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RESUMO

Varios aspectos da historia natural da doenca de Chagas foram
avaliados em caes Beagle, experimentalmente infectados com trés cepas do
Trypanosoma cruzi, com caracteristicas biolégicas e genéticas distintas. Para
1ss0, 34 caes foram inoculados com 2000 ou 4000 tripomastigotas sangiiineos
(TS) das cepas, Be-78, Y ou ABC do 7. cruzikg de peso corporal. Os animais
foram avaliados clinicamente durante as fases aguda e cronica da infecgdo e a
permanéncia do parasito no sangue e nos tecidos desses animais foi
monitorada, ao longo de 24 meses, por meio de exames parasitologicos,
moleculares e imuno-histoquimico. Além de ter sido avaliada a sensibilidade
das técnicas utilizadas, a positividade dos testes parasitolégicos foi relacionada
com a positividade da PCR em tecidos cardiacos. As alteracdes histopatoldgicas
foram avaliadas pela analise semi-quantitativa da presenca de infiltrado de
células adiposas, inflamacao e fibrose em fragmentos do coracdo. Além disso,
os parasitos isolados na fase aguda e cronica foram avaliados geneticamente
por quatro marcadores moleculares distintos.

A avalia¢do clinica dos animais, durante a fase aguda da infecgao,
mostrou alteracoes clinicas discretas. Nos animais inoculados com as cepas Be-
78, Y ou ABC, o exame de sangue a fresco (ESF) apresentou 86% (19/22) de
positividade. Entretanto, a freqiiéncia de testes positivos foi variavel entre os
animais inoculados com essas cepas. Durante a fase cronica da infeccdo foram
realizadas 88 hemoculturas (Hc) em 22 animais, sendo observado uma taxa de
positividade de 46,6% (41/88). A freqiiéncia de testes positivos, na fase cronica
da infeccéo foi similar entre os animais inoculados com as cepas Be-78 (75%) e
ABC (62.5%), e significativamente menor (6,2%) naqueles inoculados com a
cepa Y. Durante a fase cronica da infeccdo a taxa de positividade da PCR foi de
72,7% (64/88), superior a da Hec. Nos testes de PCR realizados no sangue dos
animais inoculados com as cepas Be-78, Y ou ABC a positividade foi de 94,4%,
41,6% e 93,7%, respectivamente. O 7. cruzi foi demonstrado, pela analise
imuno-histoquimica (IMH), nos fragmentos cardiacos de todos os animais
avaliados durante a fase aguda da infec¢ao, porém, na fase cronica foi negativa
em todos os fragmentos analisados. Entretanto, a presenca do parasito foi
demonstrada, na fase cronica da infeccido, em todos os animais infectados com
as trés cepas, por meio da PCR. O parasitismo tecidual médio avaliado na fase
cronica, pela PCR, em seis fragmentos cardiacos, foi semelhante entre os
animais inoculados com as diferentes cepas. Porém, o padrio histopatolégico
das lesoes cardiacas, observado na fase cronica, foi relacionado com a cepa do
T. cruzi. Os resultados das avaliagdes realizadas nos animais inoculados com
2000 TS foram similares aos inoculados com 4000 T'S.

A caracterizacao molecular dos isolados do 7' cruzi obtidos de todos os
cées infectados foi realizada na fase aguda (30 dias apés a inoculacio) e na fase
cronica (até 24 meses apés a inoculagdo). O perfil eletroforético de isoenzima
foi idéntico entre as cepas parentais Be-78 ou ABC e seus respectivos isolados.
Entretanto, o perfil de isoenzima da cepa Y pode ser alterado durante a fase
cronica da infeccdo de cées, sendo esta mudanca acompanhada pela alteracio
nos perfis de RAPD e DNA mitocondrial (CO II). O fenograma construido pela
UPGMA permitiu separar as cepas Be-78, Y e ABC e os respectivos isolados
em dois grupos distintos, correspondendo a 7. cruzi Il e T. cruzi 111 ou hibrido.



Os dados obtidos pelo rDNA mostraram perfil do grupo 1 (7! cruzi II) para
todas as cepas parentais e seus isolados. Entretanto, o DNA mitocondrial (CO
IT) mostrou perfil de 7. cruzi II para as cepas Be-78 e Y e de 7 cruzi III ou
hibrido para dois isolados da cepa Y e para a cepa ABC e seus isolados.

Esses dados demonstraram que a cepa do 7. cruzi exerce um papel
importante no curso da histéria natural da doenca de Chagas em caes e
reforcam a importancia da presenga do parasito na formacao/génese das lesoes
cardiacas, cujo padrao histopatoldgico estaria relacionado especialmente com a
populacéo do 7’ cruzi presente nos tecidos.



ABSTRACT

Several aspects of the natural history of Chagas disease were evaluated
in Beagle dogs experimentally infected with three 7rypanosoma cruzi strains
with distinct biological and genetic characteristics. With this purpose 34 dogs
were inoculated with 2,000 or 4,000 blood trypomastigotes from Be-78, Y and
ABC T. cruzi strains/kg of body weight. Animals were clinically evaluated
during the acute and chronic phases of the infection and the presence of the
parasite in the blood and tissues checked throughout 24 months by
parasitological, molecular and immuno-histochemistry examinations. Besides
the evaluation of the sensibility of these techniques used, the positivity of the
parasitological tests (fresh blood examinations, hemoculture and immuno-
histochemistry) were compared with the of PCR positivity in hearth tissues.
The histopathological alterations were evaluated by the semi-quantitative
analysis of the presence of fatty tissue, inflammation and fibrosis in heart
fragments. Moreover, parasites isolated from dogs during the acute and
chronic phases of the infection were evaluated by four distinct molecular
markers.

The clinical evaluation of the animals, during the acute phase of
infection, revealed discreet alterations. The fresh blood examination (FBE)
presented positivity in 86% (19/22) of the animals inoculated with Be-78, Y or
ABC strains. However, the frequency of positive FBE tests was variable among
animals inoculated with the three strains. A total of 88 hemocultures were
performed during the chronic phase and 46.6% (41/88) were positive. This
positivity was similar between animals inoculated with Be-78 (75%) and ABC
(62.5%) strains and significantly higher than the observed in dogs inoculated
with Y (6.2%) strain. PCR positivity was 72.7% (64/88), significantly higher
than the observed in hemoculture. The positivity of PCR was 94.4% in animals
infected with Be-78 strain, 93.7% in dogs infected with ABC strain and 41.6%
in those inoculated with the Y strain. The parasite presence was demonstrated
by immuno-histochemistry (IMH) examination in the cardiac fragments of
animals evaluated in the acute phase of the infection. By the way, during the
chronic phase the IMH was negative in all dogs. However, the parasite was
detected by PCR in heart tissue in all animals 24 months after inoculation.
The frequency of positive PCR in six cardiac fragments was similar among
animals inoculated with the three strains. The histopathologic pattern of the
cardiac lesions in the chronic phase was related with the 7. cruzi strain. The
results of all parameters evaluated were similar in dogs inoculated with 4,000
or 2,000 BT.

The molecular characterization of the 7. cruzi isolates obtained of all
infected dogs was performed in the acute (30 days after infection) and in the
chronic phase (24 months after infection). The profiles of MLEE were the same
among the parental Be-78 and ABC strains and theirs respective isolates. On
the other hand, changes of MLEE profiles were observed in 7. cruzi
populations isolated from dogs inoculated with Y strain and the parental
strain. These alterations were also in the RAPD profiles and mithocondrial
DNA (COII). The phenogram constructed by the UPGMA showed two major
groups correspondent to 7. cruzi 11 and 7. cruzi III or hybrid group. Data
obtained by rDNA showed profiles of lineage 1 (7' cruzi II) for all parental
strains and theirs isolates. The mithocondrial DNA (COII) showed profiles of



T. cruzi 11 for Be-78 and Y strains and theirs respective isolates, III or hybrid
profiles of 7. cruzi for two isolates from the Y and ABC strains and theirs
isolates.

Data suggest that 7. cruzi strain has an important hole in the course of
the natural history of Chagas disease in dog model and reinforce/strengthen
the importance of the parasite on the genesis of the cardiac lesions. Apparently
the histopathologic pattern of the lesions was related with 7. cruzi population
present in the tissues.
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1. INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1- Trypanosoma cruzi

O Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi (CHAGAS, 1909), agente
etiolégico da doenca de Chagas, ocorre na natureza como uma populacio
heterogénea e complexa (DVORAK, 1984; TIBAYRENC, 2003). E um
protozoario flagelado da Ordem Kinetoplastida, caracterizado por ter uma
regido especializada na matriz de sua mitocondria tnica, denominada de
cinetoplasto. O cinetoplasto é composto de duas classes de moléculas de DNA
circulares (maxicirculos e minicirculos), que estdo concatenadas e condensadas
em uma estrutura em forma de disco, e é responsavel por aproximadamente
20-25% do DNA celular (SIMPSON, 1972; STUART, 1983). Os maxicirculos
sao funcionalmente equivalentes ao DNA mitocondrial de outros eucariotas e
contem genes que codificam proteinas envolvidas na respiracdo celular. A
populacdo de minicirculo é altamente variavel entre as cepas permitindo a
diferenciacdo de cepas altamente relacionadas (SANCHEZ et al, 1984;
WESTENBERGER et al., 2006).

O ciclo biologico do 7. cruzi é alternado entre hospedeiros invertebrados e
vertebrados de diversas ordens, caracterizando os diferentes ciclos
epidemiolégicos da doenga: doméstico, peridoméstico e silvestre. O ciclo
silvestre envolve a interacdo entre hospedeiros invertebrados (triatomineos) e
vertebrados (marsupiais, carnivoros, roedores, primatas, mamiferos silvestres
dentre outros animais), em ecétopos naturais do continente americano (DIAS,
1992; FERNANDES et al, 1998). Os ciclos doméstico e peridoméstico sio
resultantes do contato entre o homem e o vetor, como conseqiiéncia de
modificagées sociais e ecoldogicas provocadas pelo proprio homem, permitindo
assim a colonizacdo de ecétopos artificiais pelos triatomineos (DIAS, 1992). A
caracterizacdo molecular de isolados do parasito de diferentes hospedeiros dos
ciclos doméstico e silvestre no Brasil tem demonstrado que estes ciclos podem
ocorrer de maneira independente, podendo algumas vezes se sobrepor (MILES
et al., 1977, MILES & CIBULSKIS, 1986; SOUTO et al., 1996; ZINGALES et
al., 1998).



O T. cruzi é transmitido ao hospedeiro vertebrado, em condi¢bes naturais,
estritamente por insetos pertencentes a familia Reduviidae, subfamilia
Triatominae, os quais albergam em seu intestino posterior as formas
tripomastigotas metaciclicas que sdo eliminadas juntamente com as fezes e
urina do inseto durante e apds o repasto sangiiineo. Essa forma evolutiva
infecta o hospedeiro vertebrado, dentre eles o homem, por contaminacio de
lesdes de pele ou mucosa intacta. Esse parasito pode ser transmitido também,
por transfusdo sangiiinea (DIAS & BRENER, 1984), transmissdo congénita
(CHAGAS, 1911; BITTENCOURT, 1984; AZOGUE et al, 1985), acidente de
laboratério (BRENER, 1984), transplante de érgdos e por via oral (CHOCAIR
et al, 1984; MARCONDES et al, 1991; DIAS, 2006). Uma vez o individuo
infectado, estabelece-se uma relacdo entre o hospedeiro e o parasito que pode
durar por toda a vida, embora dados clinicos, parasitolégicos e soroldgicos
sugestivos de autocura em humanos ja tenham sido relatados por Zeledén et
al (1988) na Costa Rica e, mais recentemente, por Francolino et al (2003) no

Uruguai.
1.2- Doenga de Chagas humana

A doenca de Chagas humana é uma enfermidade com caracteristicas
peculiares, sendo caracterizada por uma fase aguda (FA) geralmente
assintomatica. Nos casos sintomaticos podem ser observados febre, edema,
enfartamento ganglionar e sinais da porta de entrada dos parasitos (sinal de
Romana e chagoma de inoculacéo), além de apresentarem miocardite severa ou
envolvimento neuroldgico, principalmente, em criancas menores de dois anos
de idade (BRENER, 1992). A fase aguda corresponde a um periodo de
parasitemia patente, no qual o parasito é encontrado com facilidade no sangue
periférico e nos tecidos. Na maioria dos casos agudos, os sintomas desaparecem
espontaneamente, sendo acompanhados da recuperacido da miocardite
(BRENER, 1987).

A maioria dos individuos sobrevive a fase aguda e evolui para a fase
cronica (FC) permanecendo infectados por toda vida. Essa fase é caracterizada
por um curso clinico variavel, desde auséncia de sintomas até uma doenca

severa com envolvimento cardiaco e/ou gastrointestinal. A forma cronica
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indeterminada é mais freqliente, sendo caracterizada pela auséncia de
sintomas e de alteracées eletrocardiograficas e/ou radiolégicas. Um processo
inflamatoério progressivo pode levar a destrui¢cdo do musculo cardiaco e da
inervacdo autonoma, culminando nas formas sintomaticas da doenca
(BRENER, 1994). A patologia cardiaca é caracterizada pela miocardite cronica,
que freqientemente leva a cardiomegalia, a insuficiéncia cardiaca congestiva e
as arritmias (TANOWITZ et al, 1992). As formas digestivas apresentam
dilatacdo do esdfago e/ou célon (megaesdéfago e/ou megacélon). No coracéo,
ocorrem principalmente, fibrose e destruicio de células do miocardio
(PALACIOS-PRU et al, 1989) e, no es6fago e célon, é observado com maior
intensidade, degeneracdo neuronal com denervacio (KOBERLE, 1968). Na
fase cronica, a parasitemia e o parasitismo tecidual sdo reduzidos e de dificil

deteccao.
1.3- Diagnéstico parasitolégico da doenga de Chagas humana

Diferentes abordagens tém sido utilizadas no diagnéstico da doenca de
Chagas. Testes sorologicos sao utilizados regularmente para detectar
anticorpos anti-7. cruzi. Esses testes possuem alta sensibilidade, no entanto, a
ocorréncia de resultados falso-positivos devido a reag¢ao cruzada antigénica com
outros agentes infecciosos como Leishmania e Trypanosoma rangeli é
frequentemente relatada (MARCON et al, 2002). Além disso, a ocorréncia de
resultados positivos de hemocultura e PCR tem sido demonstrada em
pacientes com testes sorolégicos persistentemente negativos (AVILA et al.,
1993; GOMES et al, 1999; CASTRO et al, 2002). Esses dados reforcam a
importancia dos testes parasitoldgicos no diagnoéstico da doenca de Chagas,
especialmente naqueles pacientes com sorologia duvidosa. Entretanto, a
maioria dos dados na literatura tem demonstrado sensibilidade variavel dos
métodos parasitolégicos tais como xenodiagnéstico e hemocultura (PORTELA-
LINDOSO & SHIKANAI-YASUDA, 2003). A positividade desses métodos é
bastante variavel em individuos de areas geograficas distintas e grande esforco
tem sido feito para aumentar a sensibilidade dessas técnicas (CHIARI et al,
1989; LUZ et al., 1994). A realizacdo de testes seriados aumenta a positividade

proporcionalmente ao nimero de exames realizados (LUQUETTI & RASSI,
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2000; PORTELA-LINDOSO & SHIKANAI-YASUDA, 2003). Entretanto, ja foi
demonstrado, que alguns pacientes chagasicos ndo apresentam
xenodiagnostico e hemocultura positivos mesmo quando realizados
seriadamente (CASTRO et al, 1999; CASTRO et al, 2002; 2006), enquanto
outros, apresentam testes repetidamente positivos (CASTRO et al, 1999).

Recentemente, a PCR (Reacio em Cadeia da Polimerase) vem sendo
utilizada para a deteccao de DNA do 7. cruzi em amostras de sangue de
pacientes chagasicos, sendo recomendada como técnica complementar de
diagnodstico devido a sua maior sensibilidade em relagdo aos métodos
convencionais (DIAZ et al, 1992; GOMES et al, 1998b; BRITTO et al, 2001).
Porém, de maneira similar aos testes de xenodiagnodstico e hemocultura, os
resultados obtidos por esta técnica, também sio bastante variaveis. Estudos
realizados por diferentes autores tém mostrado variagdo de 45% a 100% na
sensibilidade da PCR em sangue de pacientes chagasicos cronicos quando
comparada aos testes soroldgicos, xenodiagnodstico ou hemocultura (AVILA et
al., 1993; WINCKER et al, 1994; GOMES et al, 1998b; CHIARAMONTE et
al, 1999). Essas diferencas parecem depender dos iniciadores utilizados, do
volume de sangue coletado, da origem geografica da populacio estudada, faixa
etaria, niveis parasitémicos e também das caracteristicas genéticas das cepas
do parasito (CASTRO et al., 2002).

Em relacao a variabilidade nos niveis parasitémicos, podem-se citar como
exemplo, as observacdes realizadas por Borges-Pereira et al (1996). Estes
autores observaram que pacientes chagasicos oriundos de Virgem da Lapa,
Minas Gerais, Brasil, apresentavam niveis parasitémicos, avaliados por
xenodiagnostico, mais altos quando comparados com os de individuos de outras
areas geograficas. Além disso, tem sido observada uma correlacdo entre os
resultados dos exames parasitolégicos e da PCR. Desta maneira, foi observado
que pacientes de Virgem da Lapa, MG apresentaram uma positividade de
xenodiagnéstico (43%) e PCR (96,5% a 100%) maior (BORGES-PEREIRA et al.,
1985; WINCKER et al, 1994; AVILA et al, 1993), quando comparada com a
positividade destes testes realizados em pacientes da Paraiba, Brasil, onde
somente 13% dos pacientes avaliados tiveram xenodiagnéstico positivo e 45% a
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1995; JUNQUEIRA et al., 1996). Esses dados mostraram niveis de parasitemia
bastante varidveis em individuos de diferentes areas endémicas (PORTELA-
LINDOSO & SHIKANAI-YASUDA, 2003). Uma questdo que surge dessas
observacoes seria relacionada a uma possivel correlacdo entre os niveis de
parasitemia detectados no sangue periférico e os niveis de parasitismo
tecidual, que poderiam estar relacionados a patogénese da doenca de Chagas

cronica.
1.4- Relagao entre a intensidade do parasitismo e das lesoes teciduais

As formas tripomastigotas do 7. cruzi penetram nas células nucleadas
dos hospedeiros vertebrados e se transformam em formas amastigotas que
multiplicam no citoplasma das mesmas. Esse aspecto essencial do ciclo de vida
do 7. cruzi resulta em um relacionamento intimo e prolongado entre o
hospedeiro e o parasito, podendo gerar reacoes imunopatoldgicas complexas.

Os processos patologicos gerados tém sido associados, desde a descoberta
da doenca de Chagas, a presenca de infiltrados inflamatoérios focais ou difusos,
acompanhados de necrose ou fibrose, destruicdo de células nio parasitadas e
escassez ou auséncia do parasito, sugerindo o envolvimento de reacbes de
hipersensibilidade (VIANNA, 1911; CHAGAS, 1934; HIGUCHI et al, 1993a;
HIGUCHI et al, 1997) ou de mecanismos auto-imunes (SCHMUNIS, 1987,
GIRONES & FRESNO, 2003). Algumas hipéteses tém sido sugeridas para
explicar o processo de formacido das lesées cardiacas, como por exemplo, o
resultado de reagoes de auto-imunidade envolvendo auto-anticorpos ou
linfécitos T auto-reativos derivados do mimetismo molecular entre epitopos
antigénicos do parasito e do hospedeiro, ou a ativacdo bystander que nao
envolve antigenos do parasito e sim antigenos procedentes de lesdes teciduais
(ANSELMI et al., 1966; COSSIO et al, 1974; TEIXEIRA et al., 1978; LEON et
al, 2001; KIERSZENBAUM, 1999). Essas hipéteses sdo corroboradas pelas
observacoes de que os parasitos sido escassos na fase cronica da doenca,
contrastando com a severidade das lesGes cardiacas encontradas em grande
ndmero de pacientes chagésicos (GIRONES & FRESNO, 2003). Todavia, com o
desenvolvimento de técnicas mais sensiveis, capazes de detectar o parasito

e/lou seus antigenos (ADAD et al, 1991; HIGUCHI et al, 1993a e b) ou
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fragmentos do seu genoma em tecidos (JONES et al, 1993; VAGO et al,
1996a; ANEZ et al, 1999), a importancia da participacdo do parasito como
estimulador de processos envolvidos na génese das lesoes da fase cronica da
doenca de Chagas tem sido resgatada. Tarleton (2001) demonstrou que a
reducio dos parasitos com o tratamento especifico, diminui a intensidade das
lesbes, enquanto o seu aumento, induzido por imunossupressio, exacerba as
manifestacoes clinicas. A presenca do parasito associada principalmente, as
lesdes no tecido cardiaco foi encontrada em 94,7% de pacientes chagasicos com
cardiopatia grave, em amostras adjacentes aos focos inflamatérios (JONES et
al, 1993). Lages-Silva (2001) demonstrou uma elevada freqiiéncia (98%) do
parasito, tanto no sangue como no tecido esofagico de pacientes portadores de
megaesofago, associada principalmente com as formas avancadas,
demonstrando a importancia do parasito como indutor dos processos
patolégicos. Na maioria dos casos, ndo é possivel fazer uma correlacdo entre a
intensidade da lesdo e a quantidade de antigeno e/ou DNA do 7. cruzi,
sugerindo que o parasito pode ser responsavel pelo desencadeamento e
manutencdo do processo de patogénese no miocardio, e que este seria
amplificado por mecanismos auto-imunes que dependeriam da predisposicao
genética do hospedeiro (GIRONES & FRESNO, 2003; ANEZ et al, 1999;
BELLOTTI et al, 1996; HIGUCHI, 1995; JONES et al, 1993).

Neste contexto, a identificacio de fatores intrinsecos do hospedeiro
responsaveis pelos mecanismos de formacdo de lesdo cardiaca na doenca de
Chagas é de grande importancia e tem sido amplamente investigada
(HIGUCHI et al.,, 1993b; TARLETON et al., 1994; REIS et al, 1997; CALIARI,
2001). A idade, o sexo e a constituicdo genética do hospedeiro sdo fatores que
podem influenciar no perfil da resposta imunoldgica e, conseqiientemente, na
determinacdo dos mecanismos de protecdo contra o 7. cruzi. A resposta imune
do hospedeiro tem um papel fundamental no controle da multiplicagdo do
parasito durante as fases aguda e cronica da doenca. Além disso, varios
mecanismos dependentes do hospedeiro podem estar envolvidos no processo de
distribuicdo tecidual diferenciado do 7. cruzi e consequentemente, na formacao
de lesdes cardiacas e/ou digestivas na doenca de Chagas. Russo et al (1996)

observaram que camundongos tratados com anticorpo monoclonal, anti-CD4
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e/ou anti-CD8, apresentam um controle do parasitismo no corac¢io, dependente
de células T CD4+. No figado, essa protecdo foi relacionada a células T CD4+ e
T CD8+ sugerindo que o tropismo tecidual poderia ser determinado pelas
subpopulacdes de linfécito T. Andrade et al (2002) estudaram o papel da
genética do hospedeiro na distribui¢do tecidual de populagées clonais do 7.
cruzi. Foram comparadas infecgoes experimentais em camundongos das
linhagens BALB/c, DBA-2, C57BL/6 e SWISS com o clone Coll.7G2 e a cepa
monoclonal JG. Os autores demonstraram uma distribuicdo do parasito
diferenciada para BALB/c e DBA-2 versus C57BL/6 e SWISS indicando a
importancia da genética do hospedeiro no padrao de distribuigdo tecidual na
infeccéo pelo 7. cruzi.

Por outro lado, varios estudos tém demonstrado que o 7. cruzi apresenta
uma estrutura multiclonal, ou seja, suas populac¢ées poderiam ser compostas
por diferentes clones (MOREL et al, 1980; DEANE et al., 1984; MACEDO et
al, 1992; VELOSO et al., 2005) cujas propriedades biolégicas e bioquimicas
determinariam o tropismo tecidual diferenciado na evolugdo das diferentes
formas clinicas da doenca de Chagas.

Brener (1977) e Melo & Brener (1978), estudaram o tropismo tecidual
em camundongos inoculados com diferentes cepas (Y, Berenice, ABC e CL) e
demonstraram parasitismo preferencial para dois sistemas de células:
fagocitarias do bacgo, figado e medula éssea; e células musculares lisa,
esquelética e cardiaca. Tais autores postularam que o tropismo poderia ser
influenciado pela interagdo entre diferentes componentes da membrana ou
receptores do parasito e da célula hospedeira. Posteriormente, Vago et al
(1996b; 2000) avaliaram o tropismo tecidual por meio da técnica de LSSP-PCR
(Low Stringency Single Specific Primer PCR) (PENA et al., 1994), diretamente
no tecido do coracao e do esofago, obtido durante a necropsia de 15 pacientes
chagasicos cronicos. Desta maneira, foi demonstrada que a caracterizagao das
populacoes do 7. cruzi, presentes nos tecidos do coracdo e do esofago,
apresentou diferentes perfis de assinaturas génicas nestes orgaos, sugerindo
que a variabilidade genética do parasito pode determinar diferentes tropismos
(VAGO et al, 1996b; 2000), com conseqiiente impacto na evolucdo das
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(2001) demonstrou uma identidade dos perfis de LSSP-PCR das populacdes do
parasito isoladas por hemocultura e/ou pelo vetor de um mesmo paciente.
Esses perfis foram altamente representativos das populacées sangiiineas e/ou
teciduais, ndo sendo possivel sugerir correlacdoes entre os padroes de
assinatura génica encontrados e os diferentes tropismos.

