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Este estudo explorou a hipotese da correlacdo engenética e as caracteristicas
morfobioldgicas doTl. cruzicom a evolugdo clinica da doenca da doenca deaShag
Desta forma, amostras de parasitos de seis crigngaatro de suas maes, residentes em
Berilo e José Goncalves de Minas, Vale do Jequitihh, MG, foram isoladas, sendo
avaliadas quatro pares de amostras filho/mée e doas amostras de criangas. Foram
analisados a clinica dos pacientes por meio de exdimico, ECG e raio-X do térax e
esbfago contrastado.Cinco criancas apresentaramme findeterminada da doenca de
Chagas e uma a forma cardiaca moderada enquaat® dsdndes eram cardiacas com
diferentes niveis de alteragdo. A caracterizacddamioldgica foi feita em amostras
isoladas das criancas em grupos de 8 camundongiss, Smoculados com 10.000
tripomastigotas sanguineos, via IP, sendo anaksadmurva de parasitemia, o periodo
pré-patente, periodo patente, pico maximo de parnas, dia do pico maximo de
parasitemia, morfologia do parasito no sangue §rgd e a taxa de mortalidade. Foram
realizadas posteriormente, passagens sucessivasalozinestes animais, inoculados
nas mesmas condi¢des, no intuito de verificar seoportamento apds este manuseio.
A caracterizacdo morfobiolégica permitiu concluireqtodas as cepas apresentaram
comportamento similar em camundongos, com 100%féetividade, baixa viruléncia,
mortalidade nula e predominancia de formas largasntie a fase aguda infec¢éo, sendo
estas caracteristicas também observadas apds @assagens sucessivas. A
caracterizacdo bioquimica e molecular foi feitatddas as amostras isoladas das
criancas e de suas maes, e consistiu na andlispediis de isoenzimas, de rDNA 24
Sa, do gene mitocondrial da Citocromo Oxidase Il (@ de microssatélites. A
caracterizagdo bioquimica e molecular revelou quiad as amostras pertencem ao
zimodema 2, grupd. cruzill, subgrupo 2b. Apesar de todas as cepas apagseania
mesma classificacdo genética, a analise de mid¢éhisss foi capaz de revelar perfis
distintos entre as cepas e idénticos quando oss pa$ cepas de cada par filho/méae
foram comparados o que sugere a ocorréncia dentrss® congénita. Embora os
microssatélites apresentem alto poder para segmgmas da mesma classificacao
genética quando comparados com 0s outros marcadoaeséncia de correlacdo entre
o perfil de microssatélites e a condicdo clinicacdéa par filho/mae sugere que mais
que a genética do parasito, fatores do hosped&ito e tempo de infeccdo pode(m)
desempenhar um importante papel na determinac@valacéo clinica da doenca de

Chagas

Vi
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This study intended to explore the hypothesis Higit correlation between. cruzi
genetics and biological characteristics with theeli@ment of Chagas disease clinical
status. For thisT. cruzistrains were isolated from two children and fobldZmother
pairs, from Berilo and José Goncalves de Minas nipaiities, Jequitinhonha Valley,
MG. The clinical status of the patients was analyZgy clinical examination,
electrocardogram, rays-X of thorax and esophagustrasted. Morphobiological
characterization of children’s strains was studiedgroups of eight Swiss mice,
inoculated with 10.000 blood trypomatigotes, via Heing analyzed the parasitemia
curve, pre-patent period, patent period, maximuakypd parasitemia, day of maximum
of parasitemia, morphology of blood trypomastigotasd mortality. Following,
successive blood passages of the strains wererpedoin these animals, inoculated at
the same conditions, to verify their behaviour rafteis manipulation. Molecular
characterization of all strains was performed by #nalysis of isoenzymes, rDNA
24%, COXIl gene and microssatelites profiles. Five ldien displayed the
indeterminate clinical form of the disease and @aediac moderate, whereas all
mothers were cardiac with distinct clinical statA8.children’s strains showed similar
behavior in mice, being observed 100% of infectiomw virulence, null mortality and
predominance of large blood trypomastigotes, bé#ilege characteristics also observed
after successive blood passages. Despite all strpmesented the same genetic
classification, the microssatelites analysis wag &b reveal distinct profiles for each
pair of strains child/mother, suggestive of conggniransmission. Although the
microssatelites showed stronger discrimination povee segregate strains of same
genetic classification as compared to other markbeslack of correlation between the
microsatelites profile and the clinical status atle pair child/mother suggest that more
than parasite’s genetic, host factors and/or thgtle of infection may play important

role determining the clinical evolution of Chagasedse.
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1.1 Trypanosoma cruze a Doenca de Chagas

A doenca de Chagas é causada pBElgpanosoma cruzium protozoario
flagelado pertencente a ordem Kinetoplastida evdlita Tripanosomatidae. Segundo a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), estima-se &tédia de aproximadamente 15
milhdes de individuos infectados por este parasitddAmérica Latina, com incidéncia
anual de 41.200 novos casos e 12.500 mortes emrélecia de danos irreversiveis ao
coracao e ao trato digestivo (WHO, 2007).

Esta enfermidade é uma das doencas parasitariasn@oon impacto social e
econdmico na América Latina (DIAS & SCHOFIELD, 199RATA, 2001). Além
disso, é a mais letal de todas as moléstias endérmd&origem infecciosa, apresentando
um efeito devastador neste continente. A doenc&lumgyas € considerada a sexta
doenca negligenciavel mais importante do mundo (HDa8t al, 2006) e devido a sua
prolongada cronicidade gera maior prejuizo econdn(®CHOFIELD et al, 2006;
WHO, 2007).

Considerada no passado uma enfermidade dos quamviem condicdes
precarias no interior, o éxodo rural e a imigraggaosformaram-na em uma calamidade
urbana e um problema de saude em paises nédo endénnde passou a ser transmitida
verticalmente, por transfusdo sanguinea ou poroérgénsplantados (WHO, 1991;
DIAS, 1992; PRATA, 2001). Assim, a doenca de Chagage atingia
predominantemente a populacdo mais pobre e de moah passou a atingir um
espectro social muito mais amplo.

Neste contexto, muitos esfor¢cos tém sido realizado sentido de controlar a
transmissao desta doenca que causa tanto 6nuaiaes pndémicos, inclusive ao Brasil
(SCHOFIELD & DIAS, 1991). O controle efetivo destademia pode ser alcancado,
inquestionavelmente, mediante desenvolvimento ksecraelhoramento das condigbes
de vida das populagodes.

As iniciativas dos paises do Cone Sul (Brasil, Atgm, Bolivia, Chile,
Paraguai e Uruguai), em 1991, e dos paises Andi@o¥mbia, Equador, Peru e
Venezuela), em 1997, foram imprescindiveis no obetda Doenca de Chagas em
varios paises latino-americanos. A finalidade desteiativas foi interromper o ciclo
domiciliar da infeccdo com a eliminagdo dos vetatemésticos (particularmente o
Triatoma infestans responsaveis pela transmissaolde@ruzino espaco doméstico ou

peridomeéstico, reducéo e eliminacéo da transmigeédransfusdo sanguinea, além do
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tratamento especifico de recém-nascidos, criandas easos agudos detectados (DIAS
et al, 2002b; WHO, 2007).

N&o h& duvidas que tais estratégias de controlBrasil tém obtido excelentes
resultados nos ultimos anos (DIA® al, 2008). Houve reducao significativa do risco
de transmissdo da doenca no pais, ja que foi aimd®rum grande impacto na
diminuicdo de hospitalizagbes, na prevaléncia tecgdo, na morbidade e, mesmo, na
mortalidade (SCHOFIELD & DIAS, 1999; VINHAES & DIAS000; PRATA, 2001;
DIAS et al, 2002b; DIAS, 2006; DIAS, 2007). Alem disso, auedio de prevaléncia da
infeccdo em criancas de baixa idade, documentadiagpeeritos soroldgicos realizados
em Vvarias regibes do pais, evidencia o sucessmutwote da transmissdo vetorial e
sanguinea (SCHMUNISt al, 1996; WHO, 1997; DIAS, 2000a; DIAS, 2000;
MONCAYO, 2003; BORGESet al, 2006; DIAS, 2007). O declinio na transmisséo
vetorial resultou na diminuicdo de gestantes e a@adde sangue infectados, o que
consequentemente reduziu os riscos de transmiss@sfusional e congénita (DIAS,
2002; DIAS et al, 2002b; SCHOFIELDet al, 2006; DIAS, 2007). Sabe-se que a
transmissao congénita possui baixa importanciaeepmogica (PRATA, 1999), mas
ainda constitui uma via potencial, de manutencaendi@mia chagasica no Brasil. Desta
forma, é recomendéavel tornar rotineira a invesigage gestantes chagasicas no pré-
natal e garantir o tratamento de recém-nascidestiados (SILVEIRAet al, 2000).

Apesar destes avancos, seria ingénuo pensar quebterpa de controle da
doenca de Chagas esta resolvido no Brasil. Eanitigrogressiva perda de vontade
politica e de competéncia técnica para o seu pemb@re necessario controle vetorial,
além da diminuicdo da participacdo popular nasiggfias de combate (DIAS, 2000).
Sabe-se que a auséncia de uma vigilancia epidegical@tuante e eficaz representa
risco de re-colonizacdo domiciliar dos triatominesmbretudo nos bolsdes de pobreza e
nas regides politicamente menos representativagiQ@&IELD et al, 2006; WHO,
2007).

Associado a estes fatores, deve-se considerarrmermntingente de pessoas,
principalmente adultos, com cardiopatia chagasiémica nas regidoes endémicas,
necessitando de assisténcia médica e social (WA@; DIAS, 2006; DIAS, 2007).
Diante desta realidade constata-se que a doengaapece ainda como um Seério
problema de saude publica.

Em relacéo a evolucao clinica do paciente, divetrsdmlhos tém demonstrado

que a doenca de Chagas apresenta um espectr@ dinerso, podendo os pacientes



Oliveira-Silva, J.C.V. Introducao

apresentar a forma indeterminada (assintomatia)jiaca, digestiva ou mista da
doenca, apresentando esta Ultima associacdo ddestagbes cardiacas e digestivas
(DIAS, 1992; PRATA, 1999; MACEDGet al, 2004; WHO, 2007; COURA, 2007).
Esta diversidade de manifestacdes clinicas temaddervada, principalmente quando
pacientes de diferentes regibes geograficas da iéanéatina sdo avaliados (WHO,
2007), fator este que pode estar associado comtexobeneidade genética das
populacdes d&. cruzinelas encontrada (MACEDO & PENA., 1998; MACEROal,
2001; DEVERAet al, 2003; MACEDOet al, 2004). Apesar das evidéncias de que o
curso da infeccdo induzida por diferentes cepasgoadluenciar na morbidade da
doenca (ANDRADE, 1974; MELO & BRENER, 1978; MONTAMAet al, 1996;
ANDRADE & MAGALHAES, 1997; GUEDESet al, 2007) ndo h&a ainda nenhuma
demonstracdo segura de associacdo entre o0 compattamexperimental das
populacdes parasitarias e as formas clinicas queaoano paciente.

Por outro lado, varios estudos tém demonstradopadto das caracteristicas
genéticas do parasito em suas propriedades biakgicomo a viruléncia,
patogenicidade, mortalidade, e a susceptibilidadeogas (ANDRADEet al, 1997;
LAURENT et al, 1997; REVOLLOet al, 1998; MURTAet al, 1998; TOLEDCrt al,
2003; TOLEDOet al, 2004b). Tais trabalhos apresentam relevancia, pavaliacdo
biolégica e molecular de amostras de parasitoadsasl de individuos de determinada
area endémica propicia verificar uma possivel tagé® destes parametros com as

caracteristicas clinicas e epidemiolégicas da doaaguela regiao.

1.2 Revisao da Literatura

1.2.1 OTrypanosoma cruze suas caracteristicas bioldgicas fundamentais

O T. cruzié um parasito constituido de populacdes heterogémeailando em
ambos os ciclos domeésticos e silvestres, entre hospaetores e animais reservatorios
(SOUTO et al, 1996; ZINGALESet al, 1998; BUSCAGLIA & DI NOIA, 2003).
Amostras deste parasito sdo um complexo de popmsdaqde diferem entre si em
relacdo as suas propriedades morfologicas (BRENERHIARI, 1963; BRENER,
1977), bioldgicas (SILVA & NUSSENZWEIG, 1953; ANDRX & ANDRADE,
1966; ANDRADE, 1985), bioquimicas (MILE& al, 1977; BOGLIOLOet al, 1986),
imunolégicas (NUSENZWEIGet al, 1962; NUSSEINWEIG & GOBLE, 1966),
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susceptibilidade a drogas (BRENER al, 1976; ANDRADE,1985; FILARDI &
BRENER, 1987; TOLEDOet al, 2003; TOLEDOet al, 2004b) e moleculares
(MOREL et al 1980; MACEDOQet al, 1992; FERNANDESt al, 1998).

Inicialmente, o estudo das diferencas entre aslpofpes do parasito foi baseado
na caracterizacado de parametros isolados, commlogid das formas sanguineas do
parasito, viruléncia, tropismo tecidual e patogelaide (BRENER, 1965; BICE &
ZELEDON, 1970; ANDRADE, 1974; BRENER, 1977; ANDRADHE985), além do
comportamento do parasito no vetor invertebrado RGIA & DVORAK, 1982;
LANA et al., 1998) e nos meios de cultivo, sejam eles celulanesacelulares
(DVORAK et al.,1980; SANCHEZet al.,1990; LAURENTet al.,1997; REVOLLOet
al., 1998).

Nesse sentido, diferencas morfolégicas das forraagusneas dd. cruzitém
sido observadas. CHAGAS (1909) foi o primeiro pésagor a demonstrar a ocorréncia
de formas delgadas e largas do parasdosangue periférico de animais infectados.
Nesta época, tais formas foram atribuidas a um rfisno sexual. Entretanto,
BRUMPT (1912) atribuiu ao dimorfismo um fenédmenondaturidade, sendo as formas
delgadas consideradas jovens e as largas formaegemeracdo. PIZZI (1953) propbs
que as formas delgadas do parasito seriam jovapgreceriam no inicio da infecgéo,
guando ainda had uma resposta imune incipiente.taida esclarecer tais duvidas,
SILVA (1959), estudando trés cepas Tecruzi, concluiu que durante o periodo de
infeccdo aguda, geralmente existe predominanciand® forma em relacdo a outra,
ressaltando entdo, o encontro de formas largasmediarias e delgadas.

Dando prosseguimento a estes estudos, varios awtonénuaram investigando
aspectos relacionados a morfologia Hocruzi (BRENER 1965; ANDRADEet al,
1970; BRENER 1977). Padrbes morfologicos de sdereatites amostras do parasito
foram descritos por BRENER & CHIARI (1963) na tdivia de estabelecer uma
correlagéo entre a predominancia de formas delgiigsas e muito largas com a curva
de parasitemia e o periodo pré-patente. Foi vadéicuma correlacdo entre uma precoce
e rapida multiplicacdo do parasito com a predonuigarde formas delgadas e
macrofagotropismo; e, ao contrario, uma lenta gnessiva multiplicacdo em cepas que
apresentam predominancia de formas largas e misinop corroborando os resultados
de outros trabalhos (BRENER, 1965; ANDRADE, 1974).

O significado das diferencas morfoldgicas foi ea@di por BRENER (1969) em

estudos no modelo murino, quando foi demonstrade fgumas largas do parasito
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persistiram no sangue por alguns dias sem pemeisatecidos, ao contrario das formas
finas que desapareceram rapidamente para realizacl® tecidual. Neste mesmo
estudo, foi verificado ainda, que em camundongofasa cronica da infec¢do, na qual
h& uma resposta imune estabelecida, as formass lpeyaistiram no sangue por um
longo tempo, diferentemente das formas delgadasigsepareceram da circulacdo 1-2
horas ap0s a inoculacao intravenosa.

Baseado em aspectos morfolégicos e no tropismduaici BRENER (1977)
sugeriu a denominacéo das cepas Y e CL como “@lafstas diferem entre si em
relacdo a diversas caracteristicas, tais como #logia dos tripomastigotas no sangue
periférico, curva de parasitemia durante a fasedagel fase cronica da infeccéo,
mortalidade, tropismo tecidual, susceptibilidadesposta imune e a farmacos. Desta
forma, o autor sugeriu que estas cepas podem demaddas como modelos de
comparacdes na caracterizacdo de amostras adeziisoladas de diversos hospedeiros,
vetores e reservatorios.

VIANNIA (1911) verificou que of. cruzipoderia ser encontrado em diferentes
tecidos do hospedeiro vertebrado, embora os pasasiresentassem certa preferéncia
por grupos celulares especificos. Popula¢gdes ceaoprinio de formas delgadas sao
mais eficientes para penetrar em células de cuttartecidos do que populacdes com
predominio de formas largas (DEAN& al, 1976; BERTELI & BRENER 1980;
GUEDESet al, 2007).

Varios autores (SILVA & NUSSENWEIG, 1953; ANDRADE &NDRADE,
1966; BRENER, 1977; MELO & BRENER, 1978; LEN£t al, 1998) comprovaram
essa observacéo e estabeleceram a existéncia a& méptropicas, reticulotropicas e
outras que apresentam preferéncia por diferentedote Desta maneira, diferentes
cepas dd. cruzipodem determinar lesdes tissulares peculiares @omseqiéncia do
tropismo especifico e predominante para diferetippes celulares do hospedeiro, como
por exemplo, macrofagos, musculos esqueléticodiarar e neurdnios (ANDRADE &
ANDRADE, 1966; ANDRADEet al, 1970; MELO & BRENER, 1978).

