
animais infectados com as diferentes combina¢oes genotipicas tanto nos I'T quanto nos INT.
Esses dados revelam a elevada sensibilidade dessa técnica para a deteccdo do parasito em
tecidos, como ja relatado por Vera-Cruz ez al. (2003) e Cruz (2002). Resultados semelhantes
foram observados por Veloso (2007) em amostras de tecidos cardiacos de caes infectados com
a cepa Y, detectando, inclusive, positividade superior a observada em amostras de sangue. Os
tecidos com maior positividade foram o musculo esquelético e o coragao, que constituem
aqueles mais comumente parasitados pelo T. cuzi. Adicionalmente, a bexiga constituiu um
importante sitio para a deteccao do parasito nos animais I'T. Esses resultados estio de acordo
com estudos de infec¢des monoclonais com esses mesmos clones do T. ¢ruzi (Diego et al.,
1998; Toledo er al, 2002; Toledo et al, 2003), nas quais os autores verificaram pela
histopatologia convencional a presenca do parasito, preferencialmente, no musculo
esquelético seguido de coragao e dos tratos geniturinario e digestivo.

O envolvimento do trato urinario na doen¢a de Chagas ainda ¢ pouco estudado.
Entretanto, alguns trabalhos existentes na literatura demonstraram a presenca do 1. cuzz na
bexiga e inclusive presenga de anormalidades nesse 6rgao como aumento de peso, dilatagio,
inflamacao e fibrose, sugerindo ser a bexiga um importante local de infeccao (Scremin e7 al.,
1999; Cabrine-Santos ¢# al., 2003; Boczko et al., 2005). Recentemente, foi ainda demonstrado
que a urina humana estimula o crescimento ‘% vitro” do I ¢ruzi, o que poderia contribuir para
explicar a presenca do parasito nesse 6rgao (Ferreira ez al., 2007). Entretanto, curiosamente,
esse achado foi mais evidente nos animais submetidos ao tratamento. Brito ¢ a/. (comunicacdo
pessoal) por meio da inoculacio de kDNA do T. ez na em camundongos nio infectados
verificaram elevada positividade da PCR na bexiga, sugerindo que o cleareance das moléculas
de minicirculo é urinario. Essa observacao fornece uma justificativa plausivel para o aumento
da positividade da PCR na bexiga de animais infectados e tratados observada nesse estudo.

Entretanto, a positividade do kDNA na bexiga (> 80%) foi elevada apenas na FC da infecgao,
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ou seja quando os tecidos foram coletados longo periodo apods a interrupgao do tratamento,
ao contrario do que ocorreu na FA, quando os tecidos foram coletados logo apds a
interrupcao do tratamento. Assim, os dados aqui obtidos sugerem, a persisténcia do parasito
na bexiga e nao apenas a presenga de kDNA residual. Esta opinido pode ser ainda reforgada se
considerarmos os dados obtidos anteriormente por Toledo e a/. (2004) que verificaram que o
tratamento da fase aguda de animais infectados com o gendtipo 39 promovia alteracdo
desfavoravel no curso da infeccdo com aumento significativo do parasitismo tecidual e
inflamagao de diferentes 6rgaos, comprovados pela histopatologia convencional.

De uma maneira geral, maior positividade da PCR em tecido foi observada nos tecidos
de animais infectados e tratados coletados na fase cronica da infecgao (FC) do que nos
coletados na fase aguda (FA). Na fase aguda experimental o T. auzi infecta diferentes 6rgaos e
tecidos. A medida que a resposta imune contra o parasito se estabelece e a infeccio cronifica,
sua multiplicagdo ¢ controlada, sendo o tropismo direcionado a tecidos especificos. A analise
dos dados da PCR em tecidos de animais INT reproduziu claramente essa situagdo, sendo o
parasitismo significativamente maior nos tecidos coletados na FA. Entretanto, em animais I'T
esse quadro nao foi observado, sendo a positividade da PCR semelhante entre os tecidos
coletados imediatamente (FA) ou apds longo periodo apés tratamento (FC) na maioria dos
tecidos. Apenas na bexiga a positividade da PCR foi maior na FC. Além disso, a comparagao
da positividade da PCR detectada nos tecidos de animais INT e de animais IT revelou que o
tratamento da FA reduziu significativamente a positividade para todos os tecidos na maioria
das combinagoes genotipicas. Contudo quando os tecidos foram coletados na FC, o mesmo
nao foi observado, sendo a positividade da PCR semelhante entre os grupos INT e IT ou
mesmo superior nos animais I'T. Esses dados sugerem fortemente que o tratamento produz
uma drastica redugdo do parasitismo no inicio da infecgao, que pode, contudo, se restabelecer
apos sua interrupcao, gerando possivelmente um desequilibrio na relagao parasito-hospedeiro
que se estabelece naturalmente em um hospedeiro infectado e nao tratado.

Surpreendentemente, quando amostras de tecidos de 12 animais considerados curados
pelo critério de cura classico (ESF, Hc, PCR em sangue, ELISA ¢ AATYV) foram analisadas
pela PCR, todas apresentaram resultados positivos. O cora¢do, o musculo esquelético e a
bexiga foram novamente os tecidos mais freqiientemente positivos pela PCR, como também
observado nos tecidos de animais TNC. As infecgdes mistas com maior positividade foram
aquelas contendo o genétipo 39. Curiosamente, alguns tecidos de animais TNC e TC,
infectados com as combinagdes genotipicas 20+39 20+32 e 19+39, apresentaram maior

positividade da PCR do que tecidos de animais INT. Se essa positividade for considerada
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como um indicativo de infec¢ido ativa, provavelmente, em algum momento e dependendo da
genética do parasito, o tratamento especifico pode aumentar o parasitismo tecidual como
previamente demonstrado por Toledo ef a/. (2004) para o gendtipo 39. Nesse trabalho, os
autores sugeriram que pelo menos para o genotipo 39, o tratamento parece ter um efeito
negativo na relagao parasito-hospedeiro. Neste estudo, devido a elevada sensibilidade da PCR
para detec¢do de kDNA do T. eruzi, os dados indicam apenas maior dispersio do parasito nos
tecidos do hospedeiro, sem contudo, significar maior carga parasitaria. Devido a dificuldade de
deteccao desses clones pela histopatologia convencional para conclusGes mais seguras, torna-
se necessario avaliar quantitativamente a presenga do parasito nos tecidos dos animais INT e
IT pela PCR e correlaciona-los com o processo inflamatério para elucidar do real beneficio do
tratamento nesses animais.

Uma provavel explicagdo para esses resultados inesperados obtidos pela PCR em
tecidos de animais TC, seria a presenca de DNA residual do T. euzi nos sitios teciduais,
mesmo apds a morte dos parasitos. Esse fendmeno foi previamente descrito para antigenos
do T. cruzi em células dendriticas do bago (Andrade ef al, 1991). Outra possibilidade ¢é a
integracao de DNA do T. ¢ruzi ao genoma da célula hospedeira demonstrada por Teixeira ez a/,
(1994) e Nitz et al. (2004). Resultados similares aos obtidos aqui foram também observados
por Michailowsky ez a/. (1998) quando corag¢des de animais tratados, considerados curados por
outras metodologias foram analisados pela PCR. Independentemente das explicagdes aqui
mencionadas é evidente a necessidade de novas investigagdes sobre a eficacia do tratamento
com BZ na eliminacio do 1. ¢uzi do hospedeiro vertebrado. Uma importante questao
suscitada por esses resultados é até que ponto a cura parasitologica existe realmente na
infeccao por este parasito. O fato é que o uso de ferramentas mais sensiveis de diagnoéstico
parece demonstrar ainda mais a presencga da infec¢do em animais tratados.