Assim, a detec¢do do parasito ao longo da infeccdo é importante néao
somente para demonstrar sua presenca, como também, para caracteriza-lo,
uma vez que ja é bem estabelecido que o 7. cruzi apresenta uma grande
variabilidade genética e essa pode estar correlacionada as suas propriedades
clinicas (ANDRADE & MAGALHAES, 1997; FILARDI & BRENER, 1987;
TOLEDO et al., 2003).

1.5- Variabilidade intraespecifica

A ampla variabilidade intraespecifica observada no 7. cruzi é provavel ser
resultante do seu modo de reproducdo predominantemente clonal
(TIBAYRENC & AYALA, 1988; 2002), o que leva esse parasito a evoluir de
forma independente em areas geograficas isoladas, a acumular mutacgées e a
adquirir caracteristicas préoprias. Alguns autores tém fornecido evidéncias de
que eventos de hibridizagao ou de troca genética podem ocorrer, o que também
poderia contribuir para a diversidade observada em suas populagoes
(BOGLIOLO et al., 1996; CARRASCO et al., 1996; HIGO et al., 2000; BRISSE
et al., 2003; STURM et al., 2003, FREITAS et al, 2006).

A heterogeneidade intraespecifica foi observada desde os primeiros
estudos, realizados por Chagas (1909), sendo demonstrado um dimorfismo das
formas tripomastigotas sangiiinea. Os trabalhos sobre a morfologia desse
protozoario foram ampliados por Brener & Chiari (1963) que estudaram
diferentes isolados do parasito obtidos de diversas procedéncias. Os autores
agruparam esses isolados em trés grupos, de acordo com a predominancia de
formas tripomastigotas sangiiineas delgadas, largas e muito largas.
Posteriormente, Brener (1965; 1969) verificou que essas diferencas
morfolégicas poderiam ser correlacionadas ao curso clinico da infeccao
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rapidamente nas células do hospedeiro e essas eram mais susceptiveis aos
mecanismos imunes; enquanto, as formas largas persistiam por um tempo
maior no sangue periférico, sendo, portanto, mais resistentes aos mecanismos
imunolégicos do hospedeiro. (BRENER, 1969). Guedes et al (2007),
observaram que a cepa Y possuia 91% de formas finas, enquanto as cepas Be-
78 e ABC possuiam respectivamente 90% e 84% de predominio de formas
largas. Essas caracteristicas foram correlacionadas a infectividade dessas
cepas em células VERO, sendo demonstrada alta taxa de infectividade para a
cepa Y e intermediaria para a cepa ABC.

Essas diferencas morfologicas, somada as outras caracteristicas bioldgicas
(viruléncia e patogenicidade para animais de laboratério, tropismo tecidual e
nivel de parasitismo sangiiineo) foram os parametros utilizados por Andrade
(1974) e Andrade & Magalhies (1997), para agrupar populacdes do 7 cruzi que
apresentavam padrées de comportamento biolégico semelhantes em trés
grupos distintos denominados de Biodemas (I, II e III).

Posteriormente, diferentes alvos foram utilizados para o desenvolvimento
de metodologias bioquimicas e moleculares capazes de demonstrar a
variabilidade genética do 7. cruzi Dessa maneira, a caracterizagdo de
populacdes do 7. cruzi passou a ser realizada tanto pela expressido fenotipica
como pelo estudo do seu genoma. A eletroforese de isoenzimas permite
demonstrar diferengas na estrutura primaria de uma enzima mesmo entre
individuos de uma mesma populacdo. Os perfis eletroforéticos sdo expressoes
fenotipicas e podem ser atribuidos as diferencas genéticas do parasito
(ROMANHA, 1982). Diferencas isoenziméticas entre amostras do 7. cruzi
foram observadas pela primeira vez por Toyé (1974) utilizando as enzimas
ASAT e ALAT. Posteriormente, Godfrey (1976) observou diferencas no perfil
isoenzimatico entre amostras do 7. cruzi recém isoladas e amostras mantidas
por um periodo de tempo prolongado em laboratoério, sugerindo ter havido uma
selecao clonal.

Miles et al (1977, 1978) definiram trés grupos enzimaticos ao
caracterizar 17 amostras do 7. cruzi isoladas da regiao de Sao Felipe, Bahia e
seis amostras obtidas de casos agudos da doenca de Chagas autéctones do
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como Zimodema 2 (Z2) e as do ciclo silvestre, como Z1. Posteriormente,
Romanha (1982), utilizou oito enzimas, para caracterizar diversas amostras do
T. cruzi obtidas de varios hospedeiros da regiao de Bambui, MG. Foram
definidos quatro zimodemas (ZA, ZB, ZC, ZD), sendo Z2 e ZA similares. A
ampliacdo do nimero de enzimas analisadas permitiu identificar um numero
maior de =zimodemas. Desse modo, foram encontrados 43 =zimodemas,
utilizando 15 locus enzimaticos na caracterizacdo de 154 isolados do 7. cruzi,
obtidos de diferentes hospedeiros, de diversos paises endémicos (TIBAYRENC
et al., 1986; TIBAYRENC & AYALA, 1988).

Mattei et al. (1977) demonstraram, pela primeira vez, variabilidade do
tamanho de fragmentos do kDNA, gerados pela digestdo com endonucleases de
restricio (RFLP), em diferentes cepas do 7. cruzi. Trabalhos posteriores,
realizados por Morel & Simpson (1980 ) utilizando essa técnica, demonstraram
diferentes perfis eletroforéticos para as cepas Y e CL, sendo estes perfis de
banda cepas-especificos, denominados de esquizodemas. Por meio da utilizacéo
da técnica de andlise do padrdo restricio do kDNA, Morel et al (1980)
demonstraram que uma unica cepa do 7. cruzi poderia conter dois ou mais
genotipos clonais distintos. A existéncia de cepas policlonais do 7. cruzi foi
confirmada posteriormente por varios grupos de pesquisadores, usando
diferentes metodologias (DEANE et al, 1984; MARQUES DE ARAUJO &
CHIARI, 1988; CARNEIRO et al, 1991; MACEDO et al, 1992; TIBAYRENC &
AYALA, 1988; OLIVEIRA et al, 1998, 1999). Sturm et al (1989),
simplificaram a técnica RFLP, onde a digestdo do kDNA foi realizada
diretamente no fragmento de 330 pares de bases (pb) gerado pela PCR
(Polymerase Chain Reaction). Esse fragmento contem as regides variaveis do
minicirculo do kDNA.

Outras técnicas moleculares tém sido utilizadas na caracterizacio
genética de populacoes do 7. cruzi. Na analise do DNA nuclear, a utilizacao de
sondas multilocais, isoladas de mini-satélites humanos (DNA fingerprinting),
permitiram demonstrar um poder de discriminagao entre cepas e clones de 7.
cruzi semelhante ao esquizodema (MACEDO et al, 1992). Com a crescente
evolucdo das técnicas de biologia molecular, diferentes metodologias

fundamentadas na PCR surgem a cada dia. A amplificacio por PCR
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empregando um unico iniciador de seqiiéncia aleatéria capaz de ligar em sitios
dispersos do genoma gerando fragmentos de DNA de tamanho e intensidade
varidveis e padrdes polimérficos de bandas, foi denominada de RAPD (Random
amplified polymorfic DNA). Essa técnica representa uma alternativa mais
simples em relacdo as técnicas que necessitam de informacgdes prévias de
sequéncias de DNA para o desenho de iniciadores. As informacdes obtidas
podem ser utilizadas como marcadores de genética de populagées e de relacoes
filogenéticas (TIBAYRENC et al, 1993; STEINDEL et al., 1993; FERNANDES
et al., 1997; GOMES et al,, 1998a; STURM et al., 2003).

O uso de marcadores, derivados de seqliéncias génicas conservadas,
permitiu o agrupamento das populacoes do 7. cruzi em dois grandes grupos
principais. Iniciadores especificos, desenhados para amplificar a regido 3’ do
gene TRNA 24Sa, mostraram o polimorfismo do tamanho do produto de
amplificacdo entre cepas e isolados do parasito (SOUTO & ZINGALES, 1993).
A partir deste resultado, os autores propuseram a classificacdo do 7. cruzi em
dois grupos: grupo 1, que apresenta o fragmento de 125pb, e o grupo 2 que
apresenta o fragmento de 110pb. Com o aumento do nimero de amostras foi
observada a existéncia de um grupo de cepas que apresenta as duas bandas do
produto de amplificagdo da regido 3’ do gene rDNA 24Sa, sendo denominado
grupo 1/2 (SOUTO et al., 1996).

Através da comparacdo de variacoes dos produtos de amplificacdo do
mini-exon, de diferentes cepas do 7. cruzi, também foi possivel agrupar cepas e
isolados do parasito em dois grupos. As cepas que apresentaram um produto de
300pb foram designadas como pertencentes ao grupo 1 (ou linhagem genética
1) e aquelas que apresentaram um produto de 350pb foram designadas como
pertencentes ao grupo 2 (ou linhagem 2). Os autores encontraram uma
excelente correlagdo entre a classificacdo fundamentada no rRNA e no mini-
exon (SOUTO et al, 1996).

Diante de tantas classificacoes, realizadas por diferentes pesquisadores,
utilizando marcadores biolégicos, bioquimicos e moleculares, tornou-se
necessario a utilizacdo de uma nomenclatura comum para a classificacio
intraespecifica desse parasito. Desta maneira, em 1999 no Simpdsio
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descoberta da doenca de Chagas ficou estabelecido em consenso a divisao do 7.
cruzi em dois grupos principais denominados de 7. cruzi 1 e T. cruzi I1. As
cepas hibridas e aquelas com caracterizacdo incerta foram denominadas
apenas 7' cruzi até a realizacio de novos estudos (ANONYMOUS, 1999).

Atualmente, varios genes que codificam proteinas e rRNA mitocondriais,
localizados nos maxicirculos do kDNA, tém sido utilizados como alvos para o
estudo da estrutura e evolucdo de populacdes do 7. cruzi. (WESTENBERGER
et al, 2006; FREITAS et al, 2006). Esses marcadores tém permitido
identificar variacdes intraespecificas neste protozoario. Freitas et al (2006)
utilizando estes marcadores mitocondriais, sugeriram a existéncia de um
terceiro grupo ancestral denominado 7. cruzi III, o qual por eventos de
hibridizacdo com 7. cruzi Il teria resultado nos isolados de carater hibrido, que
sao observados atualmente. Desta maneira, a populagdo de 7. cruzi
apresentaria a seguinte subdivisdo em Tcl, Tcll, TcIII e hibridos.

Um dos objetivos de caracterizar populacdes do 7. cruzi esta na
necessidade de obter algum tipo de correlacido entre as propriedades bioldgicas
e genéticas do parasito e as manifestacoes clinicas da doenca. Dessa maneira, a
variabilidade intraespecifica do 7. cruzi tem sido estudada também por meio
de técnicas capazes de detectar sua presenca ou fragmentos de seu DNA
diretamente do sangue ou dos tecidos infectados. A técnica de LSSP-PCR foi a
primeira capaz de detectar a variabilidade do kDNA do 7' cruzi diretamente de
tecidos (VAGO et al, 1996b; 2000). Outra abordagem para caracterizar o 7.
cruzi diretamente de amostras bioldgicas surgiu com a utilizacdo da técnica de
analise de microssatélites. A principal estratégia para analisar o polimorfismo
dos microssatélites é a amplificagdo pela PCR utilizando um par de iniciadores
especificos flanqueando o seguimento que contém as repeticdes (OLIVEIRA et
al, 1998). Entretanto, os estudos realizados até o momento ainda néo
permitiram vislumbrar uma associacdo entre a genética do parasito e as
formas clinicas da doenca.

Devido a diferentes razdes, dentre elas as éticas, a maioria dos estudos
realizados em humanos, além de apresentar limitacoes, inicia-se apds VAarios
anos de infec¢do. Sdo poucos os estudos longitudinais da parasitemia nessa
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correlacdo entre os niveis de parasitemia e o parasitismo tecidual em
humanos, bem como os padrées patolégicos das lesdes cardiacas torna-se dificil
de ser avaliada. Desse modo, a utilizacdo de um modelo experimental que
reproduza com maior fidelidade a doenca de Chagas humana e que apresenta
homogeineidade genética é necessario para a melhor compreensio de varios

aspectos relacionados a interacao parasito/hospedeiro.
1.6- O cao como modelo experimental

O cao tem sido empregado como modelo experimental desde o
descobrimento desta enfermidade (CHAGAS, 1909). Diversos autores ja
reproduziram as fases aguda e cronica da infec¢do nesses animais.
(ANDRADE, 1984; ANDRADE et al., 1984; LANA et al., 1988).

Dados de diferentes autores mostraram que cies experimentalmente
infectados reproduziram cardiopatia chagasica cronica muito semelhante as
lesdes desenvolvidas em humanos (PELLEGRINO, 1947; LARANJA, 1953;
KOBERLE, 1958). Laranja et al. (1949) descreveram a fase crénica da infeccio
em caes inoculados com sangue de pacientes chagasicos ou com fezes de
triatomineos, com um quadro clinico-patolégico e  alteracoes
eletrocardiograficas superponiveis as observadas no homem, tanto na fase
aguda como cronica da infeccdo. Posteriormente, Anselmi et al (1965)
observaram 74,2% de positividade nos exames de sangue a fresco realizado em
72 caes jovens inoculados com uma cepa virulenta obtida de um caso agudo
humano da doenga de Chagas. Nesse experimento, nao foi observada
correlacao entre a intensidade do parasitismo e as alteracgoes histopatoldgicas.

Em estudos posteriores, varios autores testaram diferentes condigées
experimentais no modelo cio. Marsden & Hagstrom (1968) inocularam 11 cies
Beagle jovens com indculos variando de 2 x 103 a 93 x 107 formas
tripomastigotas obtidas de cultura acelular, do vetor e sangiiineo, pelas vias
subcutanea e conjuntival da cepa Peru. Entre os animais inoculados, apenas
um, que recebeu o indculo de 2 x 103 formas tripomastigotas do vetor,
sobreviveu a fase aguda da infec¢do e nenhum dos inoculados com as formas de
cultura se infectou. Provavelmente, a inoculacdo de animais com altos inéculos

e cepas virulentas dificultavam a cronificacdo da doenca. Assim, Andrade &
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Andrade (1980) conseguiram induzir a infeccdo cronica sem utilizar o
tratamento especifico em apenas sete cies apds inocular 40 animais com 4 x
105 a 6 x 105 formas tripomastigotas sangiliineos/animal das cepas 12SF e
Colombiana. Os demais evoluiram para a fase cronica indeterminada mediante
o uso de quimioterapicos e a maioria deles apresentou infiltrado inflamatério
focal e rara fibrose no miocardio e no sistema de conducido. Os autores notaram
alteracoes eletrocardiograficas superponiveis ao observado em humanos tanto
na fase aguda como na fase cronica. Bambirra (1984) inoculou 21 cides jovens
da raca Pincher, pela via intraperitoneal utilizando um inéculo menor (1000
tripomastigotas sangiiineos/Kg de peso corporal da cepa Colombiana). Esses
animais desenvolveram a fase aguda com sinais clinicos superponiveis aos
observados em humanos. Os animais que cronificaram permaneceram na
forma indeterminada. Apds oito e dezessete anos da inoculacio, o parasito foi
recuperado do sangue de dois desses animais por meio de xenodiagndstico.
Esses parasitos reisolados foram mantidos congelados em nitrogénio liquido e
posteriormente estudados por Veloso (2000). Esse estudo revelou que a
permanéncia da cepa Colombiana por um periodo de tempo prolongado (8 e 17
anos) em cies, conduziu de uma maneira geral, a reducdo da patogenicidade e
da viruléncia destes parasitos para camundongos, sendo observada também
uma correlacdo entre o tempo de infeccdo do cdo e o grau de reducao da
viruléncia e patogenicidade da cepa Colombiana em camundongos.

Os caes apresentam vantagens sobre os outros modelos para o estudo de
varios fatores envolvidos no relacionamento parasito/hospedeiro estabelecido
durante a infec¢do. Dentre esses, o estudo das alteracoes eletrocardiograficas
no modelo canino é muito Util, uma vez que aspectos basicos da fisiologia
cardiaca e da morfologia de seu sistema de condugdo sdo muito conhecidos e
bastante semelhantes ao do homem (LUMB et a/, 1959; MIROWSKI et al.,
1970). Assim, Magalhdes & Freire (1945) inocularam 20 cdes com idade
variando de 15 a 30 dias, com uma cepa oriunda de triatomineo capturado no
municipio de Bambui, MG. O eletrocardiograma avaliado na fase aguda e
cronica da infecgao apresentou alteracdes apenas em um animal na fase aguda
revelando sinais de lesdo do sistema de conducdo. Esses resultados

contrastaram com os observados na avalia¢do histopatoldgica, onde se verificou
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intenso parasitismo e lesées teciduais, que com freqiiéncia destruiam as fibras
cardiacas. Laranja et al (1949) descreveram a fase cronica da infeccio em cies
inoculados com formas tripomastigotas sangiiineas ou metaciclicas detectando
um quadro clinico-patolégico com alteracées eletrocardiograficas semelhantes
as observadas em humanos. Posteriormente, Anselmi et al. (1967) estudaram a
conducao atrio ventricular de 13 cdes naturalmente infectados com 7. cruzi e
que apresentavam alteracgoes eletrocardiograficas indicativas de miocardite
cronica. Os achados histopatolégicos no nédulo atrio ventricular e no feixe de
Hiss foram correlacionados com o periodo refratario de conducéo e com o tempo
de conducdo no sistema de propagacdo AV. A conducdo tardia estava
relacionada a processos inflamatérios e fibréticos localizados no feixe de Hiss.
Andrade (1974) nfdo encontrou correlacio entre lesdes e alteracdes
eletrocardiograficas em material de cinco caes jovens que morreram durante a
fase aguda da infec¢do experimental pelo 7. cruzi. Foi observado que o lado
direito do coracdo (4trio e ventriculo) apresentava-se mais lesado.

Outros autores também ja demonstraram que o modelo canino da doenca
de Chagas apresenta semelhancas nas alteracbes patolégicas, imunoldgicas,
parasitolégicas e eletrocardiograficas observadas em pacientes chagasicos
(ANSELMI et al, 1967; ANDRADE et al, 1981; 1984; LANA et al, 1992;
BAHIA et al., 2002).

Koberle (1957) relatou o achado de megas em diversos segmentos do tubo
digestivo de caes infectados naturalmente pelo 7. cruzi. Okumura e Corréa-
Neto (1961) descreveram a forma digestiva da doenca de Chagas no modelo
canino, porém esses autores foram os Unicos a relatar a forma digestiva da
doenca de Chagas no modelo canino, sendo que estes achados necessitam de
maiores investigacoes.

Diante dos dados obtidos por diversos autores, o cdo parece atender
melhor os requisitos, para um modelo ideal estabelecidos pelo Comité de
Doenga de Chagas do Programa Especial de Treinamento e Pesquisa de
Doencas Parasitarias da Organizacdo Mundial de Satide (WHO, 1984) por:

1. Permitir o isolamento do parasito ao longo do curso de infeccao;

2. Apresentar reacoes sorolégicas positivas indicativas da persisténcia da

infeccao;
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3. Apresentar manifestacgoes clinicas da doenga de Chagas cronica;

4. Desenvolver miocardite, miosite e outras alteracbes patolégicas que

caracterizam a doenca.

5. Induzir resposta imune contra tecido do hospedeiro.

Esse animal preenche a maioria dos requisitos citados acima de um
modelo experimental adequado para o estudo da doenca de Chagas. Além
disso, pode ser somado a vantagem de utilizar-se o modelo cao, o fato de ser um
animal de facil manuseio e de sobreviver aproximadamente 15 a 20 anos.
Devido a essas caracteristicas o cdo tem sido utilizado como modelo
experimental no estudo da doenga de Chagas em nosso laboratério desde a
década de 80. Lana et al (1988; 1992) reproduziram a cardiopatia chagésica
cronica fibrosante difusa em cées, sem raca definida, inoculados com a cepa Be-
78 do T. cruzi e eutanasiados entre 90 e 864 dias de infeccdo. Essa cepa
apresentou baixa viruléncia e patogenicidade para camundongo quando
comparada com a cepa Be-62, ambas isoladas da paciente Berenice (LANA,
1981; LANA & CHIARI, 1986). Ao contrario, foi demonstrada uma maior
viruléncia e patogenicidade da cepa Be-78, em relacdo a cepa Be-62, quando o
modelo experimental utilizado foi o cido (LANA et al, 1988 1992).
Posteriormente, a diferengca de patogenicidade foi verificada em estudos
realizados por Bahia et al (2002). Os autores observaram que a origem do
inéculo (formas tripomastigotas sangiiineas ou metaciclicas) e a via de
inoculacdo (conjuntival ou intraperitoneal) das formas infectantes das cepas
Be-62 e Be-78 do 7. cruzi em caes, sem racga definida, alteraram o curso da
infecgdo chagasica canina. Todos os animais inoculados com a cepa Be-78
apresentaram miocardite aguda severa, e com a cepa Be-62, apenas os
inoculados com formas tripomastigotas metaciclicas, pela via intraperitoneal,
apresentaram lesoes similares.

Posteriormente, Guedes et al (2002) mostraram que o tratamento com
benznidazol (Bz) foi capaz de prevenir a morte e induzir a cura parasitolégica,
em 68,75% dos caes infectados com as cepas Be-78, Y e Colombiana e tratados
na FA da infeccdo; e 38,7% na FC. Esses indices de cura obtidos durante as

fases aguda e cronica recente foram semelhantes aos relatados para humanos,
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caracterizando o cdo como um bom modelo para estudar a quimioterapia
experimental na doenca de Chagas.

Ainda utilizando o cdo como modelo, Veloso et al (2001) mostraram
alteragoes no fenétipo de resisténcia ao Bz em duas populagées do 7. cruzi
isoladas de caes infectados com a cepa Be-78, considerada 100% sensivel a este
quimioterapico. Essas variacoes em relacdo a suscetibilidade ao Bz,
provavelmente ocorreram devido a permanéncia do parasito por um periodo
prolongado (2 a 7 anos) nesses animais, podendo ser reflexo da plasticidade
genética observada no parasito. Além disso, Veloso et al (2005) isolaram
quatro populagoes do 7. cruzi, destes mesmos caes, com o objetivo de estudar o
impacto da permanéncia do parasito, por um periodo prolongado, no
hospedeiro vertebrado, sobre suas propriedades biolégicas e genéticas. Os
autores mostraram que a cepa Be-78 é policlonal, podendo apresentar pelo
menos trés subpopulacées. Além dessas observacbées, foi mostrado que a
permanéncia destes parasitos em caes, por diferentes periodos de tempo, e
posteriormente, mantidas em camundongos, aparentemente alterou a
dinamica de suas subpopulagdes. Provavelmente, fatores relacionados ao
hospedeiro exerceram influéncia sobre o parasito.

Nesta proposta, dando continuidade aos estudos realizados em caes,
dentro da linha de pesquisa do laboratdrio, porém agora em caes da raca
Beagle, a infeccao experimental pelo 7' cruzi foi avaliada sob varios aspectos
da histéria natural da doenga de Chagas. Diversas avaliagées foram
realizadas, ao longo de dois anos, centradas na cepa do parasito como fator

importante nas alteracoes clinicas, parasitoldgicas, patoldgicas e moleculares.
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2. JUSTIFICATIVA

Considerando que a doenca de Chagas causada pelo 7. cruzi é uma
entidade polimorfica com participagio e interagdo de fatores do parasito e do
hospedeiro, o estudo das caracteristicas genéticas de ambos podera contribuir
na melhor compreensao da patogénese e evolucao da doencga. Neste sentido,
novas técnicas moleculares tém possibilitado acumular, cada vez mais,
conhecimentos sobre a diversidade intraespecifica do 7. cruzi no contexto da
complexa relagdo parasito-hospedeiro estabelecida ao longo da infecgao.

Considerando ainda, que na histéria natural da evolucdo da doenca de
Chagas as manifestacoes clinicas geralmente aparecem varios anos apds a
infeccdo, e que a maioria dos individuos infectados atualmente, encontra-se na
fase cronica da infeccdo e devido a razodes éticas, alguns procedimentos
experimentais nao podem ser realizados em humanos. Dessa maneira, torna-se
necessario o estudo de varios fatores relacionados a doenca de Chagas em
animais que reproduzam os achados tipicos de todo curso da infeccdo a
semelhanca daqueles descritos em humanos. Assim, o cdo se destaca como um
bom modelo experimental, uma vez que nesses animais tém sido reproduzida
tanto a fase aguda como a fase cronica da infecgdo de maneira semelhante a
descrita em humanos.

Por esta razdo, a proposta deste trabalho é estudar em cies Beagle a
influéncia da cepa do 7. cruzi na evolucao da doenca de Chagas. Este modelo
foi escolhido por ser geneticamente homogéneo e por apresentar parametros
imunolégicos, hematolégicos e eletrocardiograficos dentre outros bem
definidos, possibilitando assim, a obtencdo de resultados mais homogéneos e

reprodutivos.
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3. OBJETIVOS

3.1- Objetivo geral

Avaliar a influéncia da cepa do 7. cruzi na evolucdo da infeccdo

experimental em caes da raca Beagle, ao longo das fases aguda e cronica da

infeccao utilizando parametros clinicos, parasitolégicos, histopatologicos e

moleculares.

3.2- Objetivos especificos

®
%

®
%

®

%

Avaliar clinicamente os animais durante as fases aguda e cronica da

infeccio.

Avaliar o parasitismo sangiiineo por meio de técnicas parasitologicas e

moleculares.

Avaliar o parasitismo tecidual do coracdo por meio de técnicas

moleculares e histolégicas.

Correlacionar a positividade dos testes parasitoléogicos com a

positividade da PCR em tecidos cardiacos.

Avaliar a presenca de alteracdes histopatolégicas (infiltracio de células

adiposas, inflamacéo e fibrose) em fragmentos do coracéo.

