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RESUMO 

Durante muito tempo foi questionada a importância da doença de Chagas no 

México onde muitos a consideravam um padecimento exótico. Este fato contribuiu para 

que a doença não recebesse a atenção necessária, tornando-se endêmica no país, com 

uma prevalência que pode variar de 1,6 a 5,8%, sendo o Estado de Jalisco, um dos mais 

acometidos, com uma prevalência de 1,8 a 17,0%. Tanto no país quanto neste Estado 

casos agudos tem sido relatados, o que é indicativo de transmissão ativa. Considerando 

a grande diversidade genética existente entre os isolados de Trypanosoma cruzi, a 

importância da caracterização biológica e o escasso número de informações sobre os 

aspectos clínicos e biológicos da doença de Chagas no México, o objetivo deste 

trabalho foi realizar a caracterização biológica e molecular de isolados de T. cruzi 

originários de diferentes áreas endêmicas do México, principalmente do Estado de 

Jalisco.  

Foram utilizadas oito cepas mexicanas de T. cruzi, seis procedentes de 

triatomíneos e duas de humanos e analisados o comportamento biológico in vivo 

(inoculação em camundongos: curvas de parasitemia, período pré-patente e patente, 

mortalidade, e análise histológica: parasitismo tecidual e processo inflamatório) e in 

vitro (infectividade em três linhagens celulares, MK2, VERO CCL-81 e macrófagos 

peritoneais de camundongo). Para a caracterização genética, foram utilizadas as 

seguintes técnicas moleculares: PCR específica para T. cruzi; PCR-Multiplex com os 

iniciadores D72, D75 e RG3 que detecta T. cruzi e T. rangeli; amplificação do espaço não 

transcrito dos genes do mini-éxon com os iniciadores Tc, Tc1 e Tc2 e classificação pela 

amplificação de regiões intergênicas dos genes do spliced leader com duas reações 

independentes SL-IRac e SL-IR I que detectam os diferentes grupos de T. cruzi; a amplificação 

das regiões polimórficas do gene do mini-éxon detecta os haplótipos do TcI mediante PCR 

independentes para cada um dos haplótipos e RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA) 

que detecta variação intra-específica entre populações de T. cruzi. O produto destas técnicas foi 

observado em gel de poliacrilamida 6% após coloração pela prata. A análise do RAPD foi feita 

no programa Gel ComparII.  

Os animais foram todos infectados, observando os tipos de parasitemia nos 

camundongos: patente com picos máximos de parasitemia que variavam de 4,6 x 106 a 

107, e subpatente com animais positivos ao microhematócrito até por um ano de 

observação. Independentemente do tipo de parasitemia, encontrou-se maior tropismo 

pelo músculo estriado (esquelético e cardíaco). O tecido intestinal representado pelas 
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junções esôfago-gástrica, gastro-duodenal e íleo-cecal apresentaram correlação entre a 

quantidade de ninhos de amastigotas e o processo inflamatório nos camundongos 

inoculados com T. 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 macrófagos peritoneais de camundongos 

e que cepas NINOA e KR1 foram mais infectivas após 96 horas de cultura (p<0,05). 

Além disso, NINOA e INC-5 apresentaram maior capacidade infectiva ás 24h de cultura 

em células MK2 (p<0,05). Não sendo observada as 24h após infecção, diferença 

significativa na infectividade nas células Vero-CCL81 entre os isolados de T. cruzi 

utilizados.  

Identificou-se a presença de T. cruzi mediante a PCR especifica e pela PCR 

multiplex, não sendo identificada a presença de DNA de T. rangeli. As técnicas 

utilizadas para a classificação de T. cruzi, demonstraram que todas as cepas mexicanas 

estudadas pertencem ao grupo do TcI, haplótipos Ia e Id. O dendograma gerado a partir 

dos perfis obtidos pela RAPD mostrou variação intra-especifica das cepas mexicanas, 

separando as cepas humanas daquelas isoladas de triatomíneos. Além disso, foi possível 

distinguir estas últimas quanto ao tipo de parasitemia patente ou sub-patente. 

Nossos resultados demonstram que as cepas de T. cruzi que circulam no México 

têm um tropismo tecidual predominante pelo músculo estriado, são altamente 

infectantes in vitro e in vivo e correspondem ao perfil T. cruzi I, haplótipos Ia e Id, 

ressaltando-se pela primeira vez a presença de haplótipos mistos de T. cruzi na América. 

 

Palavras-chaves: Trypanosoma cruzi; México; Caracterização Biológica; 

Caracterização 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 T. 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 T. cruzi; Multiplex-

PCR using primers D72, D75 and RG3 which are able to detect T. cruzi and T. rangeli; 

amplification of the untranslated space region of the mini-exon gene with  primers Tc, 

Tc1 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 T. cruzi groups, the amplification of polymorphic regions of 

the mini-exon gene intending to detected the TcI haplotypes via independent PCR for 

each haplotype and RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA) to detect 

intraspecific variation among populations of T. cruzi. The amplification products from 

these techniques were observed in 6% polyacrylamide gel after silver staining. The 

RAPD analysis was performed using the Gel ComparII 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 106 to 

107 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 T. cruzi isolates, no significant infectivity difference in Vero 

CCL81 cells was observed after 24 hours of infection.  

The presence of T. cruzi DNA was detected by specific and multiplex PCR 

while the T. rangeli DNA was undetectable. The techniques used for T. 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 T. 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 T. 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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A doença de Chagas atualmente apresenta distribuição mundial devido ao 

intenso processo de migração de pessoas, embora na década passada fosse considerada 

exclusiva do continente Americano, onde se encontrava distribuída em 18 países. Esta 

doença é tratada como um problema de saúde pública devido à importante morbidade-

mortalidade causada na América do Sul, América Central e no México onde a mesma é 

considerada negligenciada. Informes da Organização Mundial da Saúde relatam que 

aproximadamente oito milhões 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 países do Cone Sul, a prevalência da doença de Chagas 

diminuiu de forma considerável devido a programas bem sucedidos de controle do vetor 

e á detecção oportuna da doença em doadores de sangue.  Os primeiros países onde se 

observaram resultados satisfatórios 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 países Andinos, América Central e México podem ser observados 

casos agudos da doença, o que é indicativo de transmissão ativa (SCHOFIELD & 

DIAS, 1999; WHO/OPS, 2006). 

Durante muito tempo foi especulada a importância da doença de Chagas no 

México, considerando-a como um padecimento exótico, não recebendo os cuidados 

necessários. No México, antes do ano 2000, não existiam estudos realizados na 

população referentes à prevalência da doença de Chagas (MONCAYO et al., 2000). Em 

2001, a Secretaria de Saúde, baseada em casos suspeitos, notificou uma prevalência de 

1,6% (GUZMÁN-BRACHO, 2001), o que podia estar subestimado (ATTARAN 2006; 

DUMONTIEL, 1999). Estudos mais recentes mostraram uma prevalência geral no país 

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-LÓPEZ, 2005; 

2006). Já a prevalência da doença nas áreas rurais variou de 5 a 21,5% (CRUZ-REYES 

& PICKERING-LÓPEZ, 2005; 2006; YERENAS et al., 2006). Cárdenas-Sánchez et al. 

(2003), Capps et al. (2004) e Sierra-Johnson et al., (2005) estudaram a prevalência em 

pacientes que apresentavam miocardiopatia congestiva e observaram que esta variava de 

17 a 82,5%. 

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

em 1967. Trabalhos realizados em diferentes regiões deste Estado, entre os anos de1967 
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e 2006, descreveram as formas aguda e crônica da doença e identificaram as espécies de 

vetores. O estado de Jalisco (Figura 1) passou a ser considerado a região com maior 

número de casos agudos da doença de Chagas registrados no país, porém, desde esta 

época os casos agudos são diagnosticados de forma isolada, o que pode sugerir a 

existência de um grande número de doentes ainda não conhecido. No entanto, dados 

sorológicos fornecidos pela Secretaria da Saúde do Estado (2005) relatam uma baixa 

prevalência (1,81%), diferente dos outros estudos que mostram que esta varia de 12,0 a 

17,0 % na população geral e 21,6% na população rural. Ressalta-se que, o total dos 

casos apresentados pela Secretaria de Saúde de Jalisco nos informes é produto de 

atividades realizadas nos cercos epidemiológicos e procura intencionada de casos, 

posterior ao relato de triatomíneos positivos. Esta discordância pode também ser devido 

à falta de pesquisas sistemáticas em pacientes febris e/ou ao desconhecimento de 

técnicas sorológicas e/ou à possibilidade que cepas de T. cruzi tenham baixa virulência e 

imunogenicidade.  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 – Localização geográfica do Estado de Jalisco, México. 
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Apesar da incidência de casos agudos apresentarem variações importantes nos 

diferentes estudos realizados em Jalisco e no México em geral, a doença de Chagas, sem 

dúvida é um problema importante de saúde pública neste país (CUERTERO et al., 

1967; VELASCO-CASTREJÓN et al., 1974; HERNÁNDEZ-MATHESON et al., 

1987; DELGADILLO-JAIME et al., 1988; CASILLAS, 1993; TRUJILLO-

CONTRERAS et al., 1993; LÓPEZ-OLMOS et al., 1998; CONTRERAS et al., 2000; 

PEÑA et al., 2002; SSJ, 2005; CRUZ-REYES & PICKERING-LOPEZ, 2005; 2006; 

YERENAS et al., 2006; LOZANO-KASTEN et al., 2008). 

Estudos realizados por Gómez-Hernández et al., (2008), mostraram a 

sazonalidade dos triatomíneos na região Cienega do Estado de Jalisco. Os autores 

observaram que estes eram mais abundantes nos meses de abril a junho e 

significativamente mais freqüentes na região rural que na urbana (p<0,05), alem de 

apresentarem uma positividade para T. cruzi de 57,3%. As espécies encontradas foram 

Triatoma longipennis, T. barberi e um exemplar de T. dimidiata positivo para T. cruzi. 

Este ultimo triatomíneo não é originário da região, sendo o primeiro caso positivo 

descrito neste Estado (Anexo I).  

 

1.1 CARACTERIZAÇÃO BIOLÓGICA E GENÉTICA DO Trypanosoma cruzi 

A grande diversidade de isolados de T. cruzi de diferentes hospedeiros, vetores e 

regiões geográficas, foi documentado através de estudos utilizando vários marcadores 

moleculares (TIBAYRENC & AYALA, 1988; CARNEIRO et 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 caracterização biológica de isolados de T. cruzi de uma região geográfica é 

importante para o entendimento da epidemiologia do parasito. A causa da diversidade 

clínica da doença não é bem conhecida (ARAÚJO et al., 1981; DUMONTIEL, 1999). A 

gravidade e os sintomas variam de acordo com ás regiões geográficas. Foi sugerido que 

a variabilidade pode ser resultante tanto da heterogeneidade entre isolados de T. cruzi 

como da resposta imune dos hospedeiros (POSTAN et al., 1984; SOUTO et al., 1996; 

GUZMÁN-MARÍN, 1999; DUMONTIEL, 1999).  

