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RESUMO

Durante muito tempo foi questionada a importancia da doenca de Chagas no
México onde muitos a consideravam um padecimento exdtico. Este fato contribuiu para
que a doenca ndo recebesse a atencdo necessdria, tornando-se endémica no pais, com
uma prevaléncia que pode variar de 1,6 a 5,8%, sendo o Estado de Jalisco, um dos mais
acometidos, com uma prevaléncia de 1,8 a 17,0%. Tanto no pais quanto neste Estado
casos agudos tem sido relatados, o que € indicativo de transmissao ativa. Considerando
a grande diversidade genética existente entre os isolados de Trypanosoma cruzi, a
importancia da caracterizacdo bioldgica e o escasso nimero de informacdes sobre 0s
aspectos clinicos e bioldgicos da doenca de Chagas no México, o objetivo deste
trabalho foi realizar a caracterizacdo bioldgica e molecular de isolados de 7. cruzi
origindrios de diferentes areas endémicas do México, principalmente do Estado de
Jalisco.

Foram utilizadas oito cepas mexicanas de 7. cruzi, seis procedentes de
triatomineos e duas de humanos e analisados o comportamento biolégico in vivo
(inoculacdo em camundongos: curvas de parasitemia, periodo pré-patente e patente,
mortalidade, e andlise histoldgica: parasitismo tecidual e processo inflamatorio) e in
vitro (infectividade em trés linhagens celulares, MK2, VERO CCL-81 e macré6fagos
peritoneais de camundongo). Para a caracterizacdo genética, foram utilizadas as
seguintes técnicas moleculares: PCR especifica para 7. cruzi; PCR-Multiplex com os
iniciadores D72, D75 e RG3 que detecta T. cruzi e T. rangeli; amplificacdo do espaco ndo
transcrito dos genes do mini-éxon com os iniciadores Tc, Tcl e Tc2 e classificagdo pela
amplificacdo de regides intergénicas dos genes do spliced leader com duas reacdes
independentes SL-IRac e SL-IR I que detectam os diferentes grupos de T. cruzi; a amplificagdo
das regides polimoérficas do gene do mini-éxon detecta os haplétipos do Tcl mediante PCR
independentes para cada um dos haplétipos e RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA)
que detecta variacdo intra-especifica entre populagdes de 7. cruzi. O produto destas técnicas foi
observado em gel de poliacrilamida 6% apds coloracdo pela prata. A andlise do RAPD foi feita
no programa Gel Comparll.

Os animais foram todos infectados, observando os tipos de parasitemia nos
camundongos: patente com picos maximos de parasitemia que variavam de 4,6 x 10° a
107, e subpatente com animais positivos ao microhematdcrito até por um ano de
observacdo. Independentemente do tipo de parasitemia, encontrou-se maior tropismo

pelo miusculo estriado (esquelético e cardiaco). O tecido intestinal representado pelas
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juncdes esdfago-gdstrica, gastro-duodenal e {leo-cecal apresentaram correlacdo entre a
quantidade de ninhos de amastigotas e o processo inflamatdrio nos camundongos
inoculados com 7. cruzi exceto com as cepas CGH4 e CGH6. A mortalidade variou de
3,3 a 53,3% sendo maior nas cepas procedentes de humanos.

Os estudos in vitro demonstraram que parasitos de todas as cepas de
Trypanosoma cruzi foram capazes de infectar macréfagos peritoneais de camundongos
e que cepas NINOA e KR1 foram mais infectivas apds 96 horas de cultura (p<0,05).
Além disso, NINOA e INC-5 apresentaram maior capacidade infectiva ds 24h de cultura
em células MK2 (p<0,05). Ndo sendo observada as 24h apés infeccdo, diferenca
significativa na infectividade nas células Vero-CCL81 entre os isolados de 7. cruzi
utilizados.

Identificou-se a presenga de 7. cruzi mediante a PCR especifica e pela PCR
multiplex, ndo sendo identificada a presenca de DNA de 7. rangeli. As técnicas
utilizadas para a classificacdo de 7. cruzi, demonstraram que todas as cepas mexicanas
estudadas pertencem ao grupo do Tcl, haplétipos Ia e Id. O dendograma gerado a partir
dos perfis obtidos pela RAPD mostrou variagdo intra-especifica das cepas mexicanas,
separando as cepas humanas daquelas isoladas de triatomineos. Além disso, foi possivel
distinguir estas dltimas quanto ao tipo de parasitemia patente ou sub-patente.

Nossos resultados demonstram que as cepas de 7. cruzi que circulam no México
ttm um tropismo tecidual predominante pelo musculo estriado, sdo altamente
infectantes in vitro e in vivo e correspondem ao perfil 7. cruzi I, haplétipos la e Id,

ressaltando-se pela primeira vez a presenca de haplétipos mistos de 7. cruzi na América.

Palavras-chaves: Trypanosoma cruzi; México; Caracterizacio Bioldgica;

Caracterizacio Genética.
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ABSTRACT

For a long time the importance of Chagas disease in Mexico, where many
regarded it as an exotic malady, has been questioned. This fact leaded to an insufficient
attention given to this disease, which became endemic in this country presenting
prevalence rates raging from 1.6 to 5.8%, while in the Jalisco State, one of the most
affected States these numbers range from 1.8 to 17.0%. The identification of acute cases
in the country and mainly in this state consists in a clear indicative of active
transmission. Considering the great genetic diversity among isolates of Trypanosoma
cruzi, the importance of the biological characterization and the paucity of information
on the clinical and biological aspects of Chagas disease in Mexico, the main objective
of this study was to characterize biologically and molecularly the Trypanosoma cruzi
isolates from different endemic areas of Mexico, especially of Jalisco State.

A total of eight Mexican 7. cruzi strains were evaluated, six obtained from
triatomineos and two from humans. This evaluation consisted in the determination of
the biological behavior using two distinct pathways: in vivo (mice inoculation: curves
of parasitemia, prepatent and patent period, mortality, and histological analysis: tissue
parasitism and inflammation) and in vitro (infectivity in three cell lines, MK2, VERO-
81 CCL and mouse peritoneal macrophages). Statistical analysis was performed using
the Statsoft Statistica 8.0 software package. For the genetic characterization, the
following molecular techniques were performed: PCR specific for 7. cruzi; Multiplex-
PCR using primers D72, D75 and RG3 which are able to detect 7. cruzi and T. rangeli;
amplification of the untranslated space region of the mini-exon gene with primers Tc,
Tcl and Tc2 and classification by amplification of the intergenic regions from spliced
leader genes using two independent reactions SL-IRac and SL-IR I focused on the
detection of the different 7. cruzi groups, the amplification of polymorphic regions of
the mini-exon gene intending to detected the Tcl haplotypes via independent PCR for
each haplotype and RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA) to detect
intraspecific variation among populations of 7. cruzi. The amplification products from
these techniques were observed in 6% polyacrylamide gel after silver staining. The
RAPD analysis was performed using the Gel Comparll software.

The totality (100%) of the studied animals was infected and two distinct
parasitemia profiles were observed: a patent one with peaks ranging from 4.6 x 10° to
10 parasites, and a subpatent one with animals which were positive when the

microhematocrit method was used, during the following year of observation. However,
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regardless the type of parasitemia, a higher tropism was observed for striated muscle
(skeletal and heart). The intestinal tissue represented by the esophageal-gastric, gastro-
duodenal and ileocecal junction showed a high correlation between the number of
amastigote nests and the inflammation detected in those mice inoculated with
Trypanosoma cruzi strains except the ones with CGH4 and CGH6 strains. The mortality
ranged from 3.3 to 53.3% showing higher rates in strains isolated from human hosts.

In vitro studies have demonstrated that parasites from all Trypanosoma cruzi
strains were able to infect mice peritoneal macrophages, besides the NINOA and KR1
strains were more infective after 96 hours of culture (p <0.05). Moreover, NINOA and
INC-5 had a higher infective capacity after 24 hours of culture in MK2 cells (p <0.05).
Considering the used 7. cruzi isolates, no significant infectivity difference in Vero
CCLS8I cells was observed after 24 hours of infection.

The presence of 7. cruzi DNA was detected by specific and multiplex PCR
while the 7. rangeli DNA was undetectable. The techniques used for 7. cruzi
classification showed that all studied strains belonged to the Mexican group of TCI,
haplotypes Ia and Id. A dendrogram analysis of the RAPD technique allowed the
observation of intra-specific variation of the Mexican strains, discriminating the human
strains isolated from those bugs. Furthermore, it was possible to distinguish the type of
parasitaemia, patent or sub-patent.

Our results demonstrated that the 7. cruzi strains circulating in Mexico have a
tissue tropism predominantly to striated muscle, that are highly infectious in vivo and in
vitro and that correspond to the profile 7. cruzi I, haplotypes Ia and Id emphasizing the

first report of the mixed haplotypes presence of Trypanosoma cruzi in America.

Keywords: Trypanosoma cruzi; México; Biological Characterization, Genetic

Characterization.
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1. INTRODUGAO
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A doenca de Chagas atualmente apresenta distribuicio mundial devido ao
intenso processo de migracdo de pessoas, embora na década passada fosse considerada
exclusiva do continente Americano, onde se encontrava distribuida em 18 paises. Esta
doenca ¢ tratada como um problema de satide publica devido a importante morbidade-
mortalidade causada na América do Sul, América Central e no México onde a mesma é
considerada negligenciada. Informes da Organizacdo Mundial da Saide relatam que
aproximadamente oito milhdes de pessoas estejam infectadas pelo Trypanosoma cruzi
no continente Americano (TANOWITS et al., 1992; MONCAYO, 1997; SCHOFIELD
& DIAS, 1999; MONCAYO et al., 2000; MONCAYO, 2003; URANGA &
HERRANZ, 2003; DIAS, 2007; WHO, 2007; MONCAYO 2009).

Atualmente, em paises do Cone Sul, a prevaléncia da doenca de Chagas
diminuiu de forma consideravel devido a programas bem sucedidos de controle do vetor
e 4 detecc@o oportuna da doengca em doadores de sangue. Os primeiros paises onde se
observaram resultados satisfatorios foram o Brasil, o Uruguai, o Chile e a Argentina,
principalmente. Por outro lado, em locais onde ocorreram programas de controle mais
recentes, como nos paises Andinos, América Central e México podem ser observados
casos agudos da doenca, o que € indicativo de transmissdao ativa (SCHOFIELD &
DIAS, 1999; WHO/OPS, 2006).

Durante muito tempo foi especulada a importancia da doengca de Chagas no
México, considerando-a como um padecimento exdtico, ndo recebendo os cuidados
necessarios. No México, antes do ano 2000, ndo existiam estudos realizados na
populacdo referentes a prevaléncia da doenga de Chagas (MONCAYO et al., 2000). Em
2001, a Secretaria de Satde, baseada em casos suspeitos, notificou uma prevaléncia de
1,6% (GUZMAN—BRACHO, 2001), o que podia estar subestimado (ATTARAN 2006;
DUMONTIEL, 1999). Estudos mais recentes mostraram uma prevaléncia geral no pais
de 5,8%, variando nos diferentes Estados de 0,4 a 19,0% e nos bancos de sangue de
0,17 a 17,0% (DUMONTIEL, 1999; CRUZ-REYES & PICKERING-LOPEZ, 2005;
2006). Ja a prevaléncia da doenca nas areas rurais variou de 5 a 21,5% (CRUZ-REYES
& PICKERING-LOPEZ, 2005; 2006; YERENAS et al., 2006). Cardenas-Sanchez et al.
(2003), Capps et al. (2004) e Sierra-Johnson et al., (2005) estudaram a prevaléncia em
pacientes que apresentavam miocardiopatia congestiva e observaram que esta variava de
17 a 82,5%.

A doenca de Chagas no Estado de Jalisco, México, foi descrita pela primeira vez

em 1967. Trabalhos realizados em diferentes regides deste Estado, entre os anos de1967
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e 2006, descreveram as formas aguda e cronica da doenca e identificaram as espécies de
vetores. O estado de Jalisco (Figura 1) passou a ser considerado a regidio com maior
nimero de casos agudos da doenca de Chagas registrados no pais, porém, desde esta
época os casos agudos sdo diagnosticados de forma isolada, o que pode sugerir a
existéncia de um grande numero de doentes ainda ndo conhecido. No entanto, dados
sorolégicos fornecidos pela Secretaria da Saide do Estado (2005) relatam uma baixa
prevaléncia (1,81%), diferente dos outros estudos que mostram que esta varia de 12,0 a
17,0 % na populacdo geral e 21,6% na populacdo rural. Ressalta-se que, o total dos
casos apresentados pela Secretaria de Saude de Jalisco nos informes € produto de
atividades realizadas nos cercos epidemioldgicos e procura intencionada de casos,
posterior ao relato de triatomineos positivos. Esta discordancia pode também ser devido
a falta de pesquisas sistemdticas em pacientes febris e/ou ao desconhecimento de
técnicas soroldgicas e/ou a possibilidade que cepas de T. cruzi tenham baixa viruléncia e

imunogenicidade.

J1

Figura 1 - Localizac¢io geografica do Estado de Jalisco, México.
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Apesar da incidéncia de casos agudos apresentarem variacdes importantes nos
diferentes estudos realizados em Jalisco e no México em geral, a doenga de Chagas, sem
didvida € um problema importante de satide publica neste pais (CUERTERO et al.,
1967; VELASCO-CASTREJON et al., 1974; HERNANDEZ-MATHESON et al.,
1987, DELGADILLO-JAIME et al., 1988; CASILLAS, 1993; TRUIJILLO-
CONTRERAS et al., 1993; LOPEZ-OLMOS et al., 1998; CONTRERAS et al., 2000;
PENA et al., 2002; SSJ, 2005; CRUZ-REYES & PICKERING-LOPEZ, 2005; 2006;
YERENAS et al., 2006; LOZANO-KASTEN et al., 2008).

Estudos realizados por Goémez-Herndndez et al., (2008), mostraram a
sazonalidade dos triatomineos na regido Cienega do Estado de Jalisco. Os autores
observaram que estes eram mais abundantes nos meses de abril a junho e
significativamente mais freqiientes na regido rural que na urbana (p<0,05), alem de
apresentarem uma positividade para 7. cruzi de 57,3%. As espécies encontradas foram
Triatoma longipennis, T. barberi e um exemplar de 7. dimidiata positivo para 7. cruzi.
Este ultimo triatomineo nao € origindrio da regiao, sendo o primeiro caso positivo

descrito neste Estado (Anexo I).

1.1 CARACTERIZACAO BIOLOGICA E GENETICA DO Trypanosoma cruzi

A grande diversidade de isolados de T. cruzi de diferentes hospedeiros, vetores e
regides geograficas, foi documentado através de estudos utilizando varios marcadores
moleculares (TIBAYRENC & AYALA, 1988; CARNEIRO er al., 1991; de LUCA
D’ORO et al., 1993; CARRASCO et al., 1996; ANDRADE et al., 1997, DUARTE-
FERNANDES et al., 1997; TIBAYRENC, 1998).

A caracterizagdo bioldgica de isolados de 7. cruzi de uma regiao geografica é
importante para o entendimento da epidemiologia do parasito. A causa da diversidade
clinica da doen¢a ndo € bem conhecida (ARAUJ Oetal., 1981, DUMONTIEL, 1999). A
gravidade e os sintomas variam de acordo com s regides geograficas. Foi sugerido que
a variabilidade pode ser resultante tanto da heterogeneidade entre isolados de 7. cruzi
como da resposta imune dos hospedeiros (POSTAN et al., 1984; SOUTO et al., 1996;
GUZMAN-MARIN, 1999; DUMONTIEL, 1999).

Foram descritos dois grupos genéticos principais de 7. cruzi: o T. cruzi 1 (Tcl)
associado ao ciclo de transmissdo silvestre, 7. cruzi II (Tcll), encontrado mais
frequentemente no ambiente doméstico. O agrupamento em duas principais linhagens

(Tcl e Tcll) foi subdividido posteriormente em Tcl (haplétipos Ia, Ib, Ic, Id) e Tcll (11a,
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IIb, Ilc, IId, Ile, IIT) (SOUTO et al., 1996; TIBAYRENC, 1998; ANONYMUS, 1999;
BRISSE et al., 2000; 2001; MACEDO et al.,2004; HERRERA et al., 2007; BURGOS
et al., 2008; FALLA et al., 2009). A classificacao atual de 7. cruzi foi estabelecida em
consenso com a finalidade de unificar as técnicas e agrupamento do parasito, ficando
estabelecidos os seguintes grupos: Tcl, Tcll, Tclll, TcIV, TcV, TcVI (ZINGALEZ et
al., 2009). O grupo pertencente ao Tcl, em relacido aos haplétipos propostos por Herrera
(2007) nao foi tratado neste consenso.