Os resultados obtidos na andlise do perfil de susceptibilidade ao BZ das
monoinfec¢des e infecgdes mistas revelaram que clones da linhagem T. awgi 1 e suas
combinagdes foram mais resistentes ao tratamento do que clones pertencentes a linhagem 7.
¢cruzi 11, corroborando os achados de Toledo e a/. (2003). Clones com caracteristicas hibridas
(T. cruzi) apresentaram susceptibilidade ao BZ intermediaria a esses grupos. Entretanto,
diferencas significativas no padrao de susceptibilidade foram observadas entre as
monoinfec¢oes, provavelmente devido ao fato de terem sido utilizados apenas dois dos cinco
clones de cada genétipo principal estudados por Toledo ez a/. (2003), incluindo aqueles com
graus de susceptibilidade ao BZ mais polares em cada grupo. A tnica exce¢ao ocorreu com o

genétipo 20 onde todos os clones sio 100% resistentes ao BZ. Alteracdes no perfil de
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susceptibilidade ao BZ nio foram detectadas quando foram consideradas as grandes
subdivisoes genéticas do 1. ¢uzi. Por outro lado, mudangas no perfil de susceptibilidade ao
BZ foram evidentes quando as subdivisbes menores foram consideradas em duas
combinagdes genotipicas e em nove das 24 misturas de clones do T. cuzz. Além disso,
misturas de uma mesma combinagdo genotipica apresentaram respostas distintas ao
tratamento. Esses achados suportam a observac¢ao de Toledo ez a/. (2003) de que é necessario
levar em consideracao as subdivisdes genéticas menores do parasito devido a heterogeneidade
de comportamento existente entre os clones de uma mesma linhagem. Desse modo,
diminui¢ao da susceptibilidade ao BZ foi observada nas combinag¢des genotipicas 19+39 e
19+32, que passaram, respectivamente, de susceptiveis e parcialmente susceptiveis a
resistentes, respectivamente. Quando os resultados das infecgbes mistas foram analisados
considerando os clones do T. ¢ugi que constituiam as misturas, tanto diminui¢ao quanto
aumento da susceptibilidade ao BZ foram observados. Foi verificado aumento da taxa de cura
em cinco infecgoes mistas envolvendo quase todas as misturas de gendtipos (exceto nas
combinagoes 19+32 e 20+19) enquanto reducao foi detectada em quatro misturas
pertencentes as combinagdes 19+39 e 19+32.

Os mecanismos envolvidos na resisténcia a farmacos em 1. ¢ugi ainda nao sio bem
definidos e compreendidos. Em parasitos protozoarios, diferentes capacidades de captacdo e
exportacio de drogas, de metabolizacao, de diferengas em enzimas que participam na
interagdo com o farmaco (Ullman, 1995) e na regulacao de vias metabolicas responsaveis pela
excrecido do mesmo (Engel e al, 2000) parecem estar relacionadas a resisténcia a
quimioterapia. Aumento na resisténcia ao BZ ja foi descrita para populacoes do T. cruzi apos
exposicao ao BZ (Vilarreal ez al., 2005) e apos longo tempo de manuten¢ao no hospedeiro
(Veloso ¢t al., 2001; Caldas e al., 2007). Entretanto, nesse estudo, esses fatores ndo devem ser
os responsaveis pelas diferengas observadas na eficacia do tratamento com BZ nas infec¢oes
mistas pelo fato deste ter sido realizado nas mesmas condi¢bes, sem prévia exposi¢do ao
farmaco e somente na fase aguda da infecgdao. As mudangas no fenétipo de susceptibilidade ao
BZ ocorreram em todas as dire¢des com clones resistentes ou susceptiveis a esse farmaco nas
monoinfecgdes invertendo seu perfil de susceptibilidade nas infec¢des mistas. Esses dados
sugerem que importantes interagdes ocorreram entre os clones da mistura levando a um
equilibrio diferente na relagdo parasito-hospedeiro como ja observado por Pinto et al. (1998)
no vetor e por Lana e a/. (2000) em camundongos ao analisarem infec¢des mistas por alguns

dos clones aqui estudados.
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Essas mudancas poderiam estar relacionadas a modula¢iao diferencial da resposta
imune nas infec¢Ges mistas e na expressao génica de ambos, parasito e hospedeiro. Neste
contexto, ha registros na literatura descrevendo diferencas nos padroes de expressio génica
entre as populagoes do T. eruzi (Cortez et al., 2003; Dost et al., 2004; Risso et al., 2004: Vilarreal
¢t al., 2005) e também na célula hospedeira (Burleigh & Andrews, 1998; Burleigh & Woolsey,
2002; Yoshida, 20006). Essas diferencas poderiam implicar em habilidades especificas do T.
¢cruzi no estabelecimento da infec¢ao. Por conseguinte, ¢ razoavel supor que em infecgoes
mistas, interagdes entre vias metabolicas distintas poderiam ocorrer devido a expressao génica
diferenciada de cada componente da mistura, que levariam inclusive as mudangas nos niveis
de expressaio ou mesmo a produgdo de novas proteinas. Essas alteragdes no padrio de
expressao génica poderiam modificar o curso da infec¢do, conferindo ao parasito novas
propriedades biologicas, o que poderia explicar os dados aqui obtidos e também por outros
autores que estudaram infecgdes mistas (Pinto ef al., 1998; Lana ef al., 2000; Franco e# al., 2003;
Martins et al., 2000).

Varios autores tém registrado que o 1. ¢ruzi apresenta elevada plasticidade o que pode
representar um fator envolvido nas mudangas observadas na eficacia do tratamento nas
infec¢bes mistas. Ja foram descritos polimorfismos nas seqiéncias de minicirculos (Pacheco &
Brito 1999), DNA genémico (Alves ez al., 1996), no cariétipo (MacDaniel e Dvorak, 1993) e
no perfil eletroforético de isoenzimas (Alves e al., 1993; Lana & Toledo, 2004) de populagoes
clonadas que poderiam estar relacionadas a erros na replicagio do DNA, rearranjos na
sequéncia de DNA ou processos de recombinagao genética, que embora raro na natureza, foi
demonstrado em modelos experimentais por Gaunt ¢f a/. (2003). Essas modificagdoes também
tem sido descritas em outros parasitos protozoarios com estrutura clonal, como Leishmania,
sendo a mudanga observada no cariétipo associada a alteragdes na taxa de crescimento dos
clones (Dujardin ez al., 2007). Essas modificagdes génicas poderiam conferir ao hospedeiro a
capacidade de expressar novas proteinas e, consequentemente, de responder diferentemente as
pressdes ambientais.

O sistema imune também tem um importante papel no controle da infec¢ao (Nabors
& Tatleton, 1991; Brener & Gazzinelli, 1997; Abrahamsohn, 1998; Martin & Tatleton, 2004) e
acdo sinérgica entre o mesmo e a resposta ao tratamento ja foram claramente demonstradas
(Lages-Silva ez al., 1990; Toledo, 1992; Michailowsky e# al., 1998; Murta ez al., 1999; Romanha ez
al., 2002). Portanto, sua atuagao pode ter participagao relevante nas mudancas do perfil de
susceptibilidade ao BZ observado nas infecgdes mistas. A infecgao pelo T. ¢ruzi é um processo

complexo que depende da capacidade do parasito de invadir as células, multiplicar

109



Martins H R Discussao

intracelularmente e, evadir da resposta imune. Durante a infec¢dao, o hospedeiro desenvolve
uma resposta imune especifica contra o parasito, mas concomitantemente ocorre ativa¢ao
policlonal nao especifica de linfécitos, que pode ser prejudicial a eficiéncia da atividade imune
contra o parasito (Minoprio, 2001). Populagoes diferentes do T. cuzi apresentam distintos
graus de susceptibilidade a anticorpos (Kretlli & Brener, 1982) e podem induzir respostas
imunes distintas (Andrade ez al., 1985; Gonzalez ef al., 1995; Tarleton et al., 1992) em rela¢Ges
as quais os clones do parasito apresentardo diferentes graus de capacidade de evasio do
sistema imune (Wallace e a/., 1995; Garzon et al., 2005). Essas variagdes podem ser explicadas
devido a diferencas na expressio de glicoproteinas de membrana do parasito, alvos da
resposta imune que conferem variagdlo na composi¢ao antigénica entre as diferentes
populacées do T. euzi e também entre as suas formas evolutivas (Carreira et al, 1990;
Pollevick ez al., 2000; Costa-Serrano ez al., 2001; Previato et al., 2004; Campo et al., 20006;
Buscaglia e# al., 2006). Recentemente, Santos ef al, (artigo submetido) demonstraram que
clones pertencentes aos genotipos principais podem induzir respostas humorais distintas em
camundongos Swiss. Desse modo, ¢ provavel que a complexa interagdo entre a resposta
acionada por um clone poderia favorecer a capacidade de escape de outro e sua permanéncia
no hospedeiro. O efeito contririo também poderia ser esperado favorecendo a eliminacao de
um clone bem adaptado no hospedeiro, em monoinfec¢des, por meio da reposta imune mais
efetiva acionada pela interagao dessas populacdes entre si e também com o hospedeiro.

