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RESUMO

Neste trabalho analisamos o perfil genético de 102 amostras do T. cruzi previamente
isoladas de 44 pacientes chagasicos cronicos procedentes de diferentes regides endémicas dos
estados de Minas Gerais (MG) e Goias (GO), Brasil. De cada paciente foi obtido mais de um
isolado do parasito em diferentes periodos de tempo, para se compreender melhor a dindmica
populacional desse parasito durante a fase cronica da doenga de Chagas. Todas as amostras de
DNA do T. cruzi foram caracterizadas utilizando marcadores de DNA independentes: (i)
amplificagdo do dominio D7 do gene 24Sa do DNA ribosomal (rDNA 24Sa); (i) gene
mitocondrial citocromo oxidade subunidade II (COII) e (iii) amplificacdio da regido
intergénica dos genes de mini-exon (SL-IR). Um total de 77 amostras do T. cruzi (procedentes
de 32 pacientes) foram analisadas utilizando nove loci de microssatélites. Os dados
relacionados aos marcadores rDNA 24Sa e COIl mostraram que a maior parte dos isolados
pertencem ao grupo rDNA 1 e haplogrupo mitocondrial C, associados a linhagem T. cruzi II.
Por outro lado, os isolados de dois pacientes foram inicialmente caracterizados (rDNA 24Sa)
como T. cruzi I e cepas hibridas. Entretanto, a analise dos genes COII e SL-IR confirmaram
que esses isolados pertencem a linhagem T. cruzi III e ao grupo de cepas hibridas,
respectivamente. Esses resultados sugerem que a caracterizagdo genética utilizando somente
um marcador molecular ndo ¢ suficiente para classificar as amostras do T. cruzi dentro das
linhagens principais T. cruzi I, II e III, bem como cepas hibridas. As analises dos perfis de
microssatélites mostraram que diferentes amostras do T. cruzi isoladas de um mesmo paciente
foram geneticamente idénticas € monoclonais, exceto, nas amostras do parasito procedentes
de dois pacientes, onde observamos uma alternancia de correspondéncia entre os alelos para o
locus SCLE11, sugerindo que pelo menos duas populagdes do parasito estariam circulando no
sangue desse paciente. Os isolados obtidos de outros dois pacientes amplificaram
simultaneamente trés fragmentos de tamanhos diferentes para o locus de microssatélite
TcAAAT®6, sugestivo de policlonalidade ou aneuploidia para esse locus. Sendo assim, nossos
resultados enfatizam a necessidade e relevancia do estudo de diferentes amostras do T. cruzi
isoladas de um mesmo paciente em diferentes periodos de tempo, incluindo amostras antes e
apos tratamento especifico, para investigar a estrutura e a dinAmica populacional do T. cruzi

durante a fase cronica da doenca de Chagas.



ABSTRACT

In this work we analyzed the genetic profile of 102 samples of the T. cruzi previously
isolates from 44 Chagas disease chronic patients proceeding from different endemic regions
of the states Minas Gerais (MG) and Goids (GO), Brazil. At least two isolates were obtained
from each patient at different times aiming to understand the parasite population dynamics
during the chronic phase of the disecase of Chagas. All the samples of DNA of the T. cruzi
were characterized using marking of independent DNA: (i) amplification of the D7 domain of
the 24Sa ribosomal RNA gene (rDNA24Sa); (i1) mitochondrial cytochrome oxidade subunit 2
(COII) gene and (iii) amplification of the intergenic region of spliced leader genes (SL-IR). A
total of 77 samples of the T. cruzi (proceeding from 32 patients) were further analyzed for
nine microsatellite loci. The data related to the markers rDNA 24Sa and COII showed that
most of the isolated belongs to the group rDNA 1 and haplogrupo mitocondrial C, associates
to the T. cruzi II major lineage. On the other hand, isolates of the two patients were initially
characterized (rDNA 24Sa) as T. cruzi I and hybrid strains. However, analyses of COII and
SL-IR genes confirmed that those isolates belonged to the T. cruzi III and hybrid group,
respectively. These results suggest that the genetic characterization only using a molecular
marker is not enough to classify the samples of the T. cruzi inside of main lineages T. cruzi I,
IT and II1, as well as strains hybrids. The analysis of the profiles of microsatellites showed that
different samples of the T. cruzi isolated of exactly patient one were genetically identical and
monoclonal, except, in the samples of the parasite originating two patients, where we observe
a correspondence alternation enters the alelos for locus SCLE11, suggesting that at least two
populations of the parasite they would be circulating in the blood of this patient. The isolated
ones of others two patients, simultaneously amplified three fragmentos of different sizes for
locus of microsatellite TCAAAT6, suggestive of policlonalidy or aneuploidy for this locus.
Being thus, our results emphasize the necessity and relevance of the study of different
samples of the T. cruzi isolated of exactly patient one in different periods of time, including
samples before and after specific treatment, to investigate the structure and the population

dynamics of the T. cruzi during the chronic phase of the disease of Chagas.
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1. INTRODUCAO

Uma das questdes atuais mais intrigantes na doenga de Chagas se relaciona ao possivel
papel da diversidade genética de populagdes do Trypanosoma cruzi na determinagdo das
diferentes formas clinicas da doenga. Ha quase 100 anos, desde a descoberta da enfermidade,
pouco se conhece sobre os fatores determinantes das manifestagdes clinicas; e mesmo a
existéncia de um papel relevante da persisténcia do parasito no individuo infectado ja foi
questionada, valorizando os mecanismos de auto-imunidade como os principais responsaveis
pela doenga (CUNHA-NETO et al., 1995; SCHMUNIS, 1987; TARLETON, 2001).

Os mecanismos pelos quais as diferentes formas clinicas da doenga se estabelecem
ainda ndo se encontram totalmente esclarecidos. Certamente, os fatores associados aos
pacientes estdo envolvidos, mas estd cada vez mais evidente a existéncia de um papel
fundamental associado aos aspectos genéticos do parasito. Apesar de existir um numero
elevado de marcadores moleculares disponiveis para a andlise de parasitos e da diversidade
genética exibida pelo T. cruzi, ainda ndo foi possivel estabelecer uma correlagdo segura entre
a variabilidade genética desse parasito e as caracteristicas clinicas da doenca de Chagas
(ANDRADE et al., 1999; BAPTISTA et al., 2006; D’AVILA et al., 2006; VAGO et al.,
1996a, VAGO et al., 1996b, VAGO et al., 2000).

A maioria das técnicas usadas para a genotipagem do T. cruzi requer o isolamento do
parasito do sangue do paciente e a manutengdo do mesmo em cultura acelular, o que poderia
selecionar ou mesmo eliminar clones, de forma que as populacdes de parasitos disponiveis
para as analises podem diferir daquelas presentes no sangue e/ou daquelas que estejam
causando as lesdes teciduais e, provavelmente, as manifestagdes clinicas (CARNEIRO et al.,
1990, DEANE et al., 1984; ROMANHA et al., 1979).

Sabe-se que algumas cepas do T. cruzi sdo constituidas por um conjunto de
subpopulagdes ou clones geneticamente distintos que podem apresentar tropismo para
diferentes tecidos (MACEDO et al., 2004). Dessa forma, um fator importante na
determinagdo da evolucao clinica da doenca parece estar relacionado aos diferentes clones e a
seu tropismo especifico. Nesse contexto, Macedo & Pena (1998) propuseram o modelo
histotropico clonal do T. cruzi, no qual clones geneticamente distintos apresentam
propriedades bioldgicas diferentes, as quais podem determinar um tropismo tecidual
diferencial, sendo este considerado um dos fatores responsaveis pelas diferentes
manifestagdes clinicas da doenca.

Vago et al. (1996a, 1996b ¢ 2000) avaliaram o tropismo tecidual por meio da técnica de
LSSP-PCR (Low Stringency Single Specific Primer-PCR) diretamente de tecidos de animais e
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humanos, caracterizando a por¢ao variavel de 330pb do kDNA do T. cruzi. A caracterizagdo
das populagoes do T. cruzi presentes nos tecidos cardiacos e esofageanos demonstraram
diferentes perfis de assinaturas génicas. Esses dados sugeriram que a variabilidade genética do
parasito pode determinar tropismos diferentes com conseqiiente impacto na evolugdo das
diferentes formas clinicas da doenca de Chagas. Sendo assim, alguns pesquisadores enfatizam
a necessidade da genotipagem do T. cruzi diretamente do sangue ou tecido infectado,
principalmente porque estao disponiveis diferentes marcadores moleculares com sensibilidade
suficiente para serem utilizados nesse tipo de estudo (FREITAS et al., 2005; VAGO et al.,
2000; VALADARES et al., 2008).

Todavia, deve-se observar em quais situagdes essas analises realizadas diretamente em
tecidos de pacientes seriam eticamente recomendadas e adequadas, pois, diante das
dificuldades éticas e operacionais com a obtencdo de tecidos de diferentes 6rgaos humanos, o
universo dessas amostras para este tipo de andlise serd sempre reduzido. Além do mais,
Lages-Silva (2001) encontrou identidade entre os perfis de LSSP-PCR nas populacdes do T.
cruzi presentes no tecido, sangue e seus isolados de pacientes chagéasicos com a forma
cardiodigestiva. Em geral, foi encontrada uma intensa homogeneidade entre as populagdes do
T. cruzi obtidas de um mesmo paciente. Portanto, a caracterizagdo genética do kDNA do T.
cruzi, diretamente no tecido, sangue e seus isolados por hemocultura e/ou xenodiagndstico,
ndo evidenciaram padrdes de assinaturas génicas definidos que pudessem ser associados com
as diferentes formas clinicas da doenca de Chagas humana e, sugerindo ainda, que ndo houve
selecdo de subpopulagdes do T. cruzi pela manutengdo no meio de cultura. Este dado ¢
importante, uma vez que em varias ocasides o parasito s6 pode ser recuperado do sangue do
paciente por meio das técnicas de hemocultura ou xenodiagnéstico (LAGES-SILVA, 2001).

De fato, para a analise da caracterizagdo genética do T. cruzi associada aos diferentes
quadros clinicos, ¢ importante considerar que alguns pacientes podem estar infectados com
mais de uma populac¢do do parasito e que amostras de tecido e sangue ou isolados do T. cruzi
podem ndo representar todos os clones de uma cepa. Outro aspecto relevante esta relacionado
com a baixa parasitemia na fase cronica, uma vez que diferentes subpopulagdes que
apresentam tropismo diferenciado podem ndo ser detectadas no momento do isolamento do
parasito (LAGES-SILVA et al., 2006). Assim, a analise de diferentes amostras isoladas de um
mesmo paciente em diferentes periodos de tempo aumenta substancialmente as chances de
deteccdo das populagdes que interagem com o organismo humano. E importante considerar,
também, que alguns pacientes podem ter sido infectados por apenas uma populacao do T.

cruzi e, desse modo, a populagao isolada do sangue do paciente € a mesma presente no tecido,
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ou seja, associada a manifestagdo clinica da doenga. A detec¢ao do parasito ao longo da
infeccdo ¢ importante ndo somente para demonstrar sua presenca, como também para
caracteriza-lo, uma vez que ja ¢ bem estabelecido que o T. cruzi apresenta uma grande
variabilidade genética que pode estar correlacionada as formas clinicas da doenca de Chagas.

De acordo com o exposto acima, continua sendo importante a caracterizagao do parasito
proveniente da corrente sangiiinea, isso devido a possibilidade de que diferentes
subpopulagdes possam ser isoladas em momentos diferentes, o que possibilita a analise da
constituicdo populacional dos isolados, a comparagcdo entre as populagdes isoladas no
decorrer do tempo e o papel desse parasito na patogénese da doenga de Chagas. Um exemplo
digno de ser comentado sdo as duas populagdes do T. cruzi isoladas da primeira paciente
examinada por Carlos Chagas, Berenice-62 ¢ Berenice-78 (LANA, 1981; SALGADO et al.,
1962). Estudos iniciais realizados por Lana & Chiari (1986) ja apontavam diferencas
marcantes de seu comportamento em camundongos e em cultura acelular. Entdo, como
explicar essas diferengas de comportamento, sendo que os parasitos foram isolados da mesma
paciente? Posteriormente foi esclarecido que a cepa Berenice ¢ constituida por diferentes
subpopula¢des do parasito (VALADARES, 2007; VELOSO et al., 2005).

Considerando a diversidade genética do T. cruzi, uma caracterizagdo molecular
criteriosa das populagdes que circulam na natureza ¢ de fundamental importincia para
entender o papel que diferentes amostras do parasito desempenham na patogénese da doenga,
distribuicao geografica e nos diferentes indices de cura apos a terapéutica especifica. E ainda,
diante da complexidade da doenga de Chagas na fase cronica e da existéncia de milhdes de
chagésicos na América Latina, torna-se fundamental investir em estudos de polimorfismo de
populagdes naturais do T. cruzi.

Nossa proposta foi realizar um amplo estudo epidemioldgico molecular entre
populagdes do T. cruzi isoladas de pacientes chagasicos na fase cronica procedentes dos
estados de Minas Gerais e Goids. A utilizagdo de um niimero mais elevado de amostras do T.
cruzi recém isoladas por uma mesma técnica, a hemocultura, ¢ pouco manipuladas em
laboratorio, além de, o estudo de diferentes marcadores genéticos com diferentes taxas de
evolugcdo molecular: regido 3’ do gene rDNA ribossomal 24Sa, espacador intergénico dos
genes de mini-exon (SL-IR), polimorfismo de microssatélites e do gene mitocondrial
citocromo oxidase subunidade II (COII), permitiram uma abordagem mais refinada tanto na
tipagem das amostras como na analise filogenética das mesmas. Este estudo teve por
finalidade analisar o perfil genético dos isolados do T. cruzi procedentes dos dois estados e,

ainda, comparar esse perfil entre os isolados do parasito obtidos de um mesmo paciente em
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diferentes periodos de tempo para compreender melhor a dinamica populacional desse
parasito durante a fase cronica da doenga de Chagas, que ¢ de evolugdo lenta e de longa

duracao.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 O Trypanosoma cruzi e a doenca de Chagas

A infec¢ao humana pelo T. cruzi é endémica exclusivamente nos paises das Américas
Central e do Sul e primeiramente associada a existéncia natural do inseto transmissor. Apesar
das conquistas relacionadas ao incansavel mecanismo de controle da doenca de Chagas
empregado nas ultimas décadas, dados recentes mostram que aproximadamente 10 milhdes de
individuos encontram-se infectados, (SCHOFIELD et al., 2006) e cerca de 25% deles
apresentam sintomas da doenga que podem estar associados a populagdo do parasito, ao
individuo infectado e a duracdo da infeccdo. Estima-se ainda que em 25-30% dos pacientes
chagasicos cronicos ocorra uma consideravel morbidade, uma vez que eles podem sofrer
danos cardiacos e/ou lesdes do trato digestivo irreversiveis, resultando em 14.000 mortes por
ano (WHO, 2005). Devido a continua imigracdo de individuos infectados procedentes de
paises endémicos, hoje, a doenga de Chagas também ¢é problema de saude nos EUA e na
Europa (SCHOFIELD et al., 2006).

A doenca de Chagas humana era basicamente uma endemia rural, atingindo populagdes
de baixo nivel socio-econdmico e cultural, vivendo em casebres de ma qualidade, onde
algumas das espécies de triatomineos se domiciliaram com relativa facilidade. Atualmente, a
transmissdo da doenga se encontra em diferentes estagios de progressao, segundo o pais e/ou
regido, sendo sua freqiiéncia relacionada com o nivel econdmico da populacdo e com a
natureza domiciliar do vetor (MONCAYO, 1999, 2003). Além de a transmissao natural, outra
via importante de transmissao do T. cruzi ¢ a transfusional, que contribui para a disseminagio
da doenca de Chagas urbana, principalmente onde a transmissdo pelos triatomineos foi
controlada por meio de um intenso e continuo programa de saude publica (MONCAYO,
1999; MONCAYO, 2003).

A transmissdo transplacentaria ou congénita, terceira em importancia, ocorre devido a
colonizacdo da placenta pelo parasito, cuja incidéncia ¢ varidvel de regido para regido. No
Brasil, por exemplo, varia de 1% dos casos, enquanto que Argentina, Bolivia, Chile e
Paraguai varia de 4-12%. Observa-se que a transmissao transplacentaria parece depender de
fatores ligados ao hospedeiro e ao parasito (PRATA, 2001; WHO, 1991; WHO, 2005). A

prevencao neste sentido deve ser realizada com diagndstico precoce e tratamento especifico
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das maes que pretendem engravidar e das criangas infectadas, o que depende de decisdo
politica e infra-estrutura para o acompanhamento clinico em um programa de satde publica.
Em uma freqiliéncia menor, a infeccado também pode ocorrer por transplantes de 6rgaos, de
acidentes laboratoriais ou pela ingestdao de alimentos contaminados (COURA et al., 2002;
DIAS, 2006).

Em condigdes naturais, o T. cruzi alterna seu ciclo de vida entre um hospedeiro
invertebrado, correspondendo a hemipteros da familia Reduviidae, subfamilia Triatominae, e
um hospedeiro vertebrado (mais de 100 espécies de mamiferos de diferentes ordens), dentre
eles 0 homem (CHAGAS, 1909; ZELEDON & RABINOVICH, 1981). Durante o ciclo, o T.
cruzi passa por diferentes estagios de desenvolvimento em cada um dos hospedeiros, tais
como formas epimastigotas replicativas e tripomastigotas metaciclicos nos vetores
invertebrados (hematofagos) e formas amastigotas intracelulares replicativas e tripomastigotas
na corrente sangiiinea dos mamiferos. O aumento dessas formas circulantes e de células
parasitadas pode levar a morte do hospedeiro e/ou, como ocorre na grande maioria dos
pacientes, instala-se uma resposta imune, que controla gradativamente a proliferacao
parasitaria.

A infec¢do chagasica humana inicia-se com uma fase aguda de intensidade e duragdo
variaveis, ocorrendo exacerbada multiplicacdo parasitdria, que pode desencadear
manifestagdes clinicas como febre, aumento do volume dos linfonodos, mal estar,
hepatomegalia, nausea, anorexia. Porém, a grande maioria dos individuos nao apresenta
sintomatologia. Nessa fase, os parasitos sdo facilmente detectaveis ao exame direto do sangue
num periodo de um a dois meses (revisado por TEIXEIRA et al., 2006b). Outra carateristica
importante ¢ que deve ser observada ¢ a porta de entrada do parasito, que pode ser
evidenciada por um processo inflamatorio inespecifico identificado como chagoma de
inoculagdo (lesdo nodular da pele, conseqiiéncia de uma reagao inflamatoria local) ou sinal de
Romafia (manifestagdo tipica da infeccdo via ocular com edema bi-palpebral unilateral e
enfartamento ganglionar). Algumas criangas e menos freqlientemente adultos desenvolvem
sintomas mais graves (manifestacdes cardiacas, digestivas ou neuroldgicas) com taxa de
mortalidade entre 10 e 15% em determinadas regides, o que parece depender, pelo menos em
parte, da cepa do parasito (revisado por TEIXEIRA et al., 2006b).

A maioria dos individuos sobrevive a fase aguda e evolui para a fase cronica,
permanecendo infectados por toda a vida. A fase cronica da doenga de Chagas pode ser
assintomatica ou apresentar manifestacdes cardiacas, digestivas ou neurologicas, dependendo

da localizacdo e intensidade das lesdes. A forma indeterminada representa aproximadamente
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60-70% dos casos, e os pacientes podem permanecer sem qualquer manifestacdo clinica
durante toda a vida ou evoluirem para formas clinicas definidas. Aproximadamente 10-40%
dos individuos infectados evoluem para a cardiopatia chagasica cronica, que € a principal
manifestagdo clinica da doenca de Chagas com prognostico e evolugdo variaveis. As
sindromes digestivas sdo representadas pelas alteragdes funcionais do intestino e esofago com
prevaléncia de aproximadamente 10% dos casos. A forma cardio-digestiva ¢ a menos
freqiiente, com cerca de 2% dos casos (COURA et al., 1983; CUNHA-NETO et al., 1995).

As formas clinicas apresentam caracteristicas regionais distintas; em alguns paises como
o Panaméd e a Venezuela, a infeccdo chagasica se manifesta exclusivamente na forma
cardiaca. No Brasil, Argentina e Chile, as manifestacdes clinicas sdo bastante variadas
(COURA et al., 1983; GUEVARA et al., 1977; MIJAREZ, 1965; MINOPRIO, 1966). Na
Bahia predomina a forma cardiaca, em Goids a forma digestiva, no estado de Minas Gerais
observa-se uma elevada freqiiéncia de formas mistas (cardio-digestiva), no Rio Grande do Sul
e Rio de Janeiro a maioria dos pacientes chagasicos sdo indeterminados (COURA et al.,
1983). A razdo para essa heterogeneidade geografica e o motivo pelo qual diferentes pacientes
apresentam formas clinicas variaveis permanecem desconhecidos, mas, muito provavelmente,
sdo determinados pela variagdo genética do T. cruzi; todavia, ndo podemos descartar aspectos
relacionados ao hospedeiro.

A maior parte dos parasitos isolados do sangue periférico e tecidos de individuos
infectados na fase cronica da doenga de Chagas de varios estados do Brasil estd associada a
linhagem T. cruzi II e, portanto, associada a patogenia da doenga humana (FREITAS et al.,
2005; LAGES-SILVA et al., 2006; ZINGALES et al., 1998). Por outro lado, ha evidéncias de
que cepas pertencentes a linhagem T. cruzi I podem causar a doenga de Chagas em humanos
(ANEZ et al., 2004; COURA et al., 2002; TEIXEIRA et al., 2006a), principalmente no norte
da América do Sul e Amazodnia brasileira, onde a doenga de Chagas tem sido considerada uma
doenca emergente. Nessas regides ocorreram micro-epidemias, provavelmente causadas por
contaminagdes orais, resultando em casos agudos severos da doenca e em alguns fatais
(COURA et al., 2002).

O estudo das caracteristicas fenotipicas e genotipicas do parasito tem avancado na
ultima década, mas ainda ndo foi possivel correlacionar os dados obtidos com os aspectos
clinicos da doenga de Chagas e a susceptibilidade aos quimioterapicos. A triagem de varios
compostos contra o T. cruzi tem demonstrado que a maioria deles suprimem a parasitemia,
reduz a mortalidade, mas apenas os derivados nitroheterociclicos tém agdo curativa e vém

sendo usados no tratamento da doenca de Chagas humana (BRENER, 1984; CANCADO,
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1985; FILARDI & BRENER, 1987). Esses compostos previnem a letalidade, diminuem o
periodo de infecg¢do e sdo capazes de curar cerca de 50-60% dos pacientes na fase aguda.
Contudo, as diferentes cepas do T. cruzi apresentam susceptibilidade ou resisténcia natural ao
benznidazol e/ou nifurtimox, e ainda ndo estdo disponiveis marcadores fenotipicos e
genotipicos para resisténcia a drogas no caso do T. cruzi (ANDRADE et al., 2008;
FERREIRA, 1990; FILARDI & BRENER, 1987; MURTA et al., 1998, 2008).

2.2 O genoma do 7rypanosoma cruzi
2.2.1 O genoma nuclear

Como ocorre com os eucariotos, o T. cruzi apresenta dois genomas distintos, situados
em dois compartimentos celulares bem definidos: o nucleo e a mitocondria. O contetdo de
DNA total (nuclear ¢ mitocondrial) em T. cruzi por célula varia de 125-330fg (fentogramas),
incluindo o DNA do cinetoplasto responsavel por 16-30% do DNA total. A existéncia de um
intenso polimorfismo cromossomico tanto em numero quanto em tamanho entre cepas e
clones de T. cruzi pode estar relacionada as elevadas variagdes de conteudo do DNA
(CASTRO et al., 1981; DVORAK et al., 1982; HENRIKSSON et al., 1996; McDANIEL &
DVORAK, 1993).

