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RESUMO

No presente trabalho foram estudados nove isolados de Trypanosoma cruzi obtidos por
hemoculturas de pacientes chagasicos cronicos em acompanhamento no Instituto de Pesquisa
Clinica Evandro Chagas (IPEC, FIOCRUZ). Estes pacientes procederam de diferentes regides
do Brasil (BA, PE, MG, PB e RS). Trés deles apresentavam a forma clinica cardiaca, e 0s
demais sintomatologia indeterminada. Os objetivos deste estudo foram: a) caracterizar estes
isolados utilizando técnicas parasitoldgicas, bioquimicas e moleculares; b) identificar
afinidades entre estes isolados e cepas de referéncia de T. cruzi; ¢) verificar a possibilidade de
correlacdes destes isolados com subgrupos de T. cruzi identificados pelas técnicas acima
citadas, além das formas clinicas obtidas pelos pacientes. Os nove isolados cresceram a 27°C
cultivados em meio monofésico (LIT) ou bifasico (NNN+LIT suplementado com 20% SFB) e
receberam nameros-cédigo diferentes na Colecdo de Tripanossomatideos (CT-10C). Todos
foram estudados por pardmetros morfobioldgicos (diferenciacdo celular e biometria),
bioguimicos (perfil eletroforético de isoenzimas) e moleculares (produtos de amplificacdo por
PCR de sequéncias de minicirculos do KDNA e genes de mini-exons). Cepas de referéncia de
T. cruzi da Colecdo de Tripanossomatideos foram incluidas no trabalho para comparacéo.
Com excec¢do de um isolado, as amostras em estudo foram capazes de crescer em meio LIT,
caracteristica comum entre cepas/clones de T. cruzi. Todas cresceram em NNN+LIT. Em
meio LIT, apenas quatro amostras completaram a metaciclogénese; trés outras sé o fizeram
em NNN+LIT, enquanto uma nédo produziu metaciclicos nas condi¢des examinadas, mas o fez
em triatomineos. As analises morfologicas e biométricas dos nove isolados confirmaram sua
identidade como T. cruzi considerando-se estagios evolutivos observados, comprimento total
de tripomastigotas e dimensdes dos cinetoplastos de epimastigotas. As nove amostras
compartilharam padrédo isoenzimatico com trés das cepas de referéncia de T. cruzi incluidas
neste trabalho, evidenciando-se zimodemas distintos entre as amostras analisadas, sendo seis
delas associadas a cepa Y (Z2), duas ao clone CL Brener (ZB) e uma ao Dm28c (Z1). Todas
as amostras geraram um produto amplificado de 330pb através da analise de minicirculos,
confirmando sua identificacdo especifica. Os produtos amplificados pelo gene de mini-exon
evidenciaram que oito amostras poderiam ser classificadas no subgrupo Tc Il e apenas uma no
Tc |. Entretanto duas amostras do subgrupo Tc II, foram reclassificadas no Tc VI
considerando a mais recente proposta de subdivisdo em T. cruzi. No momento, ndo foi
possivel identificar correlacGes estritas entre as caracteristicas dos isolados e formas clinicas
da doenca de Chagas, porém, trés amostras obtidas de pacientes com a forma cardiaca foram
classificadas no subgrupo Tc II.

Palavras chaves: Doenca de Chagas. Trypanosoma cruzi. Hemoculturas. Culturas axénicas.
Morfologia. Biometria. Metaciclogénese. Isoenzimas. Reacdo em Cadeia da Polimerase.
Minicirculos do kDNA. Gene de mini-exon.Variabilidade intraespecifica. Subgrupos de
Trypanosoma cruzi.
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ABSTRACT

In this research, nine Trypanosoma cruzi stocks were analyzed by different approaches. These
isolates had been obtained by hemoculture from chronic chagasic patients under ambulatory
care at Evandro Chagas Research Institute (IPEC, FIOCRUZ), who proceeded from different
Brazilian States (BA, PE, MG, PB and RS). Three patients presented cardiac disease and the
others indeterminate clinical form. The aims of this study were the following ones: a) to
characterize these stocks by using parasitological, biochemical and molecular techniques; b)
to search for affinities among them and T. cruzi reference strains; c) to verify possible
correlations among these isolates and parasite subgroups, besides clinical forms presented by
the patients. The nine stocks under study were maintained at 27°C in monophasic (LIT) and/or
in biphasic media (NNN+LIT supplemented with 20% fetal calf serum). Thereafter, each one
received a code-number at the Trypanosomatid Collection of Oswaldo Cruz Institute (CT-
IOC). AIll of them were studied by morphological and biological parameters (cell
differentiation and biometry), as well as by biochemical (isoenzyme electrophoresis) and
molecular approaches (amplified products from kDNA minicircle and mini-exon gene
sequences by polymerase chain reaction). Trypanosoma cruzi reference strains from CT-10C
were also included in this work for comparisons. Excepting one stock, all the others grew well
in LIT medium, a common feature of T. cruzi strains/clones. Otherwise, all isolates grew in
NNN+LIT. Four stocks could rise to metacyclic stages in LIT medium; whereas others (4)
only differentiated in NNN+LIT. One stock produced metacyclics solely in the gut of
triatomine bugs. The identification of the nine isolates as T. cruzi was also confirmed by the
morphological features of their evolutive stages, besides the total length of the
trypomastigotes and size of the kinetoplasts from epimastigotes. The nine stocks shared
isoenzyme patterns with the reference strains included in this work. Six of them had similar
profiles with the Y strain (Z2), two with the CL-Brener clone (ZB) and one with the Dm28c
clone (Z1). All stocks generated a single 330bp KDNA product, then also confirming their
specific identification. The mini-exon gene amplified products evidenced that eight stocks
could be classified in the subgroup Tc Il and the other in Tc I. However, two isolates
identified in Tc Il subgroup were reclassified as Tc VI, according to the more recent proposal
for T. cruzi stock subdivisions. At present, it was not possible determining a strict correlation
between parasite features and clinical forms of Chagas’ disease. However, it is worth
mentioning that three isolates from cardiac patients were included in Tc Il subgroup.

Key words: Chagas’ disease. Trypanosoma cruzi. Hemocultures. Axenic cultures.
Morphology. Biometry. Metacyclic differentiation. Isoenzymes. Polymerase chain reaction
(PCR). KDNA minicircle. Mini-exon gene. Intraspecific variability. Trypanosoma cruzi
subgroups.
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1. INTRODUCAO

1.1. Histdrico da doenca de Chagas

A Doenca de Chagas ou Tripanossomiase americana foi descoberta em 1909 por Carlos
Ribeiro Justiniano das Chagas, na cidade de Lassance, no norte do Estado de Minas Gerais,
quando trabalhava no controle de mosquitos transmissores da malaria que dificultavam a
construcdo de uma ferrovia na regido (apud JURBERG et al., 2005; KROPF, 2009).
Inicialmente um inseto triatomineo Panstrongylus megistus foi capturado e estudado em
animais de laboratério confirmando a presenca do tripanossoma no sangue desses animais
denominando-o de Trypanosoma cruzi em homenagem a Oswaldo Cruz. Chagas (1909b apud
SOUSA, 1999) descreveu a primeira infeccdo natural em um mamifero ocorrida em gato.
Posteriormente encontrou o parasita no sangue de uma crianca (Figura 1), e associando este
achado, examinou e constatou a infeccdo em outras pessoas que viviam em casas infestadas
com o inseto triatomineo em Lassance. Chagas (1909b apud SOUSA, 1999 ) estudou o
parasita em seres humanos, animais experimentais, triatomineos e em culturas axénicas. Por
acreditar que T. cruzi apresentava estagios esquizogbnico nos pulmdes de hospedeiros
vertebrados, temporariamente Chagas classificou o parasito em um novo género
Schizotripanum, mas este erro foi logo corrigido por ele em 1913 (apud SOUSA, 1999).
Chagas encontrou o parasita também em animais silvestres, tatus e macacos esquilo. Alem
disso, Chagas relatou a evolucdo de T. cruzi em Triatoma infestans e a possibilidade dessa
espécie e T. sordida atuarem como vetores do parasito (apud SOUSA, 1999). A evolucao do
T. cruzi em Triatoma infestans e a possibilidade desta espécie e T. sordida atuarem como
vetores também foi relatada por Chagas (apud SOUSA, 1999). Assim, um Unico pesquisador

anunciou uma tripla descoberta: o vetor, o patdgeno e a doenga humana (KROPF, 2009).
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Estudos histopatolégicos foram realizados por Vianna (1911 apud SOUSA, 1999) em
pacientes post-mortem e animais experimentais constatando o processo de multiplicacdo do
parasita em muitos tecidos principalmente no miocardio e musculo esquelético. Outros
estudos foram realizados a fim de descobrir o desenvolvimento de T. cruzi em triatomineos
bem como a infectividade em mamiferos, evidenciando o achado de tripomastigotas no
intestino posterior e nas fezes (metaciclicos) do inseto hemat6fago popularmente conhecido
como “barbeiro” (BRUMP, 1912 apud SOUSA, 1999; KROPF, 2009).
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Figura 1: Primeiro caso humano identificado da doenca de Chagas (http://www4.ensp.fiocruz.br/radis/81).

1.2. A doenca de Chagas: fases de infec¢cao e formas clinicas

Os determinantes da doenca de Chagas resultam da quantidade de parasitos na
infeccdo inicial, das formas infectantes no inoculo inicial (nGmero de tripomastigotas), da
linhagem de T. cruzi inoculada, de ser a primo infeccdo ou reinfeccdo, das caracteristicas das

cepas e clones (biodemas) e da resposta imunolégica do hospedeiro (COURA, 2003; COURA,
2007).

A infeccdo chagasica apresenta duas fases bem distintas:
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I) Fase aguda ou inicial, na maioria dos casos assintomatica ou oligossintomatica ou
sintomética podendo gerar grande espectro de lesdes teciduais que determinam febre, mal
estar geral, cefaléia, edema, adenomegalia, hipertrofia dos linfonodos, hepatoesplenomegalia,
miocardite (COURA, 2003). Também podem ocorrer sinais de porta de entrada do parasito,
que incluem a resposta inflamatoria do hospedeiro: Chagoma de Inoculacdo (lesdo cuténea
inflamatoria que ndo supura) e o Sinal de Romafia (edema ocular bipalpebral unilateral)
(Figura 2) (BRENER, 1987; FNS, 1999).

Essa fase caracteriza-se pela presenca do T. cruzi no exame direto do sangue.
Aproximadamente dois meses apds o inicio da fase aguda, o T. cruzi, no que se refere a
pesquisa em sangue periférico, dificilmente é encontrado, podendo ser detectado somente por
técnicas especiais tais como xenodiagnostico, hemocultura ou PCR (COURA, 2003).

Na fase aguda ou inicial da infeccéo, tripomastigotas circulam principalmente por via
hematogénica se disseminando pelo organismo do hospedeiro, multiplicando-se no interior
dos macrofagos e em uma variedade de outras células, com predominancia em células do
baco, figado, linfonodo, tecido conjuntivo interstical, miocardio ou musculos esquelético e
liso. Nos tecidos, o parasito se multiplica formando pseudo cistos (“ninhos de amastigotas™)
que se rompem levando a reacdo inflamatoria e necrose. Os antigenos liberados pelo parasito
ligam-se a superficie das células vizinhas, que se tornam alvos de resposta imune celular e
humoral. Alguns parasitos, sob a forma de tripomastigota, recirculam e voltam a se localizar
em células de outros tecidos, reiniciando o ciclo. Durante essa fase transitoria, ocorrem
reacOes inflamatorias, necrose, destruicdo neuronal e fibrose, perpetuando-se o processo,
provavelmente, por um mecanismo autoimune com a participacdo do parasito ou Seus
antigenos (COURA, 2003; REY, 2008).

I1) Fase crbnica, na qual a patogenia da doenca de Chagas parece mais complexa, a
intensidade de infiltrado inflamat6rio ndo tem relacdo com a presenca do parasito, ao contrario
da fase aguda, sendo estes muito escassos ou dificeis de serem encontrados. Os parasitos
podem ser localizados, com certa dificuldade, principalmente nas células do musculo liso,
cardiaco ou esquelético. As lesbes inflamatdrias sdo persistentes, discretas, multifocais e
difusa e de tendéncia fribrosante, parecendo depender de fatores imunopatolégicos. Esta fase
inclui quatro principais tipos de formas: indeterminada, cardiaca, digestiva e mista
(BRENER, 1987; FNS, 1999).
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Figura 2: Crianca com Sinal de Romafa, onde o edema bipalpebral e unilateral é caracteristico (DIAS &
COURA, 1997).

Um dos aspectos mais enigmaticos sobre a doenca de Chagas diz respeito ao que
acontece durante um periodo medio que pode persistir acima de 10 a 15 anos, apés a data da
primeira infeccdo na forma indeterminada. Nela, os individuos sdo assintomaticos e sao
diagnosticados por exames complementares, tais como positividade em testes sorologicos ou
parasitologicos para a doenca de Chagas, auséncia de manifestacdes clinicas da doenga,
exames eletrocardiograficos normais, assim como normalidade nos exames radiologicos do
coracdo, colon e eséfago (BRENER, 1987; FNS, 1999; COURA, 2003).

A forma cardiaca é a principal causa de morte da doenca de Chagas. Os parasitos sdo
dificilmente encontrados no coracdo, podendo o0 paciente apresentar-se sem sintomatologia,
mas com alteracdes eletrocardiogréficas, insuficiéncia cardiaca progressiva ou fulminante,
aléem de arritmia grave. Seus sinais e sintomas incluem palpitacdo, edema, dispnéia, tosse,
tontura, desmaio, acidentes embdlicos, além da cardiomegalia aparente no exame de raio X
(Figura 3) (BRENER, 1987; FNS, 1999). A maioria dos autores esta de acordo que as
inflamaces intensas ocorridas na fase aguda seriam responsaveis pela destruicdo das fibras
cardiacas, observadas na forma crénica cardiaca (TAFURI, 1992). Recentemente, vem se
atribuindo a miocardiopatia chagasica cronica a multiplos fatores como imunodepressdo,
fibrose e dilatacdo da microvasculatura associada a uma resposta inadequada do hospedeiro
(COURA, 2003).
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Figura 3: Radiografia de um paciente chagasico de 40 anos de idade, com cardiomegalia. (GILLES, 2000).