Vilarreal ez al (2005) sugeriram que varios mecanismos estdo provavelmente
relacionados a resisténcia a0 BZ em T. ¢uzi e que os mecanismos envolvidos na resisténcia
natural sao diferentes daqueles envolvidos na resisténcia induzida pelo farmaco. Novos
estudos para esclarecer os fatores envolvidos nesse processo sao necessarios e abrem novas
perspectivas para o entendimento da resposta ao tratamento da doenga de Chagas.

A caracterizagao pela PCR de microssatélites dos clones do T. ¢uzi pertencentes aos
gendtipos principais demonstrou maior eficiéncia dessa técnica em distinguir os oito clones
empregados nesse estudo, comparativamente a analise de isoenzimas, que detectou apenas
quatro perfis: (1) clones do gendtipo 19 e 20; (2) clones do gendtipo 39; (3) clones do
gendétipo 32 e (4) Cuica cll. Esses resultados confirmam os dados de Oliveira ef /. (1998) que
descreveram a robustez dessa técnica para a analise da diversidade genética das populacdes do
T. eruzi. A analise filogenética desses clones pelo perfil de microssatélites confirmou a relagao
genética previamente determinada por Tibayrenc ef al. (1993), empregando a analise dos perfis
de MLEE e o RAPD. Os dados obtidos dividiram os clones em dois ramos principais, um

contendo os clones dos genétipos 19 e 20 (DTU I ou T. eruzi I) e outro contendo os clones
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dos genoétipos 39 e 32 (DTU 2 ou T. cruzi 1 e I. eruzi 11). Entretanto, o clone Cuica cll nio
pode ser incluido nessa analise, uma vez que, surpreendentemente, revelou a presenca de trés
ou quatro alelos de microssatélites em diferentes locos, sugerindo ser uma populagiao
policlonal. Esse clone também apresentou perfil de isoenzimas distinto do esperado para os
clones do genétipo 19/20. O clone Cuica cll vem sendo utilizado como referéncia para a
grande linhagem do T. ouz/ 1 em diversos estudos filogenéticos (Bastrenta e# al., 1999; Barnabé
et al., 1999; Brisse et al., 2000; Pimenta 2002; Brisse ef al., 2001; Freitas et al., 20006), cujos
autores empregaram outros marcadores moleculares ou mesmo microssatélites. Até o
momento, em nenhum desses estudos foi observada tal natureza policlonal.

Em virtude desses resultados, essa populagao do T. ewzi foi melhor investigada , sendo
novamente clonada. Os resultados obtidos demonstraram que este clone realmente continha
duas populagdes com perfis de microssatélites distintos (C1 e C2). Duas hipoteses, que nao
sao mutuamente exclusivas, poderiam ser propostas para explicar estes resultados: (1) a
possibilidade de que na amostra original existia na verdade duas populagdes do T. ¢ruzi, uma
delas presente em muito baixa propor¢do e que a dinamica populacional inicial foi alterada
durante a sua manuten¢dao em laboratério; (2) apds isolamento, clonagem e manutengao em
laboratério ocorreram mudangas genéticas na populagao original gerando subpopulagdes. Ha
evidéncias na literatura que reforgam essas duas hipéteses. De fato, a clonagem de populacoes
do T. euzi ndo é complexa e durante o processo mais de uma célula foi selecionada
apresentando diferentes taxas de crescimento. Além disso, a elimina¢do de uma ou mais
populacbes de uma cepa apés manutengao no hospedeiro vertebrado ou em cultura acelular
tem sido sugerida por diferentes autores (Deane ¢7 al., 1984; Bosseno ef al., 2000; Veloso et al.
2006). Mudancgas genéticas em parasitos clonais tém sido descritas em relagio a diferentes
marcadores como mecanismo de adaptagao a diferentes pressdes ambientais (McDaniel &
Dvorak, 1993; Alves ¢t al, 1996; Pacheco ef al., 1995; Pacheco & Brito, 1999; Lana & Toledo,
2004).

Para elucidar tais aspectos, foram realizadas analises comparativas entre o perfil
molecular da amostra Cuica cll empregada neste estudo e o de outra amostra do clone Cuica
cll (Cuica cl1A) mantida criopreservada desde 1997. Essas analises revelaram que o clone
Cuica cl1A mantinha o padrio de isoenzimas esperado para os estoques do gendtipo19/20.
Entretanto, embora a populagao C2 estivesse predominantemente presente, algumas vezes a
populacgiao C1 foi também detectada. A manutengao do clone Cuica cll por longo tempo em
cultura e no hospedeiro vertebrado demonstrou diferengas na capacidade de adaptagio de

suas subpopulagdes as diferentes condi¢oes. A populacao C1 foi favorecida pela manutengao

111



Martins H R Discussao

em cultura e estava predominantemente presente na amostra usada nesse estudo e, a
populacao C2 foi favorecida pela manuten¢ao em camundongos, que levou ou a eliminagao de
C1 ou a sua redugio a niveis indetectaveis sem clonagem prévia. Esses eventos sugerem que
no momento do isolamento do estoque Cuica cll as duas populagdes estavam presentes e que
a clonagem pode nao ter sido bem sucedida. Desse modo, a manuten¢iao em cultura levou a
alteracao da dinamica dessas duas popula¢oes (hipdtese 1 mencionada). Entretanto, também ¢é
possivel, que apos a clonagem prévia, alteragoes genéticas tenham ocorrido levando a origem
de uma nova sub-populacio mais adaptada a cultura que a populacdo inicial (hipotese 2
mencionada).

Quando se buscou fazer a identificagao dos clones presentes nos isolados obtidos de
animais INT e TNC foram encontrados resultados interessantes e inesperados para algumas
misturas. Em quatro delas [P209 cl1+ OPS21 cl11 e Cuica cll+Gamba cll (20+19), Gamba
cll +Bug2148 cll e OPS21 cl11+Bug2148 cll (19+39)] o clone detectado foi o mais
susceptivel a0 BZ em monoinfecgdes em detrimento do clone mais resistente presente na
mistura. Esses dados sugerem que a correlagdo esperada entre a susceptibilidade ao tratamento
e a genética do parasito ¢ dificil de ser estabelecida em infecgbes mistas. Em todas essas
misturas o clone detectado foi o pertencente ao gendtipo 19, demonstrando um maior
potencial para expressio de resisténcia ao BZ quando clones desse genétipo estavam
presentes em infec¢Oes mistas.

Além disso, 15,5% (28/180) dos isolados do T. ¢ugi obtidos de animais TNC e INT
apresentaram perfis moleculares distintos do esperado determinado para os clones originais
neles inoculados. Vinte e um desses isolados apresentaram mudangas reveladas por ambos os
marcadores, um apenas pela analise de microssatélites e seis somente pela analise de
isoenzimas. Em duas das 24 misturas (OPS21cl11+MAS cll, OPS21 cl11+IVV cl4) foram
também observadas mudangas no perfil molecular quanto ao perfil de susceptibilidade ao BZ.