Uma das particularidades observadas em T. cruzi e nos demais tripanossomatideos é que
seus cromossomos ndo se condensam durante a divisdo celular, o que dificulta a analise pelos
métodos convencionais de citogenética. Somente pela técnica de eletroforese em campo
pulsatil ou PFGE (Pulse Field Gel Electrophoresis) é que foi possivel a identificagdo de 20
bandas cromossomais na faixa de 0,3-4Mb (megabase) para o clone CL Brener (PORCILE et
al., 2003; SANTOS et al.,, 1997). Ainda foi observado que a intensidade das bandas
cromossomicas coradas com brometo de etidio varia bastante, sugerindo que algumas dessas
bandas apresentam co-migracao de mais de um cromossomo, que pode corresponder tanto a
cromossomos homdlogos quanto a cromossomos heterdlogos de tamanho equivalente. Essa
caracteristica propde que o nimero de cromossomos pode ser muito superior a 20
(BRANCHE et al., 2006; SANTOS et al., 1997).

A ploidia do T. cruzi foi por muitos anos objeto de discussdo e controvérsia por
diferentes razodes: (i) ndo se conhecem formas sexuadas do parasito, dificultando a analise e
isolamento de recombinantes; (ii) a divisdo bindria impede a distingdo entre os processos de
fusdo e divisao celulares. Apesar dessas limitagdes, evidéncias obtidas com métodos indiretos
sugerem que o T. cruzi seja diploide para a maior parte de seus cromossomos, caracteristica

recentemente confirmada com o advento do projeto genoma (EL-SAYED et al., 2005). Varias
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evidéncias suportam essa idéia, tais como o padrdo de distribui¢do de varias isoenzimas do
parasito ser tipico de um organismo diploéide (TIBAYRENC et al., 1986; TIBAYRENC,
1995); hibridizacdo de varios marcadores genéticos com duas bandas cromossdomicas,
sugerindo a existéncia de dois alelos localizados em cromossomos homologos de tamanhos
distintos (GIBSON & MILES, 1986; HENRIKSSON et al., 1990); medidas quantitativas de
DNA por cinética de renaturagdo e microfluorimetria (BORST et al., 1982). No entanto,
existem estudos que sugerem a existéncia de cromossomos aneupléides e/ou polipldides no

genoma de T. cruzi (CAMPETELLA et al., 1992; HENRIKSSON et al., 1996).

2.2.2 O genoma mitocondrial

O T. cruzi pertence a ordem Kinetoplastida, e os membros dessa ordem sao
caracterizados pela presenca de uma estrutura denominada cinetoplasto, contido na unica
mitocondria do parasito. O cinetoplasto apresenta um genoma préprio, o que caracteriza o
genoma extranuclear do parasito conhecido como kDNA (DNA do cinetoplasto). O kDNA do
T. cruzi esta organizado em uma rede complexa de moléculas circulares concatenadas,
denominadas de maxicirculo e minicirculo, que diferem em tamanho e funcao. A
concentragdo de DNA encontrada em um cinetoplasto pode representar cerca de 30% do DNA
total da célula (JUNQUEIRA et al., 2005; SIMPSON, 1987).

Os maxicirculos possuem cerca de 22.000pb (pares de bases) de tamanho, e o nimero
de copias por célula varia de 20-50. Os genes das proteinas mitocondriais (subunidades das
enzimas NADH desidrogenase, citocromo oxidase, citocromo b, ATPases), além de alguns
RNAs ribossomais, estdo localizados na regido conservada do maxicirculo. Por essa razio, os
maxicirculos s3o os equivalentes funcionais do DNA mitocondrial de outros eucariotos
(JUNQUEIRA et al., 2005; SIMPSON, 1987). Uma caracteristica importante do genoma dos
maxicirculos, além de a presencga de varios genes, ¢ a falta de alguns elementos-chave para a
sua traducdo, como cddons de iniciagdo ou janelas abertas de leitura descontinua, o que ¢
resolvido pela adicdo e/ou remocdo de uridinas apos a transdugdo (SIMPSON, 1987;
WESTENBERGER et al., 2006). Recentemente foram publicadas as seqiiéncias de DNA de
maxicirculos do clone CL Brener e da cepa Esmeraldo. Foi demonstrado que as regides
codificantes dos maxicirculos das duas cepas apresentam pouca ou nenhuma variacdo de
nucleotideos apesar de apresentarem algumas insercdes e/ou delegdes cepa-especificas. Além
das regides codificantes, os maxicirculos de T. cruzi também apresentam regides nao

codificantes com tamanhos variaveis de 4-6kb (kilobases) (WESTENBERGER et al., 2006).
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Ainda explorando o genoma mitocondrial, recentemente, Baptista et al. (2006)
analisaram seis amostras do T. cruzi isoladas de trés pacientes chagasicos cronicos cardiacos e
trés indeterminados. Esses autores demonstraram um aumento da expressao do gene NADH
desidrogenase subunidade 7 (ND7) em cepas isoladas de pacientes com a forma cardiaca da
doenca de Chagas (amplificagdo de um fragmento de ~ 900pb) em relagdo as cepas isoladas
de pacientes indeterminados (amplificacdo de um fragmento de ~ 500pb), sugerindo que a
analise de marcadores diferencialmente expressos em T. cruzi poderia ser usada como
prognostico e contribuir para a compreensao da patogénese da doenca de Chagas (BAPTISTA
et al., 2006). Entretanto, com o aumento do numero de isolados do T. cruzi procedentes de
pacientes cardiacos e indeterminados, a andlise desse marcador destacou resultados
incongruentes (comunicagao pessoal), o que inviabiliza a utilizagdo dessa metodologia para a
associacao do perfil genético do parasito (gene ND7 kDNA) com as diferentes formas clinicas
da doenca de Chagas.

Os minicirculos, por sua vez, possuem cerca de 1.400pb e estdo presentes em torno de
10.000-20.000 copias por célula. Cada molécula do minicirculo estd organizada em quatro
regides distintas, de seqliéncias extremamente variaveis, intercaladas por quatro regides de
120-160pb de seqiiéncias bastante conservadas entre si € que estdo dispostas em angulo de 90°
uma em relagdo a outra (DEGRAVE et al.,, 1988). Essas regides contém a origem de
replicacdo do DNA e s@o conservadas entre diferentes cepas de T. cruzi. As regides variaveis
(280-230pb) dos minicirculos estd envolvida na formagdo de pequenos RNAs guias que
controlam a especificidade do processo de edicao (adigdo ou delecao de uridinas) do RNA
mensageiro formado a partir dos maxicirculos (JUNQUEIRA et al., 2005; STUART &
FEAGIN, 1992). Os minicirculos s3o bastante variaveis entre as diferentes populacdes de T.
cruzi e evoluem rapidamente, permitindo a diferenciacdo de cepas evolutivamente muito
proximas (JUNQUEIRA et al., 2005). Devido ao seu elevado nimero de copias, os
minicirculos do kDNA de T. cruzi t€ém sido utilizados como alvos preferenciais para o
diagnostico do parasito em individuos com a doenga de Chagas (AVILA et al., 1991;
CASTRO et al., 2002; GOMES et al., 1998a; LAGES-SILVA et al., 2001; MEIRA et al.,
2002).

2.3 Variabilidade intra-especifica do 7rypanosoma cruzi
A estrutura populacional do T. cruzi é clonal e heterogénea. Esse parasito pode
apresentar populagdes multiclonais complexas, diferindo em suas caracteristicas biologicas e

no seu comportamento no hospedeiro vertebrado. A comparagdo genética entre varias cepas
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indica um forte desequilibrio de ligacdo quando diversos alelos sdo estudados. Isso implica
que essa espécie apresenta uma evolugdo tipicamente clonal, na qual a reproducdo sexuada ¢
muito rara. Dessa forma, cada cepa estudada representa o resultado de um longo periodo de
evolucdo independente, o que gera uma grande diversidade genética para a populagdo.
Conseqiientemente, conceitos basicos como espécie e cepa nao sdo facilmente aplicaveis no
caso desse parasito (MOREL et al., 1986; TIBAYRENC et al., 1986, 1990; TIBAYRENC &
AYALA, 1991). Ainda assim, o termo cepa tem sido utilizado para designar um isolado do
parasito obtido a partir de um hospedeiro vertebrado ou invertebrado, constituindo-se,
sobretudo, em um conceito operacional util para os pesquisadores, em vista da grande
heterogeneidade observada entre os diferentes isolados de T. cruzi.

Atualmente sabe-se que o T. cruzi é uma espécie heterogénea constituida por um
conjunto de populagdes de parasitos que circulam na natureza entre diversos hospedeiros
vertebrados e invertebrados, silvestres ¢ domésticos (MOREL et al., 1986; ZINGALES et al.,
1998). Com base nos resultados encontrados utilizando diferentes abordagens bioldgicas,
bioquimicas e genotipicas, diversos autores tém demonstrado variagdes intra-especificas de
isolados de T. cruzi obtidos de diferentes hospedeiros e de areas geograficas (ANDRADE
1985; CARNEIRO et al., 1990, 1991; MACEDO & PENA, 1998; MILES et al., 1977;
MOREL et al., 1980; STURM et al., 1989).

2.3.1 Variabilidade biolégica

A caracterizacdo bioldgica de diferentes cepas do parasito tem reforcado a
heterogeneidade dessas populagdes no que se refere a morfologia, a taxa de crescimento, a
viruléncia, ao tropismo tecidual, a suscetibilidade a drogas e a composicao antigénica das
mesmas. Todavia, um dimorfismo das formas tripomastigotas sangiiineas do T. cruzi (formas
delgadas e largas do parasito) ja havia sido relatado (CHAGAS, 1909), o que foi
posteriormente confirmado por outros pesquisadores (BRENER, 1965; SILVA, 1959). 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 baco, figado e medula dssea; e células musculares
lisa, esquelética e cardiaca. Tais autores postularam que o tropismo poderia ser influenciado
pela interacdo entre diferentes componentes da membrana ou receptores do parasito e da
célula hospedeira.

Diversos estudos demonstraram que no sangue periférico de animais infectados com

diferentes cepas do T. cruzi havia porcentagens diferentes de formas tripomastigotas delgadas,
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largas e muito largas (BRENER & CHIARI, 1963; BRENER, 1965). Sabe-se que as formas
tripomastigotas delgadas predominam em cepas de elevada viruléncia para animais
experimentais. As formas delgadas apresentam macrofagotropismo, desenvolvem parasitemia
precoce e sao mais sensiveis a acao de anticorpos circulantes, enquanto as formas largas sao
mais freqlientes em cepas miotropicas e de baixa viruléncia em animais infectados
experimentalmente (ANDRADE, 1974; BRENER & CHIARI, 1963; BRENER, 1965;
BRENER, 1969). Com base nos aspectos morfoldgicos, nas curvas de parasitemia € no
tropismo tecidual do T. cruzi, foi sugerida a classificacdo de cepas em dois tipos polares,
devido as diferengas marcantes observadas entre as cepas Y e CL (BRENER, 1977).

Outro tipo de classificagdo biologica do T. cruzi foi proposta por Andrade (1974) ¢
baseado em varios parametros, tais como picos de parasitemia, morfologia das formas
sangiiineas, tropismo tecidual, taxa de mortalidade, predominio das formas largas ou delgadas
e lesdes histopatologicas, considerando como cepas tipo I, II e III. Posteriormente, Andrade &
Magalhaes (1997) propuseram o termo biodema para agrupar as populagdes do T. cruzi que
apresentavam padrdes de comportamento bioldgicos semelhantes. O tipo I (biodema I), cujo
protétipo € a cepa Y, € constituido por cepas que se multiplicam rapidamente, originando uma
elevada parasitemia e, como conseqiiéncia, a morte dos camundongos apds o 7° e 12° dia da
infeccdo com predominio das formas delgadas e macrofagotropismo na fase inicial da
infeccdo. As cepas do tipo II (biodema II) apresentam multiplicac¢do relativamente lenta, com
picos de parasitemia irregulares entre o 12° e 20° dia de infec¢do, podendo, nesse periodo,
ocorrer elevado indice de mortalidade. Possui como protétipo a cepa Sao Felipe, que se revela
com predominio de formas largas e miocardiotropismo. O tipo III (biodema III), representado
pela cepa Colombiana, possui predominio das formas tripomastigotas largas, de lenta
multiplicacdo, com picos de parasitemia tardios apds o 20° e 30° dia de infeccdo; acomete
principalmente a musculatura esquelética com baixo indice de mortalidade (DEVERA et al.,
2003). Essa heterogeneidade poderia contribuir com a variabilidade das manifestacdes

clinicas da doencga de Chagas e ainda as diferencas regionais de sua morbidade.

2.3.2 Variabilidade bioquimica
A variabilidade fenotipica das populagdoes do T. cruzi tem sido amplamente avaliada
pela técnica de eletroforese de isoenzimas, que permite o agrupamento de diferentes cepas
isoladas de humanos, animais domésticos, silvestres e vetores em grandes grupos
denominados zimodemas (CARNEIRO et al., 1991; LEWICKA et al., 1995). A

caracterizagdo isoenzimatica de isolados do T. cruzi procedentes da area rural no Brasil
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demonstrou a existéncia de populagdes distintas do parasito circulando entre os ciclos de
transmissdo silvestres e domésticos, de maneira a indicar uma possivel correlagdo entre o
zimodema e o ciclo de transmissdao (MILES et al., 1977). O polimorfismo genético das cepas
do T. cruzi em nivel de proteinas foi proposto inicialmente por Toyé (1974), que demonstrou
significativa variabilidade do T. cruzi por meio de isoenzimas e permitiu a identificacdo de
trés grupos ou zimodemas (Z1, Z2, Z3) por Miles et al. (1977) e em quatro (ZA, ZB, ZC, ZD)
por Romanha (1982). Contudo, Tibayrenc & Ayala (1988), utilizando 15 marcadores
enzimaticos e¢ 121 cepas do T. cruzi procedentes de diferentes regides geograficas das
Américas do Norte e do Sul, distinguiram 43 zimodemas que foram separados em trés grupos
bastante heterogéneos. De acordo com a andlise dos perfis de zimodemas, foi possivel
estabelecer importantes parametros sobre a estrutura genética das populagdes do T. cruzi.
Tibayrenc et al. (1986) e Tibayrenc & Ayala (1988, 1991) sugeriram que o T. cruzi ¢ um
protozoario diploide de estrutura e evolugdo clonal, com reproducgdo sexuada e recombinagao
meidtica rara ou ausente, e que os padrdes de isoenzimas poderiam ser distribuidos aos alelos.
Dessa forma, a analise de um maior nimero de loci ou marcadores enzimaticos permitiria
identificar um variado nimero de zimodemas, possibilitando a diferenciacdo entre aqueles
aparentemente idénticos.

A hipotese do modelo clonal de populagdes do T. cruzi (MACEDO & PENA, 1998;
TIBAYRENC & AYALA, 1988; ZINGALES et al., 1999) ¢ reforgada pelo isolamento de
zimodemas distintos em uma mesma regido geografica, circulando entre diferentes
hospedeiros dos ciclos doméstico e silvestre e, ainda, pela identificagdo de um mesmo
zimodema em diferentes regides durante longos periodos de tempo. A auséncia de reproducao
sexuada regular e também de recombinagdo genética cldssica seriam aspectos importantes
para que um isolado do parasito evoluisse independentemente dos outros, ja que ndo existe
troca de material genético entre eles. Essa assexualidade poderia determinar a extingdo da
espécie. Entretanto, como sugerido por Miles et al. (1984) e Bogliolo et al. (1986), ¢ de se
esperar que em determinadas condi¢des o T. cruzi apresente algum tipo de reproducdo
sexuada, ou como acontece com o Trypanosoma brucei, no qual as trocas genéticas ocorrem
no hospedeiro invertebrado (JENNI, 1990; TAIT, 1980; 1983). Nos dias atuais, ainda se
discute a presenga ou auséncia de troca do material genético dos protozoarios, T. cruzi e
Leishmania. Gaunt et al. (2003) produziram clones hibridos ¢ mostraram que o T. cruzi possui
a capacidade de realizar troca genética (in vitro), mesmo sendo um mecanismo nao usual e
diferente de o que ocorre no T. brucei. A secle¢do artificial de parasitos recombinantes

resistentes a drogas foi demonstrada na fusdo dos genotipos nucleares parentais com perda de
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alelos e evidéncias de processos de recombinagdo homologa. Em todos os casos, observou-se
a auséncia de fusao do DNA mitocondrial, sugerindo-se um modelo de recombinagdo no qual
um dos parentais ¢ o doador do material genético e o outro, receptor, que mantém o DNA do

cinetoplasto (GAUNT et al., 2003).

2.3.3 Variabilidade molecular

O T. cruzi exibe elevado grau de polimorfismo genético, tanto em nivel do DNA
nuclear quanto do cinetoplasto (kDNA). As técnicas moleculares empregadas no estudo da
diversidade genética do T. cruzi permitem gerar marcadores genotipicos polimoérficos capazes
de confirmar a homogencidade e/ou heterogeneidade do parasito (MACEDO et al., 2001;
OLIVE & BEAN, 1999).

A variabilidade do kDNA desse parasito foi demonstrada pela primeira vez por meio da
andlise de polimorfismo de tamanhos dos fragmentos de restrigdo do kDNA (RFLP-
Restriction Fragment Lenght Polymorphism). Essa técnica foi capaz de gerar perfis de bandas
cepa-especificos, que foram denominados esquizodemas, indicando diferentes graus de
variabilidade intra-especifica nas seqiiéncias dos minicirculos do kDNA (MOREL et al.,
1980). Observou-se, ainda, uma grande heterogeneidade entre os padroes de RFLP das cepas
do T. cruzi, de forma a mostrar que o nimero de esquizodemas ¢ muito superior ao de
zimodemas previamente estabelecidos e que, dentro de um mesmo zimodema, as cepas
podem apresentar diferentes esquizodemas. Tal técnica foi posteriormente utilizada também
para diferenciar popula¢des mistas naturais ou artificiais do T. cruzi (DEANE et al., 1984).

Outra técnica, a LSSP-PCR, ¢ altamente sensivel e capaz de revelar variagdes do
genoma e detectar mutagdes simples ou multiplas em um fragmento de DNA, produzindo um
padrdo eletroforético caracteristico, também denominado assinatura génica (PENA et al.,
1994). Outros autores utilizaram essa técnica para estudar a variabilidade genética do T. cruzi
em tecidos de animais e humanos, caracterizando a por¢do variavel de 330pb do kDNA dos
minicirculos desse parasito, discriminando clones e cepas do T. cruzi. Com o perfil de bandas
obtidas tornou-se possivel a caracterizacdo genética de parasitos provenientes de amostras de
tecidos de animais e humanos (ANDRADE et al., 1999; LAGES-SILVA et al., 2006; VAGO
et al., 1996a, 1996b; VAGO et al., 2000). Vago et al. (1996a, 1996b, 2000) mostraram
também que, em alguns casos, a popula¢do do T. cruzi presente em diferentes 6rgdos de um
mesmo paciente apresentaram assinaturas de kDNA distintos, sugerindo que diferentes cepas
do parasito poderiam apresentar diferentes tropismos e, assim, desencadear manifestacdes

clinicas variadas.
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No DNA nuclear do T. cruzi também ¢ observado um intenso polimorfismo, o qual
pode ser detectado por meio de varias abordagens moleculares. A técnica da Impressdo
Digital de DNA, por exemplo, explora a variabilidade de elementos repetitivos do DNA
correspondente aos mini-satélites hipervariaveis e pode diferenciar varias cepas e clones do
parasito. A identificacdo de regides multiplas de mini-satélites no DNA nuclear do parasito
gera padrdes de bandas polimorficos, tipicos e cepa-especificos, além de permitir uma boa
correlagdo com os esquizodemas determinados para essas amostras (MACEDO et al., 1992).

Com a crescente evolucao da ferramenta molecular, diferentes metodologias baseadas
na PCR (Polymerase chain reaction) surgiram e tém sido utilizadas para reforgar a
variabilidade genética do T. cruzi. A técnica de RAPD (Randomly amplified polymorphic
DNA) propiciou uma alternativa de andlise mais simples que a impressao digital,
principalmente por necessitar de uma quantidade bem menor de DNA. Nesta, realiza-se uma
amplificacdo de multiplos fragmentos de DNA, empregando-se iniciadores de seqiiéncias
arbitrarias que se ligam em sitios dispersos do genoma, gerando padrdoes complexos de
bandeamento, contendo produtos de DNA de tamanho e intensidade varidveis. A estrutura
gendmica de varias cepas do T. cruzi isoladas de humanos, triatomineos ¢ gambas ¢ analisada
por RAPD demonstra uma forte heterogeneidade e evidencia de que as cepas pertencentes aos
zimodemas Z2 e ZB apresentam padrdes mais polimorficos (FERNANDES et al., 1997;
STEINDEL et al., 1993; TIBAYRENC et al., 1993). Outros pesquisadores demonstraram que
os perfis de RAPD de isolados do T. cruzi procedentes de pacientes chagasicos cronicos
apresentam elevada homogeneidade (o que indica claramente a presenca de um grupo
geneticamente bem correlacionado) e/ou heterogeneidade, dificultando a associagdo da
variabilidade genética do parasito com os aspectos clinicos da doenca de Chagas e origem
geografica (D’AVILA et al., 2006; FERNANDES et al., 1997; GOMES et al., 1998b;
LAGES-SILVA, 2001; OLIVEIRA et al., 1997).

Anadlises comparativas de seqiiéncias do gene do RNA ribossomico (rRNA 24Sa) de T.
cruzi com outros tripanossomatideos mostraram uma elevada homologia entre as diferentes
espécies avaliadas, exceto para uma regido de aproximadamente 100pb na extremidade 3’ do
gene de T. cruzi (regido divergente D7). Os iniciadores especificos desenhados para a
amplificacdo dessa regido variavel foram capazes de demonstrar um polimorfismo de
tamanho no produto de amplificagdo nas diferentes cepas analisadas, sendo possivel
classifica-las em dois grupos: grupo 1, fragmento de 125pb e grupo 2, fragmento de 110pb
(SOUTO & ZINGALES, 1993). Com o aumento do numero de amostras, foi observada a

existéncia de um terceiro grupo de cepas que apresentava os dois fragmentos, sendo
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denominado grupo 1/2 (SOUTO et al., 1996). Posteriormente, Mendonga et al. (2002) e
Pimenta (2002) observaram que algumas cepas classificadas como pertencentes ao zimodema
3 amplificavam um produto de PCR do gene rRNA 24Sa de tamanho intermediario (117pb),
o0 que pode corresponder a um novo grupo de rDNA.

A compara¢do dos genes de mini-exon de diferentes cepas de T. cruzi mostrou,
inicialmente, a existéncia de dois alelos discretos, com elevada divergéncia de seqiiéncia na
regido intergénica e um nivel de similaridade entre eles menor que 59% (MURTHY et al.,
1992; SOUTO et al., 1996). Uma PCR multiplex para a amplificagdo do espagador ndo
transcrito do gene mini-exon foi desenvolvida por Souto et al. (1996) utilizando trés
diferentes iniciadores, dois deles especificos para cada grupo, e o terceiro comum para ambos
os grupos. Com essa metodologia, foi possivel agrupar as cepas de T. cruzi em dois grupos de
acordo com o tamanho do produto amplificado. As cepas que apresentaram um produto de
300pb foram designadas como pertencentes ao grupo 1, enquanto aquelas que apresentaram
um produto de 350pb foram designadas como pertencentes ao grupo 2 (SOUTO et al., 1996).