Na forma digestiva (Figura 4) ocorrem alteragdes ao longo do trato digestivo,
ocasionada por lesdes nos plexos nervosos (destruicdo neuronal do sistema nervoso
autdbnomo) com consequentes alteracbes na motilidade e morfologia destes 6rgdos. Essas
alteracOes originam dilatacdes no tubo digestivo conhecidas como megaes6fago e megacélon,
correlacionadas aos sintomas caracteristicos: disfagia, constipacdo e distensdo intestinal. Os
“megas” sdo diagnosticados através de exames radiolégicos (BRENER, 1987; FNS, 1999;
COURA, 2007).

IMAGES fymame |
Figura 4: Forma digestiva da doenca de Chagas. (GILLES, 2000).
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O paciente com a forma mista apresenta sintomas da forma cardiaca e digestiva,
podendo apresentar mais de um “mega” (COURA, 2003; FNS, 1999).

A doenca de Chagas ainda pode apresentar as seguintes formas clinicas: formas
congénita associadas ao aborto, prematuridade e lesbes de 6rgdos nos fetos; e formas em
individuos imunodeprimidos, estes podendo apresentar parasitemia patente, lesdes no sistema

nervoso central, miocardite difusa e meningoencefalite (COURA, 2007).

O diagnéstico de rotina da doenca de Chagas é realizado através de exames clinicos,
testes soroldgicos, radiologicos, exames eletrocardiograficos, hemocultura, xenodiagnostico.
Laboratdrios especializados podem usar técnicas mais atualizadas como aquelas baseadas na
amplificacdo do genoma do parasito (BRENER, 1987; JUNQUEIRA, 1996).

O tratamento da doenca pode ser realizado com Nifurtimox (3-methyl-4(5’
nitrofurfurrylidene-amino)-tetrahydro-4H1,4-thiazine-1,1-dioxide) e Benznidazol (N-benzyl-
2-nitro-limidazolacetamide) na fase aguda e recente da infeccdo humana, porém na fase

crénica da doenca essas drogas nao sdo eficazes (BRENER et al., 1976).

1.3. Epidemiologia

O agente etioldgico da Tripanossomiase Americana, a qual ficou conhecida como

doenca de Chagas, é o protozoario Trypanosoma cruzi Chagas, 1909.

Inicialmente, a infeccdo ocorria exclusivamente entre animais e vetores silvestres.
Entretanto, através da destruicdo de parte dos seus ecdtopos naturais com os desmatamentos
de florestas, consequente rareamento dos animais silvestres que serviam de fonte natural de
alimentacdo e entrada do homem na floresta, os triatomineos comecaram a se alimentar em
animais domeésticos e humanos, passando a doenca a ser considerada uma zoonose
(SILVEIRA & VINHAES, 1998).

A transmissdo natural do T. cruzi realiza-se através da contaminacdo da pele ou

mucosas pelas fezes dos triatomineos infectados (BRUMPT, 1912). Os triatomineos sdo
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responsaveis pela transmissdo do parasito aos reservatdrios vertebrados, mantendo a zoonose
(COURA, 2003).

A distribuicdo geogréfica da doenca € exclusiva no Continente Americano, no qual hé
dispersdo do T. cruzi desde do sul dos Estados Unidos, onde a infec¢do chagésica é ocasional,
até o sul da Argentina (COURA, 2003; WHO, 2005). Na América central, todos os paises sdo
atingidos e a area de distribuicdo da infeccdo se amplia com novos estudos. Na Ameérica do
Sul os paises mais afetados sdo a Venezuela, Chile, Argentina e o Brasil (WHO, 2005) (Figura
5).

? 2a N = Tripanossomiase
oY Americana
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Figura 5: Distribuicdo geografica de Trypanosoma cruzi. InfeccGes em animais, seres humanos e vetores
(GILLES, 2000).

No Brasil, a doenga pode ser considerada endémica em diversos Estados, desde o
Ceara até o Rio Grande do Sul, incluindo Goias e Minas Gerais. Até alguns anos atras, a
Amazbnia, Maranhdo e Piaui ndo faziam parte deste grupo, pela inexisténcia da endemia
humana. No entanto, a medida que as investigacbes se intensificaram, verificou-se a
emergéncia da doenca na regido Amazoénica e 0s riscos de sua endemizacdo sdo de grande
preocupacao de varios epidemiologistas (COURA, 2003). A distribuicdo geogréafica da doenca
de Chagas endémica, como ja previsto por Carlos Chagas, em 1909, ocorre em todas as areas
onde ha triatomineos antropofilicos adaptados ao domicilio humano (COURA, 2003; MILES
etal., 1977).

A doenca de Chagas é considerada como um problema de saude publica, afetando

cerca de 12 a 14 milhdes de pessoas na América Latina (DIAS, 2007). Estima-se que 75 a 90
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milhdes de pessoas sdo expostas a infeccdo (COURA, 2007). O surgimento da enfermidade
tem sido descrito envolvendo dois aspectos: a adaptacdo dos triatomineos a habitats
domésticos e a capacidade vetorial dos mesmos. Os pacientes com doenca de Chagas podem
ter diversas manifestacfes clinicas, porém, as consideradas como mais importantes sdo as

cardiacas e do trato digestivo.

Atualmente, sabe-se que T. cruzi tem sido descrito em mais de 200 espécies e
subespécies de mamiferos de diferentes ordens como também em mais de 70 espécies de
triatomineos vetores (BARRETO & RIBEIRO, 1979; SHERLOCK, 1997).

Varios insetos hematdfagos da familia Reduviidae sdo vetores do T. cruzi. No Brasil,
as principais espécies de triatomineos transmissores do parasito sdo: Triatoma infestans,
Panstrongylus megistus e Rhodnius prolixus (Figura 6). Estes insetos sdo popularmente

conhecidos como barbeiros.

Figura 6: Principais espécies de triatomineos no Brasil: Triatoma infestans, Panstrongylus megistus e Rhodnius
prolixus. (Fonte: http://www.sucen.sp.gov.br/doencas/chagas).

Os animais reservatorios do T. cruzi sdo mamiferos pertencentes as seguintes ordens
(BARRETO & RIBEIRO, 1979): Marsupialia (ex. gambas, cuicas); Edentata (ex. tatus,

preguica); Chiroptera (ex. morcegos); Carnivora (ex. caes, gatos); Rodentia (ex. roedores em
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geral); Primates (ex. saglis); Lagomorfa (ex. lebres, coelhos). As outras classes de

vertebrados como aves, anfibios, répteis e peixes sdo refratérias ao T. cruzi.

A doenca de Chagas é caracteristica de regiGes muito carentes, com altos indices de
colonizagdo domiciliar e peridomiciliar pelos triatomineos. Com a necessidade alimentar dos
triatomineos e a invasdo pelo homem dos ecOtopos naturais do parasito, associada ao
desmatamento, estes insetos passaram a alimentar-se tanto em animais domésticos quanto em
seres humanos, assim, adaptando-se ao peridomicilio e domicilio (COURA, 2003). Os
diferentes tipos de habitacdo em regides carentes do norte e nordeste brasileiro como, por
exemplo, casas proximas a ambientes silvestres, habitacbes do tipo pau-a-pique (casas com
paredes feitas de barro) e palhas, casca de galhos usadas nas cercas, peridomicilio com criagédo
de animais, sdo ambientes que propiciam o estabelecimento dos triatomineos e
consequentemente, a infeccdo. Segundo Coura (2007), os mecanismos de transmissdo da

infeccdo por Chagas, tém sido resumidos como segue:

e Principais mecanismos: por via contaminativa em pele e mucosa ocular (vetores
triatomineos), transfusdo de sangue, transmissdo oral (alimentos contaminados),
transplancentaria ou atravées do canal do parto (casos raros).

e Mecanismos secundarios: acidentes de laboratorios, manuseamento de animais
infectados, transplantes de oOrgdos, sexualmente (feridas, esperma ou fluidos

menstruais), infec¢do induzida por inoculagdo ou oralmente.

Shikanai-Yasuda et al. (1991) descreveu a infeccdo através da transmissédo do parasito
por via oral em 26 pessoas que haviam ingerido caldo de cana supostamente infectados com
triatomineos esmagados. Um outro surto ocorreu no Amapa e na regido amazonica atraves da
ingestdo de suco de acai extraido de palmeiras (VALENTE et al., 1999; COURA et al., 2002).

No Brasil, a transmissdo domiciliar por Triatoma infestans foi controlada com
produtos quimicos aplicados diretamente nas moradias e anexos para combater 0S
triatomineos. Outra forma de controle socialmente mais adequada foi 0 emprego de programas
de melhorias habitacionais para impedir a infestacdo de vetores. Porém ha espécies de
triatomineos silvestres que se adaptam facilmente as moradias, atraidos pelas luzes das casas.
A espécie predominante € o Triatoma brasiliensis, mas existem outros vetores também
importantes na dispersédo de T. cruzi (DIAS, 2007; FIOCRUZ, 2010).
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A variedade de espécies de vetores e de hospedeiros vertebrados de diversos grupos
zooldgicos, com diferentes habitats e habitos, dificultam a erradicacdo do T. cruzi. Como o
ciclo doméstico de transmissao € o principal responsavel pela maioria dos casos humanos, o
controle da doenca passou a ser feito principalmente através de medidas de combate ao vetor
(SHERLOCK, 1979; SILVEIRA & VINHAES, 1998; SANTOS-MALLET, 2000).

Para compreender a dindmica de transmissdo do parasito na natureza é importante o
estudo da relacdo entre o parasito e o vetor. Dentro da visdo ecol6gica no parasitismo, sabe-se
que o hospedeiro passa a ser 0 ecossistema do parasito, onde este é submetido a pressdes
seletivas que sdo representadas pelas caracteristicas fisiologicas do hospedeiro (ARAUJO,
2006). Diversos sdo 0s parametros que possam estar associados nesta interacdo, influenciando
o0 desenvolvimento do T. cruzi no vetor, uma vez que para esta interacao ocorrer, € necessaria
a presenca de varios fatores celulares e moleculares (GARCIA & AZAMBUJA, 1991). O
processo de adaptacdo ao parasitismo também esta relacionado tanto aos mecanismos de
escape do parasito quanto as defesas do hospedeiro, incluindo também a competicdo e/ou
cooperacdo interespecifica de parasitos que estejam ocupando 0 mesmo habitat, e, em caso de
espécies com alto grau de variabilidade intraespecifica, como é o T. cruzi, provavelmente

competicdo e/ou cooperagio intraespecifica (ARAUJO, 2006).

1.4. O parasito: Trypanosoma cruzi

1.4.1. Classificacdo taxondmica

A literatura apresenta classificacdo taxonémica divergente do agente etioldgico da
doenca de Chagas Trypanosoma cruzi (Schizotrypanum). De acordo com o Comité de
Sistematica e Evolucdo da Sociedade de Protozoologia, a familia Tripanossomatidae encontra-
se classificada na Ordem Kinetoplastida, Subfilo Mastigophora, Classe Zoomastigophora
(LEVINE et al., 1980 apud SOUSA, 2007; Rey, 2006). Entretanto, uma nova nomenclatura
foi elaborada e proposta em 2005 pelo Comité da Sociedade Internacional de Protozoologia
classificando como Trypanosomatida, Divisdo Kinetoplastea, Primeira Divisdo Euglenozoa,
Supergrupo Excavata. Ainda que o Comité evite utilizar esta nomenclatura, alguns livros
adotaram-na, justificando o fato de estarem baseadas em conhecimentos de ultra-estrutura e

filogenia molecular dos parasitos (REY, 2008).



28

Na Ordem Kinetoplastida estdo alocados protozoarios com um ou dois flagelos que
apresentam uma massa de DNA extranuclear, o cinetoplasto. Os monoflagelados estdo
classificados na subordem Trypanosomatina e os biflagelados em Bodonina. A subordem
Trypanosomatina inclui apenas a familia Trypanosomatidae (VICKERMAN, 1976; SOUSA,
2002).

A familia Trypanosomatidae apresenta as seguintes caracteristicas: (1) uma massa de
DNA extranuclear denominada cinetoplasto localizada na proximidade do corpo basal do
flagelo e contida numa estrutura mitocondrial Unica que percorre todo o corpo celular, (2)
citoesqueleto composto por microtdbulos corticais que ndo sofrem alteracdes durante seu ciclo
de vida, (3) enzimas da via glicolitica contidas numa organela citoplasmatica, o glicossoma e
(4) mudanca de estagios ao longo do ciclo evolutivo inclusive durante a alternancia de
hospedeiros (VICKERMAN, 1976).

Os tripanossomatideos apresentam seus cinetoplastos constituidos por uma massa de
DNA peculiar (kDNA), composta por uma rede de moléculas circulares de dois diferentes
tamanhos, que correspondem a cerca de 20% do total de DNA (KDNA) da célula, este é
composto por dois tipos principais de moléculas circulares denominadas maxicirculos cada
um com aproximadamente 20 a 38 kb (dependendo da espécie) e minicirculos com 0.46 a 2.5
kb (BRANDAO et al., 2000; SOUSA, 2007). Os maxicirculos formam uma rede com 25 a 50
moléculas e sdo similares ao DNA mitocondrial de outros eucariontes, tendo uma seqiiéncia
homogénea de nucleotideos. Os minicirculos sdo numerosos (cerca de 5.000 a 27.000 por
célula) e sdo heterogéneos em seqiiéncia de nucleotideos podendo ser transcritos em pequenas
moléculas de RNA (RNA guias), utilizadas para orientar insercoes e delecBes de residuos de
uridina em transcritos dos maxicirculos, processo conhecido como “edicdo do RNA”

(VICKERMAN, 1994 apud SOUSA, 2007).

Hoare (1972) propds a classificacdo de espécies do género Trypanosoma de mamiferos
em duas sec¢des: Secdo Stercoraria, a qual inclui os subgéneros Herpetosoma, Schizotrypanum
e Megatrypanum, e Secdo Salivaria que inclui os subgéneros Trypanozoon, Duttonela,
Nannomonas e Pycnomonas. Na Secdo Stercoraria, o ciclo de desenvolvimento no inseto
completa-se no intestino posterior (onde ocorrem os metaciclicos) e a transmissad €
contaminativa. J4 na Secdo Salivaria, o ciclo de desenvolvimento no inseto completa-se na

porcdo anterior do tubo digestivo (probdscide, hipofaringe, glandulas salivares) onde os
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metaciclicos estdo presentes (excetos nos inoculadores mecéanicos) com transmissao

inoculativa.