O polimorfismo e a heterogeneidade das populac@ed.dcruzi tém sido
considerados na doenca de Chagas (MACEDG@I, 2002; MACEDOet al, 2004)
propiciando o estabelecimento da base para o “Motistotropico Clonal” para a
doenca de Chagas (MACEDO & PENA, 1998). Este mogalte do pressuposto que
os diferentes clones que compde uma cepa poderseapae tropismo para diferentes

tecidos e, desta forma, o repertorio clonal semadédmental na determinacdo da
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evolucédo da doenca (ANDRADE, 1999; VAGE al, 2000). Assim, considerando o
tropismo de cada clone para um 6rgdo especificde-pe dizer que no momento de
coleta de sangue, parasitos circulantes podem isererdes daqueles que estdo
causando lesdo nos tecidos.

Neste contexto, sabe-se que o0 estudo em conjuntdifdeentes aspectos
bioldgicos, como por exemplo, curva de parasitemaytalidade, morfologia do
parasito no sangue periférico, tropismo tecidua eapacidade de produzir leses
tissulares em camundongos € relevante, ja que paiedtiiar na compreensédo de
aspectos ainda nao elucidados como, por exemppat@enia e a diversidade das
formas clinicas observada em diferentes &reas eca€nmda doenca de Chagas
(ANDRADE et al, 1970; ANDRADE, 1999; WHO, 2007).

Desta maneira, ANDRADE (1974) e ANDRADE & MAGALHAE§1997)
estudando as diferencas nos parametros morfobtoi®@ histopatoldgicos de cepas de
T. cruziem camundongos Swiss, propuseram o primeiro icriter classificacdo para
essa espécie com o objetivo de agrupar populagdeb. @ruzi que apresentavam
padrbes de comportamento bioldégico semelhantesaddedo com esses estudos, trés

Tipos ou Biodemas foram estabelecidos:

» Tipo | ou Biodema | (cepa Y e Peruviana) alta viruléncia, multiplicagéo
rapida, picos de parasitemia altos e precoces d¢aldade (9 a 10 dias de
infeccdo), predominancia de formas finas e macatfagismo na fase inicial da

infeccao;

» Tipo Il ou Biodema Il — (16 cepas isoladas no Recéavo Baiano - Estado
da Bahia). multiplicacdo lenta, picos de parasitemia irrages e tardios (12 a
20 dias de infec¢ao), baixa tagt@ mortalidade, predominéancia de formas largas
ao longo da infec¢do, mas com formas finas em peEgnémero na fase inicial,

miotropismo, envolvendo principalmente o musculali@o;

» Tipo Il ou Biodema lll — (cepa Colombiana): multiplicacéo lenta, altos picos
de parasitemia entre o 26 30 dias de infeccdo, baixas taxas de mortalidade,
predominancia de formas largas ao longo do cursoindaccdo com

envolvimento predominante do musculo esquelético.
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Em relacao a influéncia de cepaslderuzina morbidade da doenca de Chagas
ndo ha nenhuma investigacdo que tenha segurandent#icado forte correlagdo entre
a forma clinica induzida por determinada populad@®. cruziem humanos e o curso
da infeccdo no modelo experimental inoculado cormesma cepa deles isoladas
(BRENER, 1985). Entretanto, algumas inferénciasresob papel do parasito na
evolucéo das lesdes experimentais tém sido reatadapas d&. cruzique provocam
fases agudas de alta viruléncia (periodos pré-msteourtos, alta parasitemia e
mortalidade) em camundongos, induzem uma miorcatl@ignificantemente mais
grave que cepas de baixa viruléncia (SCHLEMPERetral, 1982). Esse dado é
interessante se comparado com resultados do tmal@hDIAS (1982) em que foi
verificada uma maior prevaléncia de cardiopatiapamientes com fase aguda grave
(66,6%) em relacdo aos pacientes com sintomatoldigzeta (7,6%), corroborando
assim a afirmativa de KOOBERLE (1962) de que oidestla evolucédo clinica da
infeccdo chagésica define-se na fase aguda.

E razoavel supor que as manifestacbes clinicasoelacd, susceptibilidade do
parasito a drogas e diferencas regionais da matbi@@ASSI & FERREIRA, 1971,
RASSI, 1982; ANDRADEet al, 1985; CANCADO, 1985) podem ser consequiéncia da
heterogeneidade do parasito, j& que variacbesespezificas nas diferentes cepas do
T. cruzi tém sido demonstradas (ANDRADE, 1974; MILESal, 1977; BRENER,
1977; MOREL, 1980; ANDRADE, 1985; STEINDEEt al, 1993; MACEDO &
PENA, 1998; MACEDCCet al, 2001; DEVERAet al, 2003).

Apesar da existéncia de varios métodos moleculeeéeados disponiveis
atualmente para investigar e caracterizaif.ocruzi (MACEDO & PENA, 1998;
DEVERA et al, 2003), estudos biolégicos continuam sendo furdaais para avaliar a
possivel influéncia das cepas do parasito nos nsmuas patogénicos.

Sendo assim, partindo do pressuposto que a cepa c®zi é um importante
fator que influencia na morbidade da doenca, o iselamento e inoculagdo em
hospedeiro adequado devem reproduzir a patologgetdela no homem ou pelo menos
esclarecer aspectos da relacdo parasito-hospedsit®.raciocinio tem estimulado o
isolamento e estudo de inUmeras cepas que cirqudanatureza entre homens, vetores
e reservatorios (ANDRADIEEt al, 1992; MONTAMAT et al, 1996; OLIVEIRAEet al,
1999; MARTINEZ-DiASet al, 2001; MARTINSet al, 2003; SOUS/et al, 2006).

Entretanto é importante salientar que ela sejazesl concomitantemente ao

estudo molecular deste parasito. Tais avaliacGeslisadas em conjunto, propiciarao
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verificar se ha associacéo de tais parametros cepidamiologia, evolucao clinica e a
resposta ao tratamento etiolégico em individuo®musitivos de diferentes regides
endémicas da doenca de Chagas. Este é um dovabjdéste trabalho em relacdo as

cepas dd. cruziaqui estudadas.

1.2.2Variabilidade genética doTrypanosoma cruzi

Os estudos bioguimicos e moleculares ™o cruzi tém revelado grande
variabilidade genética nesta espécie (MACEDO & PENA98; MOMEN, 1999).
Diversas técnicas estdo disponiveis para a cagt@o molecular de amostras de
T. cruziisoladas de diferentes hospedeiros (MACEDO & PEMN298; MACEDOet
al., 2002; DEVERAet al, 2003). Tais estudos basearam-se inicialmentanabse dos
padroes eletroforéticos de enzimas celulares (Boas) e na variagdo do DNA do
cinetoplasto — kDNA (TOYE, 1974; MILESt al,1977; MOREL & SIMPSOM, 1980;
MOREL et al, 1980; BLANCO & MONTAMAT, 1998), sendo as popul@s assim
caracterizadas denominadas zimodemas e esquizodezspsctivamente. Ambas as
técnicas confirmaram a possibilidade de reinfecgdéa existéncia de infeccbes mistas
em um mesmo hospedeiro (MOREL al, 1980; DEANEet al, 1984; CARNEIRCet
al., 1991; SOLARIet al, 1992; LAURIA-PIRESet al, 1996) também demonstradas
por métodos bioldgicos convencionais (KAGAN & NORMA1962; BRENER, 1967)
e mais recentemente por novas metodologias motesulMACEDO et al, 1992;
OLIVEIRA et al, 1998; OLIVEIRAet al, 1999).

Considerando a variabilidade isoenzimaticaTdocruzi MILES et al., (1977,
1978, 1980) realizaram trabalhos com amostras qest@sito isoladas de diferentes
hospedeiros de varias regides do Brasil e proposeraexisténcia de trés grupos,
denominados zimodemas principais Z1, Z2 e Z3, sefide Z3 preferencialmente
associados com o ciclo silvestre e 0 Z2 com o adolméstico de transmissao (MILES
et al, 1978, MILESet al, 1980; FERNANDESt al, 1998a; ZINGALESet al, 1998;
FERNANDESet al, 1999). Entretanto, outros trabalhos tém demadsta presenca de
parasitos pertencentes ao Zl no ciclo doméstico consequente infeccdo humana
(MONTAMAT et al, 1996; BARNABEet al, 2000; BARNABEet al, 2001; ANESet
al., 2004; BARNABEet al, 2005; SOUS/et al, 2006).

ROMANHA (1982) e CARNEIRCet al, (1990) utilizaram posteriormente um

conjunto de oito enzimas distintas para caracte@raostras dol. cruziobtidas de
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varios hospedeiros da regido de Bambui, MG. Nestede foram definidos quatro
zimodemas denominados ZA, ZB, ZC e ZD, sendo ZA. B8, 1978) e ZA similares.
O ZB foi encontrado em cepas silvestres e 0 ZAido de transmissdo doméstico.
Dando continuidade as analises da diversidade dsiga TIBAYRENCet al

(1986) e TIBAYRENC & AYALA (1988)estudaram 15 locos enzimaticos de clones
isolados de 121 amostras @e cruzi, selecionadas aleatoriamente entre 540 amostras
isoladas de diferentes hospedeiros do ciclo dooméstisilvestre de diversas regides da
América. Neste estudo foi revelada uma maior digtade entre as populacdes do
parasito, sendo demonstrada a existéncia de 4®g@gnéticos principais distintos ou
zimodemas, que foram denominados de clones natotaisclonets”. Andlises da
genética de populacdo, realizadas pelo mesmo glegmesquisadores, demonstraram
que o T. cruzi apresenta uma estrutura e evolucdo tipica de agfwl clonal
(TIBAYRENC & AYALA, 1988; TIBAYRENC et al, 1993; TIBAYRENC, 1995;
OLIVEIRA et al, 1999; BARNABEet al, 2005). Isto implica que a reproducéo sexual
ou recombinacdo genética € um fenbmeno extremamardenesta espécie, tdo raro
que ndo é capaz de impedir a existéncia de cloaggais estaveis no tempo e no
espaco. Desse modo, a variabilidade genética edidal do parasito expressa o longo
tempo da evolugcdo separada de multiplos clonesyeo ppderia explicar a grande
variabilidade clinica da doenca por ele causadaregides geograficas distintas
(TIBAYRENC et al, 1986; TIBAYRENC & AYALA, 1988). TIBAYRENC &
BRENIERE (1988) verificaram que quatro (genotip@s 20, 39 e 32) dos 43 clones
naturais ou genotipos principais representavam%3do total denominando-os de
ubiquos. Por serem mais presentes, estes autgesram que tais gendtipos deveriam
ser extensivamente estudados no sentido de exp@dngdtese subjacente ao modelo
clonal de associacdo entre a divergéncia filogeméti as propriedades biologicas,
epidemioldgicas e clinicas fundamentais incluindmliém sua susceptibilidade a
drogas (TIBAYRENC, 2003).

Sabe-se que o DNA contido no cinetoplasto (KDNA)Ydaruzié constituido por
dois tipos de moléculas circulares concatenadasondi@adas minicirculos e
maxicirculos que compreendem 16-30% do DNA totapdmsito (HENRIKSSOMt
al., 1996). Os maxicirculos sdo grandes moléculas) poucas copias por célula,
variando de 20 a 50. Os maxicirculp®ssuem genes que codificam proteinas
mitocondriais (citocromo oxidases, citocromo b, A%$€s, NADH desidrogenase) e dos

rRNAs mitocondriais (SILVEIRA, 2000), e por issooséonsiderados uma estrutura

10
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analoga ao DNA mitocondrial dos demais eucaric®E\(EIRA, 2000; JUNQUEIRA

et al, 2005). J4 os minicirculos sdo pequenas moléeukstdo presentes em elevado
namero no KDNA (10.000 a 20.000 copias por célitajao envolvidas no processo de
editoracdo (adicdo ou delecdo de uridinas) dos nmRRN&s enzimas mitocondriais
(STUART, 1995; SILVEIRA, 2000; JUNQUEIRAt al, 2005) e apresentam quatro
regides conservadas de 120 a 160 pb, intercaladasjgatro regides variaveis de 280 a
320 pb (DEGRAVEet al., 1988). Estas regides varidveis podem diferir maiitre as
diferentes linhagens do parasito, sendo entdo madtequadas para o estudo da
variabilidade genética nesta espécie (MOR&ELal, 1980; TEIXEIRAet al, 1994;
SHLOMAI, 1994). Devido ao elevado numero de cOp@s, minicirculos tém sido
utilizados como alvos preferenciais para a deted@igarasito através da PCR no
sangue de animais experimentalmente infectados R® et al, 1989), no sangue de
pacientes chagasicos (AVILAt al, 1991; AVILA et al, 1993), nas fezes de
triatomineos (BRITCet al, 1995; BRENIEREet al, 1995) e em tecidos cardiacos,
esofagico e colén de pacientes chagasicos cro(M&SO et al, 2000). Sendo assim, a
variabilidade intraespecifica da cruzitem sido também estudada por técnicas capazes
de detectar a presenca do parasito ou fragmentesudBNA diretamente no sangue ou
nos tecidos infectados. A técnica de LSSP-PCR fprimeira capaz de detectar a
variabilidade do KDNA doT. cruzi diretamente em tecidos de pacientes cronicos
(VAGO et al., 1996b; VAGOet al., 2000), e desta forma tem sido importante na
tentativa de verificar a existéncia de correlacatreeas propriedades bioldgicas e
genéticas do parasito com as manifestagfes clidacdsenca.

Empregando ainda a metodologia da PCR, a iderg#fccae marcadores de DNA
nucleares do parasito com baixa taxa evolucionéamo por exemplo, 0 gene rDNA
24% e a sequéncia do gene mini-exon tém sido utéiggubr varios autores (SOUTO
et al, 1993; SOUTCet al, 1996; FERNANDESt al, 1999b; ZINGALESet al, 1999;
SOUSAet al, 2006).

Andlises de sequéncias do gene rDNA ®4i8 T. cruzidemonstraram que elas
sao altamente polimérficas e encontradas repetidatandem,separadas por regides
nao transcritas no genoma de tripanosomatideos (REXI & GUERVARA, 1987). A
analise comparativa de sequéncias génicas desda dEgnonstra um elevado grau de
homologia, exceto para a regidao 3' do gene (regla@rgente D7). Iniciadores
desenhados para esta regido mostraram um dimorfiemtamanho dos produtos de

amplificacdo entre diversas cepas de cruzi Desta forma, dois perfis foram
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inicialmente encontrados, sendo classificadas cgrapo 1 amostras que apresentam
um fragmento de 125pb e amostras do grupo 2 aggespresentam um fragmento
de 110pb (SOUTO & ZINGALES, 1993).Com o aumento rdonero de amostras
analisadas foi observada a existéncia de um tergeirpo de cepas que apresentavam
os dois fragmentos, sendo denominados grupo 1/2UT8D et al, 1996)
correspondentes as de perfis hibridos.

Corroborando com estes resultados, andlises d&rsggido gene mini-exon
determinaram também a divisdo de cepas e isolaolgsahsito em dois grupos. As
cepas que apresentaram um produto de 300pb forsignddas como pertencentes ao
grupo 1 (ou linhagem genética 1) e aquelas quesapt@am um produto de 350pb
foram designadas como pertencentes ao grupo 2irfbagem 2). Uma excelente
correlacdo entre a classificacdo obtida com o rD&A mini-exon foi observada
(SOUTOet al, 1996) o que permitiu a classificacdo das cepag@&s grupos: Grupo |
(125pb para rDNA e 300pb para mini-exon), Grupd20pb para rDNA e 350pb para
mini-exon) e Grupo 1/2 (presenca de ambos os poedig¢ amplificagdo do rDNA com
0 produto do mini-exon do grupo 1).

CLARK & PUNG (1994) estudando o polimorfismo do gaa subunidade 18S
do rRNA, através da técnica de RFLP, classificassntepas d&. cruziem grupos
denominados ribodemas |, Il e lll. Observou-senassirrelacdo entre os marcadores
genéticos para as subunidades 18S e 2SS DNA, sendo as cepas identificadas como
ribodema | correspondentes ao Grupo 1 e as cepasfichdas como ribodema Il e I
correspondentes ao Grupo 2.

Diante de varias classificagfes, realizadas perelites pesquisadores, utilizando
distintos marcadores biolégicos, bioquimicos e wwbres, tornou-se necessario
padronizar a nomenclatura deste parasito. Dest&imaem 1999, ficou estabelecido
no Encontro Satélite, durante o “Simpdsio Interomal sobre os Avancgos do
Conhecimento da Doenca de Chagas 90 anos aposscabdrta” (ANONYMOUS,

1999), o seguinte critério para nomenclaturd doruzi

= T. cruzil quando equivalentes ao Z1 (MILES al, 1977; BARRETTet al,
1980), Tipo Il (ANDRADE, 1974), Linhagem 2 (SOUT& al, 1996), Grupo
1 (TIBAYRENC, 1995), Ribodema I/l (CLARK & PUNG, 1994) e

similares;
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= T. cruzill quando forem equivalentes ao Z2 (MILES al, 1977; MILESet
al., 1978; BARRETTet al, 1980), Zimodema A (ROMANHZAet al, 1979),
Tipo Il (ANDRADE, 1974), Linhagem 1 (SOUT@t al, 1996), Grupo 2
(TIBAYRENC, 1995), Ribodema | (CLARK & PUNG, 1994) e similares;

= T. cruzi quando ndo forem previamente caracterizadas ouceugcterizacéo
seja inconclusiva. Assim, a designacédo de cepasrapanente hibridas como o
Zimodema Chileno 2b (MILESet al, 1984), Zimodema 3 (MILESt al.,
1978), Zimodema B (ROMANHZet al, 1979), Tipo | (ANDRADE, 1974),
Grupo 1/2 (SOUTGCet al, 1996), Grupo 39 (TIBAYRENC1995) devera ser
decidida apés estudos adicionais.