Essas mudangas sao consideradas surpreendentes devido a estrutura clonal do T. cruzi
que pressupoe sua estabilidade genética ao longo do tempo e espago, mesmo considerando a
possibilidade rara de troca genética nesta espécie (Tibayrenc e al, 1995). Entretanto, a
possibilidade de que nas amostras originais existiam populagdes do T. eruzi presentes em baixa
proporcao cuja passagem no hospedeiro vertebrado propiciou o crescimento preferencial de
uma delas, nio pode ser excluida. Além disso, mudangas genéticas ja foram também
registradas por outros autores em amostras clonadas de 1. ¢uzi e Leishmania, possivelmente
resultantes da pressao exercida por droga ou pela modificagio das condi¢des de cultivo

(Iovannisci & Beverley, 1989; Beverley & Coburn, 1990; MacDaniel e Dvorak, 1993; Alves ez
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al., 1996; Pacheco & Brito, 1999) o que poderia ter contribuido para a geragao de variantes.
Mudangas no perfil genético dos mesmos clones aqui estudados ja foram verificadas por Lana
& Toledo (2004) em infec¢Ges monoclonais de animais submetidos ao tratamento. A
caracterizagao destes isolados por MLEE e RAPD demonstrou interconversao dos genotipos
19 e 32 para o petfil hibrido do genétipo 39, do genétipo 32 para petfil do genétipo 19/20 ¢ a
presenca de trés novos perfis. No entanto este trabalho foi desenvolvido utilizando outra
aliquota dos mesmos clones adquiridos do laboratério de origem em momento distinto das
amostras utilizadas no presente estudo (1997 versus 2002).

Os dados aqui obtidos demonstraram que 21 dos 28 isolados com perfis inesperados
apresentaram mudangas tanto no perfil de isoenzimas quanto no de microssatélites. Um deles
mudou apenas o perfil de microssatélites e seis alteraram apenas o perfil de isoenzimas. Nao
foi observada interconversio entre os genotipos, mas a analise de isoenzimas demonstrou
carater misto, sendo que em algumas enzimas foi observado o carater hibrido do genétipo 39.
Este fato tem sido ignorado e constantemente interpretado como contamina¢des das amostras
ou insucesso da clonagem devido a estrutura clonal do T. awzi que pressupOe sua estabilidade
genética. Os dados obtidos nesse estudo, juntamente com os de Toledo (2001) sugerem
fortemente que esses aspectos precisam ser melhor investigados nessa espécie.

Embora a identificagio pela PCR de microssatélites tenha verificado a presenca de
somente um clone na maioria dos isolados (83,7%), a detecgdo em animais duplamente
infectados apds tratamento do clone susceptivel ao BZ em monoinfec¢oes, comprovou
claramente a mudanca no perfil de susceptibilidade ao BZ desses clones em infecgdes mistas.
Os resultados sugerem que mesmo se uma das populagdes inoculadas nos animais tenha sido
eliminada do hospedeiro vertebrado, a coexisténcia dos dois clones no inicio da infec¢ao
parece ser suficiente para promover tais mudangas.

A coexisténcia de duas cepas do T. owgi em infeccOes mistas experimentais foi
primeiramente verificada por Deane ez a/. (1984). Entretanto, os autores demonstraram que
tanto o tempo quanto o método de isolamento podem agir como fatores seletivos de modo
que passagens sucessivas da mistura em cultura acelular ou em animais podem eliminar
totalmente uma das duas populagdes. Essa selegdo poderia explicar os baixos indices de
infecgbes mistas detectados em nosso estudo apos reisolamento dos clones. A persisténcia de
ambos os clones do T. ¢ruzi foram detectadas na maioria dos isolados de animais infectados
com as combinagdes dos genétipos 19 e 20 que contém os clones que apresentam maior
viruléncia e maiores taxas de crescimento em culturas, quando analisados isoladamente

(Laurent e# al., 1997; Revollo et al., 1998; Toledo et al., 2002). Entretanto, esses resultados
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foram diferentes dos obtidos por Pinto e# al. (1998) e Lana ef al. (2000) ao estudarem infecgdes
mistas com alguns desses mesmos clones no vetor e em camundongos. Esses autores
detectaram maior persisténcia das duas populagdes em T7iatoma infestans (87%) do que em
camundongos (38%), sendo essa diferenga atribuida a maior pressio do sistema imune
existente no hospedeiro vertebrado. As populaces foram identificadas pelas analises de
MLEE e RAPD, sendo a combina¢io genotipica 19/20+32 a mais presente. As diferencas dos
resultados aqui obtidos com os de Lana e a/ (2000) que adotaram o mesmo modelo
experimental deste estudo, devem estar associadas as diferencas metodologicas entre as
investigagoes. O dobro do indculo foi empregado por Lana ef al. (2000) e o reisolamento foi
realizado mais precocemente, aos 30 d.a.i., o que pode ter favorecido a detecgao de ambos os
clones do T. cruzi. De fato, os clones do gendtipo 39 e 32 apresentam periodo patente curto e
baixos niveis de parasitemia, o que facilita o seu isolamento quanto mais cedo a hemocultura
for realizada.

Em virtude da possibilidade de sele¢ao clonal pelo método de isolamento, atualmente
diversos grupos tém tentado desenvolver metodologias capazes de detectar o parasito
diretamente no sangue e nos tecidos do hospedeiro vertebrado ou nas fezes dos triatomineos.
Entretanto, resultados divergentes foram observados entre alguns trabalhos. Pinto ez a/. (2000)
empregando a PCR em amostras de DNA obtidas diretamente das fezes dos triatomineos
seguida de hibridiza¢do com sondas especificas para cada gendtipo detectou a presenga dos
dois clones em somente 52,1% das amostras contra 87% das isoladas por xenocultura e
caracterizadas por MLEE e RAPD. Por outro lado, Bosseno ez a/. (2000) estudando infecgdes
naturais do parasito em 1. infestans verificaram que a PCR seguida de hibridizagao com sondas
especificas para cada genétipo foi consideravelmente melhor na detecgao das infec¢oes mistas
dos gendtipos 20+39 do que a analise de MLEE. Os autores sugerem que esta diferenca se
deva, provavelmente, a capacidade dos clones do genétipo 20 de crescerem melhor e mais
rapidamente em cultura, levando a elimina¢ao do genétipo 39 ou a sua reducdo a niveis
indetectaveis pela analise de MLEE. Além disso, o genétipo 39 parece ser menos sensivel a
resposta imune e, portanto, mais freqiientemente encontrado em pacientes adultos infectados
do que o gendtipo 20, enquanto no vetor e em criangas (onde a resposta imune ¢é
provavelmente menos eficiente que no adulto) ambos podem ser observados na mesma
freqiéncia em regides da Bolivia. Esses resultados sao discordantes daqueles encontrados
neste estudo que parecem demonstrar maior resisténcia dos clones dos genétipos 19 e 20 ao
sistema imune e a0 mesmo tempo foram concordantes com os obtidos por Toledo (2001),

que sugeriu que os genotipos 32 e 39 sao mais susceptiveis a a¢ao do sistema imune.
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Adicionalmente, clones que niao foram detectados no sangue poderiam estar localizados
preferencialmente em tecidos, especialmente no caso do genétipo 39, e serem de dificil
deteccao na circulagdo sanguinea (Toledo ef al, 2004). Os resultados obtidos por Lana ez /.
(2000) corroboram essa observacao uma vez que o genétipo 39 foi o menos presente em
amostras isoladas de animais duplamente infectados com clones dos genotipos principais
identificados por MLEE e RAPD. Por essas razoes, a caracterizagao dos clones presentes
diretamente em amostras de sangue e tecidos foi também realizada para melhor entendimento
da dinamica das infecgdes mistas nesses animais € com o objetivo adicional de verificar se os
métodos de isolamento levariam a selecdo clonal.