Trypanosoma cruzi foi classificado no subgénero Schizotrypanum da segéo Stercoraria
(HOARE, 1972). O subgénero Schizotrypanum € formado por tripanossomas que possuem
como caracteristicas principais: estagios tripomastigotas sanguicolas em forma de “C” ou “S”,
cinetoplasto volumoso proximo a extremidade posterior e a reproducdo intracelular no
mamifero sob a forma amastigota. Estes parasitos assemelham-se morfologicamente com a
espécie-tipo, Trypanosoma cruzi, mas diferem de modo marcante dos tripanossomas de outros
subgéneros (HOARE, 1972; SOUSA, 1999).

O T. cruzi, por técnicas parasitologicas classicas, pode ser identificado com base nas
seguintes caracteristicas: * infectividade para animais de laboratorios, principalmente
camundongos e cobaias; * tamanho pequeno e peculiaridades morfoldgicas dos
tripomastigotas sangliineos, entre elas, a presenca de um cinetoplasto volumoso e
arredondado; * infectividade para triatomineos, multiplicando-se no intestino medio e
posterior; * crescimento facil em diversos meios de cultura a temperatura de 27° C, nesta
condicao apresentando estagios similares a dos triatomineos (epimastigotas e tripomastigotas
metaciclicos); * capacidade de multiplicacdo intracelular como amastigotas, tanto nos tecidos
de mamiferos quanto em cultura de células (BARRETTO & RIBEIRO,1979).

1.4.2 Ciclo evolutivo

O ciclo biologico do T. cruzi envolve diversas formas evolutivas e a participacao de
um hospedeiro vertebrado (mamifero) e de um invertebrado (triatomineo) atuando como vetor
(Figura 7).

No hospedeiro vertebrado, o ciclo do parasito representa a integracdo de fendémenos
biologicos resultantes da sua fase de circulagdo no sangue, do seu ciclo intracelular, da
resposta imune do hospedeiro e das peculiaridades da populacdo infectante. Uma vez no
interior da célula hospedeira, as formas tripomastigotas escapam do vactolo endocitico e

diferenciam-se em amastigotas que se multiplicam por sucessivas divisdes binarias em células
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do Sistema Fagocitico Mononuclear (SFM). Apds trés a quatro dias, precedendo o
rompimento da célula parasitada, as formas amastigotas evoluem para formas tripomastigotas
que sdo liberadas no meio extracelular. Estas podem infectar células adjacentes, ou ganhar a
corrente sanguinea, onde poderdo atingir outras células e tecidos (principalmente muscular,
liso e esquelético), cumprindo um novo ciclo de multiplicagdo, ou permanecerem no sangue
circulante do hospedeiro vertebrado (forma tripomastigota sanguicola) e serem ingeridas pelo
inseto vetor no momento do repasto sangiineo (VIANNA, 1911; ANDRADE, 1979;
BRENER, 1979; VICKERMAN, 1985; ANDRADE, 2000).

A multiplicacdo inicial nos macr6fagos provoca uma reacdo inflamatéria peculiar no
local da picada (chagoma de inoculacdo). Quando a infecgdo ocorre proximo as palpebras,
forma-se um edema bipalpebral conhecido como sinal de Romafia. E importante assinalar que
logo apos o primeiro contato com os macréfagos, estes tornam-se competentes para pronta
destruicdo do parasito. As formas de epimastigotas, as quais ndo possuem esse mecanismo de
“escape” sao logo destruidas pelos macréfagos (ANDRADE, 1979; VICKERMAN, 1985).

O ciclo tripomastigota—> amastigota—> tripomastigota assegura a continuidade da
infeccdo no hospedeiro vertebrado, pois possibilita a formagdo de novos “ninhos” de parasito
em outros oOrgdos e tecidos. Em funcdo da resposta imunoldgica, a intensidade de
multiplicacdo é reduzida, mas o processo inflamatorio vai gerar lesdes tipicas da fase cronica
(BRENER, 1979; ANDRADE, 2000).

No hospedeiro invertebrado o ciclo inicia-se quando o triatomineo ingere as formas
tripomastigotas presentes no sangue do vertebrado infectado. Ao chegar ao estdbmago, 0S
tripomastigotas arredondam-se e migram para o intestino médio, onde se multiplicam por
divisdo binaria sob a forma epimastigota, os quais aderem na ampola retal, sendo assim,
responsaveis pela manutencdo da infeccdo. Na ampola retal ocorre a diferenciacdo de
epimastigotas em tripomastigotas metaciclicos, os quais se acumulam nessa porcao do tubo
digestivo e sdo eliminados através das fezes e urina (VICKERMAN, 1985; ZELEDON, 1997).

Um dos fatos de maior repercussdo sobre o ciclo do T. cruzi foi a descoberta feita por
Deane et al. (1984) de um duplo ciclo do T. cruzi nas glandulas anais do gamba (Didelphis
marsupialis). Este mesmo hospedeiro apresentava formas de desenvolvimento do parasito

encontradas em vertebrados e invertebrados.
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Figura 7: Ciclo evolutivo do Trypanosoma cruzi no vertebrado (1-9) e no vetor (9-13, 1) (BRUMPT, 1912).

1.4.3. Caracterizacéo do parasito

A caracterizacao do T.cruzi é necessaria a identificacdo do grupo a que o isolado (cepa
ou clone) pertence e, assim sendo, buscar entendimento sobre seu papel na patogénese da
doenca de Chagas, formas clinicas e resposta ao tratamento com drogas especificas (WHO,
1991). Também contribui para o conhecimento da eco-epidemiologia do parasito e correlacbes
com outras informacdes sobre 0 mesmo, seus reservatérios, transmissores e a doenca na regido
(MILES, 1980; 1978; 1977).

1.4.3.1. Caracterizacdo morfobioldgica

Os estagios evolutivos dos tripanossomatideos sdo nomeados de acordo com a forma
do corpo celular, a posicdo do cinetoplasto em relacdo ao nucleo e o ponto de emergéncia do
flagelo. Os estdgios mais conhecidos sdo: promastigota, paramastigota, opistomastigota,
endomastigota, coanomastigota, epimastigota, tripomastigota, amastigota e esferomastigota
(VICKERMAN, 1990; apud SOUSA, 2002).
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Entretanto, o T. cruzi apresenta o0s seguintes estadgios de acordo com seu
desenvolvimento no organismo do vertebrado e no inseto transmissor (BRENER, 1965;
BRENER 1985; SOUSA, 1999; SOUSA, 2002):

+ amastigota — formas ovais ou arredondadas, cinetoplasto em forma de bastdo, sem
flagelo livre visivel ao microscépio dptico (Figura 8).

._-r;
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Figura 8: Formas amastigotas do Trypanosoma cruzi no tecido cardiaco (1.000x e 400x). Observe 0 ninho de
amastigotas (seta). (Fonte: Arquivos de Parasitologia FCFRP/USP).

% epimastigota - formas alongadas, nicleo esférico, cinetoplasto em forma de bastéo,
anterior ou préximo ao nucleo, flagelo livre emergindo lateralmente, correndo unido

ao corpo do parasito, constituindo a chamada “membrana ondulante” (Figura 9).

Figura 9: Formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi em meio de cultivo axénico. (Fonte Arquivos de
Parasitologia FCFRP/USP).
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% tripomastigota — formas em C ou S, nucleo redondo ou alongado, cinetoplasto
volumoso, esférico e posterior ao nlcleo, flagelo emergindo lateralmente, formando a
“membrana ondulante” (Figura 10) (BRENER & CHIARI, 1963; SILVA, 1959;
SOUSA, 1999).

O comprimento total das formas sanguineas pode variar entre 16,3 e 21,8 um
(HOARE, 1972). Estes estagios podem também apresentar variac6es gerais (Figura 10), sendo
reconhecidas como formas finas (Al, B3, C1), largas (A2, B1, C3), curtas (B2), muito largas
(C4, C5) e intermediarias (A3, C2).

Figura 10: Formas sanguicolas do Trypanosoma cruzi: (A) cepa Y; (B) cepa FL; (C) cepa CL. Desenhos em
camara clara com escala equivalente a 10 um ( SOUSA, 1999).

No hospedeiro invertebrado ocorrem epimastigotas e tripomastigotas metaciclicos e no
vertebrado, ocorrem amastigotas e tripomastigotas sanguicolas. Entretanto, um outro aspecto
da biologia do T. cruzi foi descrito por Deane et al. (1984), que descobriram estagios
tipicamente do invertebrado no ltmem das glandulas anais de gambéas Didelphis marsupialis
(Figura 11).

Chagas (1909) havia observado a presenca de formas largas e delgadas do parasito no
sangue periférico. Brener & Chiari (1963) e Brener (1965) mostraram que no sangue
periférico de camundongos infectados experimentalmente com diferentes cepas de T. cuzi
havia co-relagdes nas percentagens de tripomastigotas delgadas, largas e muito largas. As

formas delgadas sdo encontradas apenas na fase aguda da infeccdo em cepas de elevada
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viruléncia e “macrofagotropicas” (BRENER, 1965; ANDRADE, 1974; BRENER, 1977;
1985). As formas largas sdo as Unicas encontradas em qualquer fase da infeccdo. Além disso,
as formas delgadas sdo mais susceptiveis ao sistema imunoldgico do hospedeiro (BRENER &
CHIARI, 1963; BRENER, 1969). Brener em 1977 sugeriu a classificacdo de cepas em dois
tipos polares, com bases nos aspectos morfologicos e de parasitismo tissular.

- ’ ]

Figura 11: Trypanosoma. cruzi em esfregacos corados pelo Giemsa de glandula anal de Didelphis marsupiali.
(Fonte: Originais de M. A. Sousa).

Segundo Andrade (1974), os parametros acima descritos sdo elementos de

caracterizacao e isoladamente ndo sdo suficientes para tipar cepas de T. cruzi.

Um dos parametros utilizados para a caracterizacdo das diferentes cepas do T.cruzi € o
estudo do comportamento bioldgico do parasito in vivo como infectividade em animais
experimentais, sendo o modelo murino um dos mais empregados, e em triatomineos (SOUSA,
1999).

Os principais estudos sobre caracterizacdo biologica de cepas de T.cruzi tém sido
feitos em camundongos suicos nao isogénicos (BRENER & CHIARI, 1963; BRENER 1965;
1969; ANDRADE, 1974; BRENER, 1977; MELLO E BRENER, 1978; ANDRADE, 1990).
Andrade (1990) afirma que o camundongo suico por ser um grupo heterogéneo representa
melhor as caracteristicas da populacdo humana nas areas endémicas. Contudo, outras
linhagens tém sido usadas para caracterizar cepas, e estudar aspectos especificos da doenca de
Chagas experimental (BICE & ZELEDON, 1970; ANDRADE, 1985; ARAUJO & CHIARI,
1988). Atualmente, tem sido dada énfase ao uso de linhagens isogénicas, tentando-se obter
infeccdes padronizadas (SOUSA et al., 1995; ANDRADE, 2000).
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Diversos parametros tém sido empregados, tais como viruléncia e patogenicidade,

parasitismo tissular preferencial e morfologia das formas sanguineas.

Segundo Andrade (1974), viruléncia é a capacidade do parasito de multiplicar-se no
hospedeiro experimental, a qual é influenciada por varios fatores. Patogenicidade refere-se a
habilidade de produzir lesdes tissulares e mortalidade. Assim existem tanto cepas de alta
viruléncia e elevada patogenicidade quanto cepas de baixa viruléncia com elevado poder
patogénico (ANDRADE, 1985).

Muitos estudos de caracterizacdo bioldgica mostraram que cepas de T. cruzi
procedentes de diferentes reservatorios e vetores de regides do mesmo pais e de paises
diferentes possuem um comportamento distinto em animais de laboratorio (niveis de
parasitemia, parasitismo preferencial e taxas de mortalidade) (BADINEZ, 1945; BRAND et
al., 1949; ANDRADE, 1974; ANDRADE & MAGALHAES, 1997). As causas que explicam
isto poderiam ser fatores ambientais, imunoldgicos, viruléncia, patogenicidade e a possivel
selecdo de cepas e clones ao passar pelos diferentes vetores e por hospedeiros vertebrados.
Possivelmente, estes fatores expliquem a variabilidade no comportamento biologico do T.
cruzi (BICE & ZELDON, 1970; DEANE et al., 1984; MAGALHAES et al., 1996).

Vianna (1911) demonstrou que o T. cruzi € encontrado em diversos tecidos do
hospedeiro vertebrado, porém determinados tecidos sdo preferencialmente parasitados
(BADINEZ, 1945). Outros autores mostraram que o parasitismo tissular preferencial da cepa é
uma caracteristica bioldgica importante a ser considerada no modelo experimental (BICE &
ZELEDON, 1970; ANDRADE, 1974; MELO & BRENER, 1978). Cepas com diferentes
padrdes de parasitismo tissular tém sido descritas, mas todas sdo preferencialmente parasitos
de musculaturas lisa, esquelética e cardiaca (SOUSA & ALENCAR, 1984). Entretanto, no
inicio da infeccdo algumas cepas podem parasitor células do sistema fagocitico mononuclear
(MELO & BRENER, 1978; SOUSA & ALENCAR, 1984). T. cruzi foi descrito também no

limem de glandulas anais de marsupiais (DEANE et al., 1984a).

A diversidade de T. cruzi passou a ser estudada com maior frequéncia a partir de
meados do século XX. Nussenzweig et al. (1962) e Nussenzweig & Goble (1966)

classificaram as cepas deste parasito de diferentes origens em 3 tipos antigénicos (A, B, C).



36

Brener & Chiari (1963) e Brener (1965) utilizaram o critério morfobioldgico para analisar 7
cepas de T. cruzi, reunindo-as também em 3 tipos. Posteriormente, algumas destas cepas
foram estudadas em relagdo a outros aspectos de sua biologia, sendo que 2 tipos, estes
representados pelas cepas Y e CL, foram considerados polares (BRENER 1977, 1985, MELO
& BRENER 1978). Andrade (1974) estudou diversos isolados de pacientes chagasicos do
Recdncavo Baiano (além de cepas de origem humana de outras procedéncias) por parametros
morfobiol6gicos e histopatoldgicos, propondo sua classificagdo em 3 padrdes, hoje
conhecidos como biodemas 1, 11 e 111 (ANDRADE & MAGALHAES 1997).

