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em cada época podemos viver uma vida interessante e titil. O indispensdvel é ndo

desperdicarmos a vida e podermos dizer: “Fiz o que pude”. Aqui estd tudo quanto o

mundo tem o direito de exigir de nos, é a unica coisa que nos dard um pouco de

felicidade.”

Marya Sklodowska Curie (1867-1934)
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RESUMO

As populacdes do Trypanosoma cruzi (Tc) apresentam elevada variabilidade
bioldgica e genética e sdo classificadas em seis grupos Tcl a TcVI. Atualmente, os
dados referentes a patogenicidade do Tcl sdo conflitantes e podem decorrer do
componente genético do hospedeiro e da propagacdo ao homem de populagdes de 7.
cruzi restritas ao ambiente silvestre. Contudo, a inser¢do de novos vetores no ambiente
doméstico possibilita o contato do 7. cruzi silvestre com novos hospedeiros, elevando a
variabilidade genotipica, modificando seu potencial patogénico. O estudo do
comportamento bioldgico foi realizado utilizando grupos de 15 camundongos Swiss, e
duas linhagens isogénicas Balb/c e C57BL/6, machos, que foram infectados via
intraperitoneal com 1 x 10* tripomastigotas para a avaliacdo da infectividade, viruléncia,
parasitismo sanguineo e tecidual, patogenicidade, tropismo e variabilidade genética pela
LSSP-PCR (Low Stringency Single Specific Primer - PCR). Utilizou-se quatro amostras
de T. cruzi isoladas de triatomineos em diferentes regides brasileiras devidamente
criopreservadas em cultura e posteriormente reativadas, sendo os isolados ALVANI,
AQ1-7 e MUTUM classificados como Tcl e o isolado PV como TcIV. Em relacido ao
estudo bioldgico, os isolados de Tcl apresentaram parasitemia subpatente, e uma
varia¢do no potencial patogénico e na infectividade acompanhado de baixa viruléncia na
fase aguda pela sobrevida de 100% dos animais. Os isolados ALVANI e AQ1-7 foram
considerados patogénicos, porém, com baixa infectividade, ao passo que, MUTUM e
PV (TclIV) evidenciaram elevada infectividade e baixa patogenicidade. O tropismo
tecidual apresentado pelos isolados de Tcl foi predominantemente por musculatura
estriada e lisa, no entanto, o isolado PV demonstrou tropismo pelo coragdo. Os
resultados relacionados ao componente genético demonstraram a existéncia de uma
ampla variabilidade genética entre populacdes sanguineas e teciduais, ao passo que, as
populacdes do inéculo, sangue e cultura demonstraram uma importante homogeneidade
intra-especifica relacionada aos quatro isolados de 7. cruzi, ndo evidenciando diferencas
entre as linhagens de camundongos. As diferengas entre os isolados de Tcl podem ser
atribuidas a existéncia de populagdes polares associada com a auséncia ou capacidade
de produzir lesdes. Estes fatores podem explicar as controvérsias clinicas encontradas

nas infeccdes humanas pelo Tcl em diferentes regides endémicas.
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ABSTRACT

The populations of Trypanosoma cruzi (Tc) show high biological and genetic variability
and are classified into six groups Tcl - TcVI Currently, data concerning the
pathogenicity of the Tcl are conflicting and may be due to host genetic component and
spread to humans in populations of 7. cruzi restricted to a wild environment. However,
the insertion of new vectors in the domestic environment enables contact 7. cruzi wild
with new hosts, increasing the genotypic variability by modifying their pathogenic
potential. The study of biological behavior was conducted using groups of 15 Swiss,
Balb/c and C57BL/6 male mice that were infected intraperitoneally with 1 x 10*
trypomastigotes to evaluate the infectivity, virulence, blood and tissue
parasitism, pathogenicity, tissue tropism and genetic variability of the LSSP-PCR (Low
Stringency Single Specific Primer - PCR). We used four samples of T. cruzi isolates
from triatomines in different Brazilian regions properly cryopreserved in culture and
subsequently reactivated; isolates ALVANI, AQ1-7 and MUTUM classified as Tcl and
PV isolated as TcIV. In relation to the biological study, the Tcl isolates showed
parasitemia subpatent, and a variation in the infectivity and pathogenic potential
followed by a low virulence in the acute phase by a 100% survival of animals. The
isolates ALVANI and AQI1-7 were considered pathogenic, but with low infectivity,
whereas, MUTUM and PV (TcIV) showed the high infectivity and low
pathogenicity. The tissue tropism presenting by isolates of Tcl was smooth and striated
muscle, however, the isolated PV showed tropism for the heart. The results related to
the genetic component demonstrated the existence of a large genetic variability among
populations of blood and tissue, while the populations of the inoculum, and blood
culture showed a significant intra-specific homogeneity related to the four isolates of
T. cruzi, showing no differences between strains of mice. Most of the tissues analyzed
inter-specific manner was grouped according to isolate analyzed showing the
maintenance of characteristics within each population. TcI strains differences could be
attributed to the polar populations associated with and without the capacity to produce
lesions. These facts may explain the clinical controversies found in Tcl human

infections in different endemic regions.

VIII



Marden E. Mattos Jr. Sumario

SUMARIO
DEDICATORIA........ccooooorviimmrreiiimeneeessee st sssssses st ssssse s ssssssssssssssssssssns v
AGRADECIMENTOS ... ..ottt e A%
RESUMO ...ttt ettt et e be e st e s bee st eas VII
ABSTRACT ...ttt ettt sttt st ae s VIII
LISTA DE TABELAS ...ttt XII
LISTA DE FIGURAS ...ttt XIII
TINTRODUGAO ..ot 17
1.1 HISEOTICO ..ttt ettt ettt sttt enane e 17
1.2 ASPECLOS GETALS ..eeeuivieeiiieeiiieeeiiteeeitee ettt e ettt e ettt e ettt e st e st e e sbt e e s bt e e sabeeesabeeenane 17
1.3 TrYPANOSOMA CTUZE «.eeeeieeeiiieeeeeee ettt ettt e s et e e s s iaaa e e e naaeeeas 18
1.3.1 Ciclo evolutivo do TrypanoSoma CrUZL .........c.eeeeueeeeveeecueeeeireeenieeeneeeenveeennes 20
1.3.2 Caracteristicas genotipicas do Trypanosoma Cruzi ............cccceeecueeeeueeneeeennnne. 21
1.4 A doencga de Chagas ........ccocueeeiiieiiiiieeiieeete ettt ettt e s e e 24
2 JUSTIFICATIVA Lttt 26
SBOBIETIVOS ..ttt sttt 27
3.1 ObBJELIVO GEIAL ..ottt et ettt e 27
3.2 Objetivos ESPECTIICOS ..eeiuviiiiiiiiiiieiiteeeiie ettt 27
4 MATERIAIS E METODOS .......cooovvvtmriiimreiiiereisesessesssssessssssesssssssssssesssens 28
AT ANIIMAIS ettt et ettt et ettt b e st e b e st ens 28
4.2 Amostras de 7. cruzi e infeccao experimental ............cooceeeviieinieeenieennieeniieennns 28
4.3 Avaliagao parasitOlOZICA ......eeevuuieriuiiiiiiiieeiieee ettt e 29
4.4 Reisolamento do parasito pela hemocultura ............cccccveevciveeniiieeniieeniieeieeeenn 30
4.5 Avaliagao da intensidade do processo inflamatorio e tropismo tecidual ............. 31
4.5.1 Coleta de tECIAOS .....eerureiiiirriiiieeie ettt ettt et 31
4.5.2 HiStOPALOLOZIA «...eeeeniiiiiiiieeieee ettt ettt ettt et e st e s e e sbee e 32
4.6 Extracdo do DNA em amostras de sangue, cultura e tecidos..........c.ceeeveeeureennnen. 32
4.6.1 Extracao do DNA em amostras de SANZUE .........ccccuveerureerieeerieeenreeenveeernneeanns 32
4.6.2 Extracao do DNA em amostras de culturas ...........ccooceeevieeinieennieennieeneeennee 33
4.6.3 Extrac@0 do DINA de tECIAOS ..eovuvviiruiiiiiiiiiiiiieeiieeeiteeeite et 34
4.7 Deteccgdo e caracterizacdo genética do 7. cruzi a partirda PCR ......................... 34
4.7.1 Amplificac@o especifica dO T. CTUZI ...eeeveeerveeeeiieeiie ettt 34
4.7.2 LSSP-PCR (Low Stringency Single Specific Primer - PCR) ..................... 35

IX



Marden E. Mattos Jr. Sumario

4.7.3 Andlise filogenética da variabilidade intra e inter-especifica ..........ccccceeerueennns 36
4.8 ANALISE ESTALISTICA ...veeuvreruiieiieeieeiie ettt ettt 37
SRESULTADOS ...ttt ettt et 38
5.1 Avaliac@o da parasitemia pelo exame a fresco (EF) e microhematécrito (MH)... 38
5.2 Avaliac@o da parasitemia pela hemocultura ............ccccceeeeeiieniiieeniiecniieeiee e, 40
5.3 Avaliagdo do parasitismo tecidual pela PCR especifica.........ccccceeviieiniieinniennns 42

5.3.1 Distribuicdo do parasitismo tecidual total de acordo com os isolados e a
linhagem de camuNAONZO ......c.ceeveviiiiiieiiiie ettt et e e sbeeesaaeeenneeenes 42
5.3.2 Distribui¢ao do parasitismo tecidual de cada isolado do T. cruzi de acordo
com as linhagens de camundONZOS ........c.ceeruiiiriiiieiiiieiieeeteeeeeeee et 43
5.3.3 Distribuicdo da positividade da PCR tecidual na musculatura estriada, lisa e
[o0) 2T o T USRS 45
5.3.4 Andlise da capacidade infectante do 7. cruzi 1 para camundongos pela
deteccao do parasitismo tecidual € SANGUINEO .........eeevvieeriieeriieeiiieeieeeeee et 47
5.4 Avaliacdo histopatoldgica pela hematoxilina € €0Sina...........coccveeerieeenneeeniieeennne. 49
5.4.1 Andlise descritiva da andlise histopatologica entre as linhagens de
CAMUNAONZOS ..evvtieeiniiiieeeeeiiieeeeritteeeerbtteeesitteeesaatteeesesstaeeeaasseeeeesanseeessanssaeessnnseeessnnnne 49
5.4.2 Anélise do processo inflamatdrio e parasitismo tecidual pela histopatologia.... 56
5.5 Avaliacdo da variabilidade do kDNA dos isolados de T. cruzi 1 (ALVANI,
MUTUM e AQ1-7) e T. cruzi IV (PV) pela técnica de LSSP-PCR ............ccccceeee 59
5.5.1 Perfis de LSSP-PCR dos INOCUIOS .....c...coiiiiiiiiiiiiienieieericeeee e 59

5.5.2 Andlise comparativa entre as assinaturas génicas dos isolados do 7. cruzi em

camundongos Balb/c, C57BL/6 € SWISS ..ccc.eeiviiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeee e 60
5.5.2.1 Amostras do isolado ALVANI ..o 60
5.5.2.2 Amostras do 1S01ado AQL-7 ..ccovvrrreiiiiiiiieeeeee e 62
5.5.2.3 Amostras do 1s0lado MUTUM .......cccccoiiiiiiiiiiiiiieeceeeeee e 64
5.5.2.4 Amostras do 1501ado PV ..o 66

5.5.3 Variabilidade do kDNA das populacdes teciduais dos isolados do 7. cruzi na
1INhagem Balb/C ....cccviiiiiiicieeee et 68
5.5.4 Variabilidade do kDNA das populacdes teciduais dos isolados do 7. cruzi na
[iNhagem CSTBLO .....oouuiiiiieee ettt et e 70



Marden E. Mattos Jr. Sumario

5.5.5 Variabilidade do kDNA das populacdes teciduais dos isolados do 7. cruzi na
JINNAZEIM SWISS ..nitiiiiiieeiiteeet ettt ettt e et e et e e e e e s e e aae 72
5.5.6 Anélise comparativa da variabilidade do kKDNA das populacdes de 7. cruzi do

in6culo, sangue, culturas e tecidos de cada isolado nas trés linhagens de

CAMUNAONZOS ..evvvteeeiiiiieeeeriitee e ettt e e e sitteeesattteeeesaateeeesaubtaeeeasbeeessnnsseeesanssseessssnsreesanns 74
5.5.6.1 Amostras do is0lado ALVANT .......cociiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 74
5.5.6.2 Amostras do i80lado AQL-7 .......ooeiiiiiiiiiieeieeee e 76
5.5.6.3 Amostras do is0lado MUTUM .......cccceiiiiiiiiiiiiniiieeiceeeeeee e 78
5.5.6.4 Amostras do 1s01ad0 PV ......cccoiiiiiiiiiiieeeeeee e 80
6 DISCUSSAOQ.........ooiiiiiriieeiieeie ettt 82
7 CONCLUSOES ......oooovmmiiiiiiesiieeiie sttt 94
8 REFERENCIAS ........ooooiiiiiieiieceieeise e ss s 96

ANEXO ...ttt ettt et b ettt eaaeeaean 111

XI



Marden E. Mattos Jr. Lista de Tabelas

LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Acompanhamento da parasitemia dos isolados de Tcl pelo exame a fresco
(EF) e microhematdcrito (MH) durante 30 dias de infecgao..........coocevevieeeniieeniiennneen. 39

Tabela 2: Deteccdo do parasitismo sanguineo e tecidual do isolado PV (TcIV) de
acordo com a linhagem de camundongo............ccceeeiiieriiiiniiiiiniieeiceeeeeee e 39

Tabela 3: Reisolamento das populacdes de Tcl pela hemocultura no 15° dia de infec¢ao
de acordo com a linhagem de camundOngO............covvuieeriiieeniiieiniiieiie et 39

Tabela 4: Reisolamento das populacdes de Tcl pela hemocultura no 60° dia de infec¢ao
de acordo com a linhagem de camundOngO............ceevuieeriiiiiniiieiniiieiee e 39

Tabela 5: Percentual da positividade tecidual total dos isolados de 7. cruzi nas
linhagens de camundongos pela PCR de acordo com os isolados. (*) p < 0,001, (*) p <

Tabela 6: Distribui¢do tecidual do 7. cruzi avaliado pela amplificacio do kDNA e HE
no coragdo, musculatura lisa, musculatura estriada e figado/baco de acordo com o
isolado do parasito e a linhagem do animal............ccccceeeriiiiiiiiiniiiinie e 46

Tabela 7: Andlise comparativa dos diferentes métodos de deteccdo da capacidade
infectante das diferentes populagdes de Tcl para camundongos, independente da
JINNAZEIM. ..ottt e e et e e et e e st e e e sbeeetbaeeaaeeeabeeenbaeeenneeens 48

Tabela 8:.Andlise comparativa dos diferentes métodos de deteccdo da capacidade
infectante dos trés isolados de 7. cruzi I de acordo com as linhagens de
CAMUNAONZOS ....eeetteeitteeeiteeeiteeeite e et e e et e e e eabteesabeeesabeeesabeeesabeeessbeessbeeasseesbseessseesanneens 48

Tabela 9: Distribuicdo do parasitismo tecidual dos isolados de 7. cruzi avaliada pela
PCR e HE e sua relacdo com a intensidade do processo inflamatorio.............ccccueeneee. 58

XII



Marden E. Mattos Jr. Lista de Figuras

LISTA DE FIGURAS

Figural: Curva de parasitemia apds infec¢ao pelo isolado de TcIV (PV) durante 30
dias, pelos métodos de exame a fresco € microhematOCTito.......ccoveeeviveeeniveeenireerireennnee. 41

Figura 2: Andlise comparativa da drea sobre a curva de parasitemia do isolado PV entre
as linhagens de camundongos a partir do método de Bezout (regra dos trapézios). (*) p <

Figura 3: Produtos da reacdo de PCR tecidual utilizando os iniciadores 121 e 122 apds
amplificacio em gel poliacrilamida 6,0%. 3-coragdao/Balb/c, 4-JGE/Balb/c, 5-
musculo/Balb/c, 6-figado/Balb/c, 7-coragao/C57BL/6, 8-JGD/C57BL/6, 9-
musculo/C57BL/6, 10-bexiga/C57BL/6, 11-figado/C57BL/6, 12-JGE/C57BL/6, 13-
coracao/Swiss, 14-JIC/Swiss, 15-musculo/Swiss, 16-bexiga/Swiss, 17-figado/Swiss, 18-
JGD/Swiss, 19-Diafragma/Swiss. (MM - marcador molecular/100pb; 1 e 2 - controles
negativos, JGE: Junc¢do gastroesofdgica; JGD: Juncdo gastroduodenal; JIC: Juncdo
TLIEOCECAL). ..ttt e e e e e e e e e e e et e e e e e e e eeatrarraeeeeeaaan 43

Figura 4: Andlise comparativa do parasitismo tecidual total dos isolados do 7. cruzi
detectado pela PCR nos diferentes 6rgaos nas linhagens de camundongos Balb/c,
CS5TBL/6 € SWisS. (F) P < 0,001 ..ccueiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 44

Figura 5: Fotomicrografias histologicas da musculatura estriada esquelética (ileo psoas)
coradas com hematoxilina e eosina (H.E) de camundongos das linhagens (Swiss, Balb/c
e C57BL/6) infectados com 10.000 tripomastigotas (via intraperitoneal) dos isolados
AQ1-7 (Triatoma sordida - BA) e ALVANI (Panstrongylus megistus - MG). A, B e C:
Misculo estriado esquelético com parasitismo e miosite intensa e difusa. B e C:
Musculo esquelético com destruicdo de fibras musculares. D, E e F: Presenca de ninhos
de amastigotas no tecido muscular entre células do infiltrado inflamatério. Esse perfil
histopatoldgico foi detectado nas trés linhagens de camundongos infectados com o
isolado AQ1-7 e nos animais C57BL/6 infectados com o isolado ALVANI, nesse caso,
com auséncia de parasitismo (Setas: ninhos de amastigotas).........cceeeuveevvieeerrveerrineennnee. 51

Figura 6: Fotomicrografias histolégicas do musculo estriado cardiaco (miocérdio)
coradas com hematoxilina e eosina (H.E) de camundongos das linhagens Swiss, Balb/c
e C57BL/6, na fase aguda da infeccdo com 10.000 tripomastigotas (via intraperitoneal)
dos isolados AQ1-7 (Triatoma sordida - BA) e ALVANI (Panstrongylus megistus -
MG). G e H: Regido ventricular demonstrando parasitismo e infiltrado inflamatério
intenso (epicardite e miocardite). I e J: Regido atrial demonstrando infiltrado
inflamatério intenso e difuso (miocardite). L. e M: Infiltrado inflamatério intenso e
difuso seguido de parasitismo na regido ventricular e atrial respectivamente. Esse
comportamento foi semelhante nas trés linhagens de camundongos infectadas com o
isolado AQI1-7, e naqueles da linhagem Swiss infectados com o isolado ALVANI
(Setas: niNhOS de aMASTIZOLAS).....cerrurierriiiiriiieeiie ettt et et e et eeesieeeeiteesareeeaee 52



Marden E. Mattos Jr. Lista de Figuras

Figura 7: Fotomicrografias histoldgicas da musculatura lisa da bexiga coradas com
hematoxilina e eosina (H.E) de camundongos das linhagens Swiss, Balb/c e C57BL/6
na fase aguda da infec¢do com 10.000 tripomastigotas (via intraperitoneal) dos isolados
AQ1-7 (Triatoma sordida - BA) e ALVANI (Panstrongylus megistus - MG). N e O:
Infiltrado inflamatério intenso e difuso, caracterizando-se como miosite. P e Q:
Infiltrado inflamatério intenso e difuso. R e S: Infiltrado inflamatério difuso com
desorganizacdo de fibras musculares e parasitismo. Esse perfil histopatoldgico foi
semelhante nas trés linhagens de camundongos infectados com o isolado ALVANI e
naqueles da linhagem Swiss infectados com o isolado AQI-7 (Seta: ninho de
AIMNASTIZOTAS) . .vveeeuvreeeirreeeiteeeeteeestteeeeteeeeteesseeesseeessseeessseeessseeassseeensseesnsseesssseesssessnseesnns 53

Figura 8: Fotomicrografias histoldgicas da musculatura esquelética, miocardio e por¢ao
gastrointestinal, coradas com hematoxilina e eosina (H.E) de camundongos das
linhagens Swiss, Balb/c e C57BL/6 na fase aguda da infeccio com 10.000
tripomastigotas (via intraperitoneal) do isolado MUTUM (Panstrongylus megistus -
MG) T1 e T2: Processo inflamatério discreto e focal na musculatura esquelética com
auséncia de parasitismo, porém, observa-se a preservacdo da arquitetura tecidual em
grande parte do tecido. Ul e U2: Preservagdo da arquitetura tecidual cardiaca (atrial e
ventricular) pela auséncia de processos inflamatoérios e parasitismo. V1 e V2: Miosites
discretas e focais na porcdo gastroduodenal sem parasitismo. Este perfil histopatolégico
foi semelhante nas trés linhagens de camundongos, sendo que, a linhagem Balb/c
apresentou miocardites (ventriculares e atriais) discretas € foCais........cceeevveervveerruneenns 54