Caracterizar as cepas parentais e as populagoes isoladas do sangue de
cdes infectados experimentalmente, ao longo das fases aguda e cronica

por meio da andalise da mobilidade eletroforética de isoenzimas, RAPD,

rDNA e DNA mit COII.
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4. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

12 caes
Avaliacdo de

grupos de 4 animais

32 cdes da raca Beagle alocados em

Avaliacdo clinica
(Antes da inoculacdo)

24 cies - inoculados com 4000
tripomastigotas

Fase aguda

Necropsia de 4
cdes inoculados
com cada cepa

sangiiineos/Kg,via
intraperitoneal, das cepas
Be-78,Y ou ABC

8 caes -
controles ndo
infectados

Avaliagio
clinica

(30 dias DD 12 cies Avaliacdo de Necropsia de 4
Fase aguda e cronica cdes (30D e
4 cdes (24 MI)
* PCR tecido |
eImuno-histoquimica .
¢ Histopatologia ° PCR tec1d? .
Avaliacédo longitudinal *Imuno-histoquimica
¢ Histopatologia
> (24 meses)
|
Avaliagdo Parasitismo Parasitismo tecidual Caracterizagéo
clinica sangiiineo e histopatologia Molecular do
T.cruzi
«Comportamento e Exame a J PCR tecu%o ' ¢ Isoenzima
So fresco OImur.xo h1stoqu1n.11ca « RAPD
O T e e Hemocultura * Histopatologia « rDNA
« PCR (HE/Masson) « DNA mit (COII)

10 caes da raca Beagle alocados em
grupos de 5 animais e inoculados
com 2000 TS das cepas Be-78 ou Y.
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5. MATERIAL e METODOS
5.1- Cepas do Trypanosoma cruzi

Nesse estudo foram utilizadas trés cepas do 7. cruziisoladas de pacientes
em diferentes fases e formas clinicas da doenca de Chagas cronica.

A cepa Be-78 (7! cruzi II) foi isolada por xenodiagnéstico em 1978 da
paciente Berenice, considerada o primeiro caso clinico da doenca de Chagas e
estudada por Lana & Chiari (1986).

A cepa Y (7! cruzi 1I) foi isolada por xenodiagnéstico em 1950 por Pereira
de Freitas de um caso agudo humano em Sao Paulo e estudado por Silva &
Nussenzweig (1953).

A cepa ABC (7! cruz) foi isolada por xenodiagnéstico em 1962 de uma
paciente de Minas Gerais, pelo Dr. Zigman Brener. A paciente havia sido
operada em 1958 de megacélon. Apresentava dispnéia de esforco e
manifestacdes de insuficiéncia cardiaca congestiva (BRENER, 1965).

Essas cepas vém sendo mantidas no Biotério Central da Universidade

Federal de Ouro Preto (UFOP) por passagens sucessivas em camundongos.
5.2- Animais

Foram utilizados 42 caes da raca Beagle com quatro meses de idade, de
ambos os sexos, nascidos e mantidos no canil do Biotério Central (UFOP). Os
animais foram alocados em grupos experimentais, de quatro ou cinco animais
pertencentes a mesma ninhada, foram alimentados com ragao comercial e agua
ad Iibitum. Receberam, antes da inoculacdo, quatro doses da vacina séxtupla

(Vanguard® HTLP 5/CV-L) e foram tratados com anti-helminticos.
5.2.1 - Inoculacgio dos animais

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da
Universidade Federal de Ouro Preto. Todos os procedimentos experimentais
foram realizados de acordo com o Colégio Brasileiro de Experimentacgao
Animal (COBEA).

O inoculo utilizado para a infeccdo dos cies foi obtido, no dia do pico de

parasitemia, de camundongos Swiss infectados com as cepas descritas no item
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5.1. A contagem dos parasitos para a preparacao do indculo foi feita segundo a
técnica descrita por Brener (1962).

Vinte e quatro caes foram inoculados com 4000 formas tripomastigotas
sangiiineos/Kg de peso corporal (T'S), via intraperitoneal (VI), das cepas Be-78,
Y ou ABC. Os animais foram alocados em trés grupos: (1) oito animais
inoculados com a cepa Be-78; (2) oito, com a cepa Y e; (3) oito, com a cepa ABC.
Quatro animais inoculados com cada cepa foram avaliados até 30 dias e quatro
até 24 meses apds a inoculacdo. Para verificar a influéncia do tamanho do
in6culo nas avaliac¢ées realizadas ao longo de 24 meses, cinco animais foram
inoculados com 2000 TS da cepa Be-78 e cinco com 2000 TS da cepa Y. Um

grupo de oito animais foi mantido como controle néo infectado (CNI).
5.2.2 - Necropsia e coleta do material

Dezessels e 26 animais foram eutanasiados, respectivamente, aos 30
dias e aos 24 meses apods a inoculacio, para avaliacdo de fase aguda e cronica
da infec¢do. Os animais do grupo controle foram eutanasiados para analise
comparativa com os animais avaliados nas fases aguda e cronica da infeccio.
Foram coletados fragmentos de aproximadamente 0,5 cm3 do coracio [parede
atrial direita (AD) e esquerda (AE), parede ventricular direita (VD) e esquerda
(VE), septo interventricular (SI) e ponta (PTA)] de todos os cdes. Os
fragmentos foram lavados exaustivamente em tampao fosfato (PBS pH 7,2),
secados em papel de filtro, e congelados a -70°C para posterior extracdo de
DNA ou fixados em formol 10% tamponado pH 7,2 para o processamento

histoldgico.

5.3- Exames clinicos (Sinais clinicos, temperatura retal e variacio de
peso corporal)

Os animais foram avaliados diariamente durante a fase aguda da infeccao
com o objetivo de observar alteracoes clinicas e comportamentais e também
para registrar casos de morte devido a infec¢ao pelo 7. cruzi.

Registros de temperatura retal e de peso corporal foram realizados antes
da inoculacdo, 30 dias e 24 meses apds a infeccao. A média da variacio de peso

e de temperatura foi calculada para cada grupo experimental.
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5.4- Avaliacdo do parasitismo sangiiineo e tecidual
5.4.1- Exame de sangue a fresco

A parasitemia dos animais foi verificada do 102 ao 302 dia apds a
inoculacdo. Para isso, 5ul de sangue da veia marginal da orelha foram
coletados diariamente e examinados ao microscépio (aumento de 400X) para

pesquisa de tripomastigotas.
5.4.2- Hemocultura

Amostras de sangue foram coletadas 30 dias apds a inoculagdo na fase
aguda, e em intervalo regular de trés meses, a partir do segundo més, até dois
anos apods a infeccao, totalizando 10 hemoculturas. A técnica de hemocultura
foi realizada de acordo com a descrita por Chiari et al (1989) com algumas
modificagées. O volume de sangue em cada coleta foi de 10ml. O sangue foi
centrifugado a 1.000g durante 10 minutos a 4°C, sendo o plasma descartado.
Posteriormente, o sedimento foi lavado uma vez com meio LIT [Liver infusion
tryptose (CAMARGO, 1964)] e novamente centrifugado nas mesmas condicdes
anteriores. Apds descartar o sobrenadante, a camada de leucdcitos e o
sedimento de hemacias foram retirados e semeados separadamente para tubos
plasticos com tampa de rosca contendo 5ml de LIT. Todos os tubos foram
incubados a 28°C, sendo agitados levemente duas vezes por semana. Aliquotas
de 10ul da suspensao de cada tubo foram examinadas entre lamina e laminula,
ao microscopico, em aumento de 400X, no 302, 602, 902 e 1202 dia apds a coleta.
As hemoculturas positivas foram mantidas em crescimento exponencial para
obtencido da massa umida (aproximadamente 1 x 106 parasitos). A massa

umida foi conservada a -70°C para posterior extracao enzimatica e do DNA.
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5.4.3- Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
5.4.3.1- Coleta das amostras de sangue e de tecido cardiaco

5.4.3.1.1-Amostras de sangue

Para obtencdo de DNA, utilizado na PCR, 10ml de sangue foram coletados
em paralelo com as coletas de sangue para as hemoculturas de fase aguda, e de
seis em seis meses na fase cronica. O sangue foi conservado em 10ml de
guanidina-HCl 6M/EDTA 0,2M (Sigma Chemical Co, USA) pH 8,0 (AVILA et
al, 1990). No total foram realizadas cinco coletas por animal. Esta mistura,
sangue/guanidina/EDTA, foi fervida 15 dias apds a coleta, a 100°C, durante 15
minutos, com o objetivo de promover a linearizagdo dos minicirculos
concatenados na rede de kDNA (BRITTO et al, 1993) permitindo assim, uma
distribuicdo homogénea das seqliéncias alvo presentes na amostra. O lisado foi

estocado a temperatura ambiente.
5.4.3.1.2 - Amostras de tecidos cardiacos
Ver item 5.2.2- Necropsia e coleta do material
5.4.3.2- Extragao do DNA
5.4.3.2.1- Amostras de sangue (Extracdo fendlica)

A extracdo do DNA foi processada apds homogeneizacio de cada amostra.
Foi utilizada a técnica proposta por Sambrook et al (1989) modificada por
Gomes et al (1998b). Aliquotas de 200ul do lisado de sangue foram
transferidas para tubos de microcentrifuga 1,5ml (eppendorf-USA), em seguida
foi desproteinizado em igual volume de uma mistura de fenol-cloroférmio
(100pl de fenol Tris pH 8,0 e 100ul de cloroférmio). Essa mistura foi
homogeneizada lentamente por 2 minutos e centrifugada a 6.000rpm por 5
minutos. O sobrenadante foi retirado e ao sedimento foram adicionados 150ul
de H2O milli-Q estéril e novamente centrifugado a 6.000rpm por 5 minutos.
Em seguida foi adicionado 320ul de cloroférmio ao sobrenadante, que foi
centrifugado na mesma rotac¢ado anterior. A precipitacdo do DNA presente no

sobrenadante foi realizada em banho de gelo, por 15 minutos, com 40ug de
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glicogénio (Mannheim Biochemicals, Mannheim, Germany), 10mM de acetato
de sddio e dois volumes de etanol absoluto. Apds centrifugagio, a 13.000rpm,
por 15 minutos, o sobrenadante foi descartado e apds volatilizacdo do etanol, o
DNA foi resuspendido em 20ul de dgua milli-Q estéril. Durante este estagio,

um controle negativo e um positivo foram processados em paralelo.

5.4.3.2.2- Amostras de tecidos cardiacos (Método da Lise Alcalina
seguido de Extracao fendlica)

O DNA foi extraido dos fragmentos de tecido do coragdo dos animais
inoculados com as diferentes cepas do 7. cruzi e eutanasiados na fase cronica
da infeccdo. Os tecidos dos animais eutanasiados 30 dias apds a inoculacio
foram utilizados apenas como controle positivo da reagdo e os fragmentos
cardiacos dos animais do grupo CNI foram utilizados como controles negativos.

Os fragmentos de aproximadamente 0,5cm?3 foram transferidos para uma
placa de Petri estéril onde foram totalmente picotados com auxilio de uma
lamina de bisturi. A seguir, esses fragmentos foram transferidos com auxilio
de palitos de madeira estéril para um tubo de microcentrifuga de 1,5ml
contendo 238ul de dgua milli-Q estéril e 12ul de NaOH 50mM e foram fervidos
por 10 minutos. Apés a fervura, foram adicionados as amostras, 40ul de Tris-
HC1 130mM (pH 7,0) para neutralizacdo da reacdo (VAGO et al, 1996a; 2000).

Posteriormente, foi realizada uma extracao fenélica como descrito no item
5.4.3.2.1. Em cada extracao foi incluido um fragmento de tecido obtido do
coracdo de cdo nado infectado e outro de cdo na fase aguda para controle
negativo e positivo, respectivamente. O nimero de extracoes realizadas para

cada amostra de tecido, por cdo, foi de no maximo trés.

5.4.3.3- Amplificacdo especifica do 7 cruzi (Amostras de sangue e
fragmentos de tecido cardiaco)
Nas reacoes da PCR especifica, as seqiiéncias das regiées conservadas
dos minicirculos da rede de kDNA do 7. cruzi constituiram o alvo para o
anelamento dos iniciadores:
S35 (5’ AAATAATGTACGGG(T/G)GAGATGCATGAS) e
S36 (5GGGTTCGATTGGGGTTGGTGTS), descritos por Avila et al.
(1990). Além desses iniciadores, o 121 (5AAATAATGTACGG(T/G)-
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GAGATGCATGA-3) e o 122 (5’GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA-3)
também foram utilizados alternativamente nas amostras negativas com os
iniciadores S35 e S36.

A metodologia usada foi a descrita por Gomes et al. (1998b), modificada.
A PCR foi realizada num volume final de 20ul contendo 10mM Tris-HCl1 (pH
9,0), 0,1% Triton X-100, 3,5mM MgCls, 75mM KCl, 0,2mM de cada DNTP’s
(Sigma Chemical Co., St. Louis, USA), 1,0 unidade de 7ag DNA polimerase
(Invitrogen), 20pmol de cada iniciador (S35 e S36) ou (121 e 122), 2ul de DNA e
a mistura foi coberta com 20ul de 6leo mineral.

O programa de amplificacido constituiu de uma desnaturacio inicial a
95°C por 5 minutos e de 35 ciclos, com desnaturacdo do DNA a 95°C por 1
minuto, anelamento dos iniciadores a 65°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por
1minuto, seguido de extensao final de 10 minutos, realizados em termociclador
automatico MinCycler TM).

Nas etapas de preparo do DNA e mistura da reacdo da PCR foram
usados controles negativos (amostras de sangue de cdes ndo infectados) e
controles positivos (amostras de sangue de cdes infectados na fase aguda da
infeccdo).

Os produtos amplificados pela PCR foram submetidos a eletroforese em

gel de poliacrilamida a 6% e corados pela prata (SANTOS et al., 1993).
5.4.4- Anélise imuno-histoquimica (IMH)

Um dos tecidos obtidos, como descrito no item 5.2.2, foi utilizado para a
realizacdo da IMH. Inicialmente, a atividade da peroxidase enddgena foi
eliminada incubando os cortes em solucdo de perédxido de hidrogénio/PBS por
30 minutos (10ml de H202 30% e 240ml de PBS) a temperatura ambiente. Os
cortes foram submetidos a trés banhos consecutivos em PBS durante 5
minutos cada (BARBOSA et al, 1985). Apdés secagem dos cortes com papel
absorvente, os sitios de ligacdo inespecifica foram bloqueados incubando a
lamina por 30 minutos com soro normal de cabra diluido 1:40 em PBS, em
camara umida a temperatura ambiente. Posteriormente, as laminas foram
secadas e incubadas com anticorpo primério (anti-7’ cruzi produzido a partir

de um coelho imunizado com a cepa Y do 7. cruzi, dilui¢cdo 1:500 em PBS e soro
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albumina bovina-BSA 1%) em caAmara umida, na estufa, a 37°C, por 1 hora.
Seguiram-se trés banhos de 5 minutos cada, em PBS. As bordas dos cortes
foram novamente secadas e cobertas com anticorpo secundario aplicado (anti-
IgG de coelho produzido em cabra diluido a 1:200). A seguir, as laminas foram
incubadas em camara imida por 30 minutos e submetidas novamente a trés
banhos de PBS, 5 minutos cada. Em seguida, foi aplicado o complexo
peroxidase-antiperoxidase (PAP diluido 1:250 em PBS/albumina 0,1%). As
laminas foram incubadas por 30 minutos, em camara umida, a temperatura
ambiente, seguindo-se trés banhos de PBS, 5 minutos cada.

A revelacéo foi feita por meio de incubacido em solucido de DAB (50mg de
diaminobenzidina em 250ml de PBS e 500ul de peréxido de hidrogénio 30%)
durante 5 minutos. Para interromper a reagdo, os cortes foram lavados em
agua corrente durante 5 minutos e contra corados com hematoxilina de Harris
por 8 segundos. Prosseguiu-se com a lavagem dos cortes por 5 minutos e
desidratacdo progressiva em concentracdes crescentes de 4lcool (70%, 80%,
90%, 100%), diafanizacdo em xilol e montagem com Entellan para pesquisa de
ninhos de amastigotas ou antigenos de 7. cruzi.

Em cada bateria de imuno-histoquimica foi incluida, como controle da
reacdo, dois cortes obtidos de coracdo de um cdo infectado e de outro nio
infectado, eutanasiados, para avaliacdo de fase aguda. Um deles foi1 usado
como controle positivo e o outro como controle negativo no qual o antisoro
primério (anti-7] cruzi) foi substituido por PBS/albumina 0,1%.

Os ninhos ou amastigotas isoladas foram quantificados em 30 campos

microscépicos (aumento de 400X) em cada fragmento cardiaco.

5.5- Avaliacdo histopatolégica de fragmentos do coragao por meio das

técnicas de Hematoxilina-Eosina e Tricromico de Masson
5.5.1- Preparacio dos cortes histolégicos

Os fragmentos dos tecidos coletados e fixados em formol 10% tamponado
pH 7,2 foram desidratados em concentracoes crescentes de alcool, diafanizados
em xilol, embebidos e incluidos em parafina e posteriormente foram

submetidos a microtomia para a obtencéo de 3 cortes seriados na espessura de
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4um. Em seguida, foram desparafinizados em dois banhos de xilol, hidratados
em solucdes alcodlicas de concentracdes decrescentes de alcool (100, 90, 80 e

70%) e lavados em 4gua corrente por 5 minutos.
5.5.2- Técnica de Hematoxilina-Eosina (HE)

As preparagoes acima foram coradas pela hematoxilina, lavadas em agua
corrente e diferenciadas rapidamente em alcool acidulado; novamente lavadas
em agua corrente e corados pela eosina. Apds o ultimo processo de lavagem em
agua corrente, as laminas foram levadas até a estufa a 56°C para secagem,

posteriormente foram imersas em xilol e montadas com Entellan e laminula.
5.5.3- Técnica de Tricromico de Masson

Inicialmente as laminas contendo os fragmentos descritos acima foram
coradas pela hematoxilina, lavadas em agua corrente e coradas pela solugao
Sudam/fucsina acida. Posteriormente, foram lavadas em agua corrente e
imersas em uma solucdo de acido fosfotingstico/acido fosfomolibdico e
novamente lavadas. Em seguida, foram coradas pelo azul de anilina, lavadas
em Agua corrente, foram secas (em estufa), posteriormente foram imersas em

xilol e montadas com Entellan e laminula.

5.5.4- Analise semi-quantitativa da area ocupada por inflamacéo e

por colageno.

As laminas obtidas foram analisadas ao microscopio 6ptico, por dois
observadores, para a deteccdo da presenca de infiltrado de células adiposas,
infiltrado inflamatério e tecido conjuntivo (fibrose). Os resultados foram

descritos utilizando os seguintes parametros: (0) ausente, (1) raros, (2) discreto

+, (3) moderado ++, (4) intenso +++ e (5) muito intenso.
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5.6- Avaliacdo da variabilidade intraespecifica dos isolados de
Trypanosoma cruzi obtidos de cies inoculados com as cepas Be-78, Y ou
ABC pelas técnicas de isoenzimas, RAPD, rDNA, e do gene mitocondrial
coIn

5.6.1- Perfil eletroforético de isoenzimas (Zimodema)

A massa Uumida de parasitos foi descongelada em banho de gelo e
submetida a lise osmética em estabilizador enzimético (Ditiotreitol - 2,0mM,
acido e-amino capréico - 2,0mM, EDTA, 2,0mM, pH 7,0), numa relacdo de
volume 1:1 (p/v). O lisado permaneceu por 20 minutos no gelo e em seguida foi
centrifugado a 4000rpm, durante 15 minutos, a 4°C. O sobrenadante (extrato
enzimético) foi armazenado em nitrogénio liquido, a —196°C. O sedimento foi
conservado a -70°C, e posteriormente o DNA total foi extraido.

As 1isoenzimas foram separadas por eletroforese horizontal, sob
refrigeracdo, em membrana de acetato-celulose (BEN-ABDERRAZAK et al.,
1993). Apés a corrida enzimdatica, foi aplicado sobre a membrana o revelador
especifico para cada enzima estudada. Os perfis eletroforéticos obtidos foram
fotografados. Foram estudados quatro sistemas enzimaticos: glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PD) [E.C.1.1.1.49]; glicose fosfato isomerase (GPI)
[E.C.5.8.1.9]; fosfoglucomutase (PGM) [E.C.2.7.5.1]; isocitrato desidrogenase
(IDH) [EC1.1.1.42].

5.6.2- Caracterizac¢do molecular (RAPD, rDNA, gene mitocondrial
CO1II)

5.6.2.1- Extracdao do DNA

A extracdo de DNA (WILLIAM et al, 1990 modificada) foi realizada a
partir do sedimento citado no item 5.6.1. O DNA foi extraido utilizando-se trés
etapas:

a) lise e digestdo celular: o sedimento foi diluido em 100ul de tampéo de
lise TE (pH 8,0 Tris-HC1 10mM, EDTA 10mM), com adi¢do de 10ul SDS 10% e
5ul de Proteinase K(20mg/ml) na proporcio de 100ug/ml e incubado por 12
horas, a 55°C, em banho-maria;

b) desproteinizacdo: foram realizadas duas extracdes fenélicas. O fenol

foi adicionado (v/v) e homogeneizado por 5 minutos, sendo em seguida
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centrifugado a 10.000rpm, por 7 minutos, a 4°C, com recuperacao da fase
aquosa. A seguir, no sedimento da primeira extracdo foram realizadas duas
extragoes com cloroférmio e alcool isoamilico. O sedimento foi homogeneizado
por 5 minutos e centrifugado a 10.000rpm, por 7 minutos, a 4°C, sendo a fase
aquosa recuperada.

c) para a precipitacio do DNA, foi adicionada a fase aquosa uma
solucdo de acetato de sédio 3M na propor¢io 1/10 e 2,5X de etanol absoluto
gelado. A seguir, os tubos foram mantidos por duas horas a —70°C,
centrifugados a 10.000rpm, por 15 minutos, a 4°C. O DNA extraido foi lavado
duas vezes com 500ul de etanol 70 gelado e centrifugado a 10.000rpm por 15
minutos a 4°C. Posteriormente foi re-suspendido em 100ul de adgua milli-Q
estéril e estocado a —20°C.

As amostras de DNA foram quantificadas em espectrofotometro a 260nm
e o grau de pureza das amostras determinado pela relacao das absorbancias a
260/280nm. A concentracdo aproximada do DNA total foi determinada com

auxilio da férmula:

Leitura a 260nm x Fator 50 x Fator da diluicdo
Concentracdo DNA = 1000 = ug/ul

A concentracdo final de cada amostra de DNA foi ajustada para 3ng/ul e as

amostras foram estocadas a 4°C.

5.6.2.2- RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA)

A amplificacdo aleatdéria do polimorfismo do DNA em 7. cruzi foi
realizada segundo Steindel et al (1993) com algumas modificacées. Cada
reacdo foi realizada em um volume final de 10ul, contendo 10mM (pH 9,0),
0,1% Triton X-100 (Promega, Madison, WI, USA), 1,5mM MgClz, 125uM de
cada ANTP (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA), 1,0 unidade de Taqg DNA
polimerase, 6,4pmoles do iniciador, 3ng do DNA total e coberto com 20ul de
6leo mineral. A amplificagdo seguiu o seguinte protocolo: desnaturacao inicial
de 95°C por 5 minutos, seguida de dois ciclos térmicos para anelamento,
alongamento e desnaturacgao respectivamente, a 30°C por 2 minutos, 72°C por
1 minuto e 95°C por 30 segundos e 33 ciclos com temperatura de anelamento a
40°C e, extensao final a 72°C por 5 minutos. A PCR foi realizada num
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termociclador MdJ Research PTC-100. Para a realizacdo desta reacdo foram
utilizados quatro oligonucleotideos iniciadores: 3302 (5-CTGATGCTAC-3),
AGT11-F (5-GACTCCTGGAGCCCG-3), M-13F (5-GTTTTCCCAGTCACGAC-3) e
AGT11-R (5-TTGACACCAGACCAACTGGTAATG-3).

Apbs a amplificacdo, 5ul da reagao de PCR foram misturados a 5ul de
tampdo da amostra (0,25% de Azul de Bromofenol, 0,25% de Xilenocianol e
30% de glicerol) e submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida a 5%. Foi
utilizado o marcador de peso molecular 1Kb (Promega, Madison, WI, USA). A
corrida foi a 100 Volts (30mA) por aproximadamente trés horas.

Posteriormente, o gel foi corado pela prata e fotografado.
5.6.2.3- Amplificac¢ido da regido 3’ do gene rDNA 24 Sa

Para a amplificagdo do dominio divergente do gene ribossomico rDNA
24Sa, a reacado foi processada em um volume final de 25ul contendo 10mM
Tris-HCl (pH 9,0), 50mM KCl, 3,5mM MgCls (Promega), 0,625 unidades de
Taq DNA polimerase (Promega), 0,1% Triton X-100 (Buffer B, Promega);
02mM de cada dNTP, 0,25uM  dos iniciadores  D71: (3"
AAGGTGCGTCGACAGTGTGG-5) e D72: (3"TTTTCAGAATGGCCGAACAGT-
5), 3ng/ul de DNA de cada amostra. A PCR foi realizada em um termociclador
MJ Research PTC-100. Foi utilizado o seguinte protocolo de amplifica¢do: 30
ciclos com desnaturacio inicial a 94°C por 1 minuto, um outro passo de
desnaturacao por 30 segundos, anelamento a 60°C por 30 segundos e extensao
a 72°C por 30 segundos. O produto amplificado foi analisado apds eletroforese
em gel de poliacrilamida a 6% corado pela prata (SOUTO et al., 1996).

A visualizacao do fragmento de 125pb indica que a populacgao de 7. cruzi
pertence a Linhagem 1 (7. cruzi II), do fragmento de 110pb, a Linhagem 2 (7!

cruzi I), ou de ambos fragmentos, Linhagem 1/2.