O tipo | é constituido por cepas que se multiplicam rapidamente, elevada parasitemia e
mortalidade dos camundongos, ocorrendo entre o 7° e 12° dia pés-infeccdo. Possuem
predominio das formas delgadas e acentuado parasitismo de macréfago na fase inicial da
infeccdo. S&o prototipos as cepas Y e Peruana (ANDRADE, 1974, ANDRADE, 1985;
SOUSA et al., 1995; ANDRADE & MAGALHAES 1997).

As cepas do tipo Il apresentam uma multiplicacdo relativamente lenta, com picos de
parasitemia irregulares entre os 12° e 20° dia ap6s infeccdo, periodo no qual também a
mortalidade ¢ maxima. Predominam formas largas com baixa percentagem de formas
delgadas na fase inicial da infeccdo; parasitismo preferencial de masculo com acometimento
predominante do miocardio. A cepa S&o Felipe é o protdtipo (ANDRADE, 1974; ANDRADE,
1985; ANDRADE & MAGALHAES 1997).

Cepas do tipo Il possuem baixa multiplicacdo, picos de parasitemia tardios, entre 0s
dias 20 e 30 apos a infeccdo; taxa de mortalidade baixa em torno de 50 dias apds infeccdo.
Predominam formas largas com acometimento principal da musculatura esquelética. O
prototipo é a cepa Colombiana (ANDRADE, 1974; ANDRADE, 1985; ANDRADE &
MAGALHAES 1997).

Sousa (1999) observou que as cepas de T. cruzi com formas sanguineas muito largas
(BRENER & CHIARI 1963; BRENER 1965, 1977), ndo se enquadram nos biodemas
propostos por Andrade (1974). Também ndo foram considerados por Brener, Andrade & Cols

aquelas cepas que ndo dao parasitemia patente em animais experimentais (SOUSA, 1999).
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Além dos parametros in vivo, a utililizacdo in vitro através de meios de cultura para a
caracterizacdo de tripanossomas é uma opc¢do eficaz nas pesquisas cientificas. Trypanosoma
cruzi cresce facilmente a 27°C em meios de cultura como NNN (Novy, Macneal, Nicolle),
LIT (Liver Infusion-Tryptose), Warren, dentre outros, apresentando estagios evolutivos
similares aos encontrados em triatomineos (SOUSA, 1999).

Diversos experimentos foram feitos com populacdes de T. cruzi em meio de cultura.
Chiari (1974a; b) comprovou que distintas cepas do T. cruzi mantidas por longo tempo em
cultura apresentam diferentes potenciais infectantes. Possivelmente algumas populacGes
tenham melhor desenvolvimento que outras, resultando em modificacdo do perfil genético
original (ENGEL et al., 1982). Clones com menores tempos de geragdo seriam selecionadas
pela cultura em detrimento daqueles que apresentam tempo de geracGes maiores e, portanto
menores graus de crescimento (MANGIA, 1995). Contreras et al. (1994) mantiveram por trés
anos, mediantes repigques sucessivos em cultura, duas cepas de T. cruzi verificando apos esse
periodo que a capacidade de metaciclogénese dos parasitos foi reduzida, resultando em
atenuacgdo da viruléncia. Lima et al. (1995) compararam a cinetica de crescimento e o tempo
de duplicacdo depois de quatro anos de passagens mensais em meio LIT (liver infusion-
tryptose), de trés clones de um isolado procedente de um marsupial naturalmente infectado.
Concluiram que os parametros estudados ndo séo estaveis e ndo deveriam ser usados como
marcadores bioldgicos, chamando a atencdo de que esta pode ser outra forma de selecdo de

subpopulacdes do T. cruzi.

1.4.3.2. Caracterizacdo Bioquimica

Dentre as técnicas bioquimicas, a analise eletroforética de isoenzimas (e.g. MILES et
al., 1977; 1978; 1980; ANDRADE et al, 1983; ROMANHA & BRENER, 1988;
TIBAYRENC & AYALA, 1988) foi de grande importancia para a caracterizacdo de cepas de
T. cruzi e composicdo de grupos com padrdes eletroforéticos semelhantes denominados
zimodemas. A analise de isoenzimas continua sendo utilizada nos dias atuais, pois estas sao
controladas por principios Mendelianos (aloenzimas), sendo assim, consideradas bons
marcadores genéticos (TIBAYRENC, 1995).

A técnica de eletroforese de isoenzimas utiliza extratos crus e solGveis do organismo a

ser estudado, aonde a atividade particular de uma enzima pode ser visualizada, ap6s a
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eletroforese, aportando-se o substrato apropriado e evidenciando-se o produto mediante uma
reacdo de coloracdo. Em condicbes controladas, diferencas na mobilidade isoenzimaética
implicam em diferengas genéticas entre populacdo de organismos (MILES, 1985). Os
resultados podem ser analisados por simples comparacdo ou através de procedimentos
matematicos baseados em indices de similaridade ou distancia genética (READY & MILES,
1980; MILES, 1985).

O padréo isoenzimético foi primeiramente estudado por Toye (1974) que encontrou
variagdes dentre os isolados. Miles et al. (1977; 1980) iniciaram os estudos de genética
populacional do T. cruzi mediante analise de isoenzimas com cepas procedentes da Bahia e
posteriormente de diferentes regides do Brasil. Eles empregaram seis enzimas: ALAT, ASAT,
glucofosfate isomerase (GPI), glicose 6 fosfato desidrogenase (G6PDH), enzima malica (ME)
e fosfoglicomutase (PGM), determinando a existéncia de dois distintos grupos de cepas
chamadas de zimodemas Z1 e Z2. O Z1 corresponde aos isolados de marsupiais e
triatomineos silvestres e Z2 alberga os isolados domesticos derivados de infec¢des humanas e
mamiferos domiciliados. Estudos posteriores mostraram a presenca de um terceiro zimodema
(Z3) também associado com o ambiente silvestre. Andrade et al. (1983) analisando por
isoenzimas algumas amostras classificadas nos biodemas acima citados (ANDRADE, 1974)
encontraram correlacdes entre estes e 0s zimodemas principais de Ready & Miles (1980).
Outros zimodemas, entdo nomeados de ZA, ZB, ZC e ZD, foram identificados em isolados de
pacientes cronicos de Minas Gerais (ROMANHA, 1982, SCHLEMPER JR, 1982). ZA ¢
equivalente ao Z2 de Miles et al. (1977), enquanto ZB e ZC sdo distintos e ZD representa a
mistura de parasitos com padrbes ZA e ZC. Tibayrenc & Ayala (1988), analisando 15 loci
enzimaticos em mais de 500 amostras de T. cruzi de diversas regides das Américas e
diferentes hospedeiros, identificaram 43 zimodemas. Logo apds, Tibayrenc & Breniere (1988)
observaram que tais amostras poderiam ser reunidas em dois grupos (que chamou de clones

principais), 0s quais representariam entidades genéticas discretas (agamoespécies).

Diferentes autores tém mostrado a grande heterogeneidade das cepas do T. cruzi
provenientes de distintos hospedeiros em diversos paises da América Latina através do perfil
eletroforético de enzimas (TIBAYRENC & MILES, 1983; MILES et al., 1984). Também tem-
se relacionado os perfis isoenzimaticos com outros parametros, tais como: manifestacGes
clinicas, area geografica (ANDRADE E MAGALHAES, 1997; ACOSTA et al., 2001),
comportamento biolégico em animais experimentais (STEINDEL et al., 1995; ANDRADE &
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MAGALHAES, 1997), resisténcia a quimioterapicos (CASTRO-SILVA et al., 1989) e
marcadores moleculares (TIBAYRENC et al., 1993; FERNANDES et al., 1997).

1.4.3.3. Caracterizacdo Molecular

Com o avango das técnicas de biologia molecular, atualmente € possivel identificar e

caracterizar amostras, cepas e clones de T. cruzi.

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem sido usada para diagndstico
parasitologico de varias doencas. Esta técnica resulta na amplificacdo da sequéncia do DNA
alvo que sdo abundantes e especificos para o parasita. A alta conservacdo das sequéncias do
kDNA em T. cruzi detecta o parasita num fragmento de 330pb (GUHL et al., 2002). A anélise
do tamanho de fragmentos do KDNA amplificados por PCR utilizando-se os "primers"
121(5’AAATAATGTACGGG(T/G)GAGATGCATGA3’) e 122
(5’GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAA-TATA3’) (WINKER et al., 1994; JUNQUEIRA et
al., 1996) mostrou ser especifico para minicirculos do T. cruzi (STURM et al., 1989 apud
JUNQUEIRA et al, 1996), podendo realizar-se tanto com culturas positivas para
tripanossomas, quanto a partir do sangue coletado diretamente do paciente visando
confirmacdo do diagnostico de T. cruzi ou outra espécie de Trypanosoma (SABBADINI et al.,
2002).

Diferentes primers podem ser usados para diagndstico da infeccdo por T. cruzi
conforme descrito na tabela 1 (GUHL et al., 2002).

Tabela 1: Primers para deteccdo de Trypanosoma cruzi.(GUHL et al., 2002).

Alvo do DINA Mome dos primers Seguéncia dos primers 5" 3° Peso molecular
. I —— . . o
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kDA minicirclo varioble rogpions v TTO AAC O0C CCT €06 AAA AT )
I _— . g3 AAA TAATGT ACG GO TG GAG ATG CATGA Bl
RIHG A minicincle varisble reghons o= e T T 0 e T T
" ircle o - S53A TOA TGO ATC TOCIA M OO GTA CAT TAT TT a5 b
A minkalrcle sonsant regioms SR4A TAT ATT ACA CCA ACC CCA ATC GAA CC
e P ETTY TAT ATT ACA O ACC CCA ATC GAS OO 122 b
EDHIA minkzincle consaant raghons 267 TG TTT TGG GUAE GGG (OAEREAT T TOA ALAMIT TT
i sl N e 521 AAA TAATGT ACG M A ATG CATGA 330 b
L i s, i s GET TOG ATT GGG GTT GGT GTA ATA TA
it T™E CGA GCT CTT GOC CAC ACG GOT GCT |86 bp
135 e Kuclonr rapothll i TcE2 COT CCA AGE AGT G0A TAG TTC AGD
DIAZL OG0 ARA CAG ATA TTG ACA GAG 193 bp
95 s
153 b Pluchar erpriad DAz TFE TOAC AL ACT GGA CAL CA
Blini-e=o CEI GG ARG CTT CTG TAC TAT ATT CGGT A 342 bp
i g GE|* GGG AAT TCA ATA TAG TAC AGA AAC TG
P - . T TG TOC GOC ACC TOC T GORG O 200
il s g tegenis e T COC OOC TOC CAG GO ACA CTG
Bellind-exan pere ok e TE2 COT GOA GG ACA OGT GTG TGT G 350 bp
i ¥ ™ OO O0C TOD CAG GO0 ACA CTG
5
1625 by Musbear repectitinn o TG CTT GO, WA TTT ATT GT 150 by
T o2 AGG AGT GAC GGT TGA TCA GT
ik 2 S, ferl AL TG OGT CGA CAG TGT GG 1140 b
L e 072 TTTTCA G TOG OOG AAC AGT 125 b
Fi 7 nri ATG GOT GOT TGT GGG TOG AAG H92 bp
Fagelivm Trolesn gene nra TCA AGE CTT O €00 CAC OTT TEO Iy
. " . n72 TTTTCA GAA TG OOG AAC AGT
£ o £t}
WisRable domain 1S REA s GUA GAT CTT GGT TGG OGT Al

RO GO CAA AGH GTA AGG CTC




40

Em relagdo ao DNA nuclear varias sdo as ferramentas moleculares disponiveis
atualmente para caracterizar cepas do T. cruzi. O gene de mini-exon esta presente no genoma
nuclear dos Kinetoplastida em aproximadamente 200 cOpias arranjadas em sequéncias
repetitivas. E constituido por trés regides distintas: exon, intron e regido intergénica. O exon é
uma sequiéncia de 39 nucleotideos, altamente conservados nos membros desta Ordem, e é
adicionado pods-transcricionalmente a todos os RNAs mensageiros nucleares. O intron é
moderadamente conservado entre as espécies de um mesmo género ou subgénero e a regido
intergénica é muito divergente entre as espécies. Com relacdo especificamente ao T. cruzi, a
regido intergénica do gene de mini-exon pode ser amplificada pela Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), possibilitando o agrupamento de diferentes isolados nos dois grupos
principais: T. cruzi | e T. cruzi Il (FERNANDES, 1996; SOUTO et al., 1996; FERNANDES
et al., 1998).

Primers TCC (CCCCCCTCCCAGGCCACACTG), TC1
(GTGTCCGCCACCTCCTTCGGGCC) e TC2 (CCTGCAGGCACACGTGTGTGTG) foram
designados para amplificar os espacos ndo transcritos. TCC foi desenhado com uma sequiéncia
comum para ambos 0s grupos, e TC1 e TC2 foram desenhados para seqiiéncia Unica de cada
grupo. Os primers TCC, TC1 e TC2 produzem um fragmento de 300 bp para o grupo 2 e
350bp para o grupo 1 (GUHL et al., 2002). Fernandes (2001) desenvolveu um teste de PCR
multiplex utilizando os oligonucleotideos TC | (5’- ACA CTT TCT GTG GCG CTG ATC G-
3%), TCII (5>-TTG CTC GCA CAC TCG GCT GCAT-3’), TC 3 (5’-CCG CGW ACA ACC
CCT MAT AAA AAT G-3’), TR (5’-CCT ATT GTG ATC CCC ATC TTC G-3’) e ME (5°-
TAC CAA TAT AGT ACA GAA ACT G-3’), baseado no espacador ndo transcrito (regido
intergénica) do gene de mini-exon que permite determinar se um isolado em particular é T.

cruzi I, T. cruzi 11, T. cruzi zimodema 3 ou T. rangeli.