Figura 9: Fotomicrografias histolégicas da musculatura esquelética, miocéardio e por¢ao
gastrointestinal, coradas com hematoxilina e eosina (H.E) de camundongos das
linhagens Swiss, Balb/c e C57BL/6 na fase aguda da infec¢do com 10.000
tripomastigotas (via intraperitoneal) do isolado PV (Humano - RO). X1 e X2: Processos
inflamatoérios discretos e focais na musculatura esquelética com auséncia de parasitos.
W1 e W2: Miocardites moderadas e focais tanto no 4trio quanto no ventriculo, sendo
mais acentuada na unido atrioventricular, seguido de parasitismo. Z1 e Z2: Miosites
discretas e focais nas por¢des, gastroduodenal e ileo-cecal, com auséncia de parasitos
dispersos no tecido. Este perfil histopatolégico foi observado nas trés linhagens de
camundongos, ao passo que, na linhagem C57BL/6 ndo se observou parasitismo (Seta:
NINHNO A€ AMASTIZOLAS).....viieriiieiiieeiiieeiee ettt te e et e e et e e s aeeessbeeesseeesseeensaeesnseeennnes 55

Figura 10: Parasitismo tecidual total referente as trés linhagens de camundongos ap6s
andlise histopatoldgica qualitativa (1= 6)........cceecurieriiieriiiieeieeeriee e eaee e 57

Figura 11: Média de intensidade do processo inflamatério no coracdo, juncgdes
intestinais, bexiga e musculatura esquelética nas trés linhagens de camundongos, sendo
considerado ausente (0), discreto (1), discreto a moderado (1,5), moderado (2,0) e
moderado a intenso (3) (n = 6) (Chapadeiro, 1967)........ccccvvevivieriiieerieeeieeeiee e 57

Figura 12: Fenograma referente as populagdes de 7. cruzi presentes nos indculos de
cada isolado apds andlise pelo LSSP-PCR.........ccoooiiiiiiiiiiiecieeeeeeeee e 59

XIV



Marden E. Mattos Jr. Lista de Figuras

Figura 13: Fenograma referente aos perfis de LSSP-PCR das populagdes de 7. cruzi do
isolado ALVANI no inéculo, sangue e tecidos (coragdo, musculo esquelético e bexiga)
nas linhagens de camundongos Balb/c, C57BL/6 € SWiSS......cccccverriiiiiieennieenieenineen. 61

Figura 14: Fenograma referente aos perfis de LSSP-PCR das populag¢des de T. cruzi do
isolado AQ1-7 no indculo, sangue e tecidos (coracdo, musculo esquelético e bexiga) nas
linhagens de camundongos Balb/c, C57TBL/6 € SWiSS......ccccveerieeriieeeiieeeieeeieeeeieeenne 63

Figura 15: Fenograma referente aos perfis de LSSP-PCR das populagdes de 7. cruzi do
isolado MUTUM no indéculo, culturas (15° e 60° dia) e tecidos (coragdo, musculo

Figura 16: Fenograma referente aos perfis de LSSP-PCR das populagdes de 7. cruzi do
isolado PV no indculo, culturas (15° e 60° dia), sangue e tecidos (coragdao, musculo

Figura 17: Fenograma referente as populagdes de 7. cruzi dos quatro isolados nos
tecidos da linhagem Balb/c apds andlise pelo LSSP-PCR..........cccooviiviiiiniiinieeeiieen, 69

Figura 18: Fenograma referente as populagdes de 7. cruzi dos quatro isolados nos
tecidos da linhagem C57BL/6 ap6s andlise pelo LSSP-PCR...........cccccoeviieiiieniieennn. 71

Figura 19: Fenograma referente as populagdes de 7. cruzi dos quatro isolados nos
tecidos da linhagem Swiss apds andlise pelo LSSP-PCR............cccccoviiiiiiiiiiniieeieee, 73

Figura 20: Fenograma referente as populacdes de 7. cruzi do isolado ALVANI no
in6culo, sangue e tecidos nas trés linhagens de camundongos separadamente apds
andlise pelo LSSP-PCR ..ot 75

Figura 21: Fenograma referente as populacdes de 7. cruzi do isolado AQI1-7 no

indculo, sangue e tecidos nas trés linhagens de camundongos separadamente apds
andlise Pelo LSSP-PCR........cooiiieeeee et e e 77

Figura 22: Fenograma referente as populacdes de 7. cruzi do isolado MUTUM no
in6culo, culturas e tecidos nas trés linhagens de camundongos separadamente apds
andlise Pelo LSSP-PCR........cooiiii e 79

XV



Marden E. Mattos Jr. Lista de Figuras

Figura 23: Fenograma referente as populacdes de 7. cruzi do isolado PV no indculo,
sangue, culturas e tecidos nas trés linhagens de camundongos separadamente apds
andlise pelo LSSP-PCR........cooii e 81

XVI



INTRODUCAO



17

Marden E. Mattos Jr. Introducdo

1 INTRODUCAO

1.1 HISTORICO

Em 1908, Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas, médico e pesquisador do
Instituto de Manguinhos (Instituto Soroterapico Federal/1900-07) no Rio de Janeiro,
atualmente Instituto Oswaldo Cruz, preparava-se para mais uma expedi¢ao destinada ao
controle da Maldria em Lassance - Minas Gerais, no entanto, em um estudo paralelo,
deparou-se com um novo Trypanosoma (T. minasense) parasitando um sagui (Happale
penicillata ou Callithrix penicillata). A partir deste achado e da colaboracdo
involuntdria de Cornélio Homem Cantarino Mota (chefe de engenharia das obras da
ferrovia entre Corinto e Pirapora), que lhe mostrou um inseto hemat6fago denominado
regionalmente como barbeiro ou chupanca, Carlos Chagas iniciou as investigacdes
naquela que, posteriormente, seria uma das mais importantes doencas endémicas do
interior do pais. Nas fezes destes insetos (Conorrhinus megistus ou Panstrongylus
megistus), Chagas, descobriu outro flagelado com morfologia distinta ao encontrado
anteriormente € o nomeou de Schizotrypanum cruzi (Chagas, 1909), atualmente
Trypanosoma cruzi, em homenagem ao ilustre epidemiologista Oswaldo Gongalves
Cruz, seu amigo e mestre. Meses depois, no Instituto Oswaldo Cruz, desvendou o ciclo
de vida do protozodrio no vetor, em pequenos mamiferos e, ao retornar a regido de
Lassance, detectou os primeiros casos da doenca em humanos, que foi denominada por
Miguel Couto, o entdo presidente da Academia Brasileira de Medicina, como “doenca
de Chagas” (Dias & Coura, 2008).

A descri¢do da doenca de Chagas foi uma das maiores descobertas cientificas
uma vez que um mesmo pesquisador identificou o agente etiologico (7. cruzi), seu ciclo
evolutivo, o inseto transmissor, o reservatorio silvestre do 7. cruzi (sagui e tatu galinha)

e, ainda, as fases aguda e cronica da doenca e suas manifestacoes clinicas.
1.2 ASPECTOS GERAIS

A doenga de Chagas ou tripanossomiase americana caracteriza-se como uma
antropozoonose, e a partir de estudos geoldgicos, estima-se que ha aproximadamente 15

mil anos iniciaram-se os primeiros focos endémicos da doenca pela colonizacdo humana
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no continente americano, apesar da pré-existéncia do agente etiologico 7. cruzi
(Kinetoplastida, Trypanosomatidae) a 150 milhdes de anos (Briones et al., 1999).
Atualmente existem 8 milhdes de individuos infectados em d&reas endémicas
estendendo-se desde o sul da Argentina ao sul dos Estados Unidos, causando 14 mil
6bitos anuais (WHO, 2007) e estima-se que 100 milhdes estejam expostos a infec¢do
em todo o continente (Weekly, 2007).

Os aspectos epidemioldgicos atuais demonstram claramente o declinio da
transmissdo vetorial, atribuido aos programas de combate ao vetor e a urbanizagdo. A
certificacdo da Organizagcao Pan-Americana de Satide (Opas), em 2006, incluiu o Brasil
como livre da transmissdo pelo Triatoma infestans, assim como o Chile e Uruguai
(WHO, 2007). Contudo, existem cerca de 130 espécies de triatomineos com potencial
para dar continuidade ao ciclo evolutivo da doenca, das quais 52 descritas no Brasil
(Coura & Dias, 2009), além de 100 espécies de reservatérios silvestres (marsupiais,
morcegos, roedores, xenartros, lagomorphos, carnivoros, primatas) e domésticos (caes,
gatos, ratos domésticos, camundongos, caprinos, suinos) susceptiveis a infec¢do natural
pelo T. cruzi (Devera et al., 2003; Coura & Dias, 2009). Passaros, répteis e peixes nao
sao infectados devido a sintese fisioldgica de “lisinas” que destroem o parasito 7. cruzi
(Coura & Dias, 2009).

Em humanos, além do contagio através do contato com as fezes do triatomineo
contaminadas, pode haver infeccdes por transfusdes sanguineas, transplantes de 6rgaos,
transmissdo congénita e, mais raramente, por ingestdo de alimentos contaminados e
acidentes laboratoriais (Dias, 2000). Apesar do declinio da transmissdo vetorial, a forma
de contdgio via oral tem se tornado um problema em algumas regides, principalmente
na Amazonia brasileira. Mais de 50% dos casos agudos da doenga de Chagas na regiao
Amazonica entre 1968 e 2000, sdo atribuidos a microepidemias devido a esse tipo de

transmissao (Coura et al., 2002).

1.3 Trypanosoma cruzi

O T. cruzi é um protozodrio uniflagelado pertencente a ordem Kinetoplastida,
familia Trypanosomatidae e agente etiolégico da doenca de Chagas.

Uma caracteristica desta ordem € a presenca do cinetoplasto, uma organela
intracelular rica em DNA, equivalente a uma unica mitocondria que diferencia-se das

células eucarioticas com localizagdo especifica entre as formas evolutivas do 7. cruzi. A
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mitocondria do 7. cruzi possui maior quantidade de material genético extracelular que
qualquer outra mitocondria eucaridtica correspondendo a 15% do DNA total do parasito
(Lukes et al., 2002) sendo constituida de dois tipos de moléculas circulares e
enoveladas, os maxicirculos e os minicirculos (kDNA).

Os maxicirculos possuem uma regido conservada e uma varidvel, e fungdes
semelhantes as do DNA mitocondrial de células eucariotas, codificando subunidades de
enzimas como citocromo b, ¢ e ATPsintase e genes que necessitam de modificacdo pds-
transcricional por edi¢do do RNA mensageiro (mRNA), codificando tanto o RNA
ribossOmico quanto proteinas necessarias para o desenvolvimento biolégico e genético
do parasito (Myler, 1993).

Os minicirculos estdo envolvidos na formacdo de pequenos RNAs guias que
fazem o controle da especificidade no processo de edicio dos mRNA formados a partir
dos maxicirculos, contribuindo para o enorme contetido e heterogeneidade no DNA
mitocondrial do parasito, representando 95% das moléculas componentes sendo a maior
parte do componente genético do kDNA com cerca de 5 a 10 mil minicirculos
(Campbell et al., 2003).

Os primeiros marcadores utilizados para a caracterizacdo do 7. cruzi foram a
partir de andlises eletroforéticas de isoenzimas, denominadas zimodemas ou MLEE
(Multilocus Enzyme Electrophoresis), classificando o T. cruzi em zimodemas Z1, Z2 e
73 (Miles, 1978).

O desenvolvimento de marcadores moleculares, tais como, a obten¢do de
esquizodemas a partir de perfis de restricio do kDNA, deteccdo de polimorfismo pelas
técnicas de impressoes digitais de DNA, LSSP-PCR (Low Stringency Single Specific
Primer - PCR), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphisms), cariotipagem e a variabilidade observada nos perfis
de microssatélites, genes de rDNA, mini-exon e mitocondriais (Morel et al., 1980; Sloof
et al., 1983; Sturm e al., 1989; Avila et al., 1991; Murthy et al., 1992; Souto &
Zingales, 1993; Vago et al., 1996; Freitas et al., 2006), permitiu estabelecer a
variabilidade genotipica do 7. cruzi, revelando caracteristicas bioldgicas relacionadas a
sua evolugcdo genética evidenciando a importancia desse tipo de estudo para a
investigacdo do processo evolutivo e epidemioldgico da doenga de Chagas.

A hipdtese sobre a evolucdo clonal proposta para o 7. cruzi revela que
populacdes com caracteristicas genéticas e bioquimicas idénticas, possam vir a

apresentar associacdes clinicas e epidemioldgicas importantes (Tibayrenc & Ayala,
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1991), porém, estudos demonstram que uma relacdo entre as formas clinicas dos
pacientes chagasicos e os isolados de 7. cruzi ainda ndo pode ser totalmente
estabelecida (Lages-Silva et al., 2001 e 2006).

Em dreas endémicas os diversos contatos entre o parasito, vetores € oS
hospedeiros vertebrados propiciam o aparecimento de populagdes policlonais do T
cruzi. A multiclonalidade inerente ao 7. cruzi pode interferir no potencial patogénico, na
viruléncia e dificultar a classificacdo genotipica destas populacdes as quais podem ser
selecionadas por fatores como a distribui¢do geogréfica, exposi¢do ao sistema imune e
pelo background genético do hospedeiro (Bertoli et al., 2006).

Dados na literatura divergem em relacdo a patogenicidade do 7. cruzi entre as
populacdes isoladas de ambientes silvestres e domésticos, sendo que alguns estudos
relatam uma maior patogenicidade para isolados do ciclo doméstico (Fernandes et al.,
1998; Freitas et al., 2005; Lages-Silva et al., 2006). A predominancia do 7. cruzi 1,
considerado silvestre, tem sido relatada em infec¢des agudas em humanos na Colombia,
Meéxico e Venezuela sendo nesse ultimo associada a casos graves de miocardite aguda

(Afies et al., 2004; Mejia-Jaramillo et al., 2009).

1.3.1 CICLO EVOLUTIVO DO Trypanosoma cruzi

O T. cruzi inicia seu ciclo biolégico apds o repasto sanguineo pelo hospedeiro
invertebrado que ingere as formas tripomastigotas circulantes que se transformam em
formas multiplicativas epimastigotas e na regido da ampola retal iniciam o processo de
metaciclogénese.

Todo este processo culmina com o aparecimento das formas tripomastigotas
metaciclicas, que parece ser ativado por interagdes hidrofébicas entre o flagelo do
parasito e a cuticula superficial do epitélio intestinal posterior do triatomineo (Bonaldo
etal., 1988).

A metaciclogénese estd relacionada a fatores ambientais que favorecem o
surgimento de variagdes genotipicas que promovem mudancas na expressao gé€nica e,
consequentemente, na sintese de proteinas e na morfologia do parasito. Fatores como
saliva, enzimas digestivas, alteracoes de osmolaridade, pH e temperatura do
compartimento intestinal, induzem a variacdes morfolégicas no parasito. Sao
observadas mais de 18 formas no hospedeiro invertebrado e estas alteragdes que

também sdo influenciadas pelo préprio vetor, servem como parametro para se imaginar
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que na relacdo parasito-hospedeiro possa haver indug¢do de diferentes padrdes na
expressao génica do 7. cruzi (Kollien & Schaub, 2000).

O triatomineo, no momento da hematofagia, ingere grande quantidade de sangue
e simultaneamente realiza o processo de diurese liberando vérios parasitos junto as
excretas. A contaminacdo de mamiferos pode ocorrer apds o contato com formas
tripomastigotas metaciclicas depositadas na superficie lesada pela probdscida do vetor

no momento da picada, ou por contato com mucosas.

1.3.2 CARACTERISTICAS GENOTIPICAS DO Trypanosoma cruzi

Andlises no cariétipo sugerem que o 7. cruzi seja dipléide e que seu genoma esta
distribuido entre 20 e 40 pares de cromossomos homdlogos, que geralmente diferem em
tamanho. Pedroso et al. (2003) observaram distancias filogenéticas entre os grupos 7.
cruzi I, T. cruzi 11 e hibridos baseados nos dados de variacdo do tamanho dos
cromossomos e ainda demonstraram que o tamanho do genoma das cepas pertencentes
ao T. cruzi 1 foi menor que o do 7. cruzi II. Seu genoma foi sequenciado recentemente
utilizando a cepa hibrida CL-Brener (El-Sayed er al., 2005) estimando-se que possua
entre 106,4-110,7Mb em média.

O parasito exibe uma extensa diversidade genética e foi dividido anteriormente
em duas linhagens genotipicas, 7. cruzi 1 e T. cruzi II. Isolados de Tcl foram
caracterizados e inseridos no zimodema Z1 (grupo 2 por 24Sa rDNA e mini-exon)
apresentando baixa parasitemia em humanos chagasicos, ja os isolados de Tcll, foram
inseridos no zimodema Z2 (grupo 1 por 24Sa rDNA e mini-exon) e causam infecc¢oes
com alta parasitemia em dareas endémicas clédssicas (Zingales et al., 1999; Pena et al.,
2009).

Entretanto, alguns isolados de 7. cruzi, apds a caracterizagdo molecular, ndo
foram agrupados nas duas linhagens consideradas puras, portanto, isolados
indeterminados e de comportamento hibrido que possuiam caracteristicas genotipicas
tanto do grupo 1 quanto do grupo 2 pelo rDNA, foram inseridos no zimodema Z3
(Souto et al., 1996; Stolf et al., 2003).

Brisse et al. (2000b, 2001) através de andlises de isoenzimas e RAPD,
identificaram a subdivisdo do taxon 7. cruzi em seis linhagens ou DTU (Discrete
Typing Units) 1, Ila, IIb, Ilc, IId, Ile, sendo o DTU I correspondente a linhagem 7. cruzi
I e o DTU IIb correspondente a linhagem 7. cruzi II. As sublinhagens IIb, IId, Ile
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relacionam com ambientes domésticos, ao passo que, as sublinhagens Ila e Ilc se
relacionam com o ambiente silvestre (Brisse et al., 2000b; Tibayrenc, 2003), sendo que
a sublinhagem Ila est4 envolvida no aumento de casos agudos da doenca de Chagas na
AmazoOnia Brasileira, através da transmissao enzodtica, pela presenca continua de
humanos no ambiente silvestre (Lewis et al., 2009). De acordo com Freitas et al.,
(2006), alguns isolados poderiam se agrupar tanto no grupo Tcl quanto no Tcll,
determinando-os como populagdes hibridas (Ila, IId e Ile), e outros inconclusivos
pertencentes ao zimodema 3.

Estudos recentes por Freitas et al. (2006), analisaram isolados de 7. cruzi
observando simultaneamente os perfis de amplificacdo de cinco locos de microssatélites
do dominio divergente D7 do gene 24Sa do rDNA e do gene mitocondrial (COII -
subunidade II da enzima citocromo oxidase), € propuseram a existéncia de uma terceira
linhagem principal do 7. cruzi, denominada de T. cruzi I11.

Recentemente, Zingales et al. (2009) estabeleceram uma nova nomenclatura
referente a classificacdo do 7. cruzi, recomendando-se a divisdo das populacdes do 7.
cruzi em 6 DTU denominadas T.cruzi 1, II, 1II, IV, V e VI, sendo as duas primeiras
linhagens puras e as demais, hibridas, correspondentes aos DTU I, 1Ib, Ilc ,I1a, I1d e Ile
respectivamente (Brisse et al., 2000a, 2001).

O ciclo do T. cruzi alterna-se entre hospedeiros invertebrados e vertebrados, no
entanto, apenas o vetor invertebrado realiza a transmissdo horizontal indireta em
hospedeiros vertebrados. De acordo com a distribuicdo geogréfica e a preferéncia dos
insetos vetores por condicdes ambientais a eles favordveis, definem-se dois ciclos, um
silvestre e um doméstico/peri-doméstico.

O ciclo doméstico, representado por populagdes de 7. cruzi Il e as demais
caracterizadas como hibridas (TcIV, TcV e TcVI), possuem maior variabilidade
genética e maior patogenicidade, tendo o homem e animais do convivio humano como
reservatorios (Tibayrenc, 2003; Zingales et al, 2009). Isolados inseridos no 7. cruzi 111
ndo sio considerados causadores da doenca de Chagas em humanos (Zingales et al,
2009).