No Meéxico, pela andlise do mini-ex6n de isolados obtidos de triatomineos,
reservatorios domésticos e silvestres e também de casos humanos associados a
manifestagdes cardiacas, foram classificados como pertencentes ao grupo 7. cruzi 1
(DUMONTIEL, 1999; GUZMAN-MARIN et al., 1999; BOSSENO et al., 2002; RUIZ-
SANCHEZ et al., 2005; BRENIERE et al., 2007; LOZANO-KASTEN et al., 2008;
O’CONNOR et al,. 2007). Neste pais existem poucos relatos a respeito do 7. cruzi Il
(BOSSENO et al., 2009).

Trabalhos realizados para a caracterizagdo genética de cepas mexicanas de
diferentes regides do pais utilizando técnicas como MLEE (Multilocus Enzyme
Electrophoresis), RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphims), RAPD
(Randomly Amplified Polymorphic DNA) e a técnica de hibridizacdo do rRNA e kDNA,
demonstram, mediante a andlise dos dendogramas, divergéncias genotipicas entre os
isolados mexicanos e os isolados procedentes de outros paises da América,
independente da origem biolégica do parasito (ZAVALA-CASTRO et al., 1992;
LOPEZ-OLMOS et al., 1998; BOSSENO er al, 2000; BOSSENO er al.,2002;
RODRIGUEZ-GONZALEZ et al., 2004).

Em virtude do tdxon 7. cruzi ser composto por subpopulagdes heterogéneas do
parasito, foi proposto o uso do termo ‘“‘complexo cruzi’, com base na variacdo
morfoldgica, genética, bioldgica, viruléncia, patogenicidade, aspectos imunoldgicos
(cepa dependente) no hospedeiro vertebrado e diferencas nos padrdes regionais da
doenca (DEVERA et al., 2003). Estudos experimentais mostram que diferentes cepas de
T. cruzi podem determinar lesdes teciduais peculiares, que surgem em conseqiiéncia de
um tropismo especifico e predominante para diferentes tipos de células de mamiferos,
tais como macréfagos, células musculares cardiacas e esqueléticas e neurdnios
(ANDRADE, 1985; ANDRADE & MAGALHAES, 1997; MOREL et al., 1986;
ZINGALES et al., 1998; BURGOS et al., 2005; 2008).
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Estudos realizados no México mostraram diferencas entre os isolados quanto ao
comportamento bioldgico (parasitemia, tropismo tecidual, mortalidade, patogenicidade
dentre outros) entre cepas obtidas de diferentes hospedeiros (humanos, reservatorios e
vetores) e de diferentes regides endémicas do pais, assim como diferengas na resisténcia
a drogas usadas no tratamento da infeccdo experimental (Benzonidazol e Nifurtimox).
Em humanos, a manifestacdo predominante é a miocardiopatia, j& que as alteracdes
digestivas se apresentam em baixa propor¢do como foi demonstrado recentemente
(BIAGI et al., 1965; TAY et al., 1968; MONTEON e al., 1996; DUMONTIEL, 1999;
VERA-CRUZ et al., 2003; MELNIKOV et al., 2005; ALVARADO, 2005a; 2005b;
SANCHEZ-GUILLEN et al., 2006a; 2006b; LEON-PEREZ et al., 2007; LOZANO-
KASTEN, 2008).

Trabalhos experimentais realizados com cepas mexicanas de 7. cruzi para
observacdo do tropismo tecidual, por técnicas de histologia e PCR, demonstraram que
estas apresentam um tropismo significativamente maior para a musculatura cardiaca e
esquelética em camundongos infectados (MONTEON et al., 1996; BARRERA-PEREZ
et al., 2001; VERA-CRUZ et al., 2003; SANCHEZ-GUILLEN et al., 2006b). O estudo
da mortalidade dos animais inoculados com essas cepas mostrou que a mesma variou
entre 0 a 100% nos modelos experimentais utilizados (ESPINOZA et al., 1998;
BARRERA-PEREZ et al., 2001; VERA-CRUZ et al., 2003). Também foi demonstrado
que as cepas mexicanas sdo resistentes a lise mediada pelo complemento (LEON-
PEREZ et al., 2007).

Lopez-Olmos et al. (1998) realizaram um estudo comparativo, bioldgico e
genético de cepas isoladas de diferentes regides do México com aquelas isoladas no
Brasil e Peru. Observaram que todos os isolados, independente da origem geogréfica,
cresciam melhor no meio LIT que no meio de Grace. O estudo in vitro demonstrou
também que as cepas mexicanas tinham maior capacidade de infectar as células Vero
CCL-81 (fibroblastos de rim de macaco verde africano) que as células P388 (linhagem
de macrofago-like obtida de camundongos) e de multiplicar-se de forma mais
significativa em células P388. Os isolados mexicanos eram geneticamente diferentes
dos isolados do Brasil e do Peru. Isto levou aos autores a concluir que as cepas
mexicanas diferiam daquelas provenientes da América do Sul (LOPEZ-OLMOS et al.,
1998).

Estudos in vitro realizados por Alvarado et al. (2005a; 2005b) e por Leon-Perez

et al. (2007) em camundongos infectados com cepas mexicanas de 7. cruzi (incluindo a
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cepa NINOA) demonstraram graus varidveis de resisténcia aos medicamentos usados
para o tratamento etiolégico da doenga de Chagas, Nifurtimox (Lampit) e Benzonidazol
(Rochagan).

Considerando a grande diversidade genética existente entre os isolados de T.
cruzi, a importincia da caracterizacdo bioldgica destes e ao escasso ndmero de
informacdes sobre os aspectos clinicos e bioldgicos da doenca de Chagas no México,
este trabalho tem como objetivo caracterizar bioldgica e geneticamente os isolados de 7.
cruzi originarios de diferentes dreas endémicas do México, principalmente do Estado de

Jalisco.
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2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo Geral:
Caracterizar bioldgica e geneticamente isolados de 7. cruzi origindrios de

diferentes areas endémicas do México.

2.2 Objetivos Especificos:

I. Isolar tripanossomatideos de triatomineos do México;

II. Avaliar o comportamento biolégico dos isolados do México e de duas cepas
procedentes de humanos do mesmo pais, mantidas no laboratério do Instituto
Politécnico Nacional, por meio de infeccdo experimental em camundongos nao

isogénicos e determinar o tropismo e processo inflamatdrio tecidual;

III. Avaliar a infectividade das cepas mexicanas de 7. cruzi em linhagens de células
nao fagociticas (MK2 e VERO CCL-81) e fagociticas (macrofagos peritoneais de

camundongos nao isogénicos);

IV. Determinar as linhagens dos tripanossomatideos isoladas, utilizando técnicas de

biologia molecular (PCR);

V. Caracterizar mediante a técnica de RAPD os perfis moleculares das cepas

mexicanas e estabelecer as possiveis associacoes filogenéticas entre os isolados;
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3. MATERIAL E METODOS
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3.1 PROCEDENCIA E ISOLAMENTO DOS PARASITOS

Foram importados do México 20 triatomineos positivos para T. cruzi (Triatoma
longipennis, Triatoma palillipennis, Triatoma picturata) com autorizagdo do Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), Licengas
16424-1/ 2009 e 08BR002121/DF (Anexo II e III). Os triatomineos foram capturados
no Estado de Jalisco durante trabalhos de campo realizados pelo Dr. José Alejandro
Martinez Ibarra, da Universidad de Guadalajara, Centro Universitario del Sur. Estes
triatomineos sdo considerados as espécies transmissoras mais importantes do 7. cruzi na
regido (MAGALLON-GASTELUM 1998; NOGUEDA-TORRES et al, 2000;
MARTINEZ-IBARRA et al., 2003).

Ap6s a chegada destes triatomineos ao laboratério da disciplina de Parasitologia
da Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM) foram realizados exames
parasitolégicos de fezes com a finalidade de comprovar a positividade dos mesmos para
T. cruzi. Por cada amostra de fezes dos triatomineos positivos foram inoculados via
intraperitoneal em quatro camundongos nao isogénicos. A partir das 24h estes animais
foram examinados pelo microhematdcrito para a procura de Trypanosoma rangeli e das
72h para a procura de 7. cruzi. Dos camundongos positivos foram realizadas
hemoculturas em meio LIT (Liver Infusion Trypstose) e repiques em mais cinco
camundongos para obten¢ao de nimero suficiente de tripomastigotas sanguineos para a
realizagcdo do presente estudo.

Dos 20 triatomineos conseguiram-se isolar seis cepas de 7. cruzi: duas de T.
longipennis, denominadas CGH1 e CGH3; trés de T. palidipennis, denominadas CGH?2,
CGH4 e CGH6 e apenas uma de 7. picturata denominada KR1. As cepas humanas
INC-5 e NINOA foram gentilmente cedidas pelo Instituto Politécnico Nacional,
México, onde eram mantidas por criopreservacdo, passagens em camundongos € em
triatomineos. A cepa NINOA foi obtida em 1986 mediante xenodiagndstico realizado
numa crianga procedente do Estado de Oaxaca que apresentava a fase aguda da doenca
(MONTEON et al. 1993) e a cepa INC-5 foi obtida em 1996 de paciente adulto
origindrio do Estado de Guanajuato que apresentava a fase cronica com a forma
cardiaca (RUIZ-SANCHEZ et al., 2005) (Anexo 1V).

Todos os isolados obtidos de triatomineos eram procedentes do Estado de
Jalisco, assim os isolados CGHI, CGH2 e KR1 eram procedentes da regido Sul; os
isolados CGH3, CGH4 e CGH6 da regido Cienega e os isolados NINOA e INC-5 eram

procedentes dos Estados de Guanajuato e Oaxaca, respectivamente.
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Para este trabalho foram utilizadas as cepas de referéncia 7. cruzi I (MUT), T.
cruzi I (HEL) e T. rangeli (PO2) mantidas no Laboratério de Parasitologia da UFTM.

Inicialmente realizaram-se estudos pilotos com objetivo de caracterizar a
viruléncia e patogenicidade das oito cepas mexicanas. As cepas CGH3, CGH4, CGH6,
NINOA e INC-5 apresentaram parasitemia patente em diferentes niveis, enquanto que
as cepas CGHI, CGH2 e KRI1 sempre foram subpatentes quando inoculados com
tripomastigotas sanguineos ou procedentes de meio de cultura LIT e/ou meio TAU

(Triatoimine Artificial Urine) (CONTRERAS et al., 1985).

3.2 CAMUNDONGOS

Foram utilizados 240 camundongos Swiss nao isogénicos, adultos machos (6 a 8
semanas), com peso médio entre 30 e 40g mantidos no biotério da disciplina de
Parasitologia da UFTM em condicoes adequadas de temperatura, umidade e
disponibilidade de 4gua e alimento “ad libitum”.

Para a realizac@o da parte experimental com animais, este projeto foi submetido

ao Comité de Etica de Animais da UFTM com o nimero de protocolo 153.

3.3 ESTUDOS PARASITOLOGICOS

Cada cepa de T. cruzi foi inoculada intraperitonealmente em 30 camundongos
sendo utilizados o inoculo de 3x10* tripomastigotas sanguineos para as cepas com
parasitemia patente no estudo piloto e 3x10* tripomastigotas metaciclicos obtidos do
meio TAU. Para obtengcdo dos tripomastigotas foram inoculados 5x10% formas
epimastigotas/mL em 10mL de meio TAU e incubados por 2h a 28°C; apés este periodo
foi realizada a contagem de parasitos, sendo inoculados 3-5x10° parasitos/mL em meio
TAU suplementado com L-prolina, L-glutamato de sodio, L-aspartato de sodio e
glicose, numa garrafa de cultura (25cm?), durante 3 a 4 dias, a 28°C. Realizada a
metaciclogenese, foi feita a contagem dos parasitos e preparado o inéculo 3 x 10*

tripomastigotas metaciclicos para os camundongos (CONTRERAS et al., 1985).

3.4 PARASITEMIA E SOBREVIDA

A deteccdo e quantificacdo dos tripomastigotas sanguineos foram realizadas em
dias alternados durante 50 dias. Foi utilizado o método do microhematdcrito para
aquelas cepas que apresentavam parasitemia subpatente. Vinte e cinco microlitros de

sangue obtidos do plexo orbital foram coletados com auxilio de tubos microcapilares

César GOmez Herhandez



31

heparinizados sendo os mesmos centrifugados a 11200xg por cinco minutos e
observados ao microscépio com aumento de 100x. Além disso, o método de Brener foi
aplicado para aquelas cepas que apresentavam parasitemia patente. Para isso Sul. de
sangue, obtido da extremidade caudal dos animais, foram colocados entre lamina e
laminula 22 x 22mm e observados ao microscopio na objetiva de 40x e contados o
nimero de parasitos em 50 campos microscopicos.

A mortalidade foi anotada diariamente durante o seguimento da parasitemia.

3.5 HISTOLOGIA

Para os estudos histopatolégicos, dez animais de cada cepa foram eutanasiados
por deslocamento cervical no dia do pico maximo de parasitemia e os animais restantes,
aos 120 dias apés infec¢do. Foram coletados os seguintes 6rgaos e/ou tecidos: coragao,
miusculo esquelético (quadriceps), pulmao, juncdes esdfago-géstrica, gastro-duodenal e
ileo-cecal, fixados em formol tamponado a 10%, emblocados em parafina, obtidos
cortes de 3-4pum em micrétomo e corados pela hematoxilina-eosina.

A quantificagdo dos ninhos de amastigotas foi realizada na totalidade do corte
histolégico e para o infiltrado inflamatério foi utilizada a seguinte escala semi-
quantitativa: sem infiltrado, — (ausente); de 1-3 focos inflamatérios, + (discreto); de 4-6
focos inflamatoérios, ++ (leve); de 6 a 10 focos inflamatdrios, +++ (moderado) e mais de
10 focos inflamatérios ou quando os infiltrados inflamatérios fossem extensos, ++++
(intenso) (BEN YOUNES-CHENNOUFI et al., 1988; SANTOS et al., 1994; GARCIA
et al., 2006; FRANK et al., 2008).

3.6 CULTURA DOS PARASITOS E OBTENCAO DA MASSA PARASITARIA

500uL de sangue obtido do plexo orbital dos camundongos infectados com os
diferentes isolados de 7. cruzi foram inoculados em meio LIT. As hemoculturas
positivas foram mantidas em estufa a 28°C em meio LIT suplementado com 5% de soro
fetal bovino. Para a obten¢do da massa parasitaria esta foi conseguida pela adi¢do de
meio LIT a cultura em fase exponencial de crescimento ate completar 20mL de volume
final.

A cultura de S5SmL foi duplicada com meio LIT a cada semana para gerar o
crescimento exponencial do parasito. Uma semana depois de completados 20mL os

parasitos foram lavados trés vezes com solucdo fisiologica estéril, ressuspendidos em
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2mL e centrifugados a 2744xg/4°C/10min, decantados e os sedimentos foram estocados

a -20°C até o momento da extragdo do DNA.

3.7 CARACTERIZACAO GENETICA

3.7.1 EXTRACAO DO DNA

Foi realizada a extracdo de DNA total do parasito a partir de massas parasitarias.
As amostras foram fervidas a 100°C em banho-maria, durante 15min para linearizacao
dos minicirculos. A extragdo do DNA foi realizada pela técnica fenol-cloroférmio—
alcool isoamilico, segundo Macedo et al. (1992). A desproteinizacdo foi feita com
fenol/ cloroférmio/ alcool isoamilico (25:24:1) e cloroférmio: alcool isoamilico (24:1).
A precipitacdo do DNA ocorreu na presencga de dois volumes de etanol absoluto gelado,
10% de acetato de sédio (3M, pH 5,2) em banho de gelo por 15min. Apds centrifugacio
e volatilizagdo do etanol, o precipitado foi diluido em 50uL de dgua miliQ estéril. As
amostras extraidas foram mantidas a 4°C, por 36h para a solubilizacio do DNA, antes

da realiza¢do da PCR. Para cada extracao foi realizado um controle negativo.