Usando as sequiéncias do gene de mini-exon verificou-se que T. cruzi pode ser dividido
em dois grandes grupos claramente definidos (linhagens 1 e 2) (SOUTO et al., 1996;
ZINGALES et al., 1998). Esta divisdo é coincidente com a subdivisdo isoenzimatica proposta
por Miles et al. (1977, 1980). Brisse et al. (2000) descreveram cinco subgrupos de T. cruzi Il
(linhagens lla, 1lb, llc, 1ld e lle), totalizando seis linhagens filogenéticas distinguidas em T.
cruzi. Recentemente, um novo consenso para nomenclatura intraespecifica de Trypanosoma
cruzi foi recomendada por Zingales et al. (2009) propondo a classificacdo de cepas de T. cruzi

em seis DTU’s (Unidade Taxonémica Discreta), T. cruzi | a VI (tabela 2).
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Tabela 2: Nomenclatura 2009 para subgrupos de amostras de Trypanosoma cruzi (ZINGALES et al., 2009).

Subdivisiio genética de Abreviagio Equivaléncia ao regime de agrupamento
Tryypanosoma crazi (DT para Frypanosoma cragd

Teoruzi [ Tel T cruzi [e DTU I

T cruzi 11 Tell T cruzi [1e DTU IIb

T crum [11 TeIII Z3/Z1 ARAT, Z3-4 DTU e e T crua 11

T cruzi IV TelV Z3,Z3BeDTU 2

T crugmi W TeW Z2 Boliviano, tDHNA 172, clonet 39 e DTUIIA

T crum VI TeVI Z2 Paraguaio, Zimodema B e DTU Ile

O grupo Tc | foi encontrado principalmente em triatomineos e mamiferos silvestres,
enquanto que Tc Il foi usualmente observado em seres humanos (SOUTO et al., 1996;
FERNANDES et al., 1998; ZINGALES et al., 1998). Fernandes et al. (1999a) verificaram a
presenca de ambos grupos em marsupiais, Tc Il primatas ndo humanos no Rio de Janeiro, e
também verificaram a associacdo preferencial de Tc | com diferentes hospedeiros. Esses e
outros fatos ilustram a complexidade do ciclo silvestre do T. cruzi o qual tem ajudado a
entender como estes ciclos estdo conectados; além do mais, esta nova divisdo do T. cruzi tem
trazido contribui¢fes importantes na compreensao da eco-epidemiologia da doenca de Chagas

(FERNANDES et al., 1999a).

1.4.4. Variabilidade intraespecifica

Trypanosoma cruzi € uma espécie heterogénea. Utilizava-se a expressdo do termo
“complexo cruzi” para referir-se ao protozoario antes de existirem as técnicas e equipamentos
hoje disponiveis (COURA, 1966). A diversidade de aspectos morfoldgicos, imunologicos e
patogénicos que o T. cruzi apresenta (na dependéncia de diversos fatores), justificariam essa
designacdo (COURA, 1966). Essa diversidade fica evidente em diferentes populacdes do
parasito, conhecidas como cepas ou isolados que circulam entre diversos hospedeiros
vertebrados e invertebrados, silvestres e domésticos (MOREL et al., 1986; ZINGALES et al.,
1998). Lumsden (1970 apud ANDRADE, 1974) define “cepa” como uma populacdo derivada
de um “isolado”, mantida em cativeiro em reproducdo continua por passagens seriadas,

mecanica ou ciclica, em cultura ou em animais de laboratério. Dentre as mais conhecidas,
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podemos destacar: Berenice (isolada por xenodiagnéstico da paciente de mesmo nome,
possivelmente estudada por Carlos Chagas), Y (isolada por xenodiagndstico de um caso agudo
humano), CL, FL, MR (isoladas a partir de fezes de triatomineos provenientes do Rio Grande

do Sul) e Colombiana (isolada de caso agudo na Colémbia).

A variabilidade intraespecifica do T. cruzi pode ser explicada pela sua ampla
distribuicdo geografica no Continente Americano e diversidade de hospedeiros (BARRETTO
& RIBEIRO, 1979). A investigacdo de tal diversidade pode ser realizada através de analises
morfoldgica, bioldgica, bioquimicas e moleculares do parasito. Nesta perspectiva, estudos
recentes tém demonstrado que a heterogeneidade intraespecifica de isolados de T.cruzi podem
ser referidos e/ou classificados como cepas, clones principais, biodemas, zimodemas,

linhagens e grupos, conforme descrito na tabela 3.

Tabela 3: Diversidade intraespecifica de Trypanosoma cruzi (SANTOS-FAISSAL, 2009).

BMetodolozia

Crupos

Aatores

Tipos smtigémicos

ARC

Mussenmwelg, 1962

Mussenrwelz & Goble 1996

Morfologia das

fonas sanguineas

Cepas polares Ye CL

Formas delzadas

Brener, 1965
Brener & Chisal, 1963

Formas largas Deane. 1274
©Morfoelozin, Biodemas L IT e T .
pArasitismo, Andhade, 1974
letahlaile
Isoenrimas Zimnodernas 1,2, 3 Miles 1977, 1980

Zmaodemas &, B, C, I»

Fomanha, 1952

Ferfis de resticio Esquzodemas 9
do KDITA Marel, 1980
i G I
Isoenzimas Gl‘ﬂl;: o Tibayrenc, 1995
RAPD ™
rRNA Linhagem 1- domé stacn Souto et. al, 1996

Genes de muu-exons

Linhngem 1- milveshe

Imegales et al | 1998

Técnicas parasitologicas,
hioguimicas e moleculares
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Diversos autores destacaram que a variabilidade desta espécie depende da cepa do
parasito, fase da infeccdo, bem como espécies hospedeiras (BRENER & CHIARI, 1963;
BRENER, 1965; ANDRADE, 1974). Algumas cepas de T. cruzi foram agrupadas de acordo
com o predominio de cada forma e comportamento com animais experimentalmente
infectados, principalmente considerando os padrdes de parasitemia, parasitismo tissular,
viruléncia e letalidade (BRENER, 1965; ANDRADE, 1974). Estudos sugerem que as
diferentes formas sangliineas podem também possuir diferentes papéis biolégicos e que as
caracteristicas de uma cepa dependem do predominio de cada uma delas (BRENER, 1965;
1969). Varios autores forneceram evidéncias de que as formas delgadas seriam mais aptas a
invasdo celular, enquanto as largas ao desenvolvimento em triatomineos e culturas axénicas
(SILVA, 1959; BRENER, 1969; DEANE, 1979). A ocorréncia de tripomastigotas sangtiineos
indiferenciados foi sugerida por Deane (1979) tanto em células quanto em culturas axénicas,
representando provavelmente as formas intermediarias. Brener e Chiari (1963) relataram que
0 padrdo de crescimento de diferentes cepas de T. cruzi em cultura, também varia de acordo

com as formas sangiiineas predominantes no momento da semeadura.

Com base nos resultados do comportamento bioldégico em animais experimentais,
assim como estudos bioquimicos e moleculares, diversos autores tém mostrado diferencas
intraespecificas de amostras do T. cruzi isoladas de diferentes hospedeiros e de varias areas
geogréficas (BICE & ZELEDON, 1970; PETANA & COURA, 1974; MILES et al., 1977;
MELLO & BRENER, 1978; MOREL et al., 1980; ANDRADE, 1985; ARAUJO & CHIARI,
1988). Considerando essa diversidade do T. cruzi, a caracterizacdo das populacBes que
circulam na natureza é fundamental para a avaliacdo do papel desses parasitos na patogénese

da doenca de Chagas.

Além do mais, um mesmo hospedeiro pode ser infectado simultaneamente por cepas
diferentes de T. cruzi. Um fato marcante ¢ a demonstra¢do da presenga de “clones principais”
(TIBAYRENC & BRENIERE, 1988). Sabe-se hoje que o T. cruzi tem uma estrutura clonal
(TIBAYRENC & AYALA, 1988; TIBAYRENC & AYALA, 1991). Isto implica na existéncia
de entidades independentes (clones), as quais apresentam propriedades biolégicas diferentes,
distribuidos em grandes areas geograficas, os mais freqiientes sendo chamados de clones
principais (TIBAYRENC & BRENIERE, 1988). Entre os clones mais estudados destacamos
0s CL Brener e Dm28c.
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Estudos recentes baseados em ferramentas moleculares mostram que esses clones
“principais” que circulam numa é&rea endémica poderiam ser 0S responsaveis pelas
manifestacdes clinicas e o tipo de resposta a quimioterapicos observados nos pacientes dessas
areas (CAMPOS & ANDRADE, 1996; ANDRADE; 1999).

Uma hipétese atual sugere que essa heterogeneidade e multiclonalidade das cepas
poderiam determinar seu parasitismo preferencial e conseqiientemente variagoes nas formas
clinicas da doenga (ANDRADE, 1999). Macedo & Pena (1998) propuseram uma hipdtese
tentando relacionar a variabilidade genética do T. cruzi com sua patogenia, denominada de
modelo histotropico clonal. Este modelo parte do conhecimento ja estabelecido de que o T.
cruzi tem uma estrutura de populacéo clonal e de que muitas cepas séo policlonais (MACEDO
et al.,, 1992; OLIVEIRA et al., 1999). Entretanto, pode ocorrer selecdo destes clones ou
subpopulages em decorréncia das técnicas de isolamento empregadas, tal como crescimento
em animais experimentais ou culturas in vitro. VVago et al. (2000) verificaram a hipdtese clonal
histotrépica em humanos proposta por Macedo & Pena (1998), confirmando que os clones
presentes no tecido cardiaco de pacientes sdo diferentes daqueles existentes no esdfago, ou
seja, distintos genodtipos do T. cruzi. Estes apresentaram uma distribuicdo preferencial em
tecidos de pacientes chagasicos cronicos, sugerindo que a variabilidade genética do parasito é

um dos fatores determinantes para a forma clinica da doenca.

O polimorfismo genético do T. cruzi tem sido demonstrado quando sdo empregados
marcadores isoenzimaticos (MILES et al., 1978; STEINDEL et al., 2008; TIBAYRENC &
AYALA, 1988), sequéncias de genes de mini-exons e amplificacdo aleatéria do DNA
(RamdomLy Amplified Polymorphic DNA - RAPD) (ANDRADE, 1974; MILES, 1977;
ZINGALES et al., 1998).
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2. JUSTIFICATIVA

Como parte de um projeto amplo de caracterizacdo de isolados de pacientes
chagésicos crdnicos de diferentes Estados brasileiros em acompanhamento no Instituto de
Pesquisa Clinica Evandro Chagas, este estudo justifica-se pela necessidade de caracterizacdo
por diferentes abordagens de nove destes isolados obtidos pela equipe da Colecdo de
Tripanossomatideos do Instituto Oswaldo Cruz. A caracterizagcdo além de confirmar o
diagnostico, contribui para o conhecimento da diversidade intraespecifica em Trypanosoma
cruzi, e futuras tentativas de correlagcdes entre procedéncia, forma clinica do paciente e

reacao ao tratamento quimioterapico especifico.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Como parte de um projeto abrangente, conhecer a diversidade de novos isolados de

Trypanosoma cruzi obtidos de pacientes chagasicos cronicos e buscar correlagdes com formas

clinicas apresentadas pelos mesmos.

3.2. Objetivos especificos

D)

*,

Caracterizar 0s noves isolados obtidos de pacientes chagasicos cronicos do IPEC
mantidos em cultivo axénico por abordagens morfobioldgicas, bioguimicas e

moleculares.

Comparar estes isolados com amostras de referéncia da Colecdo de

Tripanossomatideos utilizando os mesmos parametros.

Agrupar as amostras obtidas dos pacientes do IPEC com as cepas de referéncia de T.
cruzi da Colecdo de Tripanossomatideos do Instituto Oswaldo Cruz — Fiocruz com

base em caracteres compartilhados (fenotipicos e genotipicos).

Verificar a possibilidade de correlacdes destes isolados com subgrupos de T. cruzi
definidos pelas técnicas acima citadas, aléem das formas clinicas apresentadas pelos

pacientes.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Isolados estudados
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No presente trabalho, foram estudados nove isolados obtidos por hemocultura de

amostras de Trypanosoma cruzi de pacientes portadores de doenca de Chagas em

acompanhamento no Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas (IPEC) e mantidos em

culturas axénicas para caracterizacdo morfobiologica, bioquimica e molecular. Todos os
pacientes procediam de diferentes Estados do Brasil (BA, PE, MG, PB, RS), trés deles

apresentavam a forma clinica cardiaca e os demais a forma indeterminada (Tabela 4).

Tabela 4: Dados dos pacientes chagasicos cronicos em acompanhamento no Instituto de Pesquisa Clinica
Evandro Chagas (IPEC-FIOCRUZ).

Pacientes Idade Género Forma Clinica Procedéncia Codigo do isolado
CT-I0C
LFS. 49 M Indeterminada PE 337
IMC. 55 M Indeterminada MG 538
MCJB. 51 F Indeterminada BA 339
LTA 47 F Indeterminada RS 340
INS. 65 M Indeterminada PB 341
IMM. 51 M Cardiaca BA 343
1ic. 66 M Cardiaca PE 344
MNG. 44 F Cardiaca MG 345
Cs. 53 M Indeterminada MG 333
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4.2. Manutencéo das hemoculturas de Trypanosoma cruzi

As culturas axénicas obtidas dos pacientes foram mantidas em estufa a 27,3°C sob
duas condigcdes de cultivos: meio liver infusion/tryptose (LIT) (CHIARI & CAMARGO,
1984) e meio bifasico contendo uma base de agar sangue na fase sélida Novy MacNeal Nicolle
(NNN) com 3 mL de LIT suplementado com o total de 20% de soro fetal bovino (SFB) na
fase liquida. O meio LIT foi utilizado para eliminar a possibilidade de crescimento de outra
espécie de Trypanosoma (Trypanosoma rangeli), confirmando a pureza das amostras de T.
cruzi. Todas as culturas e subculturas foram examinadas quinzenalmente, criopreservadas em
Nitrogénio liquido e depositadas com numeros-codigo diferentes na Colecdo de
Tripanosomatideos (CT 10C).