O ciclo silvestre, representado por populagdes denominadas de 7. cruzi I,
relaciona-se com espécies distintas de triatomineos e pequenos animais, possuindo
caracteristicas mais homogéneas em relacio ao componente genético € menor
patogenicidade (Zingales et al., 1999; Afes et al., 2004). Herrera et al. (2007),

subclassificaram a linhagem Tcl em quatro haplétipos (a, b, c, d), baseando-se em
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sequéncias de 56 nucleotideos através da andlise de microsatélites (posi¢ao 15-40), e
posteriormente, andlises filogenéticas associadas a regides polimorficas do gene
miniexon e constataram uma variabilidade intra-especifica relacionada a polimorfismos
de um nucleotideo (SNP), que possivelmente, influencia processos pds-transcricionais
no parasito, refletidos durante a traducdo protéica (Falla et al., 2009). Diante disso,
determinaram caracteristicas bioldgicas distintas entre os isolados de diferentes regides,
e observaram que o haplétipo la relaciona-se com vetores domiciliados e humanos, o
haplétipo Ib, encontrado em infec¢des humanas, relaciona-se com vetores silvestres, o
haplétipo Ic, ndo completamente caracterizado, possivelmente, insere-se no ciclo
silvestre, e por fim, o hapldtipo Id, parece estar inserido em ambientes silvestres
relacionando-se com diferentes vetores e reservatérios como R. prolixus e D.
marsupialis na Colémbia.

Estes achados revelaram a existéncia de constantes modificacdes genotipicas em
populacdes de Tcl na Colombia, e estas modificagdes, possivelmente podem induzir
mudancas no comportamento biolégico do parasito, interferindo no potencial
patogénico.

Estudos recentes demonstram que as diferentes populacdes podem circular em
ambos ambientes (Fernandes et al., 1998; Afies et al., 2004), e que ambos, Tcll e TcV,
podem causar as formas cardiaca e digestiva (Zingales et al., 2009).

O controle vetorial através do uso de inseticidas tem eliminado o Triatoma
infestans, ocultando o ciclo doméstico e diminuindo a acdo do 7. cruzi II. No entanto,
dados ndo publicados, realizados pelo nosso grupo t€ém evidenciado que outras espécies
de vetores, como o Panstrongylus megistus, Triatoma sordida e Triatoma brasiliensis,
participam ativamente dos ciclos silvestre e doméstico na regido do Triangulo Mineiro,
Bahia e Rio Grande do Norte respectivamente, observado também por Ramirez et al.
(2002), que demonstrou a presenca de P. megistus € R. neglectus na regiao do Triangulo
Mineiro. Este fato, aliado ao contato mais intenso dos vetores e reservatorios silvestres
com o ser humano sugerem que € possivel introduzir cepas do 7. cruzi 1 no ciclo
doméstico da doenca de Chagas. Estes isolados podem sofrer variagcdes genotipicas em
consequéncia a uma sele¢do natural devido ao contato com novos reservatorios, e
possivelmente aumentando o potencial infectante e patogénico de populacdes isoladas
de animais silvestres em relacdo as isoladas de humanos e triatomineos (Bertoli et al.,

2006).
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1.4 A DOENCA DE CHAGAS

O mecanismo especifico associado com o estabelecimento e a manutengdo de
diferentes formas clinicas na doenca de Chagas é multifatorial, envolvendo ambos,
parasito e hospedeiro (Dutra et al., 2005). A razdo pela qual a doenga se desenvolve de
forma grave em alguns individuos ou de maneira indeterminada, ainda néo foi revelada.

Andlises genotipicas em diferentes isolados de 7. cruzi tém demonstrado que as
populacdes sdao extremamente polimdrficas (Tybayrenc et al., 1993; Buscaglia & Di
Noia, 2003). A presenca de diferentes populacdes de parasitos tem sido correlacionada
com as manifestacdes fisiopatoldgicas observadas nas diferentes formas clinicas da
doenca de Chagas (Vago et al., 2000), sugerindo que populacdes distintas
geneticamente, exibem caracteristicas préprias que determinam o tropismo tecidual e
podem influenciar a evolucao clinica da doenca (Macedo et al., 2004).

A doenca humana apresenta muitas varidveis clinicas, e apds a infec¢do, ha uma
pequena fase aguda caracterizada por uma elevada parasitemia e uma inflamacao
mononuclear focal devido a ruptura de células parasitadas, porém, com sintomatologia
inespecifica dificultando o reconhecimento do contdgio. A fase aguda inicia-se por volta
do sexto dia apds a infeccao, sendo observada até dois meses (Miles, 2003). Nota-se a
presenca de sinais caracteristicos como o sinal de Romana e o chagoma de inoculacao,
normalmente observados como edemas localizados na face (regido periorbital) e em
outros locais onde a penetragao do parasito possa ocorrer apds o repasto sanguineo.

Complicagdes neuroldgicas fatais e cardiacas na forma aguda, sdo observadas
em apenas 5% dos casos (revisado por Macedo et al., 2004), normalmente em criancas
menores de dois anos de idade (Coura & de Castro, 2002).

A infec¢@o evolui para uma fase crOnica com escassa parasitemia e um curso
clinico imprevisivel, permanecendo entre 60% e 70% dos pacientes na forma
indeterminada e com excelente progndstico por toda vida, ou desenvolverem a forma
sintomdtica com envolvimento cardiovascular e gastrointestinal em 25% a 30% dos
casos (Prata, 2001), evoluindo para uma forma irreversivel da doenga com
manifestacdes no miocardio e no trato digestivo. A patologia cardiaca é caracterizada
por uma miocardite cronica, iniciando-se por uma miocardite fibrosante focal e/ou
difusa causada por acdo direta do parasito, seus antigenos e a resposta inflamatéria que
frequentemente leva a cardiomegalia, falha cardiaca congestiva e arritmias podendo

levar a insuficiéncia cardiaca e morte subita (Tanowitz, 1992), tornando-se a primeira
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causa de lesdo cardiaca em adultos jovens economicamente ativos. A forma digestiva
estd presente em 6% a 10% dos casos nos quais ocorre dilatacdo do esdfago e do célon
(megaesofago e megacdlon respectivamente), decorrente de uma inflamacao cronica e
destruicao progressiva principalmente dos neurdnios parassimpaticos em sua maioria. A
sintomatologia € caracterizada por disfagia e constipacdo severa, entretanto, 3% dos
chagésicos poderdao apresentar comprometimento do sistema nervoso periférico (Dias &
Macedo, 2005).

Dados na literatura revelam que no infiltrado inflamatério de pacientes com
forma cardiaca existe predominio de células TCD8+ e reduzido nimero de células
TCD4+ (Higuchi et al, 1993a; Tostes et al., 1994), esse dado associado com a
diminui¢cdo do TCD4+ no sangue periférico de pacientes com formas avancgadas de
megaesdfago (Reis et al., 1996) sugere que algum tipo de imunossupressdao deve estar
associada aos parasitismos sanguineo e tecidual participando também na evolugdo das
formas sintomdticas da doenga de Chagas.

O tropismo tecidual parece ser determinado pelas subpopulacoes de linfécitos T
presentes nos Orgdos ou tecidos que possivelmente sdo organizados e ativados de
maneira regional (Meis et al., 2009). Experimentalmente, tem sido observado que o
controle do parasitismo nos midcitos do coracio € dependente de células TCD4+, e no
figado de células TCD4+ e TCD8+ (Russo et al., 1996). Entretanto, regides génicas do
MHC (Molécula de Histocompatibilidade) altamente polimérficas e relacionadas com
diferentes processos imunoldgicos, podem estar envolvidas no tropismo tecidual em
camundongos (Freitas et al., 2009).

A constatacio de que parasitos geneticamente distintos foram isolados em
individuos que possuem a mesma forma clinica da doenca, sugere que a resposta imune
do hospedeiro pode representar um importante fator na determinagdo do destino da
infeccao (Vago et al., 2000; Macedo et al., 2004).

A causa desse aspecto clinico varidvel da doenca nio estd bem esclarecida,
porém, tem sido observada uma distribuicdo geogréfica distinta entre populacdes de T.
cruzi, sugerindo uma possivel causa para esta ampla heterogeneidade de populagdes,
juntamente com a resposta imune e o background genético do hospedeiro (Macedo et

al., 2002).
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2 JUSTIFICATIVA

A variabilidade genética das populagdes de 7. cruzi e o envolvimento com
diferentes hospedeiros retratam a ampla diversidade epidemiolégica que a doenca de
Chagas tem demonstrado durante toda sua evolucao nos ultimos 100 anos de pesquisas.
Com o controle da transmissao vetorial pelo Triatoma infestans no Cone Sul tem
ocorrido uma diminui¢do progressiva de novos casos humanos da doenca, contudo, nao
se pode descartar a possibilidade de domiciliacdo de novos vetores.

A divisdo das populagdes do T. cruzi em seis DTU denominados Tcl, Tcll,
Tclll, TcIV, TcV e TcVI, demonstra a elevada heterogeneidade do parasito e abrem
novas perspectivas no estudo da doenca de Chagas. Porém, pouco se sabe sobre a
influéncia desses genétipos na patogénese e evolugdo das diferentes formas clinicas da
doenca humana e experimental. O Tcl e Tcll sdo consideradas linhagens puras e sdao
relacionadas principalmente com os ciclos silvestre e doméstico, respectivamente. O
Tcll tem sido considerado mais heterogéneo e patogénico para o homem que o Tcl.
Contudo, existem controvérsias associadas a patogenicidade das populagcdes do Tcl
sendo apontadas diferencgas regionais, ou seja, € mais patogénico nos paises andinos e
menos na AmazoOnia brasileira e alguns autores sugerem que exista menor variabilidade
genética em suas subpopulacoes.

Dados recentes encontrados por nosso grupo evidenciaram uma elevada
variabilidade genética do Tcl e mostraram a importancia do P. megistus como vetor de
acdo mutua em relacdo aos ciclos silvestre e doméstico na regido do Tridngulo Mineiro
(dados ndo publicados). Desse modo, populacdes circulantes no meio silvestre poderao
ser introduzidas no ciclo de transmissdao doméstico onde predomina o Tcll, gerando
novos perfis genéticos do parasito infectando a populagdo humana.

A exemplo do comportamento ji evidenciado para o Tcll, as diferencas na
infectividade e patogenicidade do Tcl podem estar associadas com a variabilidade
bioldgica e genética do parasito e/ou a caracteristicas genéticas e imunoldgicas do
hospedeiro as quais poderiam induzir selecio natural nas populacdes do Tcl,

justificando a realizac¢do do estudo.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a viruléncia, tropismo, patogenicidade e os perfis genéticos de

populagdes silvestres do 7. cruzi isoladas de vetores invertebrados e humanos, em

diferentes linhagens de camundongos na fase aguda da doenca de Chagas experimental.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

II.

I1I.

IV.

VL

Avaliar o comportamento de isolados do 7. cruzi 1 em trés linhagens de
camundongos (Swiss, Balb/c e C57BL/6) determinando as linhagens

susceptiveis e resistentes na fase aguda da infec¢do experimental;

Avaliar a influéncia das diferentes linhagens de camundongos (Swiss, Balb/c e
C57BL/6) na viruléncia e patogenicidade de um mesmo isolado do 7. cruzi I na

fase aguda da infeccdo experimental;

Correlacionar os perfis genéticos do kDNA das populacdes do 7. cruzi I com o
seu potencial infectante e patogénico na fase aguda da infec¢ao experimental em

diferentes linhagens de camundongos;

Comparar o comportamento biolégico e genético das populagdes do 7. cruzi 1

com um isolado silvestre da DTU TclV;

Avaliar a influéncia das caracteristicas genéticas dos camundongos na possivel

selecdo de populagdes do 7. cruzi na fase aguda da infec¢do experimental;

Determinar o tropismo e altera¢des histopatoldgicas induzidas pelos diferentes

isolados de T. cruzi nos diferentes modelos experimentais.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Swiss, e duas linhagens isogénicas Balb/c e
C57BL/6. A linhagem C57BL/6 possui um perfil imunolégico oposto a linhagem
Balb/c, sendo a primeira considerada resistente e a segunda sensivel ao 7. cruzi. O
padrao de resposta desenvolvido pelos animais C57BL/6 possui um perfil Thl com
resposta imune celular resistente a infec¢do por parasitos intracelulares, enquanto a
linhagem Balb/c possui um perfil Th2 gerando uma resposta humoral que os torna mais
susceptiveis as infeccdes por estes microorganismos. Entretanto a linhagem Swiss,
desenvolve uma resposta parecida com a humana sem um padrio pré-estabelecido
geneticamente, e isso faz com que a resposta a infec¢do seja uma incognita e muitas
vezes dependente do parasito.

Para cada isolado selecionado foram infectados 15 animais de cada linhagem,
pesando entre 18 e 25g e com aproximadamente quatro semanas de vida. Os animais
foram cedidos pelo Biotério do Departamento de Parasitologia da Universidade Federal
do Triangulo Mineiro - UFTM e mantidos no mesmo sob as devidas condicoes.

O projeto foi submetido e aprovado (ANEXO A) pelo Comité de Etica no Uso

de Animais - CEUA de acordo com o protocolo n® 115.

4.2 AMOSTRAS DE T. CRUZI E INFECCAO EXPERIMENTAL

Utilizamos quatro isolados de 7. cruzi (ALVANI, AQI1-7, MUTUM E PV)
criopreservados no banco de isolados e cepas do 7. cruzi da Disciplina de Parasitologia
da UFTM e previamente caracterizados por diferentes marcadores genéticos (dominio
divergente D7 do gene 24Sa rDNA, dominio de tamanho varidvel do gene 18S rDNA,
espacador nao transcrito do gene do mini-exon) (Brisse et al., 2001; Yeo et al., 2005), e
pelo marcador mitocondrial da subunidade II da enzima citocromo oxidase - COII
(Freitas et al., 2006).

Os isolados AQI1-7, ALVANI e MUTUM foram caracterizados como
pertencentes ao grupo Tcl e o isolado PV ao grupo TclV. Os isolados foram

procedentes de vetores silvestres e de humanos: AQ1-7: Triatoma sérdida - Agua
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Quente (BA); ALVANI: Panstrongylus megistus - Uberaba (MG); MUTUM:
Panstrongylus megistus - Uberaba (MG) e PV: Humano - Porto Velho (RO).

Os isolados PV e MUTUM foram descongelados na forma epimastigota em
meio LIT (Liver Infusion Tryptose) e cultivados em fase exponencial por
aproximadamente 15 dias a 28°C, dobrando o volume do meio LIT a cada trés dias até
atingir a concentragio de 1,0 x 10°® células/mL. Posteriormente, foi induzida a
metaciclogénese por meio de estresse nutricional, em meio Triatomine Artificial Urine
incompleto (TAU) (Bonaldo et al., 1988): as formas epimastigotas foram concentradas
por 10min a 1372g em centrifuga refrigerada a 4°C (r: 100mm), desprezando o
sobrenadante e adicionando ao pellet, 10mL do meio TAU incompleto, o qual
permaneceu em estufa a 37°C por duas horas. Apds esse periodo, 200uL. da cultura
anterior contendo o meio TAU incompleto e os parasitos na forma epimastigota foram
adicionados a 10mL de TAU completo, dividindo este volume em duas garrafas de
cultura, armazenando-as em estufa a 37°C. Acompanhou-se por quatro dias até ocorrer a
multiplicacdo e a diferenciagao dos parasitos em tripomastigotas.

Os tripomastigotas obtidos no meio de TAU foram utilizados para infeccao de
células MK2 mantidas em meio de cultura DEMEM/F12 (GIBCO®) a 37°C em estufa
de CO,. Apés 15 dias de acompanhamento e o aumento gradativo do ndmero de
tripomastigotas, foi realizada a prepara¢do do indculo para a infec¢do de 45 animais
para cada isolado, na concentracdo de 3,5 x 10° células/mL.

Os isolados AQ1-7 e ALVANI foram previamente criopreservados em cultura
de células MK2 na forma tripomastigota e para infeccdo dos animais foram
descongelados e utilizados para infectar células MK2 para posterior obtencdo de formas
tripomastigotas na concentracdo de 3,5 x 10° células/mL para a infec¢do dos animais.

Cada animal foi infectado por via intraperitoneal com 10.000 tripomastigotas em
0,2mL de solugdo, quantificados em camara de Neubauer e diluidos com solucdo

fisiologica 0,9% quando necessario.

4.3 AVALTACAO PARASITOLOGICA

A determinacdo de tripomastigotas circulantes no sangue dos camundongos
inoculados com 7. cruzi foi realizada pelas técnicas do exame a fresco,

microhematdcrito, hemocultura e PCR.
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A parasitemia foi realizada durante 30 dias por meio do microhematdcrito e nos
casos positivos, pelo exame a fresco e hemocultura. A hemocultura foi realizada para
reisolamento do parasito no 15° ¢ 60° dia apds a infecg¢do e para confirmar a infecgdo
dos isolados que nao apresentassem parasitemia patente pelo microhematdcrito.
Realizou-se hemoculturas de todos os camundongos apds o 15° dia de infeccao para os
isolados ALVANI, AQI1-7 e de nove animais para os isolados MUTUM e PV. A PCR
foi utilizada para demonstrar a infectividade nos animais a partir de amostras de sangue
e tecido.

A quantificagdo do nimero de tripomastigotas circulantes no sangue dos animais
inoculados com 7. cruzi foi realizada pela técnica descrita por Brener (1962) que
consiste em aspirar SuLL de sangue da cauda do camundongo infectado, coloca-lo em
uma lamina e cobri-la com laminula 22 x 22mm. Posteriormente, contar os parasitos
presentes em 50 campos utilizando microscopio com objetiva de 40x e expressar em
nimero de parasitos em 0,1mL de sangue. O inicio da parasitemia foi monitorado pela
técnica do microhematdcrito através da colheita de 20uL de sangue pela cauda ou plexo
retroorbital em tubos capilares heparinizados e centrifugados a 5376g em
microcentrifuga (r: 48mm) durante 5min. A pesquisa de parasitos foi realizada na
interface entre o plasma e o creme leucocitario com objetiva de 10x, 6leo de imersdo e
pouca luz. Esta técnica foi utilizada até o aumento consideravel de parasitos no sangue
periférico dos camundongos possibilitando assim a quantificagdo pelo exame a fresco.

A parasitemia foi avaliada em intervalos de 1 a 2 dias, com inicio no 4° e o
término no 30° dia de infec¢do. No caso em que se constatou parasitemia patente, a
curva foi confeccionada utilizando a média das contagens de tripomastigotas
sanguineos/mL dos camundongos durante o periodo de realizagdo.

Ap6s o término de 30 dias de infeccao e acompanhamento pela parasitemia, 3
animais de cada linhagem para cada isolado foram sacrificados para coleta de 6rgaos-

tecidos para PCR.

4.4 REISOLAMENTO DO PARASITO PELA HEMOCULTURA

O isolamento dos parasitos foi realizado nos periodos de 15 e 60 dias apds a
infeccdo, através da hemocultura. O sangue de cada animal foi coletado por meio da

puncdo do plexo retroorbital e adicionado a SmL de meio de cultura LIT em tubos
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Falcon estéreis de 15mL. A leitura das culturas foi realizada no 25° e 45° dia apds o
cultivo examinando aliquotas de 10uL da suspensdo entre lamina e laminula (22 x
22mm) com objetiva de 40x em microscopio Optico. As culturas positivas e negativas
foram adicionadas (v/v) a guanidina-EDTA (Guanidina-HCl 6M e EDTA dissodico
0,2M, pH 8,0) e armazenadas a -20°C para posterior extracio de DNA e realizacdo da
PCR especifica utilizando pools de amostras positivas e amostras positivas
independentes, para averiguar possiveis diferencas na variabilidade genética apds a
realizagdo da LSSP-PCR.

No 35° dia de infeccdo, colheu-se 150uL de sangue que foi acrescido (v/v) a
150pL de guanidina-EDTA (Guanidina-HCl 6M e EDTA dissédico 0,2M, pH 8,0) para

posterior extracdo de DNA e caracterizacdo genética pelo LSSP-PCR.

4.5 AVALIACAO DA INTENSIDADE DO PROCESSO INFLAMATORIO E
TROPISMO TECIDUAL

4.5.1 COLETA DE TECIDOS

Apo6s o 35° dia de infeccdo, trés animais de cada linhagem foram anestesiados
por inalacdo com éter etilico e submetidos a eutandsia no final da fase aguda. Os
animais foram colocados individualmente na posi¢ao anatdmica em decubito dorsal
sobre um tablado de madeira cirtrgico (35cm x 25cm), e apds a fixacdo dos membros,
foi realizada uma assepsia com élcool 70% por toda superficie ventral do camundongo.
Munido de uma pinga “dente de rato” e um tesoura de ponta fina, realizou-se uma
incisao vertical de 10cm no animal de forma que os 6rgdos ficassem expostos
condicionando a retirada dos mesmos. O material cirtrgico utilizado (tesouras, pingas e
bisturi) foi esterilizado antes do procedimento e as laminas de bisturi substituidas a cada
animal. Foram removidos fragmentos dos seguintes 6rgaos: coragao, diafragma, jungao
ileocecal, jungdo gastrointestinal, juncdo gastroesofdgica, figado, baco, bexiga e
misculo esquelético (fleo psoas).