3.7.2 PCR ESPECIFICA PARA Trypanosoma cruzi

Foi realizada PCR das regides hiper-varidveis dos minicirculos do kDNA (DNA
do kinetoplasto), que encontram-se cercadas por regides conservadas utilizadas como
alvo da reacdo. Para a obtencdo do produto amplificado especifico para 7. cruzi de
330pb (pares de bases) foram utilizados os iniciadores 121 (5-AAA TAA TGT ACG
GG(G/T) GAG ATG CAT GA-3") e 122 (5"-GGT TCG ATT GGG GTT GGT GTA
ATA TA-37), que tem 100% de especificidade e uma sensibilidade de 1fg de DNA.
(WINCKER et al., 1994). Foi utilizado 1ng de DNA obtido da massa parasitdria. As
reacOes de amplificacdo foram realizadas em um volume de 20uL contendo 0,2mM de
desoxinucleotideos trifosfatados (dATP. dCTP, dGTP, dTTP — Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA), 3mM de MgCl,, 2,5uM dos iniciadores 121 e 122, 10mM de Tris-
HCI (pH 9,0), 50 mM de KCl, 0,1% de Tritong X-100 e 1,0U de Tag DNA polimerase
(Promega, Madison, WI, USA). As amostras foram colocadas no termociclador PTC-
100 com as seguintes especificacdes: desnaturacio a 94°C durante 3min; 5 ciclos (68°C
por 45s, 72°C por 45s, 94°C por 45s; seguidos de 35 ciclos (64°C por 45s, 72°C por 45s,

94°C por 45s) e uma extensio final a 72°C por 10min.
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3.7.3 PCR-MULTIPLEX COM OS INICIADORES D72, D75 e RG3

Foi realizada uma PCR-Multiplex para o diagnéstico diferencial 7. cruzi/T.
rangeli com os iniciadores D72 (5°-TTT TCA GAA TGG CCG AAC AGT-3"), D75
(5-GCA GAT CTT GGT TGG CGT AG-3") e RG3 (5-GGC CAA AGG GTA AGG
CTC-3") que amplificam regides do dominio divergente D7 do gene 24Sa de acordo
com Souto et al. (1999) um fragmento de 250pb correspondente ao Tcl, de 265pb
correspondente ao Tcll e de 210pb correpondente ao 7. rangeli. A PCR foi realizada
num volume final de 20uL, contendo 10mM de Tris-HCL (pH=9,0), 0,1% Triton X-
100, 3,5mM de MgCl,, 0,4AmM de cada ANTP (dATP, dCTP, dGTP, d TTP- Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA) 1,0U de Tag DNA polimerase (Promega, Madison, WI,
USA), 17pmol de cada iniciador (D72, D75 e RG3- Operon Technology Inc, alameda
CA), 2uL. de DNA (Ing/ul). O programa de amplificacdo consiste de uma desnaturagao
inicial a 94°C (4min) e de 30 ciclos com desnaturagdo a 94°C (1min), associacao a 60°C
(Imin) e extensdo a 72°C (Imin) seguida de extensdo final de 7min em um

termociclador MJ Research PTC-100 (Inc. Watertown, MA, USA).

3.7.4 AMPLIFICACAO DO ESPACO NAO TRANSCRITO DOS GENES DO
(ITS) MINI-EXON

Esta PCR foi realizada segundo Souto et al. (1996), utilizando o conjunto de
iniciadores: TC (5 CCC - CCC TCC CAG CCG ACA CTG 3’), TCI1 (5° GTG TCC
CCG ACCTCCTTC GGG CC 3’) e TC2 (5 CCT GCA GGC ACA CGT GTG TGT G
3’), amplificando um fragmento de 300pb correspondente ao Tcll e de 350 para o Tcl.
As reacOes foram realizadas em um volume final de 20uL, contendo 10mM Tris-HCL
(pH= 9,0), 50mM de KCL, 3,5mM de MgCl A 0,65U de Tag DNA-polimerase
(Promega, Madison, WI, USA) 0,1% Triton X-100, 0,2mM de cada dANTP, 10pmol de
cada iniciador, Ing de DNA. Os ciclos de amplificagdo foram realizados em um PTC-
100 térmica em 27 ciclos (30s a 94°C, 30s a 55°C, 30s a 72°C) seguidos por uma

extensdo final de Smin a 72°C.

3.7.5 AMPLIFICACAO DE REGIOES (ITS) INTERGENICAS DOS GENES DO
SPLICED LEADER
Esta PCR foi realizada em 2 reagdes independentes denominadas SL-IRac e RL-

IR I, sendo esta confirmatdria para o Tcl por ser especifica.
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SL-IRac — Na primeira reac¢do de PCR denominada SL-IRac foram utilizados
os iniciadores: UTCC (5”-CGT ACC AAT ATA GTA CAG AAA CTG-3") e TCac (5°-
CTC CCC AGT GTG GCC TGG G-37), que amplifica um fragmento de 150pb
correspodente a Tcl, 200pb correspondente a Tcll(a-c) e 157pb a Tcll(b-d-e) e que tem
sensibilidade de 1pg de DNA. Foi colocado 1ng de DNA no volume de 50uL da reagcdo
de PCR contendo: 1,5mM dos iniciadores UTCC - TCac, 250uM de dNTP (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP — Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) e 3mM de MgCl,, 1,0U de
Taq polimerase (Promega, Madison, WI, USA). As amostras foram colocadas no
temociclador PTC-100 com as seguintes condi¢des: 94 por Smin, seguido de 3 ciclos
(94°C por 45s, 70°C por 45s, 72°C por 45s), 3 ciclos (94°C por 45s, 68°C por 45s, 72°C
por 45s), 3 ciclos (94°C por 45s, 66°C por 45s, 72°C por 45s), 3 ciclos (94°C por 45s,
64°C por 45s, 72°C por 45s), 33 ciclos (94°C por 45s, 62°C por 45s, 72°C por 45s)
seguidos por uma extensdo a 72°C por 5min (BURGOS et al., 2007).

RL-IR I — Na segunda reagdo de PCR denominada SL-IR I foram utilizados os
iniciadores: UTCC (5-CGT ACC AAT ATA GTA CAG AAA CTG-3") e TC2 (5°-
CCT GCA GGC ACA CGT GTG TG-3"), que tem sensibilidade de Spg de DNA. Esta
PCR € confirmatéria da anterior por ser especifica para o Tcl quando amplifica um
fragmento de 475pb. Na reacdo foi colocado Ing de DNA no volume de 50uL
contendo: 1,5mM dos iniciadores UTCC - TCac, 250uM de dNTP (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP — Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 3mM de MgCl,, 1,0U de Taq
polimerase (Promega, Madison, WI, USA). As amostras foram colocadas no
temociclador PTC-100, com as seguintes condigdes: 94°C por Smin seguido de 3 ciclos
(94°C por 45s, 62°C por 45s, 72°C por 45s), 3 ciclos (94°C por 45s, 60°C por 45s, 72°C
por 45s), 35 ciclos (94°C por 45s, 58°C por 45s, 72°C por 45s), seguidos por uma
extensdo a 72°C por 5Smin (BURGOS er al., 2007).

3.7.6 AMPLIFICACAO DAS REGIOES POLIMORFICAS DO GENE DO MINI-
EXON

As caracteriza¢Oes do gene do mini-éxon do 7. cruzi I foram realizadas segundo
Falla et al., (2009), utilizando os iniciadores: 1-A (5°-TGT GTG TGT ATG TAT GTG
TGT GTG-3"), 1-B (5-CGG AGC GGT GTG TGC AG-3") para o haplétipo Ia; os
iniciadores: 2-A (5-TGT GTG TGT GTA TGT ATG TAT GCT-3), 2-B (5-GGA
ACA CAC GCG ACT AAT-3") para identificar os haplétipo Ib; e os iniciadores: 4-A
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(5-CTG CAG GCA CAC GTG TGT-3"), 4-B (5"-AAA AGA CGG GAA AAA AGC
AA-3") para a identificacdo do haplotipo Id. A PCR foi realizada num volume de 20pL
contendo 3ng de DNA, 2,5mM de MgCl,, 0,2uM de cada iniciador e 0,5U de Taq
polimerase (Promega, Madison, WI, USA). O ciclo de amplificagdo foi realizada em um
PTC-100; iniciando com a desnaturacdo Smin a 94°C, seguido por 30 ciclos [30s por
94°C; 60°C por 30s (para o haplétipo Ib a temperatura foi modificada para 63°C); 72°C

por 30s] seguido por uma extensao a 72°C por 10min.

3.7.7 RAPD (RANDOMLY AMPLIFIED POLYMORPHIC DNA)

Para determinar polimorfismos entre as cepas estudadas, foi realizada
amplificacdo aleatéria de fragmentos do DNA. Foi utilizado Ing de DNA em um
volume de 10uL. contendo 1,0U de Taq DNA polimerase (Promega, Madison, WI,
USA), 125uM de desoxosinucleotideos trifosfatados (dATP. dCTP, dGTP, dTTP —
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 1,5mM MgCl,, 1,0pL. de tampao 10x e 6,4pmol
do iniciadores M13-40-F (5'-GTT TTC CCA GTC ACG AC-3'), Agtl1-F (5-GAC TCC
TGG AGC CCG-3'), L-15996 (5'CTC CAC CAT TAG CAC CCA AAG C-3"), A31F
(5-GAA GGC ACA TGG CTG AAT ATC-3’) e Al183R (5°-GCG AAA TAC GGG
CAG ACA-3’). A mistura foi colocada no termociclador PTC-100, com o seguinte
ciclo: desnaturagdo inicial a 95°C por Smin, seguida de 30°C por 2min para associacdo
72°C por 1min para extensdo, 30s a 95°C para desnaturacao, seguida de 33 ciclos onde

a temperatura de associacao € alterada para 40°C, ao termo dos ciclos 72°C por Smin.

3.7.8 ELECTROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA 6%

Uma amostra de 3 a Syl do produto amplificado, diluida (v/v) com tampao da
amostra 2x (0,5% de azul de bromofenol; 0,5% de xileno-cianol;60% de glicerol) foi
aplicada em cada canaleta. A corrida electroforética em gel de poliacrilamida 6% nao
desnaturante foi realizada a 80-100V durante, aproximadamente 3h, ou seja, com
migracdo de 6-7cm do corante xileno-cianol. O tamanho das bandas amplificadas foi
monitorado com um marcador molecular de 100pb. Apds a electroforese, os géis foram
transferidos para solucdo fixadora (etanol absoluto 10%; acido acético 0,5%) durante 5
minutos. As bandas de DNA foram reveladas pela coloragao com 0,2% de nitrato de
prata (AgNO3), em solugdo fixadora durante 10min, seguida pela reducdo dos sais de

prata com NaOH 3%(p/v) e 0,3% de formaldeido durante 10min como descrito por
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Santos et al., (1993). Apds a observacdo das bandas, a revelacio era interrompida com

solucdo fixadora e os géis fotografados.

3.7.9 CONSTRUCAO DOS FENOGRAMAS

Os perfis de bandas dos isolados de 7. cruzi foram obtidos pela reagdo de
RAPD, analisados visualmente e inseridos manualmente no computador. A andlise de
propor¢ao de bandas compartilhadas entre as cepas e os fenogramas foram realizados
pelo programa Gel Compar 11° (versdo 5.0).

O programa Gel Compar II usa como principio bésico a divisdo vertical do gel
em niveis de mobilidade, no qual um nivel é definido pela presen¢a de pelo menos uma
banda em qualquer uma das canaletas do gel. De acordo com o nimero de canaletas e as
posicoes das diferentes bandas, € calculada a propor¢do de compartilhamento de bandas

entre as mesmas.
3.8 INFECTIVIDADE IN VITRO

381 OBTENCAO DOS TRIPOMASTIGOTAS DE DIFERENTES
POPULACOES DE T. cruzi.

Foram utilizados tripomastigotas das cepas CGHI1, KR1 (cepas de parasitemia
subpatente) , NINOA e INC-5 (cepas de parasitemia patente), obtidos do sangue de
camundongos infectados com as referidas cepas. O sangue contendo cada uma das
populacdes foi submetido a centrifugacdo a 224xg por cinco minutos, reservando-se o
plasma para separagdo dos parasitos. Mais duas centrifugacdes foram realizadas com
meio incompleto F12, isolando-se desta maneira os parasitos para posterior cultivo. As
células MK2 (Monkey Kidney 2) foram infectadas com tripomastigotas das diferentes
populacdes e cultivadas em meio completo F12 (Gibco BRL, USA), 80mg/L de
Garamicina (Schering-Ploug, Brasil) e 5% de soro fetal bovino (Gibco BRL, USA).
Dois repiques foram feitos antes que os parasitos fossem utilizados nos experimentos
descritos abaixo, com a finalidade de sincronizar a populacdo parasitiria e obter a
quantidade necesséria dos mesmos. Vale ressaltar que o meio de cultura das garrafas foi

trocado diariamente, mantendo a cultura com o minimo possivel de formas amastigotas.
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3.82 OBTENCAO DAS DIFERENTES LINHAGENS DE CELULAS
HOSPEDEIRAS
Foram utilizadas trés diferentes linhagens de células hospedeiras: MK2, VERO

CCL-81 e macréfagos peritoneais de camundongos nao isogénicos.

3.8.2.1 MK2 e VERO CCL-81

As células epiteliais do rim do macaco (MK?2) e fibroblasto de rim de macaco
verde africano (VERO CCL-81) foram mantidas em cultura com meio F12
suplementado com 5% de soro fetal bovino, para posterior infec¢do pelas diferentes

cepas de T. cruzi. Estas células foram obtidas do banco de células do laboratério de

Parasitologia da UFTM.

3.8.2.2 MACROFAGOS PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS NAO
ISOGENICOS

Os macréfagos peritoneais foram obtidos de camundongos ndo isogé€nicos de
quatro meses de idade mantidos no biotério do laboratério de Parasitologia da UFTM.
Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical. A colheita dos macrofagos foi
realizada injetando-se 10mL de meio F12 incompleto na cavidade peritoneal dos
animais seguida de massagem abdominal e posterior obten¢do do liquido peritoneal
contendo macréfagos. O liquido coletado foi submetido a centrifugagdo por 10min
(224xg) a 15°C, sendo descartado o sobrenadante e os macréfagos ressuspensos em
meio de cultura completo. Para avaliacdo da viabilidade celular, foi utilizado o corante
Turk (180uL de corante/20uL de solu¢do de células). Apds a contagem de células
vidveis na cAmara de Neubauer, os macréfagos foram plaqueados (2x10° células/pogo)
em placa de cultura de 24 pocos (Falcon, Switzerland), e realizado um exame
qualitativo, utilizando-se um microscopio invertido Axiovert 25 (Zeiss) com o fim de
observar-se o sucesso do procedimento. Cada placa foi incubada por duas horas em
estufa de CO, (5% de CO,) a 37°C em atmosfera imida_ As células que ndo aderiram
foram removidas através da lavagem da cultura com meio incompleto, e, em seguida

cultivadas em meio F12 suplementado com 5% de soro bovino fetal por 24h.

César GOmez Herhandez



38

3.8.2.3 DETERMINACAO DA INFECTIVIDADE DOS DIFERENTES
ISOLADOS MEXICANOS DE T. cruzi EM CELULAS MK2, VERO CCL-81 E
MACROFAGOS PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS.

Foram utilizadas 3x10° células/poco das linhagens MK2, VERO e macréfagos
peritoneais e cultivadas em meio F12 suplementado com 5% de soro bovino fetal em
placas de 24 pocos contendo laminulas redondas (13,0 x 0,17 mm). Apds incubagdo por
24h, estas células foram infectadas com tripomastigotas das diferentes cepas de 7. cruzi
(dois parasitos/célula) e realizada lavagem 2h apés a infec¢do com a finalidade de
remover 0s parasitos que nao aderiram e/ou nao invadiram neste periodo. Apos 24, 48,
72, 96 e 120h, o material de cada poco foi fixado com metanol por 30s e corado com
azul de toluidina por 20seg. A porcentagem de células infectadas foi determinada
contando-se o nimero de células que apresentaram amastigotas em um total de 200

células por laminula, usando-se microscopio Optico (Zeiss).

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Foram realizados os testes de Shapiro-Wilk para observar a normalidade da
distribuicdo dos dados e o teste de Levene para observar a homogeneidade das
variancias.

Foram realizados os seguintes testes para compracdo entre duas amostras, Mann
Whitney (amostras independentes) e Wilcoxon (amostras dependentes).

Para trés ou mais amostras foram realizados testes de comparagao multipla como
Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn (para amostras independentes) e Friedman,
seguido do teste da diferenca minima significativa ndo paramétrica.

Para a andlise de correlacdo entre duas varidveis foi utilizado o coeficiente de
correlacdo de Spearman.

Para a andlise da parasitemia foi realizada o cdlculo da drea sob a curva pelo
método de Bezout (regra dos trapézios) para obter um parametro da parasitemia global
em relacdo aos dias de infeccdo.

A mortalidade acumulada em funcdo do tempo foi analisada pela curva de
sobrevida de Kaplan-Meier.

As andlises estatisticas foram realizadas por meio do software Statsoft Statistica

8.0 e o nivel de significancia foi fixado em p<0,05.
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¢. RESULTADOS
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4.1 ESTUDOS in vivo
4.1.1 PRASITEMIA

Os oito isolados de T. cruzi analisados infectaram todos os camundongos
inoculados (n=240). Cinco cepas (62,5%) apresentaram parasitemia patente pelo
método de Brener (1962), trés procedentes de triatomineos (CGH3, CGH4, CGHO6) e
duas de humanos (INC-5, NINOA), e trés (37,5%) apresentaram parasitemia subpatente
pelo microhematdcrito, todas procedentes de triatomineos (CGH1, CGH2, KR1). Todos
os animais, tanto de parasitemia patente quanto subpatente, foram estudados pelo
periodo de 50 dias.

