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Do Bem, V. A. L. Resumo

Neste trabalho, foi avaliado o impacto das passagens alternadas pelos hospedeiros
invertebrado, vertebrado e invertebrado nas propriedades biologicas e genéticas das
populagdes de parasitos em infeccdo mista. Desta forma, um clone de T. cruzi
representante da DTU Tcl (P209 cl1) e outro da DTU Tcll (CBB cl3) foram utilizados para
constituir a infecgdo mista. Foram avaliados o estabelecimento e o desenvolvimento da
infeccdo mista (Tcl+Tcll) no hospedeiro invertebrado (ninfas de terceiro estadio de
Triatoma infestans), seguida de sua passagem pelo hospedeiro vertebrado (camundongo
Swiss) e novamente pelo hospedeiro invertebrado (T. infestans). A primeira infeccdo dos
triatomineos (n=40) foi feita por xenodiagnostico artificial (XAHI - primeira etapa) com
15x10° epimastigotas, em meio LIT, adicionado de sangue de camundongos. Apds trinta
dias, os insetos foram avaliados individualmente em relagdo ao nimero de flagelados por
inseto (NFI), percentuais de infectividade (%INF) e percentuais de metaciclogénese
(%DIF) e os resultados comparados com as infeccbes monoclonais (Tcl ou Tcll)
correspondentes. Os parasitos isolados do XAHI foram utilizados para infectar
artificialmente os hospedeiros vertebrados (n=16 camundongos Swiss), via IP com indculo
de 1x10° tripomastigotas metaciclicos, (IAHV — segunda etapa). Neste hospedeiro a
parasitemia e infectividade foram avaliadas por ESF, HC e PCR. Trinta dias apds a
infeccdo, os camundongos foram submetidos ao xenodiagnostico natural (XNHI — terceira
etapa), e desse modo, outros triatomineos foram infectados e avaliados pelos mesmos
parametros utilizados na primeira etapa. A cada etapa, os reisolados do parasito foram
caracterizados molecularmente pelo perfil eletroforético de Isoenzimas, gene rDNA 24Sa e
RAPD. Na primeira etapa, a infeccdo mista por XAHI apresentou perfil de
desenvolvimento similar ao de Tcll em relacdo ao NFI e %INF, porém, para 0 %DIF os
valores foram superiores do que o observado nas infec¢cbes monoclonais. A caracterizagdo
molecular revelou que a infeccdo mista estava presente em 100% das amostras originadas
destes triatomineos (XAHI). Na segunda etapa, apenas um camundongo do grupo
infectado com infeccdo mista (Tcl+Tcll) apresentou parasitemia patente. Nos outros
animais a infeccdo foi confirmada por HC e PCR, sendo esta ultima feita apenas nos
animais com HC negativa. Os percentuais de animais infectados expostos a infec¢do mista,
monoclonal (Tc 1) e monoclonal (Tc 1) foram de 62%, 44% e 19% respectivamente. A
caracterizacdo molecular de isolados provenientes de camundongos expostos a infecgdo
mista demonstrou a presenca de infeccdo mista (Tcl+Tcll) em 40% dos animais e nos
outros 60% apenas a DTU Tcl foi detectada. Na terceira etapa, os triatomineos que se
alimentaram nos animais com infeccdo mista apresentaram NFI, %INF e %DIF
significativamente maiores do que o observado nos que se alimentaram em animais com
infeccdes monoclonais. As analises moleculares revelaram apenas a presenca de Tcl nos
triatomineos que se alimentaram em animais expostos infeccdo mista por XNHI (terceira
etapa). Ap0ls as passagens alternadas entre os diferentes hospedeiros foi observado que a
mistura de populacBes de T. cruzi apresentou padrbes bioldgicos distintos em relacéo as
infeccdes monoclonais correspondentes, favorecendo a transmissdo entre os hospedeiros.
Entretanto, penas o grupo Tcl foi detectado ao final de todas as passagens. Sendo assim 0s
resultados sugerem que durante as passagens alternadas de infeccdes mistas, compostas por
parasitos genética e biologicamente distintos, por diferentes hospedeiros, ocorre selecéo de
populagdes do T. cruzi, representando assim “filtros bioldgicos”, o que causaria impacto na
sua transmissdo e consequentemente na epidemiologia da doenca de Chagas.



Do Bem, V. A. L. Abstract

This work evaluated the impact of cyclical alternate passages - invertebrate, vertebrate and
invertebrate hosts - in biological properties and genetic characteristics of the parasites
populations. Thus, one clone representative of Tcl DTU (P209cl1) and one representative
of Tcll DTU (CBBcl3) of T. cruzi were used to form the mixed infections. I twas evaluated
the establishment and development of mixed infection (Tcl+Tcll) in invertebrate host
(third instar nymphs of Triatoma infestans) followed of vertebrate host (Swiss mice) and
again in the invertebrate host (T. infestans). The first group of triatomines (n=40) infection
was performed by artificial xenodiagnosis (AXIH — first step) with 15x10° epimastigotes
of LIT media added of uninfected mice blood. After 30 days the insects were individually
evaluated in relation to number of flagellates by insect (NFI), percentage of infection (%
INF) and percentage of parasite differentiation (% DIF) and the results obtained compared
with the corresponding monoclonal infections (TCI or Tcll). Parasites isolated of AXIH
were used to infect artificially the vertebrate host (n=16 mice) by IP route using the
inoculum of 1.0 x10% metacyclic trypomastigotes (AIVH — second step). In this host the
parasitemia and infectivity were evaluated by ESF, HC and PCR. Thirty days after the
infection mice were submitted to natural xenodiagnosis (NXIH — third step) and at this way
other group of triatomineos (n=40) were infected and evaluated by the same parameters
used in the first step. At each stage parasites were isolated for molecular characterization
by isoenzimes electrophoresis, IDNA 24Sa gene and RAPD. In the first step the the mixed
infection by AXIH showed similar profile of Tcll in relation to NFI and % INF, but the %
DIF was higher than the observed in the monoclonal infections. The molecular
characterization revealed that mixed infection was present in 100% of the samples of the
artificially infected triatomines (AXIH). In the second step only one mouse infected with
mixed infection (Tcl+Tcll) presented patent parasitemia. In the other animals the infection
was confirmed by HC and PCR and this last technique was performed only in mice with
HC negative HC. The percentage of infected mice (% INF) exposed to mixed infection,
monoclonal (Tc I) and monoclonal (Tc Il) were 62%, 44% and 19% respectively. The
molecular characterization of the isolates of mice exposed to mixed infection showed its
presence in 40% of the animals; in the others mice only Tcl was detected. In the third step
the triatomines that were fed in mice with mixed infection showed NFI, % INF and % DIF
significantly higher than the observed in monoclonal infections. The molecular diagnosis
techniques revealed only Tcl in the triatomines exposed to mixed infection by natural
xenodiagnosis (NXIH - third step). After cyclical passages it was observed that the mixed
T. cruzi infections presented distinct biological parameters than the correspondent
monoclonal infections and was better transmitted among the different hosts. Only Tcl was
detected in all reisolated samples. Thus, the results suggest that during the cyclical
passages the mixed infections fomed by parasites genetic and biologically distinct (mixed
infections) by different hosts could to represent biological filters that may select T. cruzi
populations with great impact on its transmission and consequently in Chagas disease
epidemiology.

Vi
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1.0 - INTRODUCAO

1.1 - Doenca de Chagas e o Trypanosoma cruzi

A doenca de Chagas (DCh) foi descoberta em 1909 pelo grande pesquisador
brasileiro, Carlos Justiniano Ribeiro Chagas, quando no ano de 1907 foi designado para
avaliar um surto de maléria que acometia operarios que trabalhavam na obra da Ferrovia
Central do Brasil (FCB) na regido Norte do Estado de Minas Gerais. Carlos Chagas foi
informado por um engenheiro da FCB da existéncia de um inseto hematofago,
popularmente conhecido como barbeiro abundante na regido, que possuia a capacidade de
proliferar dentro das residéncias. Ao dissecar os insetos, Carlos Chagas encontrou
flagelados com morfologia semelhante a das critidias. Ele enviou exemplares dos barbeiros
infectados para Oswaldo Cruz, que realizou infec¢Bes experimentais com o parasito e pode
confirmar que o mesmo, era capaz de infectar macacos. Posteriormente, Carlos Chagas
pode perceber que se tratava de um novo organismo e o descreveu como Trypanosoma
(Schizotrypanum) cruzi em seu classico trabalho de 1909 (Chagas, 1909). Além disso, esse
pesquisador relatou o ciclo bioldgico deste protozoario nos hospedeiros invertebrados e
vertebrados e alguns aspectos da patologia provocada por este novo parasito (Chagas,
1909).

O T. cruzi é um protozoario flagelado pertencente a ordem Kinetoplastida e a
familia Trypanosomatidae, cujos membros apresentam uma organela autoreplicavel que
contétm DNA — o cinetoplasto. Este parasito € digenético, ou seja, seu ciclo de vida

consiste em passagens obrigatdrias por dois hospedeiros distintos (Brener, 1992).

Segundo Jansen (2010), o T. cruzi teria surgido ha cerca de 80 milhdes de anos no
supercontinente Gondwana, tendo como primeiros hospedeiros, animais da fauna de
Marsupiais e Xenarthra que apresenta ampla distribuicdo geogréafica, no Norte, Centro e
Sul do continente americano. Pesquisadores afirmam que é possivel isolar esse protozoario
de mais de 100 espécies de mamiferos de diferentes ordens. Muitos desses animais sdo
considerados reservatorios naturais e podem apresentar pouco ou nenhum sinal clinico
decorrente da infecgdo por esse parasito (Deane et al., 1964; Lent e Wygodzinksy, 1979;
Devera et al., 2003). A Tripanossomiase originalmente enzodtica, ndo pode ser erradicada
e a unica possibilidade de intervencdo no controle da transmisséo natural da DCh € sobre o
ambiente, reduzindo ou eliminando as chances de contato do parasito com humanos
(Silveira, 2000).
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A doenca de Chagas humana (DCh) pode ser considerada uma situacdo muito mais
recente nessa visdo historica, sendo originada a partir de agdes antropicas no ambiente
silvestre, que provocaram mudangas drasticas nesse sistema ecoldgico (Barretto, 1979;
Dias, 1993; Forantini, 1980; Dias, 2000; Coura et al.,, 2007). Desse modo, a
tripanossomiase americana passou a condicdo de antropozoonose, quando humanos
invadiram os ambientes silvestres, destruindo florestas, alterando a fauna e construindo

habitacOes precarias.

A ocupacdo humana nestes espacos permitiu que as espécies de triatomineos
vetores adaptassem aos ecotopos artificiais, passando os humanos a ser fonte de alimento
desses insetos. Com essas modificagdes, foram estabelecidos dois ciclos de transmisséo: o
silvestre e o peridoméstico/doméstico (Buscaglia e Di Noia, 2003; Coura et al., 2007). Até
0 momento j& foram descritas 140 espécies de insetos, da classe Hemiptera, familia
Reduviidea e subfamilia Triatominae, insetos de héabito exclusivamente hematéfago e
provavelmente todos podem ter a capacidade de transmitir o T.cruzi. Apenas algumas
espécies sdo consideradas vetores competentes do T. cruzi para o ciclo doméstico (Lent e
Wygodzinksy, 1979; Scholfield e Galvéo, 2009).

A via de transmissdo do T. cruzi responsavel pela manutencdo da endemia é a
vetorial, pelo contato de fezes e/ou urina contaminadas com formas tripomastigotas
metaciclicas do T. cruzi com mucosas ou pele lesionada (Dias, 1979). O parasito pode ser
transmitido também por outras vias como a transfusional que é considerada a segunda mais
importante nos paises onde ndo ha controle nos bancos de sangue (Schmunis, 1999); a
congénita ou vertical, com importante impacto na epidemiologia da doenga como podem
ser observadas em regiGes com altas taxas de transmissdo como na Bolivia e Chile (Carlier
e Truyenr, 2010); além de outros mecanismos como a via oral, transplante de 6rgdos e
acidentes laboratoriais (Dias, 2000; Coura et al., 2007; Dias e Neto 2011). Estudos mais
recentes desenvolvidos na Amazonia demonstraram a importancia crescente da via oral na
epidemiologia da DCh naquela regido (Valente et al., 1999; Coura et al., 2002; Dias et al.,
2008).

Considerando a epidemiologia da DCh, o foco do controle se concentra no combate
a transmissdo vetorial, transfusional, congénita (pds-natal) e atualmente a oral (WHO,
2002). Alguns programas elaborados em conjunto por diferentes paises obtiveram éxito no
combate a enfermidade, como a iniciativa dos Paises do Cone Sul (Argentina, Brasil,
Bolivia, Chile, Paraguai e Uruguai) em 1991 (Schofield e Dias, 1999; Moncayo, 1999) e

2
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dos Paises Andinos (Colébmbia, Equador, Peru e Venezuela) em 1997 (WHO, 1997;
Moncayo, 1999). O alvo de acdo desses programas foi a interrupcdo do ciclo de
transmissdo domiciliar com a eliminagdo dos principais vetores domiciliados e programas
para melhorar as condicGes de controle e qualidade das transfusdes e, dessa forma, impedir

a transmissao do T. cruzi (Silveira, 2000; Dias et al., 2002; Mocayo e Silveira, 2009).

Contudo, vale ressaltar os recentes surtos ocorridos no Brasil provocados pela
transmissdo oral, por meio do consumo de alimentos contaminados com o T. cruzi
(Steindel et al., 2005; Coura et al., 2007; Nobrega et al., 2009), reforcando a importancia
dessa via de transmissdo no panorama epidemiologico atual da DCh. Além disso, a
pobreza e problemas politicos tém estimulado a migracdo de individuos infectados
cronicos originados de regides endémicas para paises desenvolvidos onde a DCh ndo €
endémica. Isto tem representado um importante fator de risco para a transmissdo
transfusional, congénita e por transplante de 6rgdos nesses paises onde ndo existe um
controle rigido nos bancos de sangue, como tem sido descrito na Espanha e Estados
Unidos (Schmunis, 2007; Coura e Vifas, 2010).

A prevaléncia da DCh diminuiu significantemente quando comparados aos dados
observados em décadas passadas, principalmente, devido aos programas de controle e
mudangas nas condi¢fes socioecondmica da populacdo (Silveira, 2000; Moncayo e
Silveira, 2010). Atualmente, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima a existéncia
de aproximadamente 10 milhdes de individuos infectados pelo T. cruzi no mundo e, mais
25 milhdes de pessoas na América Latina estdo sob o risco de contrair a infeccdo. Foi
estimado ainda que no ano de 2008, houve mais de 10.000 mortes em decorréncia da DCh
sintomatica (WHO, 2010).

A DCh é caracterizada por duas fases distintas e sucessivas: a fase aguda e a
crbnica. A fase inicial ou aguda (com duracdo de dois a quatro meses) é caracterizada do
ponto de vista laboratorial pela presenca de parasitos circulantes no sangue periférico por
meio do exame direto. Em alguns casos, o individuo infectado pode apresentar, ap6s oito a
10 dias da penetracdo do parasito, manifestacbes clinicas como o0s sinais de porta de
entrada (sinal de Romafia e Chagoma de inoculagdo), adenopatia generalizada, edema e
uma doenca febril inespecifica com hepatoesplenomegalia. Casos mais graves geralmente
estdo associados a criancas menores de dois anos com severa miocardite e
menigoencefalites, podendo até provocar a morte em 5-10% casos nao tratados. Porém, na

maioria dos pacientes esta fase é assintomatica (90% dos casos). Os individuos que
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sobrevivem a fase aguda evoluem para fase cronica (Rassi, 2000; Prata, 2001; Rassi,
2010), na qual a maioria (50-70%) dos infectados permanece por longos periodos sem
apresentar manifestages clinicas, radioldgicas e eletrocardiogréficas, de acometimento
cardiaco e ou digestivo, denominada nessa condicéo, de forma indeterminada da DCh. Este
estado de laténcia pode persistir por 10-30 anos ou pela vida toda do individuo infectado
(Ribeiro, 1998). Embora assintomaticos esses individuos apresentem reacdo soroldgica
positiva para T. cruzi e parte dos pacientes podem apresentar xenodiagndstico,

hemocultura e PCR positivos (Prata, 2001).

Na fase cronica os pacientes podem progredir para formas sintomaticas que séo
caracterizadas pelo comprometimento funcional do coragdo, eséfago e colon ou a
combinacdo de alteracdes nesses Orgdos, resultando em trés principais formas clinicas:
cardiaca, digestiva e cardiodigestiva (Prata, 2001; Rassi et al., 2000; Marin-Neto et al.,
2007).

Vaérios estudos tém demonstrado que a distribuicdo geogréfica das manifestagdes
clinicas é bastante diversa na America Latina. Na Argentina, Bolivia, Brasil, Equador,
Paraguai, Uruguai e Venezuela a presenca dos ciclos de transmissdo silvestre,
peridoméstico e doméstico estdo bem caracterizadas. Estes paises possuem uma alta
prevaléncia da infeccdo humana pelo T. cruzi e presenga das formas cronicas cardiacas e
digestivas. Na Coloémbia, Costa Rica, Equador, El Salvador, Guatemala, Honduras,
Nicaragua e Panama encontramos também os ciclos domésticos, peridoméstico e silvestre
e os pacientes infectados apresentam a forma cardiaca da DCh, sendo raros os casos de
formas digestiva da DCh (Coura e Vifias, 2010). A razdo para heterogeneidade e o0 porqué
os pacientes desenvolvem diferentes formas clinicas ainda é uma lacuna que precisa ser
elucidada (Macedo et al., 2002; Milles et al., 2003). Recentemente, varios estudos
demonstram que cepas de T. cruzi sdo frequentemente multiclonais e, provavelmente
muitos individuos estdo infectados por varios clones. Isso pode apresentar um impacto no
curso clinico da DCh, o que poderia explicar, em parte, a grande variabilidade de formas
clinicas dessa enfermidade. Estudos experimentais reforcam essa hipdtese ao revelar que
nas infeccBes mistas o perfil bioldgico, tropismo tecidual e resposta ao tratamento séo
diferentes quando comparados aos de infecgdes monoclonais (Pinto et al., 1998; Andrade
et al., 1999; Lana et al., 2000; Andrade et al., 2002; Martins et al., 2006; Martins et al.,
2008; Rodrigues et al., 2010). Nesse sentido, as consequéncias da infeccdo de um

individuo sdo decorrentes do conjunto de interagdes complexas entre caracteristicas
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genéticas do hospedeiro, fatores ambientais e sociais, bem como a composicao genética do
parasito, que pode ser alterada e agravada por re-infeccbes e ou infeccbes mistas
(Campbell et al., 2004).

1.2 — O ciclo biolodgico do Trypanosoma cruzi

O ciclo de vida do T. cruzi é complexo e consiste em um ciclo extracelular nos
hospedeiros invertebrados e um ciclo intracelular nos hospedeiros vertebrados. Ao longo
desses ciclos, o parasito apresenta diversas formas evolutivas tipicas e especificas a cada
hospedeiro. As formas replicativas sdo representadas pelas epimastigotas, encontradas no
trato digestorio de hospedeiros invertebrados e pelas amastigotas, encontradas no interior
das células do hospedeiro vertebrado. As formas consideradas infectantes e n&o
replicativas, denominadas tripomastigotas metaciclicas e tripomastigota sanguineas, sao
encontradas no hospedeiro invertebrado e vertebrado, respectivamente (Brener, 1972;
1973; 1979) O ciclo do T. cruzi no invertebrado foi apresentado detalhadamente no
trabalho de Carlos Chagas, incluindo morfogénese e formacdo de tripomastigotas
metaciclicos (Chagas, 1909). Porém, o modelo que é aceito atualmente foi descrito no
trabalho de Dias (1934), com ligeiras modificacdes, como a descricdo da esferomastigotas
por Brack (1968).

Muitos fatores que influenciam o desenvolvimento do T. cruzi no hospedeiro
invertebrado vém sendo descritos (Garcia e Azambuja, 1991; Kollien e Schaub, 2000) tais
como: morfologia do T. cruzi e as cepas ou clone do parasito. O estado nutricional do
hospedeiro invertebrado bem como a microbiota do tubo digestorio e género do inseto
vetor (Brener, 1972; Schaub, 1989; Garcia e Azambuja, 1991, Kollien e Schaub, 2000;
Carvalho-Nogueira et al., 2003; Garcia et al., 2007). A evolucdo do parasito no inseto
vetor ao longo do tempo tem promovido uma estratégia de mecanismos adaptativos
sofisticados, que dependem tanto da espécie do inseto vetor quanto da cepa do parasito e
podem funcionar para facilitar ou interromper o seu desenvolvimento no inseto (Garcia et
al., 2007).