Os tecidos coletados foram repetitivamente lavados com solugdo fisioldgica
estéril 0,9% e subdivididos em duas partes: a primeira foi devidamente armazenada e
estocada a -70°C para posterior detec¢cdo de parasitos pela PCR e caracterizagido

genética e a outra, fixada em formol tamponado a 10% para a avaliagdo histopatolégica.
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A manipulacdo das amostras teciduais foi realizada com todos os cuidados necesséarios,

evitando-se qualquer contaminacdo com DNA do 7. cruzi.

4.5.2 HISTOPATOLOGIA

Apés a fixagdo em formol tamponado a 10% por 36 horas, os fragmentos
teciduais foram processados no Laboratdrio de Histologia da Disciplina de Parasitologia
da UFTM. Foram realizados cortes anatdmicos subsequentes em cada espécime para um
melhor aproveitamento da superficie tecidual. Os tecidos foram separados e
desidratados em etanol PA por 24h, diafanizados em xilol (P.A) e incluidos em parafina
liquida. Apds foram confeccionados cortes de 4um de espessura em micrétomo de
gilete os quais foram corados com hematoxilina e eosina (H.E) para anélise do processo

inflamatoério e parasitismo tecidual.

4.6 EXTRACAO DO DNA EM AMOSTRAS DE SANGUE, CULTURA E
TECIDOS

4.6.1 EXTRACAO DO DNA EM AMOSTRAS DE SANGUE

Para a extracdo do DNA de aliquotas de sangue mantidos (v/v) em guanidina-
EDTA (Guanidina-HC1 6M e EDTA dissédico 0,2M, pH 8,0), as amostras foram
fervidas em banho-maria a 100°C por 15min, para promover a lineariza¢io dos
minicirculos e sua liberacdo da rede de KDNA (Britto ef al.,1993) e estocadas a 4°C até
a utilizacgdo.

De acordo com Gomes et al. (1998), aliquotas de 300uL do sangue previamente
lisadas e fervidas, foram transferidas para tubos de microcentrifuga de 1,5mL
(Eppendorf, 5415C, USA) e tratadas com 150uL de fenol tamponado (Tris pH 8,0) e
150uL de cloroférmio. Essa mistura foi homogeneizada lentamente por 2min e
centrifugada a 5376g por 5min. 300puL. do sobrenadante foram retirados e transferidos
para um novo tubo. Acrescentou-se 200uL de dgua milli-Q estéril ao sedimento do
primeiro tubo, que foi novamente homogeneizado e centrifugado, acrescentando o
sobrenadante ao tubo reservado. O tubo contendo o sobrenadante foi purificado com

igual volume de cloroférmio, homogeneizado e centrifugado do mesmo modo. A
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precipitacdo do DNA presente na fase aquosa foi realizada utilizando-se dois volumes
de etanol absoluto, 2uL de glicogénio ou 20ug/uL (Boehringer Mannheim, Alemanha) e
10% (v/v) de acetato de sédio (3M, pH 5,2). O tubo foi colocado em banho de gelo
durante 15min. A mistura foi centrifugada a 9085g por 15min, o sobrenadante
descartado e o DNA lavado com etanol 70% e novamente centrifugado a 9085g por
15min. Apés a volatilizagdo do etanol, o DNA foi diluido em 30uL de dgua milli-Q
estéril e estocado a 4°C.

Para cada extracdo foi realizado um controle negativo contendo apenas os

reagentes utilizados durante a extracdo do DNA.

4.6.2 EXTRACAO DO DNA EM AMOSTRAS DE CULTURAS

Como descrito na extragdo de amostras de sangue, as amostras foram fervidas
em banho-maria a 100°C por 15min, para promover a linearizacdo dos minicirculos e
sua libera¢do da rede de KDNA, armazenando-as a 4°C até a utilizacdo.

Aliquotas de 300uL de amostras previamente fervidas foram transferidas para
tubos de microcentrifuga de 1,5mL (Eppendorf, 5415C, USA) acrescentando 100uL de
adgua Milli-Q estéril em cada amostra. Foram adicionados 400ul de uma mistura de
fenol-cloroférmio (v/v) (cloroférmio-adlcool-isoamilico 24:1) que foi homogeneizada
durante 10min e posteriormente centrifugada a 5376g por Smin.

Foi coletado a fase aquosa com a pipeta de 100uL com o devido cuidado para
ndo pipetar a fase inferior, transferindo o sobrenadante para outro tubo de 1,5mL. Foi
adicionado igual volume de cloroférmio-dlcool-isoamilico (24:1) ao novo tubo e
homogeneizou-se por 10min, centrifugando a 5376g por Smin. Foi aspirado lentamente
o sobrenadante com pipeta de 100uL por trés vezes (300uL) transferindo-o para outro
tubo de 1,5mL e adicionando 10% ou 30ul de acetato de s6dio (3M pH 5,2).

Foi acrescido o dobro do volume de etanol absoluto gelado, homogeneizando-o
e imergindo-o em banho de gelo por 15min. Sem agitar, foram centrifugadas a 5376g
por 15min, e posteriormente, decantou-se o contetdo do tubo onde permaneceu secando
em papel absorvente. Apds a volatilizagdo do etanol, foi adicionado 5S0uL de dgua Milli-
Q estéril, lavando as paredes dos tubos e armazenando-as a 4°C durante 36hs até a

completa solubilizagao do DNA.
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Para cada extracdo foi realizado um controle negativo (contendo apenas os

reagentes utilizados durante a extracao do DNA).

4.6.3 EXTRACAO DO DNA DE TECIDOS

A andlise molecular tecidual foi realizada para determinar a presenga do 7. cruzi
no tecido através da PCR especifica, assim como, para a caracterizagdo das populacoes
do parasito pela LSSP-PCR. Os tecidos foram separados em pequenos fragmentos,
lavados exaustivamente com solugdo fisioldgica estéril e transferidos para recortes de 7
x 7cm de pléstico transparente com espessura de 3mm, esterilizados com gases estéreis
umedecidas em dlcool 70% e radiacdo UV por 15min. Os tecidos foram picotados
individualmente utilizando laminas de bisturi e palitos de madeira estéreis, e
transferindos para tubos eppendorf de 1,5mL.

A extracdo de DNA foi realizada pelo método da lise alcalina, acrescentando
NaOH (50mM) e 30uL de 6leo mineral em cada tubo, levando-os ao voértex e fervura
em banho-maria por 15min. Logo, foram neutralizados com Tris-HCI (130mM, pH 8,0)
com agitacdo em vortex e centrifugacdo a 5376g por 20s. A fase intermedidria
observada em cada tubo apds a centrifugacao foi transferida para um eppendorf (0,5mL)
e diluida 1:5 (40pL de dgua milli-Q estéril e 10uLL. de DNA) e armazenada a -20° C
(Vago et al., 2000).

Para cada extracdo foi realizado um controle negativo contendo apenas os

reagentes utilizados durante a extracdo do DNA.

4.7 DETECCAO E CARACTERIZACAO GENETICA DO 7. CRUZI

4.7.1 AMPLIFICACAO ESPECIFICA DO T. CRUZI

A amplificacdo de um fragmento de 330pb ocorre apds a reacdo de PCR com os
iniciadores 121 - 5° AAATAATGTACGGGGAGATGCATGA 3" e 122 - 5
GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA 3°, que corresponde ao produto amplificado
referente a 21pb especificos da regido constante e a sequéncia varidvel conseguinte dos

minicirculos referente a rede de KDNA do T. cruzi, constituindo-se o alvo da reacao.
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A PCR para a amplificacao especifica do 7. cruzi foi realizada num volume final
de 20uL, contendo 10mM Tris-HCI (pH 9,0), 0,1% Triton X-100, 3,5mM MgCl,,
75mM KCl, 0,2mM de cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 1,0 unidade de Taq
DNA polimerase (INVITROGEN®), 10pmol de cada iniciador (121 e 122), 2ul de
DNA e 30uL de 6leo mineral (Gomes et al.,1998).

O programa de amplificacdo durante a rea¢do no termociclador constitui-se de
uma desnaturagdo inicial a 95°C por Smin, uma segunda desnaturagdo a 95°C por Imin
durante 35 ciclos, a associacdo a 65°C por 1min e a extensao a 72°C por 1min, seguida
de uma extensao final de 10min a 72°C. A revela¢do dos produtos foi realizada por
eletroforese em gel de poliacrilamida 6,0%, corados pelo nitrato de prata.

As amostras de culturas positivas foram selecionadas para posterior realizagdo
da técnica de LSSP-PCR para a andlise filogenética comparativa e avaliacdo da
variabilidade intra-especifica e inter-especifica do 7. cruzi nas diferentes linhagens de

camundongos.

4.7.2 LSSP-PCR (LOW STRINGENCY SINGLE SPECIFIC PRIMER - PCR)

Essa reacdo evidencia a sequéncia de nucleotideos do DNA utilizado como
molde a partir do produto da PCR especifica que amplifica um fragmento de 330pb
proveniente das por¢des varidveis do DNA presente nos minicirculos do 7. cruzi,
constituindo a ‘“‘assinatura génica” das populagdes do 7. cruzi avaliadas, amplamente
utilizada pelo bom desempenho em anélises de variabilidade genética inter-especificas e
intra-especificas de microorganismos podendo ser realizada diretamente ndo sendo
necessario o isolamento da amostra.

A partir do produto da PCR especifica, foi realizada uma reacdo de PCR com
vérios ciclos utilizando-se apenas um iniciador altamente concentrado, enzima Tag
DNA polimerase e uma temperatura de associacdo muito baixa, representando uma
reacdo com baixa estringéncia e passivel de liga¢des do iniciador em mais de uma
regido onde ocorra a complementaridade, originando-se um perfil correspondente as
sequéncias amplificadas. Esta conformagcdo molecular representada no gel de
poliacrilamida demonstra um padrdo de multiplas bandas, referentes a sequéncia inicial
de nucleotideos do DNA molde, revelando as “assinaturas génicas” do kDNA de cada

isolado antes e ap6s a infec¢do experimental em camundongos.
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A reacdo da PCR especifica foi purificada em gel de agarose 1,5% (TBE 1X -
89mM Tris-borato, 2mM EDTA pH 8,0), preparado em 4gua bidestilada estéril em
presenca de 0,5ug/mL de brometo de etidio. Logo, foi realizado a observacdo da banda
de 330pb removendo-a com auxilio de um bisturi estéril em um transluminador
ultravioleta (UV) de 260nm. O fragmento foi transferido para tubo de microcentrifuga
de 1,5mL, aquecido em banho-maria, homogeneizado e diluido 1:5 ou 1:10
(dependendo da intensidade da banda) com dgua milli-Q estéril e utilizadas como DNA
molde para as reacdes de LSSP-PCR (Low Stringency Single Specific Primer - PCR)
(Vago et al., 1996 e 2000).

A reacdo de LSSP-PCR reamplificou as amostras de DNA purificado utilizando
apenas um iniciador especifico (correspondente ao iniciador 121 com 21pb) ou S35-
(5’ AAATAATGTACGGGGGAGATG 3’). O volume final da reagdo foi de 25uL
contendo 10mM Tris-HCI (pH 8,5), 0,1% Triton X-100, 1,5mM MgCl,, 0,2mM de cada
dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 1,0 unidade de 7Tagq DNA polimerase
(INVITROGEN®/Platinum, Madison, WILUSA) 45pmol do iniciador e 3ul. de DNA
(fragmento de 330pb purificado em agarose e diluido) cobertos com 30uL de dleo
mineral para evitar a evaporacao durante a ciclagem no termociclador.

A reacdo de amplificacdo tem a duragdo de 40 ciclos, iniciando-se pela
desnaturagdo a 94°C (1min), uma etapa de associacdo a 30°C (1min) e a extensdo a 72°C
durante (7min) em um termociclador (MJ Research PTC-100). A etapa de revelacdo dos
produtos da LSSP-PCR foi realizada por eletroforese em gel de poliacrilamida 7,5%,

corados pelo nitrato de prata.

4.7.3 ANALISE FILOGENETICA DA VARIABILIDADE INTRA E INTER-
ESPECIFICA

Os perfis de bandas adquiridos apds a reacdo de LSSP-PCR em gel de
poliacrilamida 7,5% foram inseridos manualmente no formato “TIFF” e submetidos a
andlise computacional através do software Gel Compar II® para a construcio de
fenogramas.

O software utilizado realizou a divisdo vertical do gel em niveis de mobilidade
em que um nivel é definido pela presenga, de no minimo, uma banda em qualquer uma
das canaletas do gel e, a altura delas era normatizada de acordo com o peso molecular

do respectivo gel inserido. De acordo com o nimero da canaleta e as posicdes das
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diferentes bandas, foram calculadas as propor¢des de compartilhamento entre uma
canaleta e outra.

O software também mediu a distancia genética utilizando o método da Média
Aritmética ndo Ponderada - UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Analysis) para

constru¢do do fenograma intra e inter-especifico.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Utilizou-se o teste qui-quadrado (x* de Pearson) para correlacionar a
positividade tecidual ap6s a reacdo de PCR entre as linhagens de camundongos e os
isolados de 7. cruzi.

Foi realizado o célculo da area sobre a curva de parasitemia referente ao isolado
PV, através do método de Bezout (regra dos trapézios) entre as linhagens de
camundongos que utiliza a drea dos trapézios formados durante a andlise da curva
fragmentada (Domingues, 1979). Em seguida, realizou-se a distribuicao dos dados pela
normalidade através do teste Shapiro-Wilk’s (N < 30), finalizando a anélise pelo teste
paramétrico ANOVA para 3 ou mais amostras, comparando as linhagens de
camundongos.

A histopatologia foi analisada pelo teste qui-quadrado (x> de Pearson). Para o
parasitismo tecidual correlacionou-se os isolados e a presencga ou auséncia de ninhos de
amastigotas teciduais nas diferentes linhagens de camundongos. As diferencas
significativas entre as linhagens de camundongos e os isolados de 7. cruzi em relacdo a
intensidade do processo inflamatoério tecidual, foram observadas pelo teste Kruskal
Wallis seguido pelo teste de Dunn, a partir de um score numérico representativo da
intensidade inflamatéria tecidual, (0) ausente, (1) discreto, (1,5) discreto a moderado,
(2) moderado, (3) moderado a intenso e 4 (intenso) (Chapadeiro, 1967). A intensidade
do processo inflamatério foi testada pelo teste ANOVA para 3 amostras, analisando as
diferencas entre os tecidos e os isolados de 7. cruzi.

A variabilidade dos perfis genéticos de LSSP-PCR foi analisada por descri¢do
das percentagens de similaridades entre os isolados (in6culos, amostras de sangue,
tecidos e culturas) e linhagens de camundongos. A significancia considerada foi de 5%
(p < 0,05). As andlises foram realizadas utilizando o programa Statistica for Windows,

versao 8.0 (StatSoft, Inc; EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 AVALIACAO DA PARASITEMIA PELO EXAME A FRESCO (EF) E
MICROHEMATOCRITO (MH)

A parasitemia foi realizada em 7 camundongos de cada linhagem (Swiss, Balb/c,
C57BL/6) a cada dois dias, durante 30 dias de infeccdo. O acompanhamento inicial foi
realizado pelo MH e apés sua positividade pelo EF.

Os isolados de Tcl apresentaram durante a fase aguda, parasitemia subpatente
nas trés linhagens de camundongos, tanto pelo EF quanto pelo MH durante os 30 dias
de acompanhamento. Apenas o isolado PV (TcIV), apresentou parasitemia patente nas
trés linhagens de camundongos com 100% de positividade no EF e no MH (Tabelas 1 e
2).

Na fase aguda da infeccdo, os camundongos infectados com o isolado PV
(TcIV), apresentaram periodo pré-patente de quatro dias e elevada parasitemia detectada
pelo exame a fresco durante os 30 dias de avaliacdo. Em todas as linhagens de
camundongos foram observados trés picos de parasitemia, um entre o 12° ¢ 15° dia € os
outros dois no 19° e 25° dia de infecgdo. O dltimo pico no 24° dia foi bem definido nas
trés linhagens estudadas, contudo na linhagem Swiss foi detectada parasitemia mais
elevada (6,7 x 10* tripomastigotas/mL) seguida pela Balb/c (3,0 x 10*
tripomastigotas/mL) e C57BL/6 (2,8 x10* tripomastigotas/mL) (Tabela 2) (Figura 1).

A andlise comparativa do parasitismo sanguineo do isolado PV avaliado pelo EF
nos diferentes modelos animais foi realizada pelo método de Bezout, que fragmenta as
curvas de parasitemia em trapézios calculando a drea de acordo com os mesmos
(Domingues, 1979). Desse modo, foi possivel comparar a parasitemia total gerada em
cada linhagem estudada evidenciando uma maior susceptibilidade a infec¢do da
linhagem Swiss pelo isolado PV seguida pelo Balb/c (p = 0,059) e C57BL/6 (p < 0,05)
(Figura 2).

A sobrevida nas trés linhagens de camundongos para os quatro isolados de T.

cruzi durante 30 dias de infec¢do foi de 100%.
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Tabela 1: Acompanhamento da parasitemia dos isolados de Tcl pelo exame a fresco (EF) e
microhematdcrito (MH) durante 30 dias de infecgao.

Linhagens de camundongos

Isolados de Tcl Swiss (n=7) Balb/c(n=7) C57BL/6 (n=17)
ALVANI Neg Neg Neg
AQ1-7 Neg Neg Neg
MUTUM Neg Neg Neg

Abreviaturas: Neg (negativo)

Tabela 2: Deteccio do parasitismo sanguineo e tecidual do isolado PV (TcIV) de acordo com a
linhagem de camundongo.

Linhagens de camundongos

Swiss Balb/c C57BL/6 Total
Sangue  Pico/dia 6,7x 107 /24°  3,0x 10"/14° 2,8 x 10%/24° -

EF 100% (7/7) 100% (7/7) 100% (7/7) 100% (21/21)

MH 100% (7/7) 100% (717) 100% (7/7) 100% (21/21)

HM FA 66,6% (2/3) 66,6% (2/3) 33,3% (1/3) 55,5% (5/9)
HM FC 60,0% (3/5) 80,0% (4/5) 60,0% (3/5) 66,6% (10/15)

PCR - - - 66,6% (4/6)

Tecido HE 16,6% (2/12) 0,0% (0/12) 8,3% (1/12) 8,3% (3/36)
PCR 88,8% (16/18)  66,6% (12/18)  77,7% (14/18)  77,7% (42/54)

EF (exames a fresco); MH (microhematdcrito); HM FA (hemocultura fase aguda 15° dia); HM FC
(hemocultura fase cronica 60° dia); HE (hematoxilina - eosina); PCR (reacdo em cadeia da polimerase);
(*) Parasitos/mL de sangue

Tabela 3: Reisolamento das populagdes de Tcl pela hemocultura no 15° dia de infecgdo de
acordo com a linhagem de camundongo.

Linhagens de camundongos

Isolados de Tcl Swiss Balb/c C57BL/6 Total
ALVANI 0% (0/15) 13,3% (2/15) 0% (0/15) 4,4% (2/45)
AQ1-7 6,6% (1/15)  13,3% (2/15) 6,6% (1/15) 8,8% (4/45)
MUTUM 55,5% (5/9) 55,5% (5/9) 88,8% (8/9) 66,6% (18/27)
Total 15,3% (6/39) 23,0% (9/39) 23,0% (9/39)

Tabela 4: Reisolamento das populagdes de Tcl pela hemocultura no 60° dia de infecg¢do de
acordo com a linhagem de camundongo.