Foram descritos dois grupos genéticos principais de T. cruzi: o T. cruzi I (TcI)  

associado ao ciclo de transmissão silvestre, T. cruzi II (TcII), encontrado mais 

frequentemente no ambiente doméstico. O agrupamento em duas principais linhagens 

(TcI e TcII) foi subdividido posteriormente em TcI (haplótipos Ia, Ib, Ic, Id) e TcII (IIa, 
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IIb, IIc, IId, IIe, III) (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 classificação atual de T. cruzi foi estabelecida em 

consenso com a finalidade de unificar as técnicas e agrupamento do parasito, ficando 

estabelecidos os seguintes grupos: TcI, TcII, TcIII, TcIV, TcV, TcVI (ZINGALEZ et 

al., 2009). O grupo pertencente ao TcI, em relação aos haplótipos propostos por Herrera 

(2007) não foi tratado neste consenso. 

 No México, pela análise do mini-exón de isolados obtidos de triatomíneos, 

reservatórios domésticos e silvestres e também de casos humanos associados a 

manifestações cardíacas, foram classificados como pertencentes ao grupo T. cruzi I 

(DUMONTIEL, 1999; GUZMÁN-MARÍN et al., 1999; BOSSENO et al., 2002; RUIZ-

SANCHEZ et al., 2005; BRENIÈRE et al., 2007; LOZANO-KASTEN et al., 2008; 

O´CONNOR et al,. 2007). Neste país existem poucos relatos a respeito do T. cruzi II 

(BOSSENO et al., 2009). 

Trabalhos realizados para a caracterização genética de cepas mexicanas de 

diferentes regiões do país utilizando técnicas como MLEE (Multilocus Enzyme 

Electrophoresis), RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphims), RAPD 

(Randomly Amplified Polymorphic DNA) e a técnica de hibridização do rRNA e kDNA, 

demonstram,  mediante a análise dos dendogramas,  divergências genotípicas entre os 

isolados mexicanos e os isolados procedentes de outros países da América, 

independente da origem biológica do parasito (ZAVALA-CASTRO et al., 1992; 

LÓPEZ-OLMOS et al., 1998; BOSSENO et al., 2000; BOSSENO et al.,2002; 

RODRÍGUEZ-GONZÁLEZ et al., 2004). 

Em virtude do táxon T. cruzi ser composto por subpopulações heterogêneas do 

parasito, foi proposto o uso do termo “complexo cruzi”, com base na variação 

morfológica, genética, biológica, virulência, patogenicidade, aspectos imunológicos 

(cepa dependente) no hospedeiro vertebrado e diferenças nos padrões regionais da 

doença (DEVERA et al., 2003). Estudos experimentais mostram que diferentes cepas de 

T. cruzi podem determinar lesões teciduais peculiares, que surgem em conseqüência de 

um tropismo específico e predominante para diferentes tipos de células de mamíferos, 

tais como macrófagos, células musculares cardíacas e esqueléticas e neurônios 

(ANDRADE, 1985; ANDRADE & MAGALHÃES, 1997; MOREL et al., 1986; 

ZINGALES et al., 1998; BURGOS et al., 2005; 2008). 
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Estudos realizados no México mostraram diferenças entre os isolados quanto ao 

comportamento biológico (parasitemia, tropismo tecidual, mortalidade, patogenicidade 

dentre outros) entre cepas obtidas de diferentes hospedeiros (humanos, reservatórios e 

vetores) e de diferentes regiões endêmicas do país, assim como diferenças na resistência 

a drogas usadas no tratamento da infecção experimental (Benzonidazol e Nifurtimox). 

Em humanos, a manifestação predominante é a miocardiopatia, já que as alterações 

digestivas se apresentam em baixa proporção como foi demonstrado recentemente 

(BIAGI et al., 1965; TAY et al., 1968; MONTEÓN et al., 1996; DUMONTIEL, 1999; 

VERA-CRUZ et al., 2003; MELNIKOV et al., 2005; ALVARADO, 2005a; 2005b; 

SANCHEZ-GUILLÉN et al., 2006a; 2006b; LEÓN-PÉREZ et al., 2007; LOZANO-

KASTEN, 2008).  

Trabalhos experimentais realizados com cepas mexicanas de T. cruzi para 

observação do tropismo tecidual, por técnicas de histologia e PCR, demonstraram que 

estas apresentam um tropismo significativamente maior para a musculatura cardíaca e 

esquelética em camundongos infectados (MONTEÓN et al., 1996; BARRERA-PÉREZ 

et al., 2001; VERA-CRUZ et al., 2003; SANCHEZ-GUILLÉN 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-PÉREZ et al., 2001; VERA-CRUZ et al., 2003). Também foi demonstrado 

que as cepas mexicanas são resistentes à lise mediada pelo complemento (LEÓN-

PÉREZ et al., 2007). 

López-Olmos et al. (1998) realizaram um estudo comparativo, biológico e 

genético de cepas isoladas de diferentes regiões do México com aquelas isoladas no 

Brasil e Peru. Observaram que todos os isolados, independente da origem geográfica, 

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 macrófago-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 (LÓPEZ-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 T. cruzi (incluindo a 
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cepa NINOA) demonstraram graus variáveis de resistência aos medicamentos usados 

para o tratamento etiológico da doença de Chagas, Nifurtimox (Lampit) e Benzonidazol 

(Rochagan). 

Considerando a grande diversidade genética existente entre os isolados de T. 

cruzi, a importância da caracterização biológica destes e ao escasso número de 

informações sobre os aspectos clínicos e biológicos da doença de Chagas no México, 

este trabalho tem como objetivo caracterizar biológica e geneticamente os isolados de T. 

cruzi originários de diferentes áreas endêmicas do México, principalmente do Estado de 

Jalisco. 
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2.1 Objetivo Geral: 

Caracterizar biológica e geneticamente isolados de T. cruzi originários de 

diferentes áreas endêmicas do México. 

  

2.2 Objetivos Específicos: 
 

I. Isolar tripanossomatídeos de triatomíneos do México; 

 

II. Avaliar o comportamento biológico dos isolados do México e de duas cepas 

procedentes de humanos do mesmo país, mantidas no laboratório do Instituto 

Politécnico Nacional, por meio de infecção experimental em camundongos não 

isogênicos e determinar o tropismo e processo inflamatório tecidual; 

 
 

III. Avaliar a infectividade das cepas mexicanas de T. cruzi em linhagens de células 

não fagocíticas (MK2 e VERO CCL-81) e fagocíticas (macrófagos peritoneais de 

camundongos não isogênicos); 

 

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

biologia molecular (PCR); 

 
 

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

mexicanas e estabelecer as possíveis associações filogenéticas entre os isolados; 
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3.1 PROCEDÊNCIA E ISOLAMENTO DOS PARASITOS 

Foram importados do México 20 triatomíneos positivos para T. cruzi (Triatoma 

longipennis, Triatoma palillipennis, Triatoma picturata) com autorização do Instituto 

Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis (IBAMA), Licenças 

16424-1/ 2009 e 08BR002121/DF (Anexo II e III). Os triatomíneos foram capturados 

no Estado de Jalisco durante trabalhos de campo realizados pelo Dr. José Alejandro 

Martinez Ibarra, da Universidad de Guadalajara, Centro Universitário del Sur. Estes 

triatomíneos são considerados as espécies transmissoras mais importantes do T. cruzi na 

região (MAGALLON-GASTELUM 1998; NOGUEDA-TORRES et al., 2000; 

MARTINEZ-IBARRA et al., 2003). 

Após a chegada destes triatomíneos ao laboratório da disciplina de Parasitologia 

da Universidade Federal do Triângulo Mineiro (UFTM) foram realizados exames 

parasitológicos de fezes com a finalidade de comprovar a positividade dos mesmos para 

T. cruzi. Por cada amostra de fezes dos triatomíneos positivos foram inoculados via 

intraperitoneal em quatro camundongos não isogênicos. A partir das 24h estes animais 

foram examinados pelo microhematócrito para a procura de Trypanosoma rangeli e das 

72h para a procura de T. cruzi. Dos camundongos positivos foram realizadas 

hemoculturas em meio LIT (Liver Infusion Trypstose) e repiques em mais cinco 

camundongos para obtenção de número suficiente de tripomastigotas sanguíneos para a 

realização do presente estudo.  

Dos 20 triatomíneos conseguiram-se isolar seis cepas de T. cruzi: duas de T. 

longipennis, denominadas CGH1 e CGH3; três de T. palidipennis, denominadas CGH2, 

CGH4 e CGH6 e apenas uma de T. picturata denominada KR1. As cepas humanas 

INC-5 e NINOA foram gentilmente cedidas pelo Instituto Politécnico Nacional, 

México, onde eram mantidas por criopreservação, passagens em camundongos e em 

triatomíneos. A cepa NINOA foi obtida em 1986 mediante xenodiagnóstico realizado 

numa criança procedente do Estado de Oaxaca que apresentava a fase aguda da doença 

(MONTEÓN et al. 1993) e a cepa INC-5 foi obtida em 1996 de paciente adulto 

originário do Estado de Guanajuato que apresentava a fase crônica com a forma 

cardíaca (RUIZ-SANCHEZ et al., 2005) (Anexo IV).  

Todos os isolados obtidos de triatomíneos eram procedentes do Estado de 

Jalisco, assim os isolados CGH1, CGH2 e KR1 eram procedentes da região Sul; os 

isolados CGH3, CGH4 e CGH6 da região 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 referência T. cruzi I (MUT), T. 

cruzi II (HEL) e T. rangeli (PO2) mantidas no Laboratório de Parasitologia da UFTM.  

Inicialmente realizaram-se estudos pilotos com objetivo de caracterizar a 

virulência e patogenicidade das oito cepas mexicanas. As cepas CGH3, CGH4, CGH6, 

NINOA e INC-5 apresentaram parasitemia patente em diferentes níveis, enquanto que 

as cepas CGH1, CGH2 e KR1 sempre foram subpatentes quando inoculados com 

tripomastigotas sanguíneos 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 não isogênicos, adultos machos (6 a 8 

semanas), com peso médio entre 30 e 40g mantidos no biotério da disciplina de 

Parasitologia da UFTM em condições adequadas de temperatura, umidade e 

disponibilidade de água e alimento “ad libitum”.  