Estudos posteriores empregando extensa analisezisggica com 22 sistemas
enziméticos e RAPD (randomly amplified polimorpt&A), utilizando 20 primers,
propuseram que as cepas Decruzi poderiam ser subdivididas em seis linhagens
filogenéticas denominadas DTUs (discrete typingsyidTU 1, DTU 2 (2a, 2b, 2c, 2d e
2e) (BARNABEet al, 2000; BRISSFEt al, 2000; BRISSEet al, 2001). Segundo estes
autores as cepas do grugo cruzi | permaneceram como uma linhagem Unica
denominada de DTU 1, enquanto as cepas do gfupcruzie T. cruzi Il foram
divididas em cinco sublinhagens filogenéticas (DTdse). A DTU2b corresponde ao
T. cruzill (Z2 de Miles, 1978), as DTU 2a e 2c ao Zimode3mg as DTUs 2d e 2e séo
linhagens hibridas estabelecidas apos subseqirep@gacao clonal.

Andlises da estrutura populacional do parasito duese nos microssatélites
(pequenas sequéncias de DNA com motivos de repetiedaté seis nucleotideos) de
T. cruzi foram realizadas (OLIVEIRAet al, 1998; MACEDOet al, 2001). Estes
marcadores de DNA por serem extremamente polino&fem relagdo ao niumero de
repeticbes em um dado loco e por apresentaremrsidsppor todo o0 genoma nuclear do
parasito (OLIVEIRAet al, 1998; VALADARESet al, 2008) apresentam-se como um
excelente marcador para a reconstrucao filogendaste parasito (OLIVEIRAL al,
1998). Além disso, analises de microssatélitesag@ta importantes para avaliar se uma
determinada cepa de cruzi é monoclonal ou multiclonal (OLIVEIRAt al, 1998;
OLIVEIRA et al, 1999; MACEDOet al, 2001; MACEDOet al, 2004), tendo assim
maior importancia na caracterizacdo de amostrad.deruzi e principalmente se

isoladas de individuos e vetores de area endéragangitas vezes estéo infectados por
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populacdes multiclonais (TIBAYRENC & AYALA, 1988; MCEDO & PENA, 1998;
TIBAYRENC & BRENIERE, 1988). Além de sua simplicils analises de
microssatélites também apresentam boa estabilidadecondi¢cbes de laboratério e
elevada sensibilidade (detecta menos do que 100 IgNA do parasito), sendo desta
forma adequada para detectaf.ocruziem amostras biologicas com baixa quantidade
do parasito, tais como tecidos de pacientes cromnge infectados e células Unicas do
parasito (MACEDOet al, 2001; VALADARES et al, 2008), dispensando assim o
cultivo e manipulacdo do parasito em laboratorie gaderiam induzir diferencas nas
populacdes em relacéo ao isolado original.

Mais recentemente, variagdes intraespecifica$.rwuzitém sido identificadas
por andlises filogenéticas de suas populacBstas tém sido realizadas utilizando
varios genes que codificam proteinas e rRNA mitddars, localizados nos
maxicirculos do kDNA (WESTENBERGERet al, 2006; FREITASet al,2006).
Utilizando estes marcadores mitocondriais, FREITAS al (2006) sugeriram a
existéncia de um terceiro grupo denominddocruzilll. Este grupo por eventos de
hibridizacdo comT. cruzill teria resultado nos isolados de carater hibddservados
atualmente. De acordo com este trabalho, a populded. cruziseria subdividida em
Tcl, Tcll, Tclll e hibridos que correspondem as O3)Rd e 2e (BRISSEt al, 2000).

1.2.3 Genética dd'. cruzie suas implicacdes biologicas, epidemiologicas mias

A hipotese de trabalho subjacente ao modelo clormgdosta por TIBAYRENC
et al (1986) e TIBAYRENC & AYALA (1988) paral. cruzi pressupde que 0S
genotipos filogeneticamente proximos ou aparentdadoam propriedades bioldgicas
ou médicas semelhantes e que os gendtipos filagameinte distantes apresentariam
propriedades distintas. Neste sentido trabalhodifdeentes autores avaliando diversos
parametros dos quatro gendtipos ubiquos em meicultara acelular e celular
(LAURENT et al, 1997; REVOLLOet al, 1998), em vetor (LANAet al, 1998), em
camundongos (LAURENEt al, 1997; TOLEDCet al, 2002; TOLEDCet al, 2003;
MARTINS et al, 2006) confirmaram esta hipotese de trabalho.imfsparasitos
pertencentes aos genotipos 19 e 20, filogeneticEnm@iximos e correspondentes ao
grupo T. cruzi I (ANONYMOUS, 1999), apresentaram maior capacidguma
multiplicar e diferenciar em meios de cultura atzlucelular e vetor, maior capacidade

para infectar camundongos, maior viruléncia pamuralongos, maior resisténcia a
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drogas (benzonidazol e nifurtimox) “in vitro” e roai resisténcia a drogas
(benzonidazol e itraconazol) em camundongos. Ptp dado, parasitos pertencentes
aos genatipos 39 (DTU2d) e 32 (DTU2b) sdo mais tigamente relacionados entre si
e distantes dos genotipos 19 e 20 (DTUI), apressmmtacaracteristicas opostas em
relacdo a todos estes parametros analisados. dmtbet diversos trabalhos
demonstraram que as caracteristicas biologicaisn @ssno a susceptibilidade a drogas
podem variar quando varias amostras de um mesnyo gyenético sdo avaliadas
(LAURENT et al, 1997; TOLEDCet al, 2003; TOLEDCet al, 2004b; MARTINSet

al., 2006; MARTINSet al, 2008; REVOLLCet al, 1998), o que sugere a necessidade
de considerar subgrupos ou subunidades menoresadsitp, ou de marcadores
moleculares mais discriminantes para melhor avaliassociacdo entre a genética do
parasito e suas caracteristicas biologicas, epalégicas e clinicas fundamentais.

Variacdes geograficas na prevaléncia de formagalire morbidade da doenca
de Chagas também tém sido observadas (LUQUEXTAaL, 1986; WHO, 1991;
ANDRADE et al, 1992). Sabe-se que tais diferencas podem edsmiomadas, em
parte, com 0s aspectos genéticos e resposta intuhespedeiro, e diversos trabalhos
tém demonstrado a importancia do papel da gendtigaarasito na determinacao das
caracteristicas clinicas da doenca de Chagas (MétE$, 1981; MONTAMAT et al,
1996; MACEDCO et al, 2002; MACEDCOCet al, 2004).

Diversidades nas formas clinicas e na morbidadeob&ervadas na doenca de
Chagas, principalmente quando diferentes areasd@fezas sao estudadas. No Brasil, a
forma assintomatica ou indeterminada € a mais colfiaY0%), seguida pela forma
cardiaca e digestiva (20-30 e 8-10%, respectivaseat forma mista ou cardiaco-
digestiva é menos frequiente. Entretanto no Bramilti@l e Chile, a forma digestiva da
doenca predomina, enquanto € praticamente inetestea Venezuela e América
Central (LUQUETTIet al.,1986; DIAS, 1992; WHO, 2002).

Pacientes na fase cronica da doenca de Chagas padempor um longo
periodo de laténcia clinica denominado forma irmd@teada que pode durar 10-30 anos
ou por toda a vida (PRATA, 2001). Esta forma danda € caracterizada pela auséncia
de sintomas e de alteracOes eletrocardiograficas edioldgicas. O diagndstico é
obtido por exames sorologicos positivos ou pelaedgto do parasito por
xenodiagndéstico ou cultura de sangue, ou por PCRameluato. Apds este periodo,

estima-se que 27% dos infectados, desenvolverdoifestagdes cardiacas, 6%

15



Oliveira-Silva, J.C.V. Introducao

evoluirdo para forma digestiva e 3% apresentarégoommetimento nervoso periférico
(MONCAYO, 1999).

A forma cardiaca da doenca de Chagas € responpéizlelevada morbi-
mortalidade ocorrida na infeccéo e é a forma mamsun da doenca de Chagas na fase
cronica, manifestando-se como cardiomiopatia diltainsuficiéncia cardiaca
congestiva, tromboembolismo, arritmias, transtorm@s condugao intraventricular,
sincope e possibilidade de ocorréncia de mortets((IRATA, 2001; CAROD-
ARTAL, 2006). A forma digestiva da doenca de Chagasacteriza-se também por
alteracdes de motilidade do esbdfago e do coloe)egumento do diametro, resultando
em megaesdfago e megacolon. O megaeséfago é de@vohais precoce ocorrendo
entre 10 e 40 anos de idade, ja 0 megacoélon éalec@do mais tardia, sendo observado
em adultos entre 30 e 60 anos de idade (REZERD#&L, 1976; LANA & TAFURI,
2000). A forma mista da infeccdo, caracterizada pwnifestacdes cardiacas e
digestivas simultaneas acomete aproximadamented®ndividuos que apresentam a
fase cronica da doenca de Chagas.

Alguns autores sugeriram que diferentes subdivigggséticas doTl. cruzi
podem ser correlacionadas com distintas caractagstpidemiologicas (ZINGALE&
al., 1998). No Brasil, cepas do grupocruzill sdo preferencialmente associadas com o
ciclo doméstico e consequente infeccdo humanagecgpas do grupd. cruzil sédo
preferencialmente encontradas no ciclo silvestréodmca de Chagas (FERNANDES
al., 1998; ZINGALESet al, 1998; FERNANDESt al, 1999a). Entretanto, trabalhos
realizados no Chile e no Brasil, tém detectado andsogrupos d&. cruziem vetores
pertencentes ao ciclo domésticos e silvestres (Flef\al, 1998a; ZINGALES:t al,
1998), demonstrando que parasitos pertencentes. aouzi | e T. cruzi Il podem
coexistir em um mesmo ambiente (ZINGALESal, 1998; BRENIEREet al, 1998;
SOLARI et al, 1998; FERNANDEt al, 1999a).

Cepas pertencentes do cruzill tém sido associadas a doenga humana em
paises do Cone Sul da América Latina onde a doelegcaChagas é endémica
(ZINGALES et al, 1998, ZINGALESet al, 1999; BRENIEREt al, 1998; DI NOIA
et al., 2002). FREITASet al, (2005) demonstraram a presenca de parasitosugo g
T. cruzill em tecidos humanos (es6fago, coracéo e cOlon?® pacientes com forma
cardiaca ou gastrointestinal da doenca residenegigas cidades do estado de Minas
Gerais. Constata-se que a maioria dos pacientessegnros sintomas da doenca de

Chagas é de regides que apresentam ciclo doméstiparasitos pertencentes ao grupo

16



Oliveira-Silva, J.C.V. Introducao

T. cruzill (ZINGALES et al, 1998, ZINGALESet al, 1999). Por outro lado, uma
baixa prevaléncia de pacientes sintomaticos é whdarem regides ondeTa cruzi
circula no ambiente silvestre e onde ha predondeiparasitos pertencentes ao grupo
T. cruzil (MONTAMAT et al, 1996; FERNANDESet al, 1998; ZINGALESet al,
1998, ZINGALESet al, 1999; COURAet al, 2002).

Entretanto, devido aos danos ambientais e constxjiéelaptacdo de vetores
silvestres ao ambiente peridomiciliar e domici(il@6SISet al, 2007; AGUILARet al,
2007; BRITO et al, 2008), parasitos do grup®. cruzi | tém sido também
frequentemente associados a infeccdo humana (MétE®, 1981; FERNANDES:t
al., 1999a; BARNABEet al.,2000; BARNABEet al.,2001; MOTILLLA et al, 2002;
BOSSENOet al, 2002; BARNABE et al., 2005; TELLEZ-MENEZESet al, 2008;
FALLA et al, 2009; MARCILI et al, 2009) e tém sido relacionados com a ocorréncia
de manifestacbes clinicas da doenca de Chagas eos paises da América Latina
(COURAZet al, 2002; MILESet al, 2003, ANESet al, 2004; SOUS/et al, 2006).

E importante salientar que caracteristicas bio&®y&E epidemioldgicas s&o muito
mais aparentes quando subdivisbes menoresl.daruzi ou clones naturais s&o
considerados (TIBAYRENG@t al, 1986; BARNABEet al, 2000; BRISSEt al, 2000;
TIBAYRENC, 2003). Nesse sentido, BARNAB# al (2000) estudando 434 estoques
de T. cruziisolados de diversos paises da América Latina detresam que parasitos
pertencentes ao DTU 1 sdo mais frequentemente #ados no ciclo silvestre, apesar
de uma grande porcentagem destes parasitos esaasmtiados também com o ciclo
doméstico da infec¢do, enquanto o DTU 2 foi muitspresente no ciclo doméstico.
Entretanto, quando subdivisdes menores foram oceraglds o DTU2a apresentou
predominancia no ambiente silvestre, o DTU2b demnonsclaro predominancia no
ambiente doméstico e os DTUs 2c, 2d e 2e exibiragisiintermediarios de tropismo
doméstico. Outros estudos epidemioldgicos témradlizados no intuito de estabelecer
tais correlacdes (BRISS# al, 2000; BARNABEet al.,2000; DIOSQUEet al., 2003;
HIGO et al.,2004; BURGOSt al.,2005; ROZA%et al.,2007).

Hoje, 100 anos apos a descoberta do primeiro aasamo da doenca de Chagas
descrito por Carlos Chagas (CHAGAS, 1909), aindstemx lacunas sobre a patogénese
da doenca e o real papel do parasito na génessdlesl Assim, estudos envolvendo a
genética do parasito sdo importantes no sentidela@dar sua correlagdo com as
caracteristicas biolégicas do parasito, patogéneselucdo clinica, morbidade, e

origem geografica dos pacientes infectados. Nemst@le, o presente trabalho realizou
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a caracterizacao biologica e molecular de amode&as cruzj considerando os aspectos

clinicos dos pacientes dos quais foram isoladas.

1.2.4 Doenca de Chagas no municipio de Berilo e édSoncalves de Minas

No inquérito soroldégico nacional (1975-1980) o neiio de Berilo (atualmente
dividido em dois municipios, Berilo e José Goncalde Minas que se emancipou
politicamente de Berilo em 1997), localizado noe/ad Jequitinhonha, apresentou uma
prevaléncia para a infeccao chagasica de 35.5% @ERGD et al, 1984).

Em 1982, uma alta prevaléncia foi confirmada emnawo inquérito sorolégico
no qual foi detectada sorologia positiva para andaale Chagas em 35,1% em uma
amostra de 3730 individuos (DIAS al., 1985). Estes dados confirmaram a existéncia
de transmisséao ativa da infeccdo chagasica naoregia

Embora o combate aos triatomineos vetores tenhedioi na regido em 1960
pelo entdo DNERu, e subsequentemente pela dirego Cdordenacdo do
Desenvolvimento do Vale do Jequitinhonha (CODEVAIleEEYo Centro Regional de
Saude de Diamantina de forma ndo sistematica, @stranos de 1985 e 1986, na
primeira avaliacdo, realizada em 1987, foram céadés as consequéncias benéficas
destes "ataques” tendo em vista a significativardipdo do nimero de triatomineos
capturados no intradomicilio.

Em 1988, AGUILLAR avaliando a populacdo de Berilaqgto a prevaléncia da
infeccdo peloT. cruzi,em uma amostra de 1.150 individuos, constatoul@&9%
apresentavam sorologia reativa. Neste trabalholfeervado um decréscimo relevante
da infeccdo quando comparado ao inquérito realizatd982.

Entre 1990 e 1991, o Programa de controle da dadm¢ahagas (PCDCh) nao
atuou nestenunicipio. Somente em 1997 a Fundacédo NacionabddeS(FNS) passou
a realizar as atividades de pesquisa e borrifagdbnuamente, e neste mesmo ano foi
iniciada a implantacdo da vigilancia epidemiol6giEaram implantados 19 Postos de
Informacao de Triatomineos (PITs), dois na zonaneb(um em Berilo e 0 outro no
Municipio de José Goncalves de Minas) e 17 na rnor@d. A supervisdo da vigilancia
ficou sob a responsabilidade da Diretoria Regideabalde de Diamantina.

Um novo inquérito soroldgico foi realizado nestasalidades por MONTOYA
(1998). Neste estudo, numa amostra de 2.261 indigich prevaléncia de doenca de

Chagas detectada na populacéo geral foi de 18e84altando que em individuos acima
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de 30 anos a prevaléncia era de 50%, enquanto muemenores de 10 anos, este
percentual era de apenas 0.17%. Estes resultadusndizaram a eficacia do PCDCh
nestes municipios, que por se encontrarem em faseigilancia epidemioldgica
deveriam ser acompanhados e avaliados com reqadaridtravés da realizacdo de
inquéritos sorologicos para doenca de Chagas (Dsoimio proposto pela Fundacéao
Nacional de Saude.