5.6.2.4- PCR - gene Mitocondrial Citocromo Oxidase subunidade II
(COID

Para a amplificacao da regido génica que compreende a subunidade II da
enzima mitocondrial Citocromo Oxidase (CO II) de 7. cruzi, o DNA das cepas

parentais (Be-78, Y e ABC) e também dos isolados do parasito obtidos de cies
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inoculados com 2000 T'S ou 4000 T'S das cepas acima foi submetido a uma PCR
contendo 10mM Tris-HCI pH 8,8, 25mM KCI, 3,5mM MgCls, 1,0 unidades Tagq
DNA Polimerase (Promega), 250mM de cada dNTP, 0,3mM dos iniciadores
externos TcMit21 (5-TTGTAATAGGAGTCATGTTT-3) e TcMitl0 (5™-
CCATATATTGTTGCATTATT-3), 3ng de DNA total e quantidade de H20
Milli-Q estéril suficiente para 15ul. Os ciclos de amplificagao da PCR
consistiram de uma desnaturacéo inicial a 94°C por 5 minutos, um outro passo
de desnaturacao por 45 segundos, anelamento por 45 segundos e extensao por
um minuto, num total de 40 ciclos. Apds a amplificacdo pela PCR, os amplicons
foram digeridos com a enzima de restrigdo A/ul por 16 horas, e os fragmentos
gerados foram visualizados em gel de poliacrilamida a 6% corado pela prata.
Os fragmentos de 30, 81 e 264pb sdo relacionados ao grupo mitocondrial A (7!
cruzi 1), os fragmentos de 81 e 212pb sdo indicadores das cepas relacionadas ao
grupo C (7. cruzi II) e os fragmentos de 81 e 294pb, indicando o grupo
mitocondrial B, (7 cruzi I1I ou cepas hibridas) (AUGUSTO-PINTO, 2003).

5.7- Analise dos dados

Os parametros temperatura e peso corporal foram analisados pelo teste
One-way ANOVA (nonparametric) e as diferencas entre grupos, pelo teste
Tukey. Os dados obtidos pelas técnicas de hemocultura e PCR em sangue
foram comparados pelo teste do Chi-Quadrado de Fisher e de McNemar. Os
dados histopatolégicos (avaliados semi-quantitativamente) foram analisados
através do teste de Kuskal-Wallis (SNEDECOR & COCHRAN, 1989). A
analise estatistica fol conduzida com o apoio instrumental do software Prism
4.0 for Windows, versdo 4.0. O intervalo de confianca foi de 95% em todos os
testes realizados e diferenca estatistica foi considerada em p < 0,05.

A analise dos perfis de bandas obtidas pela técnica de RAPD foi feita
visualmente. Os fenogramas foram construidos fundamentados no nimero de
bandas compartilhadas. Os padrées observados foram inseridos manualmente
no computador e submetidos a analise de propor¢io de bandas compartilhadas
entre as populacdes do 7. cruzi pelo programa 7Treecon (VAN DE PEER & DE
WACHTER, 1994). O programa analisa os dados em comparacdes de pares em
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n (n-1)/2 fornecendo o numero total de bandas e a proporcio de bandas
compartilhadas por cada par e, no final, para todos os pares. No programa
Treecon foi utilizada a medida de distancia genética e o método da Média
Aritmética ndo Ponderada — UPGMA (Unweighted Pair-Group Method
Analysis). Foi realizada uma anélise de compartilhamento de bandas

utilizando o programa DNA-POP (PENA & NUNES, 1990).
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6. RESULTADOS

6.1- Dados clinicos dos cdes avaliados durante 24 meses apods a infecgao
pelo Trypanosoma cruzi

Os animais foram avaliados diariamente durante a fase aguda da
infeccdo com o objetivo de detectar alteracdes clinicas e comportamentais
relacionadas a doenga de Chagas, porém apenas dois animais inoculados com a
cepa Y apresentaram quadro de tristeza e apatia, nos demais nao foi observada
nenhuma alteragio que se destacasse. Nenhuma morte foi registrada ao longo
de todo periodo de avaliacéo.

A temperatura corporal registrada nas fases aguda e cronica da infec¢ao
ocorreu de maneira irregular, variando entre 38,3°C e 40,5°C. Nao foram
observadas alteragoes significativas entre os registros da temperatura dos
animais infectados, independente da cepa e do tamanho do inéculo, e o dos
animais do grupo CNI.

Durante a fase aguda (30 dias apés a inoculacdo) foi observada uma
variacdo de peso corporal significativa entre os animais inoculados com 4000
TS das cepas Be-78, Y ou ABC e os animais do grupo CNI. Entre aqueles
animais inoculados com as cepas Be-78, Y ou ABC, 0%(0/8), 50%(4/8) e 62,5%
(5/8) perderam peso, respectivamente (Grafico 1A). Por outro lado, todos os
animais que evoluiram para a fase cronica da infeccdo tiveram aumento de
peso corporal. Desta maneira, o ganho de peso dos animais infectados foi
similar aos dos animais do grupo CNI apés 24 meses da inoculacdo (Grafico
1B).

Entre os animais pertencentes aos grupos infectados com 2000 TS das
cepas Be-78 ou Y e os animais do grupo CNI, também foram observadas
diferencas significativas na variacao de peso corporal, durante a fase aguda da
infeccdo. Destes, apenas 20% (1/5) e 0% (0/5) dos animais inoculados com as
cepas Be-78 ou Y perderam peso corporal até 30 dias apdés a inoculacio,
respectivamente. Porém, na fase crénica (24 meses apés a infeccéo) o ganho de

peso entre os animais infectados e os animais do grupo CNI foi semelhante.
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Grafico 1 — Andlise comparativa da variacdo de peso registrada apds: A) 30
dias e B) 24 meses da inoculacdo de 24 cdes Beagle com 4000 tripomastigotas
sangiiineas das cepas Be-78, Y ou ABC do 7Trypanosoma cruzi, e dos oito
controles nao-infectados. No grafico A, os dados circulados em vermelho
representam os animais avaliados por 24 meses também mostrados em B.
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6.2- Parasitismo sangiiineo

6.2.1- Exame de Sangue a Fresco (ESF)

O T. cruzi foi detectado no sangue periférico de todos os animais
inoculados com 4000 TS e avaliados por 24 meses. Entretanto, o nimero de
testes necessarios para a deteccdo do parasito foi variavel entre os animais
inoculados com as diferentes cepas (Tabela 1). A freqiiéncia de testes positivos
das Hc realizadas nos animais inoculados com a cepa ABC foi
significativamente superior a dos animais inoculados com as cepas Be-78 ou Y.
Os parasitos foram detectados entre 19 a 30, 13 a 21 e 13 a 30 dias apds a
inoculacdo com as cepas Be-78, Y ou ABC, respectivamente (Tabela 1).

Os animais inoculados com 2000 T'S das cepas Be-78 ou Y apresentaram
positividade do ESF inferior a observada nos animais inoculados com 4000 TS.
Assim, 80% (4/5) e 60% (3/5) dos cdes inoculados com as cepas Be-78 ou Y,
respectivamente, apresentaram este teste positivo. Além disso, fol necessario
realizar um numero maior de testes para detectar o parasito nestes animais.
Contudo, para os cides inoculados com a cepa Be-78 a proporcdo de testes
positivos em relacdo ao total realizado foi de 1/9 e para os inoculados com a
cepa Y foi de 1/12,5, sendo, esse, significativamente maior em relacdo aos
realizados nos animais inoculados com 4000 TS da cepa Y (Tabela 1). A
freqiiéncia dos ESF foi de 11% e 8% para os caes inoculados com as cepas Be-
78 ou Y, respectivamente, sendo a significativamente inferior, apenas, a
observada para os animais inoculados com 4000 TS da cepa Y. O tamanho do

in6culo néo interferiu no periodo em que o parasito foi detectado (Tabela 1).
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Tabela 1 — Resultados dos exames de sangue a fresco realizados durante a fase
aguda da infeccdo de 22 cades Beagle inoculados com 4000 trypomastigotas
sanguineas das cepas Be-78, Y ou ABC; ou com 2000 TS das cepas Be-78 ou Y do
Trypanosoma cruzi.

Inéculos
4000 TS 2000 TS
Fase aguda Cepas do Trypanosoma cruzi
Be-78 Y ABC Be-78 Y
n=4 n=4 n=4 n=5 n=5
ESF + (%+) 4 (100) 4 (100) 4 (100) 4 (80) 3 (60)
ESF+/ ESF total 15/80 21/802 59/80* 11/100 8/100"
(%) (18,7 (26,2) (73,7) (11,0) (8,0)
ESF+/ESF total 1/5,3 1/3,82 1/1,4* 1/9 1/12,5b
Periodo de positividade  192- 302 13¢- 2]¢ 132- 30¢ 162- 290 120- 200

Nota: ESF +: exame de sangue a fresco positivo; (% +) percentagem de testes positivos. Periodo de
avaliagdo: 102 ao 30° dia apés a inoculacdo. * p < 0,05 diferenca significativa quando
comparado os resultados dos ESF realizados nos animais infectados com a cepa ABC aos
inoculados com as cepas Be-78 ou Y, e 2 , ®» p < 0,05 diferenca significativa quando
comparado os resultados dos ESF realizados nos animais infectados com a cepa Y 4000 TS e
2000 TS.

6.2.2- Hemocultura

Todos os animais inoculados com 4000 TS apresentaram hemocultura
positiva, durante a fase aguda (30 dias apés a inoculacdo). Entre os animais
inoculados com 2000 TS das cepas Be-78 ou Y foi observada uma positividade
de 100% (5/5) e 60% (3/5), respectivamente.

Durante a fase cronica da infeccdo 100% dos animais inoculados com as
cepas Be-78 ou ABC apresentaram pelo menos uma Hc positiva, enquanto
apenas um dos quatro animais inoculados com a cepa Y apresentou este teste
positivo. Além disso, a freqiiéncia de testes positivos, em dois anos de avaliacido
foi similar entre os animais inoculados com as cepas Be-78 (75%) e ABC
(62.5%), sendo, portanto, significativamente menor (6,2%) naqueles inoculados
com a cepa Y (Tabela 2).

Considerando todas as Hc positivas, realizada nos cies inoculados com
4000TS, 61% (14/23) foram realizadas no primeiro e 39% (9/23), no segundo
ano apods a inoculacdo dos caes, mostrando um decréscimo da positividade dos

testes com a evolugdo da doenca. Curiosamente, este decréscimo foi observado
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apenas nos animais inoculados com a cepa ABC. Nesses cées, 87,56% (7/8) das
hemoculturas positivas foram realizadas no primeiro ano de avaliacdo. No
segundo ano, a positividade foi significativamente menor (p=0,038), onde
apenas 37,5% (3/8) das Hc foram positivas. Por outro lado, a positividade dos
testes das Hc realizadas nos animais inoculados com a cepa Be-78 foi similar
durante os dois anos de avaliacdo, e nos caes inoculados com a cepa Y a
maioria dos testes foram negativos durante os dois anos de avaliagao.

A positividade das hemoculturas realizadas durante a fase crénica da
infeccdo, nos animais inoculados com 2000 TS da cepa Be-78, foi
significativamente maior em relacéo aos inoculados com a cepa Y (Tabela 2). A
percentagem de positividade cumulativa de Hc positivas foi significativamente
superior nos exames realizados nos animais inoculados com a cepa Be-78 (85%)
em relacdo aos inoculados com a cepa Y (5%). Estes dados foram concordantes
com os obtidos entre os animais inoculados com 4000 TS das cepas Be-78 ou Y,
respectivamente (Tabela 2). Considerando todas as Hc positivas 94,4% foram
observadas em animais inoculados com a cepa Be-78 e apenas 5,6% com a cepa
Y. Destas, 50% (9/18) foram realizadas no primeiro e 50% (9/18) no segundo
ano apo6s a inoculacdo dos cades, nido sendo observado decréscimo da
positividade da Hec com a evolucdo da doenca. Estes resultados confirmam os
obtidos em animais inoculados com 4000 TS das cepas Be-78 ou Y, que também
nao mostraram diminui¢ao na positividade ao longo de dois anos.

O Grafico 2 mostra uma representagdo da positividade cumulativa das
Hc realizadas em caes Beagle, inoculados com as cepas Be-78, Y ou ABC do 7.

cruzi
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Tabela 2 — Resultados das hemoculturas realizadas durante a fase cronica
da infec¢ao pelo Trypanosoma cruzi em caes Beagle inoculados com 4000
formas tripomastigotas sangiiineas (T'S) das cepas Be-78, Y ou ABC; ou com
2000 T'S das cepas Be-78 ou Y.

Inéculos
. 4000 TS 2000 TS
Fase cronica Cepas do Trypanosoma cruzi
Be-78 Y ABC Be-78 Y
n=4 n=4 n=4 n=5 n=5
Hc + (%+) 4 (100) 125  4(100) 5(100)0 1 (20)"

Hc +/ total He 12/16 1/16 10/16 17/20 1/20
(%) (75) (6,2)" (62,5) (85) (5)*

Nota: Hc +: ne de hemocultura positiva; (% +): percentagem de testes positivos, (%):
percentagem de positividade cumulativa das hemoculturas, 2 p < 0,05 diferenca
significativa quando sdo comparadas as freqiiéncias das Hc positivas nos animais
infectados com a cepa Y em relacdo aos inoculados com as cepas Be-78 ou ABC.

100+

% Hemoculturas positivas

Be-78 Y ABC
Cepas

Grafico 2 — Percentagem cumulativa da positividade das
hemoculturas realizadas durante a fase cronica da
infeccdo em cdes da raca Beagle, inoculados
experimentalmente com 4000 ou 2000 Tripomastigotas
sangiiineas das cepas Be-78, Y ou ABC do 7rypanosoma
cruzi.

Nota: * p < 0,05 — diferenca significativa quando sdo comparadas as

freqiiéncias das Hc positivas nos animais inoculados com a cepa
Y em relagdo aos inoculados com as cepas Be-78 ou ABC.
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Durante a fase cronica da infecgao foram realizadas 88 hemoculturas em
22 animais, sendo observada uma taxa de positividade de 46,6% (41/88). As
hemoculturas foram examinadas mensalmente até 120 dias. Entretanto, foi
observado que 97,7% dos resultados positivos foram comprovados entre 30 e 60
dias, apenas 2,3% (2/88) do total tiveram sua positividade comprovada aos 90 e
nenhuma aos 120 dias.

As amostras de sangue foram semeadas em dois tubos distintos
(leucécitos e hemdcias) e apresentaram positividade variada. A anélise
cumulativa do nimero de tubos positivos demonstrou, de uma maneira geral,
maior sensibilidade para os tubos de leucdcitos em relagdo aos de hemaécias
para as trés cepas. Entretanto, o parasito foi evidenciado, com freqiiéncia
significativamente maior, nos tubos contendo leucoécitos apenas entre os
exames realizados nos animais inoculados com 4000 TS da cepa Be-78 (Grafico

3).
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Grafico 3 — Percentagem cumulativa da positividade dos tubos contendo
leucocitos e hemacias, realizados em 22 caes Beagle inoculados com 4000
formas tripomastigotas sangiiineas (T'S) das cepas Be-78, Y ou ABC; ou com

2000 TS das cepas Be-78 ou Y do 7Trypanosoma cruzi e avaliados por 24 meses.
Nota: *,**p < 0,05 - representam diferencas significativas.
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Foi observada uma variacdo entre as percentagens de Hc positivas
realizadas nos animais inoculados com as diferentes cepas do 7. cruzi, e
também, entre os animais inoculados com uma mesma cepa. Assim, entre as
Hc realizadas nos animais inoculados com a cepa Be-78, o indice de
positividade variou de 50% a 100%, sendo o parasito detectado ao longo de todo
periodo de avaliacdo. Nas Hc realizadas nos caes inoculados com a cepa ABC, a
positividade variou de 25% a 100% e foram mais positivas quando realizadas
no primeiro ano de infec¢do. Das Hc realizadas nos animais inoculados com a
cepa Y, apenas duas foram positivas aos 12 meses apds a inoculacéo.

A parasitemia dos animais foi avaliada também pela analise do nimero
de tubos positivos em relagdo ao nimero total de tubos semeados, ou seja, dois
tubos por He, sendo correlacionado com o numero de He positivas por animal.
Foi observado 0 a 1 tubo positivo por animal em 41% (9/22) deles, 2 a 4 tubos
positivos em 32% (7/22) e, 5 ou mais tubos positivos em 27% (6/22). O Grafico 4
mostra a freqiiéncia de tubos e Hc positivas entre os animais infectados com as
diferentes cepas e inéculos (4000TS e 2000TS). O Grafico 4A mostra a
freqiiéncia de tubos positivos e o nimero de Hc positiva entre aquelas Hc
realizadas nos animais inoculados com as diferentes cepas. Nao foi observada
diferenca entre o ntimero de tubos (n=32) e de Hc (n=16) positivas realizadas
nos animais inoculados com 4000 TS das cepas Be-78 (Tubos14/32 e Hc12/16)
ou ABC (Tubosl6/32 e Hcl0/16, respectivamente), as quais foram
significativamente superiores (p<0.00I) a freqiiéncia de positividade observada
entre os animais inoculados com a cepa Y (Tubos1/32 e Hc1/16). De maneira
similar, foi observado nos animais inoculados com 2000 TS das cepas Be-78 ou
Y, o mesmo padrao de freqiiéncia de positividade dos tubos e Hc observada nos

animais inoculados com 4000 TS das cepas Be-78 ou Y. (Grafico 4B).
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Grafico 4 — Freqiiéncia de tubos e de hemoculturas
positivas realizadas durante a fase cronica da
infeccdo pelo Trypanosoma cruzi em caes Beagle
inoculados com (A) 4000 formas tripomastigotas
sanguineas das cepas Be-78, Y ou ABC, ou com (B)
2000 TS das cepas Be-78 ou Y.
Nota: * p < 0,05 — diferenga significativa quando sé&o
comparados os resultados das Hc realizadas nos animais

inoculados com a cepa Y com os inoculados com as cepas
Be-78 ou ABC.
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Na Tabela 3 encontram-se os dados correspondentes a classificacdo dos
animais de acordo com o nivel parasitémico. Este nivel foi evidenciado pelo
numero de tubos positivos em relacdo ao nuimero total de tubos semeados e
realizados seriadamente por animal.

Entre os animais inoculados com 4000 TS da cepa Be-78 ou ABC, 100% e
50% respectivamente, apresentaram média parasitemia (2 a 4 Tubos
positivos). Enquanto, 100% dos inoculados com a cepa Y apresentaram baixa
parasitemia (0 a 1 tubo positivo). Em dois animais inoculados com a cepa ABC
foi detectada alta parasitemia (acima de 5 tubos positivos). Curiosamente, em
avaliacdo analoga, os animais inoculados com 2000 TS da cepa Be-78
apresentaram 20% (1/5) e 80% (4/5) de parasitemia média e alta,
respectivamente. Enquanto os animais inoculados com 2000 TS da cepa Y
tiveram 100% de parasitemia baixa, semelhante aos animais inoculados com
4000 TS.

Em conjunto, os 22 animais foram distribuidos de maneira homogénea
nos trés niveis parasitémicos, ou seja, 9/22, 7/22 e 6/22 apresentaram

parasitemia baixa, média e alta, respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3 — Classificacdo dos 22 cies da raca Beagle infectados com
4000 formas tripomastigotas sangiiineas (TS) das cepas Be-78, Y ou
ABC; ou com 2000 TS das cepas Be-78 ou Y do 7rypanosoma cruzi,
avaliados durante 24 meses de infeccdo, de acordo com o nivel
parasitémico.

Classificacdo dos animais de acordo com o nivel parasitémico

Cepas Baixa Média Alta
(ne de cies) (0altubo+) (2a4tubos+) (5ou mais tubos +)

Be-78 (n=4) 0 4 0

4000 TS Y (n=4) 4 0 0
ABC (n=4) 0 2 2

2000 TS Be-78 (n=5) 0 1 4
Y (n=5) 5 0 0

Total (n=22) 9 7 6

Nota: +: positivo.
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6.2.3- Reagdo em Cadeia da Polimerase

Os resultados obtidos com a reacdo de PCR demonstraram que essa
técnica possui alta sensibilidade em detectar o KDNA do 7’ cruzi no sangue dos
animais infectados com diferentes cepas. Durante a fase aguda da infeccdo (30
dias apés a inoculacdo) a presenca do kDNA foi detectada em 11(91,7%) das 12
amostras de sangue obtidas dos animais inoculados com 4000 TS das cepas Be-
78, Y ou ABC. Apenas uma amostra obtida de um animal inoculado com a cepa
ABC apresentou PCR negativa mesmo apos seis repeti¢oes da reagio. Entre os
animais inoculados com 2000 TS foram observados 100% de positividade da
PCR.

Durante a fase cronica, o kDNA do 7' cruzi foi detectado em 40 (83.3%)
das 48 amostras de sangue obtidas dos animais inoculados com 4000 TS das
diferentes cepas. A PCR foi positiva pelo menos em uma amostra de sangue de
cada animal avaliado e a freqiiéncia de positividade da técnica foi variavel.
Nao foi observada diferenca significativa na positividade dos testes realizados
nas amostras de sangue coletadas dos animais inoculados com as cepas Be-78
(100%) e ABC (93,7%). Entretanto, esses indices foram significativamente
maiores em relacdo aqueles (56,3%) observados nos animais inoculados com a
cepa Y (Tabela 4). Considerando todas as PCR positivas, 52,5% foram
realizadas no primeiro e 47,5%, no segundo ano apés a inoculagio dos céies,
mostrando uma estabilidade na positividade dos testes ao longo da fase créonica
da infeccao.

Nas amostras de sangue coletadas nos animais inoculados com 2000 TS
das cepas Be-78 ou Y o kDNA do 7! cruzi foi evidenciado em 24 (60%) das 40
amostras coletadas. A PCR fol negativa em todas as quatro reacoes realizadas
em um animal inoculado com a cepa Y, os demais apresentaram pelo menos
um teste positivo. As taxas de positividade das reacoes de PCR realizadas nos
animais inoculados com as cepas Be-78 ou Y, durante a fase cronica da
infeccdo, foram de 90% (18/20) e 30% (6/20), respectivamente. Esses resultados
foram similares aos observados nos animais inoculados com 4000 TS das

respectivas cepas (Tabela 4). Considerando todas as PCR positivas, 50% foram
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realizadas no primeiro e 50%, no segundo ano apdés a inoculacdo dos céaes,

confirmando os dados apresentados acima.

Tabela 4 — Resultados das reacoes de PCR realizadas durante a fase cronica
da infeccao pelo 7Trypanosoma cruzi em caes Beagle inoculados com 4000
formas tripomastigotas sangiiineas (TS) das cepas Be-78, Y ou ABC; ou com
2000 TS das cepas Be-78 ou Y.

Inéculos
Fase cronica 4000 TS 2000 TS
Cepas do Trypanosoma cruzi

Be-78 Y ABC Be-78 Y

PCR + (% +) n=4 n=4 n=4 n=5 n=5
° 4 (100) 4(100) 4 (100) 5(1000  4(80)

PCR +/ total PCR 16/16 9/16 15/16 18/20 6/20
(%) (100) (56,3)" (93,7) (90) (30)*

Nota: PCR +: ne de PCR positivas; (%+): percentagem de reacdes positivas, (%): percentagem
de positividade cumulativa das PCR, *p < 0,05 diferencga significativa quando sio
comparadas as freqiiéncias das PCR positivas nos animais infectados com a cepa Y em
relacdo aos inoculados com as cepas Be-78 ou ABC.

O Grafico 5 mostra uma representacio da positividade das reacoes de
PCR realizadas em caes Beagle, inoculados com as cepas Be-78, Y ou ABC do
T. cruzi, sendo observado 95%, 43% e 93,7% de positividade, respectivamente.

Durante a fase cronica da infeccdo foram realizadas 88 PCR em 22
animais, sendo observada uma taxa de positividade de 72,7% (64/88). As
reacoes negativas foram repetidas seis vezes (trés extracdes e duas
amplificacdes de cada extracio). Os resultados obtidos pela PCR também
demonstraram heterogeneidade na positividade entre os grupos de animais
inoculados com cepas distintas, e entre os animais inoculados com uma mesma
cepa.

A Figura 1 é representativa da amplificagdo do kDNA do 7. cruzi pela
PCR especifica realizada no sangue de caes DBeagle infectados

experimentalmente com diferentes cepas do 7. cruzi, e avaliados por 24 meses.
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Grafico 5 — Percentagem cumulativa da positividade
das reagoes de PCR realizadas, durante a fase cronica
da  infeccio, em cies Beagle, infectados
experimentalmente com 4000 ou 2000 formas
tripomastigotas sangliineas das cepas Be-78, Y ou
ABC do Trypanosoma cruz.

Nota: * p < 0,05 — diferenca significativa quando comparada as

freqiiéncias de PCR positivas nos animais inoculados com a
cepa Y em relagdo aos inoculados com as cepas Be-78 ou

Cepa Y 4000 TS
Bg 15 Bg 16 Bg 17 Bg 18
A A A A
s N7 N N A

PM C 1M 6M 12M 18M 24M 1M 6M 12M 18M 24M 1M 6M 12M 18M 24M1M 6M 12M 18M 24M C+ B

330

Figura 1 — Gel de poliacrilamida 6% representativo de amostras amplificadas
pela PCR do kDNA do 7rypanosoma cruzi realizada em amostras de sangue
de cdes Beagle (Bg) infectados experimentalmente com 4000 formas
tripomastigotas sangiiineas (TS) da cepa Y durante as fases aguda e cronica
da infeccio.

Nota: PM: Marcador de peso molecular 100pb; M — més; C— : controle negativo; C+: controle
positivo; B: branco.
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6.2.4- Comparacido entre os resultados obtidos pelas técnicas de
hemocultura (Hc) e PCR.