Para a realização da parte experimental com animais, este projeto foi submetido 

ao Comitê de Ética de Animais da UFTM com o número de protocolo 153. 

 

3.3 ESTUDOS PARASITOLÓGICOS 

Cada cepa de T. cruzi foi inoculada intraperitonealmente em 30 camundongos 

sendo utilizados o inoculo de 3x104 tripomastigotas sanguíneos para as cepas com 

parasitemia patente no estudo piloto e 3x104 tripomastigotas metacíclicos obtidos do 

meio TAU. Para obtenção dos tripomastigotas foram inoculados 5x108 formas 

epimastigotas/mL em 10mL de meio TAU e incubados por 2h a 28oC; após este período 

foi realizada a contagem de parasitos, sendo inoculados 3-5x106 parasitos/mL em meio 

TAU suplementado com L-prolina, L-glutamato de sodio, L-aspartato de sodio e 

glicose, numa garrafa de cultura (25cm2), durante 3 a 4 dias, a 28oC. Realizada a 

metaciclogenese, foi feita à contagem dos parasitos e preparado o inóculo 3 x 104 

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

 

3.4 PARASITEMIA E SOBREVIDA 

A detecção e quantificação dos tripomastigotas sanguíneos foram realizadas em 

dias alternados durante 50 dias. Foi utilizado o método do microhematócrito para 

aquelas cepas que apresentavam parasitemia subpatente. Vinte e cinco microlitros de 

sangue obtidos do plexo orbital foram coletados com auxílio de tubos microcapilares 
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heparinizados sendo os mesmos centrifugados a 11200xg por cinco minutos e 

observados ao microscópio com aumento de 100x. Além disso, o método de Brener foi 

aplicado para aquelas cepas que apresentavam parasitemia patente. Para isso 5µL de 

sangue, obtido da extremidade caudal dos animais, foram colocados entre lâmina e 

lamínula 22 x 22mm e observados ao microscópio na objetiva de 40x e contados o 

número de parasitos em 50 campos microscópicos.  

A mortalidade foi anotada diariamente durante o seguimento da parasitemia. 

 

3.5 HISTOLOGIA 

Para os estudos histopatológicos, dez animais de cada cepa foram eutanasiados 

por deslocamento cervical no dia do pico máximo de parasitemia e os animais restantes, 

aos 120 dias após infecção. Foram coletados os seguintes órgãos e/ou tecidos: coração, 

músculo esquelético (quadríceps), pulmão, junções esôfago-gástrica, gastro-duodenal e 

íleo-cecal, fixados em formol tamponado a 10%, emblocados em parafina, obtidos 

cortes de 3-4µm em micrótomo e corados pela hematoxilina-eosina.  

A quantificação dos ninhos de amastigotas foi realizada na totalidade do corte 

histológico e para o infiltrado inflamatório foi utilizada a seguinte escala semi-

quantitativa: sem infiltrado, – (ausente); de 1-3 focos inflamatórios, + (discreto); de 4-6 

focos inflamatórios, ++ (leve); de 6 a 10 focos inflamatórios, +++ (moderado) e mais de 

10 focos inflamatórios ou quando os infiltrados inflamatórios fossem extensos, ++++ 

(intenso) (BEN YOUNÈS-CHENNOUFI et al., 1988; SANTOS et al., 1994; GARCIA 

et al., 2006; FRANK et al., 2008). 

 

3.6 CULTURA DOS PARASITOS E OBTENÇÃO DA MASSA PARASITÁRIA 

500µL de sangue obtido do plexo orbital dos camundongos infectados com os 

diferentes isolados de T. cruzi foram inoculados em meio LIT. As hemoculturas 

positivas foram mantidas em estufa a 28oC em meio LIT suplementado com 5% de soro 

fetal bovino. Para a obtenção da massa parasitária esta foi conseguida pela adição de 

meio LIT à cultura em fase exponencial de crescimento ate completar 20mL de volume 

final. 

A cultura de 5mL 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 três vezes com solução fisiológica estéril, ressuspendidos em 
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2mL e centrifugados a 2744xg/4oC/10min, decantados e os sedimentos foram estocados 

a -20oC até o momento da extração do DNA.  

 

3.7 CARACTERIZAÇÃO GENETICA 

 

3.7.1 EXTRAÇÃO DO DNA 

  Foi realizada a extração de DNA total do parasito a partir de massas parasitárias. 

As amostras foram fervidas a 100°C em banho-maria, durante 15min para linearização 

dos minicírculos. A extração do DNA foi realizada pela técnica fenol–clorofórmio–

álcool isoamílico, segundo Macedo et al. (1992). A desproteinização foi feita com 

fenol/ clorofórmio/ álcool isoamílico (25:24:1) e clorofórmio: álcool isoamílico (24:1). 

A precipitação do DNA ocorreu na presença de dois volumes de etanol absoluto gelado, 

10% de acetato de sódio (3M, pH 5,2) em banho de gelo por 15min. Após centrifugação 

e volatilização do etanol, o precipitado foi diluído em 50µL de água miliQ estéril. As 

amostras extraídas foram mantidas a 4ºC, por 36h para a solubilização do DNA, antes 

da realização da PCR. Para cada extração foi realizado um controle negativo. 

 

3.7.2 PCR ESPECÍFICA PARA Trypanosoma cruzi 

  Foi realizada PCR das regiões hiper-variáveis dos minicírculos do kDNA (DNA 

do kinetoplasto), que encontram-se cercadas por regiões conservadas utilizadas como 

alvo da reação. Para a obtenção do produto amplificado especifico para T. 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-3´), que tem 100% de especificidade e uma sensibilidade de 1fg de DNA. 

(WINCKER et al., 1994). Foi utilizado 1ng de DNA obtido da massa parasitária. As 

reações de amplificação foram realizadas em um volume de 20µL contendo 0,2mM de 

desoxinucleotídeos trifosfatados (dATP. dCTP, dGTP, dTTP – Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA), 3mM de MgCl2, 2,5µM dos iniciadores 121 e 122, 10mM de Tris-

HCl (pH 9,0), 50 mM de KCl, 0,1% de Triton® X-100 e 1,0U de Taq DNA polimerase 

(Promega, Madison, WI, USA). As amostras foram colocadas no termociclador PTC-

100 com as seguintes especificações: desnaturação a 94oC durante 3min; 5 ciclos (68oC 

por 45s, 72oC por 45s, 94oC por 45s; seguidos de 35 ciclos (64oC por 45s, 72oC por 45s, 

94oC por 45s) e uma extensão final a 72oC 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 diagnóstico diferencial T. 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 regiões do domínio divergente D7 do gene 24Sα de acordo 

com Souto et al. (1999) um fragmento de 250pb correspondente ao TcI, de 265pb 

correspondente ao TcII e de 210pb correpondente ao T. rangeli. A PCR foi realizada 

num volume final de 20µL, contendo 10mM de Tris-HCL (pH=9,0), 0,1% Triton X-

100, 3,5mM de MgCl2, 0,4mM de cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP, d TTP- Sigma 

Aldrich, St. Louis, MO, USA) 1,0U de Taq DNA polimerase (Promega, Madison, WI, 

USA), 17pmol de cada iniciador (D72, D75 e RG3- Operon Technology Inc, alameda 

CA), 2µL de DNA (1ng/µl). O programa de amplificação consiste de uma desnaturação 

inicial a 94ºC (4min) e de 30 ciclos com desnaturação a 94ºC (1min), associação a 60ºC 

(1min) e extensão a 72ºC (1min) seguida de extensão final de 7min em um 

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

  

3.7.4 AMPLIFICAÇÃO DO ESPAÇO NÃO TRANSCRITO DOS GENES DO 

(ITS) MINI-ÉXON  

  Esta PCR foi realizada segundo Souto et al. (1996), utilizando o conjunto de 

iniciadores: TC (5’ CCC - CCC TCC CAG CCG ACA CTG 3’), TC1 (5’ GTG TCC 

CCG ACC TCC TTC GGG CC 3’) e TC2 (5’ CCT GCA GGC ACA CGT GTG TGT G 

3’), amplificando um fragmento de 300pb correspondente ao TcII e de 350 para o TcI. 

As reações foram realizadas em um volume final de 20µL, contendo 10mM Tris-HCL 

(pH= 9,0), 50mM de KCL, 3,5mM de MgCl , 0,65U  de Taq  DNA-polimerase 

(Promega, Madison, WI, USA) 0,1% Triton X-100, 0,2mM de cada dNTP, 10pmol de 

cada iniciador, 1ng de DNA. Os ciclos de amplificação 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 

extensão final de 5min a 72°C. 

 

3.7.5 AMPLIFICAÇÃO DE REGIÕES (ITS) INTERGÊNICAS DOS GENES DO 

SPLICED LEADER 

  Esta PCR foi realizada em 2 reações independentes denominadas SL-IRac e RL-

IR I, sendo esta confirmatória para o TcI por ser especifica. 
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  SL-IRac – Na primeira reacção 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-3´), que amplifica um fragmento de 150pb 

correspodente a TcI, 200pb correspondente a TcII(a-c) e 157pb a TcII(b-d-e) e que tem 

sensibilidade de 1pg de DNA. Foi colocado 1ng de DNA no volume de 50µL da reação 

de PCR contendo: 1,5mM dos iniciadores UTCC - TCac, 250µM de dNTP (dATP, 

dCTP, dGTP, dTTP – Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) e 3mM de MgCl2, 1,0U de 

Taq polimerase (Promega, Madison, WI, USA). As amostras foram colocadas no 

temociclador PTC-100 com as seguintes condições: 94 por 5min, seguido de 3 ciclos 

(94oC por 45s, 70oC por 45s, 72oC por 45s), 3 ciclos (94oC por 45s, 68oC por 45s, 72oC 

por 45s), 3 ciclos (94oC por 45s, 66oC por 45s, 72oC por 45s), 3 ciclos (94oC por 45s, 

64oC por 45s, 72oC por 45s), 33 ciclos (94oC por 45s, 62oC por 45s, 72oC por 45s) 

seguidos por uma extensão a 72oC por 5min (BURGOS et al., 2007). 

   

  RL-IR I – Na segunda reação 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 5pg de DNA. Esta 

PCR é confirmatória da anterior por ser específica para o TcI quando amplifica um 

fragmento de 475pb. Na reação foi colocado 1ng de DNA no volume de 50µL 

contendo: 1,5mM dos iniciadores UTCC - TCac, 250µM de dNTP (dATP, dCTP, 

dGTP, dTTP – Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 3mM de MgCl2, 1,0U de Taq 

polimerase (Promega, Madison, WI, USA). As amostras foram colocadas no 

temociclador PTC-100, com as seguintes condições: 94oC por 5min seguido de 3 ciclos 

(94oC por 45s, 62oC por 45s, 72oC por 45s), 3 ciclos (94oC por 45s, 60oC por 45s, 72 oC 

por 45s), 35 ciclos (94oC por 45s, 58oC por 45s, 72oC por 45s), seguidos por uma 

extensão a 72oC por 5min (BURGOS et al., 2007).  

