A doenca de Chagas, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, atinge cerca de 18
milhdes de pessoas nas trés Américas. O parasito apresenta estrutura populacional complexa,
com extensa variabilidade intraespecifica. Todavia, a analise conjunta de um grande nimero de
marcadores suporta a divisdo do taxon em pelo menos duas linhagens: T. cruzi |, ligada ao
ciclo

silvestre e T. cruzi Il, ligada ao ciclo doméstico de transmiss@o. Em seres humanos, a doenca
de

Chagas apresenta-se com manifestagdes clinicas muito variaveis na sua fase cronica, com
parasitemia escassa e um curso clinico imprevisivel, podendo variar de uma auséncia total dos
sintomas até s severas manifestagdes cardiovasculares e/ou gastrintestinais. Apesar de estar
cada vez mais claro que a doenga de Chagas provavelmente é resultante da interagdo complexa
entre parasitos e hospedeiros, os motivos pelos quais diferentes individuos apresentam formas
clinicas distintas permanecem desconhecidos. Para que estas questdes sejam elucidadas, existe
a necessidade de um melhor entendimento da contribuicao de fatores genéticos de parasitos e
hospedeiros e da maneira de como eles se interagem para resultar na patologia da doenca.
Neste

aspecto, no presente trabalho, procuramos desenvolver metodologias de anélise moleculares
complementares que possibilitassem a adequada caracterizagdo molecular de parasitos e
hospedeiros bem como de suas interagdes.

Inicialmente, com o objetivo de contribuir no entendimento da estrutura populacional do
parasito, analisamos cinco locos de microssatélites, a regido D7 da subunidade 24S « do rDNA
e

polimorfismos de seqUiéncias dos genes mitocondriais citocromo oxidase subunidade I,
citocromo

B e NADH desidrogenase em 75 cepas do parasito. Baseando-se nos dados de microssatélites
as

cepas puderam ser divididas em quatro grupos correspondendo a linhagem T. cruzi |
(“MDScluster

A’), T. cruzi Il (*MDS-cluster C”), T. cruzi (“MDS-cluster B”) e cepas hibridas (“MDS-cluster
BH"). Os dois primeiros grupos correspondem aos tipos mitocondriais A e C respectivamente,
enquanto que os outros dois pertencem ao tipo mitocondrial B. Os dados obtidos através da
tipagem por microssatélites e rDNA 24S «  foram analisados conjuntamente por reconstitui¢éo
haplotipica através do programa PHASE, resultando em 141 haplétipos, claramente distribuidos
em trés haplogrupos (X,Y e Z). Todas as cepas pertencentes a linhagem T. cruzi | (‘MDS-
cluster

A") apresentam os dois haplétipos originados do haplogrupo Z (Z/Z), as cepas da linhagem T.
cruzi Il (*MDS-cluster C”) sdo Y/Y, e aquelas pertencentes ao “MDS-cluster B” (T. cruzi)
apresentam haplétipos X/X. As cepas agrupadas no “MDS-cluster BH” apresentam haplétipos
XN,

confirmando a sua natureza hibrida. Baseando-se nestes resultados, propusemos a existéncia
de

trés linhagens ancestrais do Trypanosoma cruzi, as quais foram denominadas T. cruzi |, T.

cruzi ll
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e T. cruzi lll. No minimo dois eventos de hibridagéo envolvendo T. cruzi Il e T. cruzi lll
resultaram

em progénies viavéis. Nos dois eventos a linhagem doadora de mitocondria (conforme indicado
pelo tipo mitocondrial das cepas hibridas) foi a linhagem T. cruzi lll e a linhagem receptora foi a
linhagem T. cruzi Il.

Segundo, através de uma nova abordagem resultante da combinagéo da amplificagao por



‘heminested” PCR e a analise em aparelho de PCR em tempo real, obtivemos sensibilidade e
poder de resolugao suficientes para a tipagem do rDNA 24S « de T. cruzi diretamente em
amostras de tecidos cronicamente infectados. Em vinte e sete amostras coracao, eséfago e
colon,

provenientes de 25 pacientes originados dos estados de Minas Gerais e Goias, demonstramos a
presenca de apenas do rDNA tipo 1, bem correlacionado com linhagem T. cruzi Il. Estes dados
confirmam evidéncias anteriores de que esta linhagem seria a responsavel pela doenga ao
menos

nestas regides endémicas. Adicionalmente, caracterizamos geneticamente os parasitos
presentes

na corrente sanguinea e em uma biopsia cerebral de um paciente Chagasico e portador da
sindrome de imunodeficiéncia adquirida. Anélises dos genes de rDNA 24S « e de mini-éxon,
juntamente com perfis de microssatélites e de LSSP / PCR, indicam que havia uma maior
diversidade clonal do parasito no cérebro em comparagdo com o sangue e que as populagdes
eram geneticamente distintas, pois no sangue estava presente a linhagem T. cruzi Il enquanto
que

no cérebro estava uma populagéo hibrida.

Finalmente, com o objetivo de melhor estudar o fenémeno da distribuicdo diferenciada de

T. cruzi nos diversos tecidos hospedeiros, utilizamos o modelo murino da doenga, para o qual
ja

havia evidéncias de que o tropismo tecidual poderia estar correlacionado com o haplotipo de
MHC

(Também denominada H-2) dos camundongos. Para tanto, em abordagens in vivo e ex vivo,
infectamos animais congénicos para a regido H-2 [C57BLK/sJ (H-24), C57BL/6 (H-2b), BALB/c
(H-

24) e BALB/B10 (H-2b)] com uma mistura artificial de duas cepas de T. cruzi [JG (T. cruzi ll)
e

Col1.7G2 (T. cruzi I)]. Em todos os experimentos, a prevaléncia de uma cepa em relagéo a
outra

no tecido cardiaco foi associada ao haplétipo de H-2, onde a colonizagéo pela cepa Col1.7G2 foi
favorecida nos camundongos de haplétipo H-2b, independentemente do “background” genético
dos animais.

O conjunto dos resultados apresentados nesta tese de doutorado estabiliza a nogéo de

que, tanto a variagao genética do T. cruzi como dos seus hospedeiros, influenciam no curso da
doenca de Chagas.