O ciclo no hospedeiro invertebrado inicia-se quando o inseto hemato6fago realiza o
repasto em mamifero infectado e, junto com o sangue ele adquire formas tripomastigotas
sanguineas (Chagas, 1909; Brener, 1979). Apds a alimentacdo, no estdbmago, as formas
tripomastigotas se diferenciam em epimastigotas e ou esferomastigotas (Brack, 1968;
Zeledon, 1987; Garcia et al., 1982). Uma vez estabelecida no intestino, principalmente na
porcao posterior, as epimastigotas se multiplicam por divisdo binéria simples longitudinal.

5
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No intestino os epimastigotas se aderem a membrana perimicrovilar das células intestinais
(Zeledon, 1997; Gonzalez et al., 1999); em seguida elas migram em direcdo a regido

posterior do intestino.

Na ampola retal, as epimastigotas aderem a cuticula iniciando a metaciclogénse,
processo no qual as formas epimastigotas transformam-se em tripomastigotas metaciclicos,
sendo eliminados posteriormente nas fezes e/ou urina completando assim o ciclo neste
hospedeiro (Figura 1) (Dias, 1934; Brener, 1972; Brener, 1976; Garcia e Azambuja, 1991,
Kollien e Schaub, 2000; Schaub, 2009).

Figura 1 - Representacdo esquematica do ciclo bioldgico do Trypanosoma cruzi (adaptada CDC,
2011).

Todas as formas do parasito originarias do vetor podem interagir com o hospedeiro
vertebrado, entretanto, apenas algumas formas conseguem infectar e completar o ciclo no
interior das células deste hospedeiro. Alguns estudos demostraram que a forma infectante,
a cepa ou a origem do parasito e o tipo de célula hospedeira sdo fundamentais nesta
interacdo (De Souza, 2002; Fernandes et al., 2007), ao longo da qual ocorrem varios
eventos que envolvem tanto moléculas do parasito quanto do hospedeiro (Lana e Machado,
2010).
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No hospedeiro vertebrado tripomastigotas metaciclicos que séo liberadas nas fezes
e/ou urina do vetor penetram no local da picada, lesdes na pele ou nas mucosas, podendo,
em seguida, penetrar em qualquer célula nucleada, principalmente as células do sistema
mononuclear fagocitario. O T. cruzi pode ser fagocitado, por meio de mecanismo
fagocitario tipico ou pode penetrar ativamente na célula do hospedeiro por meio de um
processo semelhante & endocitose. As células musculares sdo as mais as parasitadas na fase
cronica da infeccdo ap6s o desenvolvimento da imunidade especifica contra o parasito que

ali persiste por toda a vida do hospedeiro.

No interior da célula hospedeira ocorre a diferenciacdo em formas amastigotas que
se multiplicam por divisdo binaria simples. Apds alguns ciclos de divisdo, as amastigotas
se diferenciam em tripomastigotas, que apds o rompimento das células infectadas sdo
liberadas no sangue e podem penetrar em outras células iniciar um novo ciclo ou serem

ingeridas pelo inseto vetor durante seu repasto sanguineo (Figura 1) (De Souza, 2002).
1.3 — Trypanosoma cruzi: variabilidade genética e propriedades biologicas

1.3.1 — Variabilidade genética do Trypanosoma cruzi

O T. cruzi compreende uma populacdo heterogénea, composta de subpopulacdes
com caracteristicas biologicas e genéticas distintas que circulam entre 0os humanos, vetores,
reservatorios silvestres e animais domésticos (Souto et al., 1996; Buscaglia e Di Noia,
2003). Analises realizadas em diversos isolados do parasito demonstraram uma enorme
diversidade, evidenciada por diferencas morfolégicas (Chagas, 1909; Brumpt, 1912;
Brener e Chiari, 1963), comportamento bioldgico em animais de laboratério e meios de
cultura (Andrade, 1985; Andrade e Magalhées, 1997, Lauria-Pires et al., 1997; Toledo et
al., 2002; Andrade et al., 2010), desenvolvimento no vetor (Dvorak, 1980; Lana, et al.,
1998), susceptibilidade a agentes quimioterapicos (Brener et al. 1976; Filardi e Brener,
1987; Toledo et al., 2002), composi¢do antigénica e resposta imunolégica (Krettli e
Brener, 1982), perfis enzimaticos (Miles, 1978; Miles, 1983; Tibayrenc e Ayala, 1988) e
moleculares (Morel et al., 1980a; 1980b; Macedo et al., 1992; Tibayrenc et al., 1993;
Souto et al., 1996; Zingales et al., 1998).

Nesse contexto, para melhor compreensdo do papel da diversidade biologica em
diversos aspectos relacionados a DCh, incluindo ciclo de transmissdo, resposta a
quimioterapia, patogénese, dentre outros, € necessario o estudo de caracterizacdo das

populagdes encontradas nos ambientes naturais (WHO, 1991). Com o surgimento de novos
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marcadores moleculares, possibilitou-se o0 estudo da DCh com énfase na genética de
populacdes, de parasitos e sua correlagdo com a cadeia epidemioldgica (agente, vetor e
hospedeiro), permitindo inferir o impacto de sua diversidade genética nas propriedades

bioldgicas do parasito e epidemioldgicas da DCh (Tibayrenc, 1998).

Vérias metodologias vém sendo aplicadas em nivel de DNA mitocondrial e
gendémico com o objetivo de classificar as populagdes de T. cruzi isoladas de diferentes
hospedeiros oriundos de toda area endémica da DCh.

Toye (1974) foi o pioneiro no estudo da variabilidade genética de cepas T. cruzi
utilizando a técnica de analises do perfil eletroforético de isoenzimas. Este recurso permite
observar diferencas na estrutura primaria de uma enzima entre diferentes formas
moleculares (variantes) de uma mesma enzima, apresentando funcgdo idéntica ou similar,
presente num mesmo individuo (Markert e Moller, 1959). A técnica de caracterizacao das
isoenzimas é considerada sensivel. Apesar dos padrdes isoenzimaticos traduzirem uma
variacdo fenotipica, a sua utilizacdo nas analises de genética de populacdo fundamenta-se
na hipotese de que eles refletem a variabilidade dos genes, que estdo envolvidos na sintese

das enzimas.

Miles et al. (1977) e Miles et al. (1978), utilizando esse marcador caracterizou
isolados de T. cruzi de diversos hospedeiros de vérias regides do Brasil, e identificou trés
grupos utilizando seis loci de isoenzimas. Esses autores propuseram para o T. cruzi uma
classificacdo em trés zimodemas principais, sendo o grupo Z1 e Z3 associados a animais
silvestres e Z2 associado a casos humanos e ciclos domiciliares de transmissdo (Ready e
Miles, 1980).

Nos trabalhos de Romanha et al. (1982) e Carneiro et al. (1990) caracterizaram
parasitos isoladas da area endémica de Bambui/MG, identificaram quatro zimodemas
diferentes denominados ZA, ZB, ZC e ZD. O zimodema ZB foi encontrando em cepas
silvestres e 0 ZA caracteristicamente no ciclo de transmissdo doméstico; ZA corresponde
ao Z2 de Miles (1978) e ZB um padréo heterozigoto gerado pela hibridizacéo de ZA e ZC.

Outros pesquisadores buscaram elucidar a enigmatica diversidade genética do T.
cruzi. Nos trabalhos de Tibayrenc e Ayala (1988) foram empregados 15 locos
isoenzimaticos para avaliar 121 amostras de T. cruzi, isoladas de uma vasta fonte de
hospedeiros invertebrados e vertebrados, de diferentes areas geograficas da Ameérica.

Foram identificas 43 grupos genéticos principais. Entre esses grupos, 0s genotipos 19, 20,



Do Bem, V. A. L. Introducéo

32 e 39 foram ubiquitas e por isso foram considerados principais. Esses grupos

representaram mais de 50% dos isolados caracterizados (Tibayrenc e Breniére, 1988).

A andlise da genética de populacdo do T. cruzi indica que este organismo é dipldide
e apresenta estrutura e evolucdo predominante clonal, na qual a reproducdo sexual ou a
recombinacdo genética sdo eventos raros para esta espécie, o que possibilita a formacéo de
clones naturais estaveis ao longo do tempo e do espaco (Tibayrenc et al., 1986). Assim o
tdxon T. cruzi é originado de multiplas linhagens clonais que mostram uma ampla
diversidade genética resultante de uma propagacdo com pouca ou nula troca de material
genético além da pressdo das mudancas de hospedeiros e/ou ambientais. (Tibayrenc, 1981;
Tibayrenc e Ayala, 1988; Tibayrenc et al., 1993; Souto et al. 1996). Outra evidéncia que
comprova a evolucdo clonal é a presenca de T. cruzi com 0 mesmo zimodema em
diferentes areas. Todavia, alguns estudos recentes demonstram que eventos de hibridizacédo
ou troca genética podem ocorrer, 0 que provavelmente contribuiu para a diversidade

observada nas populagdes do parasito (Gaunt et al., 2003; Sturm e Campbell, 2009)

A andlise do polimorfismo de DNA amplificado aletoriamente (Randomly
Amplified Polymorphic DNA - RAPD), descrita por (Willians et al., 1990; Welsh e
McClelland, 1990), vem sendo amplamente utilizada no estudo de populacdo. Essa técnica
emprega pequenos iniciadores aleatérios (ndo direcionados a uma regido especifica) para
amplificacdo por PCR de regides aleatorias do DNA gendmico sob condigdes de baixa
estringéncia, formando um padrdo de bandas polimorficas que revela varios loci dispersos
no genoma. O RAPD ¢ uma ferramenta barata, rapida, de elevado grau de diferenciacéo
intraespecifica que tem sido amplamente Util no estudo de relacBes genéticas entre isolados
do T. cruzi, apresentando resultados concordantes com outras metodologias como
zimodemas (Steindel et al., 1993; Tibayrenc et al., 1993; Simpson et al. 1993; Dias-Neto

et al., 1993; Tibayrenc et al., 1995), o que reforca o seu carater clonal.

Outra abordagem para a analise do polimorfismo das popula¢bes do T. cruzi,
baseia-se na avaliagdo de uma regido singular do DNA ribossdmico (rDNA). O rRNA é
formado por duas subunidades, uma pequena e outra grande, apresentando essa estrutura
maior do que as encontradas em eucariotos (Hernandez et al., 1990). A subunidade maior é
dividida em dois RNAs de alto peso molecular (24Sa ¢ 24 SP) e outras seis regioes de
baixo peso molecular (S1-S6). Devido a sua abundéancia intracelular e a presenca de
algumas regides especificas do 3’ do gene rDNA 24Sa, a amplificacdo dessa regido €

amplamente utilizadas para diagnostico de agentes infecciosos (Tenover et al., 1988;
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Brujin et al., 1988). Anélises da sequéncia de aproximadamente 100pb da regido 3’ do
gene rDNA indicam um dimorfismo na sequéncia do gene repetidas em tandem. Essas
sequéncias sdo conservadas e tém sido utilizadas por pesquisadores para a classificacdo do
T. cruzi por meio de uma metodologia que utiliza uma PCR multilocal. Desse modo, foi
possivel diferenciar o T. cruzi em dois grupos, de acordo com os produtos da amplificacéo
(Souto e Zingales, 1993; Souto et al., 1996). Os isolados que apresentam o perfil de 125pb
foram classificados como linhagem 1 e os que apresentaram um perfil de 110pb como
linhagem 2 (Souto e Zingales, 1993). A linhagem 1 foi encontrada nos isolados
pertencentes aos hospedeiros de ambiente domiciliar, enquanto a linhagem 2 em
hospedeiros oriundos de ambientes silvestres. Posteriormente, em um estudo com nimero
maior de amostras foi possivel observar a presenga de um terceiro grupo, que apresentava

os dois perfis, denominado grupo ¥z ou grupo hibrido (Souto et al., 1996).

Embora seja grande a diversidade de alvos génicos empregados no estudo do
polimorfismo do T. cruzi, os trabalhos pioneiros demonstraram a tendéncia de
agrupamento das diferentes popula¢Ges em parasitos em duas grandes linhagens principais
(Tibayrenc et al., 1993; Souto et al., 1996; Zingales et al., 1996; Oliveira et al., 1998).
Desse modo, a fim de unificar a nomenclatura do T. cruzi e sua classificacdo no ano de
1999, no Encontro Satélite Internacional, foi proposta a subdivisdo do T. cruzi em dois
grupos principais | e Il. Alguns isolados, por apresentarem caracteristicas hibridas, ndo
puderam ser incluidos nesses grupos e sua classificacdo permaneceu inconclusiva
(Anonymous, 1999).

Em estudos posteriores, utilizando a genotipagem de multilocus foi possivel
verificar que o T. cruzi poderia ser dividido em dois grandes grupos DTU (Discrete Typing
Unit) 1 e DTU II, no qual a DTU Il poderia ser dividida em cinco sublinhagens menores
(lla, Hb, llc, I1d e Ile) com base nas informacGes obtidas pelas técnicas de isoenzimas e
RAPD (Brisse et al., 2000; Brisse et al., 2001). A DTU 1 corresponde ao zimodema 1 e ao
grupo de T. cruzi I. Ja a DTU Ilb representa o grupo T. cruzi Il (Anoymous, 1999) ou
zimodema 2 (Miles et al., 1977). As DTU lla-c sdo representados pelo zimodema 3 (Miles
etal., 1977), enquanto a DTU Ild e Ile foram considerados os grupos hibridos representado
pelo clonet 39 descrito por Tibayrenc e Ayala (1988). Em estudos epidemioldgicos a DTU
| pode ser encontrada nos ciclos de transmisséo silvestre e doméstico, ja a DTU llb-1Id e
Ile foram relacionadas ao ciclo de transmissdo domeéstico e as DTU lla-c séo relacionadas

a isolados encontrados no ambiente silvestre.
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Sobre a origem ancestral do T. cruzi, acredita-se que as DTU | e DTU Ilb sdo
considerados linhagens primitivas, ja as DTU Ild e lle sdo grupos originados de pelo
menos dois eventos de hibridizacdo, enquanto as DTU lla e llc ainda ndo estdo bem
esclarecidas, embora existam evidéncias de que sejam também de origem hibrida
(Westenberger et al., 2005; Freitas et al., 2006, Tomazi et al., 2009). J& Freitas et al.
(2006) sugeriram a existéncia de um terceiro grupo ancestral denominado T. cruzi IlI
(DTU llic), evidenciado por meio de marcadores mitocondriais, 0 qual por eventos de
hibridizacdo com T.cruzi Il (DTU Ilb) teria resultado nos isolados de carater hibrido, que

sdo observados atualmente.

No ano de 2009, durante o Segundo Encontro Satélite que aconteceu na cidade de
Buzios, no estado do Rio de Janeiro, a nomenclatura e classificacdo do T. cruzi foi
revisada. Por concordancia, de diversos pesquisadores da area, as populacdes de T. cruzi
passaram a ser subdivididas em seis DTU distintas, levando em consideracdo a correlacao
entre diferentes marcadores (Tabela-1). Esses subgrupos foram denominados Tcl, Tcll,
Tclll, TclV, TcV e TcVI (Tabela-1) (Zingales et al., 2009).

Tabela I - Nomenclatura adotada atualmente e suas correspondéncias com classificagdes adotadas

anteriormente.

Zingalesetal. ~Brisseetal. Anonymous Soutoetal.  Tjpayrenc  Milesetal.

(2009) (2001) (1999) (1996) et al. (1986) (1978)
Tcl DTU I T. cruzi | Linhagem 2 1-25 Z1
Tcll DTU lib T.cruzi Il Linhagem 1 30-34 Z2

Z3/Z1

Tclll DTU llc ND ND 35-37

ASAT
TclV DTU lla ND ND 26-29 Z3
Linhagem
TcV DTU lId ND y 38-39 Z2b
2
TcVI DTU lle ND Linhagem 1 40-43 ND

ND: Né&o Definido

Z: Zimodema
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1.3.2 - Origem e epidemiologia dos grupos principais do T. cruzi

A histdria evolutiva das subpopulagdes de T. cruzi pode estar relacionada com a
evolugéo dos seus hospedeiros (Stevens e Gibsons, 1999; Gaunt e Miles, 2000; Schofield,
2000; Gulh e Aufderheide, 2010). Os primeiros hospedeiros do T. cruzi foram da fauna
autoctone da America do Sul de Marsupiais e Xenartras. Como ainda ndo existiam 0s
hemipteros com hébitos hematofagos a transmissdo se dava pelo habito predatorio de
animais infectados ou o contato (mucosas ou pele ferida) entre material originado da
glandula anal de gambéas (Deane, 1984; Schofield, 2000; Jasen e Roque, 2010). Nesta
glandula desse hospedeiro é observada uma singularidade, o T. cruzi pode multiplicar sob a
forma epimastigota e diferenciar em formas infectantes, os tripomastigotas metaciclicos,
fazendo deste hospedeiro ndo somente um reservatorio, mas também, um disseminador da
infeccdo a semelhanca dos vetores (Schofield, 2000). Essa situacdo encontra-se até hoje
onde a doenca mantém o ciclo epidemiol6gico com caracteristica enzodtica, no qual

diversos mamiferos sdo reservatorios do T. cruzi no ambiente silvestre.

H& 35 milhfes de anos, comecam a surgir os primeiros indicios da fauna de
roedores, e mais tarde os primatas passam a fazer parte do ciclo epidemioldgico. Para
Briones et al. (1999), esse evento foi fundamental para a divisdo do taxon T. cruzi em dois
grupos principais. Admite-se que 0s novos hospedeiros introduzidos no ciclo de
transmissao provocaram uma pressado seletiva fazendo surgir as novas subpopulacdes de T.
cruzi que encontramos hoje. Outra hipo6tese para o surgimento da heterogeneidade do taxon
T. cruzi foi a aquisicdo de habitos hemat6fagos dos triatomineos que passaram a alimentar
em pequenos mamiferos infectados, tornando-se vetores desse parasito. Acredita-se que
essa mudanca do ciclo vida monogenético do T. cruzi para o digenético, ocorreu ha 65
milhGes de anos, apOs a adaptacdo do parasito ao intestino do vetor. Isto possivelmente
influenciou uma adaptacdo que pode ter favorecido o surgimento das sublinhagens de T.
cruzi (Stevens e Gibsons, 1999; Schofield, 2000). Muitos autores acreditam que essa
diversidade genética estd intimamente relacionada com as caracteristicas bioldgicas do
parasito, bem com a patogenia, a resisténcia as drogas e as caracteristicas clinicas da DCh.
(Laurent et al., 1997; Macedo e Pena, 1998; Devera et al., 2003; Toledo et al., 2003).

E possivel caracterizar a distribuicdo geografica e a associagdo dos grupos
principais T. cruzi com seus hospedeiros, uma vez que diversos trabalhos foram realizados
com isolados de T. cruzi, originados de todos os ciclos da transmissdo. A partir dessas

informacdes acredita-se que a DTU Tcl pode ser encontrada em ambos os ciclos de
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transmisséo: ambiente silvestre e doméstico, mas predominando no ambiente silvestre. No
ciclo de transmissdo domiciliar a DTU Tcl é encontrada com maior frequéncia no México,
Colémbia, Equador, America Central e regido amazo6nica. H& indicios que a DTU Tcl esté
associados, principalmente, a mamiferos do género do Didelphis e a insetos vetores do
género Rhodnius (Yeo et al., 2005; Miles et al., 2009), hospedeiros que frequentemente
sdo encontrados em ambientes arboreos. A grande maioria dos casos de DCh cronica
provocados por Tcl sdo considerados assintomaticos, sendo rara a presenca da forma
crénica digestiva (Miles et al., 1981a; Zingales et al., 1999; Coura et al., 2002; Buscaglia e
Di Noia, 2003; Afiez et al., 2004; Teixeira et al., 2006; Zafra et al., 2008; Llewellyn et al.,
2009b) nos paises do Norte da América Sul da e América Central. Porém cepas da DTU
Tcl ja foram descritas como responsaveis por severos casos de DCh cardiaca nos paises da
Colémbia e Venezuela (Afiez et al., 2004; Burgos et al., 2008; Mejia-Jaramillo et al.,
2009) e mais recentemente no México e em paises da Ameérica Central (Ruiz-Sanchez et
al., 2005) Outra caracteristica importante da DTU Tcl é sua resisténcia aos farmacos
disponiveis para tratamento etiol6gico da DCh experimental demonstrada em modelo
murino (Toledo et al., 2002).