Durante a fase aguda da infeccdo, 91,6% das amostras obtidas dos
animais inoculados com 4000 TS foram positivas para Hc e PCR e 8,4%,
somente para He (Tabela 5). A positividade das He e PCR foi concordante em
80% nas amostras realizadas nos animais inoculados com 2000 TS e 20%
dessas amostras foram positivas apenas para a PCR (Tabela 6). Estes dados
indicam que os dois testes apresentaram sensibilidade similar nesta fase da
doenca.

Por outro lado, durante a fase cronica, 47,9% das amostras obtidas dos
animais inoculados com 4000 TS foram positivas para Hc e PCR; 35,4%,
apenas para PCR; e 16,7% foram negativos em ambos os testes (Tabela 5). A
positividade da PCR foi significativamente mais freqiiente em relacao a da He.
A sensibilidade da Hc em relacdo a PCR no primeiro e no segundo ano da
infeccdo dos caes inoculados com diferentes cepas foram 66,7% e 47,4%,
respectivamente; e a especificidade foi 100% (Tabela 5).

A tabela 6 apresenta os resultados das Hc e PCRs realizadas durante as
fases aguda e cronica da infeccdo de 18 caes Beagle com 4000 ou 2000
tripomastigotas sanguineas das cepas Be-78 ou Y do 7Trypanosoma cruzi.

A PCR foi mais sensivel em relacdo a Hc em detectar o 7. cruzi,
independente da cepa e do tamanho do inéculo. Os animais inoculados com a
cepa Y exemplificam este dado. Apenas dois dos nove animais inoculados com
4000 TS ou 2000 TS da cepa Y apresentaram Hc positiva na fase cronica da
infeccdo (dois testes positivos entre 36 realizados). Por outro lado, a PCR foi

positiva em oito desses animais (15 reacdes positivas em 36 realizadas).
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Tabela 5 — Comparacio entre os resultados das hemoculturas (He) e das PCR
em amostras de sangue (S-PCR) realizadas durante as fases aguda e cronica
da infecgao de 12 caes Beagle inoculados com 4000 tripomastigotas sanguineas
das cepas Be-78, Y ou ABC do 7Trypanosoma cruzi.

Hc+/PCR+
Hc+/PCR-
Hc— /PCR+
Hc— /PCR-

12 McNemar

Sensibilidade
He

Fase aguda

Comparacao entre He e S-PCR

Fase cronica

Total
(n=12)

12 ano
(n=24)

20 ano
(n=24)

Total
(n=48)

11 (91,6%)
1(8,4%)
0
0

NS

100%

14 (58,3%)
0
7(29,2%)
3 (12,5%)

P<0.05

66.7%

9 (37,5%) 23 (47,9%)

0 0
10 (41,7%) 17 (35,4%)
5 (20,8%) 8 (16,7%)
p<0.05 p<0.05
47.4% 57.6%

Nota: He+ hemocultura positiva; PCR+ reacdo em cadeia da polimerase positiva; - negativo.
p < 0,05 — diferenca significativa, quando a positividade da Hc e da S-PCR foi

comparada.

Tabela 6 — Comparacéo entre os resultados das hemoculturas (Hc) e das PCR em
amostras de sangue (S-PCR) realizadas durante as fases aguda e crénica da infeccio
de 18 caes Beagle inoculados com 4000 ou 2000 tripomastigotas sanguineas das cepas

Be-78 ou Y do Trypanosoma cruzi.

Comparacéao entre Hec e S-PCR

Fase aguda

Fase cronica

2000TS  4000TS 2000 TS Total 4000 TS Total
(n=10) (n=8) leano 2¢ano (n=40) leano  2°ano (n=32)
Hc+/PCR+ 8(80%)  8(100%) 9(45%) 7(35%) 16(40%) 7(44%) 6(37,5%) 13(41%)
Hc+/PCR—- 0 0 0 2(10%)  2(5%) 0 0 0
Hc—/PCR+ 2(20%) 0 3(15%) 5(25%)  8(20%) 6(37%) 6(37,5%) 12(37%)
Hc—/PCR- 0 0 8(40%) 6(30%) 14(35%) 3(19%)  4(25%)  7(22%)
12 McNemar
NS NS NS NS NS P<0.05 P<005 P<005
Sensibilidade 80%  100% 82%  583% 66,7 53,8% 50% 52%
He

Nota: He+ hemocultura positiva; PCR+ reagdo em cadeia da polimerase positiva; - negativo. p < 0,05—
diferenca significativa, quando a positividade da Hc e da S-PCR foi comparada.
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6.3- Parasitismo tecidual
6.3.1- PCR em tecidos cardiacos

Fragmentos de DNA do 7. cruzi foram detectados em 84,5% das reacoes
de PCR realizadas em amostras de tecidos dos atrios e ventriculos direito e
esquerdo, septo interventricular e ponta que foram obtidos de caes inoculados
com 4000 T'S das cepas Be-78, Y ou ABC do 7. cruzi. Considerando as diferentes
areas do coracdo, a PCR foi positiva em pelo menos trés amostras de cada
animal avaliado. Assim, em 75% (18/24), 87.5% (21/24) e 91.3% (21/23) dos
fragmentos cardiacos coletados dos animais inoculados com a cepa Be-78, Y ou
ABC respectivamente, a PCR foi positiva (Tabela 7). Nenhuma diferenca
significativa na positividade dos testes foi encontrada nas amostras de tecidos
dos animais inoculados com as diferentes cepas (Tabela 7).

De forma semelhante, a PCR foi eficaz na detec¢do do kDNA do 7. cruzi
nos tecidos cardiacos dos animais inoculados com 2000 TS das cepas Be-78 ou
Y, sendo observado 90% e 76,6% de testes positivos, respectivamente.

A Figura 2 é representativa da amplificagdo do kDNA do 7' cruzi pela
PCR especifica realizada nos tecidos cardiacos (atrios e ventriculos direito e
esquerdo, septo interventricular e ponta) de cdes infectados com diferentes

cepas do 7. cruzi, e avaliados por 24 meses.
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Tabela 7 — Resultados das reacoes de PCR realizadas em diferentes
dreas cardiacas (4trios e ventriculos direito e esquerdo, septo
interventricular e ponta) de cdes Beagle infectados com 4000 formas
tripomastigotas sanguineas (TS) das cepas Be-78, Y ou ABC; ou com
2000 TS das cepas Be-78 ou Y do 7Trypanosoma cruzi e eutanasiados
apo6s 24 meses da inoculacio.

4000 TS 2000 TS
Fragmentos Be-78 Y ABC Be-78 Y
cardiacos Ne PCR positiva/total de cies
AD 3/4 4/4 4/4 4/5 5/5
AE 2/4 2/4 4/4 5/5 2/5
VD 4/4 4/4 3/3 5/5 5/5
VE 2/4 4/4 3/4 4/5 4/5
SI 3/4 3/4 3/4 5/5 4/5
PTA 4/4 4/4 4/4 4/5 3/5
e Tt 1824/ 21/24/8)  21/23/4 27/30/5  23/30/5
(%+) 75 87,5 91,3 90 76,6

Nota: ne de frag +: ne de fragmentos positivos, %+: percentagem de positividade, AD:
atrio direito, AE: atrio esquerdo, VD: ventriculo direito, VE: ventriculo
esquerdo, SI: septo interventricular, PTA: ponta.
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Figura 2 — Gel de poliacrilamida 6% com os perfis dos produtos da
PCR especifica realizada com os iniciadores S35 e S36 em tecidos
do coracdo de cies Beagle (Bg) infectados experimentalmente com
2000 formas tripomastigotas sanguineas da cepa Y do
Trypanosoma cruzi, pela via intraperitoneal. Os fragmentos do
coracio foram obtidos apds a necropsia realizada na fase cronica da
infeccdo (24 meses). A banda de 330pb corresponde a amplificacio
do kDNA do parasito.

Nota: PM: peso molecular, B: branco, C—: controle negativo, C+: controle positivo,
AD: atrio direito, AE: atrio esquerdo, VD: ventriculo direito, VE: ventriculo
esquerdo, SI: septo interventricular, PTA: ponta. Caes Beagles: Bg 10,
Bgl1, Bgl2, Bg13 e Bgl4.



6.3.2- Avaliacdo do parasitismo cardiaco por meio da reacdo de
imuno-histoquimica (IMH) anti- 7. cruzi

O parasitismo tecidual foi quantificado em fragmentos cardiacos
submetidos a reacdo de imuno-histoquimica (IMH). Para esta quantificacdo
foram avaliados 30 campos microscopicos aleatérios, totalizando 720 campos
por grupo experimental. Nos fragmentos coletados dos animais necropsiados
na fase aguda da infecc¢do, o parasito foi detectado em pelo menos um dos
fragmentos cardiacos analisados de todos os animais.

Considerando o numero de fragmentos positivos por grupo, num
universo de 24 fragmentos, foi calculada a taxa de positividade por cepa. Desta
maneira foi obtida uma taxa de 95,8% (23/24) de positividade para os animais
inoculados com a cepa Be-78; de 70,8% (17/24) para os animais inoculados com
a cepa ABC e apenas (p<0,05) 29,2% (7/24) dos fragmentos obtidos dos cies
inoculados com a cepa Y apresentaram amastigotas isoladas ou em ninhos

(Tabela 8).

Tabela 8 — Distribuicdo da positividade da técnica de imuno-
histoquimica, realizada nos diferentes fragmentos cardiacos de
caes infectados com 4000 formas tripomastigotas sangliineas das
cepas Be-78, Y ou ABC do 7rypanosoma cruzi, durante a fase
aguda da infeccao.

Cepas do Trypanosoma cruzi

Fragmentos Be-78 Y ABC
cardiacos Ne de fragmentos positivos/ total de cies
AD 4/4 2/4 2/4
AE 3/4 0/4 2/4
VD 4/4 0/4 4/4
VE 4/4 3/4 4/4
SI 4/4 1/4 3/4
PTA 4/4 1/4 2/4
n° defrag+/Totalde frag  (23/24/4) (7/24/4) (17/24/4)
ltotal de caes
(%+) 95,8 29,2" 70,8

Nota: ne de frag +' ne de fragmentos positivos, %+: percentagem de
positividade, AD: atrio direito, AE: atrio esquerdo, VD: ventriculo direito,
VE: ventriculo esquerdo, SI: septo interventricular, PTA: ponta.
* p < 0,05 — diferenca significativa, quando a positividade da IMH
realizada em fragmentos cardiacos dos animais inoculados com a cepa Y
foi comparada a dos animais inoculados com as cepas Be-78 e ABC.
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A intensidade do parasitismo tecidual visualizado apds a realizacdo da
técnica de imuno-histoquimica variou entre os animais inoculados com as
diferentes cepas do 7. cruzi. Desta maneira, foram observadas 101 amastigotas
isoladas/720 campos e 183 ninhos de amastigotas/720 campos nos fragmentos
obtidos do coragao dos animais inoculados com a cepa Be-78. Nestes
fragmentos, a maioria dos ninhos de amastigotas estava integro, sem processo
inflamatério associado, sendo observada inflamacdo, principalmente, préoxima
as amastigotas isoladas (ninhos rompidos). Nos fragmentos dos tecidos dos
animais inoculados com a cepa Y, foi observado intenso processo inflamatoério e
escassos ninhos de amastigotas (4 ninhos/720 campos), porém, foi observado
um maior nimero de amastigotas isoladas (52 amastigotas/720 campos) ou
pequenos grupos de amastigotas associadas as células inflamatérias. Por outro
lado, o parasitismo no tecido cardiaco dos animais inoculados com a cepa ABC
mostrou padrio intermedidrio entre os inoculados com a cepa Be-78 ou Y, onde
foram observadas 20 amastigotas isoladas/720 campos e 53 ninhos/720 campos.
Tanto as amastigotas isoladas quanto os ninhos foram observados associados
ao processo inflamatério (Tabela 9, Figura 3).

Na fase cronica da infeccdo, foram realizadas analises imuno-
histoquimica a semelhancga das realizadas na fase aguda. Entretanto, nenhum
parasito foi observado nos fragmentos cardiacos dos animais eutanasiados

nesta fase da infeccéo (24 meses apés a inoculacio).
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Tabela 9 — Distribui¢cdo da intensidade do parasitismo tecidual, observado
apés a realizacdo da técnica de imuno-histoquimica, nos diferentes fragmentos
cardiacos de caes inoculados com 4000 formas tripomastigotas sangliineas das
cepas Be-78, Y ou ABC do 7Trypanosoma cruzi, durante a fase aguda da
infeccao.

Cepa do Trypanosoma cruzi

Fragmentos Be-78 Y ABC
cardiacos Parasitismo tecidual (Fase aguda)
Amastigotas Amastigotas Amastigotas
isoladas Ninhos isoladas Ninhos isoladas  Ninhos
AD 19 52 30 0 6 0
AE 16 18 0 0 4 4
VD 22 30 0 0 1 20
VE 13 30 21 3 2 5
SI 8 27 1 0 7 16
PTA 23 26 0 1 0 8
TOTAL 101 183 52 4 20 53

Nota: AD: atrio direito, AE: atrio esquerdo, VD: ventriculo direito, VE: ventriculo esquerdo, SI:
septo interventricular, PTA: ponta, A: amastigotas isoladas, N: ninhos de amastigotas.
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Figura 3 — Fotomicrografias do miocardio de cies Beagle infectados com 4000
formas tripomastigotas sangiiineas das cepas Be-78, Y ou ABC do 7Trypanosoma
cruzi e eutanasiados na fase aguda. Parasitismo’ A: ninhos de amastigotas ou
amastigotas isoladas (setas) com auséncia de processo inflamatério; B: processo
inflamatério intenso e auséncia de parasitismo; C: processo inflamatoério
moderado e amastigotas isoladas; D: amastigotas isoladas e discreto processo
inflamatério; E: ninho de amastigotas préximo a foco inflamatério; F: ninho de
amastigotas no contexto de um foco inflamatério; G: ninho de amastigotas e
auséncia de inflamacdo; H e I: amastigotas isoladas e inflamac¢io em torno.
Imuno-histoquimica Peroxidase Anti-Peroxidase (PAP). A, B e C: X 160; E:
X300; D, F, G, H e I: X1000.
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6.3.3- Comparacio entre os resultados obtidos pela Hemocultura, PCR
em amostras de sangue e de tecidos cardiacos (24 meses apés a
inoculagéo)

Os resultados obtidos pelas técnicas de He, PCR em amostras de sangue
(S-PCR) e de tecido cardiaco (T-PCR) realizadas pareadamente, 24 meses ap6s
a inoculacdo dos animais com 4000 TS das cepas Be-78, Y ou ABC (Gréfico 6),
mostraram maior positividade para a T-PCR em relacdo a Hec (p < 0,025).
Entretanto, nao foi observada diferenca significativa entre a Hc e S-PCR e nem
entre a S-PCR e T-PCR. A positividade dos trés testes foi1 100% para T-PCR,
66,7% para S-PCR e 33% para Hc. A sensibilidade da He em relacdo a S-PCR
foi 50%, da Hc em relacdo a T-PCR foi de 33,3% e da S-PCR em relacdo a T-
PCR foi de 66,7%. Estes resultados mostraram maior sensibilidade da T-PCR
(Tabela 10)

Todos os testes realizados em amostras obtidas dos animais infectados
com a cepa Be-78 mostraram freqiéncia de testes positivos similares,
mostrando maior correlacio entre os niveis de parasitos no sangue periférico e
no tecido cardiaco. Do mesmo modo, nos animais inoculados com a cepa ABC, a
positividade do S-PCR e T-PCR foi similar, mas os parasitos foram detectados
com freqiiéncia significativamente menor pela He (Gréfico 6). Por outro lado,
enquanto o parasitismo tecidual foi detectado em todos os animais inoculados
com a cepa Y pela T-PCR, o parasitismo sanguineo nao foi detectado em
nenhum animal avaliado pela Hc e S-PCR. De forma semelhante, os trés testes
realizados 24 meses apés a inoculacdo dos animais com 2000 TS das cepas Be-
78 ou Y, apresentaram o mesmo perfil observado para os animais inoculados
com 4000 TS das respectivas cepas. Desta maneira, o tamanho do inéculo nao

interferiu nos resultados (Grafico 6).
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Grafico 6 — Comparacio entre os resultados obtidos pela hemocultura
(Hc), PCR em amostras de sangue (S-PCR) e tecidos (T-PCR) realizados
apés 24 meses da infeccdo de 12 caes Beagle com 4000 tripomastigotas
sanguineas do 7rypanosoma cruzi (TS) das cepas Be-78, Y ou ABC, ou
10 caes Beagle inoculados com 2000 TS das cepas Be-78 ou Y.

Tabela 10 — Comparacéo entre os resultados obtidos pela hemocultura (He),
PCR em amostras de sangue (S-PCR) e tecidos (T-PCR) realizados apds 24
meses da inoculacao de 12 cides Beagle com 4000 tripomastigotas sanguineas
das cepas Be-78, Y ou ABC.

Fase cronica (24 meses ap6s a infeccio)
(%)Testes positivos

Hc+/S-PCR+/T-PCR+ 4/12 (33.3%)
Hc+/S-PCR-/T-PCR+ 4/12 (33.3%)
Hc /S-PCR+/T-PCR+ 8/12 (66.7%)
Hc/S-PCR-/ T-PCR+ 4/12 (33.3%)
Hc/S-PCR/ T-PCR- 0%

He x S-PCR Hc x T-PCR S-PCR x T-PCR
12 McNemar NS P<005 NS
Sensibilidade 50% 33.3% 66.7%

Nota: + positivo, - negativo. p < 0,05 — diferenca significativa, quando a positividade dos
testes de He e T-PCR realizados apdés 24 meses de infecgdo foram comparados.
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6.4- Avaliacdo histopatoldgica de fragmentos do coragdao por meio das
técnicas de Hematoxilina-Eosina (HE) e de Tricrémico de Masson

6.4.1. Fase aguda

Os fragmentos do coracdo (AD, AE, VD, VE, SI e PTA) foram avaliados
histologicamente utilizando as coloragbes HE e Tricromico de Masson.
Inicialmente, foram definidos os padroes histopatolégicos para cada parametro
avaliado (infiltracdo de células adiposas, inflamacdo e neoformacdo de
colageno). As Figuras 4, 5 e 6 sdo representativas da distribuicio normal,
discreta, moderada e intensa de células adiposas, inflamacio e neoformacio de
colageno, respectivamente.

O AD de 50% dos animais pertencentes ao grupo CNI apresentou grau
moderado para o parametro neoformacao de colageno. Nos demais fragmentos
cardiacos foram observados padroes histopatoldgicos compativeis com a
normalidade.

De uma maneira geral, os animais infectados com as diferentes cepas do
T. cruzi apresentaram alteragoes histologicas do tecido cardiaco para a maioria
dos parametros avaliados. Estas alterag¢ées foram significativamente maiores
em relagdo apenas ao grupo controle. Entre os grupos infectados, a analise
estatistica néo revelou diferencas significativas.

No Grafico 7 esta representada a percentagem de animais que
apresentaram distribuicdo de células adiposas normal, rara, discreta,
moderada ou intensa, detectada nas diferentes regiées do cora¢do dos animais
infectados com as cepas Be-78, Y ou ABC, e eutanasiados na fase aguda da
infec¢ao, comparativamente ao grupo controle. Nos animais inoculados com a
cepa Y, a presenca de infiltrado de c¢ adiposo foi detectada com maior
freqiiéncia nos diferentes fragmentos cardiacos avaliados. Esta diferenca foi
menos marcante nos animais inoculados com a cepa ABC em relacdo aos
animais inoculados com a cepa Y, sendo observado uma maior intensidade
apenas no AD. Nao foi observada diferenca significativa, no parametro
infiltrado de células adiposas, entre os animais inoculados com a cepa Be-78 e

os animais do grupo CNI.

58



O Grafico 8 mostra os resultados da avaliagdo do processo inflamatério
observados durante a fase aguda da infeccdo. Nesse parametro verificou-se
diferenca significativa entre os animais infectados com as cepas Y ou ABC e os
animais do grupo controle (p<0,05) em todos os fragmentos cardiacos
avaliados, enquanto, nos animais infectados com a cepa Be-78, esta diferenca
foi observada apenas no AD.

No Grafico 9 esta representada a percentagem de animais com
distribui¢do de colageno normal, rara, discreta, moderada, intensa ou muito
intensa, detectada nas diferentes regidoes do coracdo dos animais infectados
com as cepas Be-78, Y ou ABC, e eutanasiados na fase aguda da infecgao e dos
animais pertencentes ao grupo controle. Nesse parametro verificou-se
diferenca significativa entre os animais infectados com a cepa Y e os animais
do grupo controle (p<0,05) nos fragmentos AE e SI. Para os animais inoculados
com a cepa ABC, esta diferenca foi observada nos fragmentos VE, SI e PTA.

A analise estatistica comparativa entre os diferentes fragmentos de um
mesmo grupo de animais demonstrou diferenca significativa apenas entre os
fragmentos AD x VD (p<0,05) dos animais inoculados com a cepa ABC durante

a fase aguda da infeccdo em relacdo ao parametro inflamacio.

59



Figura 4 — Fotomicrografias padrdo do miocardio de caes Beagle
controle e infectados com diferentes cepas do 7rypanosoma cruzi,
eutanasiados durante a fase aguda. A: presenca de células adiposas
com distribuicdo periférica, observada principalmente nos atrios e
células adiposas distribuidas de forma: B: discreta, C: moderada e D:
intensa, no contexto do processo inflamatério. Hematoxilina-Eosina. A,

B e C: X600; D: X160.

60



Fase aguda

A Controle B Cepa Be-78
T 100 4 g — — — — — 100 1 g — — __ _ __
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I
AD AE VD VE SI PTA
Be-78 NS NS NS NS NS NS
Y # # # # # #
ABC # NS NS NS NS NS

# diferenca significativa em relag¢do ao grupo controle p < 0,05
NS: nao significativo
Teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis

Grafico 7 — Percentagem de cies Beagle que apresentaram presenca de
infiltrado de células adiposas nos diferentes fragmentos do coracio, A: grupos
controle e B, C e D: infectados com 4000 formas tripomastigotas sangliineas
das cepas Be-78, Y ou ABC do Trypanosoma cruzi, respectivamente. Os

animais foram eutanasiados na fase aguda da infecc¢éo.

Nota: AD: 4trio direito, AE: atrio esquerdo, VD: ventriculo direito, VE: ventriculo esquerdo,

SI: septo interventricular e PTA: ponta, (h=4 animais/grupo).
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Figura 5 — Fotomicrografias padrdo do miocardio de caes Beagle
controle e infectados com diferentes cepas do 7Trypanosoma cruzi,
eutanasiados durante a fase aguda. A: Miocardio normal; B: com
processo inflamatério discreto constituido predominantemente por
células mononucleadas, C: moderado e D: intenso. Hematoxilina-
Eosina, X600.
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Fase aguda

A Controle B Cepa Be-78
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ABC # # # # # #

# diferenca significativa em relagdo ao grupo controle p <0,056
NS: nio significativo
Teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis

Grafico 8 — Percentagem de caes Beagle que apresentaram processo
inflamatério nos diferentes fragmentos do coracdo, A: grupos controle e B, C e
D: infectados com 4000 formas tripomastigotas sangiiineas das cepas Be-78, Y
ou ABC do Trypanosoma cruzi, respectivamente. Os animais foram
eutanasiados na fase aguda da infeccao.

Nota: AD: atrio direito, AE: atrio esquerdo, VD: ventriculo direito, VE: ventriculo esquerdo, SI:
septo interventricular e PTA: ponta, (n=4 animais por grupo).
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Figura 6 — Fotomicrografias padrao do miocardio de caes Beagle
controle e infectados com diferentes cepas do 7rypanosoma cruzi,
eutanasiados durante a fase aguda. A: Padrao de distribuicdo de
colageno considerado normal observado em azul escassamente
distribuido em torno dos vasos e entre as fibras cardiacas,; B:
aumento discreto, C: moderado e D: intenso. Tricromico de Masson,
X160; “insert”: X600.
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Fase aguda

A Controle B Cepa Be-78
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# diferenca significativa em relagéo ao grupo controle p < 0,05
NS: néo significativo
Teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis

Grafico 9 — Percentagem de cies Beagle que apresentaram presenca de
colageno nos diferentes fragmentos do coracao, A: grupos controle e B, C e D:
infectados com 4000 formas tripomastigotas sangiiineas das cepas Be-78, Y ou
ABC do Trypanosoma cruzi, respectivamente. Os animais foram eutanasiados

na fase aguda da infeccao.
Nota: AD: atrio direito, AE: atrio esquerdo, VD: ventriculo direito, VE: ventriculo esquerdo, SI:
septo interventricular e PTA: ponta, (n=4 animais por grupo).
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6.4.2. Fase cronica

Nos animais pertencentes ao grupo CNI de fase cronica foram
observados padrées histopatolégicos compativeis com normalidade em relacéo
ao parametro fibrose (presenca de coldgeno) na maioria dos fragmentos, exceto
para o AD, onde 40% dos animais apresentaram grau moderado. A analise
semi-quantitativa dos seis fragmentos do coragido dos animais eutanasiados 24
meses apdés a infeccdo ndo revelou diferenca significativa em nenhum dos
fragmentos para o parametro presenca de tecido adiposo.

Nos fragmentos obtidos dos animais inoculados com a cepa Be-78, exceto
para o AD, foram observadas diferencas significativas no parametro presenca
de inflamac¢ao, quando comparados com os fragmentos cardiacos do grupo CNI.
Embora fosse encontrada diferenca significativa, a intensidade da inflamacéao
variou de discreta a moderada, sendo observado um padrio principalmente
focal, as vezes perivascular (Figura 7A), podendo apresentar-se difuso inclusive
com epicardite. Estes resultados foram opostos aos observados na fase aguda,
uma vez que, nesta fase da infecgdo, os fragmentos dos animais inoculados com
esta cepa, foram os Unicos que nao apresentaram diferenca significativa em
relacdo aos dos controles nesse parametro (Grafico 10).