Linhagens de camundongos

Isolados de Tcl Swiss Balb/c C57BL/6 Total
ALVANI 0% (0/5) 0% (0/5) 0% (0/5) 0% (0/15)
AQ1-7 0% (0/5) 0% (0/5) 0% (0/5) 0% (0/15)
MUTUM 60,0% (3/5) 20,0% (1/5) 40,0% (2/5) 40,0% (6/15)

Total 20,0% (3/15) 6,6% (1/15) 13,3% (2/15)
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5.2 AVALIACAO DA PARASITEMIA PELA HEMOCULTURA

Diante do baixo parasitismo sanguineo das populacdes de Tcl a infectividade das
mesmas foi avaliada por meio da hemocultura realizada no 15° e 60° dia de infeccdo. A
infectividade foi expressa pelo percentual de camundongos positivos considerando-se
baixa infectividade até 20%, média de 21-50% e acima de 50% elevada infectividade
(Bertoli et al., 2006). Em geral, as populacdes de Tcl apresentaram baixa infectividade
nas trés linhagens de camundongos, sendo o potencial infectante cepa-dependente na
fase aguda no 15° dia de infec¢do com MUTUM > AQI1-7 > ALVANI . O isolado
ALVANI foi o menos infectante (0,0%, 13,3% e 0,0%) seguido de AQI1-7 (6,6%,
13,3% e 6,6%) e MUTUM (55,5%, 55,5% e 88,8%), respectivamente para Swiss,
Balb/c e C57BL/6 (Tabela 3). A infectividade avaliada no 60° dia de infec¢do pela
hemocultura revelou uma diminui¢ao do potencial infectante para os isolados ALVANI
e AQI1-7, que ndo apresentaram positividade na hemocultura, porém, para os isolados
MUTUM (20,0%, 40,0% e 60,0%) ¢ PV (80,0%, 60,0% e 60,0%) observou-se uma
infectividade média e alta nas linhagens de camundongos Balb/c, C57TBL/6 e Swiss,
respectivamente (Tabelas 2 e 4). Na infecc@o pelo isolado MUTUM as trés linhagens
foram susceptiveis, contudo Balb/c e Swiss demonstraram maior resisténcia (55,5%),
comparado a linhagem C57BL/6 (88,8%) no 15° dia, observado também no 60° dia onde
a linhagem Balb/c apresentou-se mais resistente com 20,0% comparado a linhagem
C57BL/6 com 40,0% (Tabelas 3 e 4).

Para o isolado PV (TcIV) foram realizadas hemoculturas em apenas trés animais
de cada linhagem no 15° dia, uma vez que, pelo EF e MH foi observado um elevado
potencial infectante dessas populacdes. Nas linhagens Balb/c e Swiss a positividade da
hemocultura (FA) foi de 66,6% e na linhagem C57BL/6 de 33,3%, ja na FC foi
observado 80,0% na linhagem Balb/c e 60,0% nas linhagens Swiss e C57BL/6. Esse
dado sugere maior resisténcia nos animais C57BL/6 a esse isolado, o que pode ser
confirmado pela menor parasitemia na hemocultura na FA, pelo pico tardio no 24° dia e
pela andlise da curva de parasitemia pelo método de Bezout na linhagem C57BL/6 (p <

0,05), e maior susceptibilidade da linhagem Swiss (Tabela 2) (Figura 2).
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Figura 1: Curva de parasitemia apds infecg¢do pelo isolado de TcIV (PV) durante 30 dias, pelos
métodos de exame a fresco e microhematdcrito.
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Figura 2: Andlise comparativa da 4rea sobre a curva de parasitemia do isolado PV entre as
linhagens de camundongos a partir do método de Bezout (regra dos trapézios). (*) p < 0,05
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5.3 AVALIACAO DO PARASITISMO TECIDUAL PELA PCR ESPECIFICA

5.3.1 DISTRIBUICAO DO PARASITISMO TECIDUAL TOTAL DE ACORDO
COM OS ISOLADOS E A LINHAGEM DE CAMUNDONGO

A andlise do parasitismo tecidual total das populagdes do Tcl para
camundongos, independente da linhagem, demonstrou que 81,0% (175/216) dos tecidos
de camundongos infectados com os trés isolados de Tcl amplificaram kDNA do
parasito como evidenciado pela PCR especifica com os iniciadores 121 e 122,
demonstrando que estas populacdes apresentam elevado parasitismo tecidual.

A avaliacdo do parasitismo tecidual pela PCR no Tcl nas diferentes linhagens
de animais utilizadas e independente do isolado avaliado, demonstrou que as trés
linhagens apresentaram o kKDNA do parasito em proporcdes semelhantes sem diferenca
estatistica entre elas, sendo 84,7% + 23,8 (61/72) de tecidos com presenca do kDNA em
C57BL/6, 81,9% + 12,6 (59/72) em Balb/c e 76,4% + 11,2 (55/72) em Swiss (Tabela 5).

A positividade tecidual total verificada pela PCR em animais infectados com os
diferentes isolados do Tcl, independente da linhagem de camundongo demonstrou uma
variabilidade no potencial infectante entre as populagdes do parasito. Nos animais
infectados com o isolado ALVANI o kDNA do TclI foi detectado em 93,5% (76/81),
seguido pelo isolado AQI1-7 com 85,1% (69/81) e MUTUM com 55,6% (30/54) de
positividade (Tabela 5).

O parasitismo tecidual do isolado PV avaliado pela PCR nas diferentes
linhagens de animais demonstrou que em 77,7% dos tecidos foram amplificados KDNA
do T. cruzi (Tabela 2). A distribuicdo da positividade tecidual deste isolado de acordo
com as linhagens de camundongos demonstrou a presenca do kDNA do parasito em
66,6% (12/18) dos tecidos nos animais Balb/c, 77,7% (14/18) nos animais C57BL/6 e
em 88,8% (16/18) nos animais Swiss, sem diferenga estatistica significativa entre eles

(Tabela 2).
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330ph —>

5.3.2 DISTRIBUICAO DO PARASITISMO TECIDUAL DE CADA ISOLADO
DO T. CRUZI DE ACORDO COM AS LINHAGENS DE CAMUNDONGOS

A deteccdo do parasitismo tecidual de cada isolado por meio da PCR e
eletroforese em gel em poliacrilamida 6,0% foi realizada em nove tecidos diferentes de
tr€s animais por linhagem (27 amostras) para os isolados ALVANI e AQ1-7, e dois
animais por linhagem para os isolados MUTUM e PV (18 amostras), interpretando os
resultados, a partir da visualizacdo de banda respectiva em 330pb (Tabela 5) (Figura 3).

A positividade da PCR dos isolados de Tcl foi maior na infec¢do por ALVANI
seguido por AQ1-7 e MUTUM, sendo observada diferenca estatistica significativa nos
animais da linhagem Balb/c (38,8%) infectados com o isolado MUTUM (p < 0,001) em
relac@o aos demais (Tabela 5) (Figura 4).

O isolado ALVANI causou elevado parasitismo tecidual com 88,0% na
linhagem Swiss, 92,5% na linhagem C57BL/6 e 100% na linhagem Balb/c, apesar do
baixo parasitismo sanguineo comprovado pela parasitemia subpatente e baixa
positividade nas hemoculturas realizadas nos 15° e 60° dias. No isolado AQ1-7 também
foi observado elevado parasitismo tecidual com 74,0% na linhagem Swiss, 88,8% na
linhagem C57BL/6 e 92,5% na linhagem Balb/c. Nos animais infectados com MUTUM
foi detectada menor positividade pela PCR apresentando 38,8%, 66,6% e 61,1% de

tecidos positivos nas linhagens Balb/c, C57BL/6 e Swiss, respectivamente (Tabela 5).

Balb/c C57BL/6 Swiss
—
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Figura 3: Produtos da reacdo de PCR tecidual utilizando os iniciadores 121 e 122 apds
amplificacdo em gel poliacrilamida 6,0%. 3-coracdo/Balb/c, 4-JGE/Balb/c, 5-miisculo/Balb/c,
6-figado/Balb/c, 7-coracao/C57BL/6, 8-JGD/C57BL/6, 9-musculo/C57BL/6, 10-
bexiga/C57BL/6, 11-figado/C57BL/6, 12-JGE/C57BL/6, 13-coracdo/Swiss, 14-JIC/Swiss, 15-
musculo/Swiss, 16-bexiga/Swiss, 17-figado/Swiss, 18-JGD/Swiss, 19-Diafragma/Swiss.

(MM - marcador molecular/100pb; 1 e 2 - controles negativos, JGE: Junc¢do gastroesofdgica; JGD: Jung¢do
gastroduodenal; JIC: Juncio ileocecal)
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Tecidos Positivos

Tecidos Negativos
*

AQ1-7 MUTUM AQ1-7 MUTUM AQ1-7 MUTUM
ALVANI PV ALVANI PV ALVANI PV

Linhagem: C57BL/6 Linhagem: Balb/c Linhagem: Swiss

Figura 4: Andlise comparativa do parasitismo tecidual total dos isolados do T. cruzi detectado
pela PCR nos diferentes 6rgaos nas linhagens de camundongos Balb/c, C57BL/6 e Swiss. (¥) p

< 0,001

Tabela S: Percentual da positividade tecidual total dos isolados de 7. cruzi nas linhagens de
camundongos pela PCR de acordo com os isolados. (*) p < 0,001, (*) p < 0,005

Isolados
Linhagens ALVANI AQ1-7 MUTUM PV
Balb/c 100% (27/27) 92,5% (25/27) 38,8% (7/18)* 66,6% (12/18)
CS57BL/6 92,5% (25/27) 88,8% (24/27) 66,6% (12/18) 77,7% (14/18)
Swiss 88,0% (24/27) 74,0% (20/27) 61,1% (11/18) 88,8% (16/18)

Total 93,8% (76/81) 85,1% (69/81) 55,5%" (30/54)  77,7% (42/54)
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5.3.3 DISTRIBUICAO DA POSITIVIDADE DA PCR TECIDUAL NA
MUSCULATURA ESTRIADA, LISA E CORACAO

A presenca do kDNA dos diferentes isolados do Tcl nos tecidos dos animais
infectados foi realizada pelo percentual médio de positividade da PCR no coragdo,
figado, bago e nos tecidos constituidos por musculatura estriada (diafragma e musculo
esquelético) e musculatura lisa (bexiga e juncdes esOfago-gdstrica, gastro-duodenal e
ileo-cecal), os quais foram analisados individualmente e agrupados para efeito
comparativo.

A andlise da distribuicdo tecidual dos isolados de 7. cruzi 1 pela PCR foi
realizado em quatro grupos de tecidos (coracao, musculatura lisa, musculatura estriada e
figado/baco) no total de 24 camundongos, independente da linhagem, sendo também
realizado uma andlise comparativa com seis animais infectados pelo isolado PV. A
presenca do kKDNA dos trés isolados do Tcl foi detectada em 81,0% (175/216) dos
tecidos analisados e de 77,7% (42/54) nos tecidos dos animais infectados com PV
(Tabela 6).

Foi observada uma variac¢ao na distribui¢do dos parasitos teciduais em relagao ao
isolado avaliado com elevada positividade, em ALVANI e AQI1-7, correspondendo a
93,8% (76/81) e 85,1% (69/81) de tecidos parasitados e apenas 55,5% (30/54) dos
animais infectados com MUTUM (p < 0,05). A linhagem do animal infectado nao
influenciou na distribuicao tecidual dos isolados ALVANI (100%, 92,6% e 88,8%) e
AQI1-7 (92,6%, 88,8% e 74,0%), respectivamente, para Balb/c, C57BL/6 e Swiss,
contudo nos animais infectados com o isolado MUTUM foi observado um menor
parasitismo nos animais Balb/c (38,8%) (p < 0,001) ndo sendo encontrada diferenca em
C57BL/6 (66,6%) e Swiss (61,1%) (Tabelas 5 e 6).

A distribuicdo média do parasitismo do Tcl nos 4 grupos de tecidos avaliados foi
homogénea nos animais infectados com os isolados ALVANI (88,8% - 100%) e AQ1-7
(77,3% - 88,8%) e com maior variagdo no isolado MUTUM (33,3% - 66,6%)
demonstrando menor parasitismo no figado/baco (33,3%) (Tabela 6). Com relagdo ao
TcIV a positividade da PCR variou de 66,6% a 100% com um comportamento
semelhante ao observado no isolado MUTUM (Tcl) evidenciado por um menor

parasitismo em Balb/c (66,6%) (Tabela 6).
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5.3.4 ANALISE DA CAPACIDADE INFECTANTE DO T. cruzi 1 PARA
CAMUNDONGOS PELA DETECCAO DO PARASITISMO TECIDUAL E
SANGUINEO

A capacidade infectante das populacdes de Tcl para o modelo murino avaliada
pelo parasitismo sanguineo e tecidual no total dos animais independente dos isolados
demonstrou que essas populacdes sdo mais detectadas nos tecidos que no sangue. A
PCR tecidual foi a técnica mais sensivel evidenciando o parasito em 81,0% (175/216)
das amostras analisadas, seguida pela PCR no sangue com 44,4% (8/18). Logo a
hemocultura, com 20,5% (24/117) das amostras positivas seguido pela HE que permitiu
a visualizacdo do parasito em apenas 13,8% (15/108), ndo sendo detectado nenhum
animal infectado pelo EF e/ou MH (Tabela 7).

A linhagem do animal ndo influenciou na presenca do parasito no sangue
periférico como demonstrado pela hemocultura e EF e/ou MH, o mesmo sendo
observado em relacio a PCR tecidual. Contudo, foi observada uma maior
susceptibilidade a infecc@o na linhagem Balb/c (22,2%) seguido por CS7BL/6 (11,1%) e
Swiss (8,3%) pela HE (Tabela 8).

A influéncia das diferentes populacoes de Tcl na capacidade infectante do
parasito para camundongos também foi avaliada pelo parasitismo sanguineo e tecidual.
A avaliagdo da parasiteia mostrou que a positividade da hemocultura foi cepa-
dependente sendo detectado uma elevada positividade no isolado MUTUM (66,7%),
seguida pelo isolado AQ1-7 (8,9%) e ALVANI com 4,4%. Isso também ocorreu com a
PCR do sangue que evidenciou 16,6% (1/6) das amostras com presenga do kDNA do
isolado ALVANI, 33,3% (2/6) do isolado AQ1-7 e 83,3% (5/6) do isolado MUTUM.
Esse comportamento nado foi evidenciado pelo EF e/ou MH os quais ndo foram capazes
de detectar o parasito na corrente sanguinea dos animais. Esse mesmo comportamento
ocorreu quando observamos o parasitismo tecidual tanto pela PCR quanto pela HE. A
maior positividade da PCR foi de 93,8%, 85,1% e 55,6%, respectivamente, para 0s
isolados ALVANI, AQ1-7 e MUTUM, e referente a HE 30,0%, 11,1% e 0%,
respectivamente, aos isolados AQ1-7, ALVANI e MUTUM. Ao contrario do observado
no sangue, o isolado MUTUM mostrou um menor parasitismo tecidual tanto pela PCR

(55,6%) (p < 0,05) quanto pela HE (0%) (Tabela 7).
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Tabela 7: Andlise comparativa dos diferentes métodos de deteccdo da capacidade infectante das
diferentes populagdes de Tcl para camundongos, independente da linhagem. (*) p < 0,05

Método ALVANI AQ1-7 MUTUM Total

EF e/ou MH 0% (0/24) 0% (0/24) 0% (0/24) 0% (0/72)
Hem 4,4% (2/45) 8,9% (4/45) 606,7% (18/27)  20,5% (24/117)
PCR sangue 16,6% (1/6) 33,3% (2/6) 83,3% (5/6)° 44,4% (8/18)
HE 11,1% (4/36) 30,5% (11/36) 0% (0/36) 13,8% (15/108)

PCR tecidual  93,8% (76/81) 85,1% (69/81) 55,6% (30/54) 81,0% (175/216)

Abreviaturas: EF (exame a fresco); MH (microhematdécrito); Hem (hemocultura -15 animais/AQ1-7 e
ALVANI e 9 animais/MUTUM); HE (hematoxilina e eosina - correspondente a 6 tecidos/2 animais/3
linhagens); PCR (reagdo em cadeia da polimerase - 9 tecidos/3 animais/3 linhagens)

Tabela 8: Andlise comparativa dos diferentes métodos de detec¢@o da capacidade infectante dos
trés isolados de Tcl de acordo com as linhagens de camundongos.

Método Balb/c C57BL/6 Swiss Total

EF e/ou MH 0% (0/24) 0% (0/24) 0% (0/24) 0% (0/72)
Hem 23,1% (9/39) 23,1% (9/39) 15,4% (6/39)  20,5% (24/117)
HE 22.2% (8/36) 11,1% (4/36) 8,3% (3/36) 13,8% (15/108)
PCR tecidual 81,9% (59/72) 84,7% (61/72) 76,4% (55/72) 81,0% (175/216)

Abreviaturas: EF (exame a fresco); MH (microhematdcrito); HE (hematoxilina - eosina correspondente a
6 tecidos/2 animais/3 isolados); PCR (reacdo em cadeia da polimerase) AQ1-7 e ALVANI (9 tecidos/3
animais/linhagem) e MUTUM (9 tecidos/2 animais/linhagem)
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5.4 AVALIACAO HISTOPATOLOGICA PELA HEMATOXILINA E EOSINA

5.4.1 ANALISE DESCRITIVA DA ANALISE HISTOPATOLOGICA ENTRE AS
LINHAGENS DE CAMUNDONGOS

O estudo histopatoldgico no 35° dia de infec¢@o pelo isolado ALV ANI referente
a linhagem C57BL/6 demonstrou processo inflamatério variado com auséncia de
parasitismo tecidual avaliado pela HE: intenso e difuso na musculatura esquelética e lisa
(bexiga), discreto a moderado e focal no coragdo e jungdes gastro-intestinais.

A linhagem Balb/c evidenciou processo inflamatério focal e discreto no coragao
seguido por miosites difusas e intensas na musculatura esquelética e miosites moderadas
com presenca de parasitos dispersos no tecido na musculatura lisa.

A linhagem Swiss demonstrou processo inflamatério difuso sendo moderado a
intenso no coragdo e bexiga com parasitismo, ao passo que, a musculatura esquelética
apresentou processo inflamatério discreto e focal. A porcao gastro-intestinal apresentou
miosites discretas e focais nas juncdes gastro-duodenal e ileo-cecal, com auséncia de
parasitismo (Figuras 5, 6 ¢ 7).

Referente ao estudo histopatolégico apds infeccdo pelo isolado AQI-7, a
linhagem C57BL/6 evidenciou processo inflamatorio intenso e difuso no coracdo e
musculo esquelético com ninhos de parasitos e discreto e focal na musculatura lisa sem
parasitos.

A linhagem Balb/c demonstrou processo inflamatério no coragdo moderado e
focal seguido de parasitismo. A musculatura lisa apresentou miosites discretas e focais
com parasitismo na por¢do gastro-intestinal, ao passo que, a musculatura esquelética
evidenciou miosites intensas e difusas com parasitos dispersos no tecido.

Na linhagem Swiss, observou-se processo inflamatdrio no coragdo discreto e
focal, com presenca de parasitos. A musculatura lisa e esquelética apresentou miosites
intensas e focais com parasitismo (Figuras 5, 6 ¢ 7).