Em relacdo a DTU Tcll, estudos epidemiologicos indicam que ela esta mais
associado animais domésticos, mamiferos placentarios sinantropicos e em particular com
0s humanos (Zingales et al., 1998; Zingales et al., 1999; Bréniere et al., 1998). Acredita-se
que esse grupo esta mais relacionado com um ambiente terrestre, associado com vetores do
género Triatoma (Gaunt e Miles, 2000). As DTU Tcll, TcV e TcVI representam 0s
isolados da regido do Cone Sul da América do Sul causadores da DCh nessa regido (Miles,
1984) onde o T. infestans foi considerado o principal vetor. As DTU TcV e TcVI sdo
classificadas como grupos hibridos derivados de eventos de troca de material genético
entre os DTU Tcll e DTU Tclll. Assim como o Tcll, os hibridos raramente s&o
encontrados em ciclos silvestres (Zingales et al., 2009). Esses grupos de parasitos séo
associados as formas mais graves da DCh, especialmente na regido central e sul do Brasil,
onde as formas clinicas cardiaca, digestiva e cardiodigestivas ou mistas sdo encontradas
(Yeo et al., 2005; Lages-Silva et al., 2006). Em relacdo a resisténcia ao tratamento
etioldgico a DTU Tcll é considerada sensivel ao tratamento experimental in vitro (Revollo
et al., 1998) e in vivo (Toledo et al., 2002), resultados corroborados por Coronado et al.
(2006) em humanos.
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As DTU Tclll e TclV apresentam distribuicdo e associacdo entre os seus isolados
com os hospedeiros pouco conhecidos ou subestimados, devido ao fato de que algumas
metodologias utilizadas no passado para a caracterizagdo molecular falhavam aos
distingui-los de outros grupos de T. cruzi (Macedo e Segatto, 2010). Isolados DTU Tclll
sdo poucos conhecidos, mas acredita-se que sua distribuicdo é ampla, abrangendo desde a
regido amazonica até os paises ao sul da América do Sul. PopulacGes deste grupo de T.
cruzi vém sendo isoladas de cdes, tatus, gambas (terrestres) e roedores no Brasil, Argentina
e Paraguai. Além disso, apenas triatomineos relacionados a ambientes terrestres sdo
encontrados infectados com Tc Il (Cardinal et al., 2008; Falla et al., 2008; Marcili et al.,
2009). A maioria dos isolados serem originados do ciclo de transmissdo silvestre, casos
humanos s&o raramente encontrados infectados com este grupo de T. cruzi (Chapman et
al., 1984; Cardinal et al., 2008; Marcili et al., 2009b).

A DTU TclV foi descrita pela primeira vez em surto de infeccdo oral na Amazénia
brasileira (Miles et al. 1978). Na Venezuela, os parasitos pertencentes a esse grupo sao
considerados como segundo principal causador de DCh (Miles et al. 1981). Nos Estados
Unidos da Ameérica esse grupo é frequente encontrado em guaxinins (Roelling, 2008) e, na
Amazonia brasileira foi encontrado em primatas silvestres, vetores do género Rhodnius e

m humanos oriundos de um surto de transmisséo oral (Marcili et al., 2009).

Diversos estudos tém publicado a ocorréncia de mistura de parasitos em infecgdes
naturais de invertebrados e vertebrados (inclusive no ser humano) como resultados de
infeccBes simultdneas, o que leva a constituir em um Unico hospedeiro a presenca de
misturas de mais de uma populacdo do parasito (Breniére et al., 1995; Lauria-Pires et al.,
1996; Breniere et al., 1998; Solari et al., 2001; Di Noia et al., 2002; Torres et al., 2003;
Mejia-Jaramillo e Triana, 2005; Rozas et al., 2007; Herrera et al., 2008; Lisboa et al.,
2008).

Com a caracterizagdo molecular de mais amostras, por toda extensdo da éarea
endémica para DCh, com técnicas mais refinadas que permitem a caracterizacéo direta das
amostras biologicas, sem prévia manutencao, manuseio e multiplicacdo em cultura ou em
qualquer outro hospedeiro vertebrado ou invertebrado, ficou evidente que a co-infecgéo
estad presente nos dois ciclos de transmissao silvestre e doméstico (Morel et al, 1980;
Deane et al., 1984; Tibayrenc et al., 1986; Marques e Araujo, 1988; Steindel et al., 1995;
Bosseno et al., 1996; Oliveira et al., 1998; Solari et al., 1998; Breniére et al., 1998; Di
Noia et al., 2002; Torres et al., 2003; Burgos et al., 2008; Herrera et al., 2008; Steindel et
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al., 2008; Ramirez et al., 2010 Abolis et al., 2011). Com elevada presenca em seus
hospedeiros acredita-se que as infec¢bes mistas podem apresentar uma fungdo importante
na epidemiologia da DCh, causando efeitos relevantes no hospedeiro que podem alterar a
resposta imunologica, lesdes histopatoldgicas e evolugédo clinica distintas das observadas

em monoinfecces.
1.3.3 - Impacto da manipulagdo do parasito em suas propriedades biologicas

Os isolados de T. cruzi podem ser constituidos por uma populacdo heterogénea de
parasitos circulantes. Varios trabalhos tém demostrando que o cultivo do parasito em
meios de cultura e a passagem sucessiva em animais de laboratérios podem ter um papel
de “filtro bioldgico”, podendo selecionar populagbes mais adaptados a esses novos
ambientes e influenciar a constituicdo original dos isolados obtidos (Deane et al. 1984;
Morel et al., 1986).

O cultivo in vitro por longo tempo pode favorecer ou ndo uma determinada
populagéo ou clone de T. cruzi em detrimento de outra. Alguns autores asseguram que a
diminuicdo da viruléncia e infectividade ¢ um fendmeno que esta relacionado a selecdo de
subpopulacBes que adaptaram melhor ao meio de cultura (Pizzi e Parger 1952; Cavalheiro
e Collares, 1965; Chiari, 1973; Magalhdes et al., 1985; Contreras et al., 1994). O longo
tempo de cultivo além de poder provocar alteracdes fenotipicas, diminuicéo infectividade,
viruléncia, pode também provocar mudancas no perfil de isoenzimas e mudancas
genotipicas, como as mudancas no perfil de RFLP do KDNA (Romanha et al., 1979;
Goldberg e Pereira, 1983; Morel et al., 1986; Carneiro et al. 1990). Alves et al. (1993)
observaram mudancas no perfil de isoenzimas da cepa Y apds longo periodo de
manutencdo de meios de cultura de composicgdes diferentes. Os autores observaram que o
zimodema A (ZA) era mais favorecido no meio que era feito a base de sangue, e as
mudancas para o perfil ZB e ZC ocorreram em meios de culturas com menor quantidade de

nutrientes.

Mudancas nas propriedades fundamentais do T. cruzi apdés a passagem pelo
hospedeiro invertebrado ainda é um fato muito controverso. Alguns autores demonstraram
uma reducdo da parasitemia, da mortalidade e do viscetropismo apds a passagem pelo
vetor (Phillips, 1960; Cavalheiro e Collares 1965; Franciscon, 1978; Lana, 1981).
Magalhdes et al. (1985; 1996) observaram aumento da viruléncia em cepas isoladas na
Bahia, apds a passagem pelo invertebrado, enquanto outros pesquisadores afirmaram que a
passagem pelo hospedeiro invertebrado ndo modifica a viruléncia do T. cruzi (Bahia,
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1985). No hospedeiro invertebrado os fatores originados do inseto (enzimas digestivas,
microbiota e fatores antimicrobioldgicos) podem apresentar um papel seletivo (Garcia et
al., 2010).

Alteracdo nas caracteristica biologicas do T. cruzi também pode ser observada por
longos periodos de manutencéo do parasito em hospedeiro vertebrado utilizados no estudo
experimental da DCh. O aumento da parasitemia do T. cruzi foi documentado apds
passagens por camundongos (Brener e Chiari 1963; Brener et al., 1974; Lana e Chiari
1986; Carneiro et al., 1991; Lana et al., 1996; Veloso et al., 2005). Deane et al. (1984)
demostraram a existéncia de uma selecéo de cepas de T.cruzi em camundongos infectados
inicialmente com duas cepas diferentes. Os autores observaram que ao reisolar e
caracterizar essas amostras de parasito, por métodos bioquimicos, havia a presenca de
apenas uma das cepas utilizadas. Sugerindo que esses hospedeiros poderiam estar atuando

como “filtros biolégicos”.

1.3.4 - Impacto da diversidade bioldgica na interacdo parasito e hospedeiro

invertebrado

Durante o ciclo no vetor o T. cruzi sofre varias alteracbes morfologicas. Alguns
autores sugerem que tais alteracdes sdo provocadas pela alteracdo nutricional as quais o
parasito esta sujeito, ao passar a se alimentar de secrecGes intestinais ou pelas agdes de
diferentes componentes da digestdo do vetor, como saliva, enzimas digestivas, varias
mudancas fisioldgicas temperatura e osmolaridade (Alvarenga e Brofen, 1997; Kollien e
Schaub, 2000).

Umas das principais dificuldades no entendimento da dinamica do T. cruzi na
natureza é o pouco conhecimento da interacdo entre 0s parasitos e os triatomineos (Garcia
e Azambuja, 1991). Ha evidéncias que mecanismos especificos intrinsecos dos vetores e de
algumas caracteristicas genéticas do T. cruzi sdo capazes de impedir ou permitir a
transmissdo dessas populacbes de parasitos a outros hospedeiros (Vallejo et al., 2009).
Fato esse observado por Dias (1940) ap6s infectar cdes com cepas venezuelanas e
brasileiras de T. cruzi e posteriormente realizar o xenodiagnéstico empregando Rhodinus
prolixus, triatomineos originados da Venezuela e do Brasil. Os autores demostraram uma
maior suscetibilidade dos vetores com as cepas da mesma regido geografica, ou seja, 0s
triatomineos venezuelanos infectaram melhor quando alimentaram em cées infectados com
as cepas venezuelas e os brasileiros com as cepas brasileiras. Perlowagora-Szumlewicz e
Muller, (1982) ao avaliarem qual espécie de triatomineo seria melhor para uso no
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xenodiagnostico em individuos na fase aguda ou cronica da infeccéo realizaram infecgdes
experimentais com cepa Y (DTU Tcll) do T. cruzi em nove espécies diferentes de
triatomineos constatando que as taxas de infeccdo ndo eram as mesmas nas diferentes
especies. Além disso, foi verificado que as espécies vetoras silvestres apresentavam indices
de infeccdo maiores que as espécies vetores domiciliadas. Em trabalhos posteriores,
Perlowagora-Szumlewicz et al. (1988) e (1990) ao estudarem a interacdo de nove espécies
vetoras com sete cepas de T. cruzi observaram que espécies de triatomineos originarias de
ambiente silvestre apresentavam indices de infec¢cGes maiores para qualquer dessas cepas
utilizadas, enquanto nas espeécies vetoras de ambientes domiciliados os indices de infeccao
foram baixos. Machado (2006) apds avaliar a evolucdo do T. cruzi no trato digestivo de
Triatoma brasilienses, usando populacdes diferentes dessa espécie, também sugeriu uma

melhor associacdo entre as cepas do parasito com triatomineos de uma mesma regiao.

Garcia e Dvorak (1982) ao estudar a taxa de desenvolvimento de dois clones de
T. cruzi no triatomineo Dipetalogaster maximus verificaram que ha diferencas tanto
qualitativas quanto quantitativas, nas infeccdes dessa espécie. Em um estudo analogo,
porém utilizando duas espécies de triatomineos e apenas a cepa Y, Brofen et al. (1984),
observaram que a cepa desenvolveu melhor na espécie Panstrongylus megistus do que no
T. infestans. Mello et al. (1996) ao avaliar o comportamento de trés cepas de T. cruzi in
vitro e in vivo verificaram no intestino e hemolinfa de R. prolixus que o fator hemolitico do
estdmago desse triatomineo, capaz de lisar as hemacias, também pode afetar o T. cruzi. A
cepa Dm28 (DTU Tcl) foi resistente a esse fator, mantendo altos niveis de infeccdo no
inseto vetor. J& a cepa Y foi mais sensivel e apresentou baixos indices de infecgdo no R.
prolixus. Lana et al. (1998) verificaram que o T. infestans nem sempre apresenta a mesma
eficiéncia na transmissdo de diferentes subpopulacGes de T. cruzi e que o genotipo 19/20
(DTU Tcl) apresenta maiores valores para infectividade e metaciclogénese do que o
genotipo 32 (DTU Tcll).

Pinto et al. (1998), ao comparar a transmissibilidade de infecges mistas, puderam
observar por isoenzimas e RAPD que a maioria (87%) das misturas de infeccdes biclonais
de clones de T. cruzi permaneceram presentes depois da passagem no vetor e, que a DTU
Tcll, que ndo se desenvolvia bem no vetor, quando associada com a DTU Tcl, que
apresentava isoladamente alta infectividade nestes insetos, passou a desenvolver melhor no

hospedeiro invertebrado. Aguiar (2002) observou que todas as quatro cepas utilizadas em
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seu trabalho foram 100% infectantes para o T. infestans e, quando combinadas a fim de

simular uma infecgdo policlonal, os indices de infectividade diminuiram.

Esses achados de Pinto et al. (1998) e Aguiar (2002) em conjunto sugerem que 0
comportamento de infecgbes mistas, em triatomineos, ndo é apenas uma justaposi¢cdo do
comportamento dos genotipos clonais presentes, mas sim uma interacdo dos diferentes
genotipos constituintes das infeccGes mistas, podendo mudar as propriedades bioldgicas do
parasito e consequentemente alterar seu comportamento no vetor com influéncia decisiva

na sua transmissibilidade, e, portanto na epidemiologia da doenca de Chagas.
1.3.5 - Impacto da diversidade bioldgica na interacao parasito-hospedeiro vertebrado

Muitos estudos experimentais com diversos modelos demonstram que o T. cruzi
tem uma grande diversidade biolégica. Desde os primeiros trabalhos com o T. cruzi foi
verificado que o parasito apresentava o tropismo para diversos tecidos, embora algumas
cepas apresentassem preferéncia a determinados grupos celulares (Viana, 1911). Existem
cepas de T. cruzi predominantemente macrofagotropicas e miotrépicas e tropismo para
outros tecidos (Silva e Nussenweig, 1953; Andrade e Andrade, 1966; Brener, 1977; Melo e
Brener, 1978, Amaral et al., 1975; Lenzi et al., 1998).

As diferencas morfoldgicas encontradas no T. cruzi, referentes as variedades das
formas tripomastigotas sanguineas de diferentes isolados do parasito, foram descritas e
associadas a viruléncia, tropismo tecidual e patogenicidade do parasito (Brener e Andrade,
1976; Andrade et al., 1985; Andrade e Magalhaes, 1997). Chagas (1909) foi o primeiro a
observar o dimorfismo das formas sanguineas de T. cruzi em animais infectados e
acreditou que essas diferencas estavam associadas ao dimorfismo sexual do parasito.
Brumpt (1912) atribuiu que as formas delgadas eram as formas jovens, que gradualmente
iriam se desenvolver em formas largas maduras. Ao estudar diferentes isolados de T cruzi
ao longo da curva de parasitemia, Brener e Chiari (1963) classificaram o T. cruzi de acordo
com sua morfologia: forma tripomastigota sanguinea delgada, larga e muito larga. Nessa
mesma tematica, foi observado, em camundongos experimentalmente infectados com
diferentes cepas, que as formas delgadas eram mais infectantes para as células do
hospedeiro, mais susceptiveis aos mecanismos imunes, macrofagotropicas e predominantes
em cepas mais virulentas. Ao contréario, as formas largas permaneciam por um maior
tempo no sangue periférico, e apresentavam uma baixa capacidade de infectar as células do
hospedeiro, eram consideradas mais resistentes aos mecanismos imunoldgicos, miotropicas
e mais predominantes em cepas de baixa viruléncia (Brener, 1965; Brener 1969).
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Fundamentando-se nas observacOes de padrbes de curva de parasitemia, morfologia
e tropismo tecidual, Brener (1977) sugeriu que as cepas Y e CL (DTU TcVI) fossem
classificadas como cepas “polares”, na qual a cepa Y seria a representante do polo
agressivo e cepa CL do polo mais brando. Essas diferencas morfologicas e bioldgicas
(viruléncia e patogenicidade, tropismo tecidual e parasitismo para animais de laboratorio)
foram utilizadas como pardmetros para agrupar cepas de T. cruzi que apresentavam
padrées semelhantes de comportamento biolégico. Assim foi possivel classificar este
parasito em trés distintos tipos (I 11 e I1). O Tipo | era aguele que apresenta um
predominio de formas delgadas, rapida multiplicacdo em camundongos, parasitemias altas
e precoces, taxas de mortalidades altas e precoces, sendo susceptiveis ou parcialmente
resistentes ao benznidazol e nifurtimox. O Tipo Il apresenta um predominio de formas
largas, mas com predominio de formas delgadas no inicio da infeccdo, multiplicacdo lenta
em camundongo, picos de parasitemia irregulares entre 12 a 20 dias, mortalidade nula da
fase aguda e resistentes ou parcialmente resistentes ao tratamento com benznidazol e
nifurtimox. J& o Tipo 1l apresentava multiplica¢do lenta com predominio de formas largas
durante a infeccdo, picos de parasitemia altos entre 20 a 30 dias, baixas taxas de
mortalidade durante fase aguda, tropismo para musculatura esquelética e resisténcia ao
tratamento (Andrade, 1974). Os Tipos I, 1l e 11l foram correspondentes aos biodemas I, 11
e Ill, respectivamente, propostos por Andrade e Magalhdes (1997), onde foi possivel

correlacionar os perfis isoenzimaticos com as propriedades bioldgicas do T. cruzi.

Ao estudar a correlacdo entre a genética e as propriedades bioldgicas do T cruzi de
diferentes estoques clonais pertencentes aos genotipos 19/20 (Tcl), 32 (Tcll) e 39 (TcV)
inoculados em camundongos (BALB/c), Lana et al. (2000) e Toledo et al. (2002)
observaram que 0s gendtipos 19 e 20 (DTU Tcl) apresentam parasitos mais virulentos e
maior parasitemia em camundongos comparados aos parasitos do gendtipo 32 (DTU Tcll),
enquanto o genotipo 39 (DTU TcV) apresentou valores intermediarios entre os grupos Tcl

e Tcll para os mesmos parametros.

Admite-se que a heterogeneidade da populacdo de T. cruzi pode estar associada a
diversidade clinica da DCh (Montamat et al., 1996; Breniére et al., 1998; Macedo et al.,
2002: Macedo et al., 2004). Varios estudos buscam correlacionar linhagens ou clones de T.
cruzi com as diferentes formas clinicas da DCh, sem, entretanto, demonstrar indicios
efetivos desta correlacdo (Macedo et al., 1992; Devera et al., 2002; D’ Avila et al., 2006;
Lages-Silva et al., 2006; D’avila et al., 2009; Matilla et al., 2010; Del Puerto et al., 2010).
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Uma possivel explicacédo para a diversidade das manifestacdes clinicas é baseada na teoria
do Modelo Histotropico Clonal, proposto por Macedo e Pena (1998), cuja hipétese é que
diferentes clones que compdem uma cepa do parasito podem apresentar tropismo para
diferentes tecidos e, desta forma, seriam importantes na evolucdo da infeccdo, o que
repercutira no curso clinico da DCh. Foi entdo demonstrado que parasitos isolados do
sangue podem ser diferentes daqueles presentes nos tecidos, o que explicaria a dificuldade
de relacionar a genética dos parasitos com a forma clinica (Macedo e Pena, 1998; Macedo,
2001; 2002).

Por meio de técnicas moleculares alguns pesquisadores tém verificado que cepas
isoladas de hospedeiros invertebrados e vertebrados, provenientes do ambiente silvestre ou
domiciliar do ciclo de transmissdo, sdo constituidas de misturas de diferentes populagdes
do parasito (Bosseno et al., 1996; Solari et al., 1998; Breniére et al., 1998; Herrera et al.,
2008). Desse modo, as infec¢des mistas podem apresentar consequéncias importantes nos
individuos infectados influenciando as manifestacdes clinicas, patoldgicas e imunoldgicas
na DCh de forma distinta e desconhecida quando comparada com infec¢des monoclonais.