Souto et al. (1996) correlacionaram os produtos de PCR de seqiiéncias génicas do mini-
exon ¢ do RNA ribossomal do T. cruzi com a estrutura gendmica utilizando a técnica de
RAPD e demonstraram a existéncia clara de um polimorfismo entre isolados desse parasito,
classificando-os em trés grupos: Grupo 1 (rDNA/125pb e mini-exon/300pb); Grupo 2
(rDNA/110pb e mini-exon/350pb) e Grupo 1/2 (ambos produtos do rDNA com os do mini-
exon do Grupo 1).

A heterogencidade genética do taxon T. cruzi tem profunda significancia bioldgica. O
conjunto de caracteristicas heterogéneas das popula¢des do T. cruzi, juntamente aos habitos
alimentares dos insetos vetores, e o conjunto de hospedeiros vertebrados presentes em um
determinado ambiente definem dois ciclos de transmissdo do T. cruzi: o ciclo silvestre, que
envolve principalmente marsupiais e pequenos roedores silvestres, e o ciclo doméstico, que

acomete o homem e alguns outros mamiferos do ambiente peridomiciliar (WHO, 1991, 2005).

2.4 Linhagens principais do 7ryparnosoma cruzi
Diante do acumulo de diferentes marcadores que indicavam o agrupamento de boa parte
das cepas de T. cruzi, em abril de 1999, durante o Simpdsio Internacional Comemorativo dos
90 anos da descoberta da Doenga de Chagas, no Rio de Janeiro, a subdivisdo da espécie T.
cruzi em pelo menos duas linhagens filogenéticas principais foi reconhecida, sendo elas T.
cruzi I, primariamente associadas ao ciclo silvestre de transmissdo, e T. cruzi I, relacionadas

ao ciclo doméstico (ANONYMOUS, 1999). As cepas caracterizadas como pertencentes ao
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zimodema 3 (Z3) ou as que apresentam caracteristicas hibridas (por exemplo, rDNA 1/2) ndo
puderam ser classificadas nos grupos T. cruzi I e T. cruzi I (ANONYMOUS, 1999). Na
mesma situacao estdo aquelas cepas que, por serem hibridas, apresentam incongruéncias entre
as tipagens com diferentes marcadores moleculares.

As seguintes regras foram estabelecidas para essa nova nomenclatura (ANONYMOUS,
1999): (i) as cepas devem ser designadas como T. cruzi I quando forem equivalentes ao
Zimodema 1 (BARRETT et al., 1980; MILES et al., 1977, 1978), Tipo III (ANDRADE,
1974), Linhagem 2 (SOUTO et al., 1996), grupo 1 (TIBAYRENC, 1995), Ribodemas II/III
(CLARK & PUNG, 1994) ou similar;

(i1) as cepas devem ser designadas como T. cruzi II quando forem equivalentes ao
Zimodema 2 (BARRETT et al., 1980; MILES et al., 1977, 1978), Zimodema A (ROMANHA
et al., 1979), Tipo II (ANDRADE, 1974), Linhagem 1 (SOUTO et al., 1996), Grupo 2
(TIBAYRENC, 1995), Ribodema I (CLARK & PUNG, 1994) ou similar;

(ii1) as cepas que ndo foram previamente caracterizadas ou consideradas inconclusivas
devem ser referidas como T. cruzi (sem a designagdo de grupo);

(iv) a designacao de cepas aparentemente hibridas como as classificadas como
Zimodema 2b Chileno (MILES et al., 1984), Zimodema B (ROMANHA et al., 1979), Tipo I
(ANDRADE, 1974), Grupo 1/2 tipado pelo rDNA 24Sa (SOUTO et al., 1996), genotipo 39
(TIBAYRENC, 1995) sera decidida apos estudos adicionais, situagdo semelhante ¢ observada
para o Zimodema 3 (MILES et al., 1978, 1980).

Apesar de a existéncia de duas linhagens principais no taxon T. cruzi (T. cruzi I e T.
cruzi II) ser bem aceita, outras subdivisdes foram propostas utilizando marcadores
moleculares com diferentes taxas evolutivas na tentativa de obter uma classifica¢do para as
cepas que ndo foram previamente caracterizadas ou consideradas inconclusivas (AUGUSTO-
PINTO et al., 2003; BRISSE et al., 2000, 2003; FREITAS et al., 2006; MACHADO &
AYALA, 2001).

Subseqiientemente utilizando-se analises de isoenzimas e RAPD, Brisse et al. (2000)
propuseram a divisdo do taxon T. cruzi em seis subdivisdes ou DTUs (Discret Taxonomic
Units) I, I1a, IIb, Ilc, I1d, Ile, sendo o DTU I correspondente a linhagem T. cruzi I e o DTU IIb
correspondente a linhagem T. cruzi II. As sublinhagens Ila, IIc-e incluem as cepas hibridas e
aquelas pertencentes ao zimodema 3. O DTU ¢ definido como uma coleg@o de cepas que sdo
geneticamente relacionadas e que sdo identificadas utilizando marcadores moleculares
comuns. Cada uma dessas sublinhagens ¢ representada por uma cepa de referéncia: SilvioX10

cll (I), CanllI cll (ITa), Esmeraldo cl3 (IIb), M5631 cl5 (Ilc), MN cl2 (IId) e CL Brener (Ile).
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Apesar de ndo ter sido oficialmente recomendada, esta nomenclatura vem sendo muito citada
pela comunidade cientifica.

Augusto-Pinto et al. (2003) investigaram a existéncia de SNPs (polimorfismo de
nucleotideos nicos) no gene de reparo do DNA (TcMSH?2) do T. cruzi e a possibilidade de
eles estarem associados a varia¢do na eficiéncia do sistema do reparo por erros de pareamento
(mismatch repair-MMR) nessa espécie. De fato, esses autores demonstraram a existéncia de
trés grupos de seqliéncias diferentes, que denominaram MSH2A, MSH2B ¢ MSH2C. A
seqiiéncia MSH2A foi encontrada em cepas da linhagem T. cruzi I, enquanto o MSH2C ¢
tipico de cepas pertencentes a linhagem T. cruzi II. O terceiro grupo apresentou um tipo de
seqiiéncia diferente para este gene MSH2B, sugerindo, entdo, a existéncia de pelo menos trés
linhagens distintas da espécie do T. cruzi. Outra metodologia, baseada na analise de RFLP do
gene mitocondrial citocromo oxidase subunidade II (gene mitocondrial CO II presente no
maxicirculo-kDNA) ¢ utilizada para identificar o genotipo mitocondrial de cepas do T. cruzi,
sendo capaz de identificar a existéncia de trés grupos mitocondriais distintos denominados:
haplogrupo A, C e B associado ao T. cruzi I, T. cruzi II, T. cruzi III, respectivamente.
Curiosamente, todas as cepas hibridas caracterizadas até o momento apresentam haplétipo
mitocondrial B diferente daquele compartilhado pelas cepas pertencentes as linhagens T. cruzi
I ou II. Esses achados sugerem que na historia evolucionaria da espécie T. cruzi houve poucos
eventos de hibridizacdo seguidos de diferenciacdo, ao invés de varios eventos recentes de
hibridizagdo entre clones do parasito (FREITAS et al., 2006; MACHADO & AYALA, 2001).

Em relacao a tipagem do DNA mitocondrial, o clone CL Brener, na verdade, ¢ um bom
exemplo da complexidade e da dificuldade em se determinar com exatiddo a estrutura
populacional e filogenética da espécie T. cruzi. Baseado nos marcadores de rDNA 24 Sa,
mini-exon ¢ RAPD, esse clone foi associado a linhagem T. cruzi II (ANONYMOUS, 1999;
SOUTO el al., 1996). Dados na literatura sobre polimorfismo em outras regides expressas ou
ndo do genoma confirmaram que CL Brener é um clone hibrido (BRISSE et al., 2000; CANO
etal., 1995; EL SAYED et al., 2005) e resultante do evento de hibridizagdo entre as linhagens
T. cruzi I e T. cruzi IT (CRIBB et al.,, 2004; ELIAS et al., 2005), mas atualmente ¢
reconhecido como hibrido, originado da fusdo de amostras das linhagens T. cruzi Il ¢ T. cruzi
III, também denominadas DTU IIb e Ilc, respectivamente (FREITAS et al.,, 2006;
WESTENBERGER et al., 2005).

As cepas com caracteristicas hibridas tém sido alvo de constantes investigacdes,
especialmente apos a demonstrag¢do da capacidade de recombinagao de células de T. cruzi in

vitro. Usando a selegdo artificial de parasitos recombinantes resistentes a drogas, foi
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demonstrada a fusdo dos gendtipos nucleares parentais com perda de alelos e evidéncias de
processos de recombinagdo homologa. Em todos os casos observou-se a auséncia de fusdo do
DNA mitocondrial, sugerindo um modelo de recombinagdo, no qual um dos parentais € o
“doador” do material nuclear e o outro, o “receptor” que mantém o seu DNA do cinetoplasto
(GAUNT et al., 2003). E importante ressaltar que, apesar de ser capaz de recombinacio in
vitro, o T. cruzi se reproduz predominantemente por meio de divisdo binaria. Por
conseqiiéncia, o seu gendtipo nuclear diploide ¢ transmitido “em blocos” para a prole, o que
provavelmente resulta nos elevados niveis de desequilibrio de ligagdo observado e na
estrutura tipicamente clonal da populagdo de parasitos (OLIVEIRA et al., 1998;
TIBAYRENC & AYALA, 1991; TIBAYRENC et al., 2002). Apesar de a fusdo de células do
T. cruzi nao ser um fendmeno comum, estudos baseados em analises de padrdes de
isoenzimas (BOGLIOLO et al.,, 1996, CARRASCO et al., 1996), RFLP de genes
constitutivamente expressos (HIGO et al., 2000), RAPD, analises de cariotipos (BRISSE et
al., 2003) e de analises de seqiiéncias nucleares e mitocondriais (MACHADO & AYALA,
2001; STURM et al.,, 2003; WESTENBERGER et al., 2005) sugerem a existéncia de
populagdes hibridas naturais.

Hipoteses diferentes foram propostas para explicar a origem das populagdes hibridas do
T. cruzi (SOUTO et al., 1996). Uma dessas hipoteses sugere a evolugdo independente dos
gendtipos 1 de rDNA (T. cruzi IT) e 2 (T. cruzi I). A origem do grupo hibrido (rDNA 1/2) ¢é
explicada pela transferéncia eventual do gene de rDNA grupo 2 para organismos contendo o
gene rDNA grupo 1. Dados de RAPD e mini-exon demonstraram que as cepas pertencentes
ao grupo rDNA 1/2 apresentam uma estrutura genética mais relacionada as cepas do rDNA
grupo 1 ou T. cruzi IT (SOUTO et al., 1996). A presenga de organismos com genétipo de
rDNA 2, porém mais relacionados a 1/2 poderia ser explicada por uma deleg¢ao subseqiiente
do cistron do gene rDNA 1 de um grupo individual 1/2, originando um novo grupo de
organismos com o cistron de rtDNA 2; porém, com caracteristicas semelhantes as cepas rDNA
1/2 (MACEDO et al., 2001). Por outro lado, estudos in vitro de recombinagdo do T. cruzi
indicam que o processo de fusdo das células envolve perdas alélicas e recombinagdes, o que
explica incongruéncias de marcadores nas populagdes hibridas naturais, como a presenga de
apenas um dos alelos parentais ou de alelos discrepantes (MACEDO et al., 2004).

Westenberger et al. (2005, 2006) propuseram que, a partir de um gendtipo ancestral,
originaram-se dois descendentes, T. cruzi I e T. cruzi II, DTU’s I e IIb, respectivamente. Os
descendentes com esses genotipos hibridizaram subseqlientemente para produzir DTU’s Ila e

IIc. Uma segunda hibridizagao entre as popula¢des com DTU’s IIb e Ilc originaram as DTU’s
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I1d e Ile. Esses autores sugeriram ainda que o grupo mitocondrial A e C esta relacionado as
cepas das linhagens T. cruzi I e II, respectivamente. O grupo mitocondrial B agrupa aquelas
cepas classificadas como, DTU’s Ila, Ilc, 11d, ¢ Ile (WESTENBERGER et al., 2006).

Utilizando abordagens haplotipicas a partir de dados da genotipagem de cinco loci de
microssatélites, da andlise da regido D7 do rDNA 24Sa e do seqiienciamento dos genes
mitocondriais COII, ND1 e CyB em 75 isolados do T. cruzi foi sugerida a existéncia de trés
linhagens ancestrais em T. cruzi denominadas: T. cruzi I, T. cruzi I e T. cruzi III,
correspondentes aos zimodemas 1, 2 e 3 e aos hapldtipos A, C e B mitocondriais (FREITAS
et al. (2006). Ainda segundo Freitas et al., (2006), as cepas hibridas teriam se originado a
partir de pelo menos dois eventos de hibridizagdo entre membros das linhagens T. cruzi Il e T.
cruzi 111, originando progénies viaveis do ponto de vista evolutivo. Em ambos os eventos, o
DNA mitocondrial foi doado apenas pelas cepas pertencentes a linhagem T. cruzi III. Assim,
todas as cepas com caracteristicas hibridas (DTU IId e Ile) apresentam o mesmo haplotipo
mitocondrial B, caracteristico da linhagem T. cruzi III (DTU IIc). De fato, Gaunt et al. (2003)
mostraram que a hibridizagdo de cepas do T. cruzi envolve apenas o genoma nuclear sem
fusdo mitocondrial. Sendo assim, apenas uma das cepas parentais doa o0 DNA mitocondrial a
progénie hibrida, de modo que o estudo do DNA mitocondrial pode ser muito util para o
entendimento das cepas hibridas naturais.

Os modelos propostos por Westenberger et al. (2006) e Freitas et al. (2006) para
explicar a evolugdo da espécie T. cruzi apresentam pontos em comum e também divergentes.
Em comum pode-se destacar a associagdo do grupo T. cruzi IIb a linhagem T. cruzi II
(ANONYMOUS, 1999) ¢ das cepas T. cruzi IId e Ile ao grupo de cepas com caracteristicas
hibridas. Todavia, Freitas et al. (2006) consideraram as cepas Ilc pertencentes a uma terceira
linhagem ancestral, uma vez que foram encontradas caracteristicas proprias nesse subgrupo,
como a mitocondria do tipo B, que nao esta presente na linhagem T. cruzi I e II. Entretanto,
Westenberger et al. (2005, 2006) acreditam que a sub-linhagem Ilc e Ila sdo resultantes de um
evento de hibridizacdo mais recente entre as linhagens T. cruzi I e II, seguidos por um

acumulo de mutagoes.

2.5 Os microssatélites em 7rypanosoma cruzi
A analise de microssatélite também denominado STR (Short Tandem Repeats) ¢ uma
técnica que tem como alvo a variabilidade genética do T. cruzi e baseia-se na amplificagio
por PCR de fragmentos de DNA contendo repeti¢des curtas (1-6pb), dispersos no genoma dos

eucariotos. Devido a sua abundancia, dispersao no genoma e alto grau de polimorfismo de
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tamanho, os microssatélites sdo considerados como poderosos marcadores genéticos, sendo
amplamente utilizados em analises de parentesco, constru¢do de mapas genéticos de alta
densidade e estudos filogenéticos e populacionais (GOLDSTEIN & POLLOCK, 1997;
KNAPICK et al., 1998; OLIVEIRA et al., 1998).

Os microssatélites sdo classificados quanto ao tamanho da sua repeti¢cdo, sendo
denominados mononucleotideos, di, tri, tetra, penta e hexa, para repeticdes de um, dois, trés,
quatro, cinco ou seis pares de bases, respectivamente. Eles também podem ser classificados
quanto a estrutura da repeticdo, sendo denominados como perfeitos, quando existe um motivo
unico de repeticdo, sem interrup¢des; imperfeitos, quando existem bases diferentes
intercalando a repeticdo; e compostos quando mais de duas repeti¢cdes perfeitas ou imperfeitas
estao separadas por no maximo 3pb (WEBER, 1990).

O alto grau de polimorfismo encontrado nos microssatélites ¢ resultante da variagao no
nimero de repeti¢des de um alelo para outro (LITT & LUTY, 1989; TAUTZ, 1989; WEBER
& MAY, 1989). As taxas de mutagdo para a maioria dos loci de microssatélites sdo
usualmente de varias ordens de magnitude maiores que as taxas de mutagdo para outros loci
dentro do mesmo genoma, que sdo na ordem de 10” a 10" ; in vivo tem sido calculada em
107 por locus por replicagdo em Escherichia coli (LEVINSON & GUTMAN, 1987a) e cerca
de 10* a 10™ em leveduras (HENDERSON & PETES, 1992). Enquanto a evolu¢io do DNA
de copia unica ¢ devida, principalmente, ao acimulo de substituigdes de bases, 0 mecanismo
predominante de mutagdo de microssatélites ¢ a derrapagem da DNA polimerase
(SCHLOTTERER, 2000). Durante o processo de replicagio do DNA, as duas fitas podem
deslizar (slippage) uma sobre a outra, formando bolhas de DNA nao-pareado. Muitas dessas
bolhas sdo corrigidas pelo sistema de reparo de erros, mas uma pequena propor¢ao de bolhas
nao reparadas resulta no ganho ou na perda de uma unidade repetitiva (ELLEGREN, 2004;
LEVINSON & GUTMAN, 1987b).

Os primeiros microssatélites do T. cruzi foram descritos por Oliveira et al. (1998). Esses
autores, analisaram o grau de polimorfismo de oito loci de microssatélites em diferentes
amostras do T. cruzi e demonstraram que sdo marcadores com um elevado poder de
resolucao, uma vez que nao foi observada a repeticao de um unico genotipo multilocal com a
analise dessas repeticdes em um total de 26 amostras (OLIVEIRA et al., 1998) e de 131
amostras do T. cruzi (PIMENTA et al., 2002). Dentre as amostras analisadas, a maior parte
apresentou um unico pico (homozigose) ou dois picos de tamanhos diferentes (heterozigose)
para todos os loci de microssatélites, o que enfatiza, mais uma vez, a estrutura diploéide do

genoma do T. cruzi (OLIVEIRA et al., 1998). Entretanto, algumas amostras apresentaram
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mais de dois alelos para um determinado locus de microssatélites, sugerindo que estas seriam
aneuploides ou entdo que elas seriam constituidas de mais de uma subpopulagdo do parasito,
apresentando alelos diferentes para esse locus, ou seja, seriam multiclonais. As amostras que
apresentaram mais de dois alelos foram, na sua grande maioria, aquelas isoladas de
reservatorios e vetores silvestres, ou de pacientes chagéasicos na fase aguda da doenga. Essas
amostras correspondem, justamente, aquelas que apresentaram alto grau de variabilidade
genética identificada pelas técnicas de RAPD e SSR-PCR (OLIVEIRA et al., 1997),
indicando que o grau de variabilidade genética observada nessas amostras pode estar
intimamente relacionado com uma possivel constitui¢do multiclonal de algumas populagdes
do T. cruzi.

Os microssatélites também foram utilizados para averiguar as relagdes filogenéticas
entre isolados do T. cruzi. Primeiramente, 54 amostras do parasito foram analisadas pela
abordagem de parcimonia, de acordo com modelo de mutagdo passo a passo. Utilizando uma
distancia genética baseada no nimero de mutagdes necessarias para uma cepa se transformar
em outra, foi construida uma rede de Wagner que permitiu a separagao das cepas do grupo 2
para o gene rRNA 24Sa das cepas do grupo 1 e 1/2 (OLIVEIRA et al., 1998). Mais
recentemente, Freitas et al. (2006) analisaram 75 amostras do T. cruzi e construiram um
grafico de escala multidimensional, mostrando claramente o agrupamento das cepas do T.
cruzi em quatro grupos bem definidos: MDS A (correspondente a linhagem T. cruzi I), MDS
C (linhagem T. cruzi IT), MDS B (linhagem T. cruzi III) e MDS BH (cepas hibridas).

As amostras do T. cruzi sdo usualmente obtidas pela cultura de parasitos isolados de
triatomineos ou hospedeiros mamiferos. Os individuos que vivem em areas endémicas podem
ser infectados por varios contatos com diferentes triatomineos e estes, por sua vez, podem se
alimentar de varios individuos infectados. Esta caracteristica propicia a formagao de
populagdes multiclonais em hospedeiros e vetores, favorecendo o isolamento dessas
populagdes quando cultivadas (MACEDO & PENA, 1998). Sendo assim, a tipagem genética
por microssatélites em conseqiiéncia de seu elevado polimorfismo representa uma técnica
rapida, reprodutiva e sensivel, adequada ao estudo da dindmica da estrutura populacional do
T. cruzi e, ainda, pode indicar se uma cepa é formada por uma populagdo mono ou multiclonal
(MACEDO et al., 2001; OLIVEIRA et al., 1997, 1998; VALADARES et al., 2008). Além
disso, os microssatélites sdo marcadores unilocais, o que nos permite determinar exatamente
os alelos presentes em uma cepa e fazer inferéncias populacionais muito mais precisas do que

outros marcadores aleatdrios, tais como RAPD e SSR-PCR (OLIVEIRA et al., 1997).
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De acordo com o exposto acima, a amplificacdo de microssatélites ¢ uma excelente
ferramenta para estudos moleculares do T. cruzi, uma vez que ¢ capaz de caracterizar as
diferentes subpopulacdes desse parasito que formam as cepas naturalmente policlonais e
responsaveis pela doenca de Chagas. Em nosso trabalho, analisamos o polimorfismo de nove
loci de microssatélites, constituidos por repeti¢des de dinucleotideos SCLE10, SCLEI1,
MCLF10, MCLG10, MCLEOI (OLIVEIRA et al., 1998); trinucleotideos e tetranucleotideos
TcATT14, TcAATS, TcTAT20, TcAAAT6 (VALADARES et al., 2008) para a analise da
estrutura populacional do T. cruzi, e ainda uma comparagdo entre as populagdes isoladas de
um mesmo paciente em diferentes periodos de tempo. Essa metodologia abre nova
perspectiva para a compreessdo da dindmica populacional do T. cruzi durante a fase cronica
da doenca de Chagas, além de estudos populacionais oque nos permitira entender, cada vez
melhor, o papel que diferentes amostras do parasito desempenham na patogénese da doenca,

distribuicdo geografica e nos diferentes indices de cura apos a terapéutica especifica.



40

N
®
=
T
L
-J
a8
®
™




41

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Analisar a diversidade genética e a dindmica populacional de amostras do Trypanosoma
cruzi recém-isoladas de pacientes chagasicos cronicos de diferentes regides dos estados de

Minas Gerais e Goids, empregando marcadores genéticos com diferentes taxas evolutivas.

3.2 Objetivos especificos

X/

% Avaliar a diversidade genética das amostras do Trypanosoma cruzi por meio da
tipagem com marcadores nucleares: rDNA 24Sa, SL-IR e microssatélites e do gene

mitocondrial COII (kDNA).

¢ Comparar os padrdes da diversidade genética, possivelmente encontrada nos isolados

do parasito procedentes dos dois estados.

X/

% Analisar a estrutura populacional e evolutiva das amostras do Trypanosoma cruzi

utilizando o polimorfismo de microssatélites.