Recentemente, BORGE®t al. (2006) realizaram nestes municipios um
inquérito sorolégico em escolares de 7-15 anosteNestudo foi constatada uma
prevaléncia de 0,4% para a infeccdo chagasica enotahnde 1412 criancas avaliadas.
A prevaléncia por municipio foi de 0,35% (3 criasjcam Berilo, e 0,53% (3 criancas)
em José Goncalves de Minas. Este achado estd eocordéncia com os ultimos
inquéritos realizados nestes municipios e demomsiraportancia de se manter uma
vigilancia epidemiologica atuante e eficaz na regia

Neste mesmo ano, nossa equipe realizou uma pedgatsaninica integral no
municipio de Berilo, vistoriando todos os domidlicurais e urbanos. A pesquisa
resultou na captura de 391 insetos, pertencentespiEsies®. megistug72,0%) eT.
pseudomaculata(28,0%). Nenhum deles apresentava infeccdo pelocruzi O
peridomicilio (galinheiro) foi o principal local daapturas

Ainda neste estudo, a infec¢do pélocruzi foi detectada em 31 individuos
(25,0%) que residiam em locais onde foram encoosracetores intradomicilares.
Destes, 97,0% era maior de 30 anos indicando dase &nham sido infectados antes da
instalacdo da vigilancia epidemiolégica, periodo qual a transmissao vetorial era
presente (ASSI8t al, 2007).

Desta forma, estudos realizados nesta regido déraona eficacia da vigilancia
epidemiolégica e uma consequente diminuicdo daap¥etia da doenca de Chagas
entre criancas, conforme demonstrado por inquésitmsldgicos (MONTOYAet al,
2003; BORGESt al, 2006).

Assim, no intuito de complementar os estudos dagele Chagas que vém
sendo desenvolvidos nos dois municipios, tornauseldmental a investigacdo das
caracteristicas biologicas e genéticas dos pasasitoulantes nestas areas, sendo estes
0s objetivos do presente trabalho. Desta forma, pessivel visualizar a doenca de uma
maneira global, ja que aspectos envolvendo a epillegia, clinica, evolucdo da

doenca, biologia e genética dos parasitos circegamestas regides seréo elucidados.
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1.3 Justificativa

Considerando a influéncia de caracteristicas geagetlas populacdes @ecruzi
em suas propriedades biolégicas, epidemiolégidascas e na resposta terapéutica, o
presente trabalho se justifica no sentido de camaer a morfologia, biologia e a
genética de amostras de cruziisoladas de escolares e de suas maes residentes em
Berilo e José Goncalves de Minas, Vale do Jequitihh, MG, (BORGE®t al, 2006).
Um melhor conhecimento da genética e biologia @wagitos circulantes na regido em
estudo, contribuird para elucidar o real papelsiddinhagens dé&. cruzina morbidade
dos pacientes chagasicos e sera importante nalsalgiorientar a equipe que trabalha
na regido em relacdo ao manejo clinico e condwapéetica a ser adotada em uma das

mais importantes zonas endémicas da doenca no paisso
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3.1 Objetivo Geral

Caracterizar a morfologia, biologia e a genétican@stras dé. cruziisoladas
de criancas soropositivas detectadas no inquéoitolGgico para doenca de Chagas
realizado em Berilo e José Goncalves de Minas, ¥aldequitinhonha, M@BORGES
et al.,2006).

3.2 Objetivos especificos

3.2.1) Avaliar os aspectos clinicos das criancasdes das quais 0s parasitos

foram isolados;

3.2.2) Avaliar a biologia e a morfologia das amastdeT. cruziisoladas das
criangcas em infeccbes em camundongos Swiss e @o ldas passagens sucessivas

nestes animais;
3.2.3) Caracterizar as amostraslderuziisoladas das criancas e de suas maes,
analisando o perfil de isoenzimas, do rDNA 2x 8o gene mitocondrial da Citocromo

Oxidase Il (COIll) e de microssatélites.

3.2.4) Correlacionar os aspectos clinicos dos peesecom a morfobiologia e a

genética dos parasitos;

22



4.0 Casuistica, Material e Métodos



Oliveira-Silva, J.C.V Casuistica, Material e tddos

4.1 Amostras deTrypanosoma cruze casuistica

As amostras d&. cruziaquiestudadas foram isoladas de criangas, entre sete e
15 anos de idade, nascidas e residentes nos mosici@ Berilo e José Gongalves de
Minas, Vale do Jequitinhonha, MG e também de quidrsuasnaes.

As criancas apresentaram diagnostico positivo pataenca de Chagas em um
inquérito soroldgico realizado por nossa equipessovlares nessa regiao (BORGHES
al., 2006). Posteriormente, as maes das seis crissmapositivas foram também
apresentaram diagnaostico positivo para a doen€hdgas em uma pesquisa sorolégica
realizada em seus familiares.

A inclusdo desses pacientes no estudo se deu rnediggtiora e assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido aprovpdi® Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos do Centro de Pesquisa Rashou (CPQRR) da
FIOCRUZ, Belo Horizonte, MG, Process§ 607/2002.

Uma vez confirmado o diagndstico e o Termo de Quaimsento assinado,
amostras de sangue dessas criancas e de suadgtivaspaties foram coletadas e,
quando possivel, os parasitos foram isolados porobeltura em meio LIT - Liver
Infusion Tryptose, segundo a metodologia de CHIAR&AI, 1989. Apds a positivacao
da hemocultura, os parasitos foram mantidos encionesto exponencial a 28°C. Essas
amostras foram criopreservadas em nitrogénio ligid96 C) e o sedimento do
parasito foi também obtido para a caracterizacdecutar doT.cruzi.

Desta maneira, foi possivel isolar amostra3 deruzide seis criangas 855, 806,
829, 795, 817 e 1661) e de quatro de suas méaes,(2339, 103, 1663). Nao foi
possivel isolar parasitos das maes das criancase8D661. Consequentemente foi
possivel parear quatro filhos com suas mées: aaso8865/2337; 829/2339, 795/103 e
817/1663 Tabela ).
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Tabela | - Amostras délrypanosoma cruzsoladas de escolares chagasicos e de suas
respectivas maes residentes em Berilo e José Gescale Minas, Vale do
Jequitinhonha, MG, Brasil, e dados demograficospdmsentes.

Paciente Pacientes Idade Sexo Municipio Hemocultura
(amostra de (anos)
T. cruzi)
MJS (855) Crianca 13 Masc. JGM Pos
MASS (2337) Mae Fem. JGM Pos
NGR (817) Crianca 9 Masc. Berilo Pos
LGR (1663) Mae Fem. Berilo Pos
EAF(795) Crianca 13 Fem. Berilo Pos
MMAF (103) Mae Fem. Berilo Pos
EAP (829) Crianca 12 Masc. Berilo Pos
NAP (2339) Mae Fem. Berilo Pos
MPS (1661) Crianca 15 Fem. JGM Pos
MDPS (2336) Mae Fem. JGM NR
RBR (806) Crianca 11 Masc. JGM Pos
JRB (1662) Mae Fem. JGM NR

Nota: JGM = José Gongalves de Minas
Pos: Positivo
NR = N&o realizado

Para as infeccdes experimentais em camundongosmastras deT. cruzi
inicialmente criopreservadas foram descongeladalfivadas em meio LIT e os
tripomastigotas metaciclicos obtidos destas cudfuraoculados em camundongos
Swiss, de 15-18 dias de idade. Tripomastigotas idaags isolados destes animais
durante a fase aguda da infec¢ao foram utilizados pova inoculagéo e caracterizacao
biolégica das amostras d€. cruzi neste modelo animal como apresentado no

Delineamento Experimentalapresentado a seguir.
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DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Criancas infectadas conT. cruzi

Maes infectadas conT. cruzi

Amostras deT. cruzi

Amostras deT. cruzi

Descongelamento das amostras dg
T. cruzi

Diferenciacdo em meio LIT

In6culagdo em camundongos co
tripomastigotas metaciclicos

In6culagdo em camundongos co

Crescimento exponencial em meio LIT

Obtencéo de Massa

tripomastigotas sanguineos

xtracao Isoenzimatica
(Kilgour & Goldofreyet al, 2007)

Extracao de DNA
Tibayrencet al, 1993

Passagens sanguineas
sucessivas:

Caracterizacao
Biolégica

AR

Analise de Isoenzimas
Ben Abdenrrazakt al, 1993

- IDNA 24 Sx (Soutoet al, 1996)
- CO lI(Freitas et al, 2006)

- Curva de parasitemia
- Morfologia
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4.2 Avaliacéao clinica dos pacientes

As criangas e quatro de suas maes foram clinicamawnaliadas mediante
anamnese, exame fisico, eletrocardiograma (ECGyetmional, raio X de térax e
esbfago contrastado. As avaliacdes clinicas foraalizadas pela equipe médica do

Projeto de Doencga de Chagas desenvolvido por eogspe na regiao.

O eletrocardiograma foi realizado em repouso conregistro das doze
derivacdes classicas e interpretado de acordo cororiterios da New York Heart
Association (NYHA, 1973).

Na classificagdo clinica dos pacientes foram adstas critérios do Consenso
Brasileiro em Doenca de Chagas (2005) para a deiette acometimento cardiaco e

classificacéo do paciente chagasico de acordo ogravédade da doenca.

4.3 Infecgbes Experimentais

Nas infeccOes experimentais com as amostrab. deuziisoladas das criancas
foram utilizados camundongos Swiss, fémeas, de028i&8s de idade, provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal de Ouretd®(UFOP). Para cada amostra,
grupos de oito animais foram inoculados por viarapgritoneal com 10.000

tripomastigotas sanguineos/animal quantificadosrslm BRENER (1962).

4.3.1 Caracterizacdo biologica das amostras de cruzi isoladas das criangas na

primeira passagem sanguinea em camundongos Swiss
4.3.1.1 Parametros Avaliados
4.3.1.1.1 Infectividade (INF)
A infectividade foi avaliada pela positividade dewame a fresco do sangue
periférico dos camundongos e realizacdo de hemwaujuando necessaria. A pesquisa

de tripomastigotas sanguineos foi realizada entfee 80 dia apds a inoculagao (d.a.i.)
pelo exame microscépico de sangue a fresco, coleladeia caudal do animal.
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Camundongos que nao apresentaram o exame de safgseo positivo até o
3(° dia apds a inoculagdo (d.a.i.) foram submetidogradetultura, realizada segundo
FILARDI & BRENER (1987). Para a realizagdo destentéa 0,5mL de sangue foi
coletado assepticamente do plexo venoso retroabribat animal e distribuido em dois
tubos coénicos de 15mL contendo 3mL de LIT (CAMARGIO64). Os tubos foram
incubados a 28°C, homogeneizados a cada 48h e at@alg sedimento analisada ao
microscopio éptico em objetiva de 40x, a cada 38 dié o 120dia apds cultivo.

Considerando estes dois parametros, a infectividémle expressa em

percentagem cumulativa de animais que apresenfzaeasitos no sangue periférico.

4. 3.1.1.2 Parasitemia (PAR)

A contagem da parasitemia pelo exame a frescaadgue periférico permitiu
avaliar a curva de parasitemia dos animais ao lategbase aguda da infeccdo e foi
realizada de acordo com a metodologia de BRENER2)19

A contagem dos parasitos teve inicio Aalié apds a inoculacdo e foi avaliada
em dias alternados, até que nao fosse observadopaig@sitos no exame de sangue a
fresco por cinco dias consecutivos, ou até a ntm$ecamundongos.

Infeccbes de camundongos por cepa de baixa vaial@oram acompanhadas
pelo menos até o 3@l.a.i. quando entdo foi realizada a hemocultus.cirvas de
parasitemia representam as meédias diarias dostparabservados no sangue periférico
dos camundongos de cada grupo experimental e sliagio permitiu determinar os

seguintes parametros:
4. 3.1.1.3 Periodo Pré-patente (PPP)

O PPP correspondente ao periodo compreendido animeculacdo e o dia
anterior ao primeiro dia em que foi detectado peras sangue periférico do animal

atraves do exame a fresco. O resultado foi expessdias.

4. 3.1.1.4 Periodo Patente (PP)

O PP correspondente ao periodo compreendido emgrineiro e o ultimo dia

de exame a fresco positivo e foi expresso em dias.
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4.3.1.1.5 Pico Mé&ximo de Parasitemia (PMP)

O PMP corresponde ao maximo de parasitemia e fmieego em numero de
tripomastigotas sanguineos/0.1mL de sangue, ddtepilo exame de sangue a fresco
segundo a metodologia de BRENER (1962).

4.3.1.1.6 Dia do Pico Maximo (DPMP)

O DPMP corresponde ao dia de ocorréncia do maxim@atasitemia e foi

expresso em dias.

4.3.1.1.7 Mortalidade (MOR)

A mortalidade dos animais foi avaliada diariameatéeo 96d.a.i e foi expressa

em percentagem cumulativa.

4.3.1.1.8 Passagens sucessivas dos parasitos enuoaangos Swiss

As cepas dé&.cruziisoladas das criancas foram também submetidassagens
sucessivas em camundongos Swiss, fémeas, nas mesnwgdes anteriores, com 0
objetivo de verificar 0 seu comportamento biologacolongo do tempo de manutencao
nestes animais. Os repiques foram realizados @agsetih que a parasitemia era maxima
para cada cepa avaliada. Desta forma, os parafsitasn inoculados, entre uma
passagem e outra, no mesmo intervalo de tempo. blawa de parasitemia de cada
cepa foi realizada apds cinco passagens sucessivaa finalidade de comparar com as

obtidas na primeira passagem sanguinea.
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4.3.1.1.9 Caracterizacao morfologicdos parasitos no sangue periférico

O estudo da morfologia das formas tripomastigoaag)sineas foi realizado por
meio do exame microscépico do sangue a fresco deamundongo/experimento nos
dias em que a parasitemia apresentava-se maislald?ara tal, foi realizada a coleta de
3ul de sangue da veia caudal do animal. Uma prepardefgada entre lamina e
laminula deste material foi examinada em microsca@pitica (400X), sendo contadas
aleatoriamente 100 formas tripomastigotas. Os pasagsoram classificados como
forma fina, intermediaria e larga (BRENER & CHIARR63), conforme verificado na

Figura 1.

Figura 1 - Polimorfismo dos tripomastigotas sanguineogoAna fina; B:
forma intermediaria; C: forma larga.

4.4 Caracterizacdo bioquimica e molecular das amass deT.cruzi

Para a caracteriza¢@doquimica e molecular d®.cruzi foi utilizada a massa

Uumida de parasitos obtida conforme descrito no #eimquarto paragrafo.
4.4.1 Caracterizacdo Isoenzimatica

4.4.1.1 Obtencéao do extrato celular e caracterizagdsoenzimatica

A massa Umida de parasitos foi submetida a extrag@matica segundo
GODFREY & KILGOUR (1976). Para obten¢do do extratzimatico, a massa Umida
de parasitos foi descongelada em banho de gelobmedida a lise osmética em
estabilizador enzimético (Ditiotreitol - 2,0mM, doi e-amino capréico - 2,0mM,
EDTA, 2,0mM, pH 7,0) na propor¢cdo de 1:1 (p/v=mg/ida solucdo. O lisado
permaneceu por 20minutos no gelo e em seguidaefdrifigado a 4000rpm, durante
15minutos, a 4. O sobrenadante contendo o extrato enzimaticaalfgiiotado e
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armazenado a -70 até o momento da realizacdo da eletroforese anigmas. O
sedimento foi também conservado a -70°C para pastebtencdo de DNA total
utilizado posteriormente na caracterizagdo molecula

A eletroforese de isoenzimas foi realizada segunuiodologia de BEN-
ABDERRAZAK et al. (1993) em sistema horizontal sob refrigeracdo dhriel
Beaumont, Texas, EUA), utilizando membrana de &zetlulose (Helena, Beaumont,
TE, EUA). As membranas foram embebidas por 20 msetm tampao de eletroforese
especifico para cada sistema enziméatico estudaslenaimas foram depositadas sobre
a superficie da membrana de celulose com auxiliordeaplicador (Helena, Texas,
EUA), concentradas ou diluidas, dependendo donséstenzimético considerado. As
membranas foram colocadas entre os eletrodogsed#@ papel de filtro foram utilizadas
para fazer a ponte entre a membrana e o tampao igecao contido nos
compartimentos da cuba eletroforética. As condigdeesletroforese e os reagentes
usados na reacdo encontram-se descritdsipala 1.

Todas as enzimas analisadas apresentam migracdicaan®pos a eletroforese,
as bandas protéicas foram visualizadas apds a®eedgioquimicas especificas,
utilizando a mistura reacional contendo todos @Eyeates necessarios a atividade
enziméatica, acrescida de agente revelador. Apévelacdo, a reacdo foi interrompida
com solugéo de 4cido acético 5% e as membranas flarsadas em agua destilada e
fotografadas sendo as imagens armazenadas no @uupet analisadas no programa
Photocapt. Foram estudados, cinco sistemas enzowatiglicose-6-fosfato-1-
desidrogenase (G6PD) [E.C.1.1.1.49]; glicose-6afimsfsomerase (GPI) [E.C.5.3.1.9];
isocitrato desidrogenase (IDH) [EC1.1.1.42]; ghusdo desidrogenase NADGDH1)
[E.C. 1.4.1.2 — GDH-NAL) e glutamato desidrogenase NADEGDH?2) [E.C. 1.4.1.4
— GDH-NADP'] (Tabela II).
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Tabela Il - Condicdes eletroforéticas e de revelacdo usadasogasistemas enziméticos estudados.