A PCR de microssatélites nao apresentou bom rendimento para identificagdo dos
clones do T. eruzi presentes no sangue e nos tecidos. Somente 17,9% do total de amostras
analisadas puderam ser caracterizadas, embora todas fossem positivas para o kKDNA do
parasito. A caracterizacdo dos clones do T. auzi presentes nessas amostras pode nao ter sido
bem sucedida devido a baixa carga parasitaria situada abaixo do limiar de sensibilidade da
técnica que ¢ baseada no polimorfismo de marcador nuclear de cépia unica. O fato de que a
maioria das amostras em que a caracterizagao pela PCR de microssatélites foi bem sucedida
ser proveniente de animais INT inoculados com a combinagao 20+19 (que contém os clones
mais virulentos) corroboram esta hipétese. Além disso, nenhuma amostra de animais
infectados com a combinagao 39+32 (clones menos virulentos) pode ser caracterizada. De um
modo geral, os resultados foram concordantes com os obtidos nas amostras isoladas por
hemocultura o que sugere que nio tenha ocorrido selecao clonal. Entretanto, em decorréncia
do pequeno nimero de amostras em que a identificacao foi bem sucedida, seria conveniente
novas caracterizagoes utilizando marcadores alvos mais expressos no genoma do parasito para
obter conclusdes definitivas.

Varios estudos ja demonstraram que algumas cepas do T. ¢uz/ apresentam estrutura
multiclonal (Deane ez a/, 1984; Tibayrenc ez al, 1986; Marques de Aradjo & Chiari, 1988;
Carneiro ez al. 1990; Oliveira ez al., 1998) e alguns grupos tém trabalhado em sentido inverso ao
desse estudo, ao clonar estas cepas e comparar o comportamento dos clones obtidos com a
cepa parental. Esses estudos tém verificado que o comportamento de uma cepa policlonal nao
¢ necessariamente o mesmo verificado nos clones provenientes dela (Lauria-Pires ez al., 1996b;
Lauria Pires ez al, 1997). Esses dados sio compativeis com os aqui obtidos e fornecem
evidéncias que misturas de clones podem produzir propriedades distintas daquelas esperadas
em monoinfecgoes. A estrutura multiclonal das cepas do T. ¢ruzi pode contribuir para resolver

alguns problemas evolucionarios observados em populagoes clonais, uma vez que os clones
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presentes em misturas podem desenvolver interacdes mutualisticas que resultariam em novas
propriedades permitindo melhor adaptagido as pressoes ambientais (Bernstein e# a/., 1985).

InteracGes entre estoques clonais do T. awgi de diferentes gendtipos que sugerem
estimula¢ao ou inibi¢ao reciprocas ja foram verificadas em infec¢des experimentais de Triatoma
infestans (Pinto et al, 1998; Pinto ef al, 2000) e camundongos (Lana ef al, 2000; Martins e7 al.,
20006), que resultaram em altera¢oes das propriedades bioldgicas do parasito com conseqiente
mudang¢a no curso da infec¢ao. Resultados similares foram obtidos por outros autores qu
estudaram infec¢Ges mistas com outras populagdes monoclonais do 1. cwzi e confirmaram
que infecgoes mistas apresentam comportamento diferente do esperado com base nas
monoinfec¢des em relacio ao tropismo tecidual (Franco ez a/, 2003) e ao desenvolvimento no
vetor (Aguilar, 2000; Araujo ef al., 2007).

Varios estudos tém demonstrado elevada prevaléncia de infecgbes mistas nos
diferentes ciclos de transmissao do T. eruzz (Tibayrenc e ez al., 1985; Bosseno et al., 1996; Solari
et al. 1998; Brenicre ¢t al., 1995; Lauria-Pires ef al., 1996a; Breniere ef al., 1998; Vago et al. 2000
Solari et al. 2001; Di Noia et al., 2002; Torres et al., 2003; Mejia & Triana, 2005; Lisboa e al,
2000), confirmando sua importancia na epidemiologia da doenga de Chagas.
Conseqlientemente, sua dinamica na natureza entre hospedeiros vertebrados e invertebrados
necessita ser melhor estudada. Provavelmente, resultados contraditorios obtidos no
tratamento da doenga de Chagas observados entre diferentes autores poderiam também ser
influenciados pela ocorréncia de infecgoes mistas, uma vez que individuos em areas endémicas
podem ter sido submetidos a infec¢des por mais de um clone de T. ez e também a varias
reinfecgoes por populagoes geneticamente distintas (Breniére ez al, 1998; Macedo & Pena,
1998).

Em conclusdao, o conjunto de resultados apresentados nesse estudo mostra que o
tratamento de infec¢Oes mistas ¢ mais complexo do que o de monoinfec¢des devido a
possibilidade de ocorréncia de interaces entre os clones da mistura e abrem perspectivas para

novas investigagoes em relacao ao tratamento da doenc¢a de Chagas.
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1)

2)

3)

4

5)

0)

O tratamento com Benzonidazol foi capaz de promover a supressao da parasitemia,
tanto nos animais monoinfectados quanto naqueles com infec¢des mistas, logo apods o
inicio do tratamento. Entretanto, alguns clones do T. awgi pertencentes aos genotipos
19 e 20 foram capazes de reativar a parasitemia tardiamente de maneira persistente,
sugerindo que o beneficio do tratamento pode depender da populagao do parasito,
além de produzir alteracdo na relagao parasito-hospedeiro e, consequentemente, no

curso da infeccao.

Os resultados indicam que a ELISA nao pode ser usada precocemente como controle
de cura da infecgao murina pelo T. ¢uzi devido a demora de sua negativagao apds o
tratamento efetivo da fase aguda da infec¢ao e também por produzir resultados falso
negativos quando realizada em amostras coletadas antes de trés meses apds o

tratamento.

A sorologia nio convencional para detec¢ao de anticorpos antitripomastigotas vivos
pela citometria de fluxo (AATV) foi eficiente na antecipacao da detec¢ao de cura apds
tratamento da fase aguda da infec¢do murina com Benzonidazol demonstrando sua

aplicabilidade para determinagao da cura, ja aos trés meses apos o tratamento.

A hemocultura nio deve ser utilizada isoladamente como controle de cura da infeccio
aguda pelo T. ouzi no modelo murino, pois pode apresentar baixa positividade
dependendo da populagio do parasito, sendo a falha da técnica associada

principalmente ao gendtipo 39 e a combinacdo de clones dos gendtipos 39 e 32.

A PCR foi o método parasitolégico mais sensivel, independentemente do genétipo do
T. ¢ruzd, mas nao deve ser empregada isoladamente como controle de cura, uma vez
que em alguns casos pode produzir resultados falso negativos inclusive em animais

que apresentaram outros métodos parasitologicos positivos.

A combina¢ao da pesquisa de anticorpos antitripomastigotas vivos ou da PCR para
deteccio de kDNA do T. eawugi com a hemocultura constitui uma abordagem
apropriada para definir precocemente a cura pos-terapéutica na infecgdo aguda pelo

T. eruzi no modelo murino.
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7)

8)

9)

A PCR em tecido apresentou elevada sensibilidade para a detec¢do do DNA do T.
¢cruzi em todos os tecidos analisados, inclusive com sensibilidade maior que a PCR de
sangue. Se os resultados da PCR em tecido forem considerados como indicativos de
infeccao ativa, essa metodologia revelou diminui¢io do numero de animais com
sucesso terapéutico em comparagao ao critério de cura classico, sugerindo que a cura

da infeccao pelo T. ¢ruzi é mais dificil do que o até entao demonstrado.

De um modo geral, a positividade da PCR em tecidos coletados na fase cronica de
animais INT foi significativamente menor que a positividade observada na FA, oposta
a observada nos animais IT. Esses dados sugerem que o tratamento com
Benzonidazol promove importante supressio da multiplicagdo do parasito durante a
sua administra¢do, mas a infec¢ao tende a restabelecer apds a interrup¢ao do mesmo.
Isto foi verificado em varias combinagdes genotipicas, onde nao houve cura
parasitolégica, indicando que o tratamento pareceu influenciar negativamente o curso

da infeccao.