4.3. Caracterizacdo morfobioldgica

Para analise morfologica foram preparados esfregacos sobre laminas de vidro finas,
fixados com metanol por 10 minutos, tratados com HCI 5N também por 10 min e apos lavadas
em fluxo delicado de &gua e secas no ambiente. Em seguida, foram corados por
aproximadamente 1h com solucdo de Giemsa (Merck) diluida em tampéo fosfato 0,02M, pH
7,2 e 0 excesso deste corante retirado sob fluxo de &gua corrente. Para a preservacdo da
coloracdo, estas laminas foram montadas utilizando-se laminulas finas e resina sintética
(Permount™ -Fisher) (SOUSA, 2000, SOUSA et al., 2007). As observacdes dos esfregacos
corados foram observadas ao microscopio optico (M.O. Hund H600) com objetiva de imersédo
(1.000x), visando identificacdo e quantificacdo de estagios evolutivos e confeccdo de

desenhos com o auxilio de camara clara acoplada ao microscopio 6ptico.

4.3.1. Analise do padrao de diferenciacéo celular

O padréo de diferenciacao celular de cada amostra foi analisado ao microscépio éptico
(1.000x) em laminas coradas pelo Giemsa procedentes de culturas axénicas dos nove isolados

cultivados em meios monofasico (LIT) e bifasico (NNN+LIT). Nestes exames foram
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quantificados os seguintes estagios evolutivos: epimastigostas, transi¢des epi-tripomastigotas,
tripomastigotas, tripomastigotas metaciclicos, divisdes e outros estagios menos frequentes
(formas arredondadas em particular na extremidade posterior). Estes estagios foram
quantificados, com o exame de aproximadamente 200 células encontradas ao acaso. Quando
ndo foi possivel evidenciar a formacdo de metaciclicos, foram realizados experimentos em

barbeiros, conforme descrito no item seguinte.

4.3.1.1 Experimento de infec¢do de inseto vetor com um isolado de paciente chagasico

Uma das amostras obtida dos pacientes chagasicos (CT-IOC 537) foi usada para
infectar experimentalmente ninfas de 3° estagio de Triatoma infestans ndo alimentados ha 30
dias utilizando para este fim sistema artificial de alimentacdo que emprega preservativos de
latex ndo lubrificados. Os insetos foram obtidos do Laboratorio Nacional e Internacional de

Referéncia em Taxdnomia de Triatomineos do I0C/Fiocruz.

Para infeccdo experimental dos insetos, utilizou-se cerca de 10" células/mL
procedentes de cultura em NNN+LIT. Em seguida preparou-se uma papa de hemacia com
sangue de carneiro desfibrinado estéril centrifugando trés vezes (1500g, 10 min, 10°C),
retirando-se o plasma e camada leucocitéaria apds a primeira centrifugacdo e descartando o
sobrenadante nas posteriores adicionando salina estéril até o seu volume inicial (20mL). No
preservativo colocou-se a papa de hemacias e a suspensdo de parasitos. Esta suspensdo foi
aquecida em banho Maria a 37°C e oferecida aos triatomineos conforme a ilustracdo abaixo
(Figura 12).

Figura 12: Sistema artificial de alimentacdo de barbeiros (Fonte: Protocolo Operacional Padrdo da Cole¢do de

Tripanossomatideos).
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Os triatomineos foram dissecados ap6s 30 dias do repasto infectante. Fixou-se 0 inseto
com o auxilio de um alfinete entomoldgico transpassado nas imedia¢bes do pronoto. O
conexivo e a parte superior do exoesqueleto foram cortados para retirada do tubo intestinal.
Este foi macerado em solucédo salina suplementada com antibi6ticos (5-flurocitosina a 0,01%,
penicilina e estreptomicina a 0,15%). Ap6s, uma aliquota do material foi examinada a fresco
ao microscépio dptico (400x). Verificado a positividade, o material foi corado com Giemsa
tamponado para anélise de metaciclogénese. Foi determinado um nimero de amostragem (n)

igual a 24.

4.3.2. Parametro biométrico

Os estagios de epimastigotas e tripomastigotas foram desenhados com auxilio de
camara clara, medidas em centimetros e convertidos em micrémetros por um fator de
multiplicacdo deduzido do tamanho de uma escala de 10 um, a qual tem sido incluida em
todas as pranchas originais. Esta escala foi confeccionada com o auxilio de uma lamina

micromeétrica de referéncia padronizada pela Colecéo de Tripanossomatideos.

Os seguintes parametros morfométricos foram considerados: comprimento total (CT)
incluindo o comprimento do corpo e o flagelo livre, indice nuclear (IN) que corresponde a
razdo baseada na distancia entre a extremidade posterior ao meio do nucleo (PN) e a distancia
entre a extremidade anterior ao meio do nacleo (NA), e o comprimento do cinetoplasto (CK)
dos epimastigotas (DIAS & FREITAS, 1943; HOARE, 1972; SOUSA, 2000).

Foram tomadas medidas de 30 epimastigotas e até 20 tripomastigotas de cada cultura
analisada (Figura 13). Os valores obtidos foram convertidos em planilha do programa Excel

visando o célculo da média, desvio padrao e variacdo por amostragem.

As dimensBes dos estdgios analisados dos isolados procedentes de pacientes
chagasicos e amostras de referéncia de T. cruzi foram analisadas estatisticamente

empregando-se Test T- Student.
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PN

/_\ ESTAGIO DE EPIMASTIGOTA

P

C = comprimento do corpo sem o flagelo livre

F = comprimento do flagelo livre

L = largura do corpo

PN = distincia da extremidade posterior ao meio do nticleo

NA = distdncia do meio do nticleo A extremidade anterior
CT = comprimento total do corpo, incluindo flagelo

(a) extremidade anterior; (p) extremidade posterior

ESTAGIO DE TRIPOMASTIGOTA

C = comprimento do corpo sem o flagelo livre
F = comprimento do flagelo livre
L = largura do corpo (sem a membrana ondulante)
PN = distdncia da extremidade posterior ao meio do ntcleo
NA = distincia do meio do ntcleo A extremidade anterior
PK = distincia da extremidade posterior ao infcio do cinetoplasto
KN = distancia do cinetoplasto ao inicio do nicleo
C'T = comprimento total do corpo, incluindo flagelo

(a) extremidade anterior; (p) extremidade posterior

Figura 13: Parametros biométricos utilizados em trabalhos da Colecdo de Tripanossomatideos, 10C, Fiocruz.
(DIAS & FREITAS, 1943; DEANE & DAMASCENO, 1961; HORE, 1972).

4.4. Caracterizacdo bioquimica

Os isolados obtidos dos pacientes chagéasicos e de amostras de referéncia de T. cruzi da
Colecdo de Tripanossomatideos foram crescidos em meio apropriado para obtengdo de massas
de cerca de 10° células. Ap6s lavagem das células com salina a 1% de glicose, o pellet obtido

por centrifugacédo foi estocado em Nitrogénio liquido até o uso.
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A determinacdo do perfil isoenzimatico foi realizada através de eletroforese em gel
de agarose e posterior anélise do padrdo de isoenzimas de todas as amostras em diversos

sistemas

enzimaticos, segundo protocolo operacional da Colecdo de Tripanossomatideos baseado
em Cupolillo et al. (1994) e Ready & Miles (1980).

Inicialmente, as massas parasitarias foram retiradas do criobanco e, ap6s
descongelamento, adicionou-se a estas células cerca de 100ul de solucao de lise (10mL
Tris HCI 0,05M pH8,0; 10mL Triton X-100 10%; 37mg EDTA dissddico; 15 mg Diitreitol
(DTT); 13mg &cido n-amino-caproéico e H,0 g.s.p. 80 mL).

Para a confeccdo do gel de corrida, utilizou-se agarose a 1% (1g agarose, 50mL
H0, 50 mL de tampéo especifico) aquecida e distribuida sobre Gel Bond em suporte de

vidro horizontal (124 x 258mm); apds solidificacdo, este gel foi mantido em 4°C por 24h.

Foram aplicadas 4 pl da suspenséo de todas as amostras bem como uma aliquota de
solucgéo corante utilizada para indicar o momento de interrupcéo das corridas (azul de
bromofenol 3,4mg/mL; xilenocianol 2,8mg/mL) na superficie do gel utilizando-se uma fita
plastica com demarcacao dos pocos. A corrida foi realizada em cuba de eletroforese
horizontal refrigerada na seguinte programacéo: 150 V, 320 mA, 70 W. Apo6s a corrida, 0s
geéis foram submetidos a reacdo enzimatica utilizando uma mistura contendo agarose 1% e
tampdes, substratos, co-fatores e corantes especificos de cada sistema. Apos a revelacdo, a
reacdo foi interrompida com acido acétido glacial 5% e 0s géis secos ao ar para posterior

analise.

Os seguintes sistemas enzimaticos foram utilizados para a comparacao do perfil
eletroforético: ME (Enzima malica - E.C. 1.1.1.40), MDH (Malato dehidrogenase - E.C.
1.1.1.37), PGM (Fosfoglicomutase - E.C. 2.7.5.1) e GPI (Glicose-6-fosfato isomerase —
E.C. 5,3,1,9). Amostras de referéncia de T. cruzi foram incluidas em cada corrida
eletroforética (Y, CL-Brener, Dm28c).
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4.5. Caracterizagcdo molecular

4.5.1. Extragédo do DNA

A extracdo do KDNA foi realizada a partir de celulas de culturas axénicas positivas
contendo cerca de 10" a 10® células por amostra. As amostras foram distribuidas em tubos
Falcon ® de 15 mL (contendo 5 mL de meio NNN e 10 mL meio LIT 10 ou 20% SFB). As
culturas foram lavadas 3 vezes por centrifugacdo (13.250g, 10 min, 4°C), desprezando-se 0
sobrenadante e ressuspendendo-se o sedimento em solucédo salina/EDTA (NaCl 0,85%; EDTA
0,01 M, pH 8,0). Ao final deste processo, as massas parasitarias foram transferidas para tubo
de criopreservacdo e ressuspensa em 1 mL de DNAzol e apds centrifugadas (13.250g, 10
min, 4°C). ApOs essa etapa, 0 sobrenadante foi transferido para um novo tubo de
polipropileno de 1,5 mL (Eppendorf ®) e ao mesmo acrescentou-se 500 ul de etanol anidro
gelado (100%) e a seguir, esta suspensdo foi homogeneizada e centrifugada nas condicdes
acima citada. Apos descarte do sobrenadante, adicionou-se ao pellet etanol a 70 %,
centrifugou-se (3.500g, 2 min., 4°C) e ao final descartou-se o sobrenadante e os tubos foram
secos ao ar. Apos esta etapa, foram adicionados 100 pl de H,O bidestilada. Todo o
procedimento foi realizado no interior de capela de seguranca (propria para extracdo DNA),
utilizando-se materiais novos e estéreis, a fim de evitar contaminacdo do DNA por qualquer

agente externo.

4.5.2. Analise dos Produtos de amplificacdo do KDNA dos minicirculos

A amplificagdo molecular foi feita por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
utilizando-se os iniciadores 121 (5’AAATAATGTACGGG(T/G)GAGATGCATGA3’) e 122
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(5’GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAA-TATA3’) baseados em fragmentos do KDNA dos
minicirculos JUNQUEIRA et al. 1996).

A PCR foi realizada num volume final de 50 pl contendo 1 ng de kDNA como molde,
200 ng de cada iniciador, 5 mM dNTP, 50 mM MgCI2, tampao recomendado pelo fabricante
(10X concentrado), 2,5 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen) e H,O bidestilada. A reacao
de amplificacdo foi realizada em termociclador de acordo com as seguintes condigdes de
temperatura: a) desnaturacdo (94°C, 2 min. e 15 seg.); b) anelamento (55°C, 20 seg.); c)
extensdo (72°C, 20 seg.). Foram realizados 34 ciclos desta sequéncia e um ciclo final 2

minutos a 72°C. A reacéo foi finalizada a 4°C.

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,6%
com tampdo TBE 1X. Ao ser solidificado demarcou-se 0s pocos utilizando-se um pente para
aplicacdo das amostras. Subsequentemente, o gel ja colocado no interior da cuba de
eletroforese horizontal (Amersham) foi submerso em tampéo TBE 1X e entdo aplicando-se o
volume total de 18 pl de cada amostra (15 pl do DNA amplificado e 3 pl do corante
- Orange G). O controle negativo e marcador de 100 pb (DNA Ladder - Invitrogen®) e 1Kb
(@ X174 DNA Hae Ill digest - Sigma) também foram aplicados no gel. As seguintes
programacdes foram utilizadas: 60V por aproximadamente 3h. Ao término da corrida
eletroforética, os geis foram incubados com brometo de etidio (20 ng/mL), examinados sob

luz ultravioleta e fotografados (Mini BIS Pro - BioAmérica).

4.5.3. Analise dos produtos de amplificacao pelo gene de mini-exon

A tipagem pelo gene de mini-exon foi desenvolvida através da PCR multiplex,
baseado na regido ndo transcrita (regido intergénica) do gene de mini-exon que permite
determinar se um isolado em particular é T. cruzi I, T. cruzi Il, T. cruzi zimodema 3 ou T.
rangeli (FERNANDES et al., 2001).

A amplificacdo da regido ndo transcrita do gene de mini-exon foi realizado com uma
mistura de cinco oligonucleotideos: trés oligonucleotideos derivados de uma regido
hipervariavel de T. cruzi (TC 1 5°>- ACACTT TCT GTG GCG CTG ATC G-3’; TCII 5°-TTG
CTC GCA CAC TCG GCT GCAT-3’ e TC 3 5-CCG CGW ACA ACC CCT MAT AAA
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AAT G-3”), um oligonucleotideo para uma regido especifica de regides nao transcritas de T.
rangeli (TR 5’-CCT ATT GTG ATC CCC ATC TTC G-3”) e um ultimo oligonucleotideo
correspondendo a sequéncia presente na regido conservada do gene de mini-exon (ME 5°-
TAC CAA TAT AGT ACA GAA ACT G-3°) (FERNANDES et al., 2001) (Figura 14).

Figura 14: Imagem ilustrando a amplificacdo do gene de mini-exon através da técnica de PCR multiplex. NC —
controle negativo, TC | (200 pb), TC2 (250 pb) e Z3 (150 pb) — cepas de referéncia de T. cruzi e TR ( 100 pb) —
cepa de referéncia de T. rangeli (FERNANDES et al., 2001).