 

3.7.6 AMPLIFICAÇÃO DAS REGIÕES POLIMORFICAS DO GENE DO MINI-

EXON 

  As caracterizações do gene do mini-éxon do T. 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 haplótipo 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 haplótipo 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 identificação do haplotipo Id. A PCR foi realizada num volume de 20µL  

contendo 3ng de DNA, 2,5mM de MgCl2, 0,2µM de cada iniciador e 0,5U de Taq 

polimerase (Promega, Madison, WI, USA). O ciclo de amplificação foi realizada em um 

PTC-100; iniciando com a desnaturação 5min a 94°C, seguido por 30 ciclos [30s  por 

94°C; 60°C por 30s (para o haplótipo Ib a temperatura foi modificada para 63°C); 72°C 

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

 

3.7.7 RAPD (RANDOMLY AMPLIFIED POLYMORPHIC DNA) 

Para determinar polimorfismos entre as cepas estudadas, foi realizada 

amplificação aleatória de fragmentos do DNA. Foi utilizado 1ng de DNA em um 

volume de 10µL contendo 1,0U de Taq DNA polimerase (Promega, Madison, WI, 

USA), 125µM de desoxosinucleotídeos trifosfatados (dATP. dCTP, dGTP, dTTP – 

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 1,5mM MgCl2, 1,0µL de  tampão 10x e 6,4pmol 

do iniciadores M13-40-F (5′-GTT TTC CCA GTC ACG AC-3′), λgt11-F (5′-GAC TCC 

TGG AGC CCG-3′), L-15996 (5′CTC CAC CAT TAG CAC CCA AAG C-3′), λ31F 

(5’-GAA GGC ACA TGG CTG AAT ATC-3’) e  λ183R (5’-GCG AAA TAC GGG 

CAG ACA-3’). A mistura foi colocada no termociclador PTC-100, com o seguinte 

ciclo: desnaturação inicial a 95°C por 5min, seguida de 30°C por 2min para associação 

72°C por 1min para extensão, 30s a 95°C para desnaturação, seguida de 33 ciclos onde 

a temperatura de associação é alterada para 40°C, ao termo dos ciclos 72°C por 5min.  

 

3.7.8 ELECTROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA 6% 

 Uma amostra de 3 a 5µL do produto amplificado, diluída (v/v) com tampão 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% não 

desnaturante foi realizada a 80-100V durante, aproximadamente 3h, ou seja, com 

migração de 6-7cm do corante xileno-cianol. O tamanho das bandas amplificadas foi 

monitorado com um marcador molecular de 100pb. Após a electroforese, os géis foram 

transferidos para solução fixadora (etanol absoluto 10%; ácido acético 0,5%) durante 5 

minutos. As bandas de DNA foram reveladas pela coloração com 0,2% de nitrato de 

prata (AgNO3), em solução fixadora durante 10min, seguida pela redução dos sais de 

prata com NaOH 3%(p/v) e 0,3% de formaldeído durante 10min como descrito por 
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Santos et al., (1993). Após a observação das bandas, a revelação era interrompida com 

solução fixadora e os géis fotografados.  

 

3.7.9 CONSTRUÇÃO DOS FENOGRAMAS 

 Os perfis de bandas dos isolados de T. cruzi foram obtidos pela reação de 

RAPD, analisados visualmente e inseridos manualmente no computador. A análise de 

proporção de bandas compartilhadas entre as cepas e os fenogramas foram realizados 

pelo programa Gel Compar II® (versão 5.0). 

 O programa Gel Compar II usa como princípio básico a divisão vertical do gel 

em níveis de mobilidade, no qual um nível é definido pela presença de pelo menos uma 

banda em qualquer uma das canaletas do gel. De acordo com o número de canaletas e as 

posições das diferentes bandas, é calculada a proporção de compartilhamento de bandas 

entre as mesmas.  

 

3.8 INFECTIVIDADE IN VITRO 

 

3.8.1 OBTENÇÃO DOS TRIPOMASTIGOTAS DE DIFERENTES 

POPULAÇÕES DE T. cruzi. 

Foram utilizados tripomastigotas das cepas CGH1, 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 

populações foi submetido à centrifugação a 224xg por cinco minutos, reservando-se o 

plasma para separação dos parasitos. Mais duas centrifugações 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 

populações 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 população parasitária e obter a 

quantidade necessária dos mesmos. Vale ressaltar que o meio de cultura das garrafas foi 

trocado diariamente, mantendo a cultura com o mínimo possível de formas amastigotas. 
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3.8.2 OBTENÇÃO DAS DIFERENTES LINHAGENS DE CÉLULAS 

HOSPEDEIRAS 

Foram utilizadas três diferentes linhagens de células hospedeiras: MK2, VERO 

CCL-81 e macrófagos peritoneais de camundongos não isogênicos. 

 

3.8.2.1 MK2 e VERO CCL-81 

As células epiteliais do rim do macaco (MK2) 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 infecção pelas diferentes 

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

Parasitologia da UFTM. 

 

3.8.2.2 MACRÓFAGOS PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS NÃO 

ISOGÊNICOS  

 Os macrófagos peritoneais foram obtidos de camundongos não isogênicos de 

quatro meses de idade mantidos no biotério do laboratório de Parasitologia da UFTM. 

Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical. A colheita dos macrófagos foi 

realizada injetando-se 10mL de meio F12 incompleto na cavidade peritoneal dos 

animais seguida de massagem abdominal e posterior obtenção do líquido peritoneal 

contendo macrófagos. O líquido coletado foi submetido a centrifugação por 10min 

(224xg) a 15°C, sendo descartado o sobrenadante e os macrófagos ressuspensos em 

meio de cultura completo. Para avaliação da viabilidade celular, foi utilizado o corante 

Turk (180µL de corante/20µL de solução de células). Após a contagem de células 

viáveis na câmara de Neubauer, os macrófagos foram plaqueados (2×105 células/poço) 

em placa de cultura de 24 poços (Falcon, Switzerland), e realizado um exame 

qualitativo, utilizando-se um microscópio invertido Axiovert 25 (Zeiss) com o fim de 

observar-se o sucesso do procedimento. Cada placa foi incubada por duas horas em 

estufa de CO2 (5% de CO2) a 37°C em atmosfera úmida. As células que não 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 Gómez HernándezCésar Gómez HernándezCésar Gómez HernándezCésar Gómez Hernández    

38

3.8.2.3 DETERMINAÇÃO DA INFECTIVIDADE DOS DIFERENTES 

ISOLADOS MEXICANOS DE T. cruzi EM CÉLULAS MK2, VERO CCL-81 E 

MACRÓFAGOS PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS.  

Foram utilizadas 3×105 células/poço das linhagens MK2, VERO e macrófagos 

peritoneais e cultivadas em meio F12 suplementado com 5% de soro bovino fetal em 

placas de 24 poços contendo lamínulas redondas (13,0 x 0,17 mm). Após incubação por 

24h, estas células foram infectadas com tripomastigotas das diferentes cepas de T. cruzi 

(dois parasitos/célula) e realizada lavagem 2h após a infecção com a finalidade de 

remover os parasitos que não aderiram e/ou não invadiram neste período. Após 24, 48, 

72, 96 e 120h, o material de cada poço foi fixado com metanol por 30s e corado com 

azul de toluidina por 20seg. A porcentagem de células infectadas foi determinada 

contando-se o número de células que apresentaram amastigotas em um total de 200 

células por lamínula, usando-se microscópio óptico (Zeiss). 

 

3.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Foram realizados os testes de Shapiro-Wilk para observar a normalidade da 

distribuição dos dados e o teste de Levene para observar a homogeneidade das 

variâncias. 

Foram realizados os seguintes testes para compração entre duas amostras, Mann 

Whitney (amostras independentes) e Wilcoxon (amostras dependentes). 

Para três ou mais amostras foram realizados testes de comparação múltipla como 

Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn (para amostras independentes) e Friedman, 

seguido do teste da diferença mínima significativa não paramétrica. 

Para a análise de correlação entre duas variáveis foi utilizado o coeficiente de 

correlação de Spearman. 

Para a análise da parasitemia foi realizada o cálculo da área sob a curva pelo 

método de Bezout (regra dos trapézios) para obter um parâmetro da parasitemia global 

em relação aos dias de infecção. 

A mortalidade acumulada em função do tempo foi analisada pela curva de 

sobrevida de Kaplan-Meier. 

As análises estatísticas foram realizadas por meio do software Statsoft Statistica 

8.0 e o nível de significância foi fixado em p<0,05. 
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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), três procedentes de triatomíneos (CGH3, CGH4, CGH6) e 

duas de humanos (INC-5, NINOA), e três (37,5%) apresentaram parasitemia subpatente 

pelo microhematócrito, todas procedentes de triatomíneos (CGH1, CGH2, KR1). Todos 

os animais, tanto de parasitemia patente quanto subpatente, foram estudados pelo 

período de 50 dias. 

O período pré-patente foi similar em todas as cepas, apresentando variação de 

dois a 11 dias após infecção, não sendo observada diferença significativa durante os 50 

dias de estudo, (p=0,21). 

O pico máximo de parasitemia foi observado aos 27 dias nos isolados CGH6 e 

INC-5, aos 29 dias no CGH4 e aos 33 dias no CGH3. Já o isolado NINOA apresentou 

dois picos aos 27 e 33 dias após infecção. A cepa CGH3 apresentou maior parasitemia 

que as cepas INC-5 e CGH4, quando determinada pela área sob a curva o que foi 

estaticamente significante (p= 0,032), e pelo pico máximo quando comparada com a 

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

 

 

FIGURA 2 – Curvas de parasitemia geradas pelas cepas mexicanas de T. cruzi quando inoculadas 
via intraperitoneal (3x104 parasitos) em camundongos não isogênicos, 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) 

 Não foi observada correlação 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 

(3x104 parasitos) com as diferentes cepas mexicanas de T. cruzi durante a fase aguda da infecção.  

 

4.1.3 HISTOLOGIA 

O estudo do parasitismo tecidual nos camundongos inoculados com as diferentes 

cepas de T. cruzi tanto na fase aguda quanto crônica, 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 músculo esquelético foi o único 

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 

crônica (Tabelas 1 e 2, Prancha 3). 