Nesse contexto, Andrade et al. (1999), demonstraram claramente diferenca no
tropismo tecidual quando avaliaram o comportamento de duas popula¢des do T. cruzi na
fase cronica da infeccdo em camundongos. Franco et al. (2003), utilizando o clone CL-
Brener em ratos como modelo experimental, observaram tropismo para musculo
esquelético e cardiaco com alta mortalidade, enquanto a cepa monoclonal JG, isolada de
pacientes megaesodfago, apresentou mortalidade nula. Quando os animais foram infectados
simultaneamente com as duas populacfes de T. cruzi (JG e CL-Brener) com o indculo
1x10° tripomastigotas de cada populacdo, foram observadas mudancas na mortalidade que
se apresentou nula ou muito baixa. Neste trabalho os autores avaliaram o tropismo tecidual
por meio da metodologia de LSSP-PCR e identificaram apenas a presenca de KDNA da
cepa JG no masculo cardiaco, 6rgdo que antes era parasitado somente pela clone CL-
Brener na infeccdo monoclonal. Quando as infeccdes foram feitas com um inéculo de 10*
tripomastigotas sanguineos de cada populacdo, o kKDNA do clone CL-Brener foi
encontrado nos musculo esquelético e esdfago, sugerindo assim a influéncia do

polimorfismo genético e do indculo das populagdes infectantes na patogénese da DCh.

Ao avaliar a influéncia de infecgdes mistas por diferentes populacdes de T. cruzi em
camundongos BALB/c, Martins et al. (2006), observaram que o comportamento biologico

nestes casos é alterado em comparagdo as respectivas infeccbes monoclonais. Martins et
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al. (2008), analisaram ainda a resposta ao tratamento de infec¢Ges mistas comparadas com
as infecgdes monoclonais, demonstrando também alterac6es no perfil de suscetibilidade ao

benzonidazol entre as infec¢cbes monoclonais e mistas.

Rodrigues et al. (2010) avaliaram a modulacdo da resposta imune em camundongos
submetidos a infec¢do mista. A infeccdo simultanea de duas cepas de T. cruzi a JG e CL
Brener. A cepa JG é uma cepa menos virulenta quando comparada a cepa CL-Brener.
Infecgbes provocadas com apenas a cepa JG apresenta baixa parasitemia, reduzido
parasitismo no coracdo, mortalidade nula e o nivel de mediadores pré-inflamatorios
semelhantes ao encontrado em camundongos normais. Ja a cepa CL-Brener promove altas
parasitemias, parasitismo no musculo cardiaco, provocando um aumento nos mediadores
pro-inflamatorios e alta mortalidade. Quando os camundongos foram submetidos a
infeccBes com as duas cepas, houve uma inducdo de mediadores imunidade inflamatéria
protetora que atenuaram 0s danos provocados pela inflamacdo, o que sugere que a
composic¢do da populacdo de parasitos na infecgdo € determinante na gravidade da doenca

experimental.
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2.0 - JUSTIFICATIVA

Considerando que populagdes do T. cruzi, presentes em diversas espécies de
hospedeiros triatomineos e mamiferos, sdo geneticamente heterogéneas; que esta
heterogeneidade pode estar associada a mudancas no curso da infeccdo, ou da doenca
nestes hospedeiros; que infeccbes mistas ou policlonais podem ser encontradas na
natureza; que sdo escassas as informacgdes sobre o impacto das infeccbes mistas ou
policlonais na relacdo parasito-hospedeiro torna-se necessario a realizacdo de estudos que
avaliem a interagdo entre populagdes mistas do T. cruzi e os diferentes hospedeiros

vertebrados e invertebrados a semelhanca do que ocorre na natureza.

Nesse sentido, o presente trabalho se justifica ao estudar a influéncia das passagens
alternadas de populagdes mistas do T. cruzi em hospedeiros invertebrados, vertebrados e
novamente invertebrados exerce sobre o curso da infeccdo nesses hospedeiros, assim como
nessas populacdes constituidas por clones de T. cruzi pertencentes a duas DTU (Distcrete

typing unit) distintas, mais presentes na natureza e de grande importancia epidemiologica.
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3.0- OBJETIVOS
3.1 — Objetivo geral

Avaliar as caracteristicas biolégicas de infec¢cbes mistas com clones de
Trypanosoma cruzi pertencentes a duas DTU (Discreet Typin Unit) distintas em
comparagdo as respectivas infeccbes monoclonais, ap6s passagens alternadas entre
hospedeiro invertebrado-vertebrado, assim como, o perfil genético de populacbes do

parasito isoladas durante essas passagens.
3.2 - Objetivos especificos

1. Comparar em Triatoma infestans o desenvolvimento de infeccbes mistas e

monoclonais quanto aos parametros infectividade, multiplicacdo e metaciclogénese,

2. Comparar em camundongos o desenvolvimento de infec¢Ges mistas e monoclonais,
apos passagem nos triatomineos, quanto aos parametros infectividade, mortalidade

e a parasitemia;

3. Comparar novamente em Triatoma infestans o desenvolvimento de infec¢Oes
mistas e monoclonais, apds passagens por hospedeiro invertebrado e vertebrado,

quanto aos parametros infectividade, multiplicacdo e metaciclogénese;

4. ldentificar e caracterizar molecularmente as populagdes dos parasitos isolados de
vetores e camundongos com infeccBes mistas e monoclonais, ap6s passagens pelos
hospedeiros invertebrado, vertebrado e invertebrado, por meio de anéalises dos
perfis de isoenzimas, rDNA e RAPD.
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4.0 - ANIMAIS, MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos experimentais adotados nesse estudo foram realizados de
acordo com o COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal). Este projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de
Ouro Preto (UFOP), Ouro Preto, MG, Brasil, com protocolo de registro n° 2010/46.

4.1 — Parasitos

Foram utilizados dois estoques clonais do T. cruzi, P209 cll e CBB cl3,
pertencentes aos gendtipos principais 20 e 32 (Tibayrenc e Ayala, 1988), correspondentes
aos DTU Tcl e Tcll, respectivamente (Zingales et al., 2009). As amostras foram isoladas
de humanos, durante a fase cronica da infeccdo, procedentes da Bolivia e do Chile,
respectivamente (Tabela 11) e foram clonados por técnicas de micromanipulacdo e
mantidos criopreservados no “Laboratoire de Génetique des Maladies Infectieuses, Unité
Mixte de Recherche (UMR) Institute de la Recherche sur le Dévelopment (IRD) /Conceil
Nationale de la Recherche Scientific (CNRS), Montpellier, Franga”, onde foram
caracterizados por meio de RAPD e do perfil eletroforéticos de isoenzimas. Amostras

destes parasitos foram gentilmente cedidos ao Laboratério de Doenca de Chagas da UFOP.

Tabela Il - Histdrico dos clones de Trypanosoma cruzi utilizados nesse estudo.

Clone Pais Local Hospedeiro DTU

. Humano, fase
P209 cl1 Bolivia Sucre . I
crénica

) Humano, fase
CBB cl3 Chile Tulahuen . I
cronica

4.2 — Hospedeiro invertebrado: Triatoma infestans

Foram utilizadas ninfas de 3° estadio da espécie Triatoma infestans provenientes de
coldnias do Insetério do Laboratério de Doenca de Chagas da UFOP, estabelecidas a partir
de insetos gentilmente cedidos pela Dr? Lileia Gongalves Diotaiuti, Chefe do Laboratério
de Triatomineos e Epidemiologia da Doenca de Chagas (LATEC - CPQRR- FIOCRUZ,
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MG), cuja procedéncia original foi variada. As col6nias foram mantidas a temperatura de

27° C e umidade relativa do ar a 65%, e alimentadas quinzenalmente em camundongos.
4.3 — Hospedeiro vertebrado: camundongos Swiss

Foram utilizados camundongos (Mus musculus), linhagem Swiss, fémeas, de 28-30
dias de idade, provenientes do Centro de Ciéncia Animal — (CCA-UFOP), mantidos sob

regime alimentar e de ingestdo de agua ad libidum, em estante ventilada a 26° C.

4.4 - Infeccbes e avaliacGes realizadas nos hospedeiros invertebrados e

vertebrados

As infecgdes realizadas nos hospedeiros invertebrado e vertebrado e novamente no
invertebrado foram feitas e avaliadas segundo o Delineamento Experimental apresentado

a sequir:
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Infecgdao do hospedeiro invertebrado:
Sistema de alimentagao artificial de ninfas
do 3’ estadio de Triatoma.

\ 4 \ 4

Infecc6es Monoclonais:
Tel; Tcll
(n=40)

v l

Apds 302 dias:
Infectividade (%ll); numero de flagelados por inseto
(NFI) e metaciclogénese (% DIF).

!

Infec¢ao de hospedeiro

Infecgbes mistas:
Tcl +Tcll;
(n=40)

r

Isolamento de
parasitos:
Xenocultura.

r

vertebrado:
Camundongo Swiss , via IP,
Inéc. 1000 tripomastigotas

metaciclicos

-Parasitemia( a partir
10 d.a.i)
-PCR (30 d.a.i)
-Hemocultura(30 d.a.i)

(n=16)

parasitos:
Hemocultura.

Isolamento de l

Infec¢ao no vetor:
Xenodiagnéstico
(n=40)

\4

Ap6s 302 dias:
Infectividade (%l1); nimero de flagelados por
inseto (NFI) e metaciclogénese (% DIF).

w l

Caracterizacdo
Molecular:
rDna 24sa, RAPD e
Isoenzimas.

Isolamento de parasitos:
Xenocultura.
(n=40)

Delineamento Experimental: Sequéncia das infeccbes e avaliacGes realizadas ao longo de
passagens alternadas dos clones de Trypanosoma cruzi pelos diferentes hospedeiros invertebrado -

vertebrado — invertebrado.
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4.5 — Infeccoes

Foram realizados trés grupos experimentais, sendo dois constituidos por insetos
expostos a clones distintos (infecgdes monoclonais) de T. cruzi e outro de insetos expostos
a infeccdes mistas (Tcl+Tcll), conforme descrito na Tabela 11l. Todos 0s experimentos

foram realizados em duplicata.

4.5.1 — Infeccao por xenodiagnostico artificial do hospedeiro invertebrado: sistema de
alimentacao artificial (XAHI)

A primeira fase do estudo foi avaliada no hospedeiro invertebrado. Cada grupo
experimental foi constituido de 20 ninfas de T. infestans, que estavam em periodo de jejum
de 20-25 dias.

A infecgdo foi realizada por meio de um sistema de alimentagdo artificial
(xenodiagndstico artificial). Esse sistema consiste em uma caixa de acrilico acoplada a um
banho-maria com circulacdo de agua que permite manter a estabilizacdo da temperatura em
aproximadamente 37°C (Figura 2). A solugdo de sangue citratado de camundongo (0,1 ml
de citrato de s6dio/ml de sangue) foi adicionada de meio LIT (Liver Infusion Tryptose -
Camargo, 1964) e o nimero de epimastigotas ajustados para 5,0 x 10° parasitos/mL ,
contados em camara de Neubauer. Esta mistura foi utilizada como fonte alimentar e
colocada no recipiente adequado do sistema de alimentacdo artificial onde era
constantemente homogeneizada por uma barra magnética (Figura-2). Nas infeccGes mistas
a concentracao de cada clone constituinte da mistura foi de 2,5 x 10° parasitos/mL, sendo a
concentracdo final 5,0 x 10° parasitos/mL.

Em seguida foi calculado o volume de sangue ingerido por cada inseto pela
diferenca do peso apresentado antes e ap0s o repasto infectante. Foi considerado que 1 mg
de peso correspondia a 1 microlitro (UL) de sangue ingerido. Apenas 0s insetos que
ingeriram volumes semelhantes de sangue foram selecionados para 0S ensaios
experimentais. Os insetos mantidos individualmente em placas de 24 po¢os. Em cada poco
da placa foi colocado tiras de papel de filtro para proteger os insetos da umidade sendo esta
protecdo trocada quinzenalmente. No trigésimo dia apds o repasto sanguineo infectante os

insetos foram avaliados pelos pardmetros descritos na secc¢éo 4.6.1.
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r—

A B

Figura 2 - A - Vista superior do aparelho utilizado no sistema de alimentagéo artificial. A seta
indica o recipiente central coberto por membrana latex onde a mistura de parasitos e sangue é
colocada. B - Representa o mesmo aparelho com o pote de insetos em alimentacdo. A seta indica o
local de abastecimento do aparelho com o in6culo.

4.5.2 — Infecgéo artificial no hospedeiro vertebrado (IAHV)

Trinta dias depois de infectados pelo xenodiagnoéstico artificial, as formas
tripomastigotas metaciclicos obtidas dos insetos provenientes de cada grupo experimental
da etapa anterior foram utilizadas para infectar camundongos segundo a metodologia
descrita na secdo 4.6.1.1. Para cada grupo experimental foram utilizados oito camundongos
que foram inoculados pela via intraperitoneal (IP) com 1,0 x10° tripomastigotas
metaciclicos contados segundo o método descrito por Brener (1962). Estes animais foram

avaliados pelos parametros descritos no item 4.6.2.
4.5.3 — Infeccao por xenodiagndstico natural do hospedeiro invertebrado (XNHI)

A segunda infeccdo do hospedeiro invertebrado foi feita mediante a realizagdo de
xenodiagndstico natural nos camundongos provenientes da etapa experimental anterior. A
alimentacéo dos insetos nos camundongos (xenodiagnostico) foi feita no trigésimo dia de
infeccdo. Para isso, os animais foram anestesiados com tiopental (40-80mg/Kg),
acondicionados em pote de acrilico (20 cm de didmetro x 20 cm de altura) e nestes foram
colocadas as ninfas de T. infestans para realizacdo do repasto infectante diretamente no
hospedeiro (Figura 3). As ninfas utilizadas apresentavam as mesmas caracteristicas

descritas anteriormente.
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Figura 3 - Repasto infectante de ninfas de terceiro estadio de Triatoma infestans em camundongos
experimentalmente infectados pelo Trypanosoma cruzi.

Ap0s o repasto infectante o volume de sangue ingerido por cada ninfa foi calculado
conforme descrito anteriormente. No trigésimo dia apds o repasto sanguineo infectante os
insetos foram avaliados pelos parametros descritos na sec¢édo 4.6.1.

A Tabela IlI, sumariza detalhes dos grupos experimentais realizados nos
hospedeiros invertebrado, vertebrado e invertebrado na sequéncia que foram feitos.

29




Do Bem, V. A. L. Resultados

Tabela 11l - Composicdo dos grupos experimentais realizados nos hospedeiros invertebrado,

vertebrado e invertebrado.

Clones de T. cruzi que Grupos ]
o _ ] ] Hospedeiros
constituiram o inoculo Experimentais
P209 cl1 (Tcl) XAHI - Tcl
Invertebrado (T. infestans)
CBB cl3 (Tcll) XAHI - Tcll

Xenodiagndstico Artificial
P209 cl1 + CBB cl3

XAHI - Tcl+Tcll
(Tcl +Tcll)
P209 cll (Tcl) IAHV — Tcl
Vertebrado
CBB cl3 (Tcll) IAHV — Tcll
(camundongo)
P209 cl1 + CBB cl3
IAHV - Tcl+Tcll
(Tcl +Tcll)
P209 cll (Tcl) XNHI -Tc
Invertebrado (T. infestans)
CBB cl3 (Tcll) XNHI - Tcll .
Xenodiagndstico Natural
P209 cl1 + CBB cl3
XNHI - Tcl+ll

(Tcl +Tcll)

XAHI = Infecgdo xenodiagndstico artificial do hospedeiro invertebrado; IAHV = Infeccéo artificial
do hospedeiro vertebrado; XNHI = Infeccéo por xenodiagndstico natural do hospedeiro invertebrado.

4.6 - Parametros avaliados durante as infec¢des experimentais
4.6.1 — No hospedeiro invertebrado

No hospedeiro invertebrado foram avaliadas as seguintes variaveis: nimero de
flagelados por insetos (NFI), percentual de infectividade (%INF) e percentual de

metaciclogénese (%DIF).
4.6.1.1 — Determinagéo do numero de flagelados por inseto (NFI)

Trinta dias apos a infecgdo (d.a.i), os insetos foram imersos em solugdo esterilizante
de White (0,25 g de HgCl,, 6,50 g de NaCl, 1,25 mL de HCI concentrado, 250 mL de
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etanol a 95% e 750 mL de H,0), por 90 min (Bronfen, et al.,1989). De cada inseto foi
retirado o trato digestorio que foi transferido para um tubo contendo 20 pL de solucédo
salina tamponada (PBS, pH 7.2). O trato digestorio com todo seu contetdo foi triturado
utilizando maceradores de pellet (Sigma, USA). A seguir cinco pL desta suspensao foram
colocados entre ldamina e laminula 22 x 22 mm e examinados em microscépio dptico pela
objetiva de 40X, sendo os flagelados contados de acordo com Brener (1962). O nimero de
flagelados por insetos foi expresso pela média de parasitos encontrados nos insetos de cada

grupo experimental.
4.6.1.2 — Determinacao do percentual de infectividade (%INF)

A infectividade foi expressa em percentagem cumulativa de insetos positivos para
formas flageladas de T. cruzi ao exame a fresco.

4.6.1.3 — Determinacao do percentual de metaciclogénese (%DIF)

Para o calculo do percentual de metaciclogénese o numero total de formas
evolutivas do T. cruzi (epimastigota e tripomastigota metaciclicos) foi contabilizado
conforme descrito acima e a proporcdo de tripomastigotas metaciclicos em relagdo as
epimastigotas expressas em percentual. As formas epimastigotas foram distinguidas das
formas tripomastigotas metaciclicas com base na sua morfologia e motilidade (Piesman e
Sherlock, 1985). Um total de 100 formas evolutivas foi contabilizado em amostra de

mistura do conteudo intestinal de dez insetos.
4.6.1.4 - Xenocultura (XC)

Foi realizada também, nos insetos expostos ao xenodiagndstico artificial, a
xenocultura. O objetivo foi isolar os parasitos em condi¢Ges estéreis para posterior
caracterizacdo molecular. Para tal a suspensdo do contedo intestinal dos insetos, obtida
conforme descrito no item 4.6.1.1, foi semeada em condicdes estéreis em trés mL de meio
LIT acrescidos de 50 pg/mL de gentamicina. Esse material foi avaliado ao microscopio
Optico, em objetiva de 40X, e mensalmente até 90 dias apds coleta. Nas xenoculturas
positivas, os parasitos foram mantidos em crescimento exponencial para obtencdo da
massa Umida e posterior caracterizacdo molecular. A taxa de positividade da xenocultura

foi expressa em percentagem cumulativa de insetos com xenocultura positiva (%XC™).
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4.6.2 - No hospedeiro vertebrado
4.6.2.1 - Exame de sangue a fresco (ESF)

A contagem de formas tripomastigotas sanguineas obtidas dos camundongos foi
realizada a partir do quarto dia ap6s o inoculo, diariamente, pela técnica de exame de

sangue a fresco realizada segundo Brener (1962).
4.6.2.2 - Hemocultura (HC)

As hemoculturas foram realizadas, 30 dias ap0s a inoculacdo dos camundongos,
segundo a técnica Filardi e Brener, (1987), com dois objetivos: (1) verificar se houve
infeccdo nos animais negativos ao exame a fresco e (2) isolar os parasitos para posterior
caracterizagdo molecular. Para a realizacdo desta técnica 0,5mL de sangue foi coletado
assepticamente do plexo venoso retro orbital do animal e distribuido em dois tubos cdnicos
de 15 mL contendo trés mL de LIT. Os tubos foram mantidos a 28°C, homogeneizados a
cada 72h e uma gota do sedimento analisada ao microscopio optico em objetiva de 40X, a
cada 30 dias até o0 120° dia apds cultivo. A hemocultura foi realizada em todos os animais e

os resultados positivos expressos em porcentagem (%HC™).
4.6.2.3 - Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR)

A técnica de PCR foi realizada apenas em camundongos que apresentaram exame a
fresco e hemocultura negativos com o objetivo de detectar a infecgdo nesses animais. Para
tal, 30 dias apos a inoculacdo, um volume de cerca de 0,2 mL de sangue foi retirado pela
veia do plexo orbital e transferido para tubos eppendorf contendo 0,4 mL de solucédo de
cloridrato de guanidina (guanidina-HCI) 6M/&cido etilenodietildinitritoteracético (EDTA)
0,2M/pH 8,0 como descrito por Avila et al. (1991). Essa mistura de sangue/Guanidina-
HCI/EDTA foi fervida sete dias ap6s a coleta, a 100°C, durante 7 min. O lisado foi

estocado a temperatura ambiente (Avila et al., 1991).
4.6.2.3.1 - Extracdo de DNA de sangue

Para a obtencdo do DNA aliquotas de 200 pL do eluato de sangue foram
submetidas a extracdo do DNA do T. cruzi por meio do Wizard® Genomic DNA

Purification Kit (Promega) seguindo as recomendag0es do fabricante.
4.6.2.3.2 - Amplificacdo do KDNA do Trypanosoma cruzi
Para a amplificagdo do kDNA do parasito foi utilizado o protocolo de Gomes et

al. (1998), com pequenas modificagfes. A mistura da reagdo foi preparada com 0,1% de
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Triton X-100 (Tampédo 10X, Invitrogen S&o Paulo, SP, Brasil); 75 mM de cloreto de
potéssio (KCI - Tampdo 10X, Invitrogen, Sdo Paulo, SP, Brasil); 3,5 mM de cloreto de
magnésio (MgCl, — Invitrogen, Séo Paulo, SP, Brasil); 0,2 mM de cada deoxinucleotideo
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP — Sigma, St. Louis, MO, EUA) 0,5U de Taq DNA polimerase
(Invitrogen, S&o Paulo, SP, Brasil); 10 pmoles de cada iniciador S35
(cincc’ AAATAATGTACGGGKGAGATGCATGA3Z’) e S36
(5’GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATAS3’), descritos por Avila et al. (1991),
sintetizados pela Invitrogen, Sédo Paulo, SP, Brasil. Foram adicionados a essa mistura
2,0uL de DNA extraido da amostra de sangue. A amplificacdo foi processada em
termociclador automaético (Termociladores BioCycler), nas seguintes condi¢Ges: uma etapa
inicial de desnaturagdo do DNA a 95°C por 5 min, seguida de 35 ciclos de amplificacdo
constituidos de um passo de desnaturacdo a 95°C por 1 min, de anelamento a 65°C por 1
min e de extensdo a 72°C por 1 min, finalizando com uma etapa de extensdo a 72°C por 10
min. O DNA amplificado foi submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida a 6% e
revelado com NaOH e formaldeido apés coloracdo pela prata (Santos et al., 1993). Quando

positivo, foi visualizado uma banda de 330 pb.
4.6.3 - Infectividade (%0INF)

A infectividade foi determinada pela positividade do exame a fresco registrada
diariamente até 60° dia ap6s a inoculacdo (d.a.i.). Nos animais persistentemente negativos
foram realizadas também hemocultura e PCR. Os resultados finais da infectividade foram

expressos em percentagem cumulativa de resultados positivos destas trés técnicas.
4.6.4 - Parasitemia (PAR)

A avaliacdo da parasitemia foi realizada, diariamente, pela contagem de formas
tripomastigotas sanguineas a partir do quarto dia de infeccdo pelo exame a fresco, segundo

a técnica descrita por Brener (1962).
4.6.5 - Mortalidade (MORT)

A mortalidade dos animais foi avaliada diariamente até 0 90° d.a.i. e expressa em

percentagem cumulativa.