O estudo histopatolégico pela HE no 35° dia de infeccao pelo isolado MUTUM
referente 4 linhagem C57BL/6, Balb/c e Swiss ndo evidenciou parasitos no tecido,
porém, foram observados processos inflamatérios moderados, focais ou difusos na
musculatura lisa, sendo focais e discretos no coracao e musculatura esquelética (Figura

8).
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De acordo com a andlise pela HE referente ao isolado PV (TcIV), a linhagem
CS57BL/6 demonstrou processo inflamatdrio discreto e focal no coragdo, musculatura
esquelética e lisa, sem parasitismo. A linhagem Balb/c apresentou parasitismo no
coragdo acompanhado de processo inflamatério discreto e focal, porém nos demais
tecidos foram observados processos inflamatérios discretos com auséncia de ninhos de
parasitos. A linhagem Swiss demonstrou processo inflamatério focal e discreto a
moderado no coragdo, acompanhado de parasitismo. A musculatura esquelética e
musculatura lisa evidenciaram miosites discretas e focais, sem a presenga de parasitos

no tecido (Figura 9).
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Figura 5. Fotomicrografias histoldgicas da musculatura estriada esquelética (ileo psoas)
coradas com hematoxilina e eosina (H.E) de camundongos das linhagens (Swiss, Balb/c
e C57BL/6) infectados com 10.000 tripomastigotas (via intraperitoneal) dos isolados
AQI1-7 (Triatoma sordida - BA) e ALVANI (Panstrongylus megistus - MG). A, B e C:
Miusculo estriado esquelético com parasitismo e miosite intensa e difusa. B e C:
Musculo esquelético com destruicdo de fibras musculares. D, E e F: Presenca de ninhos
de amastigotas no tecido muscular entre células do infiltrado inflamatério. Esse perfil
histopatoldgico foi detectado nas trés linhagens de camundongos infectados com o
isolado AQ1-7 e nos animais C57BL/6 infectados com o isolado ALVANI, nesse caso,
com auséncia de parasitismo (Setas: ninhos de amastigotas).
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Figura 6: Fotomicrografias histolégicas do musculo estriado cardiaco (miocérdio)
coradas com hematoxilina e eosina (H.E) de camundongos das linhagens Swiss, Balb/c
e C57BL/6, na fase aguda da infec¢do com 10.000 tripomastigotas (via intraperitoneal)
dos isolados AQ1-7 (Triatoma sordida - BA) e ALVANI (Panstrongylus megistus -
MG). G e H: Regido ventricular demonstrando parasitismo e infiltrado inflamatério
intenso (epicardite e miocardite). I e J: Regido atrial demonstrando infiltrado
inflamatério intenso e difuso (miocardite). L. e M: Infiltrado inflamatério intenso e
difuso seguido de parasitismo na regido ventricular e atrial respectivamente. Esse
comportamento foi semelhante nas trés linhagens de camundongos infectadas com o
isolado AQ1-7, e naqueles da linhagem Swiss infectados com o isolado ALVANI
(Setas: ninhos de amastigotas).
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Figura 7: Fotomicrografias histolégicas da musculatura lisa da bexiga coradas com
hematoxilina e eosina (H.E) de camundongos das linhagens Swiss, Balb/c e C57BL/6
na fase aguda da infec¢do com 10.000 tripomastigotas (via intraperitoneal) dos isolados
AQI1-7 (Triatoma sordida - BA) e ALVANI (Panstrongylus megistus - MG). N e O:
Infiltrado inflamatério intenso e difuso, caracterizando-se como miosite. P e Q:
Infiltrado inflamatério intenso e difuso. R e S: Infiltrado inflamatério difuso com
desorganizacdo de fibras musculares e parasitismo. Esse perfil histopatoldgico foi
semelhante nas trés linhagens de camundongos infectados com o isolado ALVANI e
naqueles da linhagem Swiss infectados com o isolado AQI-7 (Seta: ninho de
amastigotas).
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Figura 8: Fotomicrografias histoldgicas da musculatura esquelética, miocérdio e por¢ao
gastrointestinal, coradas com hematoxilina e eosina (H.E) de camundongos das
linhagens Swiss, Balb/c e C57BL/6 na fase aguda da infeccio com 10.000
tripomastigotas (via intraperitoneal) do isolado MUTUM (Panstrongylus megistus -
MG) T1 e T2: Processo inflamatério discreto e focal na musculatura esquelética com
auséncia de parasitismo, porém, observa-se a preservacdo da arquitetura tecidual em
grande parte do tecido. Ul e U2: Preservacdo da arquitetura tecidual cardiaca (atrial e
ventricular) pela auséncia de processos inflamatdrios e parasitismo. V1 e V2: Miosites
discretas e focais na por¢cdo gastroduodenal sem parasitismo. Este perfil histopatolégico
foi semelhante nas trés linhagens de camundongos, sendo que, a linhagem Balb/c
apresentou miocardites (ventriculares e atriais) discretas e focais.
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Figura 9: Fotomicrografias histoldgicas da musculatura esquelética, miocardio e por¢ao
gastrointestinal, coradas com hematoxilina e eosina (H.E) de camundongos das
linhagens Swiss, Balb/c e C57BL/6 na fase aguda da infeccio com 10.000
tripomastigotas (via intraperitoneal) do isolado PV (Humano - RO). X1 e X2: Processos
inflamatorios discretos e focais na musculatura esquelética com auséncia de parasitos.
W1 e W2: Miocardites moderadas e focais tanto no dtrio quanto no ventriculo, sendo
mais acentuada na unido atrioventricular, seguido de parasitismo. Z1 e Z2: Miosites
discretas e focais nas porgdes, gastroduodenal e ileo-cecal, com auséncia de parasitos
dispersos no tecido. Este perfil histopatolégico foi observado nas trés linhagens de
camundongos, ao passo que, na linhagem C57BL/6 ndo se observou parasitismo (Seta:
ninho de amastigotas).
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54.2 ANALISE DO PROCESSO INFLAMATORIO E PARASITISMO
TECIDUAL PELA HISTOPATOLOGIA

Os isolados de Tcl apresentaram comportamento tecidual diversificado no que
se refere a viruléncia e patogenicidade como demonstrado pela andlise conjunta dos
resultados obtidos pela HE, PCR e IPI (intensidade do processo inflamatério). O isolado
AQ1-7 foi o que apresentou maior patogenicidade avaliada pela maior capacidade de
multiplicacdo tecidual como detectado pela HE (45,8%) e maior intensidade do
processo inflamatério. O isolado ALVANI foi classificado como de média
patogenicidade com parasitismo tecidual também detectado pela HE, porém, em menor
percentual (10,4%) e processo inflamatério discreto a moderado. J4 o isolado MUTUM
foi considerado de baixa patogenicidade uma vez que apresentou processos
inflamatérios discretos e baixo parasitismo tecidual em todas as amostras analisadas o
qual foi evidenciado exclusivamente pela PCR (54,2%), sobretudo quando comparado
com ALVANI (94,4%) e AQ1-7 (83,3%) (Tabela 9) (Figura 10).

Apesar da baixa sensibilidade da HE na deteccdo dos parasitos teciduais em
relacdo a PCR a positividade desta técnica possibilitou uma estreita comparagao entre a
presenca do parasito e o IPI assim como avaliar um tropismo dessas populagdes,
sobretudo nos isolados AQ1-7 e ALVANIL. A PCR pode ser considerada uma
ferramenta importante para avaliar o tropismo tecidual nos isolados de baixa
multiplicacdo como demonstrado pelo isolado MUTUM. Sendo que, a andlise dos trés
isolados do Tcl mostrou que o coragdo foi o 6rgdo mais parasitado como evidenciado
pela HE nos isolados AQI1-7 (83,3%) e ALVANI (16,6%) e pela PCR no isolado
MUTUM (66,7%). A musculatura lisa também apresentou elevado parasitismo
detectado pela HE em AQI1-7 (33,3%) e ALVANI (16,6%) e pela PCR no isolado
MUTUM (66,7%), seguido pela musculatura estriada e figado/baco, comprovada pela
presenca de ninhos de amastigotas nos isolados AQ1-7 (66,6%) e ALVANI (8,3%)
(Tabela 9) (Figuras 10 e 11).

Em relacdo ao isolado PV (TcIV) a HE evidenciou maior tropismo tecidual pelo
coragdo (50,0%), e o parasito pode ser detectado na musculatura lisa, musculatura

estriada e figado/bago exclusivamente pela PCR (Tabela 9) (Figura 10 e 11).
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Figura 10: Parasitismo tecidual total referente as trés linhagens de camundongos apds analise
histopatoldgica qualitativa (n = 6).
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Figura 11: Média de intensidade do processo inflamatério no coracdo, jungdes intestinais,
bexiga e musculatura esquelética nas trés linhagens de camundongos, sendo considerado
ausente (0), discreto (1), discreto a moderado (1,5), moderado (2,0) e moderado a intenso (3) (n
= 6) (Chapadeiro, 1967).
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Tabela 9: Distribuicdo do parasitismo tecidual dos isolados de 7. cruzi avaliada pela PCR e HE

e sua relacdo com a intensidade do processo inflamatdrio.

Isolados ALVANI AQ1-7 MUTUM PV

HE PCR IPI HE PCR 1PI HE PCR IPI HE PCR 1PI
Coracio  16,6% 100% 1,5 833% 777% 3  00% 667% 0 50,0% 100% 1,5
M“sji‘;':““"a 16.6% 944% 2  333% 888% 15 00% 667% 1 00% 833% 1,5
M::fr‘;f(;:m 00% 944% 1 66,6% 717% 3  00% 500% 1 00% 667% 1
Figado/Baco 8,3% 889% 1 00% 889% 1,5 00% 333% 1 00% 667% O
Média Total 10,4% 944% 1,5 458% 833% 2  00% 542% 1 125% 792% 1

Legenda: IPI - Intensidade do processo inflamatdrio (score) observado em 6 animais independente da
linhagem: O - ausente; 1- discreto; 1,5 - discreto & moderado; 2 - moderado; 3 - moderado a intenso

(Chapadeiro, 1967); HE - hematoxilina e eosina
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5.5 AVALIACAO DA VARIABILIDADE DO kDNA DOS ISOLADOS DE T.
CRUZI 1 (ALVANI, AQ1-7 E MUTUM) E T. cruzi IV (PV) PELA TECNICA DE
LSSP-PCR

5.5.1 PERFIS DE LSSP-PCR DOS INOCULOS

A andlise comparativa do kDNA das populacdes presentes no indculo dos quatro
diferentes isolados de 7. cruzi amplificadas em meio LIT e utilizados na infec¢do dos
camundongos, revelaram caracteristicas proprias e perfis polimérficos agrupados em
dois bragos divergentes com 60,5% de similaridade entre si. Dos trés isolados de Tcl,
dois deles, MUTUM e AQ1-7, foram geneticamente correlacionados e se agruparam em
um brago, com 66,7% de bandas compartilhadas. O isolado ALVANI (TcI) se localizou
em outro brago do fenograma com 77,8% de similaridade com PV caracterizado como

TclV (Figura 12).

Dice (Opt:1.00%) (Tol 2.0%-2.0%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
LSSP-PCR

“100

= 8 3
\‘\\\\‘\\\\?’\

INOCULO MUTUM
INOCULO AQ1-7  Tcl
INOCULO ALVANI
INOCULO PV} TeV

66.7

60.5

77.8

Figura 12: Fenograma referente as populagdes de 7. cruzi presentes nos indculos de cada

1solado apds andlise pelo LSSP-PCR.
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5.5.2 ANALISE COMPARATIVA ENTRE AS ASSINATURAS GENICAS DOS
ISOLADOS DO T. CRUZI EM CAMUNDONGOS Balb/c, CS7BL/6 E Swiss

5.5.2.1. AMOSTRAS DO ISOLADO ALVANI

Foram avaliados os perfis genéticos gerados pela LSSP-PCR do kDNA de 13
amostras do isolado ALVANI representativas das trés linhagens de camundongos
estudadas e correspondentes ao inéculo (1), sangue (3), amostras do coracdo, musculo e
bexiga (9) cujo fenograma mostrou trés bragcos definidos um deles associados com as
populacdes inoculadas e aquelas presentes no sangue do animal e os outros dois com as
populacdes presentes nos tecidos (Figura 13).

O primeiro braco (I) constituido pela maioria das amostras (10/13) foi
distribuido em dois subgrupos (IA e IB) com 70,7% de similaridade entre si. O grupo
IA demonstrou uma elevada semelhanca genética entre as amostras obtidas do in6culo e
aquelas presentes no sangue dos camundongos (85,6% de bandas compartilhadas)
independentemente da linhagem avaliada. O grupo IB representou 66,7% (6/9) das
populacdes teciduais evidenciando nas linhagens Balb/c e C57BL/6 identidade
genotipica (100% de compartilhamento das bandas) no coracdo e musculatura
esquelética, demonstrando o quido semelhantes sdo estas populagdes entre si,
independentemente da linhagem do hospedeiro (Figura 13).

Na linhagem de camundongo Swiss foi detectada maior variabilidade das
populacdes teciduais do 7. cruzi referente ao isolado ALVANI, uma vez que aquelas
presentes na musculatura esquelética, coracdo e bexiga se agruparam em bracos
totalmente diferenciados, II, Il e IB e pouco correlacionados. Curiosamente, a bexiga
foi o tecido com populagdes mais heterogéneas apresentando no Swiss identidade total
com aquelas do coracdo de Balb/c. Os animais Balb/c mostraram 88% de semelhanca
com as populagcdes no tecido muscular do Swiss. Na bexiga de camundongos C57BL/6

as populacdes apresentaram 83,0% de semelhanga com o grupo IB (Figura 13).
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Figura 13: Fenograma referente aos perfis de LSSP-PCR das populacdes de T. cruzi do isolado
ALVANI no inéculo, sangue e tecidos (coracdo, musculo esquelético e bexiga) nas linhagens de

camundongos Balb/c, C57BL/6 e Swiss.
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5.5.2.2 AMOSTRAS DO ISOLADO AQ1-7

Foram analisados os perfis de LSSP-PCR de 12 amostras do isolado AQ1-7
correspondentes ao indculo (1), sangue (2) e amostras do coracdo, musculo e bexiga (9)
que na arvore filogenética foram agrupados em dois bragos (I e II) divergentes com
65,9% de similaridade (Figura 14).

A maioria das amostras, 83,3% (10/12) foram distribuidas no braco I o qual, por
sua vez, apresentou dois subgrupos (IA e IB), com 82,7% de semelhanca entre os seus
perfis de LSSP-PCR, sendo um deles associado com as populacdes do indculo e sangue
(IA) e o outro com as dos tecidos (IB). O grupo IA altamente homogéneo (90,8% de
compartilhamento genético) foi constituido pelas populagdes do inéculo e do sangue e o
grupo IB associado com as populacdes presentes nos tecidos (89,7% de bandas
compartilhadas). Essas semelhancas demonstram uma conservacdo das caracteristicas
genéticas do isolado na maioria das amostras na fase aguda da infeccdo independente
das linhagens de camundongos avaliadas (Figura 14).

No segundo braco (II) pode-se observar um distanciamento das caracteristicas
genéticas das populacdes do parasito localizados na bexiga em relacdo as demais
amostras teciduais (65,9% de similaridade). As populacdes do parasito, presentes na
bexiga dos animais das linhagens Swiss e Balb/c foram idénticas entre si e divergentes
em relacdo as presentes na bexiga dos animais C57BL/6. No entanto, essa ultima
apresentou identidade total com as do musculo esquelético nesta mesma linhagem e na

linhagem Balb/c (Figura 14).
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Figura 14: Fenograma referente aos perfis de LSSP-PCR das populacdes de T. cruzi do isolado

AQ1-7 no inéculo, sangue e tecidos (coragdo, musculo esquelético e bexiga) nas linhagens de

camundongos Balb/c, C57BL/6 e Swiss.
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5.5.2.3 AMOSTRAS DO ISOLADO MUTUM

Foram analisados os perfis de LSSP-PCR de 15 amostras do isolado MUTUM,
correspondentes ao indéculo (1), cultura (6) e amostras do coragdo, musculo, jun¢des
intestinais e bexiga (8). Essas foram localizadas na arvore filogenética em dois bracos
divergentes com 79,8% de similaridade e associados com amostras do in6culo e cultura
em um deles e amostras teciduais em outro (Figura 15).

No agrupamento (I) 7/15 amostras (46,6%) foram distribuidas em dois
subgrupos, um deles constituido pelas populagdes do parasito inoculadas nos animais e
o outro com as hemoculturas realizadas aos 15° e 60° dia de infec¢@o. Foi observada
uma similaridade de 85,0% entre populacdes inoculadas e aquelas isoladas pela
hemocultura que apresentaram 94,1% de identidade entre si, independentemente das
linhagens de camundongos (Figura 15).

No agrupamento (II) foi detectada elevada similaridade (variacdo de 82,8% a
100%) entre as populagdes teciduais do isolado MUTUM independente dos érgaos e
das linhagens de camundongos avaliadas (Figura 15).

Esses dados sugerem manutengdo das caracteristicas genotipicas das populagdes
referentes ao isolado MUTUM em diferentes tecidos e linhagens de camundongos, nao
ocorrendo variagdes importantes em relacdo a uma pressao seletiva por parte do sistema

imunolégico dos camundongos na fase aguda da doenga de Chagas experimental.
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Figura 15: Fenograma referente aos perfis de LSSP-PCR das populacdes de T. cruzi do isolado

MUTUM no indéculo, culturas (15° e 60° dia) e tecidos (corag@o, miisculo esquelético e juncdes

intestinais) nas linhagens de camundongos Balb/c, C57BL/6 e Swiss.
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5.5.2.4 AMOSTRAS DO ISOLADO PV

O estudo filogenético referente ao isolado PV, avaliou 17 amostras referentes ao
inoculo (1), sangue (2), culturas do 15° e 60° dia (5) e tecidos (9). As amostras foram
localizadas em dois bragos divergentes com 75,8% de compartilhamento genético,
sendo que o braco I foi subdividido em IA e IB, estando o agrupamento IA associado
com amostras do inéculo e culturas (15° e 60° dia) e o agrupamento IB associado com
amostras teciduais, ao passo que o agrupamento II apresentou associa¢io entre amostras
de sangue e tecidos (Figura 16).

A maioria das amostras 70,58% (12/17) foram distribuidas no braco I que
apresentou dois subgrupos (IA e IB) com 81,0% de similaridade entre si, sendo que o
agrupamento IA foi associado com amostras do indculo e de culturas (15° e 60° dia)
independente das linhagens de camundongos, demonstrando identidade pelo alto
compartilhamento genético (94,1% a 100% de similaridade), ao passo que, o
agrupamento IB associado com amostras teciduais referentes apenas as linhagens Swiss
e C57BL/6, apresentou 91,8% a 100% de similaridade genética (Figura 16).

O brago II, constituido por 29,4% (5/17) das amostras evidenciou 84,1% de
similaridade entre amostras teciduais referentes a linhagem Balb/c e amostras de sangue
referentes as linhagens Balb/c e Swiss, demonstrando alta semelhanga genética entre as
amostras (Figura 16).

Observou-se a presenca de uma variabilidade genética entre as populacdes de 7.
cruzi, referente ao isolado PV, havendo uma conservacao de caracteristicas relacionadas
ao kDNA do parasito observadas entre os dois agrupamentos, com similaridade genética

importante de 75,8% (Figura 16).
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Figura 16: Fenograma referente aos perfis de LSSP-PCR das populacdes de T. cruzi do isolado

PV no inéculo, culturas (15° e 60° dia), sangue e tecidos (coracdo, misculo esquelético e

jungdes intestinais) nas linhagens de camundongos Balb/c, C57BL/6 e Swiss.
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5.5.3 VARIABILIDADE DO kDNA DAS POPULACOES TECIDUAIS DOS
ISOLADOS DO T. CRUZI NA LINHAGEM Balb/c

A andlise da variabilidade do kDNA das populacdes teciduais dos diferentes
isolados de T. cruzi na linhagem Balb/c, demonstrou perfis especificos para cada
isolado distribuidos em dois bragos heterogéneos (I e II) com 61,9% de similaridade.
Observou-se que PV e ALVANI foram geneticamente correlacionados, localizados no
brago I, referentes aos subgrupos IA e IB respectivamente com 79,3% de semelhanca
genética, por outro lado, no braco II, a maioria de amostras referentes aos isolados
AQI1-7 e MUTUM, associaram-se, demonstrando 69,2% de bandas compartilhadas
localizados nos subgrupos IIA e IIB respectivamente (Figura 17).

As populacdes teciduais dentro de cada isolado foram altamente homogéneas
com 94,7%, 93,3% e 87,5% de similaridade respectivamente para MUTUM, ALVANI e
PV. Entre amostras teciduais referentes ao isolado AQ1-7 observamos populagdes com
elevada similaridade (93,3%) na musculatura esquelética e no miocdrdio, porém,
diferentes daquelas da bexiga, a qual por sua vez foi geneticamente correlacionada com
o isolado ALV ANI (subgrupos IC e ID) (Figura 17).

Esses dados reforcam a manutencdo das caracteristicas genéticas intrinsecas de
cada isolado, com diferencas marcantes inter-isolado, porém, elevada similaridade intra-
isolado, como foi demonstrado anteriormente entre os indoculos. A similaridade das
populacdes presentes na bexiga entre diferentes isolados sugere um possivel tropismo

de alguns clones especificos do parasito nessa linhagem de camundongo.
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Figura 17: Fenograma referente as populacdes de 7. cruzi dos quatro isolados nos tecidos da

linhagem Balb/c ap6s andlise pelo LSSP-PCR.
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5.5.4 VARIABILIDADE DO kDNA DAS POPULACOES TECIDUAIS DOS
ISOLADOS DO T. CRUZI NA LINHAGEM CS57BL/6

O fenograma representativo dos perfis de LSSP-PCR realizado entre amostras
teciduais referentes aos isolados de 7. cruzi na linhagem C57BL/6, demonstrou também
uma distribui¢do especifica e homogénea entre os isolados, comparado a andlise em
camundongos Balb/c e Swiss. Apresentou uma maior conservagdo das caracteristicas de
cada isolado, com a permanéncia da semelhanca genética entre os isolados PV e
ALVANI; AQ1-7 e MUTUM com 71,9% e 57,1% de compartilhamento genético
respectivamente, observado entre os agrupamentos (I e 1I) e (IIl e IV) (Figura 18).
Novamente, observou-se alta similaridade entre populacdes na musculatura esquelética
e miocardio, referentes ao isolado ALVANI, talvez determinando um miotropismo por
musculatura estriada (Figura 18).

Levando em consideragdo a caracteristica imunoldgica da linhagem C57BL/6,
esperava-se maior selecdo com maior heterogeneidade intra e inter-especifica pela
pressdo imunoldgica possivelmente induzida aos parasitos, caracteristica desta
linhagem, no entanto, observou-se um perfil cepa-dependente, onde o comportamento
génico das populacdes de T. cruzi, talvez tenha sido mais eficiente que o background

genético do hospedeiro.
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Figura 18: Fenograma referente as populacdes de 7. cruzi dos quatro isolados nos tecidos da

linhagem C57BL/6 ap6s andlise pelo LSSP-PCR.
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5.5.5 VARIABILIDADE DO kDNA DAS POPULACOES TECIDUAIS DOS
ISOLADOS DO T. CRUZI NA LINHAGEM Swiss

A andlise filogenética referente as amostras teciduais entre os isolados de T.
cruzi na linhagem Swiss, apresentou uma heterogeneidade nao observada anteriormente
nas linhagens C57BL/6 e Balb/c, principalmente em relacdo ao isolado ALVANI
(Figura 19).