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

CGH2. Na fase crônica a menos infectante foi a CGH1. Porém, ressalta-se que as cepas 

1 

1 1 

2 

3 

4 
5 

6 

6 2 3 4 5 2 



 

  

    César Gómez HernándezCésar Gómez HernándezCésar Gómez HernándezCésar Gómez Hernández    

42

CGH3, CGH4, CGH2 e KR1 foram mais infectantes na fase crônica que na aguda 

(Tabelas 1 e 2). 

 

 

TABELA 1 – Porcentagem de camundongos que apresentaram infecção nos diferentes órgãos e/ou 

tecidos pelas diferentes cepas mexicanas de T. cruzi durante o pico máximo de parasitemia na fase 

aguda da doença. 

 
                       Cepa 
Órgão 

CGH1 
% 

CGH2 
% 

CGH3 
% 

CGH4 
% 

CGH6 
% 

KR1 
% 

NINOA 
% 

INC-5 
% 

Átrio 100 70 50 11,1 100 100 70 100 
Ventrículo 40 20 20 11,1 100 30 60 100 

Músculo Esquelético 100 100 100 100 100 100 100 100 
Pulmão 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: junção esôfago-gastrica; JGD: junção gastro-duadenal; JIC: junção íleo-cecal. 

 

 

TABELA 2 – Porcentagem de camundongos que apresentarem infecção nos diferentes órgão e/ou 

tecidos pelas diferentes cepas mexicanas de T. cruzi durante o pico máximo de parasitemia na fase 

crônica da doença. 

 
                      Cepa 
Órgão  

CGH1 
% 

CGH2 
% 

CGH3 
% 

CGH4 
% 

CGH6 
% 

KR1 
% 

NINOA 
% 

INC-5 
% 

Átrio  80 70 66,6 42,1 100 100 42,8 100 
Ventrículo  10 20 11,1 15,7 60 100 42,8 100 

Músculo Esquelético  100 100 100 100 100 100 92,8 100 
Pulmão  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: junção esôfago-gastrica; JGD: junção gastro-duadenal; JIC: junção íleo-cecal. 

 

 

Independente da fase da infecção encontrou-se maior número de ninhos de 

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

ventrículos. Nos átrios, na fase aguda, o numero de ninhos foi significativamente maior 

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

quando comparado com as cepas CGH2, CGH3 e CGH4. Já no ventrículo este foi 

significativamente maior durante a fase aguda quando comparado com as cepas CGH1, 
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CGH2, CGH3, CGH4 e KR1 e na fase crônica 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 músculo esquelético na fase aguda quando 

comparados com as cepas CGH2, CGH3 CGH4 e KR1 e na fase crônica quando 

comparados com as cepas CGH1 e CGH4 (p<0,01) (Pranchas 1 e 2; Gráfico C). 

Somente a cepa NINOA em relação a cepas CGH6 apresentou diferença 

significativa (p=0,022) na junção esôfago-gástrica. Não houve diferença significativa 

quanto ao número de ninhos de amastigotas ao comparar pulmão, junções esôfago-

gástrica e íleo-cecal de animais inoculados com as cepas utilizadas neste estudo 

(Pranchas 1 e 2; Figuras D, E e G). 
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PRANCHA 1 – Número de ninhos de amastigotas apresentados nos tecidos e/ou órgãos de 

camundongos infectados com as cepas mexicanas de T. cruzi (3x104 parasitos) durante a fase aguda 

da doença (p<0,05). 

Átrio:   
 
*KR1 X CGH3     **CGH3 X INC-5      # CGH4 X INC-5     ����NINOA X INC-5    ����CGH2 X INC-5 
 KR1 X CGH4        CGH3 X CGH1                CGH4 X CGH1 
                               CGH4 X CGH6 
 
Ventrículo: 
 
*KR1 X INC-5      ** CGH3 X INC-5     # CGH4 X INC-5     ����CGH2 X INC-5     ����CGH1 X INC-5  
                                               CGH4 X CGH6 
 
Músculo esquelético: 
 
* KR1 X NINOA    ** CGH3 X NINOA   # CGH4 X NINOA  ����CGH2 X NINOA   ����CGH1 X INC-5  
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PRANCHA 2 – Número de ninhos de amastigotas apresentados nos tecidos e/ou órgãos de 

camundongos infectados com as cepas mexicanas de T. cruzi (3x104 parasitos) durante a fase 

crônica da doença (p<0,05). 

Átrio:  
 
* KR1 X CGH4       **CGH3 X INC-5  # CGH4 X INC-5  ����CGH2 X INC-5  
   
Ventrículo: 
 
*KR1 X CGH1     ** CGH3 X INC-5    # CGH4 X INC-5   ����CGH2 X INC-5    ����CGH1 X INC-5  
  KR1 X CGH2 
  KR1 X CGH3 
  KR1 X CGH4  
 
Músculo esquelético:                                                      Junção esôfago gástrica: 
 
# CGH4 X NINOA   ����CGH1 X NINOA                            ����CGH6 X NINOA 
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                                          INC-5                                                        NINOA 

 

 

 

Músculo 
Esquelético 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Atrio 
 

 

 

 

 

 

 

 

Ventriculo 
 
 
 
 
 
PRANCHA 3 – Microfotografia de cortes histológicos dos órgãos dos camundongos 
infectados via intraperitoneal (3x104 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 presença de ninhos de amastigotas. 
 
 
 
Microfotogràfia 1- Músculo Esquelético infectado com a cepa INC-5 de T. cruzi (200X) 
Microfotogràfia 2- Músculo Esquelético infectado com a cepa NINOA de T. cruzi (200X) 
Microfotogràfia 3- Átrio infectado com a cepa INC-5 de T. cruzi (200X) 
Microfotogràfia 4- Átrio infectado com a cepa NINOA de T. cruzi (200X) 
Microfotogràfia 5- Ventriculo infectado com a cepa INC-5 de T. cruzi (100X) 
Microfotogràfia 6- Ventriculo infectado com a cepa NINOA de T. cruzi (200X)
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                                            CGH1                                                 KR1 
 
 
  Músculo 
Esquelético 
 
 
 
 1  1  
 
 
 
 
   Atrio 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ventriculo 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PRANCHA 4 – Microfotografia de cortes histológicos dos órgãos dos camundongos 
infectados via intraperitoneal (3x104 parasitos) com as cepas mexicanas de T. cruzi 
(CGH1 e KR1 procedentes de triatomíneos e com parasitemia subpatente) corados pela 
hematoxilina-eosina. Seta – indica a presença de ninhos de amastigotas. 
 
 
Microfotogràfia 1- Músculo Esquelético infectado com a cepa CGH1 de T.cruzi (200X) 
Microfotogràfia 2- Músculo Esquelético infectado com a cepa KR1 de T. cruzi(200X) 
Microfotogràfia 3- Átrio infectado com a cepa CGH1 de T. cruzi (100X) 
Microfotogràfia 4- Átrio infectado com a cepa KR1 de T. cruzi (100X) 
Microfotogràfia 5- Ventriculo infectado com a cepa CGH1 de T. cruzi (100X) 
Microfotogràfia 6- Ventriculo infectado com a cepa KR1 de T. cruzi (100X) 
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                                               INC-5                                                                 CGH4                                                       
 
 
 
 
Pulmão 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                                          
 
                                                                       KR1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PRANCHA 5 – Microfotografia de cortes histológicos do pulmão dos camundongos 
infectados via intraperitoneal (3x104 parasitos) com cepas mexicanas de T. cruzi (INC-5, 
CGH4 e KR1) corados pela hematoxilina-eosina. Seta – indica a presença de ninhos de 
amastigotas. 
 
Microfotogràfia 1- Pulmão infectado com parasitos da cepa INC-5 de T. cruzi (200X) 
Microfotogràfia 2- Pulmão infectado com parasitos da cepa NINOA de T. cruzi (200X) 
Microfotogràfia 3- Pulmão infectado com parasitos da cepa KR1 de T. cruzi (200X) 

 1  2 

 3 
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4.1.4 PROCESSO INFLAMATORIO TECIDUAL 

 A cepa que induziu um processo inflamatório mais intenso e em maior 

quantidade de tecidos foi a cepa INC-5 quando cotejadas às demais cepas em ambas as 

fases da doença (Tabelas 3 e 4).  

Na fase aguda as cepas INC-5 e CGH1 apresentaram processos inflamatórios de 

moderados a intensos nos átrios e os isolados CGH2, CGH6 e NINOA apresentaram 

processos inflamatórios moderados. Foram observados processos inflamatórios de 

moderados a intensos no músculo esquelético nos animais inoculados com as cepas 

CGH2, CGH3, CGH4, NINOA e INC-5. No ventrículo a cepa INC-5 apresentou 

inflamação de moderada intensa. No pulmão de todos os camundongos inoculados com 

as cepas observaram-se processos inflamatórios de leves a moderados. Nos demais 

tecidos examinados os processos inflamatórios eram inexistentes ou leves (Tabela 3). 

Durante a fase crônica a cepa INC-5 apresentou no átrio um processo 

inflamatório 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 inflamatório mais intenso no 

ventrículo. No músculo esquelético os isolados CGH2, NINOA e INC-5 apresentaram 

processo inflamatório de moderado a intenso e os demais isolados de leve a moderado. 

No pulmão todas as cepas apresentaram um processo inflamatório de leve a moderado. 

Nos demais tecidos o processo inflamatório não existia ou era muito escasso (Tabela 4).  

 

 

 

TABELA 3 – Processo inflamatório em camundongos inoculados pelas diferentes cepas mexicanas 

de T. cruzi nos órgãos e/ou tecidos estudados durante a fase aguda da doença. 
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TABELA 4 – Processo inflamatório em camundongos inoculados pelas diferentes cepas mexicanas 

de T. cruzi nos órgãos e/ou tecidos estudados durante a fase crônica da doença. 

 

 

 

4.1.5 CORRELAÇÃO ENTRE O PARASITISMO E O PROCESSO 

INFLAMATÓRIO 

Foi realizado o test de correlação entre o parasitismo tecidual e o processo 

inflamatório das diferentes cepas em ambas as fases da doença. Observou-se durante a 

fase aguda que as cepas CGH1 e INC-5 apresentaram uma forte correlação (0,81≥ r <1) 

entre o processo parasitário e tecidual nas junções íleo-cecal e esôfago-gástrica, 

respectivamente. As cepas CGH2 (átrio e JEG), CGH3 (JEG) e KR1 (pulmão, JGD e 

JIC) a correlação foi moderada (0,51≥ r <0,8) e a cepa CGH4 apresentou uma correlação 

fraca (0,01≥ r <0,5) no pulmão (Tabela 3). 