% Analisar ¢ comparar o perfil de microssatélites entre amostras do Trypanosoma cruzi
isoladas de um mesmo paciente em diferentes periodos de tempo, incluindo amostras

isoladas de um mesmo paciente antes e ap6s o tratamento especifico.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Delineamento experimental

44 pacientes chagasicos cronicos procedentes

dos estados de Minas Gerais e Goias

!

HEMOCULTURA

102 isolados do T. cruzi positiva em diferentes

1 periodos de tempo

Cultura acelular e obtencao

de massa Umida do 7. cruzi

Extragéo e 77/102 amostras do 7. cuzi
quantificagao do DNA isoladas de 32 paciente (MG e GO)
~3ng/pl: em diferentes periodos de tempo

A 4

1 1 Polimorfismo de
Microssatélites
PCR do gene PCR do gene
24 So. do DNA Mitocondrial A 4
ribossomal COII Nove /ocr:

e Dinucleotideos (cinco)
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4.2 Pacientes e amostras do 7rypanosoma cruzi

Foram estudados 44 pacientes chagasicos cronicos procedentes de diferentes regides
endémicas dos estados de Minas Gerais (MG) e Goids (GO). De cada paciente, foi obtido
mais de um isolado do parasito em diferentes periodos de tempo, sendo 19 amostras isoladas
de nove pacientes de GO e 83 isoladas de 35 pacientes de MG, totalizando 102 amostras do T.
cruzi. Todas as amostras foram previamente isoladas e mantidas criopreservadas a -196°C no
laboratorio de Biologia do Trypanosoma cruzi e doenga de Chagas, Departamento de
Parasitologia, ICB, UFMG.

Esse grupo de pacientes faz parte de um amplo projeto sobre “Avaliagdo clinica,
parasitoldgica, imunologica antes e apds o tratamento especifico da doenca de Chagas
humana’’, incluindo o sub-projeto “Avaliagdo de métodos laboratoriais para o
estabelecimento de critério de cura da doenca de Chagas humana” desenvolvido no
Laboratorio de Biologia do Trypanosoma cruzi e doenca de Chagas, ICB/UFMG desde 1997.
Esse projeto foi submetido e aprovado pelos Comités de Etica N° 087/99 da Universidade
Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, MG e do Hospital Sao Salvador, Goiania, GO.

Vinte e sete pacientes (61%) apresentam a forma indeterminada da doenca de Chagas
(FD) e 17 (39%) apresentam manifestacdes cardiacas (FC). A idade desses pacientes variou de
20 a 75 anos (média de 40 anos, desvio padrao + 11,49 anos). Avaliando-se a distribui¢ao das
formas clinicas segundo a idade, foi observada uma variagao da idade de 25 a 59 anos entre os
pacientes portadores da FC (média de 44 anos, desvio padrdao *+ 10,4). A média da idade para
os portadores da FI foi de 38 (desvio padrao + 11,6), variando de 20 a 75 anos. Dos 44
pacientes que fizeram parte desse estudo, 16 (36%) foram tratados, e seis (37,5%) positivaram
a hemocultura apos a terapéutica especifica. Nos demais pacientes, as hemoculturas foram
negativas, variando em numero de duas a cinco repetigdes.

O local onde os pacientes viveram a infancia ou a primeira area endémica onde
permaneceram por mais de um ano foi considerado a origem geografica dos isolados do T.
cruzi (FIG. 1). Os dados relacionados a procedéncia, sexo, idade, data e positividade de tubos
por hemocultura, formas clinicas e data do tratamento especifico de alguns pacientes estdo

demonstrados na TAB. 1 (ANEXO).
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FIGURA 1- Mapas dos estados de MG e GO. Em destaque (varias cores) os municipios de

procedéncia dos isolados estudados (TAB. 1, ANEXO).
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4.3 Avaliacao clinica

Todos os pacientes foram submetidos a exames sorologicos realizados por trés técnicas
baseadas em principios diferentes: Imunofluoréscencia Indireta (IFI), Hemaglutinagao
Indireta (HAI) ¢ ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Considerou-se chagasico o
individuo com resultados reativos em pelo menos duas técnicas diferentes (WHO, 1991).

A classificacdo clinica dos pacientes chagasicos cronicos portadores da forma
indeterminada da doenca baseou-se no exame clinico, ECG-Eletrocardiograma convencional
de 12 derivagdes sem alteracoes, RX de torax normal, auséncia de sinais e sintomas de
alteragdes digestivas e intestinais. Os pacientes chagésicos portadores da forma cardiaca
foram agrupados em estadios evolutivos de I a IV, dependendo da avaliag@o clinica (sinais e
sintomas), ECG convencional e RX de torax/area cardiaca (RASSI & RASSI, 1998).

Trinta e cinco pacientes (79,5%) procedentes de MG permaneceram em
acompanhamento ambulatorial. Em cada atendimento era preenchido um formulario pré-
codificado, contendo, entre outras, informacdes sobre a idade, sexo, cor, estado civil,
profissdo, naturalidade e residéncia, além de dados clinicos, epidemiologicos e resultados de
exames complementares. Esses pacientes foram reavaliados e reclassificados de acordo com
as normas estabelecidas pelo Consenso Brasileiro em doenga de Chagas/2005. Essa
classificacdo leva em consideracdo a avaliagdo clinica (sinais e sintomas), eletrocardiograma,
ecocardiograma e insuficiéncia cardiaca. Nenhum deles apresentou comprometimento
digestivo (forma digestiva da doenga), com esofagograma e enema opaco de enchimento

normal.

4.4 1solamento do 7rypanosoma cruzi

As 102 amostras do T. cruzi utilizadas nesse estudo foram previamente isoladas pela
técnica de hemocultura (CHIARI et al., 1989), que consiste na coletada de 30ml. de sangue
venoso em vacuntainer heparinizado e transferéncia para um tubo plastico conico de 50mlL
(Falcon, USA) e centrifugacdo a 300 x g por 10min a temperatura ambiente, seguido da
remog¢ao do sobrenadante (plasma) para um tubo plastico conico de 15ml. (Falcon, USA). Ao
sedimento de hemacias foram adicionados 10ml. de meio de cultura acelular LIT (Liver
infusion tryptose), seguido de centrifugacdo a 900xg (20min, 4 C). O tubo contendo o plasma
foi centrifugado nas mesmas condi¢des. Descartado o sobrenadante, o sedimento de hemacias
foi distribuido em aliquotas de 3mL. em seis tubos de 15ml que continham 3ml de meio LIT.

O plasma removido foi transferido para outro tubo e congelado a -20°C. Ao sedimento obtido
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do plasma foram adicionados 5mL de LIT. Todos os tubos foram incubados a 28 C, sendo
agitados levemente duas vezes por semana e examinados ao microscopio aos 30, 60, 90 e 120
dias durante o cultivo, observando-se aliquotas de 10ul. da suspensdo de cada tubo entre

lamina e laminula, com aumento de 400x.

4.5 Cultura acelular e obtencédo de massa Umida do Trypanosoma cruzi

A partir dos tubos positivos na hemocultura, foi realizada uma passagem em meio de
cultura acelular (LIT) com igual volume (v/v). Todos os tubos foram incubados a 28 C e, apos
um periodo de 30 dias, foram centrifugados a 1.800xg a temperatura ambiente durante 20min,
seguido da remog¢ao do sobrenadante para um tubo plastico conico de 15ml. e acréscimo de
igual volume de LIT. Esse procedimento ¢ realizado com a finalidade de limpar a cultura, ou
seja, descarte total dos restos celulares. O crescimento dos parasitos foi monitorado
periodicamente e quando necessario foram realizadas novas etapas de: centrifugagdo, remocao
do sobrenadante e acréscimo de LIT, como descrito anteriormente. Posteriormente, a cultura
foi transferida para Erlenmeyer, sendo examinada periodicamente para a adi¢do de LIT em
média a cada dois dias, para o crescimento e multiplicagdo do T. cruzi em fase logaritmica até
a concentracio de 1 x 10° epimastigotas/ml.. Quando necessario, foi realizada outra passagem
em meio de cultura acelular (LIT) com igual volume (v/v). Na tentativa de evitar selecdo de
subpopulagdes do parasito por prolongada manutengdo em meio artificial, todos os cultivos
permaneceram aproximadamente 60 dias em meio LIT quando os parasitos foram
criopreservados em Nitrogénio liquido, € uma parte da cultura lavada trés vezes com tampao
KRT (Krebs-Ringer-Tris) pH 7,2 por centrifugagdo a 1.800 x g a 4°C durante 15min. O
sedimento de parasitos (massa umida) foi estocado a —20°C até o momento da extra¢do do

DNA.

4.6 Preparacdo do DNA genbmico do 7rypanosoma cruzi
A extracdo do DNA foi realizada de acordo com a metodologia proposta por Macedo et
al. (1992). O sedimento de parasitos foi re-suspendido em Iml. tampao de lise (NaCl 80mM/
EDTA 45mM, pH 8,0/ SDS 1%) contendo 0,1mg/ml. de proteinase K (Promega, USA) e
incubado a 37°C durante 12h. A extragdo do DNA foi realizada por desproteinizagdo com
fenol (v/v), agitacdo durante 5Smin, centrifugacdo a 5.000 x g a temperatura ambiente por
10min. A fase aquosa foi recuperada e submetida a extracdo com igual volume (v/v) de uma

solucao preparada com fenol, cloroformio e alcool isoamilico na propor¢ao de 25:24:1 e de
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outra solu¢do contendo cloroférmio e alcool isoamilico (24:1) seguido de agitagdo e
centrifugacdo nas mesmas condi¢des anteriores. A precipitacdo do DNA ocorreu na presenga
de dois volumes de etanol absoluto gelado, incubado a -70°C por 2h ou a -20°C overnight.
Apos a centrifugagdo e volatilizacdo do etanol, o precipitado obtido foi tratado com 1mlL de
tampao da ribonuclease (NaCl 80mM/ EDTA 5mM, pH 8,0, 10U/ul. de ribonuclease -
Promega, USA ) e incubado a 37°C por 2h. A seguir foram realizadas outra extragdo e
precipitagdo do DNA, como descrito anteriormente. O DNA obtido foi diluido em 300uL de
tampao Low TE (10mM Tris-HCI e 0,imM EDTA pH 8,0) e estocado a -20°C. As amostras
de DNA foram quantificadas em espectrofotometro a 260nm, sendo o grau de pureza das
amostras determinado pela relagdo das absorbancias a 260/280nm. A concentragdo final de
cada amostra de DNA foi ajustada para ~3ng/ul., e as amostras foram estocadas a 4°C até o

momento do uso nas reagoes de PCR.

4.7 Amplificacdo da regido 3’ do gene 24 Sa do DNA ribossomal

Para a tipagem do gene rDNA 24Sa, o DNA das amostras foi submetido a uma PCR
composta de 10mM Tris-HCI pH 9,0; 50mM KCI; 0,1 % Triton X-100 (Buffer B, Promega,
USA); 3,5mM MgCl, (Promega); 0,625U Taq DNA Polimerase (Promega); 200uM de cada
dNTP; 0,25uM de cada iniciador: D71: 3'-AAGGTGCGTCGACAGTGTGG-5’, D72: 3°-
TTTTCAGAATGGCCGAACAGT-5’; 2ul. de DNA total ((~3ng/ul) e quantidade de H,O
Milli-Q estéril suficiente para 12,5ul.. Os ciclos de amplificagdo consistiram de uma primeira
etapa de desnaturacdo (94°C, 1min), um outro passo de desnaturagdo (94°C, 30s), seguido de
anelamento (60°C, 30s) e extensao (72°C, 30s) totalizando 30 ciclos (SOUTO & ZINGALES,
1993; SOUTO et al., 1996).

Ap0s essa etapa, uma aliquota de Sul. dos produtos da PCR foi analisada em gel de
acrilamida a 6% corado pela prata para a visualizagdo dos produtos amplificados. Como
controles das amplificagdes, foram utilizados DNA de cepas ou clones que representam os
seguintes grupos: rDNA tipo 1 (clone CL Brener ou a cepa JG, fragmento de 125pb), rtDNA
tipo 2 (clone Coll.7G2, fragmento de 110pb), Zimodema 3 (cepa 4166, fragmento de 117pb)
e o grupo rDNA 1/2 (clone SO3 Cl5, fragmentos de 110 e 125pb).
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4.8 PCR gene mitocondrial citocromo oxidase subunidade 11 (CO I1)

Para a amplificacdo da regido génica que compreende a subunidade II da enzima
mitoncondrial citocromo oxidase de T. cruzi, o DNA das amostras foi submetido a uma PCR
composta de tampdo 10 10x Phoneutria, Belo Horizonte, MG, Brasil (10mM Tris-HCI pH
8,4; 50mM KCl); 3,5mM MgCl,; 2,5U Tag DNA Polimerase (Promega); 250uM de cada
dNTP; 0,3uM dos iniciadores externos TcMit21 (5’-TTGTAATAGGAGTCATGTTT-3’) e
TcMitl0 (5’-CCATATATTGTTGCATTATT-3"); 3ul. de DNA total (~3ng/ul.) e quantidade
de H,O Milli-Q estéril suficiente para 20ul.. Os ciclos de amplificacdo da PCR consistiram de
uma desnaturacdo inicial (95°C, 5min), um outro passo de desnaturagdo (94°C, 45s),
anelamento (48° C, 45s) e extensdo (72° C, 1min), totalizando 40 ciclos.

Os produtos amplificados foram visualizados em gel de poliacrilamida a 6% e depois
10ul. da PCR foi submetido a digestdo utilizando a enzima de restrigdo Alu I (Promega)
conforme instru¢do do fabricante. A analise dos polimorfismos de tamanho dos fragmentos de
restri¢do para esse gene, em gel de poliacrilamida a 6% corado pela prata, permite distinguir
as linhagens de T. cruzi I, II, IIT ou hibridos. Como padrdo de comparagdo dos RFLP, foi
utilizado o DNA de cepas ¢ clones caracteristicos das linhagens de T. cruzi I (clone Col.17G2,
fragmentos de 30, 81 e 264pb; haplotipo A), T. cruzi II (cepa JG, fragmentos de 81 ¢ 212pb;
haplotipo C). Entretanto, esse marcador ndo diferencia as cepas da linhagem T. cruzi III das
cepas hibridas ja que apresentam o mesmo perfil de restri¢ao para o gene COII (fragmentos de
81 e 294pb, haplotipo B). Como padrao para o haplotipo B, foi utilizado o clone hibrido CL
Brener (FREITAS et al., 2006).

4.9 Espacgador intergénico dos genes mini-exon de 7. cruzi (SL-1R)

Para a amplificacdo da regido intergénica dos genes de mini-exon, o DNA das amostras
de T. cruzi foi submetido a uma PCR contendo 20mM Tris-HCI pH 8,4; 50mM KCIl; 3mM
MgCly;  250mM  de cada dNTP; 3uM de cada iniciador (Tclll 5°-
CTCCCCAGTGTGGCCTGGG-3’; UTCC 5’-CGTACCAATATAGTACAGAAACTG-3’);
1U Taq DNA polimerase Platinum (Invitrogen, USA); 1ul. de DNA total (~3ng/ul) e
quantidade de H,O Milli-Q estéril suficiente para 15ul-. Os iniciadores utilizados reconhecem
as posicdes entre 368-386 e 546-570 da unidade repetitiva do mini-exon do T. cruzi
(BURGOS et al., 2007).

Os ciclos de amplificagdo da PCR consistiram de uma etapa inicial de desnaturagao

(94°C, 3min), anelamento (68°C, 1 min), extensdao dos iniciadores (72°C, 1 min) e
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desnaturacao (94°C, 1 min). A cada trés ciclos, a temperatura de anelamento foi diminuida
para 66, 64, 62 e 60°C. Na ultima temperatura, o nimero de ciclos foi aumentado para 35,
seguido de uma extensao final (72°C, 10 min). A analise dos produtos amplificados, em gel de
poliacrilamida a 6% corado pela prata, permite distinguir a linhagem de T. cruzi III (amplifica
um fragmento de 200pb) das cepas pertencentes as linhagens T. cruzi I, II e hibridos (que
amplifica um fragmento de 150-157pb) (BURGOS et al., 2007). Como controle padrao de
comparagao, foi utilizado o DNA de cepas ou clones caracteristicos das linhagens T. cruzi I

(clone Col.17G2), 11 (cepa JG), III (cepa 3863) e hibridos (clone CL Brener).

4.10 Eletroforese em gel de poliacrilamida

Os produtos de amplificagdo obtidos por meio das técnicas de PCR (gene rDNA 24 Sa.,
gene mitochondrial COII e regido intergénica dos genes de mini-exon) foram analisados em
géis de poliacrilamida ndo desnaturante na concentracdo de 6% e coloragdo por nitrato de
prata a 0,2% para visualizacdo dos fragmentos amplificados. Uma aliquota de 3 a Sul. do
produto amplificado, diluido com igual volume do tampao da amostra 2x (0,5% de azul de
bromofenol; 0,5% de xileno-cianol; 60% de glicerol) foi aplicado em cada canaleta do gel. A
corrida eletroforética foi realizada a 100-120 volts cerca de 3 horas, ou seja, com a migracao
de 6-7cm do corante xileno cianol. Em todas as técnicas, o tamanho das bandas amplificadas
foi monitorado com a utilizacdo do marcador de peso molecular (PM) de 25pb (Promega,
USA). Apds a eletroforese, os géis foram transferidos para solugdo fixadora (etanol absoluto
10%, acido acético 0,5%) durante 10min e revelados pela coloracdo com 0,2% de nitrato de
prata (AgNO,) diluido em solugdo fixadora por 10min sob agitacdo lenta. Posteriormente
foram lavados rapidamente em dgua milli-Q e seguido da redugdo dos sais de prata com 3%
(p/v) de hidréxido de s6dio (NaOH) e 0,3% de formaldeido a 37% até a visualizagdo das
bandas (SANTOS et al., 1993). Quando completa, a revelagao foi interrompida com a solugio
fixadora e os géis fotografados (caméra digital: Sony Cyber shot, 5.1 mega pixels) para

documentacao.

4.11 Analises do polimorfismo de microssatélites
Para a analise do polimorfismo de microssatélites, 0 DNA de 77 amostras do T. cruzi
(procedentes de 32 pacientes) foi submetido a ensaios de PCR com nove loci de
microssatélites compostos por repeticdes de dinucleotideos: SCLE10, SCLE11, MCLF10,
MCLG10, MCLEO1 (OLIVEIRA et al., 1998) trinucleotideos: TcATT14, TcAATS, tcTAT20
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e um locus composto por repeticdes de tetranucleotideo, TcCAAAT6 (VALADARES et al.,
2008).

Cada reagdo continha 10mM Tris-HCI pH 9,0; 50mM KCI; 0,1 % Triton X-100; Buffer
B; 2,5mM MgCl,; 0,5U Tag DNA Polimerase (Promega); 250uM de cada ANTP (Invitrogen,
USA); 0,3uM de cada iniciador (iniciadores direto marcado com fluoresceina e reverso nao
marcado); 3 pl. de DNA total (~3ng/ul) e quantidade de H,O Milli-Q estéril suficiente para
15ul. A amplificagdo foi realizada no termociclador (MJ Research PTC-100), usando o
protocolo step-down modificado para a amplificagdo de microssatélites do T. cruzi:
desnatura¢do inicial (94°C, 5Smin), anelamento (58°C, 30s) e extensdo (72°C, 1min), seguido
de outro passo de desnaturacdo (94°C, 30s). A cada cinco ciclos, a temperatura de anelamento
foi diminuida para 55, 53, 51 e 48°C. A esta ultima temperatura o nimero de ciclos foi
aumentado para 15, seguido de uma extensdo final dos iniciadores por 10 min. As seqiiéncias
dos iniciadores utilizados para a amplificacdo especifica de cada um dos nove loci estdo
descritas na TAB. 2. Em todos os casos, um dos iniciadores do par foi marcado com

fluoresceina na sua extremidade 5°.

TABELA 2

Iniciadores utilizados nas rea¢des de microssatélites
INICIADORES SEQUENCIAS

SCLE10- direto
SCLE10- reverso
SCLE11- direto
SCLE11- reverso
MCLF10- direto
MCLF10- reverso
MCLG10- direto
MCLG10- reverso
MCLEO1- direto
MCLEO1- reverso
TcAATS- direto
TcAATS- reverso

TcATT14- direto
TcATT14- reverso
TcTAT20- direto
TcTAT20- reverso
TcAAATG6- direto
TcAAATG6- reverso

5’- GATCCCGCAATAGGAAAC -3’

5’- Fluoresceina GTGCATGTTCCATGGCTT - 3’
5’- Fluoresceina ACGACCAAAGCCATCATT -3’
5’-GATGCTAACTGCTCAAGTGA - 3’

5’- Fluoresceina GCGTAGCGATTCATTTCC - 3°
5’- ATCCGCTACCACTATCCAC - 3’

5’- Fluoresceina AGGAGTCAAATATAATGAGGCA- 3’

5’-ACGTGTGAAAGGCATCTATC - 3’

5’- Fluoresceina - CTGCCATGTTTGATCCCT - 3’
5’- CGTGTACATATCGGCAGTG- 3’
5’-FluoresceinACCTCATCGGTGTGCATGTC-3’
5’>-TATTGTCGCCGTGCAATTTC-3’

5’-FluoresceinTTATGGATGGGGTGGGTTTG-3’
5’-AGCAATAATCGTATTACGGC-3’
5’-FluoresceinGATCCTTGAGCAGCCACCAA-3’
5’-CAAATTCCCAACGCAGCAGC-3’
5’-FluoresceinGCCGTGTCCTAAAGAGCAAG-3’
5’-GGTTTTAGGGCCTTTAGGTG-3’
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4.12 Determinacado do tamanho dos alelos de microssatélites

Inicialmente, uma aliquota de Sul. dos produtos da PCR foi analisada em gel de
poliacrilamida ndo desnaturante na concentragdo de 6%, seguido da coloracdo por nitrato de
prata. Apos a verificacdo da presenca do produto de tamanho esperado, aliquotas de 1 a 3ul.
dos amplicons foram desnaturados a uma temperatura de 90°C por 3 min e submetido a
eletroforese em gel de poliacrilamida a 6% sob condicdo desnaturante (8M uréia) no
seqiienciador automatico de DNA, ALF (Automated laser fluorescent sequencer, Pharmacia,
USA) para determinagao do tamanho dos alelos, 50°C durante 10h. Como padrao externo das
corridas eletroforéticas, foram utilizadas escalas alélicas contendo uma mistura de fragmentos
fluorescentes de pesos moleculares variando de 50 em 50pb, "sizer 50-500" (Pharmacia,
Amersham Biosciences, USA), na concentragdo de 5fmol por fragmento. Para cada canaleta
aplicada, incluindo aquelas contendo os padrdes externos, foram acrescentados fragmentos
fluorescentes de tamanhos conhecidos (75, 155, 210 e 320pb) que foram utilizados como
padrdes internos nas corridas. Os resultados em forma de cromatogramas foram analisados
com o auxilio do programa de computador “Alleleloc” (versdao 1.0, Pharmacia-Biotech, USA),
e os fragmentos amplificados foram detectados em forma de picos. Os fragmentos de
tamanhos conhecidos, presentes nos padrdes externo e interno da corrida, foram corretamente
alinhados, e os tamanhos dos alelos de cada locus de microssatélites foram calculados para
cada amostra. Para um organismo dipléide, como o T. cruzi, é de se esperar a presenga de um
ou dois picos indicando homozigose ou heterozigose para determinado locus de microssatélite
(neste caso teremos uma cepa monoclonal, formada por uma tinica populagdo). A deteccao de
mais de dois picos pode ser sugestivo de uma mistura de populagdes (cepa policlonal) ou,

ainda, aneuploidia (cepa aneuploide) para um determinado locus.