A PCR foi realizada de acordo com o protocolo descrito por Fernandes et al. (2001)
com algumas modificaces e segundo protocolo operacional do Laboratério Interdisciplinar
de Pesquisas Médicas do 10C, utilizando-se 10-50 ng do DNA gendmico, 50 pmoles/ ul de
cada primer, 10 uM do DNTPs, 25mM de MgCl, (Gold), 2,5 U de Taq Gold (Perkim Elmer) e
tampao recomendado pelo fabricante (10X Gold). A amplificacdo procedeu nas seguintes
condicdes: 1 ciclo a 95°C (5 min.), 35 ciclos a 94°C (30 seg.), 55°C (30 seg.) e 72°C (30 seg.)
e um ciclo a 72° (10 min.). A reacdo foi finalizada com um ciclo a 4°C. O produto amplificado
foi analisado por eletroforese em gel de agarose 2% em TBE 0,5X usando um marcador de
peso molecular de 100 pb (DNA Ladder - Invitrogen®). A corrida eletroforética foi realizada
a 80V por aproximadamente 2h e visualizado sob luz ultravioleta apds ser corado com

brometo de etideo.
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4.6. Andlise numérica computacional para agrupamento de amostras

Os resultados de diferentes andlises feitas neste trabalho foram codificados
numericamente e submetidos & analise computacional com o software NTSYS (Numerical
Taxonomy and Multivariate Analysis System — versdo 2.1; Aplied Bioestatistic) visando
agrupamento de amostras pela similaridade global. Foram utilizados os coeficientes de
similaridade SM (Simple Matching) e o algoritmo de agrupamento UPGMA (Unweighted

Pair-Group Method using Arithmetic averages).
A analise numérica computacional foi realizada com base em 8 caracteres
considerados estaveis e 20 variantes (Tabela 5). Estes caracteres foram codificados em uma

matriz de dados, sendo a presenca de um caracter referida como 1 e a auséncia deste como 0.

Tabela 5: Pardmetros utilizados para codificacdo de caracteres para processamento computacional.

CARACTERES PARAMETROS NUMERO DE
CONSIDERADOS VARIANTES
Crescimento em meio LIT Sim, Nio 2
Diferenciacao para Presenca ou auséncia 2
metaciclicos
2
Bandas Sistema MDH Presenca ou auséncia de 2 bandas
Bandas Sistema ME Presenca ou auséncia de 3 bandas 3
Bandas Sistema GPI Presenca ou auséncia de 5 bandas 5
Bandas Sistema PGM Presenca ou auséncia de 2 bandas )
Produtos amplificados do  Presenca ou auséncia de 330 pb 2
kDNA de minicirculos
Produtos amplificados pelo 200 ph, 250 pb s

gene de mini-exon
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5. RESULTADOS

5.1. Manutenc¢ao das hemoculturas de Trypanosoma cruzi

Com excec¢do de um isolado (CT-10C 538), as amostras em estudo foram capazes de
crescer em meio LIT. Todas cresceram em NNN+LIT. O comportamento morfobioldgico de
casa isolado, dentre eles o crescimento da cepa e a diferenciacdo celular, foi melhor obtido em
meio bifasico (NNN+LIT com total de 20% SFB).

5.2. Caracterizacdo morfobiologica

Por essa abordagem, foi possivel detectar estagios evolutivos tipicos de T. cruzi, tais
como: epimastigotas (alguns em transigdes), tripomastigotas, tripomastigotas metaciclicos,
aléem de formas de divisdes. Os epimastigotas eram geralmente largos com variabilidade de
tamanhos, com cinetoplastos em bastdo e volumoso, enquanto os tripomastigotas metaciclicos
com cinetoplastos volumoso e redondo. Estes dados podem ser observados nas pranchas

ilustrativa dos estagios evolutivos (Figuras 15 e 16).
5.2.1. Analise do Padréo de diferenciacao celular
A analise do padrdo de diferenciacdo celular foi realizada pela quantificacdo dos

percentuais dos diferentes estagios evolutivos, destacando-se a presenca de metaciclicos.

Assim, foi possivel observar que dos nove isolados estudados sob as duas condic¢des de cultivo
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citadas, apenas quatro completaram a metaciclogénese em meio LIT (CT-IOC’s 540, 541, 544
e 545). Quatro outras s6 o fizeram em NNN+LIT (CT-10C 538, 539, 543, 553), enquanto
uma ndo produziu metaciclicos nas condi¢cGes examinadas (CT-1IOC 537). Entretanto, esta
altima apresentou diferenciacdo para metaciclicos no intestino de Triatoma infestans. O
padréo de diferenciagdo de todos os isolados analisados (Tabela 6), bem como as cepas de

referéncia de T. cruzi utilizadas estdo representadas nos graficos 1 a 4.

Tabela 6: Diferenciacdo celular dos isolados obtidos de pacientes chagasicos do Instituto de Pesquisa Clinica
Evandro Chagas (IPEC-FIOCRUZ).

CEPA  CTIOC (TLI0C  MEIO EPIMASTIGOTAS TRANSICAO  TRIPOMASTIGOTA TRIPOMASTIGOTA DIVISA0 TOTAL B
ORIGINAL  SUBCULTURA % % % METACICLICO % %

LFSPE4 537 B NNNLIT 960 13 19 ND 15 100% 200
51 54 LIT 819 44 24 ND 13 100% 204

MCMG36 338 3 NNNLIT 765 30 13 43 145 100% 200
38 ND N ND ND ND ND Np  100% D

MCIBBASL 59 59 NNNLIT 740 13 130 110 o5 100% 200
59 607 LIT 86,1 43 69 ND 5 100% 20

LTARS T M40 40 NNMLIT 819 41 95 13 3 100% 2
540 508 LIT 86, 14 63 29 34 100% 207

JNS.PB.65 Ml 541 NNNALIT 61,7 19 126 16,0 78 100% 206
54 573 LIT 620 20 123 193 49 100% 200

IMMBASL 43 4 NNNLIT - 589 13 183 198 15 100% 20
543 517 LIT 933 ND 10 ND 45 100% 110

JICPE.66 54 M4 NNMLIT 840 15 25 113 05 100% 200
54 600 LIT 845 20 80 25 30 100% 20

MNGMG44 345 M5 NNMGLIT 850 58 54 19 19 100% 206
543 602 LIT 785 14 1038 193 xp  100% 213

CSMG3 553 3. NN 635 ND 165 173 25 100% 200
5 608 ur % 13 33 D 20 100% 20

5.2.2. Analise biométrica

Os dados biométricos de epimastigotas e tripomastigotas dos isolados obtidos estédo
apresentados na tabela 7. Atraves da analise dos resultados das medidas do comprimento total
de epimastigotas, observamos variacdes nas dimensdes das células na maioria dos isolados em

meio LIT.

Para validar os resultados obtidos na caracterizacdo biométrica, os valores de
comprimento total dos tripomastigotas e eixo longitudinal do cinetoplasto dos epimastigotas,

por serem considerados parametros com menor variagdo, foram submetidos & andlise
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estatistica para comparagdo com as cepas de referéncia de T. cruzi, utilizando-se o teste T-
Student. Os resultados obtidos nessa analise confirmaram a semelhanca significativa entre os
parametros escolhidos: p < 0,259 para o comprimento dos cinetoplastos de epimastigotas
(Tabela 8) e p < 0,315 para o comprimento total dos tripomastigotas (Tabela 9).

20 pm

Figura 15: Estagios evolutivos representativos dos isolados obtidos de pacientes chagasicos cronicos em culturas
axénicas: (1) 537, (2) 538, (3) 539, (4) 540, (5) 541, (6) 543, (7) 544, (8) 545, (9) 553. Estagios epimastigotas (1
a-d; 2 a-b, 3 a-c,e; 4 a-b; 5 a-b; 6 a-b; 7 a-c; 8 a-c; 9 a-c), tripomastigotas metaciclicos (2 c; 4 ¢; 5 c-d; 6 c-f; 8 d-
e; 9 d-e), tripomastigotas (7 d-e), transigdo epi-tripomastigota (3 d), divisdo (1 €). Micrografias em Giemsa
tamponado retiradas no microscopio éptico com captura de imagem acoplada ao microcomputador com aumento
de 100X e com escala de 20 pm.
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Figura 16: Estagios evolutivos representativos dos isolados obtidos de pacientes chagasicos cronicos em culturas
axénicas. Desenhos em cdmara clara de laminas coradas pelo Giemsa tamponado.
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Graéfico 1: Padrdo de diferenciacdo celular das amostras de Trypanosoma cruzi obtidas de pacientes chagasicos

cronicos do Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas, cultivadas em NNN+LIT 20% SFB.

‘%
2,5% 2%

11,3%

539
o
- ‘
2% ‘

1,4% 553 1,5% 2% H Epimastigotas
3,5%
W Tripomastigotas
m Tripomastigotas
metaciclicos
W Transigdes epis-tripos
H Divisoes
m Outros

Gréfico 2: Padrdo de diferenciacdo celular das amostras de Trypanosoma cruzi obtidas de pacientes chagasicos

cronicos do Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas, cultivadas em LIT.



62

537 B Epimastigotas
B Tripomastigotas
m Tripomastigotas

metaciclicos

B Transicdes epis-tripos

M Divisoes
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Graéfico 3: Padrdo de diferenciacgdo celular da amostras 537 em Triatoma infestans.

Y CL BRENER
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H Tripomastig W Tripomastigo
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metaciclicos metaciclicos
H Transicoes H Transicoes

epis-tripos epis-tripos

Gréfico 4: Padrdo de diferenciacdo celular em cepas de referéncia de Trypanosoma cruzi (Y, CL
Brener, Dm28c, F).
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Tabela 7: Analise morfométrica dos isolados de Trypanosoma cruzi provenientes de pacientes chagasicos

cronicos do Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas.

Cepa CT-IOC CT-IOC F]li.mz]st‘igutas* Tripomastigotas
Amostra é b ]h_'l ) Meio
original ~ °SUeewAra CT IN CK CT IN n
LFS.PE.49 537 537 NNN+LIT = 29,155 0,704 1,7+0,3 ND ND ND
20% SFB  (18,7-40,7)  (0,3-1,5) 1,2-2,7)
537 542 LIT 30,8458 0,740,3 ND ND ND
(20,4-42,2) 0,1-15)
JMC.MG.SS 538 538 NNN+LIT 275441 0,640,3 1,740,2 22 5:44,7 12404 20
20% SFB  (208-374)  (0,3-19) 1,2-23) (10,2-30,0)  (0,6-2,2)
538 ND LIT ND ND ND ND ND ND
MCJB.BASL 539 539 NNN+LIT 28,744 0,940.6 1,840,3 213445 14412 20
20% SFB  (19,6-396)  (0,4-25) 1,2-23) (16,1-32.6)  {0,5-6,0)
539 607 LIT 12,7439 0,54+0,2 ND ND ND
(16,1-29,6)  {0,3-08)
LTARS.47 540 540 NNN4LIT 24,344 0,602 1,740.2 20,143 0 14405 20
0% SFB  (153-33,5) (©0,3-1,1) 1,2-2,1) (16,1-274)  (06-2,7)
sS40 sog LIT 29,7464 05403 19,725 1404 20
(17,4-39.8) 0,2-16) (14,4-248) (0,7-1,8)
JNSPB65 541 541 NNN+LIT 238447 0,540,2 18403 191425 11403 20
20% SFB  (16,1-33,5)  (0,2-10) 1,2-2,3) (14.8-244) (0,5-18)
541 575 LIT 23,3465 0,905 202436 13104 15
(119-359)  (0,3-1,6) (12,6-26,5)  (06-1.9)
JMDMBASL 543 543 NNN+LIT 27,2455 11408 1,603 24,9430 12406 10
20% SFB ~ (19,1-383)  (0,4-39) (1,0-2,3) (20,2-31,7) (0,5-2.3)
543 577 1LIT 30,246,1 05401 ND ND ND
(18,5-430)  (0,2-0,8)
JIC.PE66 544 544 NNNHLIT © a5 7470 0,740,3 1,6+0,2 190421 12404 20
20% SFB (155395 | (0,3-1,6) 1,2-2,1) (15,7-22,2)  (0,6-2,2)
544 600 LIT 153451 0,540,1 ND ND ND
(17,9-34,4) 0,3-0,8)
MNG.DMG.44 545 545 NNN+LIT 255+4,6 0,8403 1,702 23,2425 1,140 4 30
0% SFB  (17,2-36.1) (0,3-1,3) (1,5-2,3) (20,0-28.7) (0,6-2 4)
545 602 LIT 285453 0,620 4 265421  Lo+03 12
(16,9-35.7) 0,2-1,7) (23,5-30,8) (0,6-1,5)
CS.MG.53 553 553 NNN+LIT 24,1448 0,640,3 1,840,2 22,1426 12404 20
20% SFB  (174-339)  (02-1,1) (1,2-2,3) (174-282)  (06.2.1)
553 608 LIT 27,3451 0,740,4 ND ND ND
(14,8-383)  (03-2.1)
Y 106 106 NNN+LIT = 28,446,0 0,8403 19403 ND ND ND
(14,8-444)  (04-2,0) (1,3-2.3)
CL-Brener 005 005 NNN+LIT 24,1435 08403 18403 19,042 4 12404 20
(15,3-30.5) (0.4-15) (1,2-2,3) 14,4-22.2)  (0,7-2,0)
Din28c 010 010 NNN+LIT 217,160 10406 1,7+0,3 ND ND ND
(14,5-41.4) (0,43 4) (1,2-2.3)
F 003 003 NNN+LIT 24,3444 08406 1,840,2 ND ND ND
20% SFB  (155-335)  (03-3.0) (1,5-2,3)

Todas as amostras estdo em pm (média, desvio padrdo e variagao).

CT-10C - Numero Cadigo na Cole¢do de Tripanossomatideos IOC; Amostra original - hemocultura isolada de

pacientes chagasicos cronicos do IPEC mantida em NNN+LIT; Subcultura - amostra original submetida ao

meio LIT; CT- comprimento total incluindo o flagelo livre;IN - indice nuclear; CK- cinetoplasto; n - nimero de
amostragem; * n=30; ND - ndo determinado: ndo encontrado e / ou poucos parasitos encontrados nesse estagio.
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Tabela 8: Andlise estatistica (T-Test) dos dados biométricos do eixo longitudinal do cinetoplasto de
epimastigotas.

Isolados IPEC Amostras de Referéncia Significancia estatistica (p)
de Trypanosoma cruzi

Média/SD 1,7+ 0,07 X 1,8+0,1 p <0259

Tabela 9: Analise estatistica (T-Test) dos dados biométricos do comprimento total de tripomastigotas.