Na fase crônica foi observada uma forte correlação (0,81≥ r <1) nas cepas CGH2 

(JGD), CGH3 (JGD e JIC) e KR1(JIC) e moderada (0,51≥ r <0,8) nas cepas CGH3 

(JEG), KR1(JEG e JGD) e NINOA (ventrículo e JIC) (Tabela 4). 

Deve-se ressaltar que a cepa CGH6 não apresentou correlação nos tecidos 

estudados em nenhuma das fases da infecção.  As cepas CGH1 e INC-5 na fase aguda 

tiveram uma forte correlação entre o processo inflamatório e parasitário, contudo, na 

fase crônica essa correlação não foi observada em nenhum dos órgãos estudados. 

Ressalta-se que o tecido intestinal foi o único tecido que apresentou correlação entre o 

processo inflamatório e a quantidade de ninhos de amastigotas na maioria das cepas de 

T. cruzi em ambas as fases da infecção (Tabelas 5 e 6). 
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TABELA 5 – Correlação entre a quantidade de ninhos de amastigotas e o processo 

inflamatório nos órgãos e/ou tecidos de camundongos infectados com as diferentes cepas de T. cruzi 

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

 
 Correlação de Spearman (r)  

 Fraca  Moderada  Forte 

CEPA 
0,01≥ r 

<0,5 
 0,51≥ r <0,8  

0,81≥ r 
<1 

CGH1     JIC 

CGH2   
Átrio 

  
JEG 

CGH3   JEG   
CGH4 Pulmão     
CGH6      

KR1   
Pulmão 

  JGD 
JIC 

NINOA      
INC-5     JEG 

 

 

TABELA 6 – Correlação entre a quantidade de ninhos de amastigotas e o processo inflamatório nos 

órgãos e/ou tecidos de camundongos infectados com as diferentes cepas de T. cruzi durante a fase 

crônica da doença (p<0,05). 

Correlação de Spearman (r) 

Fraca  Moderada  Forte 

CEPA 0,01≥ r <0,5  0,51≥ r <0,79  0,8 > r <1 
CGH1      
CGH2     JGD 

CGH3   JEG 
 JGD 
 JIC 

CGH4      
CGH6      

KR1  
 JEG  JIC 
 JGD   

NINOA  
 Ventrículo   
 JIC   

INC-5      

 

 

 

4.2 ESTUDOS in vitro 

Para observar a capacidade de infectar os diferentes tipos celulares por T. cruzi 

foram utilizadas as cepas CGH1 e KR1 subpatentes e as cepas NINOA e INC-5 

patentes. 
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4.2.1 INFECÇÃO DE CÉLULAS MK2 UTILIZANDO TRIPOMASTIGOTAS DE 

DIFERENTES CEPAS MEXICANAS DE T. cruzi 

Na infecção in vitro das células MK2, os isolados INC-5 e NINOA apresentaram 

maior infectividade às 24h após infecção, 81,5 e 77,2% respectivamente, quando 

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

FIGURA 4 – Percentagem de células MK2 infectadas pelas diferentes cepas mexicanas de T. cruzi 

na relação 1:2 (célula/parasito) ás 24h após a infecção. (*) as cepas CGH1 e KR1 apresentaram 

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

 

4.2.2 INFECÇÃO DE CÉLULAS VERO CCL-81 UTILIZANDO 

TRIPOMASTIGOTAS DE DIFERENTES CEPAS MEXICANAS DE T. cruzi 

Não foi detectada diferença significativa entre a infectividade dos isolados INC-

5, NINOA, CGH1 e KR1 ás 24 hs após infecção em as células Vero-CCL-81 (Figura 5; 

Prancha 5). 

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

T. cruzi na relação 1:2 (célula/parasito) ás 24h após a infecção. 

* 

* 
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                                       CGH1                                           INC-5                                                  KR1                                              NINOA 
 
 
 
 
       24 h 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                 CELULAS MK2 CONTROLE  
 
 
 
 
 
PRANCHA 6 – Células MK2 após 24h de infecção com T. cruzi na relação 1:2 (célula/parasito), (fotos 1-4) e controle: células MK2 não 
infectadas (fotos 5-6). Aumento 200X. Seta: indica a presença de amastigotas.  
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                                       CGH1                                           INC-5                                                  KR1                                              NINOA 
 
 
 
      
  24 h 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
               
                        CELULAS VERO CCL-81 CONTROLE  
 
 
 
 
 
PRANCHA 7 – Células Vero CCL-81 após 24h de infecção com T. cruzi na relação 1:2 (célula/parasito) (fotos 1-4), aumento de 400X e 
controle: células Vero CCL-81 não infectadas (fotos 5-6), aumento de 200X. Seta: indica a presença de amastigotas.  
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4.2.3 INFECÇÃO DE MACRÓFAGOS 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 macrófagos peritoneais de camundongos durante os períodos de 

cultivo (24, 48, 72, 96 e 120h). Entretanto, os isolados NINOA e KR1 apresentaram 

aumento significativo na porcentagem de infectividade dos macrófagos a partir de 96h 

após a adição de tripomastigotas na cultura (98-100%, respectivamente) (p<0,05). O 

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

FIGURA 6 – Percentagem de macrófagos infectados pelas diferentes cepas mexicanas de T. cruzi na 

relação 1:2 (célula/parasito) ás 24, 48, 72, 96 e 120h após a infecção. 

 

Quando comparamos a infectividade por isolado entre os três tipos celulares foi 

observado que a cepa INC-5, ás 24hs após infecção apresentou a menor infectividade 

em células VERO (42%) quando comparado as células MK2 (81,5%) e macrófagos 

(67%)(p<0,05). A cepa KR1, 24h após a adição dos parasitos nas culturas de células 

MK2, apresentou o menor índice de infectividade (23%) quando comparadas às culturas 

de células VERO (60,2%) e macrófagos (57,5%) (p<0,05). A cepa NINOA apresentou a 

maior infectividade nas células MK2 às 24h de cultivo quando equiparadas com as 

outras duas linhagens celulares (p<0,05). Já os índices de infectividade apresentados 

pela cepa CGH1, nas três linhagens de células hospedeiras não foram significativos 

(Figura7).
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                                               CGH1                                           INC-5                                                  KR1                                              NINOA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                  MACRÒFAGOS PERITONEAIS DE  
                  CAMUNDONGOS NÃO ISOGÊNICOS  
                  CONTROLE  
 
 
 
 
PRANCHA 8 – Macrófagos peritoneais de camundongo não isogênico após 24h de infecção com T. cruzi na relação 1:2 (célula/parasito) 
(fotos 1-4) e controle: macrófagos não infectados (fotos 5-6). Aumento de 100X. Seta: indica a presença de amastigotas  
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 FIGURA 7 – Infectividade pelas cepas mexicancas de T. cruzi das células MK2, Vero-CCL81 e 

macrófagos peritoneais de camundongos não isogenicos na relação 1:2 (célula/parasito) às 24h após 

infecção. (*) as cepas CGH1 e KR1 apresentaram diferencia significativa quando comparadas com 

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

 

4.3 CARACTERIZAÇÃO GENÉTICA 

4.3.1 PCR ESPECÍFICA PARA Trypanosoma cruzi 

Foi realizado a PCR com os iniciadores 121-122 para verificar a presença de T. 

cruzi nas amostras. Todas as amostras amplificaram o fragmento 330pb específico para 

T. cruzi (Figura 8).  

 

FIGURA 8 – Gel de poliacrilamida 6% corado pela prata mostrando fragmentos específicos de T. 

cruzi de 330pb amplificado pela PCR com os iniciadores 121-122. MM: Peso molecular, Tc: 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 realização da PCR multiplex com os iniciadores D72, D75 e RG3 nas 

amostras de T. cruzi estudadas mostrou amplificação de um fragmento de 250pb, 

correspondente ao TcI. Esse resultado também mostrou ausência de T. rangeli em 

nossos isolados (Figura 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 9 – Gel de poliacrilamida 6% corado pela prata utilizando os iniciadores D72, D75 e RG3. 

Observe-se que as cepas mexicanas de T. cruzi todas apresentaram o fragmento de 250pb 

correspondete a T. cruzi I. Canaletas: MM: peso molecular; Tr: cepa P02 de T. Rangeli (210pb); TcII: 

cepa HEL de  T. cruzi II (265pb); TcI: cepa MUT de T. cruzi I (250pb); Branco: controle negativo. 

 

4.3.3 AMPLIFICAÇÃO DO ESPAÇO NÃO TRANSCRITO DOS GENES DO 

(ITS) MINI-ÉXON 

Mediante amplificação de regiões conservadas do mini-éxon, todas as cepas 

utilizadas foram classificadas como Trypanosoma cruzi I (banda de 350pb). Observe o 

controle do TcII que apresentou a banda de (300pb) (Figura 10). 

FIGURA 10: Gel de poliacrilamida 6% corado pela prata utilizando os iniciadores Tc, Tc1 e Tc2. 

Todas as amostras das cepas mexicanas de T. cruzi, amplificaram fragmentos de 350pb, específicos 

para TcI. Canaletas: MM: peso molecular; TcI: cepa MUT de T. cruzi I (350pb), TcII: cepa HEL de T. 

cruzi II (300pb); Branco: controle negativo. 



 

  

    César Gómez HernándezCésar Gómez HernándezCésar Gómez HernándezCésar Gómez Hernández    

59

4.3.4 AMPLIFICAÇÃO DAS REGIÕES INTERGÊNICAS DOS GENES DO  

SPLICED LEADER 

Mediante esta técnica foi confirmado que todos os isolados mexicanos de T. 

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

 

FIGURA 11 – Gel de poliacrilamida 6% corado pela prata utilizando os iniciadores UTCC e TCac. 

Todas as amostras das cepas mexicanas de T. cruzi, amplificaram fragmentos de 475pb, específicos 

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

 

4.3.5 PCR PARA OS HAPLÓTIPOS DO TcI 

Tendo o conhecimento que nossos isolados pertencem ao TcI como demostrado 

pelas técnicas do mini-éxon e o Spliced Leader foi realizada a PCR especifica para 

classificação dos haplótipos deste grupo como descrito por Falla et al., (2009). Os oito 

isolados estudados amplificaram um fragmento de 275pb correspondentes ao haplótipo 

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

 

 FIGURA 12 – Gel de poliacrilamida 6% corado pela prata. Observe que todas as amostras das 

cepas mexicanas de T. cruzi amplificam um fragmento de 275pb para o haplótipo Ia. MM: peso 

molecular; Branco: controle negativo. 
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FIGURA 13 – Gel de poliacrilamida 6% corado pela prata. Observe que todas as amostras das 

cepas mexicanas de T. cruzi amplificam um fragmento de 200pb para o haplótipo Id. MM: peso 

molecular; Branco: controle negativo. 