A técnica de microssatélites foi mais eficiente do que a analise de isoenzimas na
identificacdo dos clones nas 24 misturas analisadas, uma vez que essa forneceu perfis
distintos para cada um dos oito clones estudados. Por outro lado, as isoenzimas
dividiram as amostras apenas em quatro grupos distintos. Esses dados conjuntamente
comprovam a elevada eficicia da analise de microssatélites na detec¢ao da

variabilidade genética em T. ¢cruzi.

10) A analise da divergéncia filogenética dos clones estudados confirma a aplicabilidade

do emprego da analise de microssatéllites em estudos de genética de populagao de T.
¢cruzi, como ja verificado por outros autores, sendo os resultados analogos aos obtidos

como marcadotes classicos como Isoenzimas e RAPD.

11) A PCR de microssatélites nao apresentou sensibilidade adequada para detecciao de

pequenas quantidades de DNA presentes nas amostras de sangue ou tecido, sendo
mais positiva para as combinagdes que apresentam maior viruléncia e parasitismo
tecidual (20+19) e em animais nao tratados. Desse modo, ¢ necessaria a otimiza¢ao
dessa técnica ou a busca de alvos mais abundantes no genoma do T. ¢ruzz, capazes de

identificar o parasito em amostras obtidas diretamente de sangue ou tecidos.
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12) Apesar de terem sido caracterizadas poucas amostras obtidas diretamente do sangue e
dos tecidos de animais INT e TNC, os resultados foram concordantes com os
encontrados em amostras isoladas por hemocultura, o que sugere nao ter ocorrido
selecdo clonal pelo método de isolamento do parasito. Os genoétipos 20 e 19 foram os
mais freqientemente isolados demonstrando uma maior capacidade de adaptagdao

dessas popula¢oes ao hospedeiro vertebrado.

13) A amostra do clone Cuica cll mostrou ser constituida de duas subpopulagdes do T.
¢cruzi que apresentaram diferentes capacidades de adaptacao e de desenvolvimento em
cultura e no hospedeiro vertebrado. Foi verificada ainda que a manutengao laboratorial
dessa amostra resultou em alteragdes na dinamica das duas subpopulagdes. Desse

modo, essa amostra antes considerada um clone, mostrou ser policlonal.

14) Pressoes ambientais como a manutencio no hospedeiro vertebrado e/ou a exposicao
ao farmaco parecem ser capazes de promover mudancas no perfil genético nas
populacbes de T. cuzi em estudo, uma vez que em muitos isolados de animais
infectados tratados ou ndo tratados foi detectada mudanca do perfil nos clones

previamente inoculados nos animais.

15) Embora nio tenha sido demonstrada uma correlacao clara entre a genética do parasito
e as mudangas no perfil de susceptibilidade ao BZ aqui observadas, no caso do
genotipo 19 especialmente, foi verificada uma maior tendéncia a resisténcia ao

tratamento, quando os clones deste genotipo estavam presentes em infecgdes mistas.

16) O tratamento de infec¢Oes mistas parece ser mais complexo que o tratamento de
monoinfecg¢des, possivelmente devido a ocorréncia de interagdes entre as populagdes
do parasito envolvidas. As infec¢Oes mistas apresentam resposta terapéutica distinta da
esperada quando se consideram os resultados observados em monoinfec¢des, o que
sugere que nessas condi¢Oes a correlagdao entre a resposta a quimioterapia e a genética

do parasito é ainda mais dificil de ser estabelecida.
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Anexo I. Comparacio da parasitemia entre animais tratados e nao tratados infectados com estoques do Trypanasoma cruzi pertecentes aos gendtipos principais.

L. , PAR x 10? PP PMP x 10° DPMP MOR
Genotipos Estoques do T. cruzi
INT IT INT IT INT IT INT IT INT IT
209 cll 1066,124 79,625 58,1+15,15 52,8+33,58  73,8752,71 10,0£3,16 26,4+7,96 76,0£17,05 15,4 0,0
C
20 P < 0,0001 0,750 0,0151 0,0002 1,000
. 52,65 1,35 11,2412,50  0,2+0,44 9,846,34 1,0£0,71 24,045,92 2,4+1,41 0,0 0,0
Cuica cl1
P =0,002 0,015 0,007 0,001 1,000
394,29 6.4 54,4+11,68 0,7+0,48 31,4+18,80 5,1415,0 52,8+15,30  20,3+22,43 6,5 0
Gamba cl1
19 P < 0,0001 0,0001 0,009 0,002 1,000
OPS 21 ¢l 65,101 3,567 23,06,40 0,740,14 11,048,12 4,7+0,43 31,247,89 13,0£0,71 0,0 0,0
Cc
P < 0,0001 0,0001 0,062 0,002 1,000
Bug2148 cl1 7 12,5 4104163  15¢1,0 7,842,48 4,7£0,50 861,65 10,5265 0.0 0,0
u C
39 9 P = 0,057 0,0161 0,033 0,210 1,000
S03CI5 3,3 6,1 1,542,26 2,141,81 4,4%3,58 5,5+1,85 12,0£4,40 10,6+1,06 0,0 0,0
P = 1,000 0,065 0,558 0,508 1,000
285,57 3,9 36,4+21,63  1,0¢1,26 23,2421,63 2,633,29 33,715,33 14,2410,61 0,0 0,0
IVV cl4
32 P < 0,0001 0,002 0,041 0,006 1,000
72,725 0,8 11,2+-3,2 0,310,45 17,046,53 1,1441,8 15,4+4,59 7,0£0,00 0,0 0,0
MAS cli1
< 0,0001 0,001 0,008 0,004 1,000
2343,4 54,926 60,646,22  70,2+3,34 170,8+22,87 44,2+30,74 30,2+4,02 16,2414,72 16,7 0,0
P209 cl1+Gamba cl1
P < 0,0001 0,0011 < 0,0001 0,045 0,998
. 533,954 4,375 56,0+6,91 1,74¢1,15 35,0+£14,39 4,542,24 38,18,13 8,241,7 12,5 12,5
Cuica cl1+OPS21 cl11
20419 P < 0,0001 0,001 0,006 < 0,0001 1,000
+
172,418 3,125 41,4+14,62  0,720,75 17,5045,59 2,8+2,58 36,4+10,83 7,6+2,36 40 0,0
P209 cl1+0OPS21 cl11
p < 0,0001 < 0,0001 0,0001 < 0,0001 0,3145
. 437,286 28,299 79,7+9,29 1,943,35 25,168,23 2,5+3,93 52,2+14,37 7,741,41 0,0 0,0
Cuica cl1+Gamba cl1
P < 0,0001 < 0,0001 0,0028 < 0,0001 1,000
368,929 6,498 48,8+4,97 2,642,95 38,6£17,74 3,0£2,59 30,88,44 7,6%1,73 16,7 0,0
P209 cl1+Bug2148 cl1
P < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 0,001 0,998
. 509,042 5 88,99,15 0,610,49 35,046,64 6,005,83 44,3+11,51 8,5+0,87 12,5 12,5
Cuica cl1+S03 cl5
20439 P < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 1,000
+
. 814,151 0,0 48,05,29 0,610,0 69,2+26,72 0,0 40,5+4,89 0,0 0,0 0,0
Cuica cl1 +Bug2148 cl1
P < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 1,000
D209 Sl12503 cls 660,4795 2,5 72,245,19 0,8+1,17 41,8+20,64 2,0£2,45 38,7£32,97 6,5+1,50 0,0 0,0
Cll+ C
P< 0,0001 < 0,0001 0,0009 0,038 1,000