Isolados IPEC Amostras de Referéncia Significincia estatistica (p)
de Trypanosoma cruzi

Média 21,6 X 19,0 p< 0315

* Os dados nédo apresentaram desvio padrédo pois apenas a amostra CL-Brener apresentou estagio tripomastigota
diferenciado.

5.3. Caracterizacao bioquimica

A andlise da mobilidade eletroforética dos sistemas enzimaticos MDH, ME, GPI,
PGM, dos nove isolados estudados compartilharam bandas com trés das cepas de referéncia

de T. cruzi incluidas neste trabalho.

Os sistemas MDH e ME revelaram pequenas variacdes no padréo eletroforético para as
nove amostras analisadas e para as cepas de referéncia de T. cruzi. Entretanto, os sistemas GPI
e PGM evidenciaram a heterogeneidade dos isolados estudados. Assinalamos que os isolados
539 e 540 apresentaram perfis eletroforéticos semelhantes ao clone CL-Brener, 541 ao Dm28c

e os demais a cepa Y . O diagrama apresentado na figura 17 ilustra estes resultados.
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Figura 17: Diagrama representativo do padrdo isoenziméatico dos isolados obtidos do Instituto de Pesquisa
Clinica Evandro Chagas e de amostras de referéncia de T. cruzi.

5.4. Caracterizacdo molecular

5.4.1. Analise dos produtos de amplificacdo do KDNA dos minicirculos

Todos os isolados do IPEC, bem como as cepas de referéncia de T. cruzi estudadas,
geraram um produto amplificado de 330pb procedentes dos minicirculos do kDNA

amplificados por PCR com os primers 121/122 (Figura 18).
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Figura 18: Produto do kDNA amplificado por PCR (Primers 121 e 122) apresentado pelos isolados obtidos de
pacientes chagasicos do Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas.

5.4.2. Analise dos produtos de amplificacdo pelo gene de mini-exon

Os produtos de amplificacdo por PCR multiplex do gene de mini-exon s&o
apresentados na figura 19.

O isolado CT-IOC 541, bem como as cepas de referéncia de T.cruzi Dm28c e F,
apresentaram fragmentos de 200 bp, indicando sua classificacdo no subgrupo Tc I. Por outro
lado, os demais isolados e a cepa Y utilizada como referéncia, apresentaram um produto

amplificado de 250 pb sendo desta forma classificadas no subgrupo Tc Il de T. cruzi.

Amnostras de referéncia

ITsolados de pacientes chagasicos

Padréo 100bp

Branco
010 - DM2ac

003 -F
Padréo 100bp

=
=
L")

N 106 -V

Figura 19: Produto de amplificacdo pelo gene de mini-exon por PCR multiplex apresentado pelos isolados

obtidos de pacientes chagasicos do Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas e cepas de referéncia de T.
cruzi.
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A matriz numérica de dados selecionada para esta analise estd apresentada na tabela

10. A analise computacional destes dados utilizando indice de similaridade global (SM) e

algoritmo de agrupamento (UPGMA) permitiu a elaboracdo do fenograma apresentado na

figura 20. Os resultados mostraram a variacdo intraespecifica das amostras estudadas,

evidenciadas pela formacéo de subgrupos de T. cruzi.

Tabela 10: Codificacdo de caracteres selecionados dos isolados IPEC e cepas de referéncia de T. cruzi para

processamento computacional usando o indice de similaridade de Jaccard e algoritmo de agrupamento de

UPGMA.
Crescimento  Metacicloginese MDH  ME  GPFI PGM  PCRKDNA de PCR gene de
em Lit minicireulos 330ph  mini- exon
12 12 12 123 12345 12 12 12
CT-I0C 537 10 01 01 010 00001 10 10 01
CT-I0C 538 01 10 10 010 00001 10 10 01
CT-I0C 539 10 10 10 010 01110 11 10 01
CT-I0C 540 10 10 10 010 01110 11 10 01
CT-I0C 541 10 10 10 001 11000 01 10 10
CT-I0C 543 10 10 10 010 00001 10 10 01
CT-I0C 544 10 10 10 010 00001 10 10 01
CT-I0C 545 10 10 01 010 00001 10 10 01
CT-I0C 553 10 10 10 010 00001 10 10 01
CTIOC106 (V) 10 01 01 010 00001 10 10 01
CT-I0C 005 10 10 10 010 01110 11 10 01
(CL-Brener)
CTI0C 010 10 01 10 100 11000 01 10 10

(D28¢)
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Figura 20: Fenograma de similaridade global utilizando algoritmo de agrupamento de Similaridade Global (SM)
de isolados obtidos de pacientes chagasicos cronicos do IPEC (537, 538, 539, 540, 541, 543, 544, 545, 553) e

cepas de referéncia de Trypanosoma cruzi (Y, CL Brener e Dm28c).
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6. DISCUSSAO

A diversidade apresentada por isolados de Trypanosoma cruzi Chagas, 1909 foi
observada praticamente logo ap6s sua descoberta (CHAGAS, 1912). Também foram
observadas variacbes nas manifestacdes clinicas da doenca de Chagas, além de diferencas
regionais (ANDRADE & ANDRADE, 1979, BRENER, 1987).

Trypanosoma cruzi cresce em diversos meios de cultivos convencionais a temperatura
cerca de 27°C, apresentando estagios similares aos encontrados em insetos triatomineos (e.g.
HOARE,1972; BARRETO & RIBEIRO,1979; SOUSA, 1999). Neste trabalho observou-se
que, com excecdo de um isolado (CT-1OC 538), as amostras em estudo foram capazes de
crescer em meio LIT, caracteristica comum entre cepas e clones de T. cruzi. Entretanto Sousa
et al. (2005) observaram que uma das cepas de referéncia de T. cruzi (cepa F) também é

incapaz de crescer em LIT . Todas cresceram em NNN+LIT 20% SFB.

Os isolados estudados apresentaram estagios evolutivos e cinetoplastos tipicos de T.
cruzi (HOARE, 1972; BARRETTO & RIBEIRO, 1979; SOUSA, 1999; SOUSA et al., 2008;
MADEIRA et al., 2009; SANTOS-FAISSAL, 2009). Entretanto, um isolado ndo produziu
metaciclicos nas condi¢des de cultivos estudadas (CT-IOC 537), mas revelou estes quando
mantidos em triatomineos, assim confirmando sua identidade como T. cruzi. Dentre 0s
estagios observados, os mais predominantes foram os epimastigotas. Em meio LIT, apenas
quatro amostras apresentaram diferenciacdo para metaciclicos (CT-10C 540, 541, 544 e 545)
enquanto que as cultivadas ao meio NNN+LIT 20% SFB, com excecdo da amostra CT-10C

537, completaram a metaciclogénese.
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Estudos biométricos com amostras de referéncia de T. cruzi revelaram dois
importantes parametros de valor diagnéstico para caracterizagdo e identificacdo de T. cruzi:
comprimento total de tripomastigotas, além da dimensdo do cinetoplasto de epimastigotas
(SOUSA et al., 2008; MADEIRA et al. 2009; SANTOS FAISSAL, 2009), por isso foram
selecionados também neste estudo. Os isolados obtidos de pacientes do IPEC apresentaram
médias de comprimento total entre 19,0-26,5 um e de dimensdes dos cinetoplastos entre 1,6—
1,9 um, estas se encaixam nos valores obtidos com cepas de referéncia (SANTOS-FAISSAL,

2009), mas s@o pouco significantes estatisticamente (CT= p< 0, 315; K= p< 0,259).

Estes resultados mostram a diversidade bioldgica e morfoldgica das diferentes
amostras em estudo, tal como foi também observada por Sousa et al.(2005) com cepas de

referéncia de T. cruzi.

Com o0 avanco nas técnicas de analise bioquimica e molecular de microrganismos, 0s
isolados de T. cruzi também passaram a ser estudados por estas abordagens (revisdo de
GIBSON & MILES, 1985). Dentre estas técnicas, a analise eletroforética de isoenzimas (e.g.
MILES et al. 1977; 1978; 1980; ANDRADE et al. 1983; TIBAYRENC & AYALA 1988) e
dos perfis de restricdo do DNA do cinetoplasto (e.g MOREL et al., 1980) foram de grande
importancia para a caracterizacdo de cepas de T. cruzi e identificacdo de subgrupos com
padrdes eletroforéticos semelhantes, estes denominados, respectivamente, zimodemas e

esquizodemas.

A analise de isoenzimas (aloenzimas) continua sendo utilizada nos dias atuais, pois
estas sdo consideradas bons marcadores genéticos (e.g. MILES et al., 1980; TIBAYRENC,
1995). Os trés zimodemas de Miles et. al. (1977; 1978) (Z1, Z2 e Z3) foram encontrados
infectando o homem na fase aguda da doenca mas na fase cronica Z2 foi principalmente
encontrado (apud ROMANHA & BRENER, 1988). Essa predominancia de T. cruzi Z2 em
pacientes na fase cronica tem sido relatada por muitos autores (ROMANHA & BRENER,
1988). No presente estudo, foi possivel observar a diversidade dos isolados tendo-se
encontrado trés grupos com mais de 70% de similaridade. O primeiro grupo incluia as
amostras CT-OC 537, 538, 543, 544, 545 553 e a cepa Y, este pertencente ao zimodema 2 de
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Miles et al. (1977; 1978), o segundo grupo incluia CT-IOC 539, 540 e CL-Brener
correspondente ao zimodema B, e o terceiro grupo incluia as amostras CT-10C 541 e Dm28c
associadas ao zimodema 1. Os isolados dos pacientes que apresentavam a forma cardiaca (CT-
IOC 543, 544 e 545) foram agrupados no primeiro grupo, possivelmente associado ao
Zimodema 2. Os isolados obtidos dos pacientes que apresentavam a forma indeterminada
distribuiram-se nos trés grupos encontrados. Assinalamos que ha relatos controversos entre
correlacOes de formas clinicas e zimodemas de T. cruzi (apud ROMANHA et al., 1988). Uma
outra evidéncia é que, embora outros autores tenham encontrado os trés zimodemas em
pacientes chagésicos cronicos, nenhum foi conclusivamente responsivel por uma forma
clinica da doenca (apud ROMANHA et al., 1988). Outro achado importante do presente
estudo foi a presenca de T. cruzi Z1 isolado de paciente cronico com forma clinica
indeterminada. Embora este zimodema ja tenha sido relatado em pacientes humanos
principalmente na fase aguda, no Brasil 0 mesmo é freqiientemente associado a reservatorios
silvestres (principalmente marsupiais) (MILES et al., 1978; MILES et al., 1980; ROMANHA
et al., 1988). O presente trabalho também confirma a predominancia de T. cruzi Z2 em
pacientes chagéasicos cronicos (MILES et al. 1978; MILES et al., 1980; apud ROMANHA et
al., 1988).

ApoOs a separacdo das cepas de T. cruzi em trés zimodemas principais (MILES et al.
1977), outros autores consideraram a existéncia de diferentes zimodemas (ROMANHA &
BRENER, 1988; TIBAYRENC & AYALA, 1988; DE LUCAD’ORO, et al., 1993). Vale
ressaltar o trabalho de Tibayrenc & Ayala (1988) que estudaram grande nimero de amostras
de T. cruzi (mais de 500) e analisando 15 loci enzimaticos evidenciaram 43 zimodemas.
Posteriormente concluiram que tais zimodemas poderiam ser reunidos em um numero
limitado de grupo, os quais denominaram de clones principais (TYBAYRENC & BRENIERE,
1988).

Souto & Zingales (1993) utilizando marcadores moleculares, propuseram a subdivisao
de T. cruzi apenas em dois grupos: grupo | (que incluia as cepas Y, CL e Yuyu) e grupo Il
(incluindo, por exemplo, Dm28c, F, G dentre outras). Apds, Tibayrenc (1995) propbe a
subdivisdo de T. cruzi em duas linhagens filogenéticas principais, grupo 1, para as cepas
descritas como zimodema 1, e grupo 2 para as amostras agrupadas nos zimodemas 2 e 3.
Subsequentemente, Souto et al. (1996) estudando diversas amostras de T. cruzi através da

amplificacdo por PCR de seqiiéncias da regido 24Sa. do rRNA e de uma determinada regido
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do gene de mini-exon, confirmaram a existéncia destes 2 grupos principais, 0S quais
chamaram de linhagens 1 e 2 correspondendo aos subgrupos atualmente conhecidos como Tc
Il e Tc I respectivamente (ANON, 1999). Novos avancos na técnica de PCR (PCR multiplex)
possibilitaram uma melhor discriminacdo de espécies de Trypanosoma e seus subgrupos
(FERNANDES et al., 2001). No presente estudo confirmamos a presenca de Tc | e Tc Il nos

isolados dos pacientes chagasicos e a variabilidade dentro das amostras de cada subgrupo.

Considerando a recomendagdo de uma reunido da comunidade cientifica (ANON,
1999) e um novo consenso para a nomenclatura de subgrupos de amostras de T. cruzi proposta
por Zingales et al. (2009), os isolados estudados neste trabalho foram classificados em trés
subgrupos: Tc | (para o isolado CT IOC 541 que agrupou com a cepa Dm28c), Tc Il (para
todas as amostras que agruparam com a cepa Y tais como CT-10C’s 537, 538, 543, 544, 545 ¢
553) e Tc VI (para as amostras que agruparam com a cepa CL Brener CT-I0C’s 539 e 540).
Tais conclusdes basearam-se nas analises feitas neste estudo e nos agrupamentos de amostras

apresentados no fenograma (Figura 20).
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7. CONCLUSOES

Todas as amostras estudadas foram caracterizadas e confirmadas como T. cruzi por

abordagens morfobioldgicas, bioquimicas e moleculares.

A diversidade intraespecifica foi observada atraves da capacidade de crescimento ou
ndo em meio Lit, variacbes nas taxas de metaciclogénese, analises de isoenzimas e de

produtos de amplificacdo por PCR de seqiiéncias do gene mini-éxon.

Todos os isolados apresentaram afinidades com todas as cepas de referéncia incluidas
neste estudo, 0os mesmos agrupando-se com base na similaridade global através de

procedimentos da taxonomia numerica.

No presente trabalho ndo foi possivel identificar correlacbes estritas entre as
caracteristicas dos isolados estudados e formas clinicas. Porém, isolados de pacientes

portadores da forma clinica cardiaca foram classificados no subgrupo Tc Il.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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