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Resumo

Neste trabalho foram avaliados dois métodos de diagndstico, da doenca de Chagas, a
hemocultura e a reagdo em cadeia da polimerase (PCR), além do perfil genético das
populagdes do Trypanosoma cruzi recém-isoladas de 91 pacientes chagasicos cronicos, nao
tratados, com formas clinicas definidas, indeterminada (n=23) e cardiaca (n=68). A
positividade total da hemocultura foi de 54,95% e, quando relacionada a forma clinica
foram positivos 60,29% dos pacientes com a forma cardiaca e 39,13% dos portadores da
forma indeterminada. O T. cruzi foi detectado em 70,00% das hemoculturas entre 30-60
dias e 56,00% dos pacientes positivaram um ou dois tubos. A PCR detectou o0 KDNA do
parasito em 98,90% dos pacientes e, em relacdo a forma clinica a positividade foi 100,00%
nos pacientes cardiacos e 95,65% nos portadores da forma indeterminada. A associacao
dos métodos aumentou a positividade em 43,96%, uma vez que 54,95% dos pacientes
foram positivos tanto pela PCR quanto pela hemocultura e 1,09% foram negativos em
ambos os métodos. A variabilidade genética foi analisada em 36 isolados do T. cruzi
procedentes de 29 pacientes chagasicos cardiopatas e sete portadores da forma
indeterminada usando os marcadores moleculares: dominio divergente D7 do gene rDNA
24Sa, gene mitocondrial citocromo oxidase subunidade II (CO II) e regido intergénica dos
genes de miniexon (SL-IRac) e, 97,22% dos isolados do T. cruzi foram relacionados ao
rDNA 1 e haplogrupo mitocondrial C associados a DTU Il. Entretanto, um dnico isolado
de paciente com a forma clinica indeterminada foi associado a DTU |1l ou DTU V pelo
marcador rDNA 24sa e a DTU | por CO Il. A analise com o marcador dos genes SL-IRac
confirmou que este isolado corresponde a DTU I. Os dados demonstraram que a
hemocultura e a PCR foram eficientes com a coleta de apenas uma amostra de sangue e,
guando associados aumentam a sensibilidade no diagndstico da doenca de Chagas cronica.
A PCR é mais sensivel para o diagndstico, visto que, foi capaz de detectar o KDNA do
parasito em pacientes negativos para a hemocultura. O perfil genético dos isolados do T.
cruzi demonstrou que nao foi possivel estabelecer associacdo com as formas clinicas dos

pacientes chagasicos.
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Abstract

This study evaluated two diagnostic methods for Chagas disease, such as blood culture and
polymerase chain reaction (PCR) as well as genetic profile of Trypanosoma cruzi
populations freshly isolated from 91 untreated chronic chagasic patients with defined
clinical forms, indeterminate (n=23) and cardiac (n=68). Total positivity of blood culture
was 54.95%, and 60.29% of cardiac patients and 39.13% of patients with indeterminate
clinical form were positive. T. cruzi was detected in 70.00% of blood cultures between 30-
60 days, and 56.00% of patients had one or two positive tubes. T. cruzi kDNA was
detected by PCR in 98.90% of patients, in relation to clinical form; the positivity was
100.00% in cardiac patients and 95.65% of patients with indeterminate clinical form. The
association between increased positivity in 43.96%, since 54.95% of patients were positive
by both PCR and blood culture and 1.09% were negative by both methods. The association
of these methods increased positivity in 43.96%, since 54.95% of patients were positive by
both PCR and blood culture, and 1.09% were negative by both methods. The genetic
variability was analyzed in 36 isolates of T. cruzi, 29 chagasic patients with heart disease
and seven patients with indeterminate form using molecular markers: divergent domain D7
24So tDNA gene, mitochondrial gene cytochrome oxidase subunit II (CO II) and
intergenic region of genes miniexon (SL-IRac), and 97.22% of T. cruzi isolates were
related to rDNA 1 and mitochondrial haplogroup C associated with DTU Il. However, an
isolate from a patient with indeterminate clinical form was associated to DTU 11l or V by
rDNA 24sa marker and DTU I with CO II. The analysis with SL-IRac confirmed that this
isolate corresponds to DTU I. The data demonstrated that blood culture and PCR were
efficient with just a blood sample and, when associated increased sensitivity in the
diagnosis of chronic Chagas disease. PCR is more sensitive for the diagnosis, since it was
able to detect parasite KDNA in blood culture negative patients. The genetic profile of the
isolates of T. cruzi showed that it was not possible to establish an association with the