O periodo pré-patente foi similar em todas as cepas, apresentando variacdo de
dois a 11 dias apds infecg¢do, ndo sendo observada diferenca significativa durante os 50
dias de estudo, (p=0,21).

O pico maximo de parasitemia foi observado aos 27 dias nos isolados CGH6 e
INC-5, aos 29 dias no CGH4 e aos 33 dias no CGH3. J4 o isolado NINOA apresentou
dois picos aos 27 e 33 dias ap6s infec¢do. A cepa CGH3 apresentou maior parasitemia
que as cepas INC-5 e CGH4, quando determinada pela drea sob a curva o que foi
estaticamente significante (p= 0,032), e pelo pico médximo quando comparada com a

cepa CGH4 (p=0,01) (Figura 2).

12

. AN
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x10° parasitos / ml de sangue

D N T U A S . S T

Dias apds infecg¢ao

——NINOA —=— INC-5 —a— CGH3 CGH4 —x— CGH6 —— CGH1 —— CGH2 —— KR1

FIGURA 2 - Curvas de parasitemia geradas pelas cepas mexicanas de 7. cruzi quando inoculadas
via intraperitoneal (3x10* parasitos) em camundongos niio isogénicos, utilizando o método de
Brener e estudadas por 50 dias.
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4.1.2 MORTALIDADE
A maior mortalidade observada foi nos camundongos inoculados com a cepa
INC-5 (53,3%), seguido das cepas NINOA (20%) e CGH4 (16,6%). As outras cepas
apresentaram uma baixa mortalidade que oscilou entre 3,3 e 10,0% (p<0,05) (Figura 3)
Nao foi observada correlacdo entre a intensidade de parasitemia e a mortalidade

apresentada pelas diferentes cepas (Figuras 1, 2 e Anexo IV).
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FIGURA 3 - Curva acumulativa de sobrevida dos camundongos inoculados via intraperitoneal

(3x10* parasitos) com as diferentes cepas mexicanas de T. cruzi durante a fase aguda da infeccio.

4.1.3 HISTOLOGIA

O estudo do parasitismo tecidual nos camundongos inoculados com as diferentes
cepas de T. cruzi tanto na fase aguda quanto cronica, mostrou que em todos os tecidos
dos animais infectados foram encontrados ninhos de amastigotas (Tabelas 1 e 2), sendo
que os animais inoculados com a cepa INC-5 apresentaram maior porcentagem de
tecidos infectados em ambas as fases. Além disso, o musculo esquelético foi o tnico
tecido no qual foram encontrados parasitos em 100% dos animais, em ambas as fases,
exceto a cepa NINOA que apresentou ninhos neste tecido em 92,8% dos casos na fase
cronica (Tabelas 1 e 2, Prancha 3).

As cepas menos infectantes na fase aguda foram as cepas CGH4, CGH3 e

CGH2. Na fase cronica a menos infectante foi a CGH1. Porém, ressalta-se que as cepas
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CGH3, CGH4, CGH2 e KR1 foram mais infectantes na fase cronica que na aguda

(Tabelas 1 e 2).

TABELA 1 - Porcentagem de camundongos que apresentaram infeccio nos diferentes érgaos e/ou

tecidos pelas diferentes cepas mexicanas de 7. cruzi durante o pico maximo de parasitemia na fase

aguda da doenca.

) Cepa CGH1 CGH2 CGH3 CGH4 CGH6 KR1 NINOA INC-5
_Orgao % % % % % % % %
Atrio 100 70 50 11,1 100 100 70 100
Ventriculo 40 20 20 11,1 100 30 60 100
Musculo Esquelético 100 100 100 100 100 100 100 100
Pulmao 50 60 40 100 60 80 90 87,5
JEG 40 40 40 44,4 40 50 60 87,5
JGD 60 40 60 44.4 40 20 90 75
JIC 30 40 0 44.4 50 20 80 75

JEG: juncao esofago-gastrica; JGD: juncgio gastro-duadenal; JIC: juncio ileo-cecal.

TABELA 2 - Porcentagem de camundongos que apresentarem infeccio nos diferentes érgao e/ou

tecidos pelas diferentes cepas mexicanas de 7. cruzi durante o pico maximo de parasitemia na fase

cronica da doenca.

) Cepa CGH1 CGH2 CGH3 CGH4 CGH6 KR1 NINOA INC-5

Orgao % % % % % % % %

Atrio 80 70 66,6 421 100 100 42,8 100

Ventriculo 10 20 11,1 15,7 60 100 42,8 100

Musculo Esquelético 100 100 100 100 100 100 92,8 100

Pulmao 60 60 55,5 73,6 50 50 57,1 66,6

JEG 30 50 66,6 52,6 40 60 57,1 83,3

JGD 30 60 55,5 57,8 30 50 85,7 83,3

JIC 40 50 55,5 57,8 20 50 50 33,3

JEG: juncao esofago-gastrica; JGD: juncgio gastro-duadenal; JIC: juncio ileo-cecal.

Independente da fase da infec¢do encontrou-se maior nimero de ninhos de

amastigotas nos animais inoculados com a cepa INC-5 tanto nos atrios quanto nos

ventriculos. Nos atrios, na fase aguda, o numero de ninhos foi significativamente maior

quando comparado com as cepas CGH2, CGH3, CGH4 e NINOA e na fase cronica

quando comparado com as cepas CGH2, CGH3 e CGH4. J4 no ventriculo este foi

significativamente maior durante a fase aguda quando comparado com as cepas CGHI1,
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CGH2, CGH3, CGH4 e KR1 e na fase cronica quando comparado com as cepas CGH1,
CGH2, CGH3 e CGH4 (p<0,001), (Prancha 1 e 2, Figuras A e B; Prancha 3).

Os camundongos inoculados com a cepa NINOA apresentaram maior
quantidade de ninhos de amastigotas no musculo esquelético na fase aguda quando
comparados com as cepas CGH2, CGH3 CGH4 e KR1 e na fase cronica quando
comparados com as cepas CGH1 e CGH4 (p<0,01) (Pranchas 1 e 2; Gréfico C).

Somente a cepa NINOA em relacio a cepas CGH6 apresentou diferenca
significativa (p=0,022) na juncdo esdfago-gastrica. Nao houve diferenca significativa
quanto ao nimero de ninhos de amastigotas ao comparar pulmio, juncdes esdfago-
gastrica e ileo-cecal de animais inoculados com as cepas utilizadas neste estudo

(Pranchas 1 e 2; Figuras D, E e G).
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*KR1XINC-5 **CGH3XINC-5 #CGH4XINC-5 *CGH2XINC-5 ¢CGHI1XINC-5

CGH4 X CGH6
Miisculo esquelético:
* KR1 X NINOA

#* CGH3 X NINOA # CGH4 X NINOA *#CGH2 X NINOA ¢CGHI X INC-5

ninhos de amastigotas apresentados nos tecidos e/ou orgiaos de

camundongos infectados com as cepas mexicanas de 7. cruzi (3x10° parasitos) durante a fase aguda

da doenca (p<0,05).
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PRANCHA 2 - Numero de ninhos de amastigotas apresentados nos tecidos e/ou orgaos de

camundongos infectados com as cepas mexicanas de 7. cruzi (3x10* parasitos) durante a fase

cronica da doenca (p<0,05).
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Musculo
Esquelético

Atrio

Ventriculo

PRANCHA 3 - Microfotografia de cortes histolégicos dos 6rgdos dos camundongos
infectados via intraperitoneal (3x10* parasitos) com as cepas mexicanas de T. cruzi
(INC-5 e NINOA procedentes de humanos e com parasitemia patente) corados pela
hematoxilina-eosina. Seta — indica a presenca de ninhos de amastigotas.

Microfotografia 1- Mdsculo Esquelético infectado com a cepa INC-5 de T. cruzi (200X)
Microfotografia 2- Mdsculo Esquelético infectado com a cepa NINOA de 7. cruzi (200X)
Microfotografia 3- Atrio infectado com a cepa INC-5 de T. cruzi (200X)
Microfotografia 4- Atrio infectado com a cepa NINOA de T. cruzi (200X)
Microfotografia 5- Ventriculo infectado com a cepa INC-5 de T. cruzi (100X)
Microfotografia 6- Ventriculo infectado com a cepa NINOA de T. cruzi (200X)
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CGH1 KR1

Musculo
Esquelético

Atrio

Ventriculo

PRANCHA 4 - Microfotografia de cortes histolégicos dos 6rgdos dos camundongos
infectados via intraperitoneal (3x10* parasitos) com as cepas mexicanas de 7. cruzi
(CGHI1 e KR1 procedentes de triatomineos € com parasitemia subpatente) corados pela
hematoxilina-eosina. Seta — indica a presenga de ninhos de amastigotas.

Microfotografia 1- Misculo Esquelético infectado com a cepa CGH1 de T.cruzi (200X)
Microfotografia 2- Mdsculo Esquelético infectado com a cepa KR1 de 7. cruzi(200X)
Microfotografia 3- Atrio infectado com a cepa CGHI1 de T. cruzi (100X)
Microfotografia 4- Atrio infectado com a cepa KR1 de T. cruzi (100X)
Microfotografia 5- Ventriculo infectado com a cepa CGH1 de T. cruzi (100X)
Microfotografia 6- Ventriculo infectado com a cepa KR1 de T. cruzi (100X)
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Pulmao

PRANCHA 5 - Microfotografia de cortes histolégicos do pulmdo dos camundongos
infectados via intraperitoneal (3x10* parasitos) com cepas mexicanas de 7. cruzi (INC-5,

CGH4 e KRI1) corados pela hematoxilina-eosina. Seta — indica a presenca de ninhos de
amastigotas.

Microfotografia 1- Pulmao infectado com parasitos da cepa INC-5 de T. cruzi (200X)
Microfotografia 2- Pulmao infectado com parasitos da cepa NINOA de T. cruzi (200X)
Microfotografia 3- Pulmao infectado com parasitos da cepa KR1 de T. cruzi (200X)
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4.1.4 PROCESSO INFLAMATORIO TECIDUAL

A cepa que induziu um processo inflamatério mais intenso € em maior
quantidade de tecidos foi a cepa INC-5 quando cotejadas as demais cepas em ambas as
fases da doenca (Tabelas 3 e 4).

Na fase aguda as cepas INC-5 e CGH1 apresentaram processos inflamatérios de
moderados a intensos nos atrios e os isolados CGH2, CGH6 e NINOA apresentaram
processos inflamatérios moderados. Foram observados processos inflamatérios de
moderados a intensos no musculo esquelético nos animais inoculados com as cepas
CGH2, CGH3, CGH4, NINOA e INC-5. No ventriculo a cepa INC-5 apresentou
inflamacao de moderada intensa. No pulmao de todos os camundongos inoculados com
as cepas observaram-se processos inflamatérios de leves a moderados. Nos demais
tecidos examinados os processos inflamatdrios eram inexistentes ou leves (Tabela 3).

Durante a fase cronica a cepa INC-5 apresentou no &atrio um processo
inflamatoério intenso; o isolado NINOA apresentou esse processo de moderado a intenso
e nos isolados CGH1, CGH2, CGH4, CGH6 e KR1 variou de leve a moderado neste
tecido. A cepa INC-5 foi a que apresentou o processo inflamatério mais intenso no
ventriculo. No miusculo esquelético os isolados CGH2, NINOA e INC-5 apresentaram
processo inflamatdrio de moderado a intenso e os demais isolados de leve a moderado.
No pulmao todas as cepas apresentaram um processo inflamatério de leve a moderado.

Nos demais tecidos o processo inflamatério ndo existia ou era muito escasso (Tabela 4).

TABELA 3 - Processo inflamatério em camundongos inoculados pelas diferentes cepas mexicanas

de T. cruzi nos orgaos e/ou tecidos estudados durante a fase aguda da doenca.

Tecido Cepa CGHI CGH2 CGH3 CGH4 CGH§ KR1 NINOA INC-5

Atrio Moderado-Intenso Moderado Discreto-Leve Discreto Moderado Leve Moderado Moderado-Intenso
Ventriculo Discreto Discreto Discreto Discreto Discreto Discreto Discreto-Leve Moderado-Intenso
Miisculo Esquelético Leve-Moderado  Moderado-Intenso  Moderado-Intenso  Moderado-Intenso ~ Discreto-Leve  Leve-Moderado Moderado-Intenso  Moderado-Intenso
Pulmao Leve-Moderado Leve-Moderado Leve-Moderado Leve-Moderado  Leve-Moderado Leve-Moderado  Leve-Moderado Leve-Moderado
Juncio Eséfago Gastrica Discreto Discreto Leve Discreto Discreto Discreto Discreto Discreto
Juncio Gastro Duodenal Discreto Discreto Leve Discreto Discreto Discreto Discreto Discreto
Juncio fleo Cecal Discreto Discreto Discreto Discreto Discreto Discreto Discreto Discreto
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TABELA 4 — Processo inflamatério em camundongos inoculados pelas diferentes cepas mexicanas

de T. cruzi nos 6rgaos e/ou tecidos estudados durante a fase cronica da doenca.

Tecido Cepa CGH1 CGH2 CGH3 CGH4 CGHS KR1 NINOA INC-5

Atrio Moderado Moderado Discreto Leve-Moderado Leve-Moderado Leve-Moderado Moderado-Intenso Intenso
Ventriculo Discreto Discreto Discreto Discreto-Leve Discreto Discreto-Leve Discreto-Leve Intenso
Miisculo Esquelético Leve-Moderado Moderado-Intenso Leve-Moderado Leve-Moderado Leve-Moderado Leve-Moderado Moderado-Intenso  Moderado-Intenso
Pulmao Leve-Moderado  Leve-Moderado  Leve-Moderado Leve-Moderado Leve-Moderado Leve-Moderado  Leve-Moderado Leve-Moderado
Juncao Eséfago Gastrica Discreto Discreto Discreto-Leve Discreto Discreto Discreto Discreto-Leve Discreto
Junc¢io Gastro Duodenal Discreto Discreto Discreto Discreto Discreto Discreto Discreto Discreto
Juncio fleo Cecal Discreto Discreto Discreto Discreto Discreto Discreto Discreto Discreto

4.1.5 CORRELACAO ENTRE O PARASITISMO E O PROCESSO
INFLAMATORIO

Foi realizado o test de correlagdo entre o parasitismo tecidual e o processo
inflamatério das diferentes cepas em ambas as fases da doenca. Observou-se durante a
fase aguda que as cepas CGH1 e INC-5 apresentaram uma forte correlacao (0,812 r <1)
entre o processo parasitiario e tecidual nas jungdes ileo-cecal e esdfago-gastrica,
respectivamente. As cepas CGH2 (atrio e JEG), CGH3 (JEG) e KR1 (pulméao, JGD e
JIC) a correlagdo foi moderada (0,512 r <0,8) e a cepa CGH4 apresentou uma correlagio
fraca (0,012 r <0,5) no pulmao (Tabela 3).

Na fase cronica foi observada uma forte correlacio (0,812 r <1) nas cepas CGH2
(JGD), CGH3 (JGD e JIC) e KR1(JIC) e moderada (0,512 r <0,8) nas cepas CGH3
(JEG), KR1(JEG e JGD) e NINOA (ventriculo e JIC) (Tabela 4).

Deve-se ressaltar que a cepa CGH6 ndo apresentou correlacdo nos tecidos
estudados em nenhuma das fases da infeccdo. As cepas CGHI1 e INC-5 na fase aguda
tiveram uma forte correlacdo entre o processo inflamatério e parasitario, contudo, na
fase cronica essa correlacdo ndo foi observada em nenhum dos 6rgios estudados.
Ressalta-se que o tecido intestinal foi o tnico tecido que apresentou correlacdo entre o
processo inflamatdrio e a quantidade de ninhos de amastigotas na maioria das cepas de

T. cruzi em ambas as fases da infecc@o (Tabelas 5 e 6).
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TABELA 5 - Correlacio entre a quantidade de ninhos de amastigotas e o processo
inflamatorio nos orgaos e/ou tecidos de camundongos infectados com as diferentes cepas de 7. cruzi

durante a fase aguda da doenca (p<0,05).