Glicose-6-fosfato isomerase
[E.C.5.3.1.9] GPI

Isocitrato desidrogenase
EC.1.1.1.42 IDH

Extrato: concentrado

Tampio de embebecio: Shawlll™ (1:4)'

Tampao de migragao: Shaw III

Voltagem: 200V

Tempo: 25 minutos

*Mistura 5,0mg de frutose 6-fosfato

reacional:
4,6U de G-6-P DH
Mgcl, 15Mm
5,0mg de NADP
3,0mg de MTT
2,5mg de PMS
Temperatura ambiente
Tris-HCI 0,2M, pH 7

Extrato: concentrado

Tampao de embebecio: 30mL ShawlIl
Tampao de migragao: Shaw III
Voltagem: 200V

Tempo: 20 minutos

*Mistura 10mg de acido isocitico DL
reacional:

Mgcl, 15Mm

5,0mg de NADP

3,0mg de MTT

2,5mg de PMS

Temperatura ambiente
Tris-HCI 0,1M, pH 8

Glicose-6-fosfato-1-desidrogenase
EC.1.1.1.49 G6PD

Glutamato desidrogenase
EC.14.1.3 GDH

Extrato: concentrado
Tampao de embebe¢ao: HR
Tampao de migragao: HR

Voltagem: 200V
Tempo 20 minutos
*Mistura 10mg de D-glicose-6-P
reacional
Mgcl, 15Mm
5,0mg de NADP
3,0mg de MTT
2,5mg de PMS

Temperatura ambiente
Tampao Tris-HCI pH 7 0,2M

Extrato: concentrado
Tampio de embebegio: Shawlll (1:1)
Tampao de migragao: Shawlll

Voltagem: 160V
Tempo 30 minutos
*Mistura 170mg de acido glutamico L
reacional:
5,0mg de NADP
3,0mg de MTT
2,5mg de PMS

Temperatura ambiente
Tampao Tris-HCIl pH 8 0,1M

Descri¢ao dos Tampdes

* Shaw III: 0,15M Ttis, 0,043M acido citrico/pH 7,0
" HR (Eletra HR Tampio; Helena, Beaumont, TE, EUA): Tris-Barbital, barbital sédico/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. !: tampdo diluido em

dgua (v/v).
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4.4.2 Caracterizacao molecular

4.4.2.1 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA TIBAYRENCt al. (1993) foi realizada a partir do sedimento
obtido apds a extracdo isoenzimética, conformeriiesto item 4.3.1.1. O DNA foi
extraido em trés etapas

a) lise e digestéo celulan sedimento foi diluido em 20Dde tampé&o de lise TE
(pH 8,0 Tris-HCI 10mM, EDTA 10mM), com adicdo depd(BDS 10%e 5ul de
Proteinase K (20mg/mL) na proporcdo de d@@nL e incubado por 12 horas, a’65
em banho-maria;

b) desproteinizacdoforam realizadas duas extracdes fenodlicas. O fdool
adicionado (v/v) e homogeneizado por 5 minutosdgeem seguida centrifugado a
10.000rpm, por 7 minutos, a 4°C, com recuperacadada aquosa. A seguir, no
sedimento da primeira extragdoram realizadas duas extracbes com cloroférmio e
alcool isoamilico. O sedimento foi homogeneizado pominutos e centrifugado a
10.000rpm, por 7 minutos, a 4°C, sendo a fase aqecsiperada.

c) para a precipitacdo do DNA, foi adicionadlafase aquosa, uma solucédo de
acetato de sodio 3M, na proporcao 14@,5X de etanol absoluto gelado. A seguir, 0s
tubos foram mantidos por duas horas a -70°C, begédos a 10.000rpm, por 15
minutos, a 4C. O DNA extraido foi lavado duas vezes com 8@l etanol 70 gelado e
centrifugado a 10.000rpm por 15 minutos a 4°C. d?imsimente o DNA foi re-
suspendido em 1@0de agua milli-Q estéril e estocado a —20°C.

A concentracdo de DNA nas amostras foi quantifieadaespectrofotdbmetro a
260nm e o grau de pureza das amostras determireddaglacédo das absorbancias a
260/280nm.

4.4.2.1.1 Caracterizacao pelamplificacéo da regido 3’ do gene rDNA 24 &

Para a tipagem do rDNA 2450 DNA das amostras de cruzifoi submetido a
uma PCR numa mistura de 10mM Tris-HCI pH 9,0, 501d@®1, 0,1% Triton X-100
(Buffer B, Promega), 3,5mM Mg¢gl(Promega), 0,625U dg DNA Polimerase
(Phoneutria), 200M de cada dNTP, 0,281 de cada iniciador, D71 (5'-
AAGGTGCGTCGACAGTGTGG — 3) e D72 (5'- TTTTCAGAATGEGAACAGT
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—3'), 3ul de DNA a 1ng/ul e quantidade d®©HMIlli-Q estéril suficiente para 12&.

Os ciclos de amplificagdo consistiram de uma etlgpdesnaturacao inicial a“@lpor

1 minuto, seguido de 30 ciclos contendo um passtedeaturacdo por 30 segundos, um
passo de anelamento a°60por 30 segundos e um passo de extensad@ p@ 30
segundos (SOUTG@t al, 1996). Apds esta etapa uma aliquota jde dos produtos da
PCR foi analisada em gel de poliacrilamida 6% corpédla prata para a visualizacéo
dos produtos amplificados. Como controles das dicggdes foram utilizados DNA de
clones que representam as linhagend deruzil (Coll.7G2, rDNA tipo 2 — 110pb),
T. cruzi ll (JG, rDNA tipo 1- 125pb) e cepas hibridaéSO3 clI5, rDNA tipo %2-
110/125pb).

4.4.2.1.2 Caracterizacdo pela PCR do gene Mitocondl Citocromo Oxidase
subunidade II (CO II)

Para a amplificacéo da regido génica que compregesdbunidade Il da enzima
mitoncondrial citocromo oxidase (COIll), o DNA dasastras dd. cruzifoi submetido
a uma PCR composta de 10mM Tris-HCI pH 8,4, 50mM, KIC1% Triton X-100,
1,5mM MgCL (Buffer 1B, Phoneutria, MG, Brasil), 1U aff DNA Polimerase
(Platinum, Invitrogen), 25@M de cada dNTP, OBV dos iniciadores TcMitl0 (5'-
CCATATATTGTTGCATTATT-3) e TcMit2l (5-TTGTAATAGGAGTCATGTTT-

3’'), 3uL de DNA a 1ngiL e quantidade de 4@ Milli-Q estéril suficiente para 1&..

Os ciclos de amplificacdo da PCR consistiram de desnaturacdo inicial a
94°C por 5 minutos, seguido de 40 ciclos contendo ass®@ de desnaturacdo £©4
por 45 segundos, um anelamento &CGi%or 45 segundos e uma extensdo dos
iniciadores a 7ZC por 1 minuto. Os produtos amplificados foram lades em gel de
agarose 2%. Posteriormenteplla PCR foram submetidos a digestdo empregando-se
a enzima de restricadlul (Promega), durante 16 horas. Os fragmentos gerfmtam
visualizados em gel de poliacrilamida a 6% coragla prata.

Como padrdo de comparacdo dos RFLP (restrictiorgnfeat lenght
polymorphism) foi utilizado DNA de cepas e clonesacteristicos das linhagens de
T. cruzil (Col.17G2-Haplétipo A),T. cruzill (JG-Haplétipo C). Como padrao para o
haplétipo B caracteristico d€. cruzilll e das cepas hibridas, foi utilizado o clone
hibrido CL Brener (FREITA®t al, 2006).
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4.4.2.1.3 Caracterizacdo pela PCR de Microssatélge

O DNA das cepas d&. cruzifoi submetido a ensaios de PCR ctoui de
microssatélites compostos por repeticbes de triQI3 TAT, AAT, ATT14) e
tetranucleotideos (AAAT(Tabela IlI).

Tabela Il - Sequéncias dos iniciadores de microssatéltdgzaaas na
caracterizagdo molecular de amostras Tagpanosoma cruziisoladas de
criancas e de suas maes habitantes dos municipiBerilo e José Goncalves
de Minas, Vale do Jequitinhonha, MG.

Iniciador Sequéncia

TcAATS8-direto 5'-FluoresceinaACCTCATCGGTGTGCATGTC-3'
TCAAT8-reverso 5-TATTGTCGCCGTGCAATTTC-3'

TcATT14-direto 5'-FluoresceinaTTATGGATGGGGTGGGTTTG-3'
TcATT14-reverso 5-AGCAATAATCGTATTACGGC-3'
TcTAC15-direto 5'-FluoresceinaGAATTTCCCCATTTCCAAGC-3'
TcTAC15-reverso 5'-CGATGAGCAACAATCGCTTC-3'

TcTAT20-direto 5'-FluoresceinaGATCCTTGAGCAGCCACCAA-3'
TCcTAT20-reverso 5-CAAATTCCCAACGCAGCAGC-3
TcAAAT6-direto 5'-FluoresceinaGCCGTGTCCTAAAGAGCAAG-3'
TCcAAAT6-reverso 5-GGTTTTAGGGCCTTTAGGTG-3'

Cada reacédo de PCR foi realizada em um volumedetakuL contendo 10mM
Tris-HCI/pH 9,0, 50mM KClI, 0,1 % Triton X-100 (Tarép B, Promega, Madison, WI,
EUA), 2,5mM MgCI2 (Promega, Madison, WI, EUA), 0,5Thq DNA Polimerase
(Promega, Madison, WI, EUA), 2aM de cada dNTP (Sigma, Sto. Louis, MO, EUA),
0,3uM de cada iniciador, o direto (marcado com fluoe@ésa na sua extremidade 5’) e 0
reverso (Invitrogen, S&o Paulo, SP, Brasil) & 3la solugcdo de DNA a 1ngl
recobertos com Oleo mineral para evitar evaporag@mplificacdes foram realizadas
em termociclador, MJ Research, modelo PT100 (MJe&eh, Inc., Ramsey, MA,
EUA), utilizando o programastepdowh (Hercker & Roux, 1996) modificado para a
amplificacdo de DNA doT. cruzi desnaturacdo inicial a 94 por 5 minutos,
anelamento a 58 por 30 segundos, extensdo 4@ 2or 1 minuto e desnaturacdo a
94°C por 30 segundos. A cada cinco ciclos a temperateranelamento foi diminuida
progressivamente para 55, 53, 51 &C18A esta Ultima temperatura o niumero de ciclos

foi aumentado para 15, seguidos por uma extensabdos iniciadores a 7€ por 10
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minutos. Os produtos amplificados foram visualisadpos a eletroforese em gel de

agarose a 2% corado com brometo de etideo.

4.4.2.1.3.1 Determinacédo do Tamanho dos Alelos dedvbssatélites

Para a determinacdo do tamanho dos alelos dossséatédites, uma aliquota de
1 a 3uL do produto da PCR foi desnaturada a®@or 3 minutos e depois, submetida a
uma eletroforese em gel de poliacrilamida 6% desaate (8M uréia) no sequenciador
automatico de DNA A.L.FAutomatic Laser FluorescenGE Healthcare, Milwaukee,
WI, USA). A corrida foi feita por 10 horas, a°452 Como padréo externo das corridas
eletroforéticas, foram utilizadas escadas alélamagendo uma mistura de fragmentos
fluorescentes de pesos moleculares variando denb®G@pb (GE Healthcare), na
concentracdo de 5fmol/fragmento. Para cada canalpliaada, incluindo aquelas
contendo os padrbes externos, foram acrescentadgendntos fluorescentes de
tamanhos conhecidos (75, 155, 210 e 320pb), os dom utilizados como padrbes
internos nas corridas.

Os resultados obtidos em forma de cromatogramasnfanalisados com o
auxilio do programa Allelelocator versdo 1.03 (GEathcare). Os fragmentos de
tamanhos conhecidos, presentes nos padrdoes exgéernterno da corrida, foram
corretamente alinhados e os tamanhos dos alelasogdioci de microssatélites foram

calculados para cada amostra.

4.5 Andlise de dados

Os dados foram analisados empregando o programsendd for Windows,
versdo 4.0. Uma vez que os parametros PPP, PPDPMP e area sob a curva de
parasitemia das amostras @le cruzi ndo apresentaram distribuicdo normal e que a
variancia, na maioria das vezes, ndo foi homogépam a analise estatistica foi
adotado o teste ndo-paramétrico Mann-Whitney (MBBgundo CONARES (1980).
Para a analise da &rea sob a curva de parasiteapiardostras que apresentaram
distribuicdo normal foi realizado o teste ANOVA.ahdlise do parametro mortalidade
foi realizada pelo teste Chi-quadrado.

As diferencas foram consideradas significativas ndoa o nivel P de

significancia foi menor ou igual a 0,05, adotandai@rvalo de confiangca de 95%.
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5.1 Aspectos Clinicos das Criancas e maes

Todas as criancas apresentaram exames fisicogpo®gicbs normais, além de
nao apresentarem sintomas relacionados com a dadmc&hagas. O tracado
eletrocardiografico revelou-se normal em cinco vidlios e alterado em apenas um
(806). Neste paciente foi observado um prolongameltt intervalo Pr (0,22s) e
bloqueio AV de primeiro grau, apresentando, poat@nforma cardiaca leve ou discreta
da doenca, diferentemente das demais criancas queseataram a forma
indeterminada da doen¢&abela V).

As quatro mées, até entdo avaliadas, apresentarma tardiaca da doenca de
Chagas com diferentes niveis de alteracéo.

Tabela IV - Dados clinicos e forma clinica dos escolaresdeeses em Berilo e José
Goncalves de Minas, Vale do Jequitinhonha, MG, iBras

Paciente Sintomas ECG Raio-X Exame fisico Forma clinica

(amostra deT. cruzi)

MJS (855) Ausentes Normal Normal Normal Indeterminada

NGR (817) Ausentes Normal Normal Normal Indeterminada

EAF (795) Ausentes Normal Normal Normal Indeterminada

EAP (829) Ausentes Normal Normal Normal Indeterminada

MPS (1661) Ausentes Normal Normal Normal Indeterminada

RBR (806) Ausentes Prolongamento iPr e Normal Normal Cardiaca leve
bloqueio AV

IPr- intervalo Pr
Bloqueio AV - bloqueio atrio-ventricular
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5.2 Caracterizacéao biolégica das amostras de cruziisoladas das criancas

5.2.1 Parametros avaliados na primeira passagem sguinea

5.2.1.1 Infectividade (INF)

A taxa de infectividade (INF) observada nos camuagds Swiss infectados
com as amostras de cruziisoladas das seis criancas (829, 795, 855, 867¢8(H61)
foi de 100%. Todos os animais apresentaram exarsardpie a fresco positivo, exceto
um camundongo inoculado com a amostra 829 no g@ualefcessaria a realizagdo da
hemocultura para a confirmagdo da infeccdo. Naanforencontradas diferencas

significativas entre as amostrasTdecruzina andlise deste parametro.

5.2.1.2 Parasitemia (PAR)

Foram observadas diferencas significativas em @%) das comparacfes das
areas sob a curva de parasitemia das diferentestrasaleT. cruzi As curvas de
parasitemia obtidas em camundongos Swiss inoculamosas seis amostras Becruzi
isoladas das criancas estao representadégue 2.

As amostras 806 e 1661 apresentaram maior nUmepa@sitos no sangue
periférico durante o periodo patente, ndo sendorgrazda diferenca significativa entre
elas. Também ndo foram detectadas diferencasisaivfis quando os seguintes pares
de amostras foram comparados: 795 x 855; 795 x 85 ;x 817, 829 x 855 e 829 x
817.
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Figura 2 - Curvas de parasitemia observadas em camund@was inoculados com
10.000 tripomastigotas sanguineos das amostrasyganosma cruz{829, 795, 855,
817, 806 e 1661) isoladas de criancas dos mungiptoBerilo e José Gongalves de
Minas, Vale do Jequitinhonha, MG, Brasil.

5.2.1.3 Periodo pré-patente (PPP)

O PPP médio foi o parametro que apresentou maimeral (12/15 = 80%) de
diferencas significativas £P0,05), sendo estas observadas em 80% das comgararo
PPP das amostras @ecruzivariou de 4,2 9,70 a 13,7 8,71 dias ap0s a infeccdo. A
amostra 1661 apresentou PPP médio de 420 dias; para a 806 este foi de 6,0 dias,
para a 829 foi de 13,78,71 dias, para a 795 foi de 985, para 855 foi 9,7 ,66 e
para a amostra 817 foi de 8,0 dias.

A Tabela V representa as médias dos valores obtidos na géaldo PPP de
todas as amostras avaliadas. A amostra 829 apvesmaior média (13,7 8,71 dias) e
a amostra 1.661 a menor média de PPP (4276 dias). Nao foram observadas
diferencas significativas (P> 0,05) quando os pdesamostras 795 x 817; 795 x 855 e
1661 x 829 foram analisados.
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Tabela V — Parametros bioldgicos avaliados em camundongiss Snoculados com
amostras ddrypanosoma cruzsoladas de criangas dos municipios de Beriloseé Jo
Goncalves de Minas, MG, Brasil.

Amostra PPP PP PMP x 103 DPMP
817 8+0 26,25 8,90 238,2 239,33 23,5 2,32
829 13,7 +8,71 3,3 13,06 5,5 +#,10 18 +11,46
795 9+1,85 34,59,95 68,6+48,58 21,5 46,90
855 9,7+1,66 21,510,62 98,1 89,74 18,2 2,25
806 6+0 20,2+5,06  840,9 $030,78 15,75 6,08
1661 4,2+0,70 27,28,37 471,7+273,67 17,72,25

PPP = periodo pré-patente, PP = periodo patent®, Plgico maximo de parasitemia e DPMP = dia do
pico méximo de parasitemia expressos pela médisvio padréo.