Foram evidenciados dois bragos (I e II), no entanto, o primeiro fragmentou-se
em trés subgrupos (IA, IB e IC) com 68,5% de similaridade, compostos
necessariamente por amostras referentes a isolados de Tcl. O braco II, foi composto por
amostras teciduais referentes ao isolado PV (TcIV) e uma amostra (musculo
esquelético) referente ao isolado ALVANI, talvez pela semelhanca genética observada
anteriormente entre estes dois isolados (Figura 19).

Apenas o agrupamento IA foi mais homogéneo, representado por amostras
teciduais do isolado AQ1-7, variando entre 77,4% a 85,7% de similaridade. As amostras
do isolado ALVANI apresentaram uma diferenca genética importante entre si,
agrupadas nos bragos IB, IC e II e evidenciaram um compartilhamento genético com
amostras referentes aos isolados MUTUM e PV, principalmente (82,4% e 71,7%)
(Figura 19).

Amostras referentes aos isolados MUTUM e PV apresentaram identidade entre
si (82,4% e 94,1% de compartilhamento), mesmo apresentando similaridade com
amostras do isolado ALVANI, evidenciando uma conservacdo de suas caracteristicas
(Figura 19).

A linhagem Swiss possui caracteristicas indeterminadas em relacdo a resposta
imunoldgica, e isso pode ter influenciado durante o envolvimento do sistema
imunolégico com determinadas populagdes em alguns tecidos, tornando a andlise intra-
especifica mais heterogénea e com menor identidade genética, principalmente em
relacdo ao isolado ALVANI, que apresentou uma heterogeneidade importante em

relacdo as suas caracteristicas proprias na linhagem Swiss.
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Figura 19: Fenograma referente as populacdes de 7. cruzi dos quatro isolados nos tecidos da

linhagem Swiss apds andlise pelo LSSP-PCR.
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5.5.6 ANALISE COMPARATIVA DA VARIABILIDADE DO kDNA DAS
POPULACOES DE T. CRUZI DO INOCULO, SANGUE, CULTURAS E
TECIDOS DE CADA ISOLADO NAS TRES LINHAGENS DE
CAMUNDONGOS

5.5.6.1 AMOSTRAS DO ISOLADO ALVANI

A andlise filogenética intra-especifica de populag¢des de T. cruzi referentes ao
isolado ALVANI nas linhagens C57BL/6 (A), Swiss (B) e Balb/c (C), demonstrou uma
homogeneidade genética relativa entre as populagdes do indculo, sangue e tecidos
(Figura 20).

As trés linhagens (A, B e C) apresentaram ampla identidade entre as populagdes
do inéculo e do sangue (100%, 82,4%, 88,9% de compartilhamento respectivamente),
ao passo que, as populacdes teciduais se distanciaram geneticamente em relacdo as
populacdes no inéculo e do sangue (69,9%, 43,5%-70,8%, 66,5%-66,7% de
compartilhamento, respectivamente), demonstrando similaridade importante entre as
populacdes de 7. cruzi em cada tecido (Figura 20).

A linhagem Swiss apresentou um perfil genético menos homogéneo em relacdo
as outras linhagens, havendo maior interagcdo entre as populacdes do indculo, sangue e
tecidos, possivelmente relacionados com uma instabilidade da resposta imunoldgica
caracteristica desta linhagem.

As populacdes de T. cruzi referentes ao isolado ALVANI na bexiga,
demonstraram um perfil de semelhanca com as populacdes do indculo e sangue nas trés
linhagens de camundongos com 83,8% no agrupamento A, 70,8% no agrupamento B e
66,7% no agrupamento C, talvez associado a uma variacao da resposta imunolégica em

determinados tecidos (Figura 20).
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Figura 20: Fenograma referente as populacdes de 7. cruzi do isolado ALVANI no inéculo,
sangue e tecidos nas trés linhagens de camundongos separadamente apds andlise pelo LSSP-

PCR.
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5.5.6.2 AMOSTRAS DO ISOLADO AQ1-7

O fenograma representativo da andlise intra-especifica referente ao isolado
AQ1-7 nas linhagens de camundongos C57BL/6 (D), Swiss (E) e Balb/c (F), evidenciou
um compartilhamento genético observado anteriormente durante a andlise referente ao
isolado ALVANI, preservando as diferencas genotipicas entre amostras teciduais em
relacdo as do indculo e sangue (83,5%, 70,2% e 58,2%-77,5% de compartilhamento
respectivamente) (Figura 21).

No entanto, a linhagem Swiss, especificamente nesta andlise, apresentou maior
defini¢do em relacdo as diferengas genotipicas entre as populacdes do indculo e sangue
e as populacdes teciduais referente a andlise com o isolado ALVANI (70,2% de
similaridade) (Figura 21).

As populagdes de T. cruzi no inéculo e no sangue apresentaram ampla
similaridade entre si, ao passo que, as populacdes teciduais, distanciaram-se
geneticamente das populacdes do indculo e sangue, porém, observou-se algum

compartilhamento genético entre elas (Figura 21).
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Figura 21: Fenograma referente as populacdes de 7. cruzi do isolado AQ1-7 no indculo, sangue

e tecidos nas trés linhagens de camundongos separadamente ap6s andlise pelo LSSP-PCR.
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5.5.6.3 AMOSTRAS DO ISOLADO MUTUM

A andlise filogenética intra-especifica das populacdes de 7. cruzi referentes ao
isolado MUTUM nas linhagens C57BL/6 (G), Swiss (H) e Balb/c (I), demonstrou-se
mais heterogénea comparada as andlises anteriores referentes aos isolados ALVANI e
AQI1-7, pelo compartilhamento observado entre amostras de cultura (15° e 60° dia) e
tecidos, em relacdo as amostras do sangue e tecidos nas andlises anteriores (Figura 22).

A linhagem C57BL/6 (G) demonstrou um padrao semelhante as demais analises,
porém, neste caso, o indculo apresentou uma identidade genotipica importante em
relacdo as populagdes de 7. cruzi em cultura (15° e 60° dias), independentemente do
periodo (Figura 22).

As linhagens Swiss e Balb/c (H e I) apresentaram um perfil heterogéneo em
relacdo as populagdes do indculo, culturas e tecidos, apresentando alta similaridade
entre as populacdes teciduais e em cultura (15° e 60° dias) com 86,6% e 86,2%
respectivamente, seguido pela populagdio do inéculo com 77.2% e 77,6%

respectivamente (Figura 22).
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Figura 22: Fenograma referente as populacdes de 7. cruzi do isolado MUTUM no inéculo,
culturas e tecidos nas trés linhagens de camundongos separadamente apds andlise pelo LSSP-

PCR.
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5.5.6.4 AMOSTRAS DO ISOLADO PV

A andlise filogenética intra-especifica do isolado PV nas linhagens C57BL/6 (J),
Swiss (K) e Balb/c (L), demonstrou um perfil homogéneo em relacdo as populacdes de
T. cruzi do in6culo, culturas, sangue e tecidos (Figura 23).

Observou-se um predominio no compartilhamento génico entre as populagdes
do in6culo e culturas (15° e 60° dias), independentemente do periodo, considerando as
populacdes geneticamente idénticas nas trés linhagens de camundongos (100%, 100% e
94,1-100% de similaridade, respectivamente) (Figura 23).

As populacdes de T. cruzi do sangue e dos tecidos demonstraram ampla
identidade na linhagem Balb/c (94,1%), porém, observado com menor intensidade na
linhagem Swiss, que neste caso apresentou similaridade média de 76,3% em relagcao as
populacdes do inéculo, culturas e tecidos (Figura 23).

Esta andlise demonstra uma possivel selecdo natural e por parte do hospedeiro
nos tecidos, a partir de uma pressdao imunoldgica sistémica e, possivelmente, com

caracteristicas independentes entre tecidos (Figura 23).
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Figura 23: Fenograma referente as populag¢des de 7. cruzi do isolado PV no inéculo, sangue,

culturas e tecidos nas trés linhagens de camundongos separadamente apds andlise pelo LSSP-

PCR.
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6 DISCUSSAO

6.1 CONSIDERA COES INICIAIS

Nas ultimas décadas tém ocorrido mudangas epidemioldgicas na transmissdo da
doenca de Chagas que podem ter influenciado no processo adaptativo de vetores
silvestres e das populagdes de 7. cruzi, desencadeando possivelmente variacdes no
comportamento biolégico e genotipico de ambos.

A partir de meados dos anos 40 foram iniciados estudos focados no
desenvolvimento de inseticidas, tais como o gammexane (BHC), para a eliminacdo de
vetores em dreas endémicas (Dias & Coura, 2008). Em consequéncia, houve redugdo de
determinadas espécies de triatomineos, e, em 2004, a OMS incluiu, além do Brasil,
paises como Chile e Uruguai livres da transmissdo vetorial pelo 7. infestans,
considerado o principal responsdvel pela transmissdo vetorial no ciclo doméstico. Esse
fato influiu no processo adaptativo de algumas espécies de vetores silvestres como o P.
megistus na regido do Tridngulo Mineiro, T. sordida no estado da Bahia e T. brasiliensis
no estado do Rio Grande do Norte, gerando uma transicdo entre os ciclos onde
populacdes do 7. cruzi do ambiente silvestre foram incorporados ao ambiente
doméstico.

A importancia da manutencdo da vigilancia epidemioldgica no controle da
transmissdo da doenca de Chagas no pais pode ser comprometida pela crescente
descentralizacdo das acdes de saide a perda de financiamento em toda a regido
endémica (Dias et al, 2002). Estudos recentes vém demonstrando aumento na
ocorréncia de infecgdes agudas em humanos, com populagdes do parasito ligadas ao
ciclo silvestre, em paises como Venezuela, Coldmbia e México, porém, acompanhadas
de manifestacdes compativeis as observadas em infec¢des agudas causadas por isolados
do ciclo doméstico (Afies et al., 2004). Na Argentina tem sido registrado casos agudos a
partir da reinfec¢ao de comunidades rurais pelo vetor, devido a auséncia de um sistema
de vigilancia sustentdvel (Gurtler, 2005). No nordeste do Brasil, o T. brasiliensis
infectado pelo T. cruzi foi encontrado no domicilio em regides onde os programas de
controle t€ém sido descontinuos (Sarquis et al., 2004). Além disso, o T. infestans,
embora em baixa densidade, ainda estd presente em varios municipios brasileiros, o que

pode ser uma importante ameaga, devido a capacidade de repovoamento desse vetor
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(Dias et al., 2002). Portanto, estes relatos indicam o risco de reinfestacdo das zonas
borrifadas com inseticidas por vetores silvestres (Scholfield et al., 2006, Diotaiuti et al.,
2000; Assis et al., 2007), sendo que, no Brasil, a incidéncia de infec¢des por via
congénita e oral sdo os maiores causadores de infec¢des nos ultimos anos (Coura,
2006).

O T. cruzi I inserido no ciclo silvestre € o 7. cruzi 11, inserido no ciclo doméstico
assim como as DTU hibridas (III, IV, V e VI) (Zingales et al., 2009), sdo alvos de
estudos moleculares necessarios para o acompanhamento de mudangas relacionadas a
evolucdo bioldgica a partir de fatores genéticos do hospedeiro e do parasito, e a
viruléncia e patogenicidade destas populacdes em relacdo as infec¢cdes humanas.

Virios pesquisadores tém sugerido que isolados de Tcl devem estar associados
com baixa patogenicidade em humanos (Ruiz et al., 1998; Zingales et al., 1999),
correlacionando esta hipdtese com as infeccoes que evoluem para a forma
indeterminada na bacia Amazonica. Porém, este DTU tem sido associado a infec¢des
graves como meningoencefalites, cardiomiopatia e doencas gastrointestinais
(megaesofago e megacdlon) (Zingales et al., 1998; Bosseno et al., 2002; Coura et al.,
2002; Afiez et al., 2004; Sanchez-Guillén et al., 2006; Breniere et al., 2007; Samudio et
al., 2007; Acquatella, 2007; Burgos et al., 2008). Dados recentes tem demonstrado na
Colombia a presenca de Tcl e infecgdes mistas com ambos DTU (Tcl e Tcll) em
pacientes com cardiomiopatia e formas digestivas da doenga de Chagas (Mantilla et al.,
2010; Florez et al., 2010). Estas divergéncias estdo possivelmente relacionadas a alta
variabilidade genética (Jaramillo et al., 1999; Salazar et al., 2006) ou subdivisdes dentro
das populacdes de Tcl (Diosque et al., 2003; Herrera et al., 2007; O’Connor et al.,
2007; Coura et al, 2010).

6.2 PARASITISMO SANGUINEO

A andlise do parasitismo sanguineo de trés isolados de 7. cruzi 1 (ALVANI,
AQI1-7 e MUTUM) na fase aguda da infec¢do foi avaliada por diferentes técnicas e
evidenciou baixo parasitismo do Tcl pela hemocultura (20,5% - 24/117) nas trés
linhagens de camundongos (Swiss, Balb/c e C57BL/6) o qual foi associado com a
parasitemia subpatente e detec¢do do parasito apenas pela hemocultura e PCR. O
comportamento das populagdes do Tcl no sangue do hospedeiro foi cepa-dependente e

nao influenciado pela linhagem do animal.
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O baixo parasitismo sanguineo poderia estar relacionado com a criopreservacao,
ativacdo e manutencdo dos parasitos cultivados em meios artificiais. No entanto, o
estudo do isolado silvestre PV, mantido nas mesmas condi¢des dos isolados do Tcl,
demonstrou que a capacidade infectante do isolado se manteve, como evidenciado pela
parasitemia patente detectada pelo exame fresco nas trés linhagens de camundongos.
Esse dado contradiz estudos que relataram a diminui¢do da viruléncia e infectividade
em estoques de 7. cruzi ndo clonados durante longo tempo em cultura ou mantidos em
camundongos (Romanha et al., 1979; Taliaferro & Pizzi, 1954) e refor¢ca a possivel
caracteristica dos isolados de Tcl em expressarem baixa viruléncia durante a fase aguda
na infeccdo experimental. Vdrios pesquisadores tém sugerido que isolados de Tcl
devem estar associados com baixa patogenicidade em humanos (Ruiz er al., 1998;
Zingales et al., 1999). Dados de Bertoli et al., (2006) demonstraram, apds infeccao
experimental com oito isolados de Tcl, parasitemia subpatente pelo exame a fresco em
sete isolados e hemoculturas negativas em cinco isolados analisados, corroborando com
os achados do presente estudo e reforcando a caracteristica de baixa infectividade
inserida nas popula¢des de Tcl durante a infec¢do em camundongos.

O baixo parasitismo e a baixa viruléncia evidenciados pelas amostras de Tcl
isoladas de triatomineos, podem estar associados a ndo adaptacdo do parasito a
hospedeiros vertebrados e a caracteristicas genotipicas distintas de cada populacdo
(Andrade & Magalhaes, 1996). Contudo, alguns autores sugerem que a manutengao
seriada de isolados em camundongos possa induzir um aumento na viruléncia do
parasito (Brener et al., 1974; Magalhaes et al., 1985).

Diante do baixo parasitismo das populacdes do Tcl aqui estudadas, verificamos
que a amplificagao do kDNA do T. cruzi pela PCR especifica no sangue periférico foi o
melhor método de deteccao do parasito na fase aguda da infeccdo experimental em
camundongos com 44,4% (8/18), seguido da hemocultura com 20,5% (24/117) e
MH/EF, que demonstraram baixa sensibilidade para o acompanhamento da parasitemia.
Apesar da hemocultura constituir uma técnica importante para a deteccao do 7. cruzi na
circulacdo em infec¢des subpatentes (Brener, 1975), a PCR apresenta superioridade em
relacdo aos métodos convencionais como xenodiagnostico € hemocultura (Britto ef al.,
2001).

A PCR é uma técnica molecular, porém, tem sido considerada como método

parasitolégico complementar no diagndstico da doenga de Chagas, cuja positividade é
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influenciada diretamente pela parasitemia do hospedeiro (Avila et al., 1993; Wincker et
al., 1994, Lages-Silva et al., 2001).

A intermiténcia e a quantidade de parasitos circulantes no sangue de um
hospedeiro infectado pelo 7. cruzi sdao dependentes da constituicdo genética da
populagdo parasitdria (Sanchez et al., 1990), desse modo, a positividade global da PCR
no sangue de apenas 44,4% reforca o baixo numero de parasitos circulantes das
populacdes do Tcl.

As diferencas no parasitismo sanguineo apresentadas pelos isolados do Tcl
foram cepa-dependentes. Sendo assim, o isolado MUTUM apresentou melhor
capacidade de multiplicacdo no sangue como demonstrado pela hemocultura (66,7% -
18/27) e estatisticamente significativo pela PCR (83,3% - 5/6) (p < 0,05) em relacdo aos
demais isolados de Tcl que apresentaram baixa positividade. O isolado PV (TcIV),
apresentou parasitemia patente na fase aguda, com alta positividade na hemocultura no
15° e 60° dia, ao passo que, evidenciou uma sobrevida de 100% dos camundongos nas
trés linhagens, designando este isolado de caracteristica silvestre, como pouco
patogénico, porém, com alta infectividade.

A resposta imune celular € um fator importante no controle do 7. cruzi em todas
as fases e seu desequilibrio pode resultar em aumento do parasitismo tecidual e
sanguineo (Sartori et al., 1999), possivelmente relacionado com a alta patogenicidade
apresentada pelos isolados ALVANI e AQ1-7 evidenciada pela andlise histopatoldgica.
Curiosamente, estes isolados apresentaram baixo parasitismo sanguineo demonstrado
pela baixa capacidade de multiplicagdo em cultura e baixa positividade da PCR nas trés
linhagens de camundongos, provavelmente correlacionado a uma susceptibilidade pela
resposta Th2 do hospedeiro e/ou auséncia de mecanismos de evasdo caracteristicos de
algumas populacdes de T. cruzi. Garzon et al. (2005), propuseram que a lise de formas
tripomastigotas circulantes por meio do sistema complemento explique o fato de
algumas cepas apresentarem baixos niveis de parasitos sanguineos e teciduais e alta
sobrevida na fase aguda em hospedeiros vertebrados.

O comportamento do isolado MUTUM, que apresentou parasitemia mais
elevada que ALVANI e AQI-7, talvez esteja relacionado a mecanismos de evasdo a
resposta imune do hospedeiro como “capping”, “shedding” e “fabulation”, os quais
proporcionam a manuten¢do de determinadas populacdes do parasito no sangue
periférico. Estes mecanismos podem constituir fatores determinantes para explicar o

perfil cepa-dependente observado neste trabalho e relacionado a superioridade do
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isolado MUTUM em permanecer na circulacdo durante a fase aguda. As formas
sanguineas do 7. cruzi sdao capazes de induzir uma mobilidade aos antigenos de
superficie agregando os complexos antigenos-anticorpos em uma das extremidades do
parasito eliminando-os posteriormente como demonstrado na cepa Y do 7. cruzi, este
mecanismo € denominado de capping e quando este complexo é eliminado, ele é
denominado por shedding (Schmuiiis et al., 1980). Outro processo de evasdo do parasito
detectado na cepa CL € a fabulation, no qual o T. cruzi secreta uma enzima semelhante
a papaina que cliva a imunoglobulina aderida aos sitios de ligacdo do parasito
degradando o fragmento Fc, desse modo, o parasito inibe a ativa¢do da resposta imune
mediada por anticorpos e células (Krettli et al., 1979). Como relatado por Ruiz et al.
(1998) algumas populagdes de parasitos ndo expressam a proteina gp90 relacionada
com a inibicdo da mobiliza¢do do cdlcio necessdrio para a invasdo celular, tornando
estas populagcdes altamente infectantes.

Dados na literatura relatam que macréfagos teciduais € mondcitos sanguineos
também sdo potencialmente capazes de destruir o 7. cruzi por mecanismos associados
com imunofagocitose (Villalta & Kierszenbaum, 1984). Este dado pode se relacionar
com o macrofagotropismo evidenciado pelos isolados ALVANI (HE e PCR tecidual) e
AQI1-7 (PCR tecidual) ao contrario do isolado MUTUM que demonstrou baixo
parasitismo no figado e baco, justificando a elevada parasitemia revelada pela
hemocultura neste dltimo e baixa nos demais.