33



Do Bem, V. A. L. Resultados

4.7 - Caracterizacdo isoenzimatica e molecular dos T. cruzi de todas as

infec¢des experimentais (hospedeiro invertebrado, vertebrado e invertebrado)
4.7.1 - Obtencéo do extrato celular para caracterizacdo isoenzimatica e molecular

A massa Umida dos parasitos obtidos por xenocultura e hemocultura foi submetida
a extracdo enzimatica segundo Godfrey e Kilgour, (1976). Os parasitos foram
descongelados em banho de gelo e submetidos a lise osmotica em estabilizador enzimatico
(Ditiotreitol - 2,0 mM, acido e-amino caproico - 2,0 mM, EDTA, 2,0 mM, pH 7,0) na
proporcéo de 1:1 (p/v=mg/uL) da solucdo. O lisado permaneceu por 20 min em banho de
gelo a temperatura de 4°C, seguida de centrifugacdo a 15000 g, por 15 min, a 4°C. O
extrato enzimatico foi aliquotado e armazenado a -70°C até o momento da realizacdo da
eletroforese de isoenzimas. O sedimento também foi conservado a -70°C para posterior
obtencdo de DNA.

4.7.2 - Caracterizacao isoenzimatica

A eletroforese de isoenzimas foi realizada segundo metodologia de Ben Abderrazak
et al. (1993), em sistema horizontal sob refrigeracdo (Helena, Beaumont, Texas, EUA),
utilizando membrana de acetato-celulose (Helena, Beaumont, TE, EUA). As membranas
foram submersas por 20 min em tampdo especifico para cada sistema enzimatico estudado.
Os extratos foram depositadas sobre a superficie da membrana de celulose com auxilio de
um aplicador (Helena, Texas, EUA). As membranas foram colocadas entre os eletrodos.
As condicOes da eletroforese e 0s reagentes usados na reacdo encontram-se descritos na
(Tabela-V).

Todas as enzimas analisadas apresentam migracdo anddica. As bandas protéicas
foram visualizadas ap6s o término da corrida eletroforética e apds a realizacdo de reagdes
bioquimicas especificas. A mistura reacional contém todos os reagentes necessarios a
atividade enzimatica, acrescida de agente revelador. Apds a revelacdo, a reacdo foi
interrompida com solugdo de acido acético 5% e as membranas foram lavadas em agua
destilada e fotografadas sendo as imagens armazenadas no computador. Foram
empregados trés sistemas enzimaticos para identificagdo dos grupos de T. cruzi | e T. cruzi
Il, escolhidos devido a eficiéncia em diferencia-los: glicose-6-fosfato-1- desidrogenase
(G6PD) [E.C.1.1.1.49]; glicose-6-fosfato isomerase (GPI) [E.C.5.3.1.9]; isocitrato
desidrogenase (IDH) [EC1.1.1.42].
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Tabela 1V - CondicBGes eletroforéticas e de revelacdo usadas para 0s sistemas enzimaticos

estudados.

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

Isocitrato desidrogenase
[EC.1.1.1.42] - IDH

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

Extrato: concentrado
Tampéo de embebegao: Shawlll” (1:4)*
Tampéo de migracgdo: Shaw IlI
Voltagem: 200V
Tempo: 25 minutos
Mistura reacional:
5,0mg de frutose 6-fosfato
4,6U de G-6-P DH
Mgcl, 15Mm
5,0mg de NADP
3,0mg de MTT
2,5mg de PMS
Temperatura ambiente
Tris-HCI 0,2M, pH 7

Extrato: concentrado
Tampé&o de embebecdo: 30 ml Shawlll
Tampé@o de migracdo: Shaw IlI
Voltagem: 200V
Tempo: 25 minutos
Mistura reacional:
10mg de acido isocitico DL
Mgcl, 15Mm
5,0mg de NADP
3,0mg de MTT
2,5mg de PMS
Temperatura ambiente
Tris-HCI 0,1M, pH 8

Extrato: concentrado
Tampé&o de embebecéo: HR
Tampéo de migracdo: HR
Voltagem: 200V
Tempo: 20 minutos
Mistura reacional:
10mg de D-glicose-6-P

Mgcl, 15Mm
5,0mg de NADP

3,0mg de MTT
2,5mg de PMS
Temperatura ambiente
Tris-HCI 0,2M pH 7

Descrigdo dos Tampdes

* Shaw I1I: 0,15M Tris, 0,043M acido citrico/pH 7,0

" HR (Eletra HR Tampé&o; Helena, Beaumont, TE, EUA): Tris-Barbital, barbital sédico/pH 9,0

G6PD: Glicose-6-Fosfato Desidrogenase. NADP: Nicotinamida Adenina Difosfato. MTT: Brometo

de 3-{}-2,5Difeniltetrazolium. PMS: sulfato de fenazina. *: tampéo diluido em &gua (v/v).
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4.7.3 — Extracdo do DNA gendmico

A extracdo do DNA foi realizada a partir do sedimento obtido apds a extracao
isoenzimaética, por meio do Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega), segundo
as orientacdes do fabricante. O volume de 100 pL de sedimento de parasito foi adicionado
500 pL de solucédo de lise celular, que foi homogeneizado por 10 min e posteriormente,
centrifugado por 1 min a 15.000 g. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi
homogeneizado no vortex por quinze segundos. Ao pellet foram adicionados 200 uL de
solucdo de lise nuclear, 0,8 pL de RNase e a solucdo foi incubada por 15 min a uma
temperatura de 37°C. Apds resfriamento, foi adicionado 75 pL de solucdo protéica
homogeneizou no vortex vigorosamente por trinta segundos e centrifugado por 3 min a
15.000 g. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo de 1,5 mL e foi adicionado
200 pL de isopropanol a solucdo foi homogeneizada e centrifugada por 1 min a 15.000 g.
O sobrenadante foi descartado e o pellet foi homogeneizado por 15 seg. Adicionou-se 200
pL de Etanol 70% solugdo foi homogeneizada e centrifugada por 1 min a 15.000 g. O
sobrenadante foi descartado e ao DNA precipitado foi adicionado 50 pL solucdo de

hidratacdo e armazenada a 4°C.
4.7.4 - Dosagem do DNA gendmico

A dosagem do DNA foi realizada em aparelho de dosagem de proteina (NanoVue
Plus ™, GE Healthcare) e sua concentracéo foi ajustada para 3 ng/pL.

4.7.5 - Amplificaciio da regiio 3’ do gene rDNA 24Sa

Para a amplificacdo do dominio divergente do gene ribossomico rDNA 24Sa,a
reacdo foi processada em volume final de 10 ul contendo 10 mM tris-HCI (pH 9,0), 50
mM KCI, 3,5 mM MgCl, (Promega), 0,625 unidades de Taq DNA polimera (Promega),
0,1% Triton X-100 (buffer B, Promega) 0,2 mM de cada dNTP, 0,25uM dos iniciadores
D71 (3’-AAGGTGCGTCGACAGTGTGG-5%) e D72 (3’-
TTTTCAGAATGGCCGAACAGT-5’), 1 ng/uL de DNA de cada amostra. A PCR foi
realizada em termociclador (Termociladores BioCycler). Foi utilizado o seguinte protocolo
de amplificagdo: 30 ciclos com desnaturagdo inicial a 94°C por 1 min, outro passo
desnaturacéo por 30 seg., anelamento a 60°C por 30 seg. e extensdo a 72°C por 30 seg. O
produto amplificado foi analisado apds eletroforese em gel de poliacrilamida a 6% e
corado pela prata (Souto et al., 1996). A visualizacdo do fragmento de 125pb indica que a
populacéo de T. cruzi pertence ao DTU Tcll, do fragmento de 110pb DTU Tcl.
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4.7.6 - Caracterizacao pelo perfil de RAPD
4.7.6.1 - Amplificacdo do DNA gendmico

O perfil de RAPD foi determinado com base na técnica de Steindel et al. (1993)
com algumas modificacdes. Cada reacdo foi realizada em um volume final de 10 pl,
contendo 10 mM Tris-HCI (pH 9,0), 0,1% Triton X-100, 1,5 mM de MgCl, 125 uM da
mistura de cada dNTPs da (Pharmacia Biotech), 1 U de Tag DNA polimerase (Fermentas
Life Sciences), 6,4 pmoles do iniciador e 3 ng de DNA genémico. A amplificacdo seguiu o
seguinte protocolo: desnaturacéo inicial de 95°C por 5 min, seguida de dois ciclos térmicos
para anelamento, alongamento e desnaturacéo respectivamente, a 30°C por 2 min, 72°C por
1 min e 95°C por 30 seg. e 33 ciclos com temperatura de anelamento a 40°C e, extensao
final a 72°C por 5 min. A PCR foi realizada num termocilador (Termociladores
BioCycler). Para a realizacdo desta reacdo foram utilizados dois iniciadores A7 -
(GAAACGGGTG) e Al0 - (GTGATCGCAG) da Operon Technologies (Alameda
California, CA, USA). O produto de amplificacdo foi submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 1%.

O polimorfismo das bandas geradas por RAPD, obtido pelos dois iniciadores (A7 e
A10), foi monitorado com o marcador de peso molecular de 1 Kb. As bandas avaliadas
variaram de 600pb a 3.500 pb.

Os clones P209 cl1 e o CBB cl3 foram utilizados como referéncias das DTU Tcl e

DTU Tcll respectivamente.
4.8 - Andlise estatistica

Nas analises das taxas de infectividade no triatomineo e camundongo (%IFN),
percentual de metaciclogénese (%DIF), hemocultura positiva (%HC"), xenocultura
positiva (%XC") e mortalidade (MORT) foram utilizados o teste estatistico do qui-
quadrado (x°) e/ou teste exato de Fisher (Snedecor e Cochran 1989). Os valores atribuidos
a diferenca de peso dos insetos antes e depois de alimentados, o volume de sangue ingerido
e 0 numero de flagelados por insetos (NFI) foram expressos em médias + erro padrao (EP)
e a analise feita por meio de anélise de variancia dos dados, empregando o teste de Tukey
(Snedecor e Cochran, 1989). Valores (P<0,05) foram considerados significativos. Para as
analises dos dados foi utilizado o programa estatistico GraphPad Prism 5.0 ou e Software

Action versao 2.3.
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5.0 -RESULTADOS

Os valores de todos os parametros avaliados foram obtidos de experimentos
realizados em duplicada (n=40 para os insetos e n=16 para 0s camundongos) e

considerados conjuntamente por terem sido semelhantes.

5.1 — Avaliacdo da infeccdo por xenodiagndstico artificial do hospedeiro
invertebrado (XAHI)

5.1.1 — Numero de parasitos ingeridos

N&o houve diferenca significativa (P > 0,05) entre os volumes de sangue ingerido e,
consequentemente, o nimero tedrico de parasitos ingeridos pelos insetos que realizaram o

repasto infectante em sistema de alimentacéo artificial semelhante (Tabela V).

Tabela V - Peso dos Triatoma infestans antes e ap6s o repasto artificial infectante com formas

epimastigotas de clones de Trypanosoma cruzi Tcl e Tcll e Tcl+Tcll (infeccdo mista).

Grupo Peso médio antes Peso médio apos Indculo
Experimental do repasto (mg) repasto (mg) (parasitos/inseto)
XAHI Tcl 7,8 (x0,3) 39,6 (x9,6) 14.99 (+4.63)
XAHI Tcll 8,8(x0,1) 40,1 (£9,5) 15.66 (+4.46)
XAHI Tcl + Tcll 10,4 (0,2) 41,9 (29,2) 16.05 (+3.66)

Teste de Tukey (P > 0,05)

5.1.2 — Mortalidade dos insetos apds alimentacéo artificial
No grupo de insetos infectados com Tcl (XAHI Tcl) houve mortalidade de cinco
insetos, no grupo infectados com Tcll (XAHI Tcll) um inseto morreu e no grupo infectado

com infeccdo mista (XAHI Tcl+Tcll) seis insetos morreram.
5.1.3 — Numero de flagelados por inseto (NFI)

A contagem do NFI 30 dias apds o repasto infectante revelou a presenca de
[240;£55,22] flagelados nos insetos infectados com clone de Tcl; de [88.42; +25.67] nos
insetos infectados com o clone das Tcll e de [36; £13.01], nos infectados com mistura de
clones das Tcl + Tcll. Foi observada diferenga significativa entre o NFI entre os grupos

infectados com Tcl e Tcll e com a mistura Tcl + Tcll (Tabela-VI).
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Tabela VI - Numero de flagelados por insetos (NFI), percentual de infectividade (%INF) e
percentual de diferenciacdo (%DIF) em Triatoma infestans infectados por clones de Trypanosoma

cruzi Tcl, Tcll e Tcl+Tcll (infeccdo mista) trinta dias apds o xenodiagnostico artificial infectante.

Grupo
. NFI %INF %DIF
Experimental
XAHI Tcl 240; +55.22% 71.4% - 25/35*" 12%
XAHI Tcll 88.42; +25.672 38.4% - 15/39* 6%°
XAHI Tcl + Tcll 36.0; +13.01° 29.4% - 10/34" 20%°

a e b = Diferencas significativas pelo teste de Tukey (P<0,01).
* e # = Diferencas significativas pelo teste do Qui-quadrado (P < 0,05)

c = Diferengas significativas pelo teste de Qui-quadrado (P < 0,05)
5.1.4 — Percentual de infectividade (%INF)

Os insetos que realizaram repasto sanguineo em sistema de alimentacgdo artificial
contendo apenas o clone de Tcl apresentaram maior porcentagem de indice de infeccdo
(%INF) (71.4% - 25/35), seguidos dos que se alimentaram apenas do clone de Tcll (38.4%
- 15/39). Os que apresentaram menor indice foram aqueles que realizaram o repasto com a
mistura de dois clones de T.cruzi (Tcl + Tcll) (29.4% - 10/34), que foram similares ao
indice observado entre os animais do infectados com clone de Tcll (Tabela - VI). A
diferenca entre 0 %INF do grupo infectado com Tcl foi significativa em relacdo aos
demais (P < 0, 05) Tcll e o do Tcl+Tcll (infeccdo mista).

5.1.5 — Percentual de metaciclogénese (%DIF)

Como pode ser observado na Tabela - VI, o grupo de insetos infectados com Tcl o
%DIF foi de 12%, enquanto nos triatomineos infectados com clone de Tcll o %DIF foi de
6%. No grupo infectado com a mistura de clones de Tcl+Tcll o0 % DIF foi de 20%. Houve
diferenca significativa apenas entre os grupos infectado com Tcll e infeccdo mista
(Tcl+Tcll) (P < 0,05).
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5.2 — Avaliacéo da infec¢@o nos hospedeiros vertebrado (IAHV)
5.2.1 — Parasitemia (PAR)

As infeccdes monoclonais com clones das DTU Tcl e Tcll no hospedeiro
vertebrado (IAHV) ndo apresentaram parasitemia patente durante todo tempo de
observacdo. J& os animais infectados com tripomastigota metaciclicos de insetos
alimentados em sistema de alimentacdo artificial (xenodiagndstico artificial) contendo a
mistura de clones (Tcl+Tcll), apenas um dos animais apresentou parasitemia patente. Isto
aconteceu em um Unico dia (28° dia ap06s o indculo). A parasitemia registrada foi muito

baixa e de 250 parasitos/0,01 mL de sangue.
5.2.2 — Hemocultura (HC)

As taxas de positividade da hemocultura entre dos animais infectados com formas
metaciclicas de clones de Tcl e Tcll submetidos a infeccGes monoclonais, foi de 44%
(7/16) e de 19% (3/16), respectivamente. Nos animais submetidos a infeccdo mista,
(Tcl+Tcll), observou-se a maior taxa de positividade (62% - 10/16). Foi encontrada
diferenca significativa entre a taxa de positividade de hemoculturas entre 0s grupos
infectado com clone de Tcll e o grupo com infeccdo mista (Tcl+Tcll) (P < 0,05) (Figura-
7).

Tcl Tcll - Tcl+Tell

81%

. Positivo Negativo

Figura 4 - Percentual de positividade de hemoculturas de camundongos infectados com isolados de
clones de Trypanosoma cruzi Tcl e Tcll (infeccbes monoclonais) e Tcl+Tcll (infecgdo mista) apos
a passagem no hospedeiro invertebrado.

* = Diferenca significativa (P < 0,05).

2

X
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5.2.3 — Mortalidade (MORT)

Ap0s os noventa dias de infeccdo ndo foi observada mortalidade nos animais de

nenhum dos grupos experimentais.
5.2.4 — Reacdo em cadeia de polimerase (PCR)

Os resultados da PCR realizada no sangue dos camundongos que apresentavam

exame a fresco e hemocultura negativa foram sempre negativos.

5.3 — Avaliacdo da infeccdo por xenodiagnostico natural do hospedeiro
invertebrado (XNHI)

5.3.1 — Numero de parasitos ingeridos no repasto em sistema de alimentacao artificial

A tabela VII demonstra o0 volume médio de sangue que cada inseto ingeriu. Nesta
etapa ndo foi possivel estimar qual a quantidade de parasitos ingeridos uma vez que a
parasitemia dos camundongos no trigésimo dia de infeccdo foi subpatente. Ndo houve
diferenca significativa (P > 0,05) entre os volumes de sangue ingerido.

Tabela VII - Peso dos Triatoma infestans antes e apds o repasto infectante em camundongos
infectados com isolados de clones de Trypanosoma cruzi.

Peso médio de

Grupo Peso médio antes Peso médio apos ) )
) sangue ingerido
Experimental do repasto (mg) repasto (mg)
(mg)
XNHI —Tcl 8,5 (+1,3) 40,7 (+8,0) 32,2 (7,8)
XNHI- Tcll 12,4 (£1,4) 40,6 (+12,2) 28,2 (£9,8)
XNHI - Tcl +Tcll 10,8 (£2,0) 42,3 (£6,8) 31,5 (£5,3)

5.3.2 — Mortalidade dos insetos apds a alimentacéo natural

Né&o foi observada mortalidade em nenhum inseto dos grupos experimentais.