A presenca de fibrose foi observada com maior intensidade nos
fragmentos dos animais pertencentes ao grupo infectado com a cepa Y (Figura
7B), menos intenso nos cdes infectados com a cepa ABC e discreta nos animais
inoculados com a cepa Be-78. Curiosamente, os animais inoculados com a cepa
Y apresentaram diferenca significativa no parametro inflama¢ido em todos os
fragmentos avaliados na fase aguda e foram os Unicos a apresentarem
diferenca significativa no parametro fibrose na fase cronica. Por outro lado, os
animais inoculados com a cepa ABC também apresentaram processo
inflamatério acentuado na fase aguda, porém, a andalise estatistica nio
mostrou diferenca significativa no parametro fibrose, em relacdo ao grupo
controle, na fase cronica da infeccio (Grafico 11). Nos fragmentos do coracio
dos animais infectados com a cepa ABC, chama atencio a presenca de intenso
processo degenerativo (Figura 7C).

A analise estatistica comparativa entre os diferentes fragmentos de um
mesmo grupo de animais demonstrou diferenca significativa apenas entre os
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fragmentos AD x VD (P<0,05) dos animais inoculados com a cepa Be-78, em
relacdo ao parametro fibrose. Dos animais inoculados com 2000 TS das cepas
Be-78 ou Y, apenas os inoculados com a cepa Be-78 apresentaram diferenca

significativa no VE, SI e PTA, no parametro inflamacio (Grafico 12).
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Figura 7 — Fotomicrografias representativas do miocardio de caes Beagle
infectados com 4000 formas tripomastigotas sangiiineas das cepas Be-78, Y ou
ABC do Trypanosoma cruzi, eutanasiados durante a fase crénica. (A) Cepa Be-
78: foco inflamatério perivascular, Hematoxilina-Eosina, X600; (B) Cepa Y:
fibrose, Tricromico de Masson, X600; (C) Cepa ABC: degenera¢io hialina,
Hematoxilina-Eosina, X600.
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Fase cronica — 4000 TS
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Teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis
Grafico 10 — Percentagem de cies Beagle que apresentaram processo

inflamatério nos diferentes fragmentos do coracdo, (A) grupos controle e (B),
(C) e (D) infectados com 4000 formas tripomastigotas sangiiineas das cepas Be-
78, Y ou ABC do Trypanosoma cruzi, respectivamente. Os animais foram

eutanasiados na fase cronica da infeccio.

Nota: AD: atrio direito, AE: atrio esquerdo, VD: ventriculo direito, VE: ventriculo esquerdo, SI:
septo interventricular e PTA: ponta, (n=4 animais por grupo).
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Fase cronica — 4000 TS

A Controle B Cepa Be-78
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Grafico 11 — Percentagem de caes Beagle que apresentaram fibrose nos
diferentes fragmentos do coragdo, (A) grupos controle e (B), (C) e (D)
infectados com 4000 formas tripomastigotas sangiiineas das cepas Be-78, Y ou
ABC do Trypanosoma cruzi, respectivamente. Os animais foram eutanasiados
na fase cronica da infeccgio.

Nota: AD: atrio direito, AE: atrio esquerdo, VD: ventriculo direito, VE: ventriculo esquerdo,
SI: septo interventricular e PTA: ponta, (n=4 animais por grupo).
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Fase cronica — 2000 TS
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Grafico 12 — Percentagem de cies Beagle que apresentaram presenca de
infiltrado de células adiposas, inflamacao e fibrose nos diferentes fragmentos
do coragcdo dos animais infectados com 2000 formas tripomastigotas
sangiiineas das cepas Be-78 ou Y do 7rypanosoma cruzi. Os animais foram

eutanasiados na fase cronica da infeccéo.
Nota: AD: atrio direito, AE: atrio esquerdo, VD: ventriculo direito, VE: ventriculo esquerdo, SI:
septo interventricular e PTA: ponta, (n=5 animais por grupo).
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6.5-Avaliacdo da variabilidade intraespecifica dos isolados de
Trypanosoma cruzi de caes inoculados com as cepas Be-78, Y ou ABC
pelas técnicas de isoenzimas, RAPD, rDNA, e gene mitocondrial CO II

6.5.1 - Analise do perfil eletroforético de isoenzimas (Zimodema)

A analise do perfil eletroforético de isoenzimas, obtido com quatro enzimas
(GPI, PGM, G6PD e IDH), demonstrou que os isolados de 7 cruzi, recuperados
por meio de He realizadas em cies experimentalmente infectados com as cepas
Be-78 ou ABC, durante as fases aguda (Hc realizada 30 dias apds a infecco) e
cronica (Ultima Hc positiva até 24 meses) da infeccdo, apresentaram o mesmo
perfil, idéntico ao das respectivas cepas parentais (Be-78 e ABC). Porém, foram
observadas diferencas entre os perfis da cepa Y e de duas amostras obtidas de
cies distintos inoculados com 4000 TS ou 2000 TS dessa cepa (Figura 8).

A cepa Be-78 e os respectivos isolados de cdes inoculados com 4000 ou
2000 TS apresentaram perfil de Z2 para as enzimas GPI, PGM, G6PD e IDH.
Assim, o tamanho do inéculo e o tempo transcorrido entre os dois experimentos
(18 meses) nao influenciaram o resultado (Tabela 11, Figura 8).

O T. cruzifoi recuperado de todos os animais inoculados com 4000 T'S da
cepa Y durante a fase aguda, porém, na fase cronica apenas dois isolados do
parasito (Bg 15/12M e Bg 15/21M) foram obtidos de um mesmo animal.
Embora o nimero de isolados seja pequeno, aquele obtido aos 21 meses apds a
moculacio apresentou perfil de ZB, diferente da cepa parental que apresentou
perfil de Z2. Os demais isolados apresentaram perfil idéntico ao da cepa
parental (Figura 8C). Esses resultados apresentaram correlacio com os obtidos
pela amplificagdo do DNA gendmico por meio da técnica de RAPD onde a
diversidade genética do isolado Bg 15/21M foi evidenciada pelo polimorfismo de
tamanho de banda (Figura 9 - destaque em vermelho) e também pela analise
do polimorfismo do gene Citocromo Oxidade II (Figura 12- destaque em
vermelho). De forma semelhante, ao grupo de animais inoculados com 4000 TS,
o Unico isolado (Bg 10/12M) obtido aos 12 meses apés a inoculacdo dos animais
pertencentes ao grupo 2000 TS da cepa Y (Z2) apresentou perfil eletroforético
diferente da cepa parental, porém, esse isolado apresentou perfil ZC para a

enzima GPI, e ZB para as outras enzimas. (Tabela 11; Figura 8).
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Observa-se na Tabela 11 que todos os isolados obtidos dos caes
moculados com a cepa ABC apresentaram perfil ZB para as quatro enzimas

estudadas, 1dénticos aos da cepa parental.

Tabela 11 — Perfis de Zimodemas apresentados pelas cepas Be-78, Y e ABC e
pelas populacdes isoladas de caes experimentalmente infectados com 4000 ou
2000 TS do Trypanosoma cruzi.

4000 TS 2000 TS

. Be-78 Y ABC Be-78 Y
Enzima

FA FC P FA FC P FA FC P FA FC P FC

GPI 72 72 72 72 72 Z2 ZB ZB ZB 72 72 72 72 Zs

7ZB* ZC*

PGM Z2 72 72 72 72 Z2 ZB ZB ZB Z2 72 Z2 72 1B*
7ZB*

G6PD Z2 Z2 Z2 Z2 72 Z2 ZB ZB 7B Z2 72 72 72 ZB*
7ZB*

IDH 72 72 72 72 72 Z2 ZB ZB ZB 72 72 72 72 Z1B*
ZB*

Nota P — cepa parental; FA — populacéo isolada na fase aguda (30 dias apés a infeccdo); FC —
populacéo isolada na fase cronica (Gltima Hc positiva até 24 meses.
72 — Zimodema 2 - Miles et al. (1977).
ZB e ZC - Zimodema B e C, respectivamente - Romanha et a/ (1979).
ZB*perfil apresentado pelos isolados da cepa Y — cdo Bg 10 e Bg 15 (12 e 21 meses de
infeccéo, respectivamente)
ZC*apresentados pelo isolado da cepa Y - cio Bg 10 (12 meses de infeccéio)
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Be-78 2000 TS Be-78 4000 TS

‘T 30D 18M 30D 24M 30D 24M 30D 24M 30D 21M 30D 24M 30D 24M 30D 24M
—_ —— —— ——
Z2.ZB ZC P gy Bg2 Bg3 Bga 2 “BZCP g6 Bg7 Bg8 Bg9
Y 2000 TS
Y4000 TS ABC 4000 TS
12M ﬂ 30D 12M 21M 30D 30D 30D 30D 18M 30D 24M 30D 9M 30D 15M
: -
SESRENES
- o== abene
C D

Z2 7B ZC P Bgl0 P———~— Bgil6, 17, 18 zczB P “~Y A w7 - zB
Bg 15 Bg 19 Bg20 Bg2l Bg 22

Figura 8 — Perfil eletroforético da enzima GPI, para as cepas parentais: (A)
Be-78 - 2000 TS, (B) Be-78 - 4000 TS, (C) Y - 2000 TS e 4000 TS e (D) ABC -
4000 TS do Trypanosoma cruzi e dos respectivos isolados de caes Beagle,
experimentalmente inoculados com 4000 formas tripomastigotas sangiiineas
(TS) ou 2000 TS. Os isolados foram obtidos na fase aguda (30 dias apés a
inoculacdo) e na fase cronica (entre 9 e 24M ap6és a inoculacio).

Nota P — cepa parental; D ou M — dias ou meses ap6s a infec¢do, respectivamente. Z2 —

Zimodema 2 — Miles et al. (1977); ZB e ZC — Zimodemas B e C, respectivamente
Romanha et al (1979), Bg: Beagle, TS: Tripomastigotas sangiiineos.
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6.5.2- Perfil de RAPD

O polimorfismo do tamanho de bandas gerado pelo RAPD, obtido com
quatro iniciadores (Agt-11F, Agt-11R, 3302 e M-13), foi monitorado com o
marcador de peso molecular 1kb e as bandas analisadas variaram de 250pb a
3000pb, para as cepas Be-78, Y e ABC e os respectivos isolados obtidos por Hc
de caes experimentalmente infectados com essas cepas.

A Figura 9 é representativa da amplificacdo do DNA do 7. cruzi pelo
RAPD realizado em amostras de DNA das cepas Be-78, Y e ABC e dos
respectivos isolados obtidos por Hc de cdes infectados com essas cepas e

avaliados por 24 meses.

Be-78 Be-78 Y Y ABC
2000 TS 4000 T'S 2000 TS 4000 TS 4000 TS

Figura 9 — Gel de poliacrilamida 5% com os perfis de RAPD obtidos com o iniciador (Agt-
11F) determinados para as cepas parentais Be-78, Y e ABC do 7Trypanosoma cruzi e para os
respectivos isolados de cdes DBeagle (Bg), inoculados com 4000 ou 2000 formas
tripomastigotas sangiiineas (TS). Os isolados foram obtidos na fase aguda (30 dias (D) apés a
inoculacdio) e na fase cronica (entre 9 a 24 meses (M) apés a inoculacdo). Linhas de 1 a 9 —
cepa Be-78 parental 2000 TS e respectivos isolados: Bg1(30D e 18M), Bg2(30D e 24M),
Bg3(30D e 24M) e Bg4(30D e 24M); Linhas de 10 a 18 — cepa Be-78 parental 4000 TS e
respectivos isolados: Bg 6(30D e 21M), Bg7(30D e 24M), Bg8(30D e 24M) e Bg9(30D e 24M);
Linhas 19 e 20 — cepa Y parental 2000 TS e o isolado: Bg 10/12M, respectivamente. Linhas de
21 a 27 — cepa Y parental 4000 TS e respectivos isolados: Bg15(30D, 12M e 21M), Bg16(30D),
Bg17(30D) e Bg18(30D); Linhas 28 a 36 — cepa ABC parental 4000 TS e respectivos isolados:
Bg19(30D e 18M), Bg20(30D e 24M), Bg21(30D e 9M) e Bg22(30D e 15M).
Nota: PM: Marcador de Peso Molecular 1Kb; B: branco (controle negativo da reacio).
Destaque em vermelho (isolados que mudaram de perfil).
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Uma matriz de coeficiente de similaridade de Dice fundamentada em
um pareamento de bandas compartilhadas foi calculada para as amostras
permitindo a construcdo de um fenograma (Figura 10) pela média aritmética
nao ponderada (UPGMA).

O fenograma permitiu separar as cepas Be-78, Y e ABC e os respectivos
isolados em dois grupos distintos. No grupo I foram incluidas a cepa Be-78
(4000 TS e 2000 TS) e os respectivos isolados; a cepa Y, os isolados de fase
aguda (Bg 15; 16; 17 e 18) e o isolado Bg 15/12M, sendo essas populacdes do
parasito relacionadas ao grupo mitocondrial C (77 cruzi II). No grupo II foram
incluidas a cepa ABC com seus isolados e dois isolados da cepa Y (Bg10/12M e
Bg15/21M). Essas populacdes foram relacionadas ao grupo mitocondrial B, (7!
cruzi III ou hibrido) pela técnica de DNA mit CO II. Foi observada uma
subdivisdo no grupo I em dois ramos. Em um ramo encontram-se as populacoes
da cepa Be-78 que também se subdividiram de acordo com o inéculo e no outro
ramo a cepa Y, os isolados de fase aguda e o isolado Bg 15/12M. O grupo II
também se dividiu em dois subgrupos: (1) dois isolados da cepa Y; (2) cepa ABC
com seus respectivos isolados (figura 10).

Os 1solados Bg10/12M e Bg15/21M foram os unicos que se distanciaram
da cepa parental. Os demais formaram um grupo correlacionado
geneticamente com as respectivas cepas parentais.

A analise dos perfis de RAPD demonstrou a ocorréncia de uma alta
proporcao de bandas compartilhadas nas diferentes populacdes do 7. cruzi
1soladas de cées inoculados com as cepas Be-78, Y ou ABC. Foi observado um
maior compartilhamento entre os isolados de caes inoculados com a cepa ABC.
O contrario foi observado entre os isolados de animais inoculados com a cepa Y.
O iniciador M-13 apresentou menor poder de discriminagao e o Agt-11R maior.
Entretanto, na avaliacao intra-grupo o 3302 mostrou melhor discriminacéo
entre os isolados da cepa Y e o Agt-11R entre os da cepa Be-78 e ABC. As
Tabelas 12 e 13 mostram a proporcio de bandas compartilhadas inter e intra-

grupo e também entre os diferentes iniciadores utilizados.
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Figura 10 — Fenograma correspondente aos perfis de RAPD, obtidos com os
iniciadores (M-13, 3302, Agt-11F e Agt-11R), das cepas Be-78, Y e ABC do
Trypanosoma cruzi e dos respectivos isolados de cdes Beagle (Bg), inoculados com
4000 ou 2000 formas tripomastigotas sangiiineas (TS). Os isolados foram obtidos na
fase aguda (30 dias (D) ap6s a inoculagdo) e na fase crénica (entre 9 a 24 meses (M)
apés a inoculacdo). Populacdes do 7. cruzi utilizadas: cepa Be-78 2000 TS e os
respectivos isolados: Bg1(30D e 18M), Bg2(30D e 24M), Bg3(30D e 24M) e Bg4(30D e
24M); cepa Be-78 4000 TS e os respectivos isolados: Bg 6(30D e 21M), Bg7(30D e
24M), Bg8(30D e 24M) e Bg9(30D e 24M); cepa Y 2000 TS e o isolado: Bg 10 (12M);
cepa Y 4000 TS e os respectivos isolados: Bgl5(30D, 12M e 21M), Bgl6 (30D),
Bg17(30D) e Bg18(30D); cepa ABC 4000 TS e os respectivos isolados: Bg19(30D e
18M), Bg20(30D e 24M), Bg21(30D e 9M) e Bg22(30D e 15M).

Nota: Os numeros correspondem aos valores DBootstrap (nimero de vezes em que o

agrupamento se manteve durante 1000 reamostragens)
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Tabela 12 — Compartilhamento de bandas das assinaturas génicas (RAPD)
obtidas utilizando quatro iniciadores (Agt-11F, Agt-11R, 3302, M-13) nas
amostras de DNA do 7rypanosoma cruzi isoladas de caes inoculados com as
cepas Be-78, Y ou ABC. Avaliacdo inter-grupo (Be-78 x Y, Be-78 x ABC, Y x

ABO).

Cepas e isolados de cédes do 7. cruzi

Iniciadores

Be-78xY

Be-78 x ABC

Y x ABC

Agt-11F
Média de bandas
compartilhadas entre
0s pares

% de bandas
compartilhadas

Agt-11R
Média de bandas
compartilhadas

% de bandas
compartilhadas

3302
Média de bandas
compartilhadas

% de bandas
compartilhadas Geral

M-13
Média de bandas
compartilhadas

% de bandas
compartilhadas

9,4%t1,3

84%

9,1t1,4

80%

10,3 £ 1,7

84%

11,8 0,9

97%

10,1+ 1,5

85%

8,9+1,5

79%

9,3+2,9

74%

11,2+ 0,6

94%

11,4+ 1,8

88%

9,3t1,4

82%

8,4t24

71%

11,7+ 1,0

96%
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Tabela 13 — Compartilhamento de bandas das assinaturas génicas (RAPD) obtidas
utilizando quatro iniciadores (Agt-11F, Agt-11R, 3302, M-13) nas amostras de DNA do
Trypanosoma cruzi isoladas de cdes inoculados com as cepas Be-78, Y ou ABC.
Avaliacdo intra-grupo (Be-78 x Be-78, Y x Y e ABC x ABC).

Agt-11F Agt-11R 3302 M-13
Be-78 Y ABC Be-78 Y ABC Be-78 Y ABC Be-78 Y ABC
Média de
bandas por 11 11,8 14 11,4 11,2 11,1 12,7 11,2 12,6 11 11,4 14
amostra +1,0 #£1,5 +1,5 +1,5 1,1 0,8 +26 *0,7 05 0,8
Média de
bandas 10,5 10,4 14 9,5 9,2 9,7 11,9 8,4 11,3 11,2 11,1 14
compartilha +0,8 +£1,0 +2 +14 +1,3 +06 1,5 +0,8 0,4 0,3
das
% de bandas
compartilha 95 89 100 83 82 87 94 75 90 98 97 100

das
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6.5.3- Amplificacgdo da regido 3’ do gene rDNA 24 Sa.

Para a realizacdo da amplificacdo da regido 3’ do gene rDNA 24 Sa
foram utilizadas amostras de DNA das cepas parentais (Be-78, Y e ABC), e
também, o DNA dos isolados do parasito, obtidos na fase cronica da infeccao de
cdes inoculados com cada cepa. O produto da amplificacdo de seqiiéncias do
gene rDNA 24Sa, visualizado em gel de poliacrilamida correspondeu ao
fragmento de 125pb para todas as amostras analisadas. Desta maneira, os
resultados obtidos foram homogéneos, sendo essas populagées do parasito
classificadas como 7. cruziI1.

A Figura 11 é representativa da amplificagao, pela PCR, da regiao 3’ do

gene rDNA 24 Sa do 7. cruzi de cada cepa avaliada e um respectivo isolado.

Be-78 Y ABC

I_H

Bg8 p Bgis Bg 20
PM Tcl Tell P g p
o e (24M) (21M) (24M)

125 >
110 >

Figura 11 — Gel de poliacrilamida 6% representativo da
amplificagdo, pela PCR, da regido 3’ do gene rDNA 24 Sa das
cepas parentais Be-78, Y e ABC do 7Trypanosoma cruzi e dos
respectivos isolados de cies Beagle (Bg), inoculados com 4000
formas tripomastigotas sangiiineas (TS) dessas cepas.
Populacées do 7. cruzi utilizadas: cepa Be-78 e o isolado Bg
8(24M); cepa Y e o isolado Bg 15(21M); cepa ABC e o isolado
Bg 20(24M).
Nota: PM: Marcador de Peso Molecular 25pb; O fragmento de 110pb
corresponde ao 7lcruzil (Tcl) e o de 125pb ao 7. cruzi 11 (TcIl); P:
cepa parental; B: Branco (controle negativo da reacio).
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6.5.4- PCR gene Mitocondrial Citocromo Oxidase subunidade II

(COID

A figura 12 mostra os produtos de amplificacdo do gene Mitocondrial,
Citocromo Oxidase subunidade II (CO II), apés a digestdo pela enzima Alul, de
DNA obtido das cepas Be-78, Y e ABC do 7. cruzi e das populacées isoladas de
caes Beagle inoculados com 4000 ou 2000 formas tripomastigotas sangiiineos
destas cepas.

Os perfis de RFLP obtidos dos fragmentos amplificados do gene COII,
permitiram verificar dois tipos diferentes de populacoes entre as estudas nesse
trabalho. As cepas Be-78 e Y apresentaram as bandas de 81 e 212pb que sdo
indicadoras de cepas relacionadas ao grupo mitocondrial C (7. cruzi ID).
Entretanto, a cepa ABC apresentou os fragmentos de 81 e 294pb, indicativos
do grupo mitocondrial B, relacionado as cepas 7. cruzi IIl ou as cepas hibridas.
Todos os isolados obtidos de caes experimentalmente inoculados com as cepas
Be-78 ou ABC apresentaram perfil idéntico aos das respectivas cepas
parentais. Entretanto, dois isolados de cées inoculados com a cepa Y
(Bg10/12M e Bgl15/21M) apresentaram perfis diferentes da cepa parental.
Esses dois isolados foram relacionados ao grupo mitocondrial B (7. cruzi III ou
hibrido), enquanto a cepa Y parental mostrou perfil de 77 cruzi II (Figura 12).
Esses resultados foram concordantes com os observados pela analise do perfil

eletroforético de isoenzima e RAPD.
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Figura 12 — Gel de poliacrilamida 6%, mostrando os padrdes de RFLP (Restriction
Fragment Lenght Polymorphism) gerados a partir de produtos amplificados por PCR
do gene mitocondrial Citocromo Oxidase II das cepas parentais Be-78, Y e ABC do
Trypanosoma cruzi e dos respectivos isolados de cies Beagle (Bg), inoculados com 4000 e
2000 formas tripomastigotas sangiiineas (T'S) dessas cepas, depois da digestdo enzimética
empregando A/ul. Os isolados foram obtidos na fase aguda (30 dias (D) apés a inoculagéo)
e na fase cronica (entre 9 a 24 meses (M) apés a inoculacdo). Linhas 1 e 2 — cepa Be-78
2000 TS e o isolados Bg1(18M), respectivamente; Linhas 3 e 4 — cepa Be-78 4000 TS e o
isolados Bg 7(24M), respectivamente; Linhas 5 e 6 — cepa Y 2000 TS e o isolado: Bg
10(12M), respectivamente; Linhas de 7 a 11 — cepa Y 4000 TS e os respectivos isolados:
Bg15(30D, 12M e 21M) e Bg16(30D); Linhas 12 a 16 — cepa ABC 4000 TS e os respectivos
isolados: Bg19(18M), Bg20(24M), Bg21(9M) e Bg22(15M); Linhas de 17 a 20 — isolados:
Bg2(24M) e Bg6(21M) isolados de cdes inoculados com a cepa Be-78 2000 TS e 4000 TS,
respectivamente; Bg 17(30D) e Bg 18(30D) isolados de cdes inoculados com a cepa Y 4000
TS.

Nota: PM: Marcador de Peso Molecular 25pb; (A): amostras que apresentam os fragmentos de
restriciio de 264, 81 e 30 pares de base (pb) sdo classificados como 7! cruzi I (haplétipo
mitoncondrial A); (C): fragmentos de 212 e 81 pb sio classificados como 7. cruzi II
(haplétipo mitoncondrial C); (B): fragmentos de 294 e 81 pb séo classificados como 7. cruzi
III ou hibridas (haplétipo mitoncondrial B). B: Branco (controle negativo da reacfo).
Destaque em vermelho (isolados: Bg 10(12M) e Bg15(21M) - que mudaram o perfil de
restricdo).
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7. DISCUSSAO

7.1- Sinais e sintomas observados em cées infectados pelo 7rypanosoma
cruzi

As manifestacoes clinicas observadas durante a fase aguda da infeccéo
pelo 7. cruzi normalmente sdo discretas tanto em humanos quanto em alguns
animais de experimentacdo. Nesse estudo, a avaliacdo clinica e
comportamental dos animais, durante a fase aguda da infec¢cdo, mostrou
alteracoes discretas, como perda de peso e tristeza e apatia foram observadas
em apenas dois animais inoculados com a cepa Y e nao foi registrado nenhum
caso de morte. Esses dados foram semelhantes aos observados por Machado et
al (2001). Tais autores registraram apenas manifestacdes clinicas discretas e
auséncia de mortalidade na fase aguda da infecgdo em cées sem raca definida
inoculados com 1 x 103 formas tripomastigotas sangliineos das cepas 147 e SC-
1, pela via intraperitoneal. Além disso, Andrade et al (1980), Andrade et al
(1981), Lana et al. (1988) mostraram que as manifestacdes clinicas comumente
observadas na fase aguda da doenca de Chagas em cies se semelham as
observadas em humanos. Entretanto, foi observada divergéncia dos resultados
do presente trabalho em relacdo aos de outros estudos que utilizaram esse
mesmo modelo experimental (MARSDEN & HAGSTROM, 1968; KRAMER Jr.,
1972). Esses autores registraram sintomas clinicos tipicos da doenca de Chagas
aguda, porém, alta mortalidade quando utilizaram inéculo de 2,5 x 104 a 9,3 x
108 parasitos, pelas vias subcutanea e conjuntival da cepa Peru (MARSDEN &
HAGSTROM, 1968) e 5,0 x 105 tripomastigotas sanguineos/Kg de peso corporal,
via subcutianea da cepa B (KRAMER Jr., 1972). Esses resultados podem ser
justificados pelas condigées experimentais adotadas, ou seja, os animais
utilizados no presente estudo foram inoculados com um baixo inéculo, aos
quatro meses de idade, apds receberem quatro doses de vacina e uma
alimentacdo balanceada. Além das condi¢ées experimentais citadas, a via de
inoculacdo e as caracteristicas bioldgicas e genéticas das cepas utilizadas,
provavelmente foram fatores importantes na divergéncia desses resultados.
Dessa maneira, as condigcdes experimentais parecem ser responsaveis pelo
amplo espectro de manifestacées clinicas observadas quando se utiliza o céo

como modelo experimental.
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A variacao da temperatura corporal ocorreu de maneira irregular,
semelhante aos animais controle. N&o foi observada nenhuma correlacdo entre
a variacdo da temperatura e os niveis parasitémicos. Esses resultados foram
similares aos observados por Lana et al (1992), que também nao observaram
correlacao entre a elevacdo da temperatura e os niveis de parasitemia em cies
infectados com as cepas Be-62 ou Be-78. Este parametro é dificil de ser
analisado, pois a temperatura de cdes oscila muito durante o dia, mesmo
naqueles animais sem nenhuma infeccio (GREENE, 1984).