4.13 Construcao das arvores filogenéticas

O pacote de programas PHYLIP (Phylogeny Inference Package) versao 3.67
(FELSENSTEIN, 2007) foi utilizado para a constru¢do das darvores filogenéticas.
Inicialmente, cada um dos dois alelos de cada locus de microssatélite foi considerado como
um estado particular de caractere discreto, com multiplos estados possiveis. Considerando que
a evolu¢do de microssatélites segue o modelo de mutagdo de um passo, um alelo com n
repeticdes muda para o alelon+ 1 oun - 1 (SHRIVER et al., 1993, VALDES et al., 1993). O
alelo mais freqiiente ¢ considerado o estado ancestral, os alelos variando apenas por uma

unidade de repeticao foram ordenados de forma adjacente, por meio de letras. Por exemplo, o
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alelo mais freqiiente (d) poderia dar origem aos alelos adjacentes (c), com uma unidade
repetitiva a menos ou (e) com uma unidade repetitiva a mais, e assim por diante. Dessa forma,
a caracterizagdao genotipica para cada amostra do parasito foi descrita levando-se em conta
cada um dos dois alelos presentes nos locus estudados. Estes dados foram submetidos ao
programa FACTOR, que transformou os dados de caracteres discretos (com multiplos
estados) em caracteres com dois estados, 0 ou 1. O arquivo obtido por meio desse programa
foi inserido no programa MIX para determinacdo dos agrupamentos entre as amostras
(método de Wagner). A estratégia do programa MIX para achar a arvore ou as arvores mais
parcimoniosas baseia-se em adicdo e rearranjos de cada OTU (Unidade Taxondmica
Operacional). A medida que cada OTU era adicionada, todas as topologias possiveis sdo
avaliadas, uma apds a outra, € as mais provaveis sao selecionadas. O método de Wagner
assume que transformacdes 0-1 ou 1-0 sdo igualmente provaveis e que o estado ancestral ¢
desconhecido. A distancia genética entre as cepas foi calculada como sendo o numero de
mutagdes necessarias para que uma cepa se transforme em outra. O programa TreeView,
versao 1.6.6 (PAGE, 2007) foi utilizado para a construg¢ao da rede de Wagner.

Os fenogramas representando as matrizes de distdncia genética foram construidos pelo
método da média aritmética ndo ponderada-UPGMA (Unweighted Pair Group Method using
Arithmetic Averages) utilizando-se o programa Treecon for Windows. Para a construcdo dos
fenogramas a matriz de 0 e 1, gerada pelo FACTOR, foi reformatada para o reconhecimento
do programa Treecon (VAN DE PEER & WACHTER, 1994). Os dados foram submetidos ao
modo RFLP/AFLP/RAPD utilizando o algoritimo de Nei & Li (1979). O grau de
reprodutibilidade e confiabilidade dos agrupamentos e as relagcdes taxondmicas obtidas nos
fenogramas foram testadas pelo Bootstrap, com 1000 re-amostragens (FELSENSTEIN,
1985). A arvore foi construida seguindo a opgdo clustering pelo método UPGMA e

visualizada na interface do préprio programa.
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5. RESULTADOS
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5. RESULTADOS
5.1 Caracterizacdo genética dos isolados do 7rypanosoma cruzi

As 102 amostras do T. cruzi foram obtidas a partir de hemocultura positiva de 44
pacientes chagasicos cronicos de ambos os sexos e procedentes de diferentes regides
endémicas dos estados de MG e GO. Destes, 27 pacientes (61%) apresentam a forma
assintomatica ou indeterminada da doengca de Chagas (FI) e 17 (39%) apresentam
manifestagdes cardiacas (FC). Em todos os pacientes foi realizado mais de um isolamento do
parasito em diferentes periodos de tempo. A origem geografica dos pacientes foi considerada
o local onde os individuos viveram a infincia ou a primeira regido endémica onde residiram
por longo periodo de tempo (TAB. 1, ANEXO).

Todas as amostras do T. cruzi (102) foram submetidas a PCRs independentes, para a

tipagem do gene rDNA 24Sa e mitocondrial COIL.

5.1.1 Amplificacdo dos genes rDNA 24 Sqa. e citocromo oxidase subunidade Il (COII)

A analise do perfil genético entre os isolados de um mesmo paciente, em diferentes
periodos de tempo, identificou uma perfeita correlacdo entre eles. Os dados relacionados aos
marcadores rDNA 24Sa e COII mostraram uma forte evidéncia da associacdo das amostras
isoladas dos pacientes em ambos os estados com a linhagem T. cruzi II, uma vez que a maior
parte dos isolados mostrou perfil correspondente ao grupo rDNA tipo 1 (FIG. 2A e B) e
haplogrupo mitocondrial C, com os produtos amplificados na regiao de 125pb (rDNA tipo 1)
e 82/212pb haplogrupo mitocondrial C (FIG. 3A). Entretanto, os isolados de dois pacientes,
um do estado de MG (177 e 205) e outro de GO (006 ¢ 147B), os resultados foram
divergentes. Em rela¢do ao rDNA, apresentaram fragmento amplificado de ~110pb (rDNA 2)
e de ~110 e 125pb (rDNA 1/2), respectivamente (FIG. 2B). Em relagdo a tipagem do gene
COIll, esses isolados correspondem ao haplogrupo mitocondrial B (FIG. 3B), mostrando

tratar-se de isolados da linhagem T. cruzi I1I ou populagdes hibridas.
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FIGURA 2 A e B - Eletroforese em g¢is de poliacrilamida a 6% representativos da
amplificagdo do gene rDNA 24Sa nas amostras do T. cruzi, isoladas de pacientes
chagasicos cronicos. PM: marcador de peso molecular de 25 pares de base (pb).
Controles: DNA do clone Coll.7G2 (fragmentos de ~110pb, rDNA 2, T. cruzi I); clone
CL Brener (~125pb, rDNA 1, hibrido) ou cepa JG (~125pb, rDNA 1, T. cruzi II); clone
SO3 cI5 (~125 e 110pb, rDNA 1/2, hibrido); e a cepa 4166 (~117/119pb, associada a
populagdes pertencentes ao zimodema 3 ou T. cruzi III). Na tltima canaleta o controle

negativo da reacdo (Branco-BR). (A) e (B) Isolados do T. cruzi pertencentes aos grupos

rDNA1, 2 e 1/2.
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FIGURA 3 — Eletroforese em géis de poliacrilamida a 6% representativos da analise dos
fragmentos do gene mitocondrial COII, apds digestdo com a enzima Alul (RFLP-Restriction
Fragment Lenght Polymorphism). PM: marcador de peso molecular de 25pb. Controles:
DNA do clone Coll.7G2 (fragmentos de 264, 81 e 30 pares de base-pb, haplotipo
mitoncondrial A, T. cruzi I); cepa JG (fragmentos de 212 ¢ 81pb, haplotipo mitoncondrial C,
T. cruzi I); e o clone CL Brener (fragmentos de 294 ¢ 81 pb, haplotipo mitoncondrial B, T.
cruzi III ou hibrido). Controle negativo da reagdo (Branco-BR). (A) Isolados do T. cruzi

relacionados ao haplogrupo C, e (B) Isolados do T. cruzi pertencentes ao haplogrupo B. Nao

foram observados isolados haplogrupo mitoncondrial A.
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5.1.2 Genotipagem do gene SL-IR do Trypanosoma cruzi

A amplificagdo do espagador intergénico dos genes de mini-exon do T. cruzi possibilita
diferenciar as cepas da linhagem T. cruzi III do grupo de cepas hibridas. Os isolados do T.
cruzi procedentes do paciente de MG (177 e 205) foram associados a linhagem T. cruzi III
devido a amplificagdo de um fragmento de, ~ 200pb enquanto que, os isolados do paciente de
GO (006 e 147B) amplificaram fragmentos de ~ 150-157pb e relacionados ao grupo de cepas
hibridas (FIG. 4).
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FIGURA 4- Eletroforese em gel de poliacrilamida a 6% representativo da amplificagdo
do espacador intergénico dos genes de mini-exon nas amostras do T. cruzi isoladas de
pacientes chagasicos cronicos. PM: marcador de peso molecular de 25 pares de base
(pb). Controles: DNA do clone Col1.7G2 (fragmento de ~ 150-157pb, T. cruzi I); cepa
JG (~ 150-157pb, T. cruzi II); clone CL Brener (150-157pb, hibrido); ¢ a cepa 3869
(fragmento de ~ 200pb, T. cruzi III). Na pentltima canaleta o controle negativo da

reacdo (Branco-BR).

5.2 Anélises do polimorfismo de microssatélites

O polimorfismo de tamanho dos nove loci de microssatélites compostos por repeticdes
de dinucleotideos (SCLE10, SCLE11, MCLF10, MCLGI10, MCLO1), trinucleotideos
(TcATT14, TcAATS, TcTAT20) e um locus composto por repeti¢des de tetranucleotideos
(TcAAAT6) foi avaliado por reacdes de PCR com DNA de 77 amostras do T. cruzi
(procedentes de 32 pacientes) totalizando 75% das amostras. Dos nove loci de microssatélites
analisados, apenas o locus TcAAAT6 ndo foi capaz de amplificar todas as amostras do T.
cruzi. Duas amostras isoladas de um mesmo paciente (177 ¢ 205) ndo amplificaram para esse
locus, mesmo apo6s diversas tentativas. A TAB. 3 resume algumas caracteristicas importantes

para os diferentes loci, tais como tamanho e numero de repetigoes.



59

TABELA 3

Caracteristicas dos nove loci de microssatélites analisados

TAMANHO dos alelos _
LOCI (pares de base) REPETICAO
Clone CL Brener

SCLE10 237-275 (GT)(TG)1o
SCLE11 153-153 (AC)9
MCLF10 182-194 (CARA(CA) 14
MCLG10 177-177 (CA)g
MCLEO1 130-130 (CA)9
TcTAT20 181-223 20
TcAAT8 247-292 8
TcATT14 265-271 14
TCAAATE 263-263 6

Os produtos de amplificacdo utilizando um dos iniciadores marcados com fluoresceina
na extremidade 5’ foram analisados no seqiienciador automatico A.L.F e comparados com
uma escala alélica para determina¢do do tamanho do alelos. Setenta e duas amostras (93,5%)
do T. cruzi apresentaram apenas um ou dois alelos para cada um dos locus de microssatélites.
As TAB. 4 ¢ 5 mostram os valores dos alelos dos nove loci analisados para cada uma das
amostras procedentes dos estados de MG e GO. Considerando o T. cruzi um organismo
dipldide, esses resultados foram interpretados como reflexo de populacdes homogéneas ou
monoclonais homozigotas (perfil com um pico) ou heterozigotas (dois picos) para cada locus
(FIG. 5). Cinco dessas amostras (6,5%) amplificaram simultaneamente trés fragmentos de
tamanhos diferentes para o locus de microssatélite TCAAAT6 (FIG. 6). Esses dados sugerem
uma constitui¢ao policlonal para as subpopulagdes presentes nesses pacientes ou, ainda,

podem ser interpretados como resultantes de aneuploidias para esse locus.



TABELA 4
Tamanho (pb) dos alelos observados para nove loci de microssatélites analisados em 58 amostras do T. cruzi procedentes de MG.
(Continua)
Loci MCLF10 SCLE10 SCLE11 MCLG10 MCLEOQ1 TcAATS TcTAT20 TcATT14 TcAAATG6
Controles: cepas* e clones** de referéncia do T. cruzi
** CL Brener 182/194 2371175 153/153 1771177 130/130 2471292 181/223 265/271 263/263
** COL1. 7G2 184/186 255/257 139/139 157/157 136/136 229/229 181/181 253/253 255/255
*JG 182/182 173/175 1771177 1771177 134/136 262/262 190/217 262/262 271/275
** 803 cl5 182/188 257/291 149/149 175/175 130/130 250/250 220/220 265/265 263/271
*3869 186/192 2471247 153/161 175/179 134/134 295/295 181/181 256/256 267/267
Isolados de T. cruzi
003 a (AT) 182/182 271/275 153/157 175/183 126/134 262/277 193/214 262/262 271/275
003 b (PT) 182/182 271/275 153/157 175/183 126/134 262/277 193/214 262/262 271/275
012 a (AT) 182/182 273/273 151/155 181/181 126/128 262/262 190/205 262/262 271/275
012 b (PT) 182/182 273/273 151/155 181/181 126/128 262/262 190/205 262/262 271/275
012 g (PT) 182/182 273/273 151/155 181/181 126/128 262/262 190/205 262/262 271/275
013 a 182/182 271/275 151/151 181/181 132/150 253/259 193/208 265/265 263/275
013 ¢ 182/182 271/275 151/151 181/181 132/150 253/259 193/208 265/265 263/275
013 e 182/182 271/175 151/151 181/181 132/150 253/259 193/208 265/265 263/275
019 a (AT) 182/182 273/291 149/157 177/177 126/138 259/277 190/193 265/265 271/275
019 ¢ (PT) 182/182 273/291 149/157 1771177 126/138 2597277 190/193 265/265 271/275
019 e (PT) 182/182 273/291 149/157 1771177 126/138 2597277 190/193 265/265 2717275
029 a 182/182 271/275 145/149 175/175 138/138 274/274 208/217 265/265 275/275
029 b 182/182 271/275 145/149 175/175 138/138 274/274 208/217 265/265 275/275
029 ¢ 182/182 271/175 145/149 175/175 138/138 274/274 208/217 265/265 275/275
044 a 182/182 273/291 149/149 177/183 136/146 238/238 196/214 262/262 271/275
044 d 182/182 273/291 149/149 177/183 136/146 238/238 196/214 262/262 271/275
050 b (AT) 184/184 267/267 155/155 177/185 134/138 262/274 193/217 265/265 271/275
050 £ (PT) 184/184 267/267 155/155 177/185 134/138 262/274 193/217 265/265 271/275
050 h (PT) 184/184 267/267 155/155 177/185 134/138 262/274 193/217 265/265 271/275
053 a 184/184 269/269 145/149 175/175 130/136 253/262 214/217 265/265 271/271
053d 184/184 269/269 145/149 175/175 130/136 253/262 214/217 265/265 2717271
053¢ 184/184 269/269 145/149 175/175 130/136 253/262 214/217 265/265 2717271
065 b 182/182 271/275 151/155 177/181 134/150 250/259 190/205 265/265 259/275
065 ¢ 182/182 271/275 151/155 177/181 134/150 250/259 190/205 265/265 259/275
065d 182/182 271/275 151/155 177/181 134/150 250/259 190/205 265/265 259/275
079 a 182/182 267/267 149/153 179/179 138/148 2777277 202/208 262/262 271/271
079d 182/182 267/267 149/153 179/179 138/148 277/277 202/208 262/262 271/271
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TABELA 4
Tamanho (pb) dos alelos observados para nove loci de microssatélites analisados em 58 amostras do T. cruzi procedentes de MG.
(Conclusao)
Loci MCLF10 SCLE10 SCLE11 MCLG10 MCLEO1 TcAATS TcTAT20 TcATT14 TcAAATG6
083 a 182/182 271/271 147/153 177/187 130/130 253/262 193/217 262/262 271/271
083 ¢ 182/182 271/271 147/153 177/187 130/130 253/262 193/217 262/262 271/271
092 a 182/182 271/271 145/145 177/177 134/138 250/250 205/205 265/265 259/275
092 b 182/182 271/271 145/145 177/177 134/138 250/250 205/205 265/265 259/275
092 ¢ 182/182 271/271 145/145 177/177 134/138 250/250 205/205 265/265 259/275
103 a 182/182 271/275 143/149 171/185 130/148 259/259 217/217 262/262 271/271
103 ¢ 182/182 271/275 143/149 171/185 130/148 259/259 217/217 262/262 271/271
105 a 182/182 275/283 151/155 177/177 134/152 250/259 190/190 262/262 275/275
105b 182/182 275/283 151/155 177/177 134/152 250/259 190/190 262/262 275/275
105d 182/182 275/283 151/155 177/177 134/152 250/259 190/190 262/262 275/275
109 a 182/182 269/275 155/155 175/175 134/138 259/259 208/217 262/262 271/275
109 b 182/182 269/275 149/155 175/175 134/138 259/259 208/217 262/262 271/275
111 a 182/182 273/273 147/147 177/185 134/138 265/265 193/208 262/262 263/267/271
111 ¢ 182/182 273/273 147/147 177/185 134/138 265/265 193/208 262/262 263/267/271
111d 182/182 273/273 147/147 177/185 134/138 265/265 193/208 262/262 263/267/271
115b 182/182 275/275 143/149 177/177 112/134 262/262 196/217 262/262 263/267/275
115¢ 182/182 275/275 143/149 177/177 112/134 262/262 196/217 262262 263/267/275
116 a (AT) 182/184 271/291 145/149 175/185 126/130 253/262 193/214 265/265 271/271
116 b (AT) 182/184 271/291 145/145 175/185 126/130 253/262 193/214 265/265 271/271
116 e (AT) 182/184 271/291 145/149 175/185 126/130 253/262 193/214 265/265 271/271
116 £ (PT) 182/184 271/291 145/149 175/185 126/130 253/262 193/214 265/265 271/271
132 a 182/182 273/273 147/149 173/175 130/152 277/277 181/193 262/262 271/275
132d 182/182 273/273 147/149 173/175 130/152 2771277 181/193 262/262 271/275
138 a 182/182 269/271 151/153 173/177 134/134 289/289 199/226 262/262 271/271
138 ¢ 182/182 269/271 151/153 173/177 134/134 289/289 199/226 262/262 271/271
154 a 182/184 275/275 147/161 171/171 150/154 253/253 181/199 262/262 275/275
154 ¢ 182/184 275/275 147/161 171/171 150/154 253/253 181/199 262/262 275/275
010 182/182 269/271 155/155 175/177 130/134 256/259 190/205 265/265 271/275
079 182/182 269/271 155/155 175/177 130/134 256/259 190/205 265/265 271/275
177 182/182 255/255 155/155 175/175 128/130 295/298 178/181 256/265 n.a*
205 182/182 255/255 155/155 175/175 128/130 295/298 178/181 256/265 n.a*

AT-Antes tratamento; PT-Ap0s tratamento; n.a*-Nao amplificado
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TABELA 5
Tamanho (pb) dos alelos observados para nove loci de microssatélites analisados em 19 amostras do T. cruzi procedentes de GO.

Loci MCLF10 SCLEL0 SCLE11 MCLG10 MCLEO1 TcAATS TcTAT20 TcATT14 TcAAATE
Controles: cepas* e clones** de referéncia do T. cruzi
** CL Brener 182/194 237/175 153/153 177/177 130/130 247/292 181/223 265/271 263/263
**COL1.7G2 184/186 255/257 139/139 157/157 136/136 229/229 181/181 253/253 255/255
*JG 182/182 173/175 177/177 177/177 134/136 262/262 190/217 262/262 271/275
** 8503 cl5 182/188 257/291 149/149 175/175 130/130 250/250 220/220 265/265 263/271
*3869 186/192 2471247 153/161 175/179 134/134 295/295 181/181 256/256 267/267
Isolados de T. cruzi
006 182/190 255/291 149/149 177177 128/130 250/292 184/223 265/274 259/271
147B 182/190 255/291 149/149 177177 128/130 250/292 184/223 265/274 259/271
038 182/182 275/281 151/153 177177 152/152 250/298 214/238 262/265 271/175
063 182/182 275/281 151/153 177177 152/152 250/298 214/238 262/265 271/275
036 182/182 267/267 151/151 177/185 126/148 268/268 205/214 262/262 271/175
059 182/182 267/267 151/151 177/185 126/148 268/268 205/214 262/262 271/275
001 182/182 273/273 153/157 175/183 134/154 268/268 190/205 262/262 275/275
074 182/182 273/273 153/157 175/183 134/154 268/268 190/205 262/262 275/275
021C 182/182 273/275 149/151 177177 130/152 298/298 214/238 262/262 271/271
044 182/182 273/275 149/151 177177 130/152 298/298 214/238 262/262 271/271
157 182/182 2731273 153/153 175/183 134/148 259/259 190/190 265/265 271/271
187 182/182 2731273 153/153 175/183 134/148 259/259 190/190 265/265 271/271
384 182/182 2731273 153/153 175/183 134/148 259/259 190/190 265/265 271/271
160 (AT) 182/182 275/281 149/151 177/177 148/148 241/259 190/193 265/265 275/275
399 (PT) 182/182 275/281 149/151 177177 148/148 241/259 190/193 265/265 275/275
008 182/184 275/291 149/157 175/175 134/148 253/262 190/223 256/265 259/275
061 182/184 275/291 149/157 175/175 134/148 253/262 190/223 256/265 259/275
145 182/182 271/275 151/155 177/181 134/150 253/259 190/205 265/265 263/275
186 182/182 271/275 151/155 177/181 134/150 253/259 190/205 265/265 263/275

AT-Antes tratamento; PT-Ap0s tratamento
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FIGURA 5- Perfis de eletrofluorogramas obtidos pelo seqiienciador automatico
de DNA A.L.F. (Automatic Laser Fluorescent Sequencer) dos fragmentos
amplificados pela PCR dos loci de microssatélites MCLF10, SCLEI10, e
TcTAT20. Isolados monoclonais homozigotos (1 pico) e heterozigotos (2 picos).
Os numeros correspondem ao tamanho dos fragmentos em pares de bases (pb).
Os picos das extremidades correspondem aos marcadores internos de 155, 210, e

320pb. AT-antes tratamento, PT-apds tratamento especifico.
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FIGURA 6- Perfis de eletrofluorogramas obtidos a partir de analise
no seqiienciador automatico de DNA A.L.F. dos fragmentos
amplificados pela técnica de PCR para o locus TcCAAAT6 de
amostras do T. cruzi isoladas de um mesmo paciente, mostrando
perfis de microssatélites com mais de dois picos caracteristicos de
amostras policlonais ou aneuploides para esse locus. Os picos das
extremidades correspondem aos marcadores internos de 210 e 320
pares de base (pb). AT-antes tratamento, PT-apds tratamento

especifico.
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A natureza policlonal do T. cruzi também pode ser demonstrada em duas amostras
procedentes de um mesmo paciente de MG (109a, 109b) e isoladas nas seguintes datas:
16/04/99 e 27/05/03. Esses dois isolados mostraram perfis de microssatélites diferentes para o
locus SCLE11 (FIG. 7). A mesma caracteristica foi observada em quatro amostras do paciente
116 (a, b, e, f) procedente de MG e isoladas em: 23/04/99, 14/06/00, 15/12/03, antes do
tratamento, e 11/04/06, ap6s o tratamento, respectivamente. O tamanho dos alelos para os
isolados 116a, 116e, 116f foram idénticos (145/149pb, monoclonal heterozigoto) para o locus
SCLEI11. Contudo, o isolado 116b apresentou apenas o alelo de 145bp. Esses resultados
sugerem que pelo menos duas populagdes homozigotas do parasito estariam circulando no
sangue dos pacientes 109 e 116 (FIG. 7).