5.3.3 - Numero de flagelados por inseto (NFI)

A estimativa do NFI revelou que o grupo de triatomineos que alimentaram em
camundongos inoculados com populacdo mista de Tcl+Tcll, apresentou os valores

[174,12; +54,60], seguido do grupo de insetos que alimentaram em camundongos
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inoculados com o clone de Tcl [3,5; £3,5] e, finalmente, o grupo Tcll, ndo apresentou

nenhum inseto positivo (Tabela — VIII).

Tabela VIII - Namero de flagelados por insetos (NFI), percentual de infectividade (%INF) e
percentual de metaciclogénsese (%DIF) em triatomineos que realizaram o repasto em

camundongos infectados com tripomastigota metaciclicos de Trypanosoma cruzi.

Grupo
) NFI %INF %DIF
Experimental
XNHI - Tcl 3,5, £3,5% 1/40" 0°
XNHI-Tcll - 0/40* -
XNHI - Tcl +Tcll  174,12; +54,60° 16/40*" 20°

a = Diferenga significativa pelo teste de Tukey (P<0,01).
* e # = Diferencas significativas pelo teste do qui-quadrado (P<0,01)
¢ = Diferenga significativa pelo teste do qui-quadrado (P<0,05).

5.3.4 — Percentual de infectividade (%INF)

O exame dos insetos infectados no xenodiagndstico natural revelou positividade
variavel, considerando a origem dos camundongos nos quais os insetos alimentaram. Entre
0s que alimentaram em camundongos inoculados com tripomastigotas metaciclicos de
clone de Tcl, a positividade foi de 2,5% (1/40). No grupo de insetos alimentados em
camundongos inoculados com o clone de Tc Il, ndo foi detectada infeccdo em nenhum
deles (0/40). J& o grupo dos que alimentaram em camundongos inoculados com
tripomastigotas metaciclicos contendo populagdes mistas (Tcl+Tcll), apresentou o maior
% INF (40% = 16/40), sendo significativamente diferente dos demais grupos (P < 0,01)
(Tabela - VI1II).

5.3.5 - Percentual de metaciclogénese (%DIF)

A metaciclogénse, observada 30 dias apds o xenodiagnostico nos insetos que se
alimentaram em camundongos infectados com formas tripomastigotas metaciclicas foi de
20% e observada apenas nos insetos do grupo de infeccdo mista (Tcl+Tc Il) (Tabela -
V).
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5.3.6 — Xenocultura (%6Xc")

A xenocultura foi realizada individualmente, em todos os insetos de todos 0s
grupos experimentais. A positividade da xenocultura foi de 10% (4/40), 0% (0/40) e 40%
(16/40) nos grupos infectados com a Tcl, Tcll e Tc I+Tc Il (mista), respectivamente.
Foram encontradas diferencas significativas entre o grupo infectado com a Tcl e Tcl+Tcll
(infeccdo mista) (P < 0,05), Tcll e Tcl+Tcll (infeccdo mista) (P < 0,01) e Tcl e Tcll (P <
0,05).

I b oc Tl b a ThTell ¢ g

60
100 %

90% %

. Positivo Negativo

Figura 5 : Percentual de xenocultura positiva (%XC) de triatomineos infectados com clones de
Trypanosoma cruzi Tcl e Tcl+Tcll (infeccdo mista) trinta dias apds do repasto em camundongos
infectados com tripomastigoras metaciclicas.

b e ¢ = Diferenga significativa pelo teste do qui-quadrado (P < 0,05)

a = Diferenga significativa pelo teste do qui-quadrado (P < 0,01)
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5.5 - Caracterizacao isoenzimatica e molecular dos isolados de Trypanosoma cruzi
apos passagem entre os hospedeiros invertebrados e vertebrados

No total foram obtidas 23 massas Umidas de isolados do T. cruzi para

caracterizagdo isoenzimatica e molecular (Tabela-VII).

Tabela IX - Cbdigo de identificacdo, hospedeiro de origem, DTU de Trypanosoma cruzi que

constituiu o indculo, e origem das amostras submetidas a caracterizagdo molecular e isoenzimatica.

DTU que

Amostra |dentificagao da Hospedeiro constituiu o Origem das
Amostra . amostras
inoculo
1 XAHI-Tcl-A Invertebrado T. cruzi | Mistura de insetos
2 XAHI-Tcl-B Invertebrado T. cruzi | Mistura de insetos
3 XAHI-Tcll-A Invertebrado T. cruzi Il Mistura de insetos
4 XAHI- Tcll-B Invertebrado T. cruzi Il Mistura de insetos
5 XAHI-Tcl+Tcll-A  Invertebrado Mista Mistura de insetos
6 XAHI-Tcl+Tcll-B Invertebrado Mista Mistura de insetos
7 IAHV-Tcl-Al Vertebrado T.cruzi | Camundongo 2
8 IAHV-Tcl-A2 Vertebrado T. cruzi | Camundongo 3
9 IAHV-Tcl-B1 Vertebrado T. cruzi | Camundongo 11
10 IAHV-Tcll-A Vertebrado T. cruzi ll Camundongo 4
11 IAHV-Tcll-B Vertebrado T. cruzi ll Camundongo 5
12 IAHV-Tcl+Tcll-A1  Vertebrado Mista Camundongo 1
13 IAHV-Tcl+Tcll-A2  Vertebrado Mista Camundongo 2
14 IAHV-Tcl+Tcll-A3  Vertebrado Mista Camundongo 3
15 IAHV-Tcl+Tcll-B1  Vertebrado Mista Camundongo 12
16 IAHV-Tcl+Tcll-B2  Vertebrado Mista Camundongo 14
17 XNHI-Tcl-Al Invertebrado T. cruzi | Alimentou cam. 2
18 XNHI-Tcl-A2 Invertebrado T. cruzi | Alimentou cam. 3
19 XNHI-Tcl-B Invertebrado T. cruzi | Alimentou cam.11
20 XNHI-Tcl+Tcll-A1  Invertebrado Mista Alimentou cam.1
21 XNHI-Tcl+Tcll-A2  Invertebrado Mista Alimentou cam.2
22 XNHI-Tcl+Tcll-A3  Invertebrado Mista Alimentou cam.2
23 XNHI-Tcl+Tcll-B Invertebrado Mista Alimentou cam.10

XAHI - Infeccdo por xenodiagnostico artificial do hospedeiro invertebrado
IAHV - Infeccdo nos hospedeiros vertebrado
XNHI - Xenodiagnostico natural do hospedeiro invertebrado
A: Experimento 1

B: Experimento 2 (replica)
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5.5.1 — Andlise do perfil isoenzimético
5.5.1.1 - InfeccBes monoclonais

A andlise do perfil de isolados de todos os hospedeiros (invertebrado, vertebrado e
invertebrado) infectados com clones Tcl apresentou perfil de Zimodema I nas trés enzimas
(GPI, IDH e G6PD).

Os isolados de todos hospedeiros (invertebrado, vertebrado e invertebrado),
infectados com clones Tcl apresentaram perfil de Tcl na caracterizacdo isoenzimatica. Por
outro lado, os isolados de insetos infectados com clones de Tcll, apresentaram perfil de Tcl
na GPI (canaletas 10, 11 e 12 — Figura — 7) obtidas de insetos (XAHI), camundongos
(IAHV) e novamente em insetos (XNHI) respectivamente, enquanto nas enzimas de IDH e
G6PD estas mesmas amostras apresentaram o perfil Tcll. Foi entdo observado no perfil da

GPI mudanca de perfil de Tcll para o perfil tipo Tcl.

l.m»-@

1 2 3 45 67 89 1011 12

Figura 6 - Perfil isoenzimatico da enzima GPI dos isolados de Trypanosoma cruzi em hospedeiros
invertebrado, vertebrado e invertebrado infectados com clones de Tcl e Tcll.

1: Ref. Tcl; 2: Ref. Tcll; 3: amostra 1; 4: amostra 2; 5: amostra 7; 6: amostra 8; 7: amostra 17; 8:
amostra 18; 9: amostra 1 10: amostra 4; 11: amostra 10; 12: amostra 11.

5.5.1.2 - Infec¢des mistas

Todas as figuras referentes a caracterizacdo isoenzimatica dos isolados de infeccGes
mistas mostram resultados de toda a sucessdo de passagens a que o0s parasitos foram
submetidos. Entretanto os comentarios foram feitos seguindo a ordem natural dos
experimentos, ou seja, XAHI seguido de IAHV e depois de XNHI.

e Isolados da infeccéo artificial do hospedeiro invertebrado (XAHI)

Dois isolados foram obtidos da primeira infeccdo em triatomineos. A amostra 6
apresentou perfil de infeccdo mista na enzima GPI (canaleta-4-Figura-8), enquanto a
amostra 5 apresentou o perfil de Tcl. Ja o perfil eletroforético da enzima IDH desses

mesmos isolados (2/2) foi de Tcl. Esses mesmos isolados quando foram analisados pelo
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perfil eletroforético da enzima G6PD apresentaram perfis de Tcll. Esses resultados foram
interpretados como indicadores da presenca de infecgdes mistas no hospedeiro
invertebrado infectado por xenodiagnoéstico artificial (canaletas 3 e 4 - Figura-8),

confirmando assim um dos resultados observados pelo perfil da GPI.

* GPI
L] —
—_—— I I N I D I I S S
= 1 2 E 4 5 b 7 a8 9 10 11 12
IDH
+
| N I N I S S S s T
B 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
+ G6PD
B 1 2 3 4 5 b 7 3 9 10 11 12
XAHI IAHV XNHI

Figura 7 - Diagrama representativo do perfil eletroforético das enzimas (GPI, IDH e G6PD) dos
isolados Tripanosoma cruzi. cruzi provenientes do grupo de infecgdo mista. 1: Ref. Tcl (P209 cll);
2: Ref. Tcll (CBB cl3); 3: amostra 5; 4: amostra 6; 5: amostra 12 ; 6: amostra 13; 7: amostra 14; 8:

amostra 15; 9: amostra 16; 10: amostra 20; 11: amostra 22; 12: amostra 23.
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e Isolados da infeccd@o por xenodiagnostico artificial do hospedeiro

vertebrado (IAHV)

Cinco isolados foram obtidos dos camundongos. Quando o0s parasitos foram
isolados dos camundongos infectados por infeccdo mista todas as amostras apresentaram o
perfil da Tcl nas enzimas GPI e IDH. As amostras 12 e 16 apresentaram perfil da DTU
Tcll na enzima G6PD, enquanto as amostras 13, 14 e 15 apresentaram o perfil enzimatico
caracteristico da DTU Tcl. No hospedeiro vertebrado a presenga da DTU Tcl foi mais
destacada, e a infeccdo mista foi detectada em dois isolados de T. cruzi neste hospedeiro
(canaletas 5 e 9 - Figura-8) quando se considerou o conjunto de perfis observados nos trés

sistemas enzimaticos utilizados.

e Isolados da infeccdo natural artificial no hospedeiro invertebrado (XNHI)

Quatro isolados foram obtidos da segunda infeccdo em triatomineos. As analises
dos perfis eletroféreticos dos isolados de T.cruzi dos hospedeiros invertebrados que se
infectaram por xenodiagnostico natural (XNHI) ao se alimentarem em camundongos
infectados com infeccbes mistas (Tcl+Tcll), revelaram que todos o0s parasitos

apresentaram o perfil da DTU Tcl em todas as enzimas analisadas (Figura-8).
5.5.2 — Andlise da amplificacio da regido 3’ do gene rDNA 24Sa
5.5.2.1 - InfeccBes monoclonais

Foi observado que pela analise da regido 3’ do gene rDNA 24Sa (Figura-9), que as
amostras isoladas dos insetos e camundongos infectados apenas com parasitos Tcl
apresentaram o perfil de banda de 110pb, caracteristico de Tcl (canaletas 4, 5 e 6),
enguanto todas as amostras do isoladas dos insetos e camundongos infectados com apenas

Tcll apresentaram o perfil de 125pb, caracteristico da Tcll (canaletas 7, 8, € 9).
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Figura 8 - Gel de poliacrilamida a 6% representativo da amplificacao pela PCR, da regido 3’ do
gene rDNA 24 Sa para os clones P209 cl1 e CBB cl3 de Trypanosoma cruzi e seus isolados apos
passagem alternada entre hospedeiro invertebrado (XAHI) vertebrado (IAHV) e invertebrado
(XNHI). Canaletas: 1: Ref. PM 100 pb; 2: Referéncia Tcl; 3: Referéncia Tc II; 4: amostra-1; 5:
amostra 7; 6: amostra 17; 7: amostra 3; 8: amostra 10; 9: amostra 11; 10: amostra 5; 11: amostra 6,
12: amostra 12; 13: amostra 13; 14: amostra 14; 15: amostra 15; 16: amostra 16; 17: amostra 22;
18: Branco. Retangulo representa isolados do grupo I1AHV.

5.5.2.2 — Infec¢do Mista
e Isolados da infeccéo artificial do hospedeiro invertebrado (XAHI)

Os isolados dos insetos que alimentaram por xenodiagnostico artificial com mistura
de clones Tcl+Tcll (infectado com infeccbes mistas), (canaletas 10 e 11 - Figura-9)
apresentaram o perfil de infeccdo mista, sendo reveladas bandas referentes aos 110/125pb

no perfil eletroforético do gene rDNA 24Sa, caracteristicas de Tcl e Tcll respectivamente.

¢ Isolados da infec¢éo artificial do hospedeiro vertebrado (IAHV)

A caracterizacdo dos isolados originados do hospedeiro vertebrado (Figura-9),
revelou que o perfil predominante (3/5) do gene rDNA 24 Sa foi de Tcl, ou seja, 110pb
(canaletas 13, 14 e 15). Um isolado, amostra 12 (canaleta 12) apresentou perfil
caracteristico de infeccdo mista 110/125pb e o isolado amostra 16 (canaleta 16)

apresentou perfil caracteristico de Tcll com este marcador.

e Isolados de xenodiagndstico natural no hospedeiro invertebrado (XNHI)

Quando os parasitos provenientes de infeccdo mista por xenodiagndstico artificial
passaram pelo hospedeiro vertebrado e voltaram para o invertebrado por meio do
xenodiagnostico natural, a caracterizacdo pelo perfil do gene rDNA 24Sa dos isolados dos

insetos sé revelou o perfil Tcl de 110pb (Figura-9).
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5.5.3 — Analise do perfil RAPD
5.5.3.1- Infeccdo monoclonal

As amostras isoladas de todos hospedeiros (XAHI, IAHV e XNHI) do grupo
experimental infectado com Tcl apresentou perfil de RAPD esperado da DTU 1. Nos
hospedeiros infectados com Tcll, o padrdo de bandas da DTU Tcll foi observado apds a
passagem nos hospedeiro invertebrado e vertebrado, tanto para o iniciador A10 (Figura-
10) bem como para o A7 (ndo apresentado). No grupo de insetos que se alimentaram em
camundongos infectados (XNHI) com clones da DTU Tcll néo foi possivel o isolamento
do parasito no hospedeiro invertebrado que permitisse a realizacdo da caracterizacdo por

este marcador.

XAHI IAHV XNHI

1 2 34 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17

Figura 9 - Gel de Agarose 1% representativo com os perfis de RADP obtidos pelos iniciadores
(A10) para os clones P209 cl1 e CBB cl3 de Trypanosoma cruzi e seus isolados ap6s passagem
alternada entre hospedeiro invertebrado (XAHI) e vertebrado (IAHV). Canaletas: 1: Ref. PM 1 Kb;
2; Ref. Tcl clone P209 cl1; 3: Ref. Tcll clone CBB cl3; 4: Amostra 17; 5: Amostra 10; 6: Amostra
5; 7: Amostra 6; 8: Amostra 13; 9: Amostra 14; 10: Amostra 15; 11: Amostra 16; 12: Amostra 12,
13: Amostra 20; 14: Amostra 21; 15: Amostra 22; 16: Amostra 23; 17: branco.
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5.5.3.2 - Infeccdo mista

e Isolados da infeccdo por xenodiagnéstico artificial no hospedeiro
invertebrado
(XAHI)

As amostras isoladas na etapa XAHI apresentaram o perfil de infeccdo mista, com
bandas caracteristicas de Tcl e Tcll na caracterizacdo por RAPD (canaletas 6 e 7 - Figura-
10).

e Isolados da infeccédo artificial do hospedeiro vertebrado (IAHV)

Quando foram avaliados os isolados do IAHV houve uma grande heterogeneidade
nos resultados da caracterizacdo por RAPD. Trés amostras (3/5) apresentaram o perfil de
Tcl (canaleta 8, 9 e 10 — Figura-10), uma (1/5) perfil de Tc Il (canaleta 11 — Figura- 10) e a

amostra 12 (canaleta 12) apresentou perfil de infeccdo mista (Tcl+Tcll) (Figura-10).

e Isolados da infeccdo por xenodiagnostico natural no hospedeiro
invertebrado (XNHI)

A caracterizagdo dos isolados do XNHI por RAPD revelou em todos os isolados de

triatomineos o perfil apenas de Tcl (canaletas 13, 14, 15 e 16 - Figura-10).

5.6 Identificacdo individual dos isolados caracterizados molecularmente
(isoenzima + rDNA24Sa + RAPD)

A Figura-11 apresenta um resumo dos perfis genéticos de T. cruzi encontrados nas
infeccdes monoclonais e mistas em cada passagem pelo hospedeiro invertebrado (XAHI)
seguida do hospedeiro vertebrado (IAHV) e novamente no hospedeiro invertebrado
(XNHI) encontrados com os diferentes marcadores moleculares utilizados isoenzima,
rDNA e RAPD.
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Figura 10 - Resultado da caracterizacdo isoenzimatica e molecular dos isolados de T. cruzi
originados dos hospedeiros invertebrados (XAHI)-vertebrado (IAHV)-invertebrado (XNHI)
infectados com Tcl (A), Tcll (B) e mistura dos clones Tcl+Tcll (C).
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6.0 — DISCUSSAO

Com o avanco no conhecimento da epidemiologia molecular do T. cruzi varios
estudos tém demostrado a presenca natural de infecgbes mistas em hospedeiros
invertebrados e vertebrados (Bosseno et al., 1996; Solari et al., 2001; Di Noia et al., 2002;
Torres et al., 2003; Mejia et al., 2005; Herrera et al., 2008; Lisboa et al., 2008; Abolis et
al., 2011), o que pode apresentar alteracdes na dindmica de transmissdo do parasito e ter
uma influéncia importante na epidemiologia na DCh. Além disso, estudos experimentais
com infec¢des mistas de T. cruzi pertencentes a grupos genéticos distintos demonstraram
que esse tipo de infeccdo produz alteracGes significativas na relagdo parasito-hospedeiro.
Nesse sentido, Pinto et al., (1998) e (2000) observaram que o desenvolvimento de clones
do T. cruzi em infeccBes mistas no inseto vetor foi alterado, sendo um grupo mais
favorecido do que outro quando as amostras foram isoladas apds o desenvolvimento nesse
hospedeiro. Semelhantemente, no hospedeiro vertebrado, também, foram observadas
mudancas significativas nas propriedades bioldgicas do parasito em infecgdes mistas que
resultaram em novas propriedades, ndo esperadas, considerando-se 0 comportamento das

populacgdes individuais (Lana et al., 2000; Franco et al., 2003; Martins et al., 2006).

Considerando que as populagbes mistas estdo presentes naturalmente em
hospedeiros com infeccdo pelo T. cruzi e, que experimentalmente estas resultaram em
mudancas significativas no comportamento bioldgico do parasito em seus hospedeiros, é
razoavel supor que essas infeccBes poderiam repercutir inclusive na dindmica de
transmissdo, como por exemplo, perda da multiclonalidade da populagdo do parasito
durante a passagem alternada pelos diferentes hospedeiros, invertebrado e vertebrado.
Desse modo, neste estudo buscamos, de forma detalhada e minuciosa, verificar o impacto
da infeccdo mista composta por estoques clonais de T. cruzi, pertencentes a dois grupos
genéticos distintos, por meio de passagens alternadas entre hospedeiro invertebrado (T.
infestans) e vertebrado (camundongo Swiss) e invertebrado (T. infestans) novamente, a fim

de investigar o papel destas no estabelecimento da infeccéo e evolucdo do parasito.