 

4.3.6 RAPD (RANDOMLY AMPLIFIED POLYMORPHIC DNA) 

 O iniciador λ183R foi o que melhor classificou os isolados mexicanos de T. 

cruzi, por isso foi escolhido para gerar o fenograma. As cepas de T. cruzi mexicanas 

foram distribuídas em dois braços polimórficos com 28,4% de coeficiente de 

similaridade (CS). O primeiro braço foi constituído pelas seis cepas obtidas de 

triatomíneos (CGH3, CGH6, CGH4, CGH1, CGH2 e KR1). O segundo braço foi 

constituído pelas cepas de origem humana (NINOA e INC-5) apresentando 50% de CS. 

Três fatos interessantes que chamaram a atenção foram: 1 – a cepa KR1, proveniente de 

T. picturata, encontra-se separada das cepas CGH3, CGH6, CGH4, CGH1 e CGH2 que 

são provenientes de T. palillipennis ou T. longipennis apresentando um CS de 45,2%; 2 

– as cepas que apresentaram parasitemia patente estavam separadas daquelas que 

apresentavam parasitemia subpatente e 3 – foi possível a separação pela origem 

geográfica (Figura - 14). 

Os outros quatro iniciadores (M13-40-F, λgt11-F, L-15996, λ31F) utilizados não 

apresentaram resultados homogêneos que nos permitiram fazer um analise dentre as 

cepas.  
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FIGURA 14 – Fenograma das cepas mexicanas de T. cruzi gerado a partir dos perfis obtidos da 

RAPD com o iniciador λ183R pelo programa Gel ComparII. Os valores representados indicam o 

coeficiente de similaridade entre as cepas mexicanas de T. cruzi. As cepas CGH3, CGH6, CGH4, 

CGH1, CGH2 e KR1 isoladas de triatomíneos são procedentes do Estado de Jalisco. As cepas 

NINOA e INC-5 isoladas de humanos são procedentes dos Estados de Oaxaca e Guanajuato 

respectivamente. 
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O México é um país tropical, onde as doenças próprias deste clima estão 

presentes, dentre elas a doença de Chagas. Recentemente, neste país, foram 

implementados programas de controle da doença de Chagas e do vetor enquanto nos 

países de América do Sul os mesmos já se encontravam em andamento algum tempo 

(SCHOFIELD & DIAS, 1999; WHO/OPS, 2006; MONCAYO 2009). Os altos índices 

de infecção dos triatomíneos encontrados no Estado de Jalisco, México, sugerem uma 

elevada exposição das pessoas desta região ao T. cruzi (MAGALLÓN-GASTELÚM et 

al., 1998; GÓMEZ-HERNÁNDEZ et al., 2008) (Anexo I) o que despertou nosso 

interesse de estudar as cepas circulantes neste estado realizando a caracterização 

biológica e molecular das mesmas. 

Considera-se importante a caracterização biológica e genética de isolados de T. 

cruzi de regiões endêmicas deste país para a compreensão da epidemiologia e biologia 

do parasito nestas áreas. 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 reservatórios, e que em regiões do mesmo país, 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 não existem relatos que mostrem o 

perfil de infectividade de diferentes isolados de T. 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 

freqüentemente relatado nos estudos experimentais (ESPINOZA et al., 1998; ARAUJO  

et al., 1999; VERA-CRUZ et al., 2003; LISBOA et al., 2007). Três cepas (CGH1, 

CGH2 e KR1) apresentaram parasitemia subpatente, o que não é relatado na literatura 

em modelos experimentais de cepas de T. 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, já 

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-PÉREZ 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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TcI e TcIIe (TcVI da nova classificação Zingales et al., 2009) apresentaram genótipos 

que se caracterizaram por manter parasitemia subpatente na fase crônica e  infectar 

Rhodnius prolixus. Segundo esses autores, a manutenção 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 TcI. A diversidade biológica e 

genética do T. cruzi e a capacidade de infectar diversas espécies de hospedeiros 

mamíferos sustentam a hipótese que algumas espécies de animais podem manter 

parasitemias por maior tempo que outras o que os tornaria reservatórios. As diferenças 

entre reservatórios potenciais podem ser baseadas na espécie e na genética do 

hospedeiro, no genótipo do parasito ou na combinação de ambos.    

Os isolados mexicanos utilizados neste estudo apresentaram um tropismo por 

músculo esquelético e pelo coração, sendo que o tropismo por estes tecidos já foi 

relatado em cepas encontradas no Estado de Jalisco, bem como em outras regiões do 

México (BIAGI et al., 1965). No Brasil Andrade et al. (1985; 1997) descreveram 

diferenças no comportamento na infecção experimental relacionado com o tropismo das 

cepas, identificando cepas reticulotrópicas ou miotrópicas. 

Atualmente não se conhece muito sobre a importância do tropismo tecidual no 

pulmão pelo T. cruzi, talvez porque este não seja tão intenso quanto nos outros tecidos, 

como músculo cardíaco e esquelético, ou até mesmo porque não provoque alterações no 

órgão (GUARNER et al., 2001; MELNIKOV et al. 2005). Melnikov et al. (2005), 

observaram raros ninhos de amastigotas no pulmão de camundongos infectados com 

isolados mexicanos de T. cruzi, onde chegou a ser detectado em 32-90% dos 

camundongos. Além disso, dependendo da cepa, foram observadas lesões brônquicas, 

edema e inflamação sendo que alguns apresentavam hemorragia alveolar. Em nosso 

estudo foi detectada infectividade neste órgão de 40 a 100% dos animais na fase aguda e 

de 50 a 73% dos camundongos na fase crônica, 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 músculo liso dos grandes vasos 

pulmonares e da região peribrônquica dos pulmões.  

Isolados de T. cruzi podem apresentar diferenças na imunogenicidade 

desencadeada em diferentes órgãos e/ou tecidos os quais este infecta. Este fato pode ter 

influenciado na correlação entre o número de ninhos de amastigotas e o processo 

inflamatório, isto é, quanto maior o processo inflamatório 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 T. cruzi que 

apresentaram parasitemia patente (NINOA e INC-5) foi observada paresia nas 

extremidades, principalmente nos membros traseiros, e o animal foi a óbito poucas 

horas depois (dados não apresentados). Os estudos histopatológicos realizados nestes 

animais mostraram intenso parasitismo tecidual no músculo estriado que em ocasiões 

ocupavam toda a fibra muscular (Prancha 3 e 4). 

A morfologia, infectividade, virulência e patogenicidade das formas 

tripomastigotas de T. cruzi têm sido utilizadas para caracterizar os isolados do parasito. 

A virulência de uma cepa está relacionada com a sua multiplicação no hospedeiro. Em 

nosso estudo in vitro foi possível estabelecer um perfil de infectividade de quatro 

isolados mexicanos em culturas de células MK2, VERO e macrófagos peritoneais. Após 

a penetração na célula-alvo os tripomastigotas transformam-se em amastigotas que 

proliferam e diferenciam-se em novos tripomastigotas. Após a ruptura da célula 

parasitada, há invasão de novas células. Assim, a duração do ciclo celular e o tempo 

necessário para as transformações de formas evolutivas são 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 às 24h 

após a infecção 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 índice de parasitismo de, aproximadamente, 

100% em músculo esquelético demonstrando a sua alta capacidade infectante. Além 

disso, ninhos de amastigotas da cepa INC-5 foram encontrados de forma significativa 

em grande número no músculo cardíaco em relação aos outros isolados.  

Estes resultados demonstram que independente do tipo celular, parasitos das 

cepas INC-5 e NINOA são capazes de infectar em forma significativa. E esta é uma 

característica que pode estar sendo influenciada pelas diferentes moléculas de superfície 

e mecanismos de invasão celular. No experimento utilizando células VERO, não foi 

detectada diferença significativa entre a infectividade dos quatro isolados às 24h após 

infecção. 

A adesão e a invasão de células de vertebrados por tripomastigotas dependem de 

glicoproteínas do tipo mucinas da superfície dos tripomastigotas (SCHENKMAN et al., 

1993; CAMARGO et al., 1997; RUIZ et al., 1998; revisão em ACOSTA-SERRANO, 

2001; YOSHIDA 2006; 2009). A interação destas moléculas de superfície com seus 

receptores na membrana do hospedeiro ativam diferentes vias de sinalização capazes de 
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engatilhar sinais de transdução diferenciados, que culminam com o processo de invasão, 

seja em menor ou maior intensidade (NEIRA et al., 2002; YOSHIDA 2006; 2009). 

Existe variabilidade entre diferentes populações de T. cruzi quanto à expressão dessas 

moléculas (RUIZ et al., 1998; NEIRA et al., 2002; DOSREIS, 2002; YOSHIDA 2006; 

2009). Ruiz et al. (1998) encontraram relação inversa entre infectividade e expressão de 

gp90 e gp35/50. Assim detectaram baixa expressão de gp35/50 e nenhuma expressão de 

gp90 em tripomastigotas da cepa CL que tem alta capacidade invasiva, ao contrário do 

observado na cepa G pouco invasiva. Não há estudos semelhantes comparando isolados 

mexicanos quanto à expressão de moléculas de superfície sendo um dos próximos 

objetivos de nossa equipe. 

Acredita-se que populações de T. cruzi com maior quantidade de transialidases 

sejam mais invasivas (SOUTO-PADRON et al., 1990). A família das transialidases, 

responsáveis pela transferência de ácido siálico da célula hospedeira para mucinas da 

superfície do parasito, bem como a das moléculas transialidase-like, são 

abundantemente expressas na superfície de tripomastigotas de T. cruzi e apresentam 

diversidade funcional (FRASCH, 2000). Sendo assim, sugere-se que os isolados INC-5 

e NINOA apresentem peculiaridades quanto à expressão de moléculas de superfície e 

que este fato possa ter contribuído na diferença de infectividade observada nas culturas 

de células MK2. Somente estudos futuros poderão esclarecer se estas moléculas, bem 

como as mucinas aceptoras de ácido siálico, participam da resposta diferencial das 

populações agora estudadas.  

Tripomastigotas de todas as cepas de T. cruzi utilizadas neste estudo foram 

capazes de infectar macrófagos peritoneais de camundongos durante os períodos de 

cultivo considerados. Entretanto, analisando a eficiência de interiorização de 

tripomastigotas das diferentes populações de T. cruzi em culturas de macrófagos 

peritoneais, verificamos que tripomastigotas das cepas NINOA e KR1 apresentaram 

aumento significativo na porcentagem de infectividade dos macrófagos a partir de 96h 

de cultura. 

O processo de adesão e invasão do T. cruzi em macrófagos envolve interações 

moleculares entre as membranas do parasito e da célula hospedeira, aspectos já 

discutidos anteriormente para MK2 e VERO CCL-81. 