As TAB. 6 ¢ 7 resumem caracteristicas importantes para os diferentes loci de
microssatélites analisados. Os loci TcAAT8 e TcTAT20 foram os mais variaveis, com
elevado niumero de alelos (15 alelos de tamanhos diferentes) e com variagdo de tamanhos
entre 238pb-298pb (TcAATS) e de 178-238pb (TcTAT20), confirmando a existéncia de
polimorfismos. O locus MCLEO1 apresentou 12 alelos (112-154pb); seguido por SCLEI0,
SCLEI1 e MCLGI10 (9 alelos entre 255-291pb, 143-161pb e 171-187pb, respectivamente).
Os loci menos variaveis foram o MCLF10 com trés alelos, variando entre 182pb e 190pb,
seguido por TcATT14 (quatro alelos entre 256-274pb) e TcAAAT6 (cinco alelos de 259 a
275pb). E interessante observar que o locus de microssatélite TCAAAT6 foi o tnico capaz de
identificar amostras com caracteristicas policlonais ou aneupldides, embora sendo um
daqueles com baixo numero de alelos. O locus SCLEI1 foi o unico capaz de discriminar
diferencas sutis entre amostras de T. cruzi isoladas de um mesmo paciente (FIG. 7).

A maioria das populagdes do parasito, isoladas de um mesmo paciente, demonstraram
perfis de microssatélites geneticamente idénticos € monoclonais (TAB. 4 e 5). Nossos dados
evidenciaram que a maior parte dos loci de microssatélites destacam um elevado percentual
de genotipo heterozigoto, ou seja, dois alelos de tamanhos diferentes para cada um dos locus

de microssatélites (TAB. 6 ¢ 7).
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FIGURA 7- Perfis de eletrofluorogramas obtidos a partir de analise

no seqiienciador automdtico de DNA A.L.F. dos fragmentos

amplificados pela técnica de PCR para o locus SCLEI1 de

amostras do T. cruzi isoladas de um mesmo paciente, mostrando

tamanhos de alelos diferentes sugestivos de populagdo policlonal.

Os picos das extremidades correspondem aos marcadores internos

de 75 e 210 pares de base (pb).
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TABELA 6

Numero, tamanho dos alelos (pb), percentual de amostras com gendtipos
heterozigotos e homozigotos, encontrados para os loci de microssatélites compostos
por repeticoes de dinucleotideos.

Loci MCLF10 SCLE10 SCLE11 MCLGI10 MCLEO1
Numero de 03 09 09 09 12
alelos
255,267 143, 145 171,173 iéé’ gg
Tamanho de 269, 271 147, 149 175,177 134’ 136
alelos (pb) 182, 184, 190 273,275 151,153 179, 181 138’ 146
P 281,283 155, 157 183, 185 ’
291 161 187 148, 150
152, 154
N°e % de
genotipos o o o o o
heterozigotos 10 (13%) 43 (56%) 48 (62%) 36 (47%) 66 (86%)
N°e % de
genotipos o o o o o
homozigotos 67 (87%) 34 (44%) 29 (38%) 41 (53%) 11 (14%)
N°-Numero; %-Percentual
TABELA 7

Numero, tamanho dos alelos (pb), percentual de amostras com genotipos
heterozigotos e homozigotos encontrados para os loci de microssatélites compostos
por repetigdes de trinucleotideos e tetranucleotideos.

Loci TcAATS TcTAT20 TcATT14 TcAAAT6
Nimero de 15 15 04 05
alelos
238, 241, 250 178, 181, 184
Tamanho de 253,256, 259 190, 193, 196 256. 262 259, 263
alelos (pb) 262,265, 268 199, 202, 205 265’ 274 267,271
274,277,289 208,214, 217 ’ 275
292,295, 298 223,226, 238
N°e % de
genotipos o o o o
heterozigotos 40 (52%) 64 (83%) 08 (10%) 38 (49%)
N°e % de
genotipos 37 (48%) 13 (17%) 69 (90%) 39 (51%)
homozigotos

N°-Numero; %-Percentual
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5.3 Anaélises filogenéticas dos isolados do Trypanosoma cruzi

Dos 77 isolados tipados com nove loci de microssatélites (MCLF10, SCLE10, SCLEI1,
MCLG10, MCLEO1, TcAATS, TcTAT20, TcATT14, TcAAAT®6), os dados de 32 populagdes
monoclonais do T. cruzi (um isolado de cada paciente) foram analisados filogeneticamente
pelos métodos de maxima parciménia e UPGMA. Apenas duas amostras dos pacientes 109 (a,
b) e 116 (a, b) fizeram parte dessa analise, ja que foram detectadas diferencas sutis para o
locus SCLE11. Os clones de referéncia SO3 cl5, COL1.7G2, CL Brener ¢ as cepas JG e 3869
foram adicionados as andlises para comparagdoes. Inicialmente, os tamanhos dos alelos (TAB.
4 e 5) para cada uma das amostras foram convertidos em nimeros de repeticdes. Isso foi
possivel, por comparagdo com os nimeros de repetigdes presentes em cada locus no clone de
referéncia do projeto genoma de T. cruzi (CL Brener). A TAB. 8 mostra as 32 amostras
analisadas filogeneticamente e, o numero de repeti¢des para nove loci de microssatélites.

Para as andlises filogenéticas, as amostras dos pacientes 111 (a, ¢, d) e 115 (b, ¢),
identificadas como policlonais ou aneuploides (FIG. 6) foram excluidas da andlise para
construcdo das arvores. Teoricamente, tais amostras sdo formadas por uma mistura de
populagdes do parasito que sao geneticamente distintas. Nesse contexto, a amplificacao de
microssatélites fornece os tamanhos dos alelos presentes na populagao multiclonal, os quais,
entretanto, ndo sao capazes de separar os alelos pertencentes aos diferentes clones. Assim, o
modelo de mutagdo de um passo, assumido em nossas analises, ndo pode ser aplicado para o
calculo da distancia genética dessas amostras.

A FIG. 8 representa a topologia de uma das arvores mais parcimoniosas encontradas
pelo programa PHYLIP. Como esperado, os genotipos obtidos com a analise dos nove loci
polimoérficos de microssatélites permitiu separar os isolados do T. cruzi. Nessa arvore
identificamos um grupo principal, que reuniu as amostras que apresentaram rDNA do tipo 1 e
haplogrupo mitocondrial C, caracteristicos da linhagem T. cruzi II, destacando uma estreita
correlagdo entre amostras do parasito isoladas de pacientes chagasicos cronicos. Entretanto, o
isolado 006 (hibrido) foi agrupado num brago discreto, juntamente com cepas de referéncia
(clone CL Brener e SO3 cl5) também com caracteristicas hibridas. O isolado 177 identificado
como pertencente a linhagem T. cruzi III, permaneceu agrupado com a cepa de referéncia
3869, sabidamente T. cruzi III. Curiosamente, as amostras do paciente 116 (a, b) ficaram
agrupadas num brago discreto nessa arvore, ou seja, encontram-se afastadas das demais
amostras pertencentes a linhagem T. cruzi II.

As mesmas amostras foram analisadas pelo método UPGMA (FIG. 9), e a topologia da

arvore resultante foi semelhante aquela obtida pelo método de maxima parcimdnia. Da mesma
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forma que na rede de Wagner, na arvore construida por UPGMA podemos observar um grupo
geneticamente bem correlacionado de amostras pertencentes a linhagem T. cruzi II, além de
um segundo ramo discreto, contendo amostras com caracteristicas hibridas. A amostra 177 ¢ a
cepa de referéncia 3869, ambas associadas a linhagem T. cruzi III ficaram agrupadas
separadamente, assim como, o clone COL1. 7G2 (representativo da linhagem T. cruzi I). Por
outro lado, nessa arvore, observamos que as amostras do paciente 116 (a, b), ficaram
agrupadas no mesmo ramo que as demais amostras pertencentes a linhagem T. cruzi II.

A topologia das arvores pela analise de nove loci de microssatélites em 32 amostras
monoclonais do T. cruzi indicou que ndo ha associa¢do entre as formas clinicas (FIG. 10),
sexo, idade do paciente, nimero de tubos positivos na hemocultura e distribuicao geografica

com os fatores genéticos do parasito.



TABELA 8

Numero de repeti¢des identificadas para cada locus de microssatélite em 37 isolados

do T. cruzi
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Loci

MCLF10 SCLE10 SCLE11 MCLG10 MCLEO1 TcAAT8 TcTAT20 TcATT14 TcAAAT6
Controles: cepa* e clones** de referéncia do T. cruzi

**CL Brener 08/14
**COL1.7G2  09/10
**503 cl5 08/11
*JG 08/08
*3869 10/13
Isolados de T. cruzi
003 a/ MG 08/08
012 a/ MG 08/08
013 a/ MG 08/08
019 a/ MG 08/08
029 a/ MG 08/08
044 a/ MG 08/08
050 b/ MG 09/09
053 a/ MG 09/09
065 b/ MG 08/08
079 a/ MG 08/08
083 a/ MG 08/08
092 a/ MG 08/08
103 a/ MG 08/08
105 a/ MG 08/08
109 a/ MG 08/08
109 b/ MG 08/08
116 a/ MG 08/09
116 b/ MG 08/09
132 a/ MG 08/08
138 a/ MG 08/08
154 a/ MG 08/09
010/ MG 08/08
177/ MG 08/08
157/ GO 08/08
038/ GO 08/08
001/ GO 08/08
021C/ GO 08/08
008/ GO 08/09
006/ GO 08/12
036/ GO 08/08
145/ GO 08/08
160/ GO 08/08

09/28
18/19
19/36
27/28
14/14

26/28
27/27
26/28
27/36
26/28
27/36
24/24
25/25
26/28
24/24
26/26
26/26
26/28
28/32
25/28
25/28
26/36
26/36
27/27
25/26
28/28
25/26
18/18
27/27
28/31
27/27
27/28
28/36
18/36
24/24
26/28
28/31

15/15
08/08
13/13
11/13
15/19

15/17
14/16
14/14
13/17
11/13
13/13
16/16
11/13
14/16
13/15
12/15
11/11
10/13
14/16
16/16
13/16
11/13
11/11
12/13
14/15
12/19
16/16
16/16
15/15
14/15
15/17
13/14
13/17
13/13
14/14
14/16
13/14

08/08
01/01
07/07
08/08
07/09

07/11
10/10
10/10
08/08
07/07
08/11
08/12
07/07
08/10
09/09
08/13
08/08
05/12
08/08
07/07
07/07
07/12
07/12
06/07
06/08
05/05
07/08
07/07
07/11
08/08
07/11
08/08
07/07
08/08
08/12
08/10
08/08

09/09
12/12
09/09
11/12
11/11

07/11
07/08
10/19
07/13
13/13
12/17
11/13
09/12
11/19
13/18
09/09
11/13
09/18
11/20
11/13
11/13
07/09
07/09
09/20
11/11
19/21
09/11
08/09
11/18
20/20
11/21
09/20
11/18
08/09
07/18
11/19
18/18

08/23
02/02
09/09
13/13
24724

13/18
13/13
10/12
12/18
17/17
05/05
13/17
10/13
09/12
18/18
10/13
09/09
12/12
09/12
12/12
12/12
10/13
10/13
18/18
22/22
10/10
11/12
24/25
12/12
09/25
15/15
25/25
10/13
09/23
15/15
10/12
06/12

07/21
07/07
20/20
10/19
07/07

11/18
10/15
11/16
10/11
16/19
12/18
11/19
18/19
10/15
14/16
11/19
15/15
19/19
10/10
16/19
16/19
11/18
11/18
07/11
13/22
07/13
10/15
06/07
10/10
18/26
10/15
18/26
10/21
08/21
15/18
10/15
10/11

12/14
08/08
12/12
11/11
09/09

11/11
11/11
12/12
12/12
12/12
11/11
12/12
12/12
12/12
11/11
11/11
12/12
11/11
11/11
11/11
11/11
12/12
12/12
11/11
11/11
11/11
12/12
09/12
12/12
11/20
11/11
11/11
09/12
10/15
11/11
12/12
12/12

06/06
04/04
06/08
08/09
07/07

08/09
08/09
06/09
08/09
09/09
08/09
08/09
08/08
05/09
08/08
08/08
05/09
08/08
09/09
08/09
08/09
08/08
08/08
08/09
08/08
09/09
08/09

n.a*
08/08
08/09
09/09
08/08
05/09
05/08
08/09
06/09
09/09
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FIGURA 8- Rede de Wagner construida pelo método de maxima parcimonia, a partir dos dados da analise de nove loci de microssatélites
(SCLE10, MCLF10, SCLE11, MCLG10, MCLEO1, TcAATS, TcTAT20, TcATT14, TcCAAAT6) em 37 populagdes monoclonais do T.
cruzi. Os valores de bootstrap acima de 70% estdo destacados na arvore.
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TcTAT20, TcATT14, TcAAAT6) em 37 populagdes monoclonais do Trypanosoma cruzi.

Os valores de bootstrap acima de 70% estdo destacados na arvore.



Legenda:

053a

JG 924
003a

050b
036

079a

021C

87

038 138a

012a—

010 |51
154a

160

| |Ze

Isolados T. cruzi ll

Hr

Isolados T. cruzi Il

109a

103a

105a
044a

029a

008

145

109 116b
116a
083a ..........
:503¢l5:
A
“CL:Brener
< w0 [|Ghbrener:
019
T 132a
COL1.7G2 20060
013a
177
065b
3869

73

FIGURA 10- Rede de Wagner construida pelo método de maxima parcimdnia, a partir dos dados da analise de nove loci de
microssatélites (SCLE10, MCLF10, SCLE11, MCLG10, MCLEO1, TcAATS, TcTAT20, TcATT14, TcAAAT6) em 37 populagdes
monoclonais do T. cruzi. Em destaque, os isolados procedentes de pacientes com a forma cardica (FC) e aqueles procedentes de pacientes
com a forma indeterminada (FI) da doenca de Chagas. Os valores de bootstrap acima de 70% estdo destacados na arvore.
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Em nosso trabalho ndo foram analisadas amostras do parasito representativas da
linhagem T. cruzi I, que sdo preferencialmente associadas ao ciclo silvestre de transmissdo do
parasito. Para avaliar se a presenga de outras amostras representantes das linhagens T. cruzi 1,
II, III e cepas hibridas poderiam interferir na posicado dos nossos agrupamentos, duas novas
arvores foram construidas pelos métodos de maxima parciménia e UPGMA. Para essas
analises, utilizamos os dados de cinco loci de microssatélites (SCLE10, SCLE11, MCLF10,
MCLG10, MCLEO1) em 33 amostras do T. cruzi representantes de cada uma das linhagens do
T. cruzi (FREITAS et al.,, 2006) em conjunto com as 32 amostras por nds analisadas,
totalizando 69 amostras monoclonais do parasito.

De uma maneira geral, a topologia das arvores resultantes (FIG. 11 e 12) foram
similares aquelas obtidas com a analise filogenética das 32 amostras do nosso trabalho (FIG.
8 € 9), sendo que estas permaneceram agrupadas em um unico ramo principal (T. cruzi II). A
FIG. 11 representa a topologia da rede de Wagner, em que foram identificados cinco ramos
principais. O primeiro grupo reuniu populacdes diferentes, associadas ao ciclo silvestre de
transmissao (haplogrupo mitocondrial A, rDNA 2, T. cruzi I, DTU I). Outro grupo reuniu as
amostras pertencentes a linhagem T. cruzi II (haplogrupo mitocondrial C, rDNA 1, DTU IIb).
As amostras associadas a linhagem T. cruzi III (haplogrupo mitocondrial B, DTU Ila/c)
ficaram agrupadas separadamente. Entretanto, as amostras hibridas foram distribuidas em dois
ramos discretos, DTU IId e Ile.

A andlise das mesmas amostras pelo método UPGMA (FIG. 12) mostrou grande
semelhanga na topologia da arvore quando comparada a rede de Wagner. Nessa arvore
observamos quatro ramos principais associados as linhagens T. cruzi I (DTU I), II (DTU IIb),
III (DTU IIa/c) e, outro que reuniu as amostras com caracteristicas hibridas DTU IId e Ile
dentro de dois ramos discretos.

Para avaliar a confiabilidade dos agrupamentos, em todas as analises usamos o teste de
bootstrap com 1000 re-amostragens. Os valores acima de 70% sdo mostrados nas arvores

filogenéticas (FIG. 8, 9, 10, 11 e 12).
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6. DISCUSSAO

O T. cruzi ¢ constituido por populagdes heterogéneas representadas por um elevado
numero de cepas naturais circulando nos ciclos de transmissdo doméstico e silvestre, entre
reservatorios, vetores e seres humanos (TIBAYRENC et al., 1986). A heterogeneidade entre
cepas do T. cruzi tem sido comprovada por caracterizagdo bioldgica, bioquimica, imunolédgica
e pela variabilidade genética entre as populacdes isoladas de diferentes hospedeiros e vetores
(BRENER & CHIARI, 1963; CHAGAS, 1909; MACEDO et al., 1992; MOREL et al., 1980;
STEINDEL et al., 1993; TIBAYRENC & AYALA, 1988). Essa variabilidade pode estar
relacionada ao seu modo de reproducao predominantemente clonal que, por sua vez, faz com
que as mutacdes adquiridas se acumulem independentemente, aumentando a distancia
genética entre as populagdes do T. cruzi e determinando a diversidade observada dentro de
cada uma das grandes linhagens (TIBAYRENC et al., 1986).

Desde 1999, uma clara divisdo do T. cruzi em pelo menos duas linhagens principais
(que apresentam elevada divergéncia filogenética e caracteristicas distintas epidemiologicas)
tem sido reconhecida, ¢ as linhagens foram denominadas T. cruzi I e T. cruzi II
(ANONYMOUS, 1999). No entanto, algumas cepas ndo puderam ser classificadas em
nenhuma das duas linhagens, e outras subdivisdes foram propostas utilizando marcadores
moleculares com diferentes taxas evolutivas (AUGUSTO-PINTO et al., 2003; BRISSE et al.,
2000; FREITAS et al., 2006; MACHADO & AYALA, 2001). Recentemente, foram descritos
novos aspectos da estrutura populacional do T. cruzi. Freitas et al. (2006) propuseram a
existéncia de trés linhagens ancestrais em T. cruzi, denominadas T. cruzi I, T. cruzi Il e T.
cruzi III. Além disso, as cepas hibridas do T. cruzi, as quais ndo foram incluidas na
nomenclatura T. cruzi 1 e II proposta em 1999, tiveram uma posi¢ao definida dentro das
analises, formando, claramente, um quarto grupo de cepas.

Anteriormente, nosso grupo analisou a variabilidade genética de 61 isolados do T. cruzi
obtidos de 47 pacientes chagasicos cronicos de diferentes areas endémicas do estado de Minas
Gerais pela técnica de RAPD (Randomly amplified polymorphic DNA), utilizando os
iniciadores M13-40, Agt11-F e L15996. Embora o RAPD tenha sido descrito como estratégia
poderosa para a identificacdo de marcadores moleculares importantes em T. Cruzi, nossos
resultados mostraram agrupamentos discretos em relagdo aos perfis de RAPD e ndo puderam
ser agrupados de acordo com as diferentes formas clinicas da doenca de Chagas. Entretanto, a
analise comparativa dos perfis de RAPD das populag¢des do T. cruzi procedentes de pacientes
com dois isolados em diferentes periodos de tempo apresentaram padrdes genéticos variados e

sugestivos de populagdes monoclonais e/ou policlonais (D’AVILA et al., 2006). Sendo assim,
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nossa primeira abordagem neste trabalho foi a de ampliar o emprego de marcadores
moleculares nucleares (rDNA 24Sa, SL-IR e microssatélites) e mitocondrial COIIl (kDNA),
além do nimero de isolados do T. cruzi. Essas duas abordagens visaram principalmente a um
melhor entendimento da estrutura e dindmica populacional do T. cruzi durante a fase cronica
da doenga de Chagas. A importancia de ampliarmos o nimero de amostras esta relacionada a
confiabilidade dos resultados, uma vez que algumas caracteristicas presentes em apenas
alguns isolados poderiam passar desapercebidas nas analises com poucas amostras.

Os resultados encontrados no presente estudo demonstraram que, muitas vezes, a
caracterizagdo genética com apenas um marcador molecular ndo ¢ suficiente para classificar
as amostras do T. cruzi dentro das linhagens principais (T. cruzi I, II ou III). Em nosso
trabalho, os isolados de dois pacientes, um do estado de MG e outro de Goids, apresentaram
produtos de PCR com 110pb (rDNA 2) e 110/125pb (rDNA 1/2), supostamente associado as
linhagem T. cruzi I e a cepas hibridas, rspectivamente. Em relag@o a tipagem do gene COII,
esses isolados correspondem ao haplogrupo mitocondrial B associados a linhagem T. cruzi III
ou a populacdes hibridas. Finalmente, a tipagem dos genes SL-IR revelou que os isolados do
T. cruzi procedentes do paciente de MG foram associados a linhagem T. cruzi III, enquanto os
isolados do paciente de GO estdo relacionados ao grupo de cepas hibridas.

Souto et al. (1996) e Brisse et al. (2001) ja haviam demonstrado que a caracterizagao
das linhagens do T. cruzi baseadas na analise de um tnico marcador (por exemplo, mini-exon
ou tDNA 24Sa) pode apresentar resolugdes insuficientes e levar a re-interpretagdes erroneas
no cenario evolucionario e epidemiolédgico do T. cruzi (BRIONES, et al., 1999; ZINGALES,
et al.; 1998). Outros autores acreditam que o maior problema relacionado aos estudos
epidemioldgicos pode estar relacionado a metodologia empregada para a caracterizagao
molecular das amostras do T. cruzi, em que todas as metodologias genéticas aplicadas ao
estudo de evolugao apresentam vantagens ¢ desvantagens. Para aumentar substancialmente o
nivel de resolu¢do de uma hipdtese a ser analisada, sobretudo no que se refere a tipagem de
cepas e andlise filogenética das mesmas, ¢ necessario ampliar o nimero de marcadores
genéticos que apresentem diferentes taxas evolutivas (TIBAYRENC & AYALA, 1999).

Atualmente, a metodologia baseada na amplificacio do dominio D7 do gene rDNA
24Sa tem sido amplamente utilizada para a caracterizacdo do polimorfismo genético do T.
cruzi com a finalidade de discriminar entre duas das linhagens principais desse parasito. Esse
marcador ¢ de facil analise e apresenta boa correlagdo entre as linhagens T. cruzi I e II; no
entanto, pode apresentar resultados inconclusivos ou interpretagdes equivocadas.

Recentemente foi demonstrada a presenga de produtos de PCR com tamanhos diferentes dos
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alelos tipicos de rDNA 1 (125pb) e rDNA 2 (110pb), como 117/119pb (PIMENTA, 2002) e
120/130pb (BRISSE et al., 2001). Ainda explorando o marcador rDNA 24Sa., vale ressaltar
que a presenca simultanea dos alelos rDNA 1 e 2 em uma mesma amostra do parasito nao
permite diferenciar com seguranca uma cepa hibrida de uma mistura de populagdes que
contenham os dois alelos. Apesar de os TDNA 1 e 2 estarem preferencialmente associados a
linhagem T. cruzi II e I, respectivamente, em alguns momentos, os resultados podem ser de
dificil interpretagdo, isso ocorre porque algumas cepas hibridas podem ser erroneamente
classificadas dentro de uma dessas duas linhagens (SOUTO & ZINGALES, 1993; SOUTO et
al., 1996).