INT: Animais infectados nio tratodos. I'T: Animais infectados tratados. PAR: nimero de tripomastigotas sanguineos registrado durante o perfodo de avaliagio. PP: periodo patente expresso em dias. PMP: pico
maximo de parasitemia expresso em niumero de tripomastigotas por 0,1mL de sangue. DPMP: dia do pico maximo de parasitemia. Mor: taxa de mortalidade cumulativa expressa em percentagem. P = nivel de

probabilidade de significancia (em negrito significa que nio houve diferenca significativa entre os grupos INT e IT).
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Anexo I (Continuagio). Comparacio da parasitemia entre animais tratados e nio tratados infectados com estoques do Trypanasoma cruzi pertecentes aos genotipos

principais.
PAR x 103 PP PMP x 103 DPMP MOR
Genaétipos Estoques de T. cruzi INT IT INT IT INT IT INT IT INT IT
498,015 2375  618%1479  04%055  355%17,82  2,0#2,58 36,5:9,71 8,0+1,73 0,0 0,0
P209 cH+IVV ol , , 814, 430, 517, 012, 549, 0%, , ,
* P <0,0001 < 0,0001 0,001 <0,0001 1,000
Cuica cl1+MAS cl1 93,845 10,375 49,2¢11,09  1,8+1,47 10,8+3,76 4,8+3,83 14,3:6,33 7,1%1,52 0.0 0.0
20432 * P < 0,0001 < 0,0001 0,020 0,022 1,000
+ Cuica cl14IVV cld 228,73 11,313 70,28,60 7,4+7,39 20,8+3,76 561350  333+1654  7,24578 0,0 0,0
* P< 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 0,0039 1,000
107,903 5,625 54,3+8,89 1,8+1,92 10,00,00 4,042,2 51741496  7.7#1,25 0.0 0.0
P209 cl1+MAS cl : : 318, 841, 040, 042, 7414, 741, , ,
09 cl1+ Sc P < 0,0001 < 0,0001 0,0001 < 0,0001 1,000
Gamba cli+Bug2{ag cly 209363 365108 682432 53414083  56,0:1949 1801673 420778  948:1218 0,0 0,0
9 P < 0,0001 0398 0,004 < 0,0001 1,000
0,833 0 0,11%0,33 0 0,5541,67 0 NR 0 0,0 0,0
OPS21 cl11+S03 cl5 ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
19439 P =0,764 1,000 1,000 1,000 1,000
OPS21 cl11+Bug2iag ol 24112 17375 6061648 2,842,27 19,4+7,29 653,82  232¢1086  82+1,17 0.0 0.0
+bug P < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 0,007 1,000
349,926 5,313 88,7+4,32 474427 22,05,32 50£2,31  47,0¢17,34  12,044,13 0,0 0,0
Gamba cl1+S03 cl5 P< 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 0,0007 1,000
Gamba cl1+IVV cld 216,167 30,625 56,5981 2,6£1,74 2904829  11,0#200  523%4,32  31,2%18,13 0.0 0.0
P <0,0001 < 0,0001 0,0004 0,0196 1,000
5,437 4,375 56,5£9,81 0,5£0,50 29,048,29 25425 52,3+4,32 8,02,00 16,7 0.0
19432 OPS21 cl11+MAS cl1 P = 0,264 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,998
+ OPS21 cl11+1VV cla 4,141 0,992 1,8+2,39 1,0£0,96 3,842,17 31225 11,845,50 8,8+1,15 0,0 0,0
* P=0,234 0,465 0,615 0,2202 1,000
Gamba cl1+MAS cl 222,905 1,25 54,4594 0224055  30,0#24,24 114273  446£1367 850,71 0.0 0.0
* P < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 0,998
65 2,6 3,2+2,64 0,40,84 6,742,82 162,58 8,3+1,63 2,743,99 0,0 0,0
Bua2148 cl1+IVV cld , , 242, 430, 742, 652, 3%, 743, , ,
g * P =0,633 0,032 0,008 0,008 1,000
1,25 0,625 0,3£0,51 0,2£0,43 1,7+2,58 1,2¢2,16 ND ND 0.0 0.0
S03 cl5+MAS ci1
39432 P = 1,000 0,726 0,723 - 0,998
S03 cl54IVV cld 11,928 25 3,843,54 0,3£0,52 5,343,44 1,5:2,58 11,2¢2,05 8,3£0,71 0.0 0.0
+
P = 0,389 0,0371 0,797 0,0084 1,000
8,188 6,625 1,8+1,8 2,3+2,36 424204 5,0£0,5 11,8£1,80  10,8+1,71 0,0 0,0
Bug2148 cl1+MAS cl1
P = 1,000 0,688 0,300 0,347 1,000

INT: Animais infectados néo tratodos. I'T: Animais infectados tratados. PAR: numero de tripomastigotas sanguineos registrado durante o periodo de avaliacio. PP: periodo patente expresso em dias. PMP: pico
maximo de parasitemia expresso em numero de tripomastigotas por 0,ImL de sangue. DPMP: dia do pico maximo de parasitemia. Mor: mortalidade cumulativa expressa em percentagem. P = nivel de

probabilidade de significincia (em negrito significa que ndo houve diferenca significativa entre os grupos INT e IT. Dados com valor zero foram convertidos a escala logaritima para comparacio.
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Anexo II. Perfis de curvas de parasitemia média obtidos em monoinfec¢des por clones do
Trypanosoma cruzi pertencentes aos genotipos principais.
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Anexo II (continuagio). Perfis de curvas de parasitemia média obtidos em animais infectados
com misturas de clones do Trypanosoma cruzi pertencentes aos genotipos principais 20 e 19.
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Anexo II (continuagio). Perfis de curvas de parasitemia média obtidos em animais infectados
com misturas de clones do Trypanosoma cruzi pertencentes aos gendtipos principais 20 e 39.
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Anexo II (continuagio). Perfis de curvas de parasitemia média obtidos em animais infectados

com misturas de clones do Trypanosoma cruzi pertencentes aos genotipos principais 20 e 32.
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Anexo II (continuagio). Perfis de curvas de parasitemia média obtidos em animais infectados
com misturas de clones do Tyypanosoma crugi pertencentes aos genodtipos principais 19 e 39 e
pertencentes aos genotipos 19 e 32.
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Anexo II (continuagio). Perfis de curvas de parasitemia média obtidos em animais infectados
com misturas de clones do Trypanosoma cruzi pertencentes aos gendtipos principais 39 e 32.
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Anexo III. Publica¢des durante o periodo de doutoramento.

Artigos Referentes a tese de doutoramento

Martins HR, Silva RM, Valadares HM, Toledo MJO, Veloso, VM, Vitelli-Avela DM, Carneiro,
CM, Machado-Coclho, GLL; Bahia, MT, Martins-Filho, AO, Macedo AM, Lana M (2007).
Impact of dual infections on chemotherapeutic efficacy in BALB/c mice infected with major
genotypes of Trypanosoma cruzi. Antimicrob Agents Chemother. 51, 3282-3289.

Martins HR; Figueiredo LM; Valemiel-Silva JC; Carneiro CM,; Machado-Coelho GLL, Bahia
MT; Martins-Filho OA, Macedo AM; Lana M. Persistence of positive tissue-PCR in
benznidazole-treated mice with negative blood parasitological and serological test in dual-
infections with Trypanosoma cruzi stocks from different genotypes. Artigo aceito para
publicagio na revista J. Antimicrob. Chemother. em fevereiro de 2008 (DNk092).

Artigos em Colaboragio

Arantes JM, Pedrosa ML, Martins HR, Veloso VM, de Lana M, Bahia MT, Tafuri WL,
Carneiro CM (2007). Trypanosoma cruzi: treatment with the iron chelator desferrioxamine

reduces parasitemia and mortality in experimentally infected mice. Exp. Parasitol. 117 Suppl
(1), 43-50.

Vital WC, Carneiro CM, Martins HR ; Lana M, Veloso M, , Teixeira-Carvalho A, Bahia MT,
Corréa-Oliveira R, Martins-Filho AO, Tafuri WL, Reis AB. Trypanosoma cruzi: Isotype profiles
of in immunoglobulins experimental dogs during the acute phase of infection with metacyclic

or blood trypomastigotes. Artigo submetido a revista Exp. Parasitol. em janeiro de 2008
(EP-07-265).

Francisco AF, Vieira MD, Arantes JM, Pedrosa ML, Martins HR, Silva M, Veloso VM, Lana
M, Bahia MT, Tafuri WL, Carneiro CM (2008). Trypanosoma cruzi: effect of Benzonidazole
therapy combined with the iron chelator Desferrioxamine in mice. Exp. Parasitol., artigo
submetido em janeiro de 2008.