Correlacao de Spearman (r)

Fraca Moderada Forte
cepa O0012r 45508 08127
<0,5 <1
CGH1 JIC
Atrio
CGH2 JEG
CGH3 JEG
CGH4 Pulmao
CGH6
Pulmao
KR1 JGD
JIC
NINOA
INC-5 JEG

TABELA 6 - Correlacio entre a quantidade de ninhos de amastigotas e o processo inflamatoério nos
orgaos e/ou tecidos de camundongos infectados com as diferentes cepas de 7. cruzi durante a fase

cronica da doenca (p<0,05).

Correlacao de Spearman (r)

Fraca Moderada Forte
CEPA 0,012r<0,5 0,512 r <0,79 0,8>r <1
CGHA1
CGH2 JGD
JGD
CGH3 JEG e
CGH4
CGHe6
JEG JIC
KR1 JGD
Ventriculo
NINOA JIC
INC-5
4.2 ESTUDOS in vitro

Para observar a capacidade de infectar os diferentes tipos celulares por 7. cruzi
foram utilizadas as cepas CGH1 e KRI1 subpatentes e as cepas NINOA e INC-5

patentes.
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4.2.1 INFECCAO DE CELULAS MK2 UTILIZANDO TRIPOMASTIGOTAS DE
DIFERENTES CEPAS MEXICANAS DE T. cruzi

Na infeccao in vitro das células MK2, os isolados INC-5 e NINOA apresentaram
maior infectividade as 24h apds infeccdo, 81,5 e 77,2% respectivamente, quando

cotejados aos isolados CGH1 (47,5%) e KR1 (23,2%) (p<0,05), (Figura 4; Prancha 4).

Células MK2

100 -
90
80
70
80
50 *
40
30 - *
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% de Células Infectadas

CGH1 INC-5 KR NINOA
Cepas
FIGURA 4 - Percentagem de células MK2 infectadas pelas diferentes cepas mexicanas de 7. cruzi

na relaciio 1:2 (célula/parasito) as 24h apés a infeccio. (*) as cepas CGH1 e KR1 apresentaram

diferencia significativa quando comparadas com as cepas NINOA e INC-5 (p<0,05).

422 INFECCAO DE CELULAS VERO CCL-81 UTILIZANDO
TRIPOMASTIGOTAS DE DIFERENTES CEPAS MEXICANAS DE T. cruzi

Nao foi detectada diferenca significativa entre a infectividade dos isolados INC-
5, NINOA, CGHI e KR1 s 24 hs apés infec¢dao em as células Vero-CCL-81 (Figura 5;
Prancha 5).

Células Vero
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FIGURA 5 - Percentagem de células Vero-CCL81 infectadas pelas diferentes cepas mexicanas de

T. cruzi na relagio 1:2 (célula/parasito) as 24h apés a infec¢io.

César GOmez Herhandez



53

CELULAS MK2 CONTROLE

PRANCHA 6 — Células MK2 ap6s 24h de infec¢do com 7. cruzi na relagdo 1:2 (célula/parasito), (fotos 1-4) e controle: células MK?2 ndo
infectadas (fotos 5-6). Aumento 200X. Seta: indica a presenca de amastigotas.
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24h

CELULAS VERO CCL-81 CONTROLE

PRANCHA 7 - Células Vero CCL-81 ap6s 24h de infeccdo com T. cruzi na relagdo 1:2 (célula/parasito) (fotos 1-4), aumento de 400X e
controle: células Vero CCL-81 ndo infectadas (fotos 5-6), aumento de 200X. Seta: indica a presenga de amastigotas.
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4.2.3 INFECCAO DE MACROFAGOS UTILIZANDO TRIPOMASTIGOTAS DE
DIFERENTES CEPAS MEXICANAS DE T. cruzi

Tripomastigotas obtidos de cultura celular de todas as cepas de T. cruzi foram
capazes de infectar macréfagos peritoneais de camundongos durante os periodos de
cultivo (24, 48, 72, 96 e 120h). Entretanto, os isolados NINOA e KR1 apresentaram
aumento significativo na porcentagem de infectividade dos macréfagos a partir de 96h
ap6s a adicdo de tripomastigotas na cultura (98-100%, respectivamente) (p<0,05). O

padrao de infectividade dos outros isolados manteve-se constante (Figura 6; Prancha 6).

Macréfagos
7]
S 100
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S 80 — [ S
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@
35 40
3
> 20
-
B'Q 0 T T T T 1
24 43 72 96 120

Periodo de Infeccao (horas)

—e—CGH1 —=—ING-5 KR1 NINOA

FIGURA 6 - Percentagem de macrofagos infectados pelas diferentes cepas mexicanas de 7. cruzi na

relacio 1:2 (célula/parasito) as 24, 48, 72, 96 e 120h apés a infeccdo.

Quando comparamos a infectividade por isolado entre os trés tipos celulares foi
observado que a cepa INC-5, 4s 24hs apds infeccdo apresentou a menor infectividade
em células VERO (42%) quando comparado as células MK2 (81,5%) e macréfagos
(67%)(p<0,05). A cepa KR1, 24h apds a adi¢do dos parasitos nas culturas de células
MK?2, apresentou o menor indice de infectividade (23%) quando comparadas as culturas
de células VERO (60,2%) e macrofagos (57,5%) (p<0,05). A cepa NINOA apresentou a
maior infectividade nas células MK2 as 24h de cultivo quando equiparadas com as
outras duas linhagens celulares (p<0,05). J4 os indices de infectividade apresentados
pela cepa CGHI1, nas trés linhagens de células hospedeiras ndo foram significativos

(Figura?7).
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PRANCHA 8 — Macrdéfagos peritoneais de camundongo nao isogénico ap6s 24h de infec¢do com 7. cruzi na relagdo 1:2 (célula/parasito)
(fotos 1-4) e controle: macréfagos nao infectados (fotos 5-6). Aumento de 100X. Seta: indica a presenca de amastigotas
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FIGURA 7 - Infectividade pelas cepas mexicancas de 7. cruzi das células MK2, Vero-CCLS81 e
macréfagos peritoneais de camundongos nao isogenicos na relacio 1:2 (célula/parasito) as 24h apos
infeccio. (*) as cepas CGH1 e KR1 apresentaram diferencia significativa quando comparadas com

as cepas NINOA e INC-5 (p<0,05).

4.3 CARACTERIZACAO GENETICA
4.3.1 PCR ESPECIFICA PARA Trypanosoma cruzi

Foi realizado a PCR com os iniciadores 121-122 para verificar a presenca de 7.
cruzi nas amostras. Todas as amostras amplificaram o fragmento 330pb especifico para

T. cruzi (Figura 8).

MM Tc CGH1 CGH2 CGH2 CGH4 CGHE KR1 INC5 NINOA Branco

FIGURA 8 - Gel de poliacrilamida 6% corado pela prata mostrando fragmentos especificos de 7.
cruzi de 330pb amplificado pela PCR com os iniciadores 121-122. MM: Peso molecular, Te: cepa
MUT, CGH1, CGH2, CGH3, CGH4, CGH6, KR1, NINOA e INC-5 isoladosmexicanos, Branco:

controle negativo.
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4.3.2 PCR COM PRIMERS D72, D75 E RG3
A realizacio da PCR multiplex com os iniciadores D72, D75 e RG3 nas
amostras de 7. cruzi estudadas mostrou amplificacdo de um fragmento de 250pb,

correspondente ao Tcl. Esse resultado também mostrou auséncia de 7. rangeli em

nossos isolados (Figura 9).
MM Tr Tcll Tcl CGH1 CGH2 CGH3 CGH4 CGH6 KR1 INC5 NINOA Branco

FIGURA 9 - Gel de poliacrilamida 6% corado pela prata utilizando os iniciadores D72, D75 e RG3.
Observe-se que as cepas mexicanas de 7. cruzi todas apresentaram o fragmento de 250pb
correspondete a T. cruzi I. Canaletas: MM: peso molecular; Tr: cepa P02 de T. Rangeli (210pb); Tell:
cepa HEL de T. cruzi I (265pb); Tel: cepa MUT de T. cruzi I (250pb); Branco: controle negativo.

4.3.3 AMPLIFICACAO DO ESPACO NAO TRANSCRITO DOS GENES DO
(ITS) MINI-EXON

Mediante amplificagdo de regides conservadas do mini-éxon, todas as cepas
utilizadas foram classificadas como Trypanosoma cruzi I (banda de 350pb). Observe o

controle do TclI que apresentou a banda de (300pb) (Figura 10).
MM Tcl Tcll CGH1 CGH2 CGH3 CGH4 CGH6 KR1 INC5 NINOA Branco

FIGURA 10: Gel de poliacrilamida 6% corado pela prata utilizando os iniciadores Tc, Tcl e Tc2.
Todas as amostras das cepas mexicanas de 7. cruzi, amplificaram fragmentos de 350pb, especificos
para Tcl. Canaletas: MM: peso molecular; Tcl: cepa MUT de T. cruzi I (350pb), Tell: cepa HEL de T.

cruzi IT (300pb); Branco: controle negativo.
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4.3.4 AMPLIFICACAO DAS REGIOES INTERGENICAS DOS GENES DO
SPLICED LEADER
Mediante esta técnica foi confirmado que todos os isolados mexicanos de T.

cruzi pertencem ao grupo Tcl (banda de 475 pb) (Figura 11).

CGH1 CGH2 CGH3 CGH4 CGHe KR1 NINOA INC-5 Branco

FIGURA 11 - Gel de poliacrilamida 6% corado pela prata utilizando os iniciadores UTCC e TCac.
Todas as amostras das cepas mexicanas de 7. cruzi, amplificaram fragmentos de 475pb, especificos

para Tcl. MM: peso molecular; Branco: controle negativo.

4.3.5 PCR PARA OS HAPLOTIPOS DO Tcl

Tendo o conhecimento que nossos isolados pertencem ao Tcl como demostrado
pelas técnicas do mini-éxon e o Spliced Leader foi realizada a PCR especifica para
classificacdo dos haplétipos deste grupo como descrito por Falla et al., (2009). Os oito
isolados estudados amplificaram um fragmento de 275pb correspondentes ao haplétipo

Ia (Figura 11) e o fragmento de 200pb correspondente ao haplétipo Id (Figura 12).

MM CGH1 CGH2 CGH3 CGH4 CGH6 KR1 INC5 NINOA Branco

FIGURA 12 - Gel de poliacrilamida 6% corado pela prata. Observe que todas as amostras das
cepas mexicanas de 7. cruzi amplificam um fragmento de 275pb para o haplétipo Ia. MM: peso

molecular; Branco: controle negativo.
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MM CGH1 CGH2 CGH3 CGH4 CGHé KR1 INC5 NINOA Branco

FIGURA 13 - Gel de poliacrilamida 6% corado pela prata. Observe que todas as amostras das
cepas mexicanas de 7. cruzi amplificam um fragmento de 200pb para o haplétipo Id. MM: peso

molecular; Branco: controle negativo.

4.3.6 RAPD (RANDOMLY AMPLIFIED POLYMORPHIC DNA)

O iniciador A183R foi o que melhor classificou os isolados mexicanos de T.
cruzi, por isso foi escolhido para gerar o fenograma. As cepas de 7. cruzi mexicanas
foram distribuidas em dois bracos polimérficos com 28,4% de coeficiente de
similaridade (CS). O primeiro brago foi constituido pelas seis cepas obtidas de
triatomineos (CGH3, CGH6, CGH4, CGH1, CGH2 e KR1). O segundo braco foi
constituido pelas cepas de origem humana (NINOA e INC-5) apresentando 50% de CS.
Trés fatos interessantes que chamaram a atencao foram: 1 — a cepa KR1, proveniente de
T. picturata, encontra-se separada das cepas CGH3, CGH6, CGH4, CGH1 e CGH2 que
sdo provenientes de 7. palillipennis ou T. longipennis apresentando um CS de 45,2%; 2
— as cepas que apresentaram parasitemia patente estavam separadas daquelas que
apresentavam parasitemia subpatente € 3 — foi possivel a separagdo pela origem
geogréfica (Figura - 14).

Os outros quatro iniciadores (M13-40-F, Agt11-F, L-15996, A31F) utilizados nao
apresentaram resultados homogéneos que nos permitiram fazer um analise dentre as

cepas.
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FIGURA 14 - Fenograma das cepas mexicanas de 7. cruzi gerado a partir dos perfis obtidos da
RAPD com o iniciador 2183R pelo programa Gel Comparll. Os valores representados indicam o
coeficiente de similaridade entre as cepas mexicanas de 7. cruzi. As cepas CGH3, CGH6, CGH4,
CGHI1, CGH2 e KRI1 isoladas de triatomineos sio procedentes do Estado de Jalisco. As cepas
NINOA e INC-5 isoladas de humanos sio procedentes dos Estados de Oaxaca e Guanajuato

respectivamente.
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5. DISCUSSAO
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O México € um pais tropical, onde as doencas proprias deste clima estdo
presentes, dentre elas a doenca de Chagas. Recentemente, neste pais, foram
implementados programas de controle da doenca de Chagas e do vetor enquanto nos
paises de América do Sul os mesmos ja se encontravam em andamento algum tempo
(SCHOFIELD & DIAS, 1999; WHO/OPS, 2006; MONCAYO 2009). Os altos indices
de infec¢do dos triatomineos encontrados no Estado de Jalisco, México, sugerem uma
elevada exposicio das pessoas desta regido ao 7. cruzi (MAGALLON-GASTELUM et
al., 1998; GOMEZ-HERNANDEZ et al., 2008) (Anexo I) o que despertou nosso
interesse de estudar as cepas circulantes neste estado realizando a caracterizagao
bioldgica e molecular das mesmas.

Considera-se importante a caracterizagdo bioldgica e genética de isolados de T.
cruzi de regides endémicas deste pais para a compreensao da epidemiologia e biologia
do parasito nestas dreas. Desde 1950 tem-se realizado diferentes estudos sobre cepas de
T. cruzi o que tem permitido estabelecer que este parasito pode ser encontrado em
diferentes vetores e reservatdrios, € que em regioes do mesmo pais, se comportam de
forma diferente ao serem inoculados em modelos experimentais (BICE et al., 1970;
MAGALHAES et al., 1996)

Nossas cepas mostraram elevada infectividade por apresentar positividade em
100% dos camundongos inoculados. No México ndo existem relatos que mostrem o
perfil de infectividade de diferentes isolados de 7. cruzi em camundongos.

Neste estudo, observamos que das oito cepas estudadas, cinco demonstraram
parasitemia patente (CGH3, CGH4, CGH6, NINOA e INC-5), sendo esta o tipo mais
freqlientemente relatado nos estudos experimentais (ESPINOZA et al., 1998; ARAUJO
et al, 1999; VERA-CRUZ et al., 2003; LISBOA et al, 2007). Trés cepas (CGHI,
CGH2 e KR1) apresentaram parasitemia subpatente, o que ndo € relatado na literatura
em modelos experimentais de cepas de 7. cruzi procedentes do México.

As cepas deste estudo induziram uma mortalidade que oscilou entre 3,3 e 53,3%
nos camundongos inoculados. No México e, especificamente no Estado de Jalisco, ja
foram descritos estudos que mostram que as cepas procedentes deste Estado podem
matar de 0 a 100% dos animais infectados experimentalmente (ESPINOZA et al., 1998;
BARRERA-PEREZ et al., 2001; VERA-CRUZ et al., 2003)

Os camundongos inoculados com as cepas subpatentes (CGH1, CGH2 e KR1)
apresentaram-se positivos durante um ano de acompanhamento pelo método do

microhematocrito. Roellig et. al. (2010) observaram que parasitos pertencentes ao grupo
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Tcl e Tclle (TcVI da nova classificagdo Zingales et al., 2009) apresentaram gendtipos
que se caracterizaram por manter parasitemia subpatente na fase cronica e infectar
Rhodnius prolixus. Segundo esses autores, a manutencio do ciclo silvestre do T. cruzi
depende de vetores competitivos que encontrem hospedeiros infectados. Destaca-se que
as cepas utilizadas em nosso estudo pertencem ao grupo Tcl. A diversidade bioldgica e
genética do T. cruzi e a capacidade de infectar diversas espécies de hospedeiros
mamiferos sustentam a hipétese que algumas espécies de animais podem manter
parasitemias por maior tempo que outras o que os tornaria reservatérios. As diferencas
entre reservatérios potenciais podem ser baseadas na espécie e na genética do
hospedeiro, no genétipo do parasito ou na combinagdo de ambos.

Os isolados mexicanos utilizados neste estudo apresentaram um tropismo por
musculo esquelético e pelo coracdo, sendo que o tropismo por estes tecidos ja foi
relatado em cepas encontradas no Estado de Jalisco, bem como em outras regides do
México (BIAGI et al., 1965). No Brasil Andrade et al. (1985; 1997) descreveram
diferencas no comportamento na infec¢do experimental relacionado com o tropismo das
cepas, identificando cepas reticulotropicas ou miotrépicas.