Outras metodologias utilizadas para a tipagem de isolados do T. cruzi, quando
empregadas sozinhas, também podem apresentar resultados de dificil interpretagdo. Na
tipagem dos genes de mini-exon, por exemplo, o alelo do tipo 2 (350pb) ndo necessariamente
esta ligado a linhagem T. cruzi 1. Dessa maneira, parte dos parasitos isolados de humanos
caracterizados na literatura como pertencentes a linhagem T. cruzi I podem ndo pertencer de
fato a essa linhagem (SOUTO et al., 1996). Um exemplo classico é o clone CL Brener, que
por muito tempo foi associado a linhagem T. cruzi II, por apresentar o alelo de rDNA 1,
125pb e mini-exon, 300pb e, devido a perda alélica, ndo mais apresenta ambos os amplicons,
quando na realidade apresenta caracteristicas de populac¢do hibrida (CANO et al., 1995; EL-
SAYED et al., 2005). Existem ainda amostras do T. cruzi que apresentam discrepancias entre
as tipagens pelos diversos marcadores, parecendo corresponder as cepas naturalmente hibridas
e que também estdo passiveis de serem classificadas erroneamente como T. cruzi I ou T. cruzi
II. Como exemplo, temos a cepa SC43, tipada como rDNA 2 (T. cruzi I, 110pb) e mini-exon
tipo 1, 300pb, T. cruzi I (SOUTO et al., 1996) e, posteriormente, associada a populagdo de
cepas hibridas (FREITAS et al., 2006).

A analise do polimorfismo do gene citocromo oxidase subunidade II (COII) permite
distiguir as linhagens T. cruzi I (haplotipo A) e II (haplotipo C); entretanto, esse marcador ndo
diferencia as amostras da linhagem T. cruzi III das cepas hibridas, pois elas apresentam o
mesmo perfil de restri¢do para o gene COII, haplétipo B (FREITAS et al., 2006).

Outro aspecto importante em nosso trabalho foi a confirmagdao de que as cepas
pertencentes a linhagem T. cruzi II estdo associadas a infec¢do humana, pelo menos nas
regides endémicas estudadas (MG e GO). De fato, Freitas et al. (2005), utilizando uma
estratégia de hemi-nested PCR em tempo real, elaborada para a amplificagdo dos alelos do
gene TDNA 24Sa diretamente em tecidos de pacientes chagasicos (MG), demonstraram a

predominancia de alelos tipicos de cepas T. cruzi II no coragao, esofago e coélon. Por outro
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lado, ndo podemos descartar a possibilidade de outras linhagens serem infectantes e
desencadearem a doeng¢a no homem, devido ao encontro em nosso estudo da associacdo da
linhagem T. cruzi III e de cepas hibridas com as manifesta¢des clinicas da doenga em
amostras do T. cruzi isoladas de pacientes com a forma indeterminada e cardiaca,
respectivamente. Alguns autores ja haviam evidenciado a presenga da linhagem T. cruzi III no
ciclo doméstico de transmissdo, associada a diferentes manifestacdes clinicas da doenga de
Chagas humana (FREITAS et al., 2006). A presenga do tipo mitocondrial B € mini-exon (SL-
IR fragmento de ~150-157pb), caracteristico das cepas hibridas, também foi evidenciada em
casos de transmissao congénita da doencga na Argentina e no Rio Grande do Sul (BURGOS et
al,, 2007; VALADARES, 2007). Dados anteriores sugeriram que cepas pertencentes a
linhagem T. cruzi III (Z3 ou Ilc) raramente estariam associadas a infec¢do humana, sendo
geralmente encontradas no ambiente silvestre e, até o momento, exclusivamente na regidao
amazonica. Essa linhagem apresenta uma diversidade clonal notavelmente maior do que
aquelas isoladas de humanos (OLIVEIRA et al., 1997; PIMENTA, 2002).

No Brasil e Argentina, a linhagem T. cruzi I é raramente isolada do sangue periférico de
pacientes na fase cronica (ZINGALES et al.; 1998). Por outro lado, dados recentes mostraram
parasitos caracterizados como linhagem T. cruzi I em um paciente brasileiro com cardiopatia
chagasica cronica e em outro paciente com AIDS (BURGOS et al., 2008; TEIXEIRA et al.,
2006a). Embora a presenga de cepas pertencentes a linhagem T. cruzi I em pacientes
chagasicos cronicos seja rara no Brasil e na Argentina, Afiez et al. (2004) mostraram que a
maior parte das populagdes do T. cruzi isoladas do sangue periférico de pacientes
venezuelanos com manifestagdes clinicas graves da doenca de Chagas aguda foram tipadas
como T. cruzi I. Essa linhagem também ¢ predominante na regido amazonica brasileira, onde
a doencga tem sido considerada emergente e relacionada, provavelmente, a contaminagao oral.
Dessa forma, tem sido admitido que as cepas pertencentes a linhagem T. cruzi I podem
infectar humanos e causar a doenca de Chagas, desde casos assintomadticos a fatais na fase
aguda e, também, a doeng¢a cardiaca na fase cronica (COURA et al., 2002). Recentemente,
Zafra et al. (2008) evidenciaram, pela primeira vez, a presen¢a da linhagem T. cruzi II
diretamente do sangue de 9.9% pacientes chagasicos colombianos. Esse achado sugere que as
duas linhagens, T. cruzi I e II, estdo envolvidas na potogenia, morbidade e epidemiologia da
doenca de Chagas na Colombia.

A existéncia de um tropismo tecidual do T. cruzi por diversos tipos celulares com
localizagao preferencial em determinados 6rgaos ou tecidos do hospedeiro foi evidenciada por

Melo & Brener (1978) e Andrade (1985). A explicacio mais provavel para o tropismo
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tecidual seria por meio das interacdes moleculares entre a superficie celular dos clones
invasores do parasito ¢ dos tecidos do hospedeiro (OLIVEIRA et al., 1997). Portanto, Macedo
& Pena (1998) propuseram o modelo histotropico clonal, mediante a evidéncia ja
demonstrada de que o T. cruzi ¢ um protozoario de estrutura ¢ evolugdo clonal (TIBAYRENC
& AYALA, 1988). Assim, apés a penetragdo do T. cruzi nos tecidos humanos, algumas
populacdes poderiam desaparecer, enquanto outras poderiam invadir diferentes tecidos, as
quais seriam responsaveis pelas variadas manifestagdes clinicas na doenca de Chagas.
Experimentalmente tem sido demonstrada a distribui¢do diferencial de populagdes do T. cruzi
geneticamente distintas em camundongos infectados com misturas de populagdes do parasito
(cepa JG e clone Coll. 7G2). A cepa JG foi encontrada predominantemente no coragdo dos
animais, enquanto o clone Coll. 7G2 foi detectado no reto, diafragma, esofago, cérebro e
sangue (ANDRADE et al., 1999). Vago et al. (2000), usando a técnica LSSP-PCR,
examinaram tecidos de 13 pacientes com cardiopatia chagésica e tecido esofagico de quatro
pacientes com megaesofago e demonstraram diferentes assinaturas génicas para o kDNA,
sugerindo que a variabilidade do parasito pode determinar diferentes tropismos e formas
clinicas no homem.

Em face da confirmag@o de que cepas do T. cruzi possuem tropismo diferencial para os
diferentes tecidos do hospedeiro humano, torna-se cada vez mais importante o entendimento
das populagdes naturais do T. cruzi quanto a sua natureza monoclonal ou policlonal e a sua
constituicdo de clones. Outro aspecto importante que precisa ser avaliado € a hipotese de que
os parasitos obtidos do sangue e amplificados em meio de cultura acelular nao representem as
populagdes do T. cruzi presentes no hospedeiro, além das freqiientes infecgdes mistas
encontradas nos seres humanos. Durante o processo de isolamento do T. cruzi, alguns clones
podem ser selecionados por nao se adaptarem ao novo ambiente, dificultando a correlagao
entre os aspectos genéticos do parasito e as caracteristicas clinicas dos pacientes (BRENIERE
et al., 1989; DEANE et al., 1984; LAURIA-PIRES et al., 1996; MACEDO & PENA, 1998).
Por isso, alguns pesquisadores enfatizam a necessidade da caracterizagdo do parasito
diretamente na lesdo do tecido infectado; entretanto, devido as limitagdes técnicas e por
questdes ¢éticas, o universo de amostras de tecidos infectados disponiveis para analises sera
sempre reduzido.

Em contrapartida, os perfis de assinaturas génicas do T. cruzi gerados pela LSSP-PCR
em diferentes tecidos, sangue, xenocultura e isolados pela hemocultura obtidos de pacientes
chagasicos com megaesofago foram bastante homogéneos. Em cinco pacientes (35.6%) foi

encontrada uma identidade total das assinaturas génicas, entre as populagdes presentes no



83

tecido, sangue e seus isolados. A caracterizagao genética de isolados do T. cruzi do sangue,
liquor e isolados pela hemocultura de um paciente HIV positivo mostrou elevada
homogeneidade genética sugestiva da presenca de uma mesma populagao do parasito. Sendo
assim, a caracterizac¢do genética do kKDNA do T. cruzi diretamente do tecido ou isolados por
hemocultura e/ou xenodiagnéstico ndo evidenciou padrdes de assinaturas génicas definidos
que pudessem ser associados com as diferentes formas clinicas da doenca de Chagas humana,
sugerindo que ndo houve selecao do parasito pelos métodos de isolamento; xenodiagndstico
e/ou hemocultura. Esses achados sd3o muito importantes, pois em varias ocasioes o parasito sO
pode ser recuperado do sangue do paciente utilizando a técnica de hemocultura e/ou
xenodiagnodstico (LAGES-SILVA, 2001).

De acordo com o exposto acima, torna-se cada vez mais importante analisar o parasito
proveniente da corrente sangiiinea e isolado pela técnica de hemocultura em diferentes
periodos de tempo, o que aumenta a chance de recuperar diferentes subpopulacdes do parasito
que podem estar presentes no paciente, possibilitando a analise da constitui¢do populacional
dos isolados, a comparagdao entre as populagdes isoladas no decorrer do tempo, além da
importancia desse parasito na patogénese da doenga de Chagas. Na tentativa de evitar uma
selecdo de populagdes do parasito, por prolongada manutencdo em meio de cultura acelular,
os isolados do T. cruzi analisados neste tarabalho foram submetidos a duas passagens
sucessivas em meio LIT equivalentes a aproximadamente 60 dias de cultivo. A maior parte
dos trabalhos realizados at¢ o momento analisaram cepas mantidas por varios anos e até
mesmo décadas em laboratorio, com numerosos periodos alternados de passagens em meio de
cultura acelular e criopreservados em nitrogénio liquido. Esse procedimento poderia
contribuir para uma selecdo indesejada de subpopulacdes do parasito, ndo representando as
populagdes que circulam nos hospedeiros vertebrados e/ou vetores, e, provavelmente,
explicaria, pelo menos em parte, o insucesso de estudos da associagdo parasito/formas
clinicas, com a caracteriza¢ao genética das diferentes populagdes do T. cruzi (OLIVEIRA et
al., 1997; STEINDEL et al., 1993).

Adicionalmente, no presente trabalho, 75% dos isolados (77/102) do T. cruzi foram
analisados para verificar a presenca de polimorfismo em nove loci de microssatélites. As
analises de microssatélites em diferentes cepas e clones do T. cruzi representam um teste
simples para estimar se a populacdo do parasito apresenta constituicdo monoclonal ou
multiclonal (MACEDO et al. 2001; OLIVEIRA et al., 1997, 1998, 1999). Além do mais, a
utiliza¢ao das analises de microssatélites em estudos de variabilidade genética em T. cruzi tem

demonstrado que esses marcadores sdo ideais tanto para andlise filogenética quanto para



84

identificacdo e caracterizacdo das amostras. Os microssatélites sdo marcadores de evolucao
rapida, uma vez que as taxas de mutacdo nesses l0Ci sdo significativamente maiores que a taxa
de substituicdo de nucleotideos. Dessa forma, sdo capazes de apontar diferencas sutis entre as
cepas do T. cruzi que ndo sdo percebidas por outros marcadores de evolugdo lenta, tais como
rDNA e o mini-exon. Sabe-se que os microssatélites estdo localizados no genoma nuclear e,
na maioria das vezes, ndo sdo expressos, o que os torna livres de pressoes seletivas que podem
ocorrer com diferentes marcadores (por exemplo, isoenzimas). Ao contrario de outros
marcadores aleatorios como RAPD, os microssatélites sao unilocais, isto ¢, estdo presentes
em apenas uma coOpia por genoma haploide; isso faz com que possamos determinar
exatamente os alelos presentes em uma cepa, o que permite realizar inferéncias populacionais.

Dos nove loci de microssatélites analisados, aqueles constituidos por repetigdes de
dinucleotideos (SCLE10, SCLE11, MCLF10, MCLG10, MCLEOI) foram descritos por
Oliveira et al. (1998). Os trinucleotideos (TcATT14, TcAAT8, TcTAT20) ¢ o locus
TcAAATG6 constituido por repeti¢des de tetranucleotideos foram descritos por Valadares et al.
(2008). Para todos os loci, utilizando iniciadaores que flanqueiam a repeti¢do, as amostras do
T. cruzi apresentaram produtos de amplificacdo de diferentes tamanhos, confirmando a
presenga de polimorfismos. Os loci TcAATS8 e TcTAT20 foram os mais polimorficos, ou seja,
detectamos o maior nimero de alelos (15 alelos de tamanhos diferentes), o que ratifica os
dados relatados por Valadares (2007). Por outro lado, para os loci MCLF10, TcATT14 e
TcAAAT6 detectamos o menor nimero de alelos trés, quatro e cinco, respectivamente.
Entretanto, o grau de polimorfismo de um locus ¢ determinado nao so6 pela quantidade de
alelos detectados, mas também pela freqiiéncia relativa de cada um deles.

A amplificagdo de microssatélites utilizando DNA extraido de um pool de parasitos,
apresenta elevada sensibilidade (~100%), enquanto que a analise de DNA do T. cruzi
diretamente em amostras de tecidos de animais e humanos infectados ou em células tnicas do
T. cruzi separadas por FACS Cell Sorter, essa sensibilidade varia de 30 a 40% (oque depende
do locus analisado), devido a escassez do parasito durante a fase cronica da doenga de Chagas
¢ a quantidades de DNA tdo pequenas (PIMENTA, 2002; VALADARES et al., 2008;
VALADARES, 2007). Em nosso trabalho, por exemplo, apenas o locus TCAAAT6 ndo foi
capaz de amplificar todas as amostras do T. cruzi. Duas amostras isoladas de um mesmo
paciente (177 e 205) ndo amplificaram para esse locus, mesmo apoés diversas tentativas. Uma
das possibilidades ¢ que os sitios de anelamento dos iniciadores desenhados para a
amplificagdo do locus TCAAAT6 estejam localizados em regides polimorficas do genoma do

T. cruzi. Todos os iniciadores foram desenhados com base na seqiiéncia obtida a partir de um
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unico clone do T. cruzi, o clone CL Brener e sendo assim, ndo podemos descartar a
possibilidade de que em outros clones do parasito, a regido de ligacdo dos iniciadores
contenha mutagdes que impegam o correto anelamento e, conseqiientemente, a amplificagao
dos locus de microssatélites.

A analise de um numero elevado de loci de microssatélites aumenta a chance de
detectarmos diferencas, mesmo que sutis, entre as amostras do T. cruzi isoladas de um mesmo
paciente em diferentes periodos de tempo. Setenta e duas amostras do T. cruzi (93,5%)
analisadas em nosso trabalho sdo formadas por populacdes homogéneas e monoclonais, ou
seja, com dois alelos do mesmo tamanho (homozigota) ou dois alelos de tamanhos diferentes
(heterozigota) para cada um dos locus de microssatélites. A maioria das populagdes do
parasito isolada de um mesmo paciente demonstraram perfis de microssatélites geneticamente
idénticos, isto é, a analise do DNA das amostras do T. cruzi por um conjunto de loci de
microssatélites mostrou que o parasito isolado num primeiro momento ¢ o mesmo quando
comparado aos demais isolados de um mesmo paciente, incluindo as amostras isoladas de seis
pacientes, das quais o parasito foi obtido antes e apos tratamento especifico. Esses dados
sugerem que os pacientes tratados foram infectados com apenas uma populacao do parasito e
que, nesse caso, mostraram-se resistentes a droga.

A maior parte dos loci de microssatélites detectou um elevado percentual de genotipo
heterozigoto e, portanto, sem indicativo de multiclonalidade. Essa caracteristica ja foi
observada por outros autores (MACEDO et al., 2001; OLIVEIRA et al., 1997, 1998, 1999;
PIMENTA, 2002; VALADARES et al., 2008). Ressaltamos que, quando observamos um
gendtipo heterozigoto numa PCR convencional e assumimos que uma populagdo ¢
homogénea (monoclonal heterozigota), na verdade podemos estar mascarando uma mistura de
dois gendtipos homozigotos diferentes. A analise de populagdes artificialmente heterogéneas
tem demonstrado que a separagdo de células do T. cruzi por meio do FACS ¢é uma tecnologia
poderosa e capaz de identificar os diferentes clones presentes em uma populag¢do mista. Dessa
forma, o FACS surge como uma metodologia de grande utilidade nos estudos populacionais
do T. cruzi, principalmente no que diz respeito ao estudo da composic¢do clonal de isolados
naturais do parasito constituidos por diferentes populagdes (MACEDO et al., 2001;
PIMENTA, 2002). De fato, a cepa A316A R7 isolada do Triatoma infestans mostrou genotipo
heterozigoto com alelos de 251 e 275pb para o locus TcAAAT6 na PCR convencional,
contudo, a analise da estrutura populacional pela amplificagdo de loci de microssatélites em
células unicas separadas por FACS identificou a presenca de duas populacdes homozigotas

diferentes (VALADARES, 2007).
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Dados da literatura mostram que algumas cepas do T. cruzi exibem mais de dois alelos
para um determinado locus de microssatélite, o que tem sido interpretado como indicativo de
policlonalidade ou aneuplidia (OLIVEIRA et al., 1997, 1998, 1999; PIMENTA, 2002). A
multiclonalidade ou aneuploidia parece ser mais freqiiente na fase aguda do que na cronica e,
ainda, relacionada com a procedéncia do isolado, sendo mais freqiiente nos triatomineos
seguida de animais silvestres ¢ humanos (OLIVEIRA et al. 1997, 1998, 1999; PIMENTA,
2002). Num individuo infectado com essas cepas, pode ocorrer, ao longo do tempo, uma
selecdo de subpopulacdes do parasito ou ainda uma distribuicdo tecidual diferente desses
clones (VAGO et al., 2000). E por essa razio que as amostras do T. cruzi isoladas de
pacientes chagésicos cronicos geralmente sdo mais homogéneas que aquelas isoladas de casos
agudos ou silvestres (FERNANDES et al., 1997, GOMES et al., 1998b; MOREL et al., 1980;
OLIVEIRA et al., 1998, 1999).

Em 6,5% (5/77) das amostras aqui analisadas, correspondentes a dois pacientes com a
forma indeterminada, exibiram mais de dois picos para um unico locus de microssatélites
(TcAAAT6), sugerindo a presenga de diferentes subpopulagdes do parasito, isto &,
constituicdo policlonal. Todavia, ndo podemos descartar a possibilidade de aneuploidia para
esse locus, a qual poderia ser confirmada pela analise de células unicas e posterior analise por
PCR, uma vez que essa técnica ¢ capaz de discriminar os diferentes clones que formam as
cepas naturalmente policlonais do T. cruzi ou, ainda, a observagdo de mais de dois alelos
numa unica célula relacionada a aneuploidia.

E interessante salientar que, dos nove loci analisados, o locus TcAAAT6 foi o Ginico
capaz de identificar amostras com mais de dois alelos, embora sendo um daqueles menos
polimérficos, mas com elevado poder discriminatério. Ao compararmos os resultados desse
locus (TcAAAT6) com um dos mais polimorficos, o locus TcAATS, verificamos que em
ambos os loci o poder de discriminagdo de gendtipo heterozigoto foi de 49% e 52%,
respectivamente. Apesar de ter sido detectado um numero relativamente pequeno de alelos, o
locus TCAAAT6 possui elevado poder de discriminagdo dos alelos presentes numa amostra do
T. cruzi, devido a elevada freqiiéncia de seus alelos. Essa caracteristica pode ter aumentado
sua capacidade de detectar amostras aparentemente policlonais.

A natureza policlonal de amostras do T. cruzi também pode ser demonstrada
comparando-se diferentes isolados obtidos de um mesmo paciente, como evidenciado nos
casos 109 (a, b) e 116 (a, b, e, ), em que observamos uma alternancia de correspondéncia
entre os alelos para o locus SCLE11, com perfis de um tnico alelo (monoclonal homozigoto)

em um isolado e de dois alelos (monoclonal heterozigoto) em outro isolado. Curiosamente, os
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trés primeiros isolados do paciente 116 (a, b, e) foram obtidos antes, e o isolado 116f apos o
tratamento especifico. A diferenca do perfil de microssatélite para o locus SCLE11 foi
observado no isolado 116b, ou seja, antes do tratamento, sugerindo que esse nao foi capaz de
eliminar nenhuma das duas subpopulacdes, que acreditamos estar presente nesse paciente.
Considerando a dinamica de crescimento das diferentes subpopulagdoes do T. cruzi, no
momento do isolamento da amostra 116b, uma das subpopulacdes estaria presente numa
menor quantidade, ocasionando uma flutuagao das populacdes predominantes.

Varios estudos demonstraram que ensaios de PCR envolvendo a amplificagao de locus
dialélicos podem desencadear o fendmeno drop-out, no qual um dos alelos em loci
heterozigotos ndo ¢ detectdvel. Apesar de ambos alelos serem igualmente susceptiveis, esse
fendmeno ndo ocorre em todas as amplificagdes (PIYAMONGKAL et al., 2003; RAY et al.,
1994; RECHITSKY et al., 1996). Embora o drop-out seja considerado um problema inerente
as amplificagdes que envolvem quantidades limitantes de DNA, em nosso trabalho realizamos
varias PCRs em momentos diferentes, para nos certificar se os resultados encontrados com as
amostras dos pacientes 109 e 116 estavam relacionados a falha de amplificacdo. Encontramos
em todas as analises 0 mesmo perfil de alelos para o locus SCLE11, sugerindo que pelo
menos duas populagdes homozigotas do parasito estariam circulando no sangue desses
pacientes, no qual, num determinado momento do isolamento, uma populagao ¢ predominante
sobre a outra, uma vez que no ciclo de vida do T. cruzi a liberagdo das formas tripomastigotas
nao ocorre de forma sincronizada (CASTRO & PRATA, 2000). Adicionalmente, se a
presenga da subpopulacdo menos freqiiénte for menor que 10% em relacdo a predominante, a
sensibilidade da PCR de microssatélites pode variar de 1 a 5%, oque depende do locus
analisado.

Viérias hipoteses podem ser propostas para explicar esses resultados. A primeira delas
esta relacionada ao fato de que esses pacientes podem ter sido infectados por varias
subpopulacdes do parasito. E ficil imaginar que tanto nos ciclos silvestre quanto no
doméstico de transmissdo do T. cruzi, os triatomineos estio em contato com diferentes
hospedeiros vertebrados, em que um mesmo triatomineo pode realizar seu repasto sanguineo
em diferentes animais, ¢ um mesmo animal pode ser infectado por varios triatomineos. Esses
diferentes eventos favorecem a circulagdo de populagdes multiclonais entre hospedeiros e
vetores, as quais poderiam predominar no ambiente silvestre em conseqiiéncia de um niimero
maior de vetores e reservatorios em relacao ao ciclo doméstico no qual os mamiferos atuariam
como um filtro bioldgico, selecionando parte da diversidade existente. O crescimento do

parasito em cultura acelular ¢ outro fator que pode induzir a selecdo de subpopulagdes do
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parasito com perda de clones com incapacidade de adaptacdo ao novo ambiente (DEANE et
al., 1984; GOMES et al., 1998b; OLIVEIRA et al., 1999). Ainda assim, a observagdo de
multiclonalidade em amostras do parasito isoladas de pacientes chagdsicos cronicos
demonstra que a heterogeneidade genética persiste mesmo apds o estabelecimento da doenca,
e estd de acordo com o modelo histotropico clonal (MACEDO & PENA, 1998).