5.2.1.4 Periodo patente (PP)

Foram observadas diferencas significativas em 680%b) das comparacdes dos
periodos patentes das diferentes amostrds deizi O PP das amostras variou de 3,3 +
3,06 a 34,5 9,95. O PP foi de 34,5 9,95; 26,25 48,90; 21,5 +10,62; 27,2 +3,37,
20,2 +5,06 e 3,3 43,06 dias nos animais infectados com as amos@as817, 855,
1661, 806 e 829, respectivamente. A amostra 8&%aptou menor média de PP (3,3 +
3,06) e a amostra 795 a maior média de PP (34,95 dias), conforme verificado na
Tabela V. Nao foram observadas diferencas significativa®{#5) quando os pares das
amostras 806 x 817; 806x 855; 817 x 855; 1661 x I661 x 817 e 1661 x 855 foram

analisados.

5.2.1.5 Pico Maximo de Parasitemia (PMP) e Dia dad® Maximo (DPMP)

Nos camundongos infectados com a amostra 829%k®reado PMP de 5,5 +

4,10 x 16 tripomastigotas/0,1mL de sangue n8481,46 dia de infeccdo. Os animais
infectados com a amostra 795 apresentaram PMP dé 684858 x 16
tripomastigotas/0,1mL no 2%,% 6,90 dia de infeccdo. J4 os camundongos infectados
com a amostra 855, o PMP foi de 98,8%74 x 16 tripomastigotas/0,1mL de sangue
no 18,2 + 2,25 dia de infecgdo. Para a amostra 817 o PM&ef@38,2 239,33 x 16
tripomastigotas/0,1mL de sangue no 23;2,32 dia de infeccio; para a amostra 1661 o
PMP foi de 471,7 £73,67 x 16 tripomastigotas/0,1mL de sangue no 1% 2,25 dia
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de infeccdo, e para a amostra 806 o PMP foi de 9840,1030,78 x 1B
tripomastigotas/0,1mL de sangue no 185,08 dia de infeccdo. As médias do PMP e
DPMP estdo demonstradasTeabela V.

Na analise do parametro PMP foram encontradasedifas significativas (P
0,05) em 66,6% (10/15) das comparacdes. Nao foramconeradas diferencas
significativas (P> 0,05) quando as amostras 798% 895 x 855; 817 x 855; 1661 X
817 e 806 x 1661 foram comparadas.

Na analise do parametro DPMP foram observadagedifas significativas (P
0,05) em 46,6% (7/15) das comparacdes, sendo @stastadas quando 0s seguintes
pares de amostras foram analisados: 806 x 817x &2®; 817x 829; 817x 855; 829 x
855; 1661 x 817 e 795 x 829.

5.2.1.6 Mortalidade (MOR)

Para a maioria dos grupos de camundongos inoculados as diferentes
amostras ddl. cruzi ndo foi detectada mortalidade, exceto para a aen@6 que
apresentou uma taxa de mortalidade de 62,5%, sigtivMamente diferente das demais

amostras.

5.2.1.7 Caracterizacdo morfologicaos parasitos no sangue periférico

Para todas as amostrasideruziavaliadas foi demonstrada uma predominancia
de formas intermediarias e largas durante todo,eRéeto para a amostra 806 na qual
foi verificada predominancia de formas delgadasnimo da infec¢éo, posteriormente
substituidas por formas intermediarias e larga®@g@o do periodo de observacdo. Nas
Figuras 3 e 4estdo demonstradas a avaliagado do polimorfism@ad@sitos no sangue
periférico de camundongos infectados com as anso808 e 817, respectivamente,
representadas em percentual de formas finas, iatkanias e largas observadas durante
os dias em que a parasitemia encontrava-se maiadeledurante a fase aguda da

infeccao.
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Figura 3 - Polimorfismo das formas tripomastigotas sancgagnebservadas
durante o periodo patente da infeccdo aguda emmiomgo Swiss infectado
com a 10000 tripomastigotas sanguineos da amosts &le
Trypanosoma cruzi.
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Figura 4 - Polimorfismo das formas tripomastigotas sangsnebservadas
durante o periodo patente da infecgdo aguda emntiimgo Swiss infectado
com a 10.000 tripomastigotas sanguineos da antirdeTrypanosoma cruzi
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5.2.1.8 Caracterizacao biologica ap0s passagensesgivas em camundongos

5.2.1.8.1 Parasitemia (PAR)

As curvas de parasitemia de quatro das seis araadia cruziforam obtidas
apoOs cinco passagens sucessivas dos parasitosnemndmmngos SwisgFigura 5).
N&o foi observada diferenga significativa entragsurvas de parasitemia e as curvas
obtidas pelas mesmas amostras na primeira passsgeguinea apresentadas na

Figura 2. As passagens sucessivas das amostras 795 est&6Em andamento.
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Figura 5 - Curvas de parasitemia observadas em camund@wss inoculados com 10.000
tripomastigotas sanguineos da amostras 855, 829% &D6 delrypanosma cruzna primeira
passagem e apds cinco passagens sucessivas endoagas

5.2.1.8.2 Mortalidade

Nao foi observada mortalidade em camundongos edest com nenhuma das
amostras del. cruzi analisadas apds cinco passagens sanguineas saseassstes
animais, nem mesmo na amostra 806 que foi letad pates animais na primeira

passagem sanguinea.
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5.3 Caracterizac¢ao Bioquimica e Molecular

5.3.1 Analise do perfil eletroforético de isoenzinga(Zimodema)

A andlise dos perfis eletroforéticos das amostedk. druziisoladas das criancas
e de suas maes, obtidos com os sistemas enzim@ilp&6PD, IDH, GDH1 e GDH2,
permitiram demonstrar que todas apresentaram peédisticos, correspondentes ao
zimodema 2 (Z2), subgrupo 2b, referente ao grdpocruzi Il (MILES, 1975;
ANONYMOUS, 1999; BRISSEt al, 2000a). Nd&igura 6 (A e B)estdo representados
os perfis eletroforéticos das enzimas GPI e G6RiBpactivamente, obtidos das
amostras df. cruzidas seis criangas e de quatro de suas maetabdml VI estdo

representados os perfis eletroforéticos obtidosadasstras d&. cruzidas criancas e de
suas maes.

T oruzi 1
T, cruzilla
T cruzi 1Tb
T, oruzi 1l
T aruz 11d
T, cruzi lle
855

2337

817

1663
7oz |
T, ouzilla
T, oz I
T, cruzi 11d
T, cruzi e
855

2337

§17
1663

a
3
5

=

1661
806

Figura 6 — Perfis eletroforéticos das enzimas GPI (A) e B6fB) de amostras de

Trypanosoma cruzsoladas das criancas e de quatro de suas magentes nos municipios de
Berilo e José Goncalves de Minas, Vale do Jequitihh, MG, Brasil. Pareamento filho/mae:
855/2337; 817/1663; 795/103; 829/2339. Amostrasridacas: 1661 e 806.

Nota: Clone P209 cll1: Padréo de referéncia pareruzil. Padrbes de referéncia pdracruzill: Clone

CAN Il cl1: subgrupo lla; Clone MAS cll: subgrupip; Clone CM17: subgrupo lic; Clone Bug2148
cll: subgrupo Ild ; Clone TULAcI2: subgrupo lle.
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Tabela VI - Perfis eletroforéticos detectados na caractgdiza
enzimatica de amostras deypanosma cruzisoladas de criancas e de
suas maes residentes nos municipios de Berilo € Gosicalves de
Minas, MG, Brasil. Pareamento filho/mé&e: 855/233317/1663;
795/103; 829/2339. Amostras isoladas de crianggtt & 806.

Am_l?stras de sﬁ&;?ﬁéoes Sistemas enzimaticos
- cruzl de T. cruzi GPI IDH G6PD GDH1 GDH?2
P209 cl1 T. cruzi | 4/4 1/1 3/3 4/4 1/1
CANIII cl1 T. cruzi lla 3/3 2/2 4/4 3/3 3/3
MAS cl1 T. cruzi llb 2/2 2/3 1/1 3/3 3/3
CM17 T. cruzi llc 3/3 2/2 3/3 1/1 1/1
Bug2148 cl1 T. cruzi lld 1/3 2/2 2/2 2/2 1/1
Tula cl2 T. cruzi lle 2/3 2/2 2/2 1/1 212
855 2/2 2/3 1/1 3/3 3/3
2337 2/2 2/3 1/1 3/3 3/3
817 2/2 2/3 1/1 3/3 3/3
1663 2/2 2/3 1/1 3/3 3/3
795 2/2 2/3 1/1 3/3 3/3
103 2/2 2/3 1/1 3/3 3/3
829 2/2 2/3 1/1 3/3 3/3
2339 2/2 2/3 1/1 3/3 3/3
1661 2/2 2/3 1/1 3/3 3/3
806 2/2 2/3 1/1 3/3 3/3

Nota: Clone P209 cll: Padréo de referéncia fareruzil. Padrdes de referéncia para
T. cruzill: Clone CAN Il cl1: subgrupo lla; Clone MAS cllsubgrupo llb; Clone
CM17: subgrupo lic; Clone Bug2148 cll: subgrupo jll@lone TULAcI2: subgrupo
le.

5.3.2 Amplificacdo da regido 3’ do gene rDNA 246

A analise dos produtos amplificados da regiado3gene rDNA 24 8 das
amostras de DNA de@. cruziisoladas dos filhos e de suas maes detectou apemas
fragmento de 125pb (rDNA tipo 1), caracteristicolderuzill, conforme verificado na
Figura 7. Esses resultados foram concordantes com os perfétigos observados pela
analise do perfil eletroforético de isoenzimas.
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Figura 7 — Perfis da regido divergente D7 para o gene r[2¥4A3x obtidos de amostras de
Trypanosoma cruzisoladas das criangas e de quatro de suas maesMBidador de peso

molecular de 1Kb (Invitrogen, USA). Pareamentodithde: 855/2337; 817/1663; 795/103;
829/2339. Amostras isoladas de criangas: 806 e.1661

Nota: Amostras de referéncia- DNA do clone CL Breneraecdpa JG (amplicon de 125pb,
rDNA 1, caracteristico d&. cruzill), clone Col1.7G2 (amplicon de ~110 pb, rDNAc2racteristico de
T. cruzil) e clone SO3 cl5 (dois amplicons de ~125 e 116PNA I/1I).

5.3.3 PCR do gene Mitocondrial Citocromo Oxidaseubunidade Il (CO II)

A Figura 8 mostra os produtos de amplificacdo do gene mithtain da
Citocromo Oxidase, subunidade Il (CO IlI), ap6s gedido enzimaticaA(ul) do DNA
do T. cruziobtido das amostras de parasitos isolados das;agas de quatro de suas
maes

Os perfis de RFLP (Restriction Fragment Lenght mPaolffism) obtidos dos
fragmentos amplificados do gene da COIl permitixemficar apenas um tipo de perfil.
Todas as amostras apresentaram as bandas de 82ple, 2élacionadas ao grupo
mitocondrial C, equivalentes linhagem dd'. cruzi I, subgrupo 2b (ANONYMOUS,
1999; BRISSEet al, 2000). Esses resultados foram concordantes ce®npedfis
genéticos observados pela analise do perfil eta&t€o de isoenzimas e amplificacdo
da regido 3’ do gene rDNA 24S
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Figura 8 — PadrGes de RFLP (Restriction Fragment LenghtriRaiphism) gerados a partir de
produtos amplificados por PCR do gene mitocondZigdcromo Oxidase |l das amostras de
Trypanosoma cruzisoladas das criancas e de quatro de suas masgmedtao enzimatica
empregando Alul. PM: Marcador de peso molecula28epares de base (pb). Pareamento
filho/ mée: 855/2337; 817/1663; 795/103; 829/2388nostras isoladas de criancas: 806 e
1661.

Nota: (A) amostras que apresentam fragmentos de r&stde 264 e 81 pares de base (pb) sédo
classificadas comd. cruzil (haplétipo mitoncondrial A); (B) amostras queregentam fragmentos de
restricdo de 294 e 81 pares de base (pb) sdofidadas comoT. cruzilll ou hibridas (haplétipo
mitoncondrial B); (C) amostras que apresentam feagos de restricdo de 212 e 81 pares de basedpb) s
classificadas com®. cruzill (haplétipo mitoncondrial C).

5.3.4 PCR de Microssatélites

A analise dos eletrofluorogramas de cinco locosnitzrossatélites de todas as
amostras derl. cruzi revelou um ou dois picos por loco para todas asstas
analisadas, indicando homozigose ou heterozigespectivamente. Além disso, foi
verificado que os locos TAC15 e ATT14 foram os camior predominancia de
homozigotos, enquanto o loco TAT foi o mais hetgyatp.

Entre as amostras analisadas foram constatades adeios de tamanhos
diferentes para os locos TAC15 e ATT14 e seis pdeeslelos com tamanho distintos
para o loco TAT. N&abela VII estdo apresentados os alelos encontrados pairecos ¢
locos analisados (TAC15, TAT, AAT, ATT14 e AAAT).

Comparando os resultados obtidos da amplificacamidessatélites dos filhos
e de suas maes (855/2337; 829/2339, 795/103, &3J)16bserva-se que os perfis de
ambos sao idénticos para cada um dos cinco lo@saatos. Por outro lado, quando
comparados os diferentes pares das amostras dérfiie, foi observada diferencas no

perfil genético das amostras detectadas por toslteecos analisados.
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O pareamento das amostras de parasitos de duagasriado foi realizado pelo
fato de ndo ter sido possivel isolar parasitosuds saes.
As Figuras 9 (A e B)representam os eletrotrofluorogramas das amasibtatos

para os locos TAC15 e AAT, respectivamente.

A B
g55 1 99/99 855 M 241/253
829 jﬁgg’99 1663 2621274
337 i? 99/99 2337 '—&L 241/253
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Figura 9 — Tamanho dos alelos em pares de bases de dossdecmicrossatélites observados
nas amostras derypanosoma cruzsoladas das criancas e de quatro de suas maegmnes

em Berilo e José Gongalves de Minas, Vale do Jahoitha, MG, Brasil. Amostras 855/2337;
829/2339, 795/103 e 817/1663 representam parearfibrtonde. A - representa tamanho dos
alelos em pares de bases do loco TAC15; B - repi@$a@manho dos alelos em pares de bases
do loco AAT.
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Tabela VII - Tamanho dos alelos em pares de bases de cirms Ide

microssatélites observados em amostragrgpanosma cruzsoladas das criancas
e de quatro de suas maes residentes em BerilcéeGiog;alves de Minas, Vale do
Jequitinhonha, MG, Brasil. Amostras 855/2337; 839% 795/103 e 817/1663
representam pareamento de amostras isoladas defffanémée. Amostras 1661 e
806 representam amostrasTdecruziisoladas de criangas.

Par de Amostras
amostras e de T. cruzi
amostra

855 (Filho)

1
2337 (Mae)
2 817 (Filho)
1663 (Mae)
3 795 (Filha)
103 (Mae)
4 829 (Filho)
2339 (Mae)
1661 (Filha)
6 806 (Filho)

Locos de Microssatélites

TcTAC15 TcTAT20 TcAATS TcATT14 TcAAAT6
99/99 211/214 241/253 256/265 259/275
99/99 211/214 241/253 256/265 259/275
99/102  214/214 262/274 265/265 271/275
99/102  214/214 262/274 265/265 271/275
99/99 205/205 253/259 265/265 259/271
99/99 205/205 253/259 265/265 259/271
99/99 205/214 262/262 265/265 271/275
99/99 205/214 262/262 265/265 271/275
99/99 190/214 265/280 265/265 275/275
99/99 214/217 262/274 265/265 271/275
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Variacdes nas formas clinicas e na resposta aontesito especifico da doenca
de Chagas tém sido observadas, principalmente quaadentes de diferentes regides
endémicas sao avaliados (LUQUETeRlal, 1986; ANDRADEet al, 1992; COURA &
CASTRO, 2002; WHO, 2007). Estas observacbes témmusido diversos
pesquisadores da area a isolar e estudar diferemtestras dé&. cruzioriginarias dos
mais variados hospedeiros e vetores sejam elesnperites ao ambiente doméstico,
peridomeéstico ou silvestre. Estes estudos séo foadizis no sentido de compreender a
influéncia da genética do parasito na sua biolapaemiologia, morbidade e evolucao
clinica da doenca de Chagas.

Apoés ter sido estabelecido queTocruziapresenta estrutura e evolucéo clonal
(TIBAYRENC et al, 1986; TIBAYRENC & AYALA, 1988), o que pressup&@ea
estabilidade genética no tempo e no espaco, mesMD & ocorréncia de raros
fendbmenos de troca genética, uma correlacao ear&tiga e as diferentes propriedades
biolégicas do parasito (REVOLL@t al, 1998; BUSCAGLIA & DI NOIA, 2003;
MACEDO et al, 2004) é esperada. Esta associacdo tem sidaroadf por diversos
trabalhos em infeccbes experimentais em camundaihgds$A et al, 2000; TOLEDO
et, al 2002;) vetores (LANAet al, 1998) e in vitro” (LAURENT et al, 1997;
REVOLLO et al,, 1998).