Atualmente ndo se conhece muito sobre a importancia do tropismo tecidual no
pulmao pelo 7. cruzi, talvez porque este ndo seja tdo intenso quanto nos outros tecidos,
como musculo cardiaco e esquelético, ou até mesmo porque ndo provoque alteracdes no
6rgao (GUARNER et al., 2001; MELNIKOV et al. 2005). Melnikov et al. (2005),
observaram raros ninhos de amastigotas no pulmao de camundongos infectados com
isolados mexicanos de 7. cruzi, onde chegou a ser detectado em 32-90% dos
camundongos. Além disso, dependendo da cepa, foram observadas lesdes bronquicas,
edema e inflamacdo sendo que alguns apresentavam hemorragia alveolar. Em nosso
estudo foi detectada infectividade neste 6rgao de 40 a 100% dos animais na fase aguda e
de 50 a 73% dos camundongos na fase cronica, porém, com baixa quantidade de ninhos
de amastigotas como relatado por Melnikov et al. (2005). Estes dados podem confirmar
que as cepas mexicanas tenham um tropismo pelo o musculo liso dos grandes vasos
pulmonares e da regido peribronquica dos pulmoes.

Isolados de 7. cruzi podem apresentar diferencas na imunogenicidade
desencadeada em diferentes 6rgdos e/ou tecidos os quais este infecta. Este fato pode ter
influenciado na correlagdo entre o nimero de ninhos de amastigotas € o processo
inflamatorio, isto €, quanto maior o processo inflamatério maior a probabilidade de se

encontrar maior quantidade de ninhos amastigotas.
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Interessante notar que em alguns animais inoculados com cepas de 7. cruzi que
apresentaram parasitemia patente (NINOA e INC-5) foi observada paresia nas
extremidades, principalmente nos membros traseiros, € o animal foi a 6bito poucas
horas depois (dados ndo apresentados). Os estudos histopatologicos realizados nestes
animais mostraram intenso parasitismo tecidual no musculo estriado que em ocasides
ocupavam toda a fibra muscular (Prancha 3 e 4).

A morfologia, infectividade, viruléncia e patogenicidade das formas
tripomastigotas de 7. cruzi t€m sido utilizadas para caracterizar os isolados do parasito.
A viruléncia de uma cepa esta relacionada com a sua multiplicacdo no hospedeiro. Em
nosso estudo in vitro foi possivel estabelecer um perfil de infectividade de quatro
isolados mexicanos em culturas de células MK2, VERO e macréfagos peritoneais. Apds
a penetracdo na célula-alvo os tripomastigotas transformam-se em amastigotas que
proliferam e diferenciam-se em novos tripomastigotas. Apds a ruptura da célula
parasitada, ha invasdo de novas células. Assim, a duracdo do ciclo celular e o tempo
necessdrio para as transformacdes de formas evolutivas sdo fatores que devem ser
considerados quando se analisam as percentagens de células infectadas. Nossos dados
mostraram que os isolados INC-5 e NINOA apresentaram maior infectividade as 24h
apos a infeccdo em células MK2 (81,5 e 77,25%, respectivamente) quando comparados
aos isolados CGH1 (47,5%) e KR1 (23,2%). Vale ressaltar que em nosso estudo in vivo
os isolados INC-5 e NINOA apresentaram indice de parasitismo de, aproximadamente,
100% em musculo esquelético demonstrando a sua alta capacidade infectante. Além
disso, ninhos de amastigotas da cepa INC-5 foram encontrados de forma significativa
em grande nimero no musculo cardiaco em relacdo aos outros isolados.

Estes resultados demonstram que independente do tipo celular, parasitos das
cepas INC-5 e NINOA sdo capazes de infectar em forma significativa. E esta é uma
caracteristica que pode estar sendo influenciada pelas diferentes moléculas de superficie
e mecanismos de invasdo celular. No experimento utilizando células VERO, nao foi
detectada diferenca significativa entre a infectividade dos quatro isolados as 24h ap6s
infecgdo.

A adesao e a invasdo de células de vertebrados por tripomastigotas dependem de
glicoproteinas do tipo mucinas da superficie dos tripomastigotas (SCHENKMAN et al.,
1993; CAMARGO et al., 1997; RUIZ et al., 1998; revisio em ACOSTA-SERRANO,
2001; YOSHIDA 2006; 2009). A interacao destas moléculas de superficie com seus

receptores na membrana do hospedeiro ativam diferentes vias de sinaliza¢do capazes de
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engatilhar sinais de transducao diferenciados, que culminam com o processo de invasio,
seja em menor ou maior intensidade (NEIRA et al., 2002; YOSHIDA 2006; 2009).
Existe variabilidade entre diferentes populagdes de 7. cruzi quanto a expressao dessas
moléculas (RUIZ et al., 1998; NEIRA et al., 2002; DOSREIS, 2002; YOSHIDA 2006;
2009). Ruiz et al. (1998) encontraram relagao inversa entre infectividade e expressao de
gp90 e gp35/50. Assim detectaram baixa expressao de gp35/50 e nenhuma expressao de
gp90 em tripomastigotas da cepa CL que tem alta capacidade invasiva, ao contrario do
observado na cepa G pouco invasiva. Nao ha estudos semelhantes comparando isolados
mexicanos quanto a expressao de moléculas de superficie sendo um dos préximos
objetivos de nossa equipe.

Acredita-se que populacdes de 7. cruzi com maior quantidade de transialidases
sejam mais invasivas (SOUTO-PADRON et al, 1990). A familia das transialidases,
responsaveis pela transferéncia de dcido sidlico da célula hospedeira para mucinas da
superficie do parasito, bem como a das moléculas transialidase-like, sao
abundantemente expressas na superficie de tripomastigotas de 7. cruzi e apresentam
diversidade funcional (FRASCH, 2000). Sendo assim, sugere-se que os isolados INC-5
e NINOA apresentem peculiaridades quanto a expressdo de moléculas de superficie e
que este fato possa ter contribuido na diferenca de infectividade observada nas culturas
de células MK2. Somente estudos futuros poderdo esclarecer se estas moléculas, bem
como as mucinas aceptoras de 4cido sidlico, participam da resposta diferencial das
populacdes agora estudadas.

Tripomastigotas de todas as cepas de 7. cruzi utilizadas neste estudo foram
capazes de infectar macrofagos peritoneais de camundongos durante os periodos de
cultivo considerados. Entretanto, analisando a eficiéncia de interiorizacdo de
tripomastigotas das diferentes populacdes de 7. cruzi em culturas de macréfagos
peritoneais, verificamos que tripomastigotas das cepas NINOA e KR1 apresentaram
aumento significativo na porcentagem de infectividade dos macréfagos a partir de 96h
de cultura.

O processo de adesao e invasdo do 7. cruzi em macréfagos envolve interagdes
moleculares entre as membranas do parasito e da célula hospedeira, aspectos ja
discutidos anteriormente para MK2 e VERO CCL-81.

Alcantara & Brener (1978) e Meireles et al. (1982) trabalhando com culturas de
macréfagos infectados com as cepas Y (Tcll) e CL (TcVI) observaram o processo de

interiorizacdo em macrofagos. A cepa Y, mesmo apds o processo de opsonizagao pelo
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sistema complemento, foi capaz de se multiplicar e liberar novos tripomastigotas no
meio. Ja a cepa CL foi destruida extensivamente dentro do macréfago. Estes autores
acreditam que componentes da membrana do parasito e diferentes receptores do
macréfago, estejam influenciando ndo s6 no fendmeno de interiorizacdo como também
na sobrevivéncia do parasito na célula hospedeira.

Em nosso estudo observamos que parasitos das cepas INC-5, NINOA, CGHI1 e
KR1 foram capazes de invadir e se multiplicarem dentro de macréfagos de forma
significativa. Embora estes isolados pertencam a grupos do 7. cruzi diferentes das cepas
utilizadas por Alcantara & Brener (1978) e Meireles et al. (1982), acredita-se que,
independente de grupos genéticos, estes parasitos apresentem mecanismos similares
para invadir e sobreviver dentro de células fagociticas.

As glicoproteinas da superficie do parasito sdo responsaveis por engatilhar o
fendmeno de mobilizacdo de Ca®* intracelular tanto do hospedeiro quanto do parasito,
importante para o processo de invasdo (TARDIEUX et al., 1992; YOSHIDA 2006;
2009). Eventos intracelulares ocorrem no citoplasma do parasito e podem induzir sinais
distintos para mobilizacdo de Ca*'na célula hospedeira conforme visto para células de
carater ndo fagocitico, a exemplo da expressao da oligopeptidases B. Moléculas do
parasito estdo envolvidas na ativacdo da trifosfatoinositol cinase (PI3K). Esta enzima
contribui para o processo de fagocitose e apresenta como alvo, um complexo (PKB/c-
akt), que quando ativado € essencial para o transloca¢do de enzimas digestivas até a
membrana do hospedeiro, possibilitando sucesso no mecanismo de invasao do parasito.
Sendo assim, destaca-se o importante papel que as enzimas da cascata de transdugdo
possuem no processo de fagocitose. Tripomastigotas sao também capazes de engatilhar
processos importantes na célula hospedeira como mecanismos de reparo de membrana,
uteis para a invasdo e sobrevivéncia intracelular. Estes processos sio mediados pela
interacdo direta entre moléculas da superficie do hospedeiro e da membrana do parasito
(revisdio em ANDREWS, 2002). Assim as diferencas observadas in vitro entre os
diferentes isolados mexicanos de 7. cruzi podem ter acontecido, em virtude de alguma
peculiaridade nos mecanismos de engatilhamento de cascata de sinalizacao, durante o
processo de invasdo, conforme visto para outras populacdes de 7. cruzi (YOSHIDA
2006; 2009).

Na década passada foram descritos dois grupos genéticos principais de 7. cruzi:
o T. cruzi I (Tcl) associado ao ciclo de transmissdo silvestre, e 7. cruzi II (Tcll),

encontrado com maior freqiiéncia no ambiente doméstico. Esta relac@o entre gendtipos e
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o ciclo do T. cruzi, ndo pode ser aplicada a paises da América Central e o México, pois
o gendtipo Tcl € predominante no ciclo doméstico, peridoméstico e silvestre nestas
regides diferentemente ao observado em paises do Cone Sul onde o Tcll e predominante
no ciclo domestico (DUMONTIEL, 1999; GUZMAN-MARIN ez al., 1999; BOSSENO
et al., 2002; ANEZ et al., 2004; RUIZ-SANCHEZ et al., 2005; BRENIERE et al.,
2007; LOZANO-KASTEN et al., 2008; O'CONNOR et al,. 2007, BOSSENO et
al.,2009). Comprovamos que os nossos isolados pertencem ao grupo Tcl pela PCR dos
diferentes alvos.

Foram relatados na Coldmbia, por Herrera et al. (2007), quatro haplétipos
pertencentes ao grupo Tcl. Falla et al., (2009) descreveram os iniciadores da PCR para
esta classificacdo a qual amplifica para o haplétipo Ia (228pb), Ib (250pb) e para Id
(200pb). Ainda ndao foram descritos iniciadores que consigam amplificar algum
fragmento especifico do haplétipo Ic.

Pela PCR descrita por Falla et al., (2009), nossos isolados, amplificaram dos
fragmentos um de 200pb e outro de 275pb. O primeiro corresponde ao haplétipo Id e o
segundo ao haplétipo Ia embora o fragmento descrito por Falla et al (2009) com seus
iniciadores especificos para este haplétipo foi de 228pb. Porém, nio existem relatos de
outros trabalhos realizados em outros paises € mesmo da Colombia que permitam
comparar os resultados de Falla et al., e os nossos. N6s poderiamos ter esclarecido em
parte, essa divergéncia, se tivéssemos utilizado cepas de referéncia colombianas dos
autores mencionados para comprovar nossos resultados. As cepas mexicanas mostraram
hapl6tipos mistos, que nao foram observados nos trabalhos realizados por Herrera et al.,
(2007) e Falla et al., (2009). A caracterizacdo molecular dos haplétipos de 29 isolados
de T. cruzi I do Brasil mostrou amplificacdo do fragmento correspondente ao haplétipo
Id em apenas cinco das amostras (KAPPEL et al, 2009). Tendo em conta estes
resultados conclui-se que as cepas mexicanas deste estudo sdo diferentes das cepas
colombianas e brasileiras de Tcl.

A técnica do RAPD se caracteriza por amplificar fragmentos de DNA de forma
randomica. Alguns dos iniciadores utilizados para a realizacdo desta técnica podem
permitir o agrupamento das amostras de interesse pela procedéncia geografica e/ou
biolégica (STEINDEL er al.,1993). Neste trabalho o iniciador A183R foi o que
classificou melhor as cepas mexicanas de 7. cruzi. Com este iniciador nossas cepas
foram agrupadas de acordo a origem bioldgica (humano e triatomineo) e origem

geografica. Bosseno et al. (2002) observaram elevada homogeneidade entre isolados
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mexicanos de 7. cruzi obtidos de diferentes hospedeiros, com esta técnica, porém, esta
homogeneidade nio foi correlacionada com a viruléncia das cepas. As variagdes intra-
especificas de nossas cepas poderiam estar relacionadas as diferencas no
comportamento biolégico in vivo e in vitro. Andrade et al.,(1999) mostraram que duas
populacdes do parasito das cepas JG e Coll.7G2, com perfis genéticos diferentes
observados pela técnica LSSP-PCR (Low-Stringency Single Specific Primer Polymerase
Chain Reaction), apresentavam tropismo tecidual e patogenicidade diferentes em
camundongos. Lana et al., (2000) observaram que os genétipos clonais de 7. cruzi
diferem significativamente em sua infectividade demonstrando uma associac@o entre a
diversidade genotipica, tropismo e patogenicidade.

Em conclusio, neste trabalho demonstramos que as cepas mexicanas de 7. cruzi
apresentam polimorfismos do parasito desde o ponto de vista bioldgico e genético que
pode ser relacionado em parte, a origem geografica dos isolados e aos hospedeiros de
onde foram obtidos. Alem disso, demonstramos que as cepas mexicanas pertencem ao
genétipo Tcl haplétipos mistos la e Id o que é demonstrado pela primeira vez na

literatura
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6. CONCLUSOES

César GOmez Herhandez



71

6. CONCLUSOES

As cepas mexicanas de 7. cruzi sdo infectantes para camundongo gerando
parasitemia patente ou subpatente dependendo da cepa e alem disso, apresentam
tropismo predominante por musculo esquelético e cardiaco;

Nao houve correlagdo entre mortalidade nos animais que receberam indculos de 7.
cruzi com parasitemia patente ou subpatente j4 que, em ambos os grupos, observou-se
mortalidade, porém, sendo maior nos isolados procedentes de humanos;

Neste estudo comprovamos que nossas cepas correspondem ao Tcl, haplétipos Ia e
Id demonstrando-se pela primeira vez a presenca de hapl6tipos mistos nas cepas Tcl;

As cepas de Tcl, mediante a técnica RAPD puderam ser agrupadas de acordo a sua
origem bioldgica e geografica;

Os isolados de casos humanos (INC-5 e NINOA) sao mais infectantes as 24h para
as células MK2, Vero-CCL81 e macréfagos do que as demais cepas, embora todas

foram capazes de penetrar e multiplicar em todos os tipos celulares.
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Prevaléncia de triatomineos (Hemiptera: Reduviidae:
Triatominae) infectados por Trypanosoma cruzi: sazonalidade
e distribuicio na regido Ciénega do Estado de Jalisco, México

Prevalence of triatomines (Hemiptera: Reduviidae: Triatominae) infected
by Irypanosoma cruzi: seasonality and distribution in the
Ciénega region of the State of Jalisco, Mexico

César Gomez-Hernandez!, Karine Rezende-Oliveira®, Agustin Cortés Zarate?,
Esperanza Cortés Zarate®, Francisco Trujillo-Contreras* e Luis Eduardo Ramirez!

RESUMO

As caracterfsticas fisico-geogrificas da regiio Ciénega, Jalisco, México a tornam propicia para transmissio do Trypanosoma cruzi, causador da
doenca de Chagas. Fste irabalho caracieriza a prevaléncia de triatomineos infectados pelo parasita, sua sazonalidade e distribuicio nesta regido.
Foram analisados 328 (rialomineos no periodo de janeiro de 2005 a junho de 2007 procedentes de 13 municipios da regido, sendo abril, maio e
junho os meses de maior captura. Dos triatomineos analisados, 57,3% foram positivos para Trypanosoma cruzi, correspondendo 15,4% para a
drea urbana e 84,6% para a drea rural. A espécie mais freqiiente foi Triafoma longipennis e a mais parasitada foi Triatoma barberi com indice
de infeciio de 83,3% quando comparada a Triatoma longipennis (67 5%) (p<0,05). A infecciio natural dos vetores capturados pode indicar alta
exposiciio das pessoas a0 Trypanosoma cruzi. 0 achado recente do Triatoma dimidiata positivo nesta regido, sugere a adaptacio de novas espécies
is condicies ecoldgicas destas populagbes.