A fim de alcancar essa proposta, foi utilizada a espécie de triatomineo T. infestans
como modelo, por ser um importante vetor na DCh no Cone Sul da América, amplamente
adaptado ao ambiente domiciliar e adaptado as condi¢des laboratoriais, além de ja ter sido

muito utilizado por outros autores como modelo em estudos de interagdo T. cruzi - vetor.
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Os resultados obtidos em T. infestans neste estudo corroboram os de outros autores
que demonstraram que infeccdes mistas alteram o desenvolvimento da infeccdo e podem
influenciar a transmissibilidade do T. cruzi por este hospedeiro na natureza (Pinto et al.,
1998; Pinto et al., 2000; Lana et al., 2000). A analise dos resultados obtidos quando
avaliados “durante a primeira passagem no hospedeiro invertebrado”, ou seja,
xenodiagndstico artificial do hospedeiro invertebrado (XAHI) revelou que o grupo Tcl
apresentou maior %INF, NFI e %DIF que o grupo de Tcll. Corroborando achados de
outros autores que, ao estudarem o desenvolvimento de infecgdes monoclonais de T. cruzi
em T. infestans, também observam que os parasitos caracterizados com pertencentes a
DTU I (grupo Tcl, Zingales et al., 2009) se desenvolvem melhor do que os caracterizados
como a DTU Tcll (grupo Tcl e TcV), produzindo mais flagelados e maiores taxa de
tripomastigotas metaciclicos infectantes para o hospedeiro vertebrado (Schaub, 1989;
Alvarenga e Brofen, 1997; Lana et al., 1998). Garcia et al. (1984) também observaram que
no género Rhodinius clones da DTU Tcl desenvolvem melhor do que as clones da DTU Tc
Il. Contudo, ja foi demonstrado que uma mesma cepa de T. cruzi apresenta variagdo na
taxa de infectividade, no numero de flagelados por inseto e na porcentagem de
diferenciacdo em tripomastigotas metaciclicos, quando avaliadas em diferentes géneros de
insetos vetores, havendo uma tendéncia dos insetos vetores locais serem mais susceptiveis
a cepas de T. cruzi originarias da mesma regido geografica (Dias, 1934; Zeledon, 1974;

Perlowagora-Szumlewics et al., 1990; Kollien e Schaub, 2001).

Estes mesmos parametros, avaliados em T.infestans expostos a infeccBes mistas
(Tcl+Tcll), revelaram comportamento bioldgico (%INF e NFI) semelhante ao observado
nos insetos expostos a infeccdo monoclonal com XAHI-Tcll, apresentando diferenca
significativa em relacdo ao grupo de insetos infectados com XAHI-Tcl. Nesse caso, seria
esperada uma maior influéncia do clone da DTU Tcl na mistura, porque este se apresentou
quando isolado mais adaptado ao vetor que o clone da DTU Tcll. Pinto et al. (1998), que
também avaliaram infeccGes biclonais de T. cruzi, sugeriram que em infec¢cdes mistas ndo
ocorreria apenas a justaposicao entre os clones da mistura, mas sim uma interacdo entre
eles com consequentes alteragdes nas propriedades bioldgicas do parasito que ndo podem
ser previstas tendo como pressuposto o conhecimento prévio da genética do parasito e sua
correlagdo com suas propriedades biologicas ja demonstrado por outros autores (Laurent et
al., 1997; Revolo et al., 1998; Lana et al., 2000; Toledo et al., 2002; Martins et al., 2006).

Mesmo considerando a ocorréncia de um elevado desvio padrdo entre as médias das
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diversas caracteristicas dos parasitos de um mesmo grupo genético, Lana et al. (1998)
demonstraram em seu conjunto, que cada grupo genético apresenta tendéncias e valores

distintos, especialmente entre aqueles pertencentes as DTU Tcl e DTU Tcll.

Araujo et al., (2007) ao utilizarem como modelo o triatomineo da espécie
T. brasilienses expostos a infeccdo com cepas de T. cruzi pertencentes as DTU Tcl e DTU
Tcll, observaram que os padrdes de colonizacgdo do trato digestorio por populagfes mistas
foram diferentes quando comparados com os padrdes de colonizacdo de populagdes
monoclonais. Na infec¢do simultanea com as duas populacdes de T. cruzi a colonizacdo do
trato digestorio aconteceu de maneira mais eficiente, sugerindo uma possivel estimulacéo
reciprocas da interacdo das diferentes linhagens de parasito. Roode et al., (2005),
estudando também em Plasmodium chabaudi o papel de infec¢es mistas na evolugdo dos
parasitos no vetor, observaram diferencas entre a infeccdo monoclonal e as infec¢bes
mistas, sendo a taxa de infeccdo menores nos insetos que foram submetidos a infec¢bes

mistas.

A metaciclogénese é um evento crucial no ciclo de vida do T. cruzi no inseto vetor,
uma vez que este fenbmeno determina a diferenciacdo para a forma tripomastigota
metaciclica, que é a forma infectante para o hospedeiro vertebrado. A avaliacdo desse
pardmetro em nosso estudo mostrou um aumento na %DIF nas infecgdes mistas (%DIF
XAHI Tcl+Tcll = 20%), comparativamente com as monoclonais, (%DIF XAHI-Tcl= 12%
e %DIF XAHI Tcll = 6%). Séo diversos os fatores capazes de induzir a metaciclogénese,
entre eles o cAMP excretado pelos tdbulos de Malpighi e presente na urina de
triatomineos; o pH e a osmolalidade do meio; outros metabdlicos presentes no trato
intestinal desses insetos, o estado nutricional do inseto e as caracteristica genéticas do T.
cruzi e do vetor (Schaub, 1989a; Schaub, 1989b; Perlowagora-Szumlewicz e Moreira,
1990; Kollien e Schaub, 2000; Schaub, 2009).

A avaliagdo da infeccdo no hospedeiro vertebrado, por meio do exame de sangue a
fresco, ndo foi capaz de detectar parasitos circulantes no sangue periférico dos
camundongos que foram inoculados apenas com um dos clones utilizados (Grupos XAHV-
Tcl e XAHV-Tcll). J& entre os animais inoculados com infec¢do mista do T. cruzi (Grupo
IAHV-Tcl+Tcll), foi detectada parasitemia patente, embora bem reduzida, apenas no 28°
dia apds o inoculo e em Unico animal. Uma possivel explicacdo para a baixa taxa de
infeccdo dos camundongos é o fato que a passagem do T. cruzi pelo hospedeiro

invertebrado pode provocar mudangas nas caracteristicas biolégicas do T. cruzi e, esse
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efeito tem sido amplamente discutido na literatura (Lana, 1981; Magalh&es et al., 1985,
1996). As andlise comparativa de nossos resultados com outros dados obtidos por nosso
grupo, utilizando os mesmos clones de T. cruzi Tcll sugerem que houve uma aumento do
periodo pré-patatente no animais infectados com formas metaciclicas quando comparados
com camundongos (linhagem Balb/c e Swiss albina) infectados com formas sanguineas
nos quais a parasitemia foi patente (Toledo et al., 2002; Martins et al., 2006; Santos, 2007)
mais precocemente e em niveis mais elevados inclusive com os clones aqui estudados
(P209 cl1-Tcl e CBB clI3-Tcll). Alguns autores confirmam essas observacGes mostrando
que a passagem de certas cepas de T. cruzi pelo triatomineo induz um retardo na
parasitemia, adiando o pico de parasitemia e diminuicdo da carga parasitaria (Rego e
Garnhan, 1956; Phillips, 1960, Cavalheiro e Collares, 1965; Franciscon, 1978; Lana,
1981). Por outro lado, Bahia (1985) ao avaliar estes aspectos da intera¢do do parasito com
seus hospedeiros, ndo observaram alteracdes significativas no desenvolvimento da infecgédo
apo6s passagens ciclicas entre o hospedeiro invertebrado e vertebrado. Por outro lado,
Magalhées et al. (1985) e (1996), estudando cepas isoladas da Bahia, observaram aumento
da viruléncia apds sua passagem em duas espécies de insetos vetores, P.mesgistus e T

.infestans.

Contudo, a analise comparativa dos resultados obtidos por Lana et al., (2000)
Toledo et al. (2002) e Martins et al. (2006) deve ser feita considerando as diferencas do
protocolo experimental empregado. Toledo et al. (2002) e Martins et al. (2006) utilizaram
formas tripomastigoras sanguineas para infectar camundongos da linhagem Balb/c, além
do inéculo de 1x10* Lana et al. (2000) utilizaram formas tripomastigotas metaciclicas
provenientes de meios de cultura. No presente estudo, foram utilizadas formas
tripomastigotas metaciclicas originadas de triatomineos, camundongos da linhagem Swiss e
0 numero de parasitos do indculo foi dez vezes menor. Tais diferencas podem justificar o
baixo indice de infectividade encontrado em nosso estudo, refor¢ando a idéia de que tanto
a forma evolutiva, quanto a origem desta, bem como o ndmero e a via do inoculo
influenciam a taxa de infectividade e a evolucdo da infeccdo no hospedeiro, além de sua
baixa viruléncia e seu background genético (Andrade et al., 2002; Bahia et al., 2002).
Chamamos a atencdo para o fato de que o pequeno indculo utilizado no trabalho foi devido
a dificuldade de obter parasitos do hospedeiro invertebrado. Por outro lado, o inéculo

menor do que o habitualmente utilizado nos estudos experimentais pode ser considerado

55



Do Bem, V. A. L. Discussao

uma estratégia interessante, pois aproxima mais dos verdadeiros inoculos que

possivelmente acontecem nos ciclos naturais de transmisséo do parasito.

A hemocultura foi realizada para confirmar a infecgdo nos camundongos, revelando
que 44% dos animais do grupo com Tcl e 19% do grupo com Tcll. No grupo IAHV-
Tcl+Tcll a positividade da hemocultura foi 62%, significativamente maior que a do grupo
IAHV Tcll. Esses resultados permitem sugerir que clones dos grupos Tcl e Tcl+Tcll
apresentam uma maior capacidade de multiplicagcdo no hospedeiro vertebrado quando
comparados aos clones do grupo Tcll, o que ja tinha sido observado por Lana et al., (2000)
que obtiveram percentual de hemocultura positivas de 100% e 79% para grupo de Tcl e
Tcll, respectivamente. Toledo et al. (2002) observaram, taxas de infectividade ao exame a
fresco para os mesmos de 98,3% para Tcl e 67,11% para Tcll, enquanto Martins et al.,
(2006) observaram percentual positividade da hemocultura de 90% para Tcl e 89.6% para
Tcll.

Quando os animais expostos a infeccdo mista foram avaliados foi possivel observar
maior taxa de infectividade (62%) destes comparativamente as infecces monoclonais.
Martins et al. (2006) analisaram infecces mistas constituidas dos mesmos genoétipos
utilizados neste estudo, e observaram um aumento na taxa de positividade da hemocultura
nos grupos infectados com infecgdes mistas (Tcl+Tcll). As mudancas observadas por estes
autores ndo determinaram um padrdo de comportamento que fosse caracteristico de um ou
de outro clone que constituiu a populacdo mista uma vez que foram observados efeitos de
estimulacdo e de inibicdo em relacdo a curva de parasitemia. Os nossos resultados também
revelaram um aumento no ndmero de camundongos infectados quando submetidos a
infeccdo mista, infeccdo esta comprovada por hemocultura. Em conjunto esses dados
sugerem que a interacdo de duas populacbes no hospedeiro vertebrado, em algumas
situacOes, pode ser benéfica para o parasito, possibilitando aumento de sua capacidade de
multiplicagdo no mesmo, que, consequentemente, favorecendo a sua transmissdo para

outros hospedeiros.

Ja Franco et al. (2003) ao estudar infeccBes mistas em ratos, infectados com a cepa
monoclonal JG (DTU Tcll) e clones da cepa CL Brener (DTU TcVI), ndo observaram
alteracdes no perfil da curva de parasitemia, mas relataram mudanca no tropismo tecidual e
nas taxas de mortalidade desses clones quando associados. A infeccdo pelo clone da cepa
CL Brener foi letal para os animais; aqueles infectados com a cepa JG apresentaram baixos

indices de mortalidade, enquanto a infeccdo com as duas cepas resultou em 0% de

56



Do Bem, V. A. L. Discussao

mortalidade. Rodrigues et al. (2010) ao analisarem o efeito de infeccdo mista das cepas JG
e CL Brener em camundongos BALB/c que apresentam diferentes perfis da curva de
parasitemia em relacdo as infecgdes individuais verificaram que entre 0s animais
inoculados com as duas populacGes, a curva de parasitemia apresentou valores

intermediarios aos observados entre os animais inoculados com apenas uma das cepas.

Na tentativa de confirmar a infeccdo nos camundongos inoculados e considerando a
baixa positividade da hemocultura em alguns grupos e a alta eficiéncia da PCR na deteccéo
do DNA do parasito em amostras de sangue de camundongo (Miyamoto et al., 2006;
Martins et al., 2008), a PCR foi também realizada em amostras provenientes do sangue dos
camundongos que apresentaram resultados negativos nos exames parasitologicos (ESF e
HC). Nenhum dos animais foi positivo por esta técnica, demonstrando que os animais
provavelmente ndo se infectaram, uma vez que Miyamoto et al. (2006) demostraram
eficiéncia da PCR em detectar a infeccdo em 100% dos camundongos infectados com
clones da DTUs Tcl e Tcll aqui estudados e em 100% e 86,5%, respectivamente dos
camundongos com infeccdo mista envolvendo clones destes mesmos grupos genéticos
(Martins et al., 2008). No entanto, para confirmar essa hipotese de que 0s animais nao
estavam infectados testes soroldgicos deveriam ser realizados pesquisando a presenca de
anticorpos anti-T. cruzi. Possivelmente a sorologia acrescentaria muito pouco nesta
investigacdo tendo em vista o grande volume de material biol6gico coletado para
realizacdo dos exames parasitoldgicos realizados e alta sensibilidade de alguns deles

(hemocultura e PCR) em camundongos (Miyamoto et al., 2006; Martins et al., 2008).

A PCR, em nosso caso, ndo adicionou resultados positivos em relacdo a
hemocultura, e os resultados semelhantes em ambos os métodos foi de certa forma
esperado uma vez que na hemocultura foi utilizado um volume de 0,5 mL sangue do
hospedeiro, aproximadamente duas vezes maior do que o utilizado na PCR, uma técnica
mais sensivel. O desempenho da hemocultura também se deve ao fato da infeccdo nos
animais ser recente e pelo fato de que Luz (1998), estudando a sensibilidade da
hemocultura artificial, pode perceber que esta técnica foi positiva com baixos nimeros de
parasitos presentes na amostra (aproximadamente a um parasito por tubo).

Com a realizagdo do xenodiagnostico nos animais infectados com forma
tripomastigotas metaciclicas foi reproduzido todo o ciclo biolégico do T. cruzi. As
avaliagdes realizadas no inseto foram o exame a fresco do conteudo intestinal e a

xenocultura. Observou-se que o0 %INF nos grupos monoinfectados XNHI-Tcl e XNHI-
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Tcll foram reduzidas devido ao baixo nimero de parasitos encontrados no hospedeiro
vertebrado, refletindo nas andlises observadas no hospedeiro invertebrado na etapa
subsequente. A infeccdo dos triatomineos expostos a infeccdo mista apresentou indices

maiores de NFI, %INF e %DIF do que os grupos com infeccdo monoclonal.

No grupo do XNHI-Tcll, ndo foram encontrados insetos positivos. Ja entre os do
grupo XNHI-Tcl+Tcll, o %INF foi de 40%. A positividade observada nas xenoculturas
foram maiores, ndo sendo, entretanto observado, um aumento significativo em relagéo ao
exame a fresco do conteido do trato digestorio dos insetos. Almeida et al. (1973), ao
realizar o xenodiagndstico em animais com e sem parasitemia patente, observaram que 0s
triatomineos que se alimentaram em animais com parasitemia patente apresentaram
nameros variados de formas de T. cruzi em suas fezes, ja os que alimentaram nos animais
com parasitemia subpatente foi encontrado menor numero de parasitos. Neal e Miles
(1977) sugeriram que seria necessaria pelo menos a presenca de 177 parasitos para infectar
Rhodnius prolixus, e que o nimero ideal seria de 1x10° a 1x10*. Em contrapartida, no
presente estudo foi possivel encontrar triatomineos infectados quando estes se alimentaram
em camundongos com parasitemia subpatente, sugerindo que o numero minimo de
parasitos para infectar os triatomineos € variavel e pode estar relacionado com

caracteristicas genéticas de ambos hospedeiros e do proprio parasito.

Como relatado por outros autores (Neal and Miles, 1977), o nimero de parasitos
necessarios para infectar os insetos € relativamente alto, o que explicaria os resultados aqui
observados, uma vez que foi baixa a parasitemia ou mesmo ausente em alguns dos
camundongos avaliados com as metodologias aqui empregadas (EF e HC negativos). No
grupo da mistura de populagcbes a infeccdo foi maior que nos grupos com infecgdes
monoclonais (XNHI- Tcl e XNHI-Tcll), revelando um favorecimento na capacidade de
transmissdo de um hospedeiro para outro, o que poderia explicar as altas taxas de infec¢des
mistas encontradas na areas endémicas (Bosseno et al., 1996), demonstrando assim que a
esta interacdo pareceu ser um fator favoravel para continuidade do ciclo biol6gico do T.

cruzi nas condicdes aqui trabalhadas.

Nesse sentido é importante destacar que o grupo XNHI Tcl+Tcll (infeccdo mista)
apresentou perfis biologicos (%INF e %DIF) semelhantes ao grupo XAHI Tcl+Tcll e o
NFI foi significantemente maior infectado com epimastigotas, revelando que a infec¢éo
mista realmente favoreceu a transmissdo do parasito nas passagens entre os hospedeiros,

sugerindo efeito sinérgico na associa¢do de DTU distintas a semelhanca do observado por

58



Do Bem, V. A. L. Discussao

Pinto el al. (1998). Este evento reforca a nossa hipdtese que a infeccdo mista favorece a
transmissdo entre os hospedeiros uma vez que o NFI aumentou nesse grupo e que essa
variavel sugere a habilidade do parasito desenvolver no triatomineo e refletindo na

capacidade de poder infectar outros hospedeiros.

A andlise global dos resultados apresentados por diferentes estudos comprovam que
em infec¢des mistas, hd uma interacdo entre as diferentes populagdes do parasito, o que
determina um comportamento biolégico que ndo seria, necessariamente, caracteristico do
observado em infeccbes com apenas uma populacdo de parasitos. Os resultados aqui
apresentados também confirmam estas observacdes, revelando haver uma interacdo entre
as populacdes de T. cruzi em infecgOes mistas. Nesse caso, especificamente, foram
observadas alteragdes significativas na sua capacidade de desenvolvimento no hospedeiro
invertebrado e vertebrado, que implicariam mudancas na capacidade de transmissdo do

parasito entre os seus diferentes hospedeiros.

No intuito de investigar melhor essa questdo, ap6s a infeccdo e alternancia de
populagdes nos hospedeiros invertebrado e vertebrado foi feito o isolamento e a
caracterizacdo molecular dos parasitos recuperados dos triatomineos por xenodiagnostico

ou por hemocultura dos camundongos.

A partir dos resultados obtidos em alguns trabalhos com a caracterizacdo molecular
dos isolados do T. cruzi, foi verificado, em geral, que a passagem de apenas um clone ou
cepa de um hospedeiro para outro ndo alterou o seu padrdo genético original, como ja foi
observado por outros autores, possibilitando a utilizacdo dessas metodologias na
identificacdo dos re-isolados obtidos de infec¢bes mistas (Lana, 1981; Garcia et al 1984;
Bahia, 1985). Contudo, a anélise do perfil eletroforético da enzima GPI, nos isolados de
infeccdes monoclonais da DTU Tcll, revelou uma mudanca no seu perfil, que passou a ser
caracteristico do observado na DTU Tcl. A mudanca no perfil da enzima GPI ja foi
relatada por outros pesquisadores ao analisar uma mesma populacdo apds sucessivas
passagens em meio de cultura ou no hospedeiro vertebrado (Romanhd, 1982; Carneiro et
al., 1990; Veloso et al., 2005; Veloso, 2007). Alves et al. (1993) avaliaram a estabilidade
genética de clones da cepa Y de T. cruzi em distintos meios de cultura e observaram
mudangas no perfil da enzima GPI, no sentido do zimodema ZA para 0 ZB e ZC. O perfil
ZA foi observado entre os parasitos mantidos no meio com a presenca de sangue, engquanto
0 ZB e 0 ZC foram mantidos em meios pobres em nutrientes, soro fetal bovino (10% v/v) e

soro fetal bovino (5% v/v), respectivamente. Desse modo, a mudanga encontrada no
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presente trabalho pode ser reflexo das mudancas de ambientes pelos quais 0s parasitos
passaram. Verificamos ainda que a mudanca de perfil genético revelada pela GPI néo foi
acompanhada pelos outros sistemas e marcadores moleculares utilizados (enzimas: G6PD e
IDH, rDNA e RAPD). Nossos dados confirmam ainda o observado por Lana e Toledo
(2004) que verificaram mudancas de perfil genético de clones em camundongos infectados
com os clones T. cruzi aqui estudados, além de outros, apds tratamento com benzonidazol,
em todas as direcBes (Tcl para Tcll, Tcll para Tcl, TcV para Tcl e Tcl para TclV).
Resultados como estes demonstram que clones de T. cruzi ndo apresentaram a estabilidade
genética esperada (Tibayrenc e Ayala, 1988) e sim grande plasticidade genética que no
caso de Lana e Toledo (2004) poderiam ser resultantes da pressdo da droga e do sistema

imune do hospedeiro vertebrado.