O numero de animais utilizados foi relativamente pequeno, uma vez que,
foi priorizado utilizar somente animais provenientes de uma mesma ninhada
para compor cada grupo experimental. Além disso, foram utilizados caes de
raca pura. O objetivo desse procedimento fol minimizar as possiveis diferencas

individuais entre os animais envolvidos nos experimentos.
7.2- Parasitismo sangiiineo e tecidual

Em individuos infectados com o 7. cruzi, a avaliacdo dos niveis de
parasitemia tem sido alvo de varios estudos. Entretanto, muitos deles, devido a
razoes éticas, foram realizados em humanos somente na fase aguda ou na fase
cronica da infec¢do e nao foi possivel avaliar a relacido entre a intensidade do
parasitismo sanguineo e tecidual. Nesse sentido, neste estudo foi realizada uma
avaliacdo do parasitismo sanguineo em cies Beagle, inoculados com trés cepas
do 7' cruzi, que possuem propriedades biologicas e genéticas distintas, por meio
das técnicas de ESF, Hc e PCR. Além disso, foi verificada a correlacdao dos
niveis de parasitismo sangiiineo com a freqiiéncia de PCR positiva realizada
em tecidos cardiacos.

Durante a fase aguda da infecgao, a presenca do parasito foi facilmente
demonstrada pelo ESF em todos os animais inoculados com 4000 TS. Nos caes
inoculados com 2000 TS, esse teste ndo foi capaz de detectar o parasito em trés
dos 10 animais avaliados, sendo a presenca do parasito confirmada, apenas
pela He ou pela PCR. A freqiiéncia e o periodo da infeccdo no qual o parasito foi
detectado variaram entre os animais inoculados com as diferentes cepas do 7.
cruzi. Assim, fol necessario realizar um niumero maior de testes para encontrar

um exame positivo nos animais inoculados com 4000 TS das cepas Be-78 e Y
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em relacdo aos inoculados com a cepa ABC. Nos animais inoculados com 2000
TS, foi necessario realizar um numero maior de testes em relacdo aos
inoculados com 4000 TS. Contudo, nos cies inoculados com 2000 TS da cepa
Be-78 o numero de testes realizados para encontrar um positivo foi menor em
relacdo aos inoculados com 2000 TS da cepa Y. Essas observacées corroboraram
as observadas por Castro & Brener (1985) que mostraram padrdes de
parasitemia distintos entre cides jovens inoculados com as cepas Y e CL do 7.
cruzi. Os autores mostraram que nos animais inoculados com a cepa CL a
parasitemia fol ascencendente e o parasito foi detectado em todos os animais ao
passo que com a Y, a parasitemia foil baixa, irregular e com freqiiéncia
subpatente.

De forma semelhante, todos os exames de hemocultura realizados 30
dias apds a inoculacido dos animais com 4000 TS foram positivos, entretanto,
esse exame fol negativo em dois dos cinco animais inoculados com 2000 TS da
cepa Y, corroborando com os dados observados por Castro & Brener (1985).
Durante a fase cronica da infeccao, foi observada uma variacio na positividade
deste teste. Assim, todos os animais inoculados com as cepas Be-78 ou ABC
apresentaram pelo menos uma Hc positiva, enquanto apenas um animal
inoculado com a cepa Y apresentou este teste positivo. Resultados semelhantes
foram observados por outros autores que também mostraram por meio de
hemocultura e/ou xenodiagnéstico, perfis parasitémicos variaveis entre caes
inoculados com diferentes cepas (LANA et al, 1992; MACHADO et al, 2001).
Os dados obtidos nesse estudo mostraram que alguns animais apresentaram
resultados sempre positivos, esporadicamente positivos, ou ainda
persistentemente negativos. Com base nesses dados, os animais foram
classificados de acordo com o nivel parasitémico. Assim, foram observados
niveis médios e altos entre os caes infectados com as cepas Be-78 ou ABC,
enquanto nos animais inoculados com a cepa Y foram observados niveis baixos
de parasitemia. Essa classificacdo tem mostrado ser de grande importancia,
principalmente quando antecede o tratamento especifico (CASTRO et al 2002;
2006).

A diferenca entre as taxas de positividade das hemoculturas realizadas

em caes inoculados com as cepas Be-78, Y ou ABC pode ser relacionada as
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diferencas morfologicas apresentadas por essas cepas. Esta hipétese tem sido
sugerida por outros autores que observaram diferentes perfis de parasitemia
em caes inoculados com as cepas Be-62 ou Be-78, as quais apresentam
predominancia de formas delgadas e largas, respectivamente (LANA et al.,
1992; ARAUJO et al,, 2002). Considerando este aspecto da biologia do parasito
como sendo importante tanto na definicdo do perfil da parasitemia, como em
outros parametros que sdo avaliados no contexto da relacao
parasito/hospedeiro, Guedes et al (2007) realizaram uma andlise da morfologia
das formas tripomastigotas sangiiineas das cepas utilizadas nesse trabalho. Os
autores demonstraram que as cepas Be-78 e ABC sdo constituidas
predominantemente por formas largas e a cepa Y por formas delgadas,
comprovando observacdes anteriores realizadas por Brener (1965). Desta
maneira, esses resultados reforcam a hipdtese de que as formas delgadas
penetram nas células mais precocemente e sdo mais sensiveis a lise mediada
pelo complemento, resultando em menor permanéncia no sangue periférico. O
inverso é observado para as formas largas (Brener, 1969).

Os resultados apresentados acima foram semelhantes aos observados em
humanos nas fases aguda e cronica da doenca. Dados da literatura tém
mostrado resultados discordantes quanto a sensibilidade da hemocultura e/ou
xenodiagnostico em detectar o parasito em alguns pacientes, na fase cronica,
que vivem na mesma ou em regides geograficas distantes (CASTRO et al,
1999; 2002; 2006). Esses autores verificaram que vAarios pacientes néio
apresentavam xenodiagnodstico e nem hemocultura positivos, enquanto, outros
apresentavam esses exames repetidamente positivos. Esses dados corroboram
a hipétese de que a parasitemia durante a fase cronica é, em geral, uma
constante para cada individuo, desde aqueles com raros parasitos circulantes
em que ocasionalmente se obtém um exame positivo, até aqueles com elevada
parasitemia onde o parasito é detectado em todos os exames realizados
(SCHENONE et al, 1977; LUQUETTI & RASSI, 2000; PRATA, 2001).
Entretanto, tem sido descrito também que a realizacdo seriada desse método
aumentaria a positividade proporcionalmente ao nimero de exames realizados
(LUQUETTI & RASSI, 2000; PORTELA-LINDOSO & SHIKANAI-YASUDA

2003). Nesse estudo, as alteracdes dos niveis de parasitemia observadas
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durante os dois anos de avaliacdo foram relacionadas com a cepa do parasito
utilizada para a inoculacdo dos animais. Assim, foi detectada uma reducao
gradual dos niveis da parasitemia nos animais inoculados com a cepa ABC apés
o primeiro ano de avaliacdo e uma estabilidade dos niveis parasitémicos nos
moculados com a cepa Be-78. Naqueles inoculados com a cepa Y ocorreu uma
brusca reducdo da parasitemia apdés a fase aguda da infeccido, ou seja, no
primeiro ano de avaliacdo. Esses resultados reforcam a hip6tese de que o tempo
de infecgdo diminui a quantidade de parasitos circulantes, entretanto a
positividade da hemocultura e xenodiagnoéstico parecem ser dependentes da
cepa do parasito (CASTRO et al, 1983; CASTRO et al, 1999). Esses dados
indicam que nem sempre a sensibilidade desses testes aumenta com a repeticao
dos mesmos, a exemplo dos animais inoculados com a cepa Y. Por outro lado, ja
foi demonstrada que a sensibilidade dos métodos parasitolégicos varia de 30% a
55%, quando apenas um exame é realizado em cada paciente (MOURAO &
MELLO, 1975; CHIARI et al., 1989; GOMES et al, 1999). Entretanto, segundo
alguns autores a aplicagao seriada desses métodos aumentaria a positividade
proporcionalmente ao ntimero de exames realizados (LUQUETTI & RASSI,
2000; PORTELA-LINDOSO & SHIKANAI-YASUDA, 2003).

A maioria das He realizadas nesse estudo foi positiva entre 30 e 60 dias
apo6s a realizacio da coleta e 1,8% tiveram sua positividade comprovada aos 90
dias apds a coleta. Esses dados corroboram aqueles obtidos por outros autores
(MORA, 1996; LUZ et al, 1994; CASTRO et al, 2002). Devido a baixa
sensibilidade da técnica de Hc é importante examina-las além de 60 dias,
principalmente porque a demora na deteccdo do parasito pode estar
relacionada com diferentes caracteristicas biologicas do 7. cruzi como a taxa de
crescimento em meios artificiais (MINTER-GOEBLOED et al, 1978). Além
disso, foi observada uma maior chance de encontrar o parasito nos tubos que
continham a camada de leucécito, independente da cepa. Esses dados foram
semelhantes aos demonstrados por Luz et al (1994).

Em geral, a sensibilidade dos testes de diagnéstico parasitolégicos como
hemocultura e xenodiagnéstico variam de acordo com as regides geograficas
(COURA et al, 1984), e pode ser relacionada aos niveis de parasitismo

sanguineo. Considerando que ampla variabilidade biolégica e genética tem sido
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observada em 7. cruzi e essa, tem sido correlacionada ao curso da infec¢do no
hospedeiro vertebrado (BRENER, 1962; ANDRADE, 1974, ANDRADE &
MAGALHAES, 1997), é razoével supor que a variabilidade intraespecifica do 7'
cruzi tem um papel importante na variacdo dos niveis parasitémicos.

Atualmente, a PCR tem sido um método importante para o
monitoramento da infeccdo por 7. cruzi, pois apresenta elevada sensibilidade,
na deteccdo tanto de fragmentos genomicos quanto de kDNA (GOMES et al.,
1999; BRITTO et al, 2001). Todavia, assim como na hemocultura e no
xenodiagnostico, o resultado positivo da PCR depende da presenca de um
parasito em 20ml de sangue ou de pelo menos 1% do minicirculo de um
parasito ou ainda de 0,01% dos fragmentos do DNA do 7. cruzi no sangue
circulante de um individuo infectado (AVILA et al., 1991; GOMES et al,
1998b). Diferentes resultados tém sido encontrados quando estudos em areas
geograficas distintas sio considerados, com taxas variando de 3,8% a 100%
entre os individuos infectados pelo 7. cruzi (PORTELA-LINDOSO &
SHIKANAI-YASUDA, 2003).

Nesse estudo, a PCR foi1 realizada em paralelo a He e, como descrito na
literatura, apresentou maior sensibilidade em detectar a presenca do 7. cruzi
no sangue dos animais avaliados (LAGES-SILVA et al, 2001; CASTRO et al.,
2002; ARAUJO et al., 2002).

Durante a fase aguda da infeccdo, a presenca do DNA do 7. cruzi foi
evidenciada em 91,7% dos animais inoculados com 4000 TS das cepas Be-78, Y
ou ABC. Apenas uma amostra de sangue coletada em um animal inoculado com
a cepa ABC apresentou PCR persistentemente negativa, enquanto os demais
testes foram positivos. Esses dados s@o consistentes com os registrados por
outros autores (JUNQUEIRA, et al, 1996; LAGES-SILVA, 2001; CASTRO et
al, 2002). Tais autores obtiveram resultados negativos para PCR realizada em
pacientes que apresentaram outros testes parasitolégicos positivos
(hemocultura e/ou xenodiagnéstico).

As taxas de positividade das PCRs realizadas ao longo da fase cronica da
infec¢do foram semelhantes entre as realizadas nos animais infectados com as
cepas Be-78 ou ABC e significativamente superiores aquelas realizadas em

amostras de sangue coletadas em caes inoculados com a cepa Y. Estes
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resultados foram concordantes com aqueles obtidos na He, indicando mais uma
vez a importancia da cepa na sensibilidade de ambas as técnicas. Porém, foi
demonstrada também divergéncia entre os resultados obtidos em animais
infectados com a mesma cepa sugerindo a participac¢ao de fatores relacionados
ao hospedeiro. Segundo Gomes et al. (1998b) a discrepancia dos resultados de
PCR obtidos por varios autores em individuos chagasicos poderia ser explicada
pelas diferencas nos niveis de parasitemia, bem como da sensibilidade dos
protocolos utilizados. Araujo et al (2002) demonstraram a dificuldade de
positividade da PCR em cdes cronicamente infectados. Para obter 100% de
positividade da PCR nos animais avaliados, os autores realizaram para alguns
cdes até seis extracoes e 17 reacoes para obter o primeiro resultado positivo.

Os resultados da positividade da He e da PCR obtidos em cées foram
bastante semelhantes aos observados em humanos. Os dados desse estudo
fornecem evidéncias de que a cepa do parasito interfere na sensibilidade das
técnicas de He e PCR e explicam, em parte, a divergéncia de resultados entre
diversos estudos.

Nesse trabalho, foi investigada, ainda, a presenca do parasito em
diferentes areas do coracdo dos animais inoculados com as cepas Be-78, Y ou
ABC, pelas técnicas de IMH e PCR. Os resultados obtidos pela IMH, na fase
aguda da infec¢ao, mostraram diferentes padroes de associagdo do parasito com
o processo inflamatoério. Assim, foi observada nos fragmentos do coracgao dos
animais inoculados com a cepa Be-78, uma maior quantidade tanto de ninhos
de amastigotas como de amastigotas isoladas, sendo, na maioria das vezes sem
processo inflamatério associado. Um numero bastante reduzido de ninhos de
amastigotas foi observado nos animais inoculados com a cepa Y, porém, o
numero de amastigotas isoladas fol bem maior em relacdo a quantidade de
ninhos e o processo inflamatério foi bastante intenso. Por outro lado, a
quantificacdo do parasitismo nos tecidos dos animais inoculados com a cepa
ABC demonstrou um nivel de parasitismo intermediario, contudo, os parasitos
estavam associados a células inflamatérias, diferente do observado nos tecidos
dos animais inoculados com a cepa Be-78. Estes dados sugerem uma grande

influéncia da cepa do parasito no resultado das lesdes de fase aguda.
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A reacao de IMH foi negativa em todos os fragmentos analisados na fase
cronica da infecgdo. A baixa sensibilidade da IMH nesta fase da infeccao, ja foi
demonstrada por outros autores, em tecidos de cies (CALIARI et al, 1994;
MACHADO et al, 2001; CRUZ et al, 2006). Em humanos, Lages-Silva et al.
(2001) também demonstrou maior sensibilidade da PCR em relacdo a IMH para
detectar a presenca do 7. cruzi em tecido do esofago.

A aparente auséncia de parasitos no cora¢do da maioria das pessoas
infectadas tem levado varios autores a propor teorias auto-imunes para
explicar o desenvolvimento das lesdes inflamatérias miocardicas (LEON et al,
2001; KIERSZENBAUM, 1999; COSSIO et al, 1974; ANSELMI et al, 1966).
Porém, a presenca do parasito parece ser a causa primaria da doenca,
estimulando todos os demais processos patogénicos teciduais, inclusive a
autoimunidade (GIRONES & FRESNO, 2003).

Nesse estudo, a PCR foi utilizada também para demonstrar a presenga
do parasito nos tecidos cardiacos, através da deteccao do kDNA. Na fase
cronica, a PCR apresentou alta sensibilidade, uma vez que pelo menos trés
fragmentos do coragdo de cada animal apresentaram-se positivo. Desta
maneira, fol mostrada uma alta freqiéncia de kDNA do 7. cruzi em porcoes
representativas dos Aatrios e ventriculos direito e esquerdo, do septo
Iinterventricular e da ponta em todos os animais avaliados 24 meses apds a
moculacdo. Por outro lado, a taxa de positividade foil variavel entre os diversos
fragmentos obtidos dos animais inoculados com as diferentes cepas. Esses
resultados mostram como fragmentos do DNA do parasito permanecem no
tecido cardiaco apés uma infec¢do de longa duracio em caes, como reportado na
doenca de Chagas humana (LAGES-SILVA et al, 2001; ELIAS et al, 2003),
Esses resultados foram contraditérios aos observados por Machado et al
(2001), uma vez que ndo foi demonstrada a presenca de DNA do 7. cruzi em
nenhum dos fragmentos das quatro camaras cardiacas de caes inoculados e re-
infectados com as cepas 147 e SC-1. Neste caso, a metodologia utilizada pode
ter influenciado, uma vez que, no presente estudo, o DNA alvo para a
amplifica¢do pela PCR foi uma sequiiéncia do kDNA e a utilizada pelos autores
acima fol uma seqiiéncia repetitiva de 195pb do DNA genomico. Outra

justificativa seria o tempo de infec¢do: os animais utilizados nesse estudo foram
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eutanasiados aos 24 meses apds a inoculacado e os dos referidos autores aos 38
meses. Entretanto, o fator tempo parece néo influenciar a deteccao de parasitos
pela PCR na fase cronica da infeccio em cées, uma vez que Cruz et al (2006)
evidenciaram a presenca de kDNA do 7. cruzi em PCR realizada em
fragmentos do coracdio de cies na fase cronica da doenca de Chagas tardia (5 a
13 anos de infeccio).

A comparacdo entre a positividade da Hc e da S-PCR com a T-PCR
mostrou dois padroes diferentes que estio relacionados com a cepa do parasito.
O primeiro padrao foi obtido dos animais inoculados com a cepa Be-78 ou ABC,
sendo observada concordancia no numero de exames positivos nos trés testes. O
segundo padrao foi obtido dos caes infectados com a cepa Y. Nesses, nao foi
observada relacdo entre a positividade dos testes realizados em amostras de
sangue e de tecido. Considerando todas as avaliagoes realizadas ao longo de
dois anos de infec¢do, o0 kDNA do parasito foi detectado no tecido cardiaco de
todos os animais inoculados com a cepa Y, enquanto somente 6,2% e 56,3% de
amostras positivas (parasito ou kDNA) foram detectados no sangue periférico
pela Hec e pela PCR, respectivamente. Além disso, no tecido cardiaco coletado
24 meses apods a inoculacao foram verificados 87,5% de positividade da T-PCR
entre os fragmentos cardiacos obtidos dos animais inoculados com essa cepa.
Entretanto, o parasito ou o seu kDNA néo foi detectado no sangue periférico de
nenhum desses animais, nesse momento.

Estes resultados mostraram a dificuldade de avaliar o papel do parasito
e sua persisténcia em pequeno numero no sangue periférico do hospedeiro
vertebrado durante a evolucdo da doenca. Curiosamente, o parasito foi
demonstrado com menor freqiiéncia, aos 24 meses de infeccdo, nos tecidos dos
animais inoculados com a cepa Be-78 em relagdo aos animais inoculados com a
cepa Y. Ao contrario, os cdes inoculados com a cepa Be-78 apresentaram maior
parasitismo sangiiineo quando comparados aos inoculados com a cepa Y, que
mostraram raros parasitos no sangue periférico. A persisténcia do 7. cruzi no
miocardio também foi demonstrada pela amplificacdo de DNA do parasito em
tecidos obtidos apds bidpsias miocardica de pacientes portadores das formas
indeterminada ou cardiaca (ANEZ et al, 1999). A presenca de DNA nuclear do

parasito também tem sido detectada em tecidos cardiacos de pacientes com
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lesGes inflamatoérias severas, pela PCR e hibridizacdo com sondas internas
especificas, ndo sendo detectadas seqiiéncias de DNA do 7' cruzi em tecido
cardiaco de pacientes assintomadticos ou soronegativos (JONES et al, 1993).
Resultados concordantes foram obtidos por Lages-Silva et al. (2001) e Vago et
al (1996a; 1996b) que amplificaram o kDNA em tecidos do esoéfago de pacientes
com megaesofago, sendo observada uma correlacdo entre a inflamacio tecidual
e a presenca do parasito. Além disso, varios autores tém mostrado a auséncia
de correlacio entre os niveis de parasitismo sangiineo, verificada por testes
parasitolégicos e as formas clinicas da doenca de Chagas crénica (CASTRO,
1980; CERISOLA et al, 1974). Entretanto, a evidéncia do envolvimento do
parasito na patogénese da doenga de Chagas indica a importancia do
parasitismo tecidual cardiaco na avaliagdo da evolucao da doenca de Chagas

cronica (HIGUCHI et al, 1993a; JONES et al, 1993; TARLETON, 2001).
7.3- Aspectos histopatoldgicos

Para a avaliagdo histopatolégica foram  realizadas andlises
semiquantitativas de fragmentos do coragdo dos animais infectados com as
diferentes cepas do 7. cruzi. A analise das seis diferentes regides cardiacas,
tanto em animais eutanasiados durante a fase aguda quanto na fase cronica da
infeccdo ndo mostrou diferenca significativa entre os grupos infectados.
Entretanto, foram verificadas diferencas entre esses e o grupo controle para
alguns dos parametros analisados. De uma maneira geral, as regides cardiacas
de um mesmo animal apresentaram o mesmo padrdo histopatoldgico.
Entretanto, segundo Rossi (1998) o ventriculo esquerdo e o atrio direito sio as
regides mais atingidas na doenca humana. Essas observagoes foram descritas
também para o modelo canino (ANDRADE, 1984).

Durante a fase aguda, o parasito foi encontrado aleatoriamente, em todas
as regioes cardiacas estudadas. Entretanto, como ja descrito anteriormente, foi
verificado nos fragmentos cardiacos dos animais infectados com a cepa Be-78,
que a maioria dos ninhos integros encontrava-se sem associacdo com reacao
inflamatéria. A presenca de inflamacdo foi observada apenas quando havia
ninhos rompidos. Essas observacoes estdo de acordo com a presenca de um

infiltrado inflamatdrio menos exuberante nos tecidos cardiacos dos animais
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inoculados com esta cepa. Entretanto, o Unico fragmento que apresentou
inflamacao mais intensa foi o AD, onde foi encontrada maior quantidade de
ninhos rompidos. Por outro lado, nos fragmentos cardiacos dos animais
infectados com as cepas Y ou ABC o processo inflamatério mostrou-se mais
intenso em relagdo aos animais do grupo controle em todos os fragmentos
cardiacos avaliados. A presenca de ninhos e amastigotas isoladas envolvidas
por processo inflamatdrio foram freqiientes. Na maioria das vezes, foram
observados ninhos rompidos, entretanto, o parasitismo detectado nos
fragmentos oriundos de caes inoculados com a cepa Y foi bem menor. Estes
dados estdo de acordo com os observados por Guedes (2006), para o AD. O autor
realizou analises morfométricas computadorizadas para quantificacdo das
areas ocupadas por inflamacdo no AD desses mesmos animais. Fol observado
que o numero de nucleos celulares presentes no AD dos animais inoculados com
as diferentes cepas foi significativamente superior apenas entre os caes
infectados em relacgdo aqueles néo infectados.

Durante a fase aguda da infecgcdo, podem ser observados infiltrados
inflamatoérios focais ao redor das células parasitadas, podendo ocorrer processos
inflamatoérios intensos e difusos, em geral, associados com a multiplicacdo do
parasito, ruptura das células e liberacdo de mediadores inflamatoérios. Segundo
Ribeiro dos Santos & Hudson (1980) nesta fase, apesar do parasito ser
facilmente detectado, nem sempre existe uma correlacio direta entre este e a
intensidade das lesdes, principalmente pela destruicio de células néao
parasitadas apds adsorcdo de antigenos do parasito. Devido a grande
destruicdo causada pela reacdo inflamatéria, a substituicio do miocardio
destruido pode ocorrer por diferentes mecanismos. A substituicdo por células
adiposas foi descrita como sendo de menor importancia do ponto de vista
anatomopatolégico, em relacio ao reparo por tecido conjuntivo (ANDRADE et
al, 1988, ROSSI & BESTETTI, 1995; CALIARI et al, 2002). No presente
trabalho, os animais infectados com a cepa Y, que foram eutanasiados durante
a fase aguda, apresentaram maior quantidade de células adiposas, em todos os
fragmentos cardiacos avaliados, em relacdo aos animais do grupo controle. As
células adiposas estavam associadas ao processo inflamatoério. Nos fragmentos

obtidos de animais inoculados com a cepa ABC, o infiltrado de células adiposas
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foi observado apenas no AD, onde também houve associacdo nitida ao processo
inflamatério. Os animais infectados com a cepa Y (fragmentos AE e SI) e ABC
(VE, SI e PTA) foram os que apresentaram maior quantidade de neocoldgeno
quando comparados aos animais do grupo controle. A parasitemia observada
nos animais inoculados com a cepa ABC foi subpatente em apenas um animal
no dia da necropsia, enquanto, todos os animais inoculados com a cepa Y
apresentaram parasitemia subpatente nesse dia. Em relacdo aos animais
inoculados com a cepa Be-78, apenas o AD mostrou processo inflamatério
intenso, nio foi observado nenhum evento importante nas demais andalises.
Entretanto, o nivel parasitémico destes animais foi semelhante ao observado
nos animais inoculados com a cepa ABC, e superior no tecido. Esses resultados
também estdo de acordo com os observados por Guedes (2006). A quantificacio
do colageno nessa fase da doenca, nos fragmentos AD dos animais inoculados
com as trés cepas, fol apenas discreta, ndo sendo observado, pelo autor,
diferenca significativa entre os animais infectados e os controles.