Palavras-chaves: Trypanosoma cruzi. Triatomineos. Doenca de Chagas.

ABSTRACT

The physical and geographical characteristics of the Ciénega region, Jalisco, Mexico make it suitable for transmission of Trypanosoma cruzi, the causative
apent for Chagas disease. This study characterizes the prevalence of triatomines infected by this parasite, their seasonality and their distribution in this region.
A total of 328 triatomines were evalualed between January 2005 and June 2007, from 13 municipalities in the region. April, May and June were the months
with the highest capture levels. Among the triatomines examined, 57.3% were positive for Trypanosoma cruzd, corresponding to 15.4% in urban areas and
84.6% in rural areas. The species with greatest prevalence was Triafoma longipennis and the species with the highest parasitism rate was Triatoma barberi,
with an infection rate of 83.3%, whereas the rate for Triafoma longipennis was 67.5% (p<0.05). This natural infection in the captured vectors may indicate
that individuals in this region have high exposure to Trypanosoma cruzi. The recent findings of positive Triatoma dimidiata in this region suggest that new
species are becoming adapted to the ecological conditions of these populations.

Key-words: Trypanosoma cruzi. Triatomines. Chagas disease.

Adoenca de Chagas, também conhecida como tripanossomiase No México, existem 33 espécies de triatomineos" dos quais 18
americana é considerada um problema de satide piblica em 17 tém sido encontradas infectadas naturalmente por Trypanosoma
pafses latino-americanos. Cerca de 10 a 12 milhdes de pessoas cruzi®**, No Estado de Jalisco, tem-se conhecimento destes insetos
estio infectadas com o Trypanosoma cruzi, sendo esta uma das em decorréncia de estudos realizados por Magallén-Gastélum e
principais doencas transmitidas por insetos triatomineos, na  col'® e Martinez-Ibarra e col"” mostrando sua distribuicio estadual
América Latina e endémica em virios estados do México™ . esua relagio com a infeccio natural, considerando os complexos
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Phylosoma e Prociafa os mais imporiantes no processo de
transmissio do Trypanosoma cruzi™ . A distribuicio destes
complexos esid relacionada com indices de dispersio, infestaciio
e infecgiio por Trypanosoma cruzf junto a fatores ecolégicos e,
sobretudo, aos hibitos domiciliares do inseto e 4 presenca da
doenca de Chagas'* "%, Tém-se descrito em alguns municipios
deste estado indices elevados de infestacfio que variam de 26,1%
458,3%, colonizacio de triatomineos no peridomicilio de 58,3%
485,7% e infecciio por Trypanosoma cruzi de 41,2% a 60,2%,
08 quais aumentam durante a temporada seca'®,

Estudo realizado em 124 municipios do estado de Jalisco, entre
1987-1994 demonstrou uma soroprevaléncia da doenca de Chagas na
populacio geral de 18% em 124 municipios®. Recentemente, Yerenas
& cols™, no ano de 2006, encontraram no municipio de La Barca,
Jalisco, uma soroprevaléncia de 21,6% na populacio rural®,

Devido ds elevadas taxas de prevaléncia de anticorpos na
populaciio de diferentes dreas do estado de Jalisco, aos elevados
indices de infestacfio, colonizaciio e infecciio dos triatomineos pelo
Trypanosoma criezi, nosso grupo de pesquisa realizou um estudo
transversal, descritivo e observacional na regifio Ciénega, considerada
montanhosa, localizada neste mesmo estado com objetivo de avaliar
4 prevalénda de triatomineos infectados pelo Trybanosoma cruzd,
sua sazonalidade e distribuicio nesta regifio.

MATERIAL E METODOS

A regido Ciénega apresenta uma superficie total de 4.892km?
equivalente 4 6,1% da superficie do Estado de Jalisco. A altitude

da regifio € de 1.564m ao nivel do mar (manm), com alturas
minimas de 1.520 manm nos municipios de Poncitlin e La
Barca e mdximas de 1.780 manm no municipio de Degollado. A
temperatura média regional é de 20,2°C, com minimas de 19,5°C
em Tuxcueca e Jocotopec e méximas de 21,1°C em Atotonilco e
Ayotldn, sendo seu clima semiquente a semi-seco. Esta regido
tem 463.039 habitantes, abrangendo um dos {ndices mais altos
da populacio total do Estado de Jalisco®, representando uma
densidade populacional de 94,65 habitantes/km* (Figura 1).

Foi realizada uma busca de triatomineos peri ¢ intradomiciliar
durante o periodo de janeiro de 2005 a junho de 2007 em 13
municipios da regifio: Atotonilco, Ayotldn, Chapala, Degollado,
Jamay, Jocotepec, La Barca, Ocotldn, Poncitlin, Tizap4n, Tototldn,
Tuxcueca, Zapotldn del Rey (Tabela 1).

A coleta foi manoal com auxilio de pincas e limpadas,
ndo sendo utilizadas armadilhas. O tempo de captura foi de
aproximadamente uma hora‘homem/casa’. Os triatomineos
coletados foram colocados em recipientes de plistico rotulados
com endereco e data da captura e enviados para identificaciio e
diagndstico de Trypanosoma cruzi ao laboratério de Secretaria
de Salid Jalisco. A identificacio dos triatomineos foi realizada
utilizando os critérios da classificacio de Triatoma do México
de Lent & Wigodzinski*, A fregiiéncia de captura nos municipios
foi uma vez a cada 30 dias, e os enderegos foram selecionados
utilizando a tabela de mimeros aleatérios. Ao todo, foram
analisados 340 (10%) domicilios.

A procura do Trypanosoma cruzi nas fezes dos triatomineos
foi realizada pelo exame 4 fresco pela compressio do abdémen e

Poncitlan

Zapotlan del Rev

Tototlan Tepatitlan

Atotonilco

_Degollado

Ocotlan

Estados Unidos de Norte América

Guatemala

Figura 1 - Regiio Cléncga, Estado de Jalisco, México.
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Tabela 1 - Distribuwigdo de trial por espécie e com infece
natural por Trypanosoma cruzi capiurados em municipios da regido
Clénega do Estado de Jalisco no periodo 2005 - 2007,

Municipio Espécies Triatomdneos (n") [INPE 1IN
capturados  positivos
Alotonilco  Triatoma longipennis 14 8 571 695
Triatoma barberi 5 5 1000
ninfas 5p i 3 75,0
Ayotldn Triaioma longipennis 12 7 583 437
Triatoma barberi 0 0 0,0
ninfss g i 0 0,0
Chapala Triatoma longipennis 6 4 66,6 60,0
Triatoma barberi 1 1 100.0
ninfas sp 3 1 333
Degollado  Triatoma longipennis 1 8 727 750
Triatoma barberi 1 1 100,00
ninfis sp 0 0 0,0
Jamay Triatoma longipennis 8 7 875 750
Triatoma barberi 5 5 1000
ninfas 5p 3 0 0,0
Jocolepec  Trigloma longipennis 25 2l 80 616
Triatomea barberi 1 0 0.0
ninfas sp 8 3 375
La Barca Triatoma longipennis 21 15 T4 33.7
Triatoma barberi 15 11 733
Triatoma dimidiata 1 1 100,00
ninfas sp 6 1 21
Ocotldn Trigtoma longipennis 6 5 B33 D44
Triatoma barberi 12 12 1000
ninfas sp 0 0 0
Poncitldn  Triaioma longipenis 30 16 533 56,5
Triatoma barberi 3 2z 66,6
ninfas sp 13 8 61,5
Tizeapan Triatoma fongipennis 4 z 50,0 50,0
Triatoma barberi 2 1 50,0
ninfis sp i 2 50,0
Tolotldn ~ Triatoma longipennis 1 1 000 500
Triatoma barberi 1 0 0,0
ninfas sp 0 0 0.0
Tuvcneca  Trigtoma longipennis 23 16 69,5
Triatoma barberi 0 0 0,0
ninfas sp 9 4 444 625
Zapolindd Rey Trigloma longipennis 20 14 70,0
Triatoma barberi 2 4 100,00 69.2
ninfss s i 2 50,0
Total 328 188 57.3

TINPE: indice de infecco natural por espécie, IIN: indice de infecgio natural.

pelo esfregaco corado pelo Giemsa para identificaciio morfolGgica
dos parasitas'®.

0 cilculo dos indices entomolégicos de distribuicio
geogrifica foi realizado de acordo com a definiciio da Organizaciio
Mundial de Sadde (WHO)* onde se considera o indice de infecciio
natural (ndimero de triatomineos infectados x 100/nimero
de triatomineos capturados) e indice de infestacio (ndimero
de unidades domiciliares com presenca de triatomineos
x 100/mimero de unidades domiciliares pesquisadas).

A andlise estatistica foi realizada utilizando o método de qui-
quadrado de Fisher para comparaciio entre a prevaléncia das
diferentes espécies de triatomineos capturados (p<0,05). Os
dados foram analisados com o auxilio dos programas Statistica,
6.0 e Statview for Windows.

RESULTADOS

Foram coletados no periodo de 2005-2007 um total de 328
exemplares em 13 municipios da regifio Cienega: Atotonilco
(23), Ayotlin (16), Chapala (10), Degollado (12), Jamay (16),
Jocotepec (34), La Barca (83), Ocotldin (18), Poncitlin (46),
Tizapdn (10), Tototlin (2), Tuxcueca (32), Zapotlin del Rey
(26) (Tabela 1).

A porcentagem de exemplares coletados em 2005 foi de
38,4%, em 2006 de 45,1% e em 2007 de 16,4%, sendo La
Barca, Poncitlin, Jocotepec e Tuxcueca os que apresentaram
o maior indice de captura 59,4% (195/328). A prevaléncia
de triatomineos foi: Triatoma longipennis 182/328 (55,4%)
que apresentou um indice de infestaciio de 18,7% na drea
intradomiciliar urbana, 26,9% na drea intradomiciliar rural
e 53,8% na regido peridomiciliar rural. Triatoma barberi
50/328 (15,2%), com indice de infestacio de 3,3% na drea
intradomiciliar urbana, 3,9% na 4rea intradomiciliar rural
e 19,2% na regido peridomiciliar rural e foram capturadas
08 (29,8%) ninfas sp, sendo 6% encontradas na drea
intradomiciliar urbana, 6,6% na 4drea intradomiciliar rural e
41,2% na regido peridomiciliar rural (Tabela 2). Os maiores
indices de captura de triatomineos foram observados nos
meses de abril, maio e junho, correspondendo ao perfodo de
fim do inverno, época da seca e periodo anterior is chuvas
(Figura 2 e Tabela 3).

Dos 328 triatomineos capturados, 188 (57,3%) apresentaram
infeccio natural por Trypanosoma cruzi, sendo encontrados
positivos na regifio rural 102/147 (53,4%) Trialoma longipennis,
35/43% (B1,3%) Triatoma barberi e 22/87 (25,2%) ninfas;
na regido urbana 22/35 (62,8%) Triatoma longipennis,
6/7 (85,7%) Triatoma barberi e 2/11 (18,1%) ninfas sp.
Foi capturado apenas um exemplar de Triatoma dimidiata
no municipio de La Barca, o qual se encontrava positivo para
Trypanosoma cruzi (Figura 3).

Tabela 2 - Distribuicdo por espécie peri ¢ intradomiciliar dos
Iriatomineos caplurados

Urbano Rural
espécie’zona de captura intradomicilioc  intradomicilio  peridomicilio
Triatoma longipennis 34 49 98
Trigtoma barberi 6 7 35
Ninfas sp 1 12 75
Triatoma dimidiala 1
Total 52 68 208
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Nimero de triatomineos capturados

L+:Trigtoma longipennis positivo, L-: Trigloma longipennis negativo, B+: Triatoma barberi positivo, B-: Trialoma barberi negativo, N+ ninfas sp positivas, N-: ninfas sp

negativas, T+: Triatoma dimidiaia positivo.

Figura 2 - Grifico da sazonalidade das diferenics espécles de iriatomineos enire os anos 2005 a 2007,

Tabela 3 - Amostragem de triatomineos capiurados por més em 13 localidades da regifo Ciénega do Estado de Jalisco, México no periodo

2005-2007.

Ano 2005 2006 2007
M&ﬂ’apécle I+ [L- B+ B N+ N- Total I+ L- B+ B- N+ N- D+ Total L+ 1- B+ B- N+ N Total
Janeiro 2 2 1 2 3 2 2
Fevereiro 1 1 5 2 1 8 3 3
Marco 3 3 w6 2 11 20 4 1 5
Abril 2 2 17 4§ 4 1 2 2 30 3 1 1 2 8
Malo 2 3 5 15 i 2 8 2 1 32 7 4 2 1 14
Junho 7 H ] 2 4 7 8 5 2 1 ] 18 ] 4 1 3 5 22
Julho 7 3 2 2 1 15 4 1 3 10
Agosto 6 3 1 1 11 5 3 1 10
Setembro 3 1 1 6 i 2 2 1 9
Outubro 3 1 ] 1 41 48 3 1 3 7
Novembro 4 2 ] 1 1
Total 3 18 18 2 6 52 126 71 25 18 4 14 15 1 148 2 15 4 2 4 7 54

L+: Triatoma longipennis positive, L-: Triafoma longipennis negativo, B+: Triatoma barberf positivo, B-: Trigtoma barberi negativo, N+ ninfas positivas, N-: ninfas negativas,

D+: Trigloma dimidiala positivo.

120

100

nimen de tdatomineos capumdos

1

Triatoma longipennis Triatoma barberd

i fa.

B Triatomdness positivos da drea urbana
m Triatomdnens negativos da drea urbana
O Triatomdnecs positivos da drea mral
O Trialomdneos da sirea rural

Figura 3 - Niveis de infeccio de diferentes espécies de irialomineos por
Trypanosoma cruzi em drea rural e urbana da regido Ciénega (p<0,05).

DISCUSSAQ

0 sucesso do controle vetorial na América do Sul diminuiu
o nimero de pessoas infetadas de 16-18 milhdes (1991) para
10-12 milhdes (1999). A transmissiio da doenga foi controlada

em alguns paises como Uruguai, Chile e em alguns estados
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brasileiros e quatro provincias argentinas™ . No entanto, em
paises da América Central e México cerca de 2,3 milhdes de
pessoas se encontram infetadas, com uma incidéncia anual de
70 mil individuos®'.

0 México ndo possui um programa efetivo em relacio aos
aspectos de diagnéstico, vigilincia, prevenciio e controle da doenca,
havendo poucos trabalhos publicados sobre o mesmo®’.

A redlizaciio de diversos estudos na regido oeste do Estado
de Jalisco, México, tem mostrado que a invasio de triatomineos
de hdbitos peridomiciliar na drea domiciliar, ocorre na época
de seca, antecedendo ao perfodo chuvoso. Este fator representa
um elevado risco de transmissdo de Trypanosoma cruzi, o que
pode acarretar um aumento da infeccio nas populactes urbanas
e rurais que estio dentro da drea de distribuiciio® > 117,

Em nosso trabalho observamos que 4 época de maiores indices
de captura ocorriam no perfodo anterior as chuvas. Estudos
tém demonstrado que a temperatura € o principal fator para o
desenvolvimento acelerado do ciclo bioldgico dos triatomfneos.
Temperaturas baixas influenciam o processo de embriogénese e
o desenvolvimento das mudas, retardando o seu ciclo evolutivo.
Jd as temperaturas elevadas ocasionam desidratacio e elevada
mortalidade, diminuindo a densidade dos mesmos. As mudancas
climdticas obrigam os triatomineos (silvestres e peridomésticos)
4 procurarem um novo abrigo, tornando a drea domiciliar
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favorivel para sua reproducio e aumentando, portanto, o risco
de transmissfio do parasita’,

Ao invadir os domicilios, os triatomineos entram em contato
com lugares propicios para sobrevivéncia e reprodugio. As casas
siio geralmente construidas com barro, liminas (ashesto, zinco,
entre outras) e pau-a-pique, tornando o ambiente favordvel para o
encontro destes vetores***, Estes fatores justificam o alto (84,1%)
indice de captura nos domicilios rurais, sendo que destes, 84,5%
foram positivos para Trypanosoma cruzi (Figura 3). Estes dados
podem justificar os achados de Yerenas e cols que detectaram
uma soroprevaléncia de 21,6% na populaciio rural do municipio
de La Barca, Jalisco®.