A caracterizacdo dos isolados provenientes do hospedeiro invertebrado (XAHI) por
meio de RAPD e rDNA indica a presenca das duas populacdes do parasito em todas as
amostras coletadas de insetos submetidos a infeccdo mista. Por meio da caracterizagdo
isoenzimatica, em 50% destas mesmas amostras foi observado perfil de infecgdes mistas
pela enzima GPI, e nos outros sistemas enzimaticos apenas perfis de Tcl. Pela enzima
IDH, todos os perfis foram caracteristicos de Tcl, ao contrario da G6PD que revelou perfis
caracteristicos de Tcll. Esses resultados mostram que as amostras isoladas desse
hospedeiro constituiram mistura das duas populac@es e que a sensibilidade para demonstrar
essas populacdes variou entre os diferentes sistemas enzimaticos. Além disso, ficou
evidente pela analise do rDNA que o padréo de Tcll foi mais predominante (bandas mais
fortes), o que sugere que este grupo de T. cruzi estava mais presente na amostra, embora
esses dados ndo foram confirmados quantitativamente pelas metodologias empregadas

neste estudo.

A anélise isoenzimatica foi a que teve menor sensibilidade na deteccdo das duas
populacbes de T. cruzi, a semelhanca do ja observado em estudos que avaliaram amostras
re-isoladas de cées submetidos a reinfecgdo com cepas de diferentes zimodemas (Machado
et al., 2001) ao contrario das demais técnicas aqui empregadas na caracterizacdo molecular
que revelaram a presenca das duas populagbes de T. cruzi estudadas em uma mesma

amostra.

Considerando a andlise comparativa dos dados moleculares e bioldgicos
encontrados na primeira passagem do T. cruzi no invertebrado (XAHI), foi possivel notar

que embora a caracterizagdo molecular tenha mostrado a mistura de clones (Tcl + Tcll) em

60



Do Bem, V. A. L. Discussao

todas as amostras avaliadas, o perfil biologico relacionado a %INF e NFI foi semelhante ao
do grupo infectado com Tcll, o que sugere predominio dessa populacdo no hospedeiro
invertebrado. Como n&o foram empregadas técnicas moleculares quantitativas nesse estudo
ndo se pdde comprovar tal observacdo. No entanto, essa mesma tendéncia foi observada
por Pinto et al. (1998) que verificaram a presenca predominante de Tcll em relacéo a Tcl,

paradoxalmente mais virulentos e infectantes nas infeccdes monoclonais.

Bosseno et al. (1996) ao avaliarem a ocorréncia natural de infec¢bes mistas pelo
T.cruzi em T. infestans na Bolivia verificaram uma alta presenca 74.2% e 63.4% dos
gendtipos 20 e 39, respectivamente e pela primeira vez um elevado indice (43.2%) de
infeccdo mista constituidas por esses mesmos dois genétipos (DTU Tcll + TcV), sugerindo
auséncia de selecdo natural destas DTU de T. cruzi neste hospedeiro. Pinto et al. (1998) e
(2000) detectaram ap0s estudos experimentais, a presenca de misturas de populacdes apds
a passagem no hospedeiro invertebrado em 87% dos isolados, sugerindo que o T. infestans
ndo seria considerado um filtro biolégico importante nas condi¢des trabalhadas. Entretanto,
Aguiar (2002), estudando o comportamento de quatro clones do T. cruzi em espécies
vetoras de diferentes tribos Triatomini e Rhoniini, pode observar uma selecdo positiva para
o clone CL Brener no T.infestans, nas infeccBes mistas. Uma das explicacBes para uma
melhor adaptacdo de algumas populagBes T. cruzi aos insetos vetores é a variacao deste
microambiente entre as diferentes espécies e/ou populacdes de triatomineos (Garcia e
Azambuja, 1991; Kollien e Schaub, 2000; Garcia et al., 2010). Para algumas cepas e/ou
clones isso poderia representar um ambiente hostil decorrente de variacdes nas atividades
de enzimas envolvidas na digestdo sanguinea, que poderiam favorecer o predominio de um

determinado grupo de T. cruzi.

Em relacdo a caracterizacdo molecular dos isolados originados do hospedeiro
vertebrado, encontramos uma grande heterogeneidade de resultados entre as técnicas
executadas. Considerando & analise de duas técnicas (rDNA e RAPD), obtivemos um
percentual de 60% das amostras com perfil de DTU Tcl, 20% para DTU Tcll e 20% com
perfil infeccdo mista (Tcl+Tcll), mas quando avaliamos em conjunto as trés metodologias
empregadas, observamos apenas os perfis Tcl e Tcl+Tcll (infec¢cdo mista) em 60% e 40%,
dos camundongos respectivamente. Como foi discutido anteriormente, no material
utilizado como ino6culo para o hospedeiro vertebrado, havia aparentemente um predominio
de Tcll sobre Tcl, mas quando estas populacdes foram adquiridas pelo hospedeiro

vertebrado mediante o indculo artificial pela via IP a constatacdo foi inversa e os
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marcadores moleculares demonstraram que Tcl foi predominante nesse novo hospedeiro,
sugerindo a redugdo do Tcll. Deane et al. (1984) demonstraram selegéo de cepas pelo
camundongo ap6s uma infecgdo inicialmente dupla em camundongos, estabelecida por
indculo simultaneo e equivalentes de formas sanguineas das cepas Y e F de T. cruzi. O
predominio de cepa Y foi observado quando realizou repiques semanais a cepa F foi

predominante apenas quando foram realizados repiques mensais.

Como j& demonstrado em outros estudos, a DTU Tcl tem maior capacidade que
DTU Tcll de desenvolver infec¢do aguda no hospedeiro vertebrado (Andrade, 1976; Lana
et al., 2000; Toledo et al.,2002; Martins et al., 2006) vertebrados o que pode explicar em
parte este resultado. Outras hipdteses podem ser levantadas para compreender o
predominio da populagdo de Tcl no hospedeiro vertebrado, dentre elas a relagdo parasito-
hospedeiro vertebrado, um assunto amplamente discutido tanto em relacdo ao homem
guanto em modelos experimentais. Neste contexto, a morfologia dos T. cruzi no sangue
periférico também apresenta importante influéncia no desenvolvimento do T. cruzi no
hospedeiro vertebrado bem como no seu tropismo celular e nas manifestagdes clinico-
patoldgicas (Chiari e Brener 1963; Brener; 1965; Andrade, 1974). A DTU Tcl, equivalente
ao Tipo Il ou Biodema Ill, é considerada um grupo que apresenta formas largas e
musculatura esquelética e a DTU Tcll, equivalente ao Biodema Il, apresenta predominio
de formas delgadas no inicio da infeccdo, mas com predominio de formas largas mais
tardiamente e macrofagotrépica (Andrade, 1974). Além disto, trabalhos de Krettli e Brener
(1976) e (1982) demostraram que a cepas com predominio de formas largas, mais
resistentes ao mecanismo de lise mediada por complemento (importante mecanismo da
reposta imune humoral atuante no controle da parasitemia) permanecem no sangue do
hospedeiro vertebrado ao longo fase cronica, ao contrario do observado com a cepa Y que
apresenta predominio de formas delgadas, sendo assim facilmente destruidas por este
fendmeno.

Nesse sentido, como os parasitos foram isolados pela técnica de hemocultura, isto
pode sugerir que o Tcl é mais predominante no sangue periférico devido ao seu tropismo
celular e predominio de formas largas. Contudo essa hipotese ndo pode ser comprovada,
pois ndo foi possivel estudar as caracteristicas morfologicas dos clones de T.cruzi

estudados em fungéo da baixa parasitemia encontrada nos camundongos.

Ja foi também comprovado experimentalmente que clones pertencentes ao DTU

Tcl apresentam maior infectividade para células Vero, maior infectividade e viruléncia
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para camundongos do que populacdes pertencentes a DTU Tcll (Laurent et al., 1997,
Revollo et al., 1998; Lana et al., 2000; Toledo et al., 2002). Esses fatos nos sugerem que a
populacdo de Tcl é mais virulenta para o hospedeiro vertebrado que a populacéo de Tcll, o
que foi comprovado quando isolamos um maior nimero de isolados de camundongos com
perfil de Tcl. Por outro lado, em humanos de alguns paises do Cone Sul da Ameérica,
ocorre geralmente o inverso, ou seja, predominio de cepas Tcll , TcV e TcVI, embora Tcl
seja também encontrado no ambiente silvestre infectando barbeiros, inclusive no ambiente
domiciliar (Breniere et al., 1995; Bosseno et al., 1996; Breniéere et al., 1998; Breniére et
al., 2002; Bastrenta et al., 2003). Essa situacdo, entretanto, parece variar dependendo da
regido geogréfica ja que Coronado et al. (2006) descreveram no Chile, maior prevaléncia
da DTU Tcl em humanos e de TcV em T.infestans.

Bosseno et al. (1996) ao observar a proporc¢édo dos genotipos 20 e 39 e de infecgcbes
mistas nos vetores originados de vérias areas da Bolivia demonstraram uma auséncia de
selecdo natural no ciclo do T. cruzi. Entretanto, Breniere et al. (1998) ao analisar jovens
também da Bolivia, observaram um predominio do genétipo 39 em humanos e que a
selecdo clonal pode ocorrer em funcdo da pressao da resposta imune contra a infecgéo.
Alguns estudos demonstram que cepas isoladas de pacientes na fase aguda da DCh
apresentam uma composicdo genética mais complexa do que dos obtidas na fase cronica
(Macedo et al., 2004). Steindel et al. (2008) caracterizaram amostras da regido Sul do
Brasil, onde aconteceu o surto de DCh por transmissdo oral vinculado ao consumo de
caldo de cana de acUcar e, observaram a presenca de infec¢bes mistas nos vetores e
reservatorios que as cepas isoladas de humanos foram classificadas como DTU Tcll. Isso
demonstra que os dois grupos de T. cruzi circulam entre os reservatdrios animais e vetores
e que aparentemente ha selecdo da DTU Tcll que predomina em humanos ap6s a ingestdo
de triatomineos com infec¢des mistas (Tcl+Tcll). Os animais sinantropicos como caes,
gatos e roedores podem apresentar papel importante na manutencdo de populagdes de
T.cruzi entre os dois ciclos de transmissdo por frequentarem ambos. Cada animal pode
apresentar diferente suscetibilidade as diferentes DTU. Em estudos experimentais com de
Sanches et al., (1990); Laurent et al. (1997); Toledo et al. (2002) demostraram que
camundongos infectados com Tcl apresentam alta infectividade e parasitemia em
comparagdo aos infectados com Tcll. Esta realidade poderia também estar explicando a

maior predominancia de Tcl nos camundongos (roedores) aqui utilizados.
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A caracterizacdo das amostras dos parasitos que voltaram para o hospedeiro
invertebrado demonstrou que todos os isolados apresentaram o perfil de Tcl por todas as
técnicas utilizadas. Esses resultados revelaram que ap0s as passagens alternadas entre 0s
hospedeiros invertebrados e vertebrados, pode ter ocorrido modulacéo das infeccGes mistas
por estes hospedeiros, funcionando como filtro bioldgico, favorecendo a populacéo de Tcl
que apresenta caracteristicas morfoldgicas (predominio de tripomastigotas sanguineos
largos na fase aguda) e bioldgicas (maior infectividade e capacidade de multiplicagdo nos
hospedeiros invertebrado e vertebrado) mais favoraveis. Contudo, a observacao da selecéo
de uma populacéo do T.cruzi em infeccGes mistas ndo indica necessariamente a extin¢do da
outra, e que uma populagcdo que ndo detectada em certo momento pelas metodologias e
marcadores utilizados pode estar presente em baixos niveis e podera vir a ser evidenciada
quando as condic¢Ges do meio forem favoraveis (Machado et al, 2001; Veloso et al., 2005;
Moreira, 2009).

Desse modo, ao longo das passagens entre os diferentes hospedeiros, a
multiclonalidade dos clones foi diminuindo, confirmando a hip6tese levantada por Macedo
e Pena (1998), uma vez que sé foram encontradas misturas apds a segunda passagem dos
parasitos pelo hospedeiro invertebrado e predominio da populacdo de Tcl no hospedeiro
vertebrado. A competicdo dentro de um hospedeiro tem sido considerada um importante
mecanismo evolutivo entre outras espécies de parasitos (Roode et al., 2005). Quando
diferentes clones compartilham os mesmos recursos ou a resposta imune de um mesmo
hospedeiro, a dinamica populacional fica afetada (Read e Taylor, 2001). A co-infeccdo, em
um mesmo hospedeiro, com diferentes cepas ou clones de parasitos, pode provocar uma
competicdo por recursos que afetariam o seu desenvolvimento, a multiplicagdo, bem como
a sua sobrevivéncia e, do mesmo modo, 0 sucesso de transmissdo entre 0s hospedeiros
(Read e Taylor, 2001). Considerando infec¢bes mistas, a selecdo natural tem sido descrita
por favorecer organismos mais virulentos em alguns modelos experimentais por outros
organismos infecciosos (Read e Taylor, 2001; Roode et al., 2004; 2005; Gower e Webster,
2005). No presente estudo, observamos um predominio ao longo das passagens entre 0s

hospedeiros invertebrado-vertebrado-invertebrado, da DTU I, mais virulenta.

Na DCh séo descritos dois ciclos de transmissdo, o silvestre e doméstico nos quais
a presencga ou predominancia das diferentes DTU de T. cruzi podem variar, dependendo da
regido geografica considerada. A DTU Tcl é frequentemente encontrado no ciclo silvestre

(Zingales et al., 1998), salvo 0s casos humanos que também se encontram na regido da
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Ameérica Central e amazonica albergando Tcl. Nesta ultima regido configura-se um ciclo
especifico, pois ndo ha a colonizacdo de vetores nos domicilios e que entram em contato
com 0s seres humanos séo geralmente insetos silvestres que foram atraidos pelas luzes das
residéncias que em geral ndo possuem paredes protetoras como no centro e sudeste e nos
paises do Cone Sul (Miles et al. 1983; Coura et al., 1994: Coura et al, 2002). Ja a DTU
Tcll é predominante no ciclo domestico de transmisséo nos paises do Cone Sul da América
Latina e acredita-se que essa DTU de T.cruzi esta associada a espécies do género Triatoma,
habitats de ambiente terrestre associados com rochas e ninhos de mamiferos (Gaunt e
Miles, 2000).

No presente trabalho foi realizada uma simulagcdo experimental de alternéncia de
hospedeiros que ocorre no ciclo de transmissdo natural do T. cruzi, avaliando infec¢bes
mistas por clones de dois grupos genéticos distintos desse parasito (DTU Tcl e Tcll). Em
sintese, foi observado que no vetor com infeccdo mista, o grupo de Tcll foi mais
favorecido, tonando-se mais adaptado ao inseto na presenca de Tcl considerando o
comportamento bioldgico e a amplificacdo de bandas mais fortes de Tcll na PCR do gene
24Sa. Além disso, a infecgdo mista pareceu favorecer a transmissibilidade desses clones
entre 0s hospedeiros, ja que as taxas de infeccdo (NFI e %INF) no hospedeiro vertebrado
foram maiores quando empregado indculo proveniente das infeccbes mistas, comparado as
monoclonais. Contudo, durante as passagens do hospedeiro vertebrado e novamente
invertebrado, a infeccdo por Tcll ndo foi capaz de completar o ciclo e somente Tcl foi
detectado, sugerindo que esta populacdo € mais adaptada ao hospedeiro vertebrado que

aquela ou mais facil de ser adquirida e possivelmente mais transmitida pelo vetor.

Desse modo, durante as passagens de infeccGes mistas por clones de T. cruzi entre
0s hospedeiros invertebrado-vertebrado-invertebrado podem ocorrer modificagdes na
dindmica populacional da mistura original, decorrentes tanto da interacdo entre esses
clones na mistura como do papel do hospedeiro que pode funcionar como “filtro
biologico” favorecendo a populagdo mais adaptada. Estes fatos devem ser considerados ao
analisar fatores relacionados a epidemiologia DCh tais como distribuicdo geogréafica de
parasitos de DTU distintas e sua transmissdo entre os diferentes hospedeiros ao longo de

seu ciclo bioldgico natural.
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7.0 — CONCLUSOES

A infeccdo mista de ninfas de T. infestans submetidas ao xenodiagndéstico
artificial (XAHI) com clones de T. cruzi das DTU Tcl+Tcll revelou um
comportamento biologico (NFI e %INF) semelhante ao observado nos
insetos expostos a infeccdo monoclonal com a DTU Tcll, e
significativamente diferente em relacdo ao grupo de insetos infectados com
DTU Tcl.

A caracterizacdo dos re-isolados de T. cruzi provenientes das ninfas de T.
infestans anteriores pelos marcadores moleculares (rDNA e RAPD) revelou
a presenca das duas populacdes do parasito (Tcl+Tcll) em todas as amostras,
sendo o mesmo confirmado com o conjunto de sistemas enzimaticos
utilizados (GPI+IDH+G6PD), revelando assim a presenca e 0 sucesso da
infeccdo mista nesta primeira passagem dos parasitos pelo vetor.

A infeccdo camundongos inoculados com tripomastigotas metaciclicos
(IAHV) originados de ninfas de T.infestans submetidas ao xenodiagnostico
artificial (XAHI) com clones de T.cruzi das DTU Tcl+Tcll apresentou
%INF significativamente maior em relacdo ao grupo de camundongos
infectados com DTU Tcll e semelhante a encontrada na monoinfec¢do com
a DTU Tcl, mais virulenta para camundongos, indicando que a mistura de
parasitos de grupos genéticos distintos apresentou melhor desenvolvimento
neste hospedeiro vertebrado e em relagdo ao observado anteriormente no
invertebrado (XAHI).

A caracterizacdo dos re-isolados de T. cruzi provenientes dos camundongos
anteriores pelos marcadores moleculares (Isoenzimas, rDNA e RAPD)
revelou em 60% (3/5) das amostras a presenga da DTU Tcl, 0% de Tcll e
40% (2/5) com infeccdo mista (Tcl+Tcll), indicando assim o
desaparecimento ou baixa presenca da DTU Tcll neste hospedeiro que pode
ter ocorrido pela sua menor capacidade de infectar e/ou desenvolver no

vertebrado, ou a sua eliminacdo pelo sistema imune, ou efeito inibitério de
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uma populacdo sobre a outra, ou competicdo entre as diferentes populagdes

de T.cruzi presentes.

e As infeccOes das ninfas de T. infestans submetidas ao xenodiagndstico
natural (XNHI) nos camundongos infectados com infec¢do mista (Tcl+Tcll)
apresentaram comportamento bioldgico (NFI, %INF e %DIF) com valores
significativamente maiores do que 0s grupos que se alimentaram nos

camundongos com infecgdo monoclonal (Tcl ou Tcll).

e A caracterizagdo dos re-isolados de T. cruzi provenientes das ninfas de T.
infestans que alimentaram em camundongos infectados com infec¢do mista
(Tcl+Tcll) pelos marcadores moleculares (Isoenzimas, rDNA e RAPD)
revelou auséncia da DTU Tcll e presenca apenas da DTU Tcl, indicando,
dentre outros fatores, uma possivel filtragem biolégica da Tcll e o maior
sucesso da Tcl neste hospedeiro.

e Em conjunto os resultados sugerem que as passagens dos parasitos pelos
hospedeiros distintos representariam “filtros biologicos” selecionando
populagdes do T. cruzi o que pode provocar profundas consequéncias na sua
transmissdo natural com diversas repercussdes na epidemiologia da doenca

de Chagas.
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