De acordo com Andrade, (1985) o comportamento biolégico e os perfis
histopatoldgicos de isolados de T. cruzi, possibilitam o seu agrupamento em trés
biodemas distintos: I, II e III. Neste estudo, apesar das diferencas bioldgicas
evidenciadas entre o isolado MUTUM e os demais isolados, foi possivel associar o
comportamento biologico dos trés isolados de Tcl utilizados neste trabalho, com o
biodema III, sobretudo pela baixa multiplicacdo observada nos isolados ALVANI e
AQI1-7, o acometimento da musculatura esquelética e pela mortalidade inexistente na
fase aguda. Dados na literatura tém demonstrado que os genétipos 19 e 20 do Tcl
também apresentam comportamento diferenciado, onde o gendtipo 20 evidenciou
caracteristicas semelhantes aos isolados do biodema III com picos de parasitemia mais
elevados entre o 20° e 30° dia e miotropismo enquanto o genétipo 19 apresentou niveis
de parasitemia mais baixos e multiplicacdo mais lenta (Toledo et al., 2004).

Atualmente, tem sido relatadas diferentes manifestacdes clinicas nas infecg¢des

humanas pelo Tcl em diversas regides endémicas. As infec¢cdes humanas agudas no
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México, Venezuela e Colombia (Afies et al., 2004) podem evoluir para formas clinicas
graves, no entanto, formas brandas ou auséncia de manifestacdes graves ocorrem na
Amazonia brasileira (Coura, 2010), fato esse que pode estar associado com a
variabilidade genética das populacdes do Tcl e com a hipdtese de que clones principais
do parasito Tcl estejam distribuidos em determinadas regides geograficas (Tibayrenc &
Ayala, 1988; Campos et al., 1996).

Como proposto por Vallejo & Gulh, (2009) subpopulacdes especificas de
tripanossomas sao transmitidas, frequentemente, por vetores especificos em dreas
geograficas definidas. No entanto, os isolados ALVANI e AQ1-7 que s@o provenientes
de triatomineos e regides geogréficas distintas (P. megistus de Minas Gerais e T.
sordida da Bahia respectivamente) demonstraram que a diversidade geografica e os
diferentes vetores de origem ndo determinaram caracteristicas bioldgicas distintas, uma
vez que estas duas populacdes apresentaram comportamento semelhante e foram
isoladas em regides geograficamente distantes. No presente estudo, foi demonstrado
experimentalmente o comportamento polar do Tcl observado nos humanos.

Os isolados ALVANI e AQI1-7 apresentaram maior patogenicidade nas trés
linhagens de camundongos, ao passo que, MUTUM, apesar de ter sido isolado na
mesma regido geografica e da mesma espécie de hospedeiro invertebrado que ALVANI,
ndo apresentou patogenicidade na fase aguda da infeccdo experimental em
camundongos. Esse dado sugere a existéncia de clones com comportamento biolégico
polar circulando ou ndo em uma mesma regido geografica.

Dados na literatura sugerem que as populagdes do Tcl continuam sendo
populacdes mais homogéneas do que o Tcll, contudo, a diversidade intra-especifica
inserida nas populagdes de Tcl tém sido recentemente relatada.

Herrera et al. (2007) e Falla et al. (2009) sub classificaram a linhagem Tcl em
quatro haplétipos (a, b, ¢, d) e determinaram caracteristicas bioldgicas distintas entre os
isolados de diferentes regides. O haplétipo la foi relacionado com vetores domiciliados
e humanos, o haplétipo Ib a vetores silvestres e infeccdes humanas, o haplétipo Ic ainda
nao estd completamente caracterizado, existindo indicios que o insere no ciclo silvestre
e o haplétipo Id, que parece estar associado com ambientes silvestres e a diferentes
vetores e reservatorios como R. prolixus e D. marsupialis na Colombia.

Os clones 19 e 20 do Tcl s@o intimamente relacionados no ponto de vista
genético e se agrupam pela andlise de 22 locos isoenzimaticos (Barnabé et al., 2000).

Contudo, esses gendtipos sdo diferenciados no locos isoezimético 6-fosfogluconato
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desidrogenase (6PGDH) (Tibayrenc & Ayala, 1988) sendo, o gendtipo 20 associado
com maior patogenicidade, como observado em clones do isolado Colombiana
(Camandaroba et al., 2001). Toledo et al. (2004) avaliaram 14 diferentes parametros
relacionados com viruléncia e patogenicidade e mostraram que os gendtipos 19 e 20
apesar de serem estreitamente relacionados diferem significativamente em quatro
desses.

Considerando o comportamento biologico semelhante dos isolados ALVANI e
AQ1-7, seria possivel que os mesmos também apresentassem similaridade genética.
Contudo, Kappel et al., (2010 comunicagdo pessoal), classificou o isolado ALVANI
como haplétipo Id, enquanto os isolados AQ1-7 e MUTUM ndo se encaixaram em
nenhuma dessas divisdes e pode ser mais um indicio de que o isolado MUTUM
represente uma populacio diferenciada do 7. cruzi 1 ou talvez populagdes polares do

Tcl.

6.3 PARASITISMO TECIDUAL

Apesar dos isolados de Tcl ndao terem induzido parasitismo sanguineo, a
presenca do parasito dos trés isolados foi detectada em 81,0% (175/216) dos tecidos
analisados em sua maioria por meio da PCR com predominio do mesmo na musculatura
estriada e lisa. A elevada sensibilidade da PCR na deteccao do 7. cruzi tem sido
demonstrada por varios autores (Jones et al., 1993; Vago et al., 1996; Afes et al., 1999)
e neste trabalho permitiu a detec¢do tecidual do Tcl em todos os 6rgdos analisados. A
baixa sensibilidade da HE para evidenciar o parasito nos tecidos tem sido relatada por
diferentes autores (Barbosa & Andrade, 1984; Teixeira et al., 1991) e aqui foi
corroborada.

Os dados encontrados demonstraram tanto pela HE como pela PCR diferengas
na intensidade do parasitismo tecidual do Tcl com perfis cepa-dependente e maior
parasitismo nos animais infectados com os isolados ALVANI e AQ1-7 que MUTUM,
no qual o parasitismo tecidual sé pode ser detectado pela PCR evidenciando o baixo
potencial patogé€nico dessa populagdo. Toledo et al., (2004) mostraram que clones do
grupo genético 20 relacionado com o Tcl, e que apresentaram niveis mais elevados de
parasitemia, apresentaram também maior parasitismo tecidual e reacdo inflamatéria na
fase aguda da infec¢do como proposto também por Marinho et al. (1999) e Garzon et al.

(2005). Esses dados contrastam com nosso estudo, nos quais o potencial patogénico em
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populacdes de Tcl nao foi necessariamente relacionado com os niveis de parasitemia
uma vez que detectamos parasitismo tecidual e processos inflamatdrios intensos
associados com parasitemia subpatente nos isolados ALVANI e AQ1-7.

Na infeccdo experimental por diferentes patégenos o hospedeiro pode
desempenhar papel importante na evolu¢do da doenca em fun¢do do tipo de sua resposta
imune, sendo demonstrado que os animais isogénicos C57BL/6 apresentam uma
resposta imune dominante Thl e os Balb/c, uma resposta Th2 evidenciando,
respectivamente, um cardter de resisténcia e susceptibilidade (Michailowsky et al.,
2001). A susceptibilidade de modelos Balb/c ao T. cruzi estd associada com a produgao
de IL-4 como indicado pelos altos niveis parasito-especifico de IgG1 em relacdo a
IgG2a, quando comparado com o modelo C57BL/6. A IL-4 € considerada o maior fator
mediador de susceptibilidade do modelo Balb/c infectado com a cepa Colombiana (TcI)
como sugerido pelo baixo nimero de amastigotas, baixa parasitemia e baixa taxa de
mortalidade em camundongos Balb/c IL-4 KO (Knockout). Alguns estudos sugerem
que a IL-4 e IL-10 podem atuar em sinergia no controle da miocardite durante a
infeccdo pelo T. cruzi, ao passo que, a IL-12 e INF-y sdo essenciais para o controle do
parasito na fase aguda ap6s a infec¢do pelo 7. cruzi (Michailowsky et al., 2001).

Jackson & Tinsley, (2005) salientaram que diferencas relacionadas a
susceptibilidade entre diferentes genétipos de hospedeiros modificam a resposta diante
de diferentes genétipos de parasitos, elegendo o fator genético como um importante
mediador durante a relacdo parasito-hospedeiro na patogénese da doenga de Chagas. A
andlise do parasitismo tecidual pela HE demonstrou maior susceptibilidade da linhagem
Balb/c (22,2%), seguido por CS57BL/6 (11,1%) e Swiss (8,3%), contudo, a
suscetibilidade de uma mesma linhagem frente as diferentes populagdes do Tcl
apresentou resultados divergentes, sendo observado que os animais da linhagem Balb/c
se mostraram mais resistentes (p < 0,001) a infeccdo pelo isolado MUTUM (38,8% -
7/18) quando comparado com ALVANI: 100% (27/27) e AQ1-7: 92,5% (25/27).

Ja a andlise do comportamento de um mesmo isolado em diferentes modelos
animais mostrou no isolado MUTUM maior susceptibilidade da linhagem C57BL/6 e
maior resisténcia em relacdo a linhagem Balb/c (66,6% e 38,8% de positividade pela

PCR respectivamente), contrariando as caracteristicas imunoldgicas destas linhagens.



90

Marden E. Mattos Jr. Discussao

6.4 PATOGENICIDADE E TROPISMO TECIDUAL

Achados histopatolégicos em infeccdes experimentais pelo 7. cruzi, indicam o
tropismo tecidual do parasito como sendo um importante fator de patogenicidade na
doenca de Chagas (Franco et al., 2003; Andrade, 1990). De acordo com Franco et al.
(2003), camundongos Balb/c infectados artificialmente com duas populacdes
monoclonais de 7. cruzi, revelaram diferentes tropismos teciduais durante a fase cronica
da infec¢ao experimental na doenca de Chagas, o que demonstra que a variabilidade
genética do parasito pode determinar o tropismo tecidual e desenvolver um importante
papel na patogénese.

O potencial patogénico dos isolados do Tcl aqui estudados foi cepa dependente e
associado principalmente aos isolados AQI1-7 e ALVANI, os quais apresentaram,
independente das linhagens de camundongos avaliadas, tropismo pela musculatura
estriada e lisa, respectivamente. J4 o isolado MUTUM ndo apresentou ninhos de
amastigotas no tecido pela HE e apresentou apenas processo inflamatério discreto na
musculatura lisa, evidenciando variabilidade e comportamento polar também no
parasitismo tecidual. O isolado PV apesar da parasitemia patente observada na fase
aguda, apresentou baixa patogenicidade comparado aos isolados AQI1-7 e ALVANI,
com parasitismo tecidual evidenciado pela HE apenas na musculatura estriada cardiaca
(50,0%), porém, foram observados processos inflamatérios discretos a moderados, tanto
no miocardio quanto nas juncdes intestinais.

De acordo com o parasitismo sanguineo e tecidual classificamos os isolados
MUTUM e PV como sendo de alta infectividade e baixa patogenicidade e os isolados
ALVANI e AQI1-7 de baixa infectividade e alta patogenicidade. Dados na literatura
mostram que os danos teciduais observados na fase cronica nao estao necessariamente
associados com a existéncia de parasitismo tecidual, uma vez que as reagdes auto-
imunes podem ser desencadeadas por antigenos circulantes provenientes de parasitos
destruidos pelo sistema imune (Tarleton,1999). Além disso, o modelo histotropico
clonal sugere que devido ao tropismo diferencial dos varios isolados, os clones
circulantes e disponiveis para o isolamento por hemocultura, podem ser diferentes

daqueles responsaveis pela lesao tecidual (Macedo & Pena,1998).
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6.5 VARIABILIDADE GENETICA PELO LSSP-PCR

A LSSP-PCR ¢ uma técnica capaz de detectar variagdes unicas e multiplas em
fragmentos alvo de DNA. Tem sido aplicada no estudo de doengas genéticas (Pena et
al., 1994) e na caracterizagdo genotipica de diversos microorganismos (Villa et al.,
1995; Gomes et al., 1997; Oliveira et al., 2003).

A realizacdo da LSSP-PCR a partir do kDNA do 7. cruzi tem demonstrado que a
variabilidade genética € um fator determinante na patogénese da doenca de Chagas
(Andrade et al., 1999; Vago et al., 2000). A alta sensibilidade da LSSP-PCR permite a
caracterizacdo direta de populacdes naturais do parasito. A simplicidade durante a
execugdo, a rapidez e a elevada capacidade em produzir e reproduzir assinaturas génicas
torna esta técnica uma ferramenta util nos estudos envolvendo a epidemiologia
molecular na doenga de Chagas (Salazar et al., 2006).

Apd6s o estudo do comportamento bioldgico e caracterizagdo genética pelo
kDNA de amostras de 7. cruzi, observamos que ndao houve correlagdo entre o
comportamento genético e biologico, pelo fato dos isolados ALVANI e AQI-7 e
MUTUM e PV evidenciarem importante semelhanga bioldgica, nao sendo reproduzido
geneticamente apds a andlise pela LSSP-PCR, que demonstrou 77,8% de similaridade
entre ALVANI e PV e 66,7% entre AQ1-7 e MUTUM. Bértoli et al. (2006), relataram
uma elevada associagdo do comportamento biolégico (infectividade) entre o hospedeiro
e as respectivas amostras de 7. cruzi isoladas, ndo estando relacionado ao grupo
genético do parasito.

Vago et al. (2000) observaram uma similaridade importante entre o0 KDNA de
amostras de 7. cruzi provenientes de pacientes distintos que habitam a mesma regiao
geografica apds a andlise pela LSSP-PCR, sugerindo que isolados de 7. cruzi da mesma
regido geografica podem ser geneticamente semelhantes, e possivelmente ser um fator
determinante no desenvolvimento das formas clinicas da doenga de Chagas. Porém, em
nosso estudo, foi evidenciado que as amostras de 7. cruzi (ALVANI e MUTUM)
isolados do mesmo hospedeiro invertebrado (P. megistus) € na mesma regido geografica
(Uberaba/MG), ndo foram geneticamente correlacionadas apds a andlise pela LSSP-
PCR.

O T. cruzi possui uma estrutura de populacdo clonal apresentando também
isolados policlonais. Desse modo, podem existir diferentes clones teciduais que

desenvolvem um tropismo o6rgao seletivo (Andrade, 1974; Devera et al., 2002),
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relacionado a capacidade do hospedeiro vertebrado em atuar como um “filtro biolégico”
reduzindo a variabilidade genética na fase cronica da infeccdo (Macedo et al., 1992;
Oliveira et al., 1998, 1999).

Virios estudos tém demonstrado que populagdes de 7. cruzi isoladas de vetores
e animais silvestres sdo geneticamente mais complexas comparadas as amostras obtidas
de pacientes na fase aguda da doenca de Chagas (Oliveira et al., 1997, 1998; Gomes et
al., 1998; Diosque et al., 2003). No entanto, a variabilidade genética observada em
nosso estudo entre as populagdes de 7. cruzi do indculo, sangue e tecidos foi muito
semelhante tanto nas amostras isoladas de vetores silvestres (ALVANI, AQ1-7 e
MUTUM) quanto a amostra obtida de humano na fase aguda da doenga (PV).

Neste trabalho, de acordo com os fenogramas apresentados, observamos uma
elevada heterogeneidade entre os isolados avaliados com perfis de LSSP-PCR cepa-
especificos, contudo, dentro de cada isolado detectamos elevada similaridade entre as
amostras analisadas. Demonstramos também que o perfil genético do hospedeiro ndo
interferiu na sele¢do de populacdes do parasito os quais mantiveram suas caracteristicas
genéticas independente da linhagem de camundongo. O isolado ALVANI apresentou
85,6% de similaridade entre populagdes do indculo e sangue, no entanto, foi observada
uma elevada heterogeneidade entre as populagdes teciduais, variando de 44,7% a 61,8%
de similaridade, sugerindo a presenca de populagcdes policlonais. Em relacdo aos
isolados AQ1-7 e MUTUM foi evidenciado 90,8% e 85,0% de similaridade entre
populacdes do indculo e sangue, 89,7% e 82,8% de similaridade entre os tecidos e
82,7% e 79,8% entre populagdes do indculo, sangue e tecidos respectivamente,
demonstrando uma elevada homogeneidade, sugerindo a existéncia de populacdes
monoclonais.

Vago et al. (2000) demonstraram que clones presentes no tecido cardiaco de
pacientes foram diferentes daqueles existentes no esdfago. Curiosamente, detectamos
heterogeneidade de populagdes de T. cruzi na musculatura lisa da bexiga dos animais
infectados com isolados ALVANI e AQI1-7 nas linhagens Balb/c e Swiss, fato talvez
relacionado a um tropismo 6rgao seletivo e/ou policlonalidade de populacoes.

Foi evidenciada maior variabilidade genética na linhagem Swiss, talvez pela
maior heterogeneidade individual desta linhagem, uma vez que ndo sdo isogénicos
(Devera et al., 2002). A utilizacdo dessa linhagem visou reproduzir o que poderia
acontecer na infec¢io humana devido a complexidade dos componentes genéticos e

bioldgicos. Devera et al., (2002), sugeriram que possa ocorrer simultaneamente
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adaptacdo e selecdo de parasitos tanto no camundongo, quanto em cultura,
demonstrando que em nivel biolégico, bioquimico e molecular, os parasitos presentes
ap6s manutencdo em meio de cultura in vitro e no camundongo poderdo ser diferentes
da cepa original, ocorrendo portanto um processo seletivo nestes sistemas.

No presente estudo, as populagdes existentes nas culturas (15° e 60° dia), sangue
e tecidos demonstraram-se heterogéneas, sendo que as populacdes em cultura
agruparam-se com as populacdes do indculo (original) (observado por Devera et al.
2002 a partir da técnica de RFLP - Restriction Fragment Length Polymorphism do
kDNA do T. cruzi) e do sangue evidenciando uma elevada similaridade, ao passo que,
as populagdes teciduais apresentaram variabilidade genética importante em relacdo as
demais populacdes, padrdo este observado nos quatro isolados analisados, independente
das linhagens de camundongos, reforcando a caracteristica cepa-dependente
evidenciado neste estudo e o indicio de que a resposta imunoldgica nos érgaos e tecidos
¢ mais intensa resultando em uma possivel selecio natural e um aumento da
variabilidade genética destes clones.

Quando se realiza a caracterizacdo genética de isolados do parasito pelas
técnicas existentes, o isolamento do 7. cruzi mediante seu crescimento em animais
experimentais ou meios de cultura se faz necessario. Esta condi¢do pode levar a uma
selecdo de clones e, consequentemente, de populacdes de parasitos que estdo presentes
na cultura, mas que diferem das presentes no sangue ou tecidos dos hospedeiros (Devera
et al., 2002). Esta intensa variabilidade inserida no kDNA do parasito pode estar
relacionado a diferentes fatores como a presenca de diferentes classes de sequéncias dos
minicirculos em cada parasito, altas taxas de mutacdes nas regidoes varidveis, danos
reversiveis nas sequéncias do kDNA ou baixa identidade entre elas (Lages-Silva et al.,

2006).
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7 CONCLUSOES

1. Os isolados de Tcl apresentaram parasitemia subpatente e uma variacdo na
infectividade e patogenicidade, sendo ALVANI e AQ1-7 de baixa viruléncia e

alta patogenicidade e MUTUM de alta viruléncia e baixa patogenicidade.

2. A infec¢do experimental dos isolados de T. cruzil e IV em camundongos
evidenciou um perfil cepa-dependente ndo influenciado pela linhagem do

animal.

3. O tropismo tecidual evidenciado pelos isolados de Tcl nas diferentes linhagens
de camundongos foi pela musculatura estriada e lisa, sendo o coracdo o 6rgao

mais parasitado.

4. Os isolados do Tcl apresentaram comportamento bioldgico polar sendo
detectada maior capacidade infectante para os tecidos em ALVANI e AQ1-7 e
maior parasitismo pelo sangue em relagdo ao isolado MUTUM o qual foi

semelhante ao isolado PV (TclIV).

5. A PCR foi a melhor técnica para detec¢do das populacdes do Tcl no tecido e

sangue seguida pela hemocultura.

6. A HE apesar da baixa sensibilidade foi capaz de demonstrar a diferenca do

parasitismo entre os isolados e entre as linhagens de camundongos.

7. Os isolados de T. cruzi estudados ndo apresentaram uma correlacdo entre o

comportamento biolégico e genotipico.

8. Os perfis de LSSP-PCR demonstraram elevada heterogeneidade entre os

isolados de Tcl avaliados com perfis exclusivos e cepa especifico.

9. A variabilidade genética das populagdes teciduais do Tcl foi cepa-dependente,

com maior similaridade sugestiva de populacdes monoclonais em AQI-7 e
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MUTUM e maior heterogeneidade, possivelmente associada com

policlonalidade em ALVANI

10. As linhagens de camundongos ndo induziram selecao de populagdes sanguineas

ou teciduais do Tcl, as quais se agruparam de acordo com cada o isolado.
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