Embora estudos genéticos sejam importantes parademonstrar a
heterogeneidade intraespecifica @o cruzi (MILES et al, 1981), o estudo do
comportamento bioldgico e da relacdo parasito-laepe tém sido essenciais para
evidenciar a importancia das diferentes cepas daspa na determinagdo das
manifestacfes clinico-patoldégicas da doenca de &hd§NDRADE, 1974). Tais
investigacdes demonstraram que populacded .deruzi de diferentes procedéncias
podem ser agrupadas em trés Tipos ou Biodemds|(l),lapresentando caracteristicas
distintas em relagdo aos parametros morfobiologi@s histopatolégicos em
camundongos Swiss (ANDRADE, 1974; ANDRADE & MAGALHES, 1997). Esta
diversidade biologica dd. cruzilevou BRENER (1973, 1977) a criacdo do termo
“cepas polares” deT. cruzi exemplificadas pelas cepas Y e CL que apresentam
caracteristicas muito distintas em relacdo aquelesmos parametros estudados por
ANDRADE (1974) e ANDRADE & MAGLHAES (1997) em camdangos, incluindo
ainda seu crescimento e diferenciacdo no triatooniretor € em meios de cultura

celular e acelular.
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Um dos objetivos deste estudo foi caracterizar otdoofogicamente seis
amostras del. cruzi isoladas de escolares, com idade entre 7 e 15 deoslois
municipios vizinhos do Vale do Jequitinhonha, M@,imuito de compreender melhor
a evolucéo clinica, morbidade e epidemiologia denda de Chagas em uma das mais
importantes areas endémicas do pais.

Desta forma, tal caracterizacédo consistiu na agédiada evolucdo da infecgéo
em camundongos Swiss, incluindo diversos parametetscionados a curva de
parasitemia, tais como periodo pré-patente (PRPpgD patente (PP), pico maximo de
parasitemia (PMP), dia do pico maximo de parasagdPMP), morfologia do parasito
no sangue periférico e a taxa de mortalidade ohdarmestes animais.

Avaliando tais parametros, este estudo demonstmuelbancas entre o0s
parametros analisados em todas as cepas cteiziisoladas das criancas. Para todos 0s
experimentos foram observados 100% de infectividade camundongos Swiss,
utilizando o exame a fresco ao longo da fase adadafeccao. Entretanto para um dos
camundongos inoculados com a cepa 829 foi necassawalizacdo da hemocultura
(FILARDI e BRENER, 1987), técnica parasitoldgicaisnaensivel na deteccdo da
infeccao.

Todas as curvas de parasitemia obtidas em camuosi@wiss inoculados com
as seis cepas de cruzi apresentaram evolucdo lenta, com dias de picomuaxie
parasitemia (DPMP) tardio, observados entre 16 di&6 apds a infeccdo dependendo
da cepa avaliada. As cepas 806 e 1661, as maientams, foram significativamente
distintas das demais em relacdo ao periodo prépat dia do pico maximo de
parasitemia, ambos mais precoces, além de possof@maiores picos de parasitemia
quando comparadas com as demais. Por outro lackpaa829 apresentou maior PPP
(13,7 +8,71 dias) e DPMP tardio (18 11,46 dias), além de ter demonstrado periodo
patente (PP) e pico maximo de parasitemia (PMP)omsnem relacdo as demais.
Assim, a demora na confirmacéo da infec¢do dos edangos infectados por esta cepa
e 0 menor e tardio pico de parasitemia observadkieseanimais Sdo aspectos
indicativos de sua menor viruléncia em relacéoedisails cepas estudadas.

O estudo da morfologia dos tripomastigotas sangsine sangue periférico foi
possivel de ser realizado em cinco das seis ceppadaelas, tendo sido verificado um
predominio de formas largas do parasito na fasdaag® porcentual destas formas foi
crescente ao longo da infeccdo, aspecto este dsppasa cepas de baixa viruléncia
como demonstrado por ANDRADE (1974). Este dado ofimra outros trabalhos
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(CARNEIRO et al, 1991; DEVERAet al, 2002) nos quais foi observada correlacao
entre a parasitemia e morfologia dos parasitos.

A cepa 806, que apresentou maior parasitemia, eqms também maior
percentual de formas finas no inicio da infeccaorellacdo as demais cepas avaliadas.
Além disso, a ascensdo da curva de parasitemia gsea cepa coincidiu com a
predominancia destas formas que péesentes em cepas com intensa multiplicagéo
parasitaria (P1Z2Z1,1953; ANDRADEet al, 1970; ANDRADE, 1974). Entretanto, as
formas finas foram finalmente sendo substituidasf@onas intermediarias e largas no
decorrer da infeccdo, o que foi verificado tambéarapas demais cepas. Estes
resultados corroboram outros estudos de caraat@dzenorfoldégica der. cruzi que
envolvem este tipo biolégico de parasito (SILVA529BRENER, 1965; ANDRADE
et al, 1970; BRENER, 1977; DEVERAet al, 2002) pertencentes ao Tipo Il
(ANDRADE, 1974) ou Biodema Il (ANDRADE & MAGALHAES,997).

A relacdo parasito-hospedeiro na doenca de Chagas @&sunto amplamente
investigado e revela grande complexidade quandensa correlacionar o polimorfismo
do T. cruzicom o seu comportamento biolégico, tanto no horoemo em animais de
experimentacdo (ANDRADEet al, 1970). ANDRADEzet al, (1970) demonstraram
ainda a existéncia de correlacédo entre a morfoldgsaparasitos no sangue periférico e
as lesdes histopatoldgicas observadas no animalcepas que apresentaram intensa e
precoce multiplicacdo parasitaria foram as maioggticas, apresentaram formas
delgadas predominantes no inicio da infeccdo esotenacrofagotropismo, enquanto
aquelas que se multiplicaram lentamente, deterrdngoicos tardios de parasitemia,
foram predominantemente miotropicas e apresentfvamas largas em maior nimero
no curso da infeccdo, fato também demonstrado RENER, (1969). Também no
modelo cdo, CALDAS (2008) demonstraram que, na naattas vezes, a intensidade
do processo inflamatério no miocardio foi mais s quando os animais foram
inoculados com cepas que apresentavam predomirdaméimmas largas.

O dia do pico maximo de parasitemia (DPMP) foi itaqphra todas as amostras
avaliadas, achado comum em cepas de baixa viral@AIDRADE, 1974; MILESet
al., 1977). Esta observacao pode estar associada gredominancia de formas largas
durante a fase aguda da infeccdo dos camundongpse €oi verificado também por
outros autores em amostras isoladas de pacientemnios (ANDRADE, 1974,
SCHLEMPER Jr., 1982; CARNEIR@t al, 1991) procedentes do Recdncavo Baiano e

Minas Gerais. A presenca de formas largas esté&iadsoa lenta multiplicacdo dos
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parasitos e DPMP tardios observados para todaspas @qui avaliadas, ja que estas
sdo menos infectantes, demoram mais tempo pardiiragacélulas e consequentemente
realizar divisdo celular, contrariamente as cepas predominancia de formas finas do
T. cruzi que sdo mais aptas para penetrar nas célulascirirda sua divisao,
permanecendo desta forma por menos tempo na @é&wlapdés a inoculacdo
(BRENER, 1965; BRENER, 1969).

A partir das analises dos resultados morfobioligjidas cepas aqui estudadas
pode-se considerar que todas elas, inclusive a 608561, apresentaram baixa
viruléncia, pois as curvas de parasitemia apresentae muito baixas ou relativamente
baixas, e a mortalidade dos camundongos foi nul@acoureu em apenas uma delas
(cepa 806) sendo observada em 62,5% dos animdret&frio, em animais infectados
com esta mesma cepa nado foi verificado nenhum dasmorte durante as cinco
passagens sucessivas como a obtida na primeirageassanguinea, confirmando seu
carater de baixa viruléncia compativel com cepadigo || (ANDRADE, 1974) ou
Biodema Il (ANDRADE & MAGALHAES, 1997).

Estes resultados corroboram os estudos préviodemenstraram que a maioria
das cepas isoladas de humanos é de baixa e méd@&nuia, geralmente com niveis
parasitémicos baixos ou sub-microscopicos (ANDRADB74; SCHLEMPER Jr.,
1982; CARNEIROet al 1991; OLIVEIRA et al, 1997; SOLARIet al, 2001;
DEVERA et al, 2002).

O conhecimento da distribuicdo dos tipos ou bictemias cepas db. cruzi
circulantes em uma determinada area endémica onfendamental na tentativa de
verificar sua influéncia nas manifestacfes clinidasdoenca de Chagas. Entretanto,
varios trabalhos demonstraram a dificuldade dasteaéncia de dados experimentais
para o observado na doenca humana (ANDRAD&., 1974; CARNEIRCet al, 1991;
ANDRADE & MAGALHAES, 1997).

No trabalho de DEVERAt al, (2002), em que foi estudado o comportamento
biologico de nove cepas isoladas de pacientesergsisl em trés areas endémicas de
Minas Gerais, Pains, Iguatama e uma delas envatvendunicipio de Berilo, de onde
estamos analisando amostrasTdaruzi ndo houve correlacéo entre as caracteristicas
biolégicas e histopalégicas observadas na fase aagudrbnica da infeccdo em
camundongos com a forma clinica da doenca obsemadapacientes. Os autores
detectaram o predominio de cepas pertencentesoderBa Il e Biodema Il em Berilo,

e verificaram que cepas dos pacientes com a foamtaca foram as que determinaram
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parasitemias médias ou elevadas nos camundongqse e€epas que apresentaram
niveis de parasitemia baixos no modelo murino, gdecam de pacientes na forma
indeterminada da doencga de Chagas cronica.

Entretanto, tem que ser considerado que o tempdfedo estudado e o tempo
da sobrevida do modelo murino sao fatores limitupara se fazer extrapolacado dos
resultados obtidos para a infeccdo humana. Comasiderestas observacdes, os dados
histopatolégicos experimentais da fase crénicanterc¢do dos animais aqui estudados
serdo posteriormente comparados com dados clidm®pacientes dos quais as cepas
foram isoladas em avaliacOes posteriores.

As cepas dd. cruziavaliadaseste estudo foram recentemente isoladas e nao
sofreram manipulagdo prolongada por longo tempo @rtura antes de sua
caracterizacdo, garantindo desta forma a estatddidie suas caracteristicas naturais.
Consideramos este cuidado importante, pois vaatmlihos demonstraram que o longo
tempo de manutencdo dia cruzi em animais e cultura leva a alteragcbes em suas
caracteristicas biologicas, tais como a infectd@gue tende a diminuir em fungéo das
condicbes de manutencdo e cultivo em laboratoriBLQSO et al, 2005). Outros
autores demonstraram um declinio da viruléncia (BRE et al, 1974; ARAUJO,
2000) e outros intensificagdo desta caracteriftiokbgica (SCHLEMPER Jr., 1982;
CARNEIROet al, 1991; CAMANDAROBAet al., 2001).

Também VELOSGCet al. (2005) relataram um declinio na viruléncia daacBp-

78 do T. cruzi apés longo tempo de infeccdo prolongada no modém Estes
resultados corroboraram os obtidos por LANA & CHIAR986) que descreveram
resultados semelhantes em camundongos ao compagpaderenice original, isolada
em 1962 da paciente Berenice, primeiro caso clidecanfeccdo humana descrito por
Carlos Chagas (CHAGAS, 1909) com outra amostra alasito isolada da mesma
paciente 16 anos depois (cepa Berenice-78).

Desse modo, apesar da cepa 829 ter apresentadEneieurelativamente mais
baixa que as demais estudadas, consideramos quaixo bivel de parasitemia
observado é uma caracteristica intrinseca destae@io uma influéncia do manuseio
em cultura. Além disso, a caracterizacdo morfolgiokd das seis cepas de cruzi
isoladas das criancas foi realizada na primeiragggsn sanguinea, com a finalidade de
evitar a selecdo de parasitos no modelo experiinadtdado ao longo de passagens
sanguineas sucessivas. Adicionalmente, as passageessivas dol. cruzi em

camundongos foram realizadas posteriormente, muitantle verificar a influéncia da
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manutencdo dos parasitos em seu comportamento mestelo. Sendo assim, nao
foram observadas diferencas significativas quarsdouavas de parasitemia obtidas na
primeira passagem sanguinea foram comparadas caintidas apds cinco passagens
sucessivas, confirmando o carater de baixa viridédas cepas dd&. cruzi aqui
estudadas em camundongos.

Este estudo consistiu também na caracterizacaauibicp e molecular das
cepas deT. cruziisoladas das criancas e das maes no intuito deladonar tais
aspectos com as caracteristicas morfobioldgicas pdoasitos avaliadas. Para tais
caracterizacOes foram realizadas as técnicas Mli&derzimas), rDNA 24& COIl
mitocondrial e microssatélites. Neste contextolises dos resultados obtidos por estas
técnicas demonstraram que todas as cepas dasasrianglas mées apresentaram
zimodema 2 (Z2), grup®. cruzill subgrupo 2b.

Apesar de termos analisados um pequeno grupo das,cewssos dados
cofirmam resultados anteriores do nosso propripagr{fOLEDO et al, 2002) que
demosntrou que clones do subgrupo 2b (genétipoe3Z7IBAYRENC & AYALA,
1988) foram as menos virulentas em camundongosmbmmando a correlacdo entre a
genética do parasito e suas propriedades biolagicas

Embora possam existir outros zimodemas Tdecruzi circulantes nas areas
estudadas, podemos considerar que este é predaeyipais foi detectado também em
outros trabalhos realizados por nossa equipe naordGOUTO, 2008; MARTINSet
al., 2009, em preparacédo). O trabalho de COUTO (2888)lou ainda a presenca do
subgrupo 2e, de -caracteristica hibrida. Entretamtstudos de outros autores
demonstraram predominancia de apenas um Tipo odeBia deT. cruzi em uma
mesma area geografica (ANDRADE, 1974; ANDRARBEal., 1983; ANDRADE &
MAGALHAES, 1997).

Quando se trata de amostras de parasitos isoladobuthanos tem sido
verificado que em geral, estes pertencem a uma linitagem do parasitd (cruzil e
T. cruzill) sem evidéncias de infeccdes mistas ou polai®(BARNABEet al, 2001;
BOSSENOet al, 2002; MONTILLA et al, 2002; ANEZet al, 2004; VIRREIRAet
al., 2006; VIRREIRAet al, 2007; CORRALESt al, 2009). Por outro lado a presenca
de infec¢cbes mistas em pacientes por parasitosneerttes as linhagens @ecruzil e
T. cruzi Il foram demonstradas por outros autores em regifie alta circulagdo do
parasito entre os diferentes ecotopos (SOLARAL, 2001; BRENIEREet al, 2002;
TORRESet al,, 2003).
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Nossos resultados estdo de acordo com achadogréugerindo que nos
paises do Cone Sul da América Latina, a infeccé&eaina é causada principalmente por
amostras deT. cruzi pertencentes a DTU I(TIBAYERENC, 1998), achado este
confirmado por diferentes autores em diversos paissta regido (ZINGALES$t al,
1998; BARNABE et al, 2000; BARNABE et al, 2001; DI NOIA et al, 2002;
BUSCAGLIA & DI NOIA, 2003; CORRALESet al, 2009). A associacdo da
sublinhagem 2b com infeccdo humana ja foi tambémodstrada por diferentes
pesquisadores e nossos dados corroboram a obsergaedessa linhagem € a mais
frequentemente associada a infeccdo humana nol BEBIGALES et al, 1998;
FERNANDESet al, 1998; BARNABEet al, 2005; FREITASet al, 2005; ZALLOW
et al, 2005; LAGES-SILVAet al,, 2006).

Ha claras evidéncias que suportam o papel selelivhospedeiro vertebrado
sobre as populacdes die cruzi. Alteracdo nos perfis isoenzimaticos e nos de R#@.P
DNA do cinetoplasto de parasitos isolados de armsirtéan sido descritas (DEAN&
al., 1984; LAURIA-PIRESet al, 1996). CARNEIRCet al, 1990 demonstraram que a
manutencado de cepas isoladas de pacientes chagésirticos em camundongos por
18 meses alterou os padrbes de isoenzimas e de ki2N#)gumas delas. Alteracéo do
perfil enzimatico foi também observado por ROMANKI®82) que demonstrou que a
manutencgéo de cepas Y e CL em crescimento exp@h@mgicultura induziu alteragéo
no padrao isoenzimatico em direcdo ao zimodema &.céntrario de LANA &
CHIARI (1986) que demonstraram estabilidade no gadfe isoenzimas para a cepa
Berenice-78 durante 30 passagens sanguineas sasessn camundongos Swiss
isogénicos. Além disto, a identificacdo de linhageeT. cruziem cultura pode néo
estimar a diversidade do parasito presente origieaie no hospedeiro, ja que selecéo
de sub-populacdes de parasitos pode ocorrer nesie (BRENIEREet al, 2002;
DEVERA et al, 2003; TORRESt al, 2003). Outros trabalhos mostraram ainda que o
estudo de populagbes clonadas no laboratorio patmrepresentar a realidade de
muitas cepas isoladas de diferentes areas geagaftARQUES DE ARAUJO &
CHIARI, 1988). Estas podem ser algumas das razéedifituldade do encontro de
correlacéo entre a genética do parasito e suasiguades biologicas, epidemioldgicas
e clinicas fundamentais.