Diante dos dados observados na fase aguda, é possivel especular que a
morfologia das formas tripomastigotas sangiiineas descritas por Brener (1965)
pode ter influéncia no padrao anatomopatolégico observado. Desta maneira, os
animais inoculados com cepa Be-78, apresentaram maior parasitismo tecidual e
menor reacdo inflamatéria. Esta cepa é constituida predominantemente de
formas largas, a maioria dos ninhos estava integro. Uma vez o parasito na
circulacao sangiinea, estas formas sdo mais resistentes a Lise mediada pelo
complemento (BRENER, 1969), permanecendo, portanto, por um periodo maior
na circulacdo. Além disso, Brener (1965; 1969) verificou que essas diferencas
morfolégicas poderiam ser correlacionadas aos cursos clinicos da infeccao
experimental de camundongos. Por outro lado, as formas delgadas, observadas
na cepa Y, penetram mais rapidamente nas células do hospedeiro e sdo mais
susceptiveis aos mecanismos imunes, (BRENER, 1969), o que explicaria o fato
de maior nimero de células parasitadas rompidas, portanto maior processo
inflamatoério e parasitemia subpatente. Os animais inoculados com a cepa ABC
apresentaram um padrdo intermedidrio. Segundo Guedes et al (2007) esta

cepa é composta predominantemente por formas largas, porém, possui uma
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percentagem de formas delgadas superiores a observada para a cepa Be-78 e
inferior a cepa Y.

Na fase aguda da infeccdo o infiltrado inflamatério intenso é reduzido
drasticamente, mas o 7' cruzi nao é eliminado totalmente mesmo na presenca
de Interferon-gama (IFN-y) (TORRICO et al, 1991), linfécitos T CD8+
(TARLETON et al, 1994) e macréfagos (ORTIZ-ORTIZ et al., 1976). Por esta
razao, os focos inflamatdérios intrafasciculares continuam sendo formados lenta
e progressivamente, ao longo dos anos, modulados pela resposta imune. Como
resultado deste longo processo, surge uma miocardite cronica, fibrosante,
podendo levar a faléncia cardiaca tanto no homem, quanto no modelo cdo
(BARRETO et al., 1986; LANA et al., 1988).

A principio, a auséncia do parasito na avaliacdo imuno-histoquimica no
miocardio destes cies sugere o envolvimento de outros mecanismos na génese
do processo inflamatério e conseqiientemente na manutencdo das lesdes
cronicas. Embora nenhum parasito fosse detectado pela IMH na fase cronica, a
PCR demonstrou a presenca desses através da identificacdo de fragmentos de
kDNA nos tecidos obtidos de animais infectados com 4000 TS e 2000 TS da
cepa Be-78. Durante a fase aguda da infeccédo foi observado um maior nimero
de ninhos e amastigotas isoladas no miocardio. O processo inflamatério foi
menos exuberante, o que poderia sugerir que a reducdo de células
inflamatoérias durante a fase aguda estaria relacionada a menor eficiéncia na
destruicdo do parasito pelos mecanismos imunes, uma vez que a maioria das
células parasitadas permanecia integra. Provavelmente, as células parasitadas
se rompem mais tardiamente na fase cronica quando comparadas as células
parasitadas de outras cepas. Curiosamente, apenas o fragmento AD que havia
apresentado processo inflamatorio significativo em relacdo aos animais do
grupo controle durante a fase aguda mostrou auséncia de inflamacao
significativa durante a fase cronica. Esse resultado também é concordante com
o observado por Guedes (2006), uma vez que, na fase crdénica, apenas os
animais inoculados com a cepa Be-78 ndo apresentaram inflamacdo no AD
significativamente superior ao dos animais controles.

O contrario pode ser observado nos tecidos dos animais infectados com a

cepa Y durante a fase cronica, sendo estes os Unicos que apresentaram
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presenca de fibrose significativamente superior aos controles. Esse resultado
foi discordante dos observados por Guedes (2006), uma vez que esse autor
mostrou fibrose mais intensa no AD dos animais inoculados tanto com a cepa Y
como com a ABC. Vale lembrar que, na fase aguda, os animais inoculados com
a cepa Y foram os que apresentaram processo inflamatdério mais intenso e
maior presencga de células adiposas em todos os fragmentos cardiacos avaliados.
Portanto, uma multiplicacdo silenciosa do 7. cruzi durante a fase cronica da
doenca evidenciada pela presenca de DNA do parasito pela PCR poderia ser
responsavel pelo surgimento de sucessivas zonas de destruicdo miocardica
seguidas de fibrose reparativa, na fase cronica.

Durante a fase cronica nao foi observada presenca de infiltrado de células
adiposas nos fragmentos cardiacos avaliados. Entretanto, Caliari et al (2002)
verificaram acréscimo de células adiposas em todos os caes chagasicos crénicos
infectados pelas cepas Be-62 e Be-78, porém, todos foram eutanasiados entre
sete e 12 anos de infeccdo. Essa diferenca de tempo de infecgdo em relacdo aos
animais avaliados no presente estudo pode ter influenciado nos resultados,
além da diferenca do modelo, uma vez que os animais utilizados pelos autores
foram caes sem raca definida. A interferéncia desta infiltracdo gordurosa no
processo inflamatério chagasico agudo e cronico ainda precisa ser melhor
estudada ja que os adipécitos sdo capazes de produzir TNFo, MIF e TGFB,
mediadores quimicos envolvidos em feno6menos como a migracdo de leucécitos
para o foco inflamatério e a deposicdo de colageno (FRUHBECK et al, 2001).

Na cardiopatia chagasica cronica humana a fibrose é difusa e de grau
variavel, atingindo o perimisio, endomisio e ao redor dos vasos coronarianos
intramiocardicos (BOGLIOLO, 1976; ROSSI, 1991). Focos de intensa deposicéo
de colageno também sado encontrados associados com degeneracio e necrose de
miocardiécitos, além de infiltrado inflamatério crénico (ROSSI, 1998). Esse
aspecto de destruicio miocardica e fibrose focal e difusa que n&o esta
diretamente correlacionada com parasitismo indica uma inflamagdo cronica
progressiva provavelmente correlacionada com mecanismos imunoldgicos
(TAFURI, 1987; ANDRADE et al., 1989; TAFURI, 1999). Tanto a fibrose difusa
quanto a focal interrompem parcial ou totalmente o percurso dos feixes

musculares, atingem o perimisio e unem uns aos outros fasciculos adjacentes.
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Portanto, a cardiopatia cronica fibrosante descompensada, com graves
disturbios do ritmo, pode ser justificada pela quantidade de fibrose focal e
difusa que se acumula ao longo dos anos (MADY et al., 1999).

Como sugerido por varios autores (JONES et a/, 1993; HIGUCHI et al,
1993a; LAGES-SILVA et al, 2002), o parasito deve exercer um papel
importante na patogénese das lesoes teciduais. A presenca continua do 7. cruzi,
demonstrada pela PCR tanto nos tecidos como no sangue, talvez seja, o
principal fator responsavel pelo desencadeamento dos processos que levam ao
desenvolvimento de alteracbées cardiacas. Como conseqiiéncia pode ocorrer
ativacdo continua da resposta imune, explicando a participacdo de processos
autoimunes, que na verdade poderiam ser estimulados pelo proprio parasito.

Nesse estudo, foi demonstrada que a intensidade do parasitismo tecidual
nao esta relacionada a intensidade do parasitismo sangiiineo, pois o parasito foi
detectado no tecido cardiaco de todos os animais avaliados, mesmo naqueles
que apresentaram testes parasitolégicos e moleculares (ESF, Hc e PCR
realizado no sangue) persistentemente negativos. Entretanto, apesar de o
parasito ter sido detectado com freqliiéncia semelhante no tecido cardiaco dos
animais inoculados com diferentes cepas do 7. cruzi os padroes histopatologicos
detectados foram variaveis. Assim, esses dados reforcam a importancia da
presenca do parasito na formacdo das lesdes cardiacas, mas o padrdo
histopatologico das lesdes estaria relacionado especialmente com a populagao

do 7. cruzi presente.
7.4- Caracterizacdao molecular

Estudos realizados por varios autores tém demonstrado que grande parte
das populacoes do 7. cruzi isoladas de diferentes hospedeiros de toda Aarea
endémica da doenca de Chagas sdo compostas por um conjunto de diferentes
clones com caracteristicas biolégicas e genéticas distintas (MOREL et al, 1980;
DEANE et al., 1984; TIBAYRENC et al, 1986; TIBAYRENC & AYALA, 1988;
OLIVEIRA et al, 1998; 1999). Essas populacdes do parasito podem sofrer
alteracbes na organizacdo de suas subpopulacoes devido aos métodos de
isolamento e de manutencio em laboratério podendo favorecer a expansao ou a

reducdo de determinados clones presentes na amostra natural (MACEDO &
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PENA, 1998). Por outro lado, torna-se importante considerar também que a
genética do hospedeiro vertebrado pode influenciar no processo seletivo de
clones do parasito (ANDRADE et al., 2002).

Neste trabalho, a caracterizacdo molecular das populacées do 7. cruzi
1soladas de caes foi ampliada em relacio ao estudo realizado anteriormente por
Veloso et al., 2005. Nesse sentido, foi utilizado um niimero maior de cepas e os
animais escolhidos, para o estudo, possuiam uma carga genética mais
homogénea. As cepas Be-78, Y ou ABC utilizadas para a inoculacdo dos
animais foram consideradas parentais. Dessa forma, a avaliacdo genética das
populacées do 7. cruzi recuperadas 30 dias apds a inoculacido e também da
ultima Hc positiva, realizada ao longo de 24 meses de infec¢do, foram
caracterizadas por quatro técnicas diferentes, pois, segundo Tibayrenc & Ayala
(1999), para aumentar o nivel de resolucio de uma hipétese, sobretudo nos
estudos referentes a tipagem de cepas e andlises filogenéticas, é necessario
utilizar mais de dois marcadores genéticos desenvolvidos a partir de seqiiéncias

de DNA que apresentam diferentes taxas evolutivas.

7.4.1. Cepa Be-78

A caracterizacio fenotipica da cepa Be-78 utilizada para a inoculacao de
dois grupos experimentais distintos, um inoculado com 4000 TS e outro 2000
TS, mostrou perfil de Z2 ou ZA (MILES et al, 1977; ROMANHA et al., 1979),
para as quatro isoenzimas estudadas (GPI, G6PD, PGM e IDH). Mesmo sendo
os parasitos mantidos em camundongo e os experimentos realizados com um
intervalo de 18 meses entre eles, o perfil de ZA foi mantido. Resultados
semelhantes foram obtidos por Carneiro et al, (1990) quando cepas do ZA
foram mantidas por 18 meses em camundongos C3H. Os autores mostraram
que a manutencao de cepas do 7. cruzi, pertencentes aos ZB, ZC e ZD, em
camundongos C3H, pelo mesmo periodo de tempo, muda o padriao de
isoenzimas de algumas cepas em direcido ao ZA, sugerindo que a manutencio
de populagoes do 7. cruzi em camundongos poderia levar a selegao de
subpopulacdes. Lana et al (1981) classificaram a cepa Be-78 como Z2, embora a
ocorréncia de uma banda extra no perfil eletroforético da enzima PGM e um

perfil tipico de ZB ou ZC para a enzima MDH, foi observado por esses autores.
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Recentemente, Veloso et al. (2005) mostraram a existéncia dos zimodemas 72,
ZB e ZC na cepa Be-78 e nas quatro populacées isoladas de caes
experimentalmente inoculados com esta cepa. Esses zimodemas foram
1dentificados na maioria dos isolados, em maior ou menor proporciao em cada
um deles ou no mesmo isolado. Foi observada inclusive a presenca de dois
zimodemas, ocorrendo simultaneamente, em propor¢ées semelhantes ou nao.
Os autores sugeriram que as diferentes subpopulac¢bes presentes nesta cepa,
poderiam apresentar flutuacées temporarias em suas concentragoes, que
poderiam ser dependentes do relacionamento parasito/hospedeiro. Entretanto,
Cruz et al. (2006) classificaram a cepa Be-78 como sendo do grupo genético 32
(TIBAYRENC & AYALA, 1988), equivalente ao Z2, apds caracteriza-la
utilizando 22 locus enzimaticos, nove iniciadores para a técnica de RAPD e sete
locus de microssatélites. Os autores sugeriram ser esta populagdo monoclonal,
pelo menos dentro do limite da sensibilidade das técnicas utilizadas, uma vez
que os produtos de amplificacido de sete locus de microssatélites foram
semelhantes entre a cepa Be-78 e quatro clones obtidos por dilui¢bes sucessivas
de acordo com Gomes et al. (1991).

A analise do fenograma construido pela UPGMA, utilizando o
pareamento de bandas compartilhadas obtidas pelo RAPD, mostrou que a cepa
Be-78 e seus respectivos isolados se subdividiram em dois grupos distintos de
acordo com o tamanho do inéculo, porém bem préximos geneticamente. Entre
alguns isolados do 7. cruzi obtidos de um mesmo cao ou de animais distintos
pertencentes ao mesmo grupo ou nao, foram observadas pequenas diferengas
nos perfis de bandas, sendo que a maioria delas foi compartilhada. Esses dados
sugerem a possivel participacdo de fatores do hospedeiro nas alteragoes
moleculares observadas no perfil de RAPD, uma vez que a cepa utilizada para a
inoculacdo dos animais foi a mesma. Como esta cepa foi mantida em
camundongo durante 18 meses até a inoculacdo do segundo grupo,
provavelmente, a alocacdo destas populacdoes em dois grupos distintos no
fenograma, nao foi devido ao tamanho do inéculo e sim ao manuseio, pois, esses
dados embora menos evidentes, corroboram aos obtidos por Veloso et al. (2005)
que mostraram alteracoes nos perfis de RAPD da cepa Be-78 e seus respectivos

1solados de caes, experimentalmente inoculados com esta cepa, e reisolados
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ap6s dois a sete anos de infeccdo. Entretanto, as alteracées observadas pelos
autores nos perfis de RAPD foram acompanhadas de alteracbes fenotipicas,
representadas pelo perfil eletroforético de isoenzimas, mostrando uma
correlacao entre os dois métodos, porém, os resultados obtidos no presente
trabalho ndo mostraram alteracdo no perfil de isoenzima para a cepa Be-78 e
seus respectivos isolados, provavelmente, o tempo transcorrido entre a
inoculacéo e o reisolamento pode ter sido insuficiente para ocorrer alteragdes
mais relevantes.

Posteriormente, a cepa Be-78 foi caracterizada utilizando dois
marcadores moleculares que utilizam como alvos genes que apresentam taxas
de evolucdo lenta ('DNA e DNA mit COII) e que sdo relacionados com o DNA
genomico e mitocondrial, respectivamente. O produto da amplificagao da regido
3’ do gene rDNA 24 So observado (125pb) foi correspondente a linhagem 1
(SOUTO & ZINGALES, 1993; SOUTO et al, 1996), enquanto os perfis
apresentados para o DNAmit foram correspondentes ao grupo mitocondrial C
(FREITAS et al. 2006). Os dois marcadores indicaram ser a cepa Be-78 e seus
respectivos isolados classificados como 7. cruzi II, corroborando com os

resultados observados por Cruz et al. (20086).

7.4.2. Cepa Y

Como mostrado anteriormente os animais inoculados com a cepa Y
apresentaram uma baixa parasitemia, conseqiientemente foram obtidos poucos
isolados desta cepa, apenas trés durante a fase cronica da infecgdo, sendo que
dois foram isolados de um mesmo cdo. Embora o nimero de amostras obtido
seja pequeno, os resultados da caracterizacdo molecular realizada nestes
1isolados foram surpreendentes. A cepa Y também foi utilizada para a
inoculacao de caes pertencentes a dois grupos distintos, como descritos para a
cepa Be-78. O intervalo transcorrido entre os dois experimentos foi de apenas
quatro meses. A cepa Y utilizada apresentou perfil de isoenzima Z2 ou ZA,
semelhante ao observado para a cepa Be-78 em todas as enzimas, entretanto,
dois isolados de animais diferentes e pertencentes a grupos experimentais
distintos apresentaram perfis isoenzimaticos diferentes da cepa parental.

Curiosamente, um dos isolados apresentou perfil ZB para as quatro isoenzimas
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enquanto o outro apresentou perfil de ZC para a GPI e ZB para as demais
enzimas. Varios autores tém relatado mudancas nos perfis de isoenzimas e de
restricdo do kDNA de varias cepas do parasito devido a manutengio delas em
cultura ou em hospedeiros vertebrados por tempo prolongado (CARNEIRO et
al., 1990; ROMANHA et al., 1979; VELOSO et al., 2005).

A cepa Y, por ser uma cepa de referéncia, provavelmente tem sido uma
das cepas mais citadas na literatura. Portanto, sdo varios os trabalhos que
descrevem sua caracterizacdo, tanto biolégica quanto molecular (ANDRADE
1974; ROMANHA et al, 1979 MARQUES DE ARAUJO & CHIARI, 1988;
OLIVEIRA et al, 1998; BARNABE & TIBAYRENC, 2004). Segundo, Barnabé
& Tibayrenc (2004) a cepa Y é encontrada em muitos laboratérios apresentando
pelo menos dois genétipos distintos, A e B correspondendo aos DTUs (discrete
typing units) T. cruziIlb e T. cruzi 11d, respectivamente, sendo IId considerado
hibrido. Essas subdivisées, segundo os autores, parecem ser altamente estaveis
no espaco e no tempo. Entretanto, a instabilidade nesses genétipos tem sido
mostrada por outros autores, inclusive neste estudo. Os resultados obtidos
mostraram mudancas do perfil de ZA para ZB e ZC (GPI) corroborando com
trabalhos anteriores que registraram mudancas reversiveis na mobilidade dos
padroes eletroforéticos de isoenzimas descritos para esta cepa. Assim,
Romanha (1982) registrou de uma maneira bastante interessante a transicio
entre os zimodemas A, B e C. Os autores registraram inclusive, para a enzima
GPI, os estagios intermediarios entre um zimodema e outro. Posteriormente,
Alves et al (1993) mostraram mudancas do ZA para ZB e ZC apés a realizacio
de sub-culturas de culturas clonadas da cepa Y em meios com diferentes
composi¢oes ou apds passagem em camundongos recém nascidos. Os autores
mostraram que o ZA era observado em meio contendo sangue e os ZB e ZC em
meios de cultura progressivamente menos rico em nutrientes e sem sangue.
Barnabé & Tibayrenc (2004) tentaram reproduzir os resultados obtidos por
Alves et al. (1993; 1994; 1996) com dois subclones da cepa Y pertencentes aos
genotipos A e B, utilizando diferentes procedimentos de clonagem. Os autores
nao observaram mudancas nos padroes de isoenzimas e RAPD e atribuiram a

discrepancia dos resultados a diferencas entre os métodos de clonagem.
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Os dados apresentados para a cepa Y nesse trabalho, confirmaram mais
uma vez o carater policlonal desta cepa. Esta caracteristica ja foi demonstrada
por varios autores como Marques de Aratjo & Chiari (1988) que isolaram trés
clones desta cepa YP1, YP2 e YP3. Esses clones foram estudados por Oliveira et
al (1998) que mostraram ser o Clone YP3 pertencente ao rDNA do tipo 1/2,
considerado hibrido, a cepa Y e os outros dois clones apresentaram rDNA do
tipo 1 (7. cruzi II). Desta maneira, os resultados apresentados aqui
demonstram que a cepa Y quando permanece em cies Beagle, por um periodo
de tempo de 12 meses e 21 meses, pode alterar seu perfil isoenzimatico de ZA
para ZB ou ZC, sendo esta mudanca acompanhada pela alteracdo nos perfis de
RAPD e do gene mitCOIIl. Porém, o resultado da técnica de rDNA néao foi
concordante com esse resultado, onde foi observado o fragmento de 125pb
correspondente a 7. cruziII.

Como observado por diversos autores, dependendo do método de
1solamento e do manuseio utilizados em estudos de caracterizacao de cepas ou
clones do 7. cruzi, é possivel obter mudancas tanto no fenotipo quanto no
genétipo. Mudangas nos perfis de RAPD de clones pertencentes aos quatro
genétipos principais (TIBAYRENC & AYALA, 1988), foram observadas por
Toledo et al (2001), apés tratamento com Bz, tanto na fase aguda quanto
cronica da infeccao pelo 7' cruzi. Os autores sugeriram que essas mudangas
poderiam estar associadas as propriedades bioldgicas apresentadas pelos clones
estudados. Desta maneira, nos genotipos 19 e 20 foi constatada a presenca de
clones considerados resistentes, parcialmente resistentes e sensiveis ao Bz e,
no genotipo 20, apenas clones resistentes ao Bz. Os clones desses geno6tipos nao
mantiveram o padrdo inicial apds sofrerem pressido do quimioterapico e
passaram a apresentar além de outros perfis, o perfil hibrido, que segundo
McDaniel & Dvorak (1993), dependendo do tipo de pressdo seletiva, as
populacdes do parasito passam a apresentar perfil hibrido mais adaptado para

sobreviver em condi¢ces adversas.

7.4.3. Cepa ABC

Outra cepa avaliada neste trabalho foi a ABC. Esta cepa foi escolhida por

ter sido isolada de uma paciente que apresentava, além da forma cardiaca, a
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forma digestiva. Na maioria dos parametros estudados esta cepa apresentou
padrido intermediario entre as cepas Be-78 e Y. Os resultados obtidos nesse
estudo mostraram um carater hibrido tanto para a cepa parental quanto para
os respectivos isolados na maioria dos marcadores utilizados, exceto para o
rDNA. Talvez pelo fato de ser esta cepa hibrida, foi a que apresentou maior
homogeneidade entre a cepa parental e os respectivos isolados. Essa
homogeneidade foi evidenciada principalmente pelo maior nimero de bandas
compartilhadas, observadas pelo resultado da analise de compartilhamento de
banda realizado pelo programa DNA POP.

Os resultados obtidos nesse estudo corroboram aos de outros autores que
analisaram comparativamente as cepas parentais com populacdes reisoladas
apés diferentes métodos de manutencdo e manuseio (CARNEIRO et al, 1990;
LAURIA-PIRES et al., 1996; 1997; VELOSO et al. 2005).

A caracterizagao molecular das populacées do 7. cruzi avaliada nesse
trabalho, mostrou por meio de quatro marcadores moleculares, que apenas
duas populacoes isoladas de caes Beagle alteraram nos perfis de RAPD e
1soenzima ao longo da infeccdo de caes. Entretanto, a técnica de RAPD foi mais
sensivel em detectar estas alteracbes, especialmente quando os iniciadores
3302 e Agt-11R foram utilizados. Esses resultados apontam para a teoria de
que cada hospedeiro possui a sua populacdo de parasito, que provavelmente
pode ser alterada ao longo da infeccdo, que poderia ser modulada por cada
hospedeiro. Desta maneira, é razoavel supor que se cada individuo (no caso o
cdo) pode estabelecer uma relacéo peculiar com a sua populacéo de parasitos ao
longo de uma infecgdo cronica, e que esta relacdo pode refletir em alteracoes
genéticas desta populacdo, seria dificil estabelecer uma correlagao definitiva
entre as caracteristicas genéticas de uma populagdo do 7. cruzi e o seu

comportamento bioldégico.
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CONCLUSOES

1- As manifestacoes clinicas observadas durante a fase aguda da infeccdo de
caes Beagle com as cepas Be-78, Y ou ABC do 7. cruzi foram semelhantes as
observadas em humanos, confirmando a importancia deste animal como

modelo experimental na doenca de Chagas.

2- A sensibilidade das técnicas parasitolégicas (ESF, Hc e PCR) foi dependente

da cepa do 7. cruzi.

3- A elevada freqiiéncia de hemocultura positiva entre os animais inoculados
com as cepas Be-78 ou ABC, quando comparada com a baixa freqiiéncia de
positividade dos inoculados com a cepa Y, provavelmente reflete diferencas na

constituicao genética das populacoes do 7. cruzi estudadas.

4- Os resultados da PCR especifica no sangue dos animais avaliados
demonstram a persisténcia do 7. cruzi no sangue periférico ao longo da fase
cronica e também o carater mais sensivel dessa técnica em relacdo a

hemocultura.

5- A técnica de imuno-histoquimica néo foi sensivel em detectar antigenos e/ou

parasitos durante a fase cronica da infec¢ao de caes pelo 7. cruzi.

6- A PCR realizada no tecido cardiaco foi mais sensivel em detectar o kDNA do
T. cruzi em relacdo as técnicas realizadas no sangue (Hc e PCR), independente

da cepa do parasito.

7- A correlacdo entre os niveis de parasitemia e a frequéncia de kDNA do

parasito nos fragmentos cardiacos foi dependente da cepa do parasito.

8. Durante a fase aguda da infeccdo nido foi observada correlacdo entre a
intensidade e o padriao da inflamacao com a presenca do parasito. Mas o padrao

de resposta inflamatéria foi correlacionado a cepa do parasito.
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9- Durante a fase cronica, o padrao histopatologico das lesdes cardiacas nao foi
relacionado com a presenca do parasito (detectado pela PCR), mas foi

relacionado com a populagéo do 7’ cruzi presente no tecido.

10- O perfil de isoenzima da cepa Y pode ser alterado durante a fase cronica da
infeccao de caes, sendo esta mudanca acompanhada pela alteracido nos perfis de

RAPD e para o gene mitocondrial COII.
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