A segunda hipdtese esta associada ao modelo evolucionario do T. cruzi. Considerando
que a evolugdo desse parasito ¢ predominantemente clonal, em um determinado momento,
seja no hospedeiro ou no vetor, pode ter ocorrido uma mutagdo resultando no ganho ou na
perda de uma unidade repetitiva para o locus SCLE11. Essa mutag¢do pode ter originado dois
clones diferentes do parasito, que evoluiram de maneira independente um do outro. Alguns
pesquisadores demonstraram que a variagdo no numero de unidades repetitivas, que
caracteriza o polimorfismo de microssatélites, ¢ inversamente proporcional ao tamanho dessa
unidade, ou seja, as repetigdes de mono e di sdo mais polimorficas do que aquelas
correspondentes aos de tri, tetra, penta e hexanucleotideos (CHAKRABORTY et al., 1997;
SCHOTTERER & TAUTZ, 1992). Essa hipotese é corroborada pelos dados obtidos com a
amplificagdo do locus SCLEI11, que detectou alternancia de alelos de tamanhos diferentes e é
constituido de repeti¢des do tipo dinucleotideos, os quais sdo mais susceptiveis as mutacdes,
ou slippage da DNA polimerase.

Nesse contexto, nossos dados demonstraram pela primeira vez a necessidade de estudar
a estrutura populacional de amostras do T. cruzi isoladas de um mesmo paciente em diferentes
periodos de tempo, para tentar compreender a dindmica populacional desse parasito durante a
fase cronica da doenca, que ¢ de evolugdo lenta e de longa duragdo. Sabe-se que no
hospedeiro poderiam estar presentes diferentes clones do parasito e, num determinado
momento, a dindmica de crescimento dos mesmos ocasionaria uma flutuagdo das populacdes
circulantes com predominio de uma populacdo sobre a outra. Desse modo, algumas
populacdes ndo seriam detectaveis por diferentes marcadores genéticos como evidenciado no
caso das duas populagdes do T. cruzi isoladas da primeira paciente de Carlos Chagas,
Berenice-62 (Be-62) e Berenice-78 (Be-78). Foram observadas diferengas marcantes de seu
comportamento fenotipico e genotipico em camundongos, caes e em cultura acelular sendo
sugerida a multiclonalidade (LANA, 1981; LANA & CHIARI, 1986; SALGADO et al., 1962;
VELOSO et al., 2005). Posteriormente, a analise da estrutura populacional da Be-78,
realizada por meio de células unicas separadas por FACS e amplificacao de loci de
microssatélites, confirmou a natureza policlonal desse isolado pela presenca de pelo menos

duas populagoes distintas (VALADARES, 2007).



&9

Os perfis de microssatélites do T. cruzi também tém sido utilizados para investigagdes
filogenéticas, mostrando uma correlagdo entre esses e a amplificagdo do dominio D7 do gene
24Sa. do rDNA ribossomal (MACEDO et al., 2001; OLIVEIRA et al.; 1998, 1999) e também
com amplificacdao e clonagem de genes do DNA mitocondrial associado com os diferentes
grupos e subgrupos do T. cruzi (FREITAS et al. 2006). Nossos resultados sdo concordantes
com os de Freitas et al. (2006), em que os isolados analisados foram agrupados dentro das
linhagens T. cruzi II, III e populagdes hibridas. Cabe ressaltar que ndo detectamos amostras do
parasito representantes da linhagem T. cruzi I que sao associadas preferencialmente ao ciclo
silvestre de transmissdo. Em nosso trabalho, observamos uma grande similaridade genética
entre as amostras do T. cruzi isoladas de um mesmo paciente em diferentes periodos de
tempo. Esses dados estao de acordo com aqueles encontrados na literatura, em que as analises
de diferentes marcadores, tais como caracterizagao isoenzimatica, RAPD e microssatélites ja
haviam observado uma redug@o na variabilidade genética das cepas do T. cruzi isoladas de
pacientes cronicos se comparadas as cepas obtidas do ciclo silvestre de transmissdo do
parasito (CARRASCO et al. 1996; D’AVILA et al., 2006; GOMES et al., 1998b; LEWICKA
etal., 1995; OLIVEIRA et al., 1997, 1998, 1999).

Um resultado interessante do nosso trabalho foi obtido quando utilizamos os dados de
cinco loci de microssatélites em 33 amostras do parasito representantes de cada uma das
linhagens do T. cruzi (FREITAS et al., 2006), em conjunto com as 32 amostras por nds
analisadas. Nas arvores construidas por maxima parciménia ¢ UPGMA, ficou claro o
agrupamento das amostras dentro das linhagens I, II, III. Porém, foi possivel observar uma
subdivisdo do grupo de cepas com caracteristicas hibridas, sendo que num ramo estdo as
cepas DTU IId (representado pelo clone SO3 cl5) e no outro as DTU Ile (representado pelo
clone Cl Brener). Esses resultados corroboram os de Freitas et al. (2006), que propuseram
pelo menos dois eventos de hibridizagdo entre as linhagens T. cruzi IT e II1.

No presente trabalho, avaliamos um ntmero significativo de amostras do T. cruzi
isoladas de um mesmo paciente na fase cronica da doenca de Chagas e com caracterizacao
clinica bem definida, além da analise de varios loci de microssatélites. Entretanto, nio
encontramos qualquer associacao entre as diferentes formas clinicas e distribuicdo geografica
com os fatores genéticos do parasito. A soma dos dados para cada locus torna as diferengas e
semelhancas detectadas entre os isolados bem mais so6lidas e pode definir a presenca de
populagdes monoclonais ou policlonais do T. cruzi. Um problema que existe na literatura é
definir as popula¢gdes monoclonais ¢ policlonais do T. cruzi. Além do mais, qual seria a

importancia da existéncia das cepas policlonais na estrutura populacional do T. cruzi? A
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multiclonalidade das cepas do T. cruzi resolveria alguns dos problemas normalmente
relacionados a espécies com evolucdo clonal. Existe a expectativa de que a reprodugao
assexuada por longos periodos de tempo leve a extingdo, ja que nao existe recombinagdo
genética e que os organismos assexuais podem acumular mutagdes deletérias (BERNSTEIN
et al., 1985). A multiclonalidade pode levar ao estabelecimento de relagdes mutualisticas, ou
seja, interagdo entre os clones de uma determinada populagdo envolvendo, por exemplo,
complementacdo metabodlica de clones defeituosos, o que levaria a uma evolugao clonal mais
rapida, aumentando a diversidade genética do T. cruzi.

A importancia da analise de pelo menos quatro loci de microssatélites para a inferéncia
das relagdes filogenéticas existentes entre as populagdes do T. cruzi tem sido assinalada,
embora os loci mais polimorficos capazes de evidenciar a presenga de populagdes policlonais
do parasito ndo foram relatados (MACEDO et al., 2001; OLIVEIRA et al.; 1998, 1999;
PIMENTA, 2002). Em nosso trabalho, utilizamos nove loci de microssatélites, que
demonstraram diferentes graus de polimorfismos entre as amostras de T. cruzi por nos
analisadas. Esses dados confirmaram que a amplificagdo de microssatélites ¢ uma ferramenta
poderosa para estudos moleculares do T. cruzi e permitiram a analise da estrutura
populacional do parasito e a comparagdo entre as populacdes isoladas de um mesmo
individuo, uma vez que essa técnica foi capaz de detectar as semelhancgas e diferencas entre
elas. Apesar de a PCR de microssatélites ser considerada uma excelente técnica com a
capacidade de fornecer informagdes sobre a diversidade genética de diferentes organismos,
apresenta ainda alto custo. Diante disso e também de acordo com os nossos resultados,
sugerimos a analise de cinco loci de microssatélites, os quais geraram perfis individuais e
reprodutiveis, tais como os loci SCLEI1 e MCLEOIL, constituidos por repeticdes de
dinucleotideos, os loci TCAAT8 e TcTAT20, constituidos por repeti¢des de trinucleotideos, e
o locus TcAAATS®, tetranucleotideo.

Em nosso estudo, além da obtengdo dos agrupamentos que concordam com as
classificagdes previamente estabelecidas com outros marcadores genéticos de diferentes taxas
evolutivas, conseguimos, ainda, detectar diferengas sutis entre as diferentes populagdes do T.
cruzi presentes na corrente sangiiinea dos pacientes, no momento do isolamento, o que
possibilitou a deteccdo de populagdes naturalmente policlonais na fase cronica da doenga.
Sendo assim, nossos resultados enfatizam a necessidade e relevancia do estudo de diferentes
amostras do T. cruzi isoladas de um mesmo paciente em diferentes periodos de tempo,
incluindo amostras antes e ap6s tratamento especifico, para investigar a estrutura e a dinamica

populacional do T. cruzi durante a fase cronica da doenga de Chagas.
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7. CONCLUSOES
v' A caracterizagdo genética com apenas um marcador molecular ndo se mostrou suficiente
para classificar as amostras do Trypanosoma cruzi dentro das linhagens principais T. cruzi I,

I1, e ITI, bem como cepas hibridas.

v" Os marcadores genéticos SL-IR (nuclear) e mitocondrial COII (kDNA) foram suficientes
para classificar as amostras do Trypanosoma cruzi dentro das linhagens principais T. cruzi I,
II, e III, ¢ as hibridas.

v" A maior parte das populagdes do Trypanosoma cruzi (96%) estdo associadas a linhagem
T. cruzi II; entretanto, os isolados do parasito procedentes de dois pacientes, um de MG e
outro de GO, correspondem a linhagem III (2%) e ao grupo de cepas hibridas (2%),

respectivamente.

v Setenta ¢ duas amostras do Trypanosoma cruzi (93,5%) sdo formadas por populagdes
homogéneas e monoclonais, ou seja, com dois alelos do mesmo tamanho (homozigota) ou

dois alelos de tamanhos diferentes (heterozigota) para cada um dos locus de microssatélites.

v" A maioria das populagdes do parasito isolada de um mesmo paciente demonstraram perfis
de microssatélites geneticamente idénticos, incluindo as amostras isoladas de seis pacientes,

das quais o parasito foi obtido antes e apds tratamento especifico.

v" Cinco amostras (6,5%) do Trypanosoma cruzi isoladas de dois pacientes portadores da
forma indeterminada da doenga de Chagas exibiram o perfil de trés picos para o locus

TcAAAT®6, sugerindo constituigdo multiclonal ou aneuploidia para esse locus.

v Seis amostras (8%) do Trypanosoma cruzi isoladas de dois pacientes mostraram uma
alternancia de correspondéncia entre os alelos para o locus SCLE11, sugestivo de flutuagdo
das populagdes predominantes, onde pelo menos duas populagdes homozigotas do parasito

estariam circulando no sangue desses pacientes.

v" Os loci de microssatélites SCLE11 e TcAAAT6 foram os que apresentaram maior poder

discriminatorio dos alelos presentes nas amostras do Trypanosoma cruzi.
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v" O perfil genético dos isolados do Trypanosoma cruzi procedentes de pacientes chagasicos
cronicos de diferentes areas endémicas dos estados de Minas Gerais e Goids ndo pode ser

correlacionado com as diferentes formas clinicas da doenga de Chagas.
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TABELA 1

111

Caracteristicas dos 44 pacientes chagasicos cronicos procedentes dos estados de MG e GO: origem
geografica, idade, sexo, formas clinicas e seus respectivos isolados do Trypanosoma cruzi.

(continua)
Ndmero Municipios de Sexo Idade Data Tubos FC e estadios Tratados
isolados origem Hemocultura Pos/Hemocultura de evolugédo Data
*003 a Janauba / MG F 27 08/07/97 517 Indeterminada 20/09/97
**003 b 28 20/05/98 3/7
005 a Teofilo Otoni / MG M 39 24/09/96 2/8 Indeterminada 01/07/98
005 b 41 25/03/98 2/8
*012 a Santana de Pirapama / M 51 30/09/97 2/7 Indeterminada 04/04/98
**012b MG 52 06/05/98 1/7
**012 g 57 11/03/03 1/8
013 a Piranga / MG F 38 29/10/97 3/7 Indeterminada -/10/04
013 ¢ 41 20/04/01 2/7
013 ¢ 44 24/11/03 6/7
*019 a Carbonita / MG M 45 24/06/97 1/7 Cardiaca (A) 26/10/97
**019 ¢ 50 21/11/01 5/7
**019 e 54 20/09/05 57
029 a Itaipé / MG F 33 12/03/99 6/7 Indeterminada -
029 b 34 01/10/99 6/7
029 ¢ 36 07/12/01 6/8
044 a Turmalina / MG M 33 17/09/96 2/8 Indeterminada -
044 d 40 01/07/04 3/7
045 a Coragdo de Jesus / MG F 27 17/06/98 2/7 Indeterminada -
045 ¢ 30 12/12/00 1/7
*050 b Claro de Pogdes / MG F 39 01/04/98 4/7 Indeterminada 08/04/98
**050 f 44 19/02/03 2/7
**050 h 46 28/04/05 4/7
053 a Januaria / MG M 25 17/06/97 3/8 Indeterminada -
053d 29 28/08/02 1/8
053 ¢ 33 02/12/04 1/7
058 a Novo Cruzeiro / MG M 44 05/08/98 1/7 Cardiaca (B1) -
058 ¢ 50 02/09/04 5/7 Cardiaca (B2)
058 d 51 13/07/05 1/7 Cardiaca (C)
065 b Felixlandia / MG F 46 05/12/00 3/7 Indeterminada -
065 ¢ 47 17/04/02 4/7
065 d 50 13/09/05 4/7
079 a Hematita / MG F 54 24/06/97 1/7 Cardiaca (A) -
079d 59 08/05/02 1/7
083 a Ferros / MG F 49 15/04/98 6/7 Cardiaca (A) -
083 ¢ 55 10/11/03 6/7
090 a Montes Claros / MG F 54 22/04/98 6/7 Indeterminada -
090 b 56 24/10/00 3/7
092 a Teofilo Otoni / MG F 35 28/05/99 517 Cardiaca (A) -
092 b 37 31/05/00 4/5
092 ¢ 38 23/11/01 6/7
094 a Alvorada de Minas / MG F 31 25/06/99 2/7 Cardiaca (A) -
094 b 32 19/04/01 2/8
103 a Santa Maria Suagui / MG F 37 06/05/98 3/7 Indeterminada -
103 ¢ 41 29/04/03 57
105a Sdo Francisco / MG F 26 12/11/97 47 Indeterminada -
105 b 28 29/10/99 6/7
105d 31 10/07/02 1/6
109 a Novo Cruzeiro / MG F 44 16/04/99 5/7 Indeterminada -
109 b 48 27/05/03 57
111a Araguai / MG F 43 19/08/98 517 Indeterminada -
I1lc¢ 47 06/05/03 6/7
111d 49 16/09/04 6/7
115b Brasilia de Minas / MG F 33 12/04/00 1/7 Indeterminada -
115¢ 35 19/02/03 2/7
*116 a Joaquim Felicio / MG F 20 23/04/99 3/7 Indeterminada 03/03/04
*116 b 21 14/06/00 4/17
*116 e 25 15/12/03 4/7
**116 27 11/04/06 1/7
120 a Porteirinha / MG M 30 15/04/98 6/7 Indeterminada -
120 b 32 30/08/00 3/7




TABELA 1

112

Caracteristicas dos 44 pacientes chagasicos cronicos procedentes dos estados de MG e GO: origem
geografica, idade, sexo, formas clinicas e seus respectivos isolados de Trypanosoma cruzi.

(conclusdo)
Ndmero Municipios de Sexo Idade Data Tubos FC e estadios Tratados
isolados origem Hemocultura Pos/Hemocultura  de evolugéo Data
132a Planalto de Minas / MG M 42 24/06/97 3/7 Indeterminada -
132d 48 29/04/03 2/7
138 a Teofilo Otoni / MG F 22 24/06/98 2/7 Indeterminada -
138 ¢ 29 09/09/04 3/7
146 a Itamarandiba / MG M 30 01/10/96 3/8 Indeterminada -
146 b 30 17/06/97 4/9
154 a Itaipé / MG M 38 12/04/00 2/7 Indeterminada -
154 ¢ 42 27/10/03 1/8
162 a Congonhas do Norte / F 35 04/10/00 1/7 Indeterminada -
162 £ MG 38 03/11/03 1/6
038 Pains / MG F 53 10/12/96 6/8 Indeterminada -
045 53 22/04/97 2/7
012B Capelinha / MG F 56 13/09/05 3/5 Cardiaca (B1) -
012B, 57 12/09/06 4/6
016B Santana de Pirapama / F 29 20/09/05 5/8 Cardiaca (A) -
016B, MG 30 03/10/06 5/6
024B Carbonita / MG M 49 04/10/05 1/7 Cardiaca (B1) -
024B, 50 03/10/06 2/6
010 Ubai / MG F 33 14/09/98 1/7 Cardiaca (A) -/09/99
079 33 14/12/98 1/7
177 Matipé / MG M 42 18/05/99 2/7 Indeterminada -/11/99
205 42 27/07/99 3/7
157 Cabeceiras / GO F 40 29/03/99 4/17 Indeterminada -
187 40 27/05/99 4/7
384 42 07/06/01 4/7
038 Fazenda Nova / GO M 50 05/10/98 4/7 Cardiaca (III) 30/04/99
063 51 07/12/98 5/7
001 Ttumbiara / GO M 75 09/09/98 2/7 Indeterminada -
074 75 10/12/98 1/7
021C Formosa / GO M 57 17/09/98 57 Cardiaca (II) --/08/99
044 58 24/11/98 6/7
008 Corrego do Ouro / GO M 45 11/09/98 517 Cardiaca (III) --/04/99
061 45 04/12/98 3/7
006 Campestre de Goids / GO F 39 10/09/98 177 Cardiaca (II) --/04/99
147B 40 22/03/99 3/17
036 Anicuns / GO F 50 01/10/98 57 Cardiaca (II) -/10/00
059 50 03/12/98 2/7
145 Itapuranga / GO F 59 25/02/99 5/7 Cardiaca (II) -/12/99
186 59 27/05/99 3/7
*160 Nova Veneza / GO M 25 31/03/99 1/7 Cardiaca (1) -/01/00
**399 27 27/06/01 1/7

MG- Minas Gerais, GO- Goias, FC- Forma clinica, M- Masculino, F- Feminino, Pos-
Positividade. Amostras do T. cruzi isoladas de um mesmo paciente antes (*) e apds (**)
tratamento especifico. A avaliacdo clinica dos nove pacientes procedentes de GO foi realizada
segundo Rassi & Rassi, 1998; enquanto que os pacientes de MG foram reavaliados e
reclassificados de acordo com as normas estabelecidas pelo Consenso Brasileiro em doenga
de Chagas/2005.
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Abstract

We analyzed the genetic profile of 102 Trypanosoma cruzi isolates from 44 Chagas disease
chronic patients from different regions of Minas Gerais (MG) and Goids (GO) states from
Brazil. At least two isolates were obtained from each patient at different times aiming to
understand the parasite population dynamics during disease progression in the chronic phase.
All T. cruzi DNA were characterized by three different PCR assays: (i) amplification of the
D7 domain of the 24Sa ribosomal RNA gene (rDNA24Sa); (i1) mitochondrial cytochrome
oxidase subunit 2 (COII) gene and (iii) amplification of the intergenic region of spliced leader
genes (SL-IR). Moreover, 77 isolates, 58 from MG and 19 from GO were further analyzed for
nine microsatellite loci. Data obtained with rDNA24Sa and the COII mitochondrial gene
characterization showed that isolates from almost all patients presented rDNA24Sa type 1
profile and COII haplogroup C, corresponding to the T. cruzi II major lineage. On the other
hand, isolates from one patient from MG and one from GO, showed rDNA type 2 and 1/2
suggestive at the first sight of T. cruzi I and hybrid strains, respectively. However, further
analyses of COII and SL-IR genes confirmed that the GO stock belonged to the hybrid group,
but demonstrated that MG one corresponds to the T. cruzi III strain. These results
strengthened the risk for misclassifying T. cruzi isolates on basis in a single molecular marker
analysis. The microsatellites profiles have shown that in general different isolates obtained
from the same patients were genetically identical and monoclonal. Exceptions were observed
for T. cruzi isolates from two patients that presented slight differences in the allele sizes
detected for the SCLEI11 locus and also for other two patients that showed the amplification
of three peaks for one single microsatellite locus (TcAAAT6). These findings suggest that at
least two populations of parasites were present in these patients, and no relationship was

detected between the genetic profile and the different clinical forms presented by them.

Key words: Trypanosoma cruzi, Chagas disease, polymorphism genetics, populational

dynamics.
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ABSTRACT

The nitroheterocyclic compound benznidazole (BZ) is one of the two drugs used to treat
Chagas disease, the most important parasitic infection in Latin America. Nevertheless,
therapeutic failures were reported in many chronic patients, which were mostly attributed to
different susceptibilities to BZ of Trypanosoma cruzi strains. To investigate this possibility,
we standardized an in vitro test to quantify the drug activity. For twelve T. cruzi strains, the
50% inhibitory concentration (ICsg) varied from 7 to 127 uM. In parasites sub-cultured during
four months the ICsy value showed minimal fluctuations. The test was then applied to isolates
retrieved from seven chronic patients submitted to BZ therapy. The 1Cs of the pre-treatment
isolates from three patients considered cured by several criteria varied from 19 to 35 uM.
Similarly, pre-treatment isolates from four non-cured patients presented ICsg values of 15.6 to
51 uM. We also analyzed BZ activity in parasites obtained after chemotherapy. The isolates
from one patient maintained the 1Cs value, whereas in two patients a 2-fold decrease and in
one patient a 3-fold increase in BZ susceptibility was observed. Possible selection of parasite
sub-populations during or after treatment was investigated based on the profile of nine
microsatellite loci. Our results show for the first time that the susceptibility to BZ of the
infecting T. cruzi population is not predictive of cure and support the notion that in addition to
the direct role in parasite clearance, the effect of BZ on the host immune response determines

the chemotherapy efficacy.
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Abstract

Immunological balance seems to be crucial for protection and lesion genesis of heart and
digestive tract in chagasic patients. The cellular and humoral immune response has been
widely report. Moreover, immunoglobulins and cytokines are important for parasitism control
and are involved in lesions genesis. Here, we studied the cytokines and IgG isotype
production in sera of chagasic patients with indeterminate (IND/n=27) and -cardiac
(CARD/n=16) form of disease, as well as from normal uninfected individuals (NI/n=30). Our
results show there were no difference in IL-10 and IFN-y production in sera of IND, CARD
and NI patients. We observed that sera from both IND and CARD have higher levels
immunoglobulin G1 (IgG1) specific T. cruzi antibodies than sera from NI. However, not
difference was observed in IgG2 levels production between NI, IND and CARD patients.
These results suggest that there is no correlation among cytokines, IgG isotype production in

sera and clinical manifestations of Chagas disease.

Keywords: Trypanosoma cruzi, Chagas disease, immunopathogenesis, cytokines, IgG isotype