0 indicador de colonizacfio por espécie nio foi calculado
porque algumas casas estavam infestadas com mais de uma
espécie de triatomineo e as ninfas sio muito similares, nio
existindo chaves de classificacio para diferencid-las a nivel
espécie. Este mesmo fato ocorren no trabalho realizado por
Magallén-Gastélum e cols®, no ano de 2006. Em nosso estudo
observou-se um comportamento contririo na positividade das
ninfas sf quando comparado com as formas adultas (Triatoma
longipennis e Triatoma barberi), sugerindo uma menor
suscetibilidade ao parasito nos estddios jovens.

0Os indices de infestaciio por triatomineos em dreas
intradomiciliar ¢ peridomiciliar descritos neste trabalho sdo
similares aos indices encontrados por outros estudos realizados
em outras regides do Estado de Jalisco® 2. Os indicadores de
infestaciio (a maioria no ambiente peridomiciliar) podem ser
justificados, provavelmente, pelo comportamento ornitofilico
das espécies encontradas em nosso estudo, como mencionado
por outros trabalhos® ',

Triatoma dimidtata é o segundo vetor de maior importincia
na doenca de Chagas nos paises andinos (Colémbia, Equador e
Venemela), nos pafses da América Central (Nicardpua, Guatemala,
Honduras, Costa Rica e Belize) e no México. Esta espécie se
caracteriza pela sua capacidade de reinfestaciio das casas apés
tratamento com inseticidas. Os estudos de mobilidade indicam
que tanto as ninfas como os adultos apresentam capacidade
de deslocamento, influenciando diretamente nas estratégias de
controle® ' ¥ 22, No México, o Triatoma dimidiata pode ser
encontrado na penfnsula de Yucatin (Yucatdn, Quintana Réo),
istmo de Tehuantepec, e ao longo do litoral do Golfo do México
(Veracruz, Tabasco Campeche,) e do Oceano Pacifico (Chiapas,
Oaxaca, Guerrero). Dumonteill & Gourbigre® demonstraram que,
no estado de Yucatin, o Triatoma dimidiata era mais abundante
nos domicilios nos meses de abril a junho (correspondentes 4
época de calor), apresentando maiores fndices de infecciio por
Trypanosoma cruzi e sugerindo um maior risco de transmissiio
neste perfodo®. Este triatomineo é considerado um dos melhores
transmissores do Trypanosoma cruzi apesar da baixa densidade
populacional® "#" ¥ %% e de ser considerada como uma das
espécies de maior adaptabilidade aos diferentes habitats' ', Niio
se tem registros de Triatoma dimidiata em regides montanhosas
do centro do pais. Em nosso trabalho foi encontrado apenas
um exemplar de Triatoma dimidiala, o qual era positivo para
Trypanosoma cruzi. Este é o primeiro registro desta espécie

positivo na regido Ciénega, sugerindo que este vetor esteja se
adaptando a novos ecdtopos, tornando-se um candidato para
transmissio do parasita

Martinez-Tharra e cols"” consideram o Triatoma longipennis
como principal transmissor do Trypanosoma cruzi por ser
encontrado em grandes quantidades e apresentar indices de
infecciio natural mais alto quando comparado a outras espécies'.
Nosso estudo demonstra que esta espécie foi a mais abundante,
porém, 0 Triatoma barberi apresentou maior indice de infecciio
natural.

Em resumo, nosso trabalho mostra que na regido Ciénega,
Estado de Jalisco, o indice de triatomineos positivos para
Trypanosoma cruzi é elevado (57,3%) quando comparado
com outras regides do mesmo estado, sendo a maior freqiiéncia
nos meses de abril, maio e junho correspondendo 4 época da
seca. Demonstramos que as duas espécies mais importantes sio
Triatoma longipennis e Triatoma barberi sendo a primeira mais
abundante e a segunda caracterizada por apresentar maior indice
de positividade. Além disso, registrou-se o primeiro achado de
Trigioma dimidiata positivo nesta regido. Os altos indices de
infecciio dos vetores capturados sugerem uma elevada exposicio
das pessoas ao Trypanosoma cruzi.
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1 | mateniais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biologicos e minerais, pecas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passa da
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difusfo ou & pesquisa, estdo sujeitas a autorizacdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.
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ANEXO IV

Dados sobre as cepas mexicanas de 7. cruzi.
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Nome CGH1 CGH2 CGH3 CGH4 CGHe KR1 NINOA INCS
Procedéncia . ; . . . ; - . - . . Humana Humana Fase
biolégica T. longipennis T. pallidipennis T. longipennis T. pallidipennis T. palillipennis T. picturata Fase aguda cronica
Procedf:nc1a Sayula, Jalisco  Usmajac, Jalisco Regido .Clenega, Regido .Clenega, Regido .Clenega, Tapalpa Qe Oaxaca Guanajuato
geografica Jalisco. Jalisco. Jalisco. Allende, Jalisco.
l-)lCO d 2 Nao tem Nao tem 31 29 27 Nio tem 27e33 27
parasitemia (dias)
Pico Maximo Néo tem Nao tem 107 4,6 x 10° 8x 10° Nio tem 75x 10° 6,1 x 10°
Parasitemia Sub-patente Sub-patente Patente Patente Patente Sub-patente Patente patente
Mortalidade em 6.6 33 33 16,6 6,6 10 20 53,3
camundongos (%)
Linhagem Tcl Tcl Tcl Tcl Tcl Tcl Tcl Tcl
Haplétipo Ta-d Ta-d Ia-d Ta-d Ia-d Ta-d Ta-d Ta-d
* Nomenclatura  TLON/MX/2008/CGHI ~ TPAP/MX/2008/CGH2-  TLON/MX/2008/CGH3 ~ TPAP/MX/2008/CGH4- ~ TPAP/MX/2008/CGH6-  TPIR/ MX/2008/KR1- MHOM/MX/1986/NINOA- MHOM/MX/1996/INC-5-

da cepa

-Tcl

Tel

-Tcel

Tel

Tcl

Tel

Tel

Tcl

César Gomez Hernandez



93

ANEXO V

XXI Congresso Brasileiro de Parasitologia
Il Encontro de Parasitologia do Mercosul
NOVOS HORIZONTES EM PARASITOLOGIA
26 a 30 de outubro de 2009

DETECCAO DE HAPLOTIPOS MISTOS DO _ Trypanosoma cruzi EM
VETORES PERI E INTRADOMICIALIARES NO MEXICO

César Gomez-Hernandez ', Henrigque B. Kappel", José A. Martinez-lbarra °,
Karine Rezende-OIiveiraz, Gabriel A. N. Nascente51, Lara R. Batistaﬂ, Eliane
Lages-SiIva', Luis E. Ramirez'

'"Universidade Federal do Triangulo Mineiro. “Universidade Federal de
Uberlandia, Campus do Pontal. *Centro Universitario del Sur, U de G.
E-mail:*cesar_cgh@hotmail.com

Meéxico € um dos paises onde a doen¢a de Chagas ainda € endémica sendo
Jalisco um dos Estados mais acometidos, apresentando prevaléncia em torno
de 17%. Neste Estado, a maioria dos estudos sdo relatos isolados de casos
humanos e dados de prevaléncia em bancos de sangue. Neste trabalho, as
populacdes de tripanossomatideos circulantes em triatomineos naturalmente
infectados da regido sul do Estado de Jalisco foram identificadas e
caracterizadas por meio de marcadores genéticos. Foram avaliadas 19
amostras isoladas de fezes de triatomineos peridomicilares correspondentes ao
Triatoma pallidipennis (6) e T. longipennis (5), e intradomiciliares do Triatoma
pallidipennis (4), T. longipennis (3), T. picturata (1). As amostras de fezes dos
triatomineos foram preservadas em guanidina-EDTA e a extracdo de DNA
realizada pela tecnica de fenol-cloroformio. A identificacdo do Trypanosoma
cruzi e Trypanosoma rangeli foi realizada por meio dos iniciadores 121-122 que
amplificam o k-DNA e pela PCR multiplex (D71-72/RG3). Na caracterizacao
genética dos gendtipos do T.cruzi foram utilizados diferentes marcadores
direcionados para o gene do mini-exon, dominio D7 do gene 24Sa e 18S do
rDNA. Os haplotipos do T.cruzi | foram determinados pela analise da regido
intergénica do mini-éxon. Os produtos de PCR obtidos foram visualizados em
geéis de poliacrilamida a 6% corados pelo nitrato de prata. Em 100% das
amostras analisadas, foram evidenciadas apenas populacdes correspondentes
ao T.cruzi | e foi detectada a presenga em todas as amostras dos haplotipos A—
D, com diferenca de bandas no haplétipo A tanto no peridomicilio quanto no
intradomicilio, destas o 57,8% (11/19) amplificaram a banda Unica de 250 pb e
42 2% (8/19) amplificaram as bandas de 250pb e 300pb. Nao foi detectada a
presenca do T. rangeli. Os dados demonstram a presenca exclusiva do T. cruzi
| tanto no ciclo peridomestico como intradomiciliar no Estado de Jalisco.
Também foi evidenciada variabilidade intraespecifica do T.cruzi | nessas
populacdes no haplétipos A. A presenca de haplétipos mistos A e D circulantes
nas areas estudadas parecem ser dJeneticamente diferentes daqueles
previamente detectados nas cepas colombianas. Esses fatos corroboram a
maior frequéncia do 7. cruzi | no México onde € associado com casos de
cardiomiopatia, fato que talvez esteja relacionado com a variabilidade
haplotipica dessas populacdes. Apoio: FAPEMIG, CAPES, CNPqg e FUNEPU-
UFTM.

ANAIS DO XXI Congresso Brasileiro de Parasitologia e Il Encontro de Parasitologia do Mercosul (246
Revista Patologia Tropical, VOLUME 38, SUPL. 2 (jul-set) 2009.
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ANEXO VI

X1l International Congress of Protistology
e CRP; XXV Annual Meeting of the Brazilian Society of Protozoology
XXXVI Annual Meeting on Basic Research in Chagas’ Disease

Armacgao dos Buzios, RJ 23-28 August, 2009

147

BMO041 - MOLECULAR CHARACTERIZATION OF Trypanosoma cruzi MEXICAN STRAINS
AFTER EXPERIMENTAL INFECTION

Gémez-Herandez C. ", Nascentes G.A. N. ', Batista L.R. ', Kappel H. B.", Rezende-Oliveira K.%,
Martinez-lbarra J.A. 3, Lages-Silva E. ! Ramirez LE.
"Universidade Federal do Triangulo Mineiro, Minas Gerais, Brasil.
2Universidade Federal de Uberlandia, Campus do Pontal, Minas Gerais, Brasil
®Centro Universitario del Sur, Universidad de Guadalajara, Jalisco, México.
*cesar_cgh@hotmail.com

The Chagas’ disease is widely distributed in Mexico, in which Jalisco is one of the most affected
states. The prevalence of seropositivity for Trypanosoma cruzi in this state is approximately 17%, but
few epidemiological studies, control blood donors and human cases of the disease have been
performed. The cbjective of this study was to observe the behavior in mice infected with Mexican
strains of Trypanosoma cruzi isolated from different hosts and genetically characlerize them. These
strains were obtained from peridomestic triatomine vectors (Triatorna pallidipennis, T. longipennis, T.
picturata) and from human cases in the acute and chronic phases of the disease. The strains had
been grown in LIT medium for parasite mass producing and subsequent DNA extraction. The strain
classification was performed by PCR analysis of the subunit rRNA, mini-exon, D7 domain of 2450 and
18s of genes’ region. The haplotypes of Trypanosoma cruzi| strains were determined by analysis the
mini-exon gene intergenic region. The results of amplifications were observed on a 6% polyacrylamide
gel by silver staining. The parasitamia curves profile was accompanied by the microhematocrit method
when necessary or by method of Brener in non isogonic mice inoculated with 3x10° trypomastigotes of
each strain and the mortality was followed daily. There was low, medium or high which mortality that
was not always associated with parasitemia curves ranging from a subpatente way (positive only in
microhematocrit) to a patent with maximum peak between 4.6x10° and 1.0x10” parasites/ml of blood.
The existence of T. rangeli was ruled out by molecular analysis and all samples were classified as
Trypanosoma cruzi | corresponding la (250pb) — Id (200pb) haplotype. These results lead us to
conclude that the Trypanosoma cruzi | Mexican strains presented different biological characteristics,
but all showed the same haplotype.

Financial Support: FAPEMIG, CAPES, CNPq and FUNEPU-UFTM
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ANEXO VII

CENTENARIO

SIMPOSIO da descobetta da

INTERNACIONAL

comemoativo do | DOENCA DE CHAGAS
1909 » 2009

8210 de julho de 2009 * Hotel Sofitel * Rio de Janciro - R]

PATHOGENIC POTENTIAL OF T. CRUZI | IN THE CYCLE PERIDOMESTIC OF TRYPANOSOMA
CRUZI IN MEXICO: MIOTROPISMO NOT CORRELATED WITH PARASITEMIA IN EXPERIMENTAL
INFECTION

César Gomez Hernandez 1; Lara Rocha Batista 1; Henrique Borges Kappel 1; Gabriel Antonio Nogueira
Nascentes 1; Kerine Rezende de Oliveira 2; Luciano Henrique de Paiva 1; Jése Alejandro Martinez Ibarra
3; Eliane Lages Silva 1; Luis Eduardo Ramirez 1.

1. Universidade Federal do Triangulo Mineiro; 2. Universidade Federal de Uberlandia, Campus do Pontal; 3. Centro
Universitario del Sur, Universidad de Guadalajara

The Chagas' disease in México shows wide geographical distribution with significant rates of natural infection in vectors
and various clinical manifestations. The Jalisco State is am important endemic region, however, few studies have been
conducted and these are related to epidemiological aspects, control of blood banks and case reports. This work was
carried out a genetic characterization of Trypanosoma cruzi populations isolated from different vectors species in the
region of Jalisco, and was also evaluated the performance of these isolate in non isogonics mice experimental infected.
Isolated KR1, CGH3 and CGH4 were derived from peridomestic species Triatoma picturata, Triatoma longipennis and
Triatoma pallidipennis, respectively, and were inoculated into mice to obtain trypomastigotes and in LIT medium for the
obtaining of parasitic mass and subsequent DNA extraction. The biological behavior (parasitamia and histopathology)
was evaluated in mice inoculated with 3 x 104 blood trypomastigotes of each isolate and the parasitamia was monitored
every two days during 30 days by the method of Brener and/or the microhematocrit when the fresh examination was
negative. Histopathological analysis was performed on the peak of parasitamia and in the end of the patent period when
the animals were euthanized and were organs collected (heart, skeletal muscle, junctions esophagogastric,
gastroduodenal and ileocecal, pancreas and lung). These samples were fixed in formalin buffered to 10% and stained
by HE. The genetic characterization of isolates was performed by using different molecular markers: Targeted to the
variable region domain from large subunit rRNA to identify and differentiate T.cruzi | and Il and T.rangeli, markers
targeted to the gene of the mini-exon, D7 domain of 24Sa gene and the 18S rDNA and others over miniexon gene
intergenic region to identify haplotypes of T. cruzi I. The parasitemia of the isolate KR1 was not patent during the
evaluation period of 30 days, the strains CGH3 and CGH4 showed patent parasitamia with maximum peak at 28 days of
9.54 x 106 and 8, 00 x 106 trypomastigotes / ml blood, respectively. Histologically, the cardiac tissue parasitism was
more intense in animals infected with the isolate KR1 (not patent) when compared with CGH3 and CGH4 which was
followed by an inflammatory process variable from moderate to intense in the headset and the pericardium. However,
inflammatory processes were not detected in ventricles. In skeletal muscle tissue it was observed a higher parasitism in
animals infected with isolates KR1 and CGH4 than those infected with CGH3 and the myositis between moderate and
intense in the three isolates. The parasitism and the inflammatory processes were discrete in the gastrointestinal
junctions. Pneumonitis in the lung was observed with mild to moderate increased tissue parasitism in animals infected
with the strains KR1 and CGH4 when compared with the strain CGH3. In the pancreas, although the presence of
parasites was not detected, there was intense pancreatitis with destruction of pancreatic parenchyma. The
characterization of T. cruzi isolated (18S, 24Sa and miniexon) showed that all three strains corresponded to the
Trypanosoma cruzi | group, with haplotypes corresponding to a band of 250pb with the primers la and a band of 200pb
with Id. Molecular analysis did not identify the presence of Trypanosoma rangeli in the studied samples. The data
presented here demonstrated the presence of Tcl in natural infections of vectors in the State of Jalisco and despite the
low parasitism observed with the isolated KR1, this has great pathogenic potential in experimental infections, which was
demonstrated by the intense miotropism especially in heart and skeletal muscle. In the current study the Tcl populations
seems to correspond to different haplotypes from those found in Colombia, highlighting the need for further biological
and genetic studies to assess the performance of the Tcl. Supported by CNPq, CAPES, FAPEMIG and FUNEPU-
UFTM.
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