Albajar PV, Lopes LA, Martins HR, Martins-Filho OA, Montoya RA, Dias JCP, Coura JR,
Lana M. Clinical and laboratorial evaluation of chagasic patients from Berilo, Jequitinhonha
Valley, MG, before and nine years after treatment with benznidazole. Artigo em Preparagao.
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Anexo IV. Outros artigos publicados

Toledo MJO, Bahia MT, Veloso VM, Carneior CM, Machado-Coelho, GLL, Alves CF,
Martins HR, Cruz RE, Tafuri WL, Lana M. (2006). Effects of specific treatment on
parasitological and histopathological parameters in mice infected with different Trypanosoma
¢cruzi clonal genotypes. J. Antimicrob. Chemother. 53 Suppl 6, 1045-1053.

Martins HR, Toledo MJO, Veloso VM, Carneiro CM, Machado-Coelho GLL, Tafuri WL,
Bahia MT, Valadares HM, Macedo A M, Lana M. Trypanosoma cruzi (2006). Impact of dual-

clone infections on parasite biological properties in BALB/c mice. Exp. Parasitol 112
(Suppl. 4), 237-246. (Dissertacao de Mestrado).
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Anexo V. Resumos publicados em anais de Congresso durante o periodo de doutoramento.

Couto AC, Oliveira MAT, Figueiredo LM, Moreira-Silva LM, Arruda LCM, Do Bem VLA,
Martins HM, Carneiro CM, Bahia MT, Lana M. Early definition of cuure controlo f
experimental acute phase of Chagas’ disease. In: XXXIV Annual Meeting on Basic Research
in Chagas' Disease and XXIII Annual Meeting of the Brazilian Society of Protozoology.
Caxambu, 2007. p.157-157. Apresentagio oral. (Projeto de doutoramento).

Francisco AF, Arantes JM, Pedrosa ML, Vieira PMA, Martins HR, Silva M, LLana M, Bahia
MT, Tafurit WL, Carneiro CM. Treatment with iron quelataor desferrioxamine in association
with benznidazole on the evolution of the experimental infection by Trypanosoma crusi. In:
XXXIV Annual Meeting on Basic Research in Chagas' Disease and XXIII Annual Meeting of
the Brazilian Society of Protozoology. Caxambu, 2007. p.157-157. (Colaboragao).

Moreira-Silva R, Oliveira-Silva JC, Martins HM, Martins-Filho OA, Torres RM, Bahia MT,
Valadares HMS, Macedo AM, Albajar-Vinas P, Lana M. Cure ocntrol of Trypanosoma cruzi
infected schoolchidren fom Berilo, Jetiquitinhonha Vallely, MG, Brazil, together with genetic
characterization of previous isolated parasites from children and respective mothers. In:
XXXIV Annual Meeting on Basic Research in Chagas' Disease and XXIII Annual Meeting of
the Brazilian Society of Protozoology. Caxambu, 2007. p.157-157. (Colaboragao).

Andrade VL, Martins HR, Moreira LF, Duz ALC, Bahia MT, Tafuri WL, Toledo MJO, Lana
M, Carneiro CM. Evaluation of inflammation in the heart and skeletal muscles in dual-clonal
Trypanosoma cruzi infections. In: XXXIII Annual Meeting on Basic Research in Chagas' Disease
and XXXIII Annual Meeting of the Brazilian Society of Protozoology. Caxambu, 2006. p. 55-
55. (Colaboragao)

Couto AC, Paula DAC, Silva JVCO, Martins HR, Toledo MJO, Carneiro CM, Bahia MT,
Tafuri WL, Lana M. Efects of especific treatment on parasitological parameteres in BALB/c
mice infected with Trypanosoma cruzi dual clonal infections. [n: XXXIII Annual Meeting on
Basic Research in Chagas' Disease and XXXIII Annual Meeting of the Brazilian Society of
Protozoology. Caxambu 20006, p.40-40. (Projeto de doutoramento).

Figueiredo LM, Martins HR, Moreira-Silva R., Couto AC, Andrade VL, Carneiro CM, Bahia
MT, Tafuri WL, Lana M. Evaluation of PCR positivity in tissue of mice with Trypanosoma cruzi
infection from major genotypes. Iz: XXXIII Annual Meeting on Basic Research in Chagas'
Disease and XXXIII Annual Meeting of the Brazilian Society of Protozoology. Caxambu,
2006. p.41-41. (Projeto de doutoramento).

Moreira-Silva R, Cruz RE, Martins HR, Valadares HM, Carneiro CM, Bahia MT, Tafuri WL,
Macedo AM, Lana M. Biological and molecular characterization of Trypanosoma cruzi in
individual and dual infected dogs. In: XXXIII Annual Meeting on Basic Research in Chagas'
Disease and XXXIII Annual Meeting of the Brazilian Society of Protozoology. Caxambu,
2000. p. 49-49. (Colaboragao)

Arantes JM, Francisco AF, Andrade VL, Martins HR, Silva M, Lana M, Bahia M T, Tafuri WL,
Pedrosa ML, Carneiro CM. Iron chelator (Desferrioxamine) leads to lower parasitemia and
mortality in mice infected with Trpanosoma crugi. In: XXXIII Annual Meeting on Basic
Research in Chagas' Disease and XXXIII and Annual Meeting of the Brazilian Society of
Protozoology. Caxambu, 2006. p.54-54. (Colaboragao)
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Andrade VL, Francisco AF, Vieira PMA, Martins HR, Lana M, Bahia MT, Tafuri WL,
Pedrosa LM, Carneiro CM, Arantes JM. Incease of the relative wight and lymphactic
alterations of mice experimentally infected with Trypanosoma cruzi with iron chelator. In:
XXXIII Annual Meeting on Basic Research in Chagas' Disease and XXXIII Annual Meeting
of the Brazilian Society of Protozoology. Caxambu, 2006. p.183-183. (Colaboragao)

Vital WC, Pinto LCL, Ker RG, Martins HR, Bahia MT, Lana M, Tafuri WL, Veloso VM,
Carneiro CM, Carneiro CM, Reis AB. Trypanosoma cruzi: different immunoglobulins profiles in
experimental infections in dogs. In: XXXIII Annual Meeting on Basic Research in Chagas'
Disease and XXXIII Annual Meeting of the Brazilian Society of Protozoology. Caxambu,
20006. p.185-185. (Colabora¢io).

Martins HR, Moreira-Silva R, Valadares HMS, Toledo MJO, Machado-Coelho GLL, Carneiro
CM, Bahia MT, Martins-Filho AO, Macedo AM, Lana M. Impact of dual-clonal infections on
treatment efficay in BALB/c mice infected with Tryjpanosoma cruzi major genotypes. In:
XXXIIT Annual Meeting on Basic Research in Chagas' Disease and XXXIII Annual Meeting
of the Brazilian Society of Protozoology. Caxambu, 2006. p.202-202. (Projeto de
doutoramento). Esse trabalho recebeu o prémio Zigman Brener como o melho trabalho
apresentado como poster em 2006.

Valadares HMS, Martins HR, Galvaio LMC, Lana M, Macedo AM. Chagas disease: study of
five cases of congenital transmission using kDNA signature, microsatellites, mitochondrial
COII typing and rDNA profiles. In: XXI Annual Meeting of the Brazilian Society of
Protozoology and XXXII Annual Meeting on Basic Research in Chagas' Disease. Caxambu,
2005. p.89-89. (Colaboragio)

Moreira LF, Silva RM, Carneiro CM, Macedo AM, Martins HM, Lana M. Triagem de 6rgaos
positivos na PCR em infec¢des mistas por clones de Trypanosoma cruzi pertencentes aos
gendtipos principais e sua caracterizagao por microssatélites. In: Seminario de Iniciacdao
Cientifica da UFOP, 2005, Ouro Preto. (Colaboracio).
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