Alcantara & Brener (1978) e Meireles et al. (1982) trabalhando com culturas de 

macrófagos infectados com as cepas Y (TcII) e CL (TcVI) observaram o processo de 

interiorização em macrófagos. A cepa Y, mesmo após o processo de opsonização pelo 



 

  

    César Gómez HernándezCésar Gómez HernándezCésar Gómez HernándezCésar Gómez Hernández    

67

sistema complemento, foi capaz de se multiplicar e liberar novos tripomastigotas no 

meio. Já a cepa CL foi destruída extensivamente dentro do macrófago. Estes autores 

acreditam que componentes da membrana do parasito e diferentes receptores do 

macrófago, estejam influenciando não só no fenômeno de interiorização como também 

na sobrevivência do parasito na célula hospedeira.  

Em nosso estudo observamos que parasitos das cepas INC-5, NINOA, CGH1 e 

KR1 foram capazes de invadir e se multiplicarem dentro de macrófagos de forma 

significativa. Embora estes isolados pertençam a grupos do T. 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 fagocíticas.  

As glicoproteínas da superfície do parasito são responsáveis por engatilhar o 

fenômeno de mobilização de Ca2+ intracelular tanto do hospedeiro quanto do parasito, 

importante para o processo de invasão (TARDIEUX et al., 1992; YOSHIDA 2006; 

2009). Eventos intracelulares ocorrem no citoplasma do parasito e podem induzir sinais 

distintos para mobilização de Ca2+na célula hospedeira conforme visto para células de 

caráter não fagocítico, a exemplo da expressão da oligopeptidases B. Moléculas do 

parasito estão envolvidas na ativação da trifosfatoinositol cinase (PI3K). Esta enzima 

contribui para o processo de fagocitose e apresenta como alvo, um complexo (PKB/c-

akt), que quando ativado é essencial para o translocação de enzimas digestivas até a 

membrana do hospedeiro, possibilitando sucesso no mecanismo de invasão do parasito. 

Sendo assim, destaca-se o importante papel que as enzimas da cascata de transdução 

possuem no processo de fagocitose. Tripomastigotas são também capazes de engatilhar 

processos importantes na célula hospedeira como mecanismos de reparo de membrana, 

úteis para a invasão e sobrevivência intracelular. Estes processos são mediados pela 

interação direta entre moléculas da superfície do hospedeiro e da membrana do parasito 

(revisão em ANDREWS, 2002). Assim as diferenças observadas in vitro entre os 

diferentes isolados mexicanos de T. cruzi podem ter acontecido, em virtude de alguma 

peculiaridade nos mecanismos de engatilhamento de cascata de sinalização, durante o 

processo de invasão, conforme visto para outras populações de T. cruzi (YOSHIDA 

2006; 2009). 

 Na década passada foram descritos dois grupos genéticos principais de T. cruzi: 

o T. cruzi I (TcI) associado ao ciclo de transmissão silvestre, e T. cruzi II (TcII), 

encontrado com maior freqüência no ambiente doméstico. Esta relação entre genótipos e 
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o ciclo do T. cruzi, não pode ser aplicada a países da América Central e o México, pois 

o genótipo TcI é predominante no ciclo doméstico, peridoméstico e silvestre nestas 

regiões diferentemente ao observado em países do Cone Sul onde o TcII e predominante 

no ciclo domestico (DUMONTIEL, 1999; GUZMÁN-MARÍN et al., 1999; BOSSENO 

et al., 2002; AÑEZ et al., 2004; RUIZ-SANCHEZ et al., 2005; BRENIÈRE 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 TcI pela PCR dos 

diferentes alvos. 

 Foram relatados na Colômbia, por Herrera et al. (2007), quatro haplótipos 

pertencentes ao grupo TcI. Falla  et al., (2009) descreveram os iniciadores da PCR para 

esta classificação a qual amplifica para o haplótipo Ia (228pb), Ib (250pb) e para Id 

(200pb). Ainda não foram descritos iniciadores que consigam amplificar algum 

fragmento especifico do haplótipo 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 haplótipo Id e o 

segundo ao haplótipo Ia embora o fragmento descrito por Falla et al (2009) com seus 

iniciadores específicos para este haplótipo foi de 228pb. Porém, não existem relatos de 

outros trabalhos realizados em outros países e mesmo da Colômbia que permitam 

comparar os resultados de Falla et al., e os nossos. Nós poderíamos ter esclarecido em 

parte, essa divergência, se tivéssemos utilizado cepas de referência colombianas dos 

autores mencionados para comprovar nossos resultados. As cepas mexicanas mostraram 

haplótipos mistos, que não foram observados nos trabalhos realizados por Herrera et al., 

(2007) e Falla et al., (2009). A caracterização molecular dos haplótipos de 29 isolados 

de T. cruzi I do Brasil mostrou amplificação do fragmento correspondente ao haplótipo 

Id em apenas cinco das amostras (KAPPEL et al., 2009). Tendo em conta estes 

resultados conclui-se que as cepas mexicanas deste estudo são diferentes das cepas 

colombianas e brasileiras de TcI.  

A técnica do RAPD se caracteriza por amplificar fragmentos de DNA de forma 

randômica. Alguns dos iniciadores utilizados para a realização desta técnica podem 

permitir o agrupamento das amostras de interesse pela procedência geográfica e/ou 

biológica (STEINDEL et al.,1993). Neste trabalho o iniciador λ183R foi o que 

classificou melhor as cepas mexicanas de T. cruzi. Com este iniciador nossas cepas 

foram agrupadas de acordo a origem biológica (humano e triatomíneo) e origem 

geográfica. Bosseno et al. (2002) observaram elevada homogeneidade entre isolados 
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mexicanos de T. cruzi obtidos de diferentes hospedeiros, com esta técnica, porém, esta 

homogeneidade não foi correlacionada com a virulência das cepas. As variações intra-

especificas de nossas cepas poderiam estar relacionadas às diferenças no 

comportamento biológico in vivo e in vitro. Andrade et al.,(1999) mostraram que duas 

populações 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 genótipos clonais de T. cruzi 

diferem significativamente em sua infectividade demonstrando uma associação entre a 

diversidade genotípica, tropismo e patogenicidade. 

Em conclusão, neste trabalho demonstramos que as cepas mexicanas de T. cruzi 

apresentam polimorfismos do parasito desde o ponto de vista biológico e genético que 

pode ser relacionado em parte, a origem geográfica dos isolados e aos hospedeiros de 

onde foram obtidos. Alem disso, demonstramos que as cepas mexicanas pertencem ao 

genótipo TcI haplótipos mistos Ia e Id o que é demonstrado pela primeira vez na 

literatura 
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6. CONCLUSÕES 

As cepas mexicanas de T. cruzi são infectantes para camundongo gerando 

parasitemia patente ou subpatente dependendo da cepa e alem disso, apresentam 

tropismo predominante por músculo esquelético e cardíaco; 

Não houve correlação entre mortalidade nos animais que receberam inóculos de T. 

cruzi com parasitemia patente ou subpatente já que, em ambos os grupos, observou-se 

mortalidade, porém, sendo maior nos isolados procedentes de humanos; 

Neste estudo comprovamos que nossas cepas correspondem ao TcI, haplótipos Ia e 

Id demonstrando-se pela primeira vez a presença de haplótipos mistos nas cepas TcI; 

As cepas de TcI, mediante a técnica RAPD puderam ser agrupadas de acordo a sua 

origem biológica e geográfica; 

Os isolados de casos humanos (INC-5 e NINOA) são mais infectantes as 24h para 

as células MK2, Vero-CCL81 e macrófagos do que as demais cepas, embora todas 

foram capazes de penetrar e multiplicar em todos os tipos celulares. 
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ANEXO II Licenças emitidas pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos 

Recursos Naturais Renováveis (IBAMA) 
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ANEXO IV 
 
Dados sobre as cepas mexicanas de T. cruzi. 
 

Nome CGH1 CGH2 CGH3 CGH4 CGH6 KR1 NINOA INC5 

Procedência 
biológica 

T. longipennis T. pallidipennis T. longipennis T. pallidipennis T. palillipennis T. picturata 
Humana 

Fase aguda 
Humana Fase 

crônica 

Procedência 
geográfica 

Sáyula, Jalisco Usmajac, Jalisco 
Região Ciénega, 

Jalisco. 
Região Ciénega, 

Jalisco. 
Região Ciénega, 

Jalisco. 
Tapalpa de 

Allende, Jalisco. 
Oaxaca Guanajuato 

Pico da 
parasitemia (dias) 

Não tem Não tem 31 29 27 Não tem 27 e 33 27 

Pico Maximo Não tem Não tem 107 4,6 x 106 8 x 106 Não tem 7,5 x 106 6,1 x 106 

Parasitemia Sub-patente Sub-patente Patente Patente Patente Sub-patente Patente patente 

Mortalidade em 
camundongos (%) 

6,6 3,3 3,3 16,6 6,6 10 20 53,3 

Linhagem Tc I Tc I Tc I Tc I Tc I Tc I Tc I Tc I 

Haplótipo Ia-d Ia-d Ia-d Ia-d Ia-d Ia-d Ia-d Ia-d 

* Nomenclatura 
da cepa 

TLON/MX/2008/CGH1
-Tc1 

TPAP/MX/2008/CGH2- 
Tc1 

TLON/MX/2008/CGH3
-Tc1 

TPAP/MX/2008/CGH4-
Tc1 

TPAP/MX/2008/CGH6-
Tc1 

TPIR/ MX/2008/KR1-
Tc1 

MHOM/MX/1986/NINOA-
Tc1 

MHOM/MX/1996/INC-5-
Tc1 
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ANEXO VII 
 
 

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

INFECTION 
 
César Gómez Hernández 1; Lara Rocha Batista 1; Henrique Borges Kappel 1; Gabriel Antonio Nogueira 
Nascentes 1; Kerine Rezende de Oliveira 2; Luciano Henrique de Paiva 1; Jóse Alejandro Martínez Ibarra 
3; Eliane Lages Silva 1; Luis Eduardo Ramírez 1. 
 
1. Universidade Federal do Triângulo Mineiro; 2. Universidade Federal de Uberlândia, 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 I and II and T.rangeli, markers 
targeted to the gene of the mini-exon, D7 domain of 24Sα 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, 24Sα and miniexon) showed that all three strains corresponded to the 
Trypanosoma cruzi I group, with haplotypes corresponding to a band of 250pb with the primers Ia 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 TcI 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 TcI 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 TcI.  Supported by CNPq, CAPES, FAPEMIG and FUNEPU-
UFTM.  
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