Diversos autores tém demonstrando correlagéo ergeglrao de isoenzimas das
cepas darl. cruzie o comportamento biolégico (DVORAK, 1980; ANDRALHE al.,
1983; SANCHEZet al, 1990; CARNEIROet al., 1991; ANDRADE et al, 1992;
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ANDRADE & MAGALHAES, 1997). Entretanto, tal assacéo € dificultada por todas
estas razbes ja que a heterogeneidade biolégica podrrer dentro do mesmo
zimodema, a0 mesmo tempo em que caracteristicddgisias comuns podem ser
encontradas em populacdes com diferentes zimoderaaguizodemas (SCHLEMPER
Jret al, 1982; CARNEIRO, 1991; ANDRADE & MAGALHAES, 199MURTA et
al., 1998; SOLARI et al, 2001; SANCHEZ-GUILLEN et al, 2006). Outra
possibilidade que explicaria a dificuldade do emwprdesta correlacdo pode ser
decorrente da grande variacdo do valor das vasidieiogicas de amostras @lecruzi

de um mesmo zimodema clonadas ou ndo (MARQUES DEWAR & CHIARI 1988;
CARNEIROet al.,1991; TOLEDOet al 2002). Tais discrepancias chamam a atencéo
para a necessidade de marcadores moleculares nsaismdcantes que possam
demonstrar uma associacdo maior entre a geneétipardsito e suas caracteristicas, 0
que corrobora a hipotese subjacente ao modelo Ickbmaestrutura e reproducao
existente enT. cruzie suas implicacdes (TIBAYRENC & AYALA, 1988).

No presente estudo foi verificada uma grande homsidade, tanto do ponto de
vista genético como bioldgico nas cepas analisagtaa vez que todas as cepas
apresentaram perfil semelhante ao Tipo Il de ANDEA(1974) ou Biodema II
(ANDRADE & MAGALHAES (1997) e classificadas como T. cruzi Il
(ANONYMOUS, 1999; MOMEN, 1999) , subgrupo 2b (BRE®t al, 2000). Esta
associacdo entre as caracteristicas biologicasperfd de isoenzimas foi também
demonstrada por outros trabalhos que utilizaranulpgpes do parasito procedentes de
outras regibes endémicas (ANDRAD& al, 1992; ANDRADE et al., 1983;
SANCHEZ et al, 1990). ANDRADE & MAGALHAES (1997) confirmaram a
correspondéncia entre biodemas e zimodemas (Tgoonl Z2b; Tipo Il com Z2; Tipo
[l com Z1), além de demonstrar também correlagéiceeos biodemas com diferentes
tipos de lesBes histopatologicas na fase agudarecer da infec¢cdo observada em
camundongos Swiss. Entretanto, tal correlacdo oéimliservada por SANCHEZ-
GUILLEN (2006) ao estudar trés cepas Tecruzido México, isoladas de paciente,
vetor e reservatorio, considerando o conjunto dwametros biologicas (parasitemia,
morfologia, tropismo tecidual, patogenicidade e talmtade) aspectos semelhantes aos
Biodemas Il e 1l de ANDRADE & MAGALHAES (1997) neimodema Z1, grupd.
cruzi . Por esta razdo analisaremos posteriormentdtemg@es histopatologicas da

fase aguda e cronica dos animais inoculados comanasstras de parasitos aqui
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estudadas para discutirmos com os demais dadosragpéais e a evolucao clinica da
doenca dos pacientes dos quais 0s parasitos fecdados.

No intuito de compreender melhor a diversidade tgmélos parasitos isolados
dos pacientes, foi realizada também a técnica deossatélites, pois estes alvos muito
polimorficos, séo capazes de discriminar as sudpopes, além de permitir verificar se
uma cepa dé. cruzié monoclonal ou policlonal (OLIVEIRAt al, 1998; OLIVEIRA
et al, 1999; MACEDOet al, 2001; MACEDOet al, 2004). Desta forma, o emprego
desta técnica tem sido de grande importancia rectesizacdo das cepas @iecruzi
isoladas dos pacientes de areas endémicas que pEtemfectados por inUmeros
contatos com diferentes triatomineos, que por ®rmpodem ter se alimentado em
diferentes individuos ou animais reservatoriosatafgos albergando assim, populacdes
multiclonais do parasito (TYBAYRENC & AYALA, 1988;TIBAYRENC &
BRENIERE, 1988; MACEDO & PENA, 1998; CAMANDAROBALt al, 2001). Outra
vantagem desta metodologia € a necessidade de wme/oninimo de cultura do
parasito isolado em meio LIT, o que minimiza o ns#iol e a possibilidade deste em
induzir mudancas das caracteristicas genéticasudsip (CASTELLANIet al, 1967;
CHIARI et al, 1974; ROMANHAet al, 1982). Além disso, a técnica de microssatélites
tem sido importante na deteccdo de subpopulacdeB. @euzi presentes em baixa
concentracdo em uma amostra biolégica, que na@nsedetectadas por outros
marcadores moleculares de menor sensibilidade.

As analises de microssatélites e RAPD tém demaltsijae cepas isoladas de
vetores ou mamiferos silvestres podem ser genetit@mmais complexa que as obtidas
de pacientes na fase aguda da doenca. Estas, tpptamlo, s&o mais complexas que as
obtidas de pacientes cronicos (OLIVEIRA al, 1998, OLIVEIRAet al, 1999). Este
fato sugere, entdo, que hospedeiros humanos swetivariedades especificas de
clones deT. cruzide uma populacdo mista (MACEDO & PENA, 1998; OLIRE et
al., 1998; OLIVEIRA et al, 1999; MACEDOet al, 2001, MACEDOet al, 2002)
devido possivelmente a resposta imune ao longo ma infeccdo prolongada,
resultando assim, em uma reducdo na complexidaugige das linhagens de cruzi
isolados de pacientes crénicos (OLIVEIRA al, 1998). Entretanto, ao estudar um
ndmero maior de parasitos isolados de humanos ocemcd cronica, OLIVEIRAt al,
(1999) observaram casos com mais de dois picos,oramhinda em menores

proporcoes.
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O presente trabalho demonstrou, utilizando os alucteares de microssatélites,
que todas as cepas isoladas das criangas e dagpnéssntaram um (homozigose) ou
dois picos (heterozigose) para cada um dos cinomslanalisados, verificando assim,
que sdo provavelmente monoclonais. Além disso,mstadologia foi fundamental na
deteccao do polimorfismo para os cinco locos deasgatélites utilizados, verificando
desta forma, perfis distintos entre as cepas desipas pertencentes ao grupacruzill,
subgrupo 2b.

As analises de microssatélies permitiram ainda deimer que as cepas de
T. cruziapresentaram perfis idénticos para cada um des ¢icos analisados quando
as cepas isoladas de maes e filhos foram comparfastes resultados, associados aos
resultados obtidos pela caracterizacdo pelos pdefisoenzimas, rDNA 24Se COll
mitocondrial, idénticos para todas as cepas aquidadas, nos permite sugerir a
possibilidade de transmissdo congénita. Nossosltades corroboram os de
VIRREIRA et al (2007) e BURGOSet al (2007) que demonstraram que as
sublinhagens d&. cruziisoladas de casos de infec¢gdo congénita com prjmdanistas
ou policlonais foram idénticas entre mées e filblgsesar do indicativo de ter havido
transmissdo congénita, ndo podemos descartar ipdade da transmissao vetorial,
ja que as seis criancas nasceram antes da im@antkg vigilancia epidemioldgica
(1997), periodo no qual a transmissao vetoriavastaais presente na regido em estudo.
Além disso, a literatura nao registra a ocorrédei@asos de transmissao congénita nos
municipios aqui estudados.

A correlacdo entre genética e a clinica dos ptesetem sido também
investigada, mas os resultados obtidos tém sidoraxarsos (MILESet al, 1981;
MACEDO & PENA, 1998; ZINGALESet al, 1999; VAGOet al., 2000; LAGES-
SILVA et al.,2006). No entanto, MONTAMAet al (1996) sugeriram a importancia
da caracterizacdo isoenzimatica na determinacgwaimoéstico da doenca. Os autores
detectaram uma prevaléncia do Z1 e Z12 em paciendescos de areas endémicas na
Argentina, e demonstraram que pacientes infectadosparasitos pertencentes ao Z1
apresentaram maior propor¢cao de assintomaticodpsggsta forma mais benigno em
relacdo aos parasitos pertencentes ao Z12. ErtetahNES et al (2004)
demonstraram, em um trabalho realizado na Venezuwhfarentes manifestacdes
clinicas na doenca de Chagas aguda em paciengetaithds com parasitos pertencentes
ao grupoT. cruzil ou T. cruzill, ndo conseguindo assim, demonstrar associagao d

genética do parasito com as formas clinicas dagdoen
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Neste estudo, foi demonstrado que todas as criaagessentam a forma
indeterminada da doenca, exceto o paciente 80@gresenta a forma cardiaca leve da
doenca. No entanto, estes pacientes ainda séo jouens (7 a 15 anos) e as lesdes e
manifestacdes clinicas da doenca de Chagas podeirexom o tempo, pois varios
trabalhos tém demonstrado severidade dos sintomaoenca humana causada por
parasitos pertencentes ao grupocruzi Il (ZINGALES et al, 1998; DI NOIAet al,
2002; BUSCAGLIA & DI NOIA, 2003; MILESet al, 2003; ANESet al, 2004).
Outros estudos clinicos realizados por nossa equigemunicipios de Berilo e José
Goncalves de Minas, Vale do Jequitinhonha (SANT&Sal, 2008) também tém
revelado uma morbidade muito severa em paciensda degido, tendo sido detectadas
neste estudo as diversas formas clinicas da doémglasive a forma mista com
manifestacbes cardio-digestivas e resultados prelmes de nossa equipe ja
demonstram que muitas dessas cepas sao tambémpao2ir (MARTINSet al, 2009,
em preparacao). Estes mesmos achados foram otisenvelusive em algumas maes
das criangas aqui consideradaga avaliacao clinica ja foi realizada.

Entretanto, considerando que as criancas aquiaahali foram tratadas com
quimioterapia especifica para a doenca de Chagpsraese que a doenca néo evolua
em todas elas, pois mesmo na auséncia de curatpagisa, alguns trabalhos tém
demonstrado o efeito benéfico do tratamento no rrstico e evolucdo clinica do
paciente, principalmente quando este € realizado pm®soas mais jovens e
assintomaticas (ANDRADEt al, 1996; SOSA-ESTANEt al, 1998; RUSSOMANDO
et al, 1998; SOSA-ESTANIet al, 2006) confirmando evidéncias experimentais
(ANDRADE et al.,1991; BRENERet al, 1993).

Finalmente, os resultados obtidos neste trabald@cam que os estudos da
morfologia, comportamento biolégico e caracteripagdolecular de populacbes de
T. cruziisolados de pacientes podem se constituir em iap@s elementos para o
estabelecimento de correla¢des entre tais carstatas com as manifestacdes clinico-
patolégicas da doenca de Chagas em diferentesgeegsificas.

Entendemos assim, que este trabalho possa contrmra um melhor
conhecimento da realidade da doenca de Chagas,dalé&®r importante na orientacao
do manejo clinico dos pacientes a ser adotado negi&o, considerada uma das mais
importantes zonas endémicas da doenca no pais (@IAS1985).
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X/
°e
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As curvas de parasitemia obtidas em camundongossSwoculados com as
cepas dd. cruziapresentaram evolucéo lenta, parasitemia baixauso baixa,
pico de parasitemia tardios, predominancia de fermtermediarias ou largas
ao longo da fase aguda e baixa mortalidade, comgimtiom um perfil de cepas
de baixa viruléncial. cruziTipo Il ou Biodema Il;

A taxa de mortalidade na primeira passagem sangd@elula para a maioria
dos camundongos infectados, exceto para a cepa r8@ivamente mais
virulenta e que matou 62,5% dos animais. Entretasta mortalidade nao foi
observada ao longo das cinco passagens sucessiv@sraindongos;

ApOs cinco passagens sucessivas de quatro dasepas em camundongos, ndo
foi verificado nenhum caso de mortalidade confirdmiseu carater de baixa
viruléncia. Além disto, ndo foram observadas diieas significativas quando as
curvas de parasitemia obtidas na primeira passagamguinea foram
comparadas com as obtidas ap0s as passagens w®geassjue reforca essa
observacéo;

A analise dos resultados obtidos pela técnica den@mas revelou perfis de
zimodema Z2 para todas as amostras isoladas dasasi e de suas maes,
equivalentes aos observados nas analises dos gerfieNA 24% e do gene
Mitocondrial da Citocromo Oxidase, subunidade 10(@), o que demonstra
gue todas as cepas pertencem ao giumouzill, subgrupo 2b, , equivalente ao
tipo Il ouT. cruziTipo Il ou Biodema lI;

A andlise dos perfis dos cincos locos de microbtee utilizada na
caracterizagdo das amostrasideruzirevelou a presenca de um ou dois picos
no eletrofluorograma indicando que todas sdo monad, que ha diferencas de
perfis entre algumas delas; porém os resultadesnf@s mesmos entre as cepas
de T. cruziisoladas de cada par filho/mae, o que sugere sibjatade de ter
havido transmissdo congénita;

Apesar do pequeno numero de amostras estudaddados sugerem que pelo
menos na regido em estudo, o grupo 2b foi predorteénaa regido e parece
claramente associado a cepas de baixa viruléncivadgntes ao Biodema Il
corroborando dados de outros autores;

Embora as todas as amostrasTdecruzi tenham apresentado o mesmo perfil
genético foi observado que as criangas apresentgragiominantemente a

forma indeterminada da doenca, enquanto as maes eeadiacas com

diferentes graus de envolvimento. Estas observasiggrem que além da
genética do parasito fatores do hospedeiro e/@mpd de infeccdo podem ser
determinantes na evolucgéo clinica da doenca deashag

Estudos da morfologia, comportamento biolégico raatarizacdo molecular de
populacdes dd. cruziisoladas de pacientes de uma dada zona endénaca sa
importantes no conhecimento do curso da infecg@@asemanifestacdes clinico-
patologicas da doenca de Chagas na regido em estudo
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*

Tratamento com Benzonidazol dos camundongos Simfestados com
cepas isoladas das criancas e de suas maes, nagtatse e cronica da

infeccéo;

Avaliacdes histopatoldgicas dos tecidos de camuguio Swiss tratados

e nao tratados na fase aguda e cronica da infec¢ao;

Acompanhar as alteragBes laboratoriais e clini@s aiancas apoés
tratamento especifico da doenca de Chagas;

Comparar a resposta quimioterapica experimentadakem animais

com a observada nas criangas;

Verificar o impacto do tratamento na evolucéo chrda doenca;

Comparar a evolucao clinica das criangcas com as quese encontram

numa fase mais avancada da doenca,;
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Anexo 1

TERMO DE CONSENTIMENTO

BU, s ou meu
FESPONSAVEL........co i tenho conhecimento de minha participacdo como
voluntario no projeto de pesquisa “Inquérito sorolégico sobre doenca de Chagas no municipios
de Berilo, Vale do Jequitinhonha, MG, antes e apés a implantacéo da vigilancia epidemiolégica”
desenvolvido sob a responsabilidade da Pesquisadora: Dra. Marta de Lana da Universidade
Federal de Ouro Preto € do MEdICO oo ,
=T To =T =T ol o R T TP , telefone.......ccccooiiiiiiin, que
tem como objetivo realizar um inquérito sorolégico sobre a doenca de Chagas em escolares,
diagnéstico e tratamento dos casos positivos. A doenca de Chagas é uma doenca crbnica
degenerativa, de evolucdo lenta que atinge especialmente o coragdo (aumento da area
cardiaca, insuficiéncia cardiaca, risco de morte subita) e o trato gastro-intestinal (megaes6fago
e megacoélon). O tratamento serd feito com o Rochagan (benznidazol), em esquema
prolongado, 5 a 10 mg/kg/dia, via oral, durante 60 dias consecutivos, sob supervisdo médica e
controle da leucometria.

A minha participacao é voluntaria e sera restrita a doacao de sangue para diagndstico,
isolamento do parasita, recebimento de tratamento com benznidazole (Rochagan) e controle de
cura da infec¢do. O sangue sera coletado por picada na polpa digital (inquérito sorologico em
escolares), por via endovenosa (confirmacgéo do diagndstico da doenca de Chagas, controle de
cura pela sorologia e PCR), ou para realizacdo da hemocultura (diagndstico parasitologico e
isolamento do parasita antes do tratamento) utilizando seringa e agulha estéreis e
descartaveis, ou seja, de uso individual e seguro. O volume de sangue a ser coletado podera
variar de 3ml e no caso da hemocultura, de 30 ml em funcao do peso do paciente.

Fui informado que caso se confirme o meu diagnostico para doenca de Chagas me
sera oferecido tratamento em funcdo de meu quadro clinico, o qual podera acarretar ou nao a
cura da doenca. Estou também informado que o tratamento causa efeitos colaterais que devem
ser comunicados ao meu médico para o devido controle ou mesmo interrupgao do tratamento,
se necessario.

Tenho consciéncia que a minha participagdo como voluntario ndo me trara nenhum

beneficio financeiro. Os exames de procedimentos aplicados serdo gratuitos e receberei
atencdo meédica adequada para o controle dos efeitos adversos que possam ocorrer em
consequéncia do tratamento e também para verificar se houve cura da infeccao.
Poderei a qualguer momento me retirar do projeto de pesquisa por qualquer motivo, o que
pode acarretar prejuizo no efeito do tratamento. Isto ndo implica na interrupcdo de meu
atendimento pelo meu médico no tocante a doenca de Chagas. Tal procedimento também néo
acarretard em prejuizos a outros pacientes ou membros de minha familia. Um eventual corte
de recursos do projeto ndo acarretara interrupcdo de meu tratamento e nem de meu
atendimento  por MeU  MEAICO.......c.coiiiiiiiiiiiiiie e e e 1] no
tocante a doenca de Chagas.

Local e data:
Assinatura do voluntario ou seu responsavel:
Assinatura do pesquisador responsavel:

Assinatura do médico responsavel:
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