clinical forms of chagasic patients.
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1 Infroducgao
1.1 Trypanosoma cruzi e aspectos gerais da doen¢a de Chagas

A tripanossomiase americana ou doenca de Chagas (CHAGAS, 1909), é uma enzootia
de animais silvestres que passou a ser transmitida para humanos como antropozoonose
quando o homem invadiu os ecotopos silvestres. A descoberta da doenca foi uma das mais
bem sucedida e completa em toda a historia da medicina tropical, j& que se partiram da
identificacdo do vetor e do agente etioldgico, até a descricdo do ciclo bioldgico completo da
doenca, aspectos estes determinados por um mesmo pesquisador em um curto espaco de
tempo (COURA, 2007). A doenca de Chagas endémica tornou-se estabelecida como uma
zoonose nos ultimos 200-300 anos quando os triatomineos colonizaram e se adaptaram ao
ambiente domiciliar, embora a transmissdo continua do Trypanosoma cruzi possa ocorrer com
ou sem o envolvimento de seres humanos (COURA & DIAS, 2009; MONCAYO &
SILVEIRA, 2009). Em relacdo ao ciclo silvestre de transmissdo, apds as campanhas bem
sucedidas dirigidas ao controle do vetor domiciliado, que incluiam o uso de inseticidas em
domicilios e a educacdo em salde, dados relatam que na América Latina 15 paises ainda
permanecem endémicos com aproximadamente oito milhdes de individuos infectados pelo T.
cruzi. No Brasil estima-se que ainda ha cerca de dois milhdes de infectados (OPAS, 2006;
MONCAYO & SILVEIRA, 2009). Esta enfermidade assume grande importancia na América
Latina e est4 intimamente relacionado com o desenvolvimento social e econdémico. Ainda, o
impacto da doenca durante a fase crénica € importante devido a elevada morbidade, como
demonstrado por dados desses paises (WHO, 2002; ZINGALES et al., 2012). Considerando
que, cerca de 30% de individuos infectados podem desenvolver lesdes cardiacas e digestivas
severas tais como, arritmia cardiaca, megaes6fago e megac6lon a cada ano, o custo estimado
para implantacdo de marca-passo e cirurgia corretiva somaria aproximadamente 750 milhdes
de ddlares/ano, valor que seria suficiente para a constru¢do ou melhoria de mais de 700 mil
habitacGes rurais (MONCAYO & SILVEIRA, 2009).

A interacdo do T. cruzi com o hospedeiro é bastante dinamica, diversos fatores podem
estar envolvidos, aqueles relacionados a patogenia da doenga de Chagas, alguns inerentes ao
parasito, tais como, polimorfismo, tropismo, constituintes antigénicos, carga parasitaria além
dos relacionados ao hospedeiro, como constituicdo genética, idade e sexo (BRENER, 1997).
A fase aguda da infeccdo pelo T. cruzi tem duracdo variavel entre duas e quatro semanas
evoluindo para a fase cronica, que persiste por toda a vida do hospedeiro (LARANJA et al.,

1956; DIAS, 1984). A fase aguda é geralmente assintomatica ou se apresenta como uma
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doenca controlada febril e é detectada em apenas 1-2% dos individuos infectados. Os
sintomas podem aparecer em uma a duas semanas apds a exposic¢ao aos vetores infectados ou
até alguns meses apos a transfusdo de sangue de individuos infectados (RASSI Jr et al., 2010;
WHO, 2012). Na fase aguda a morte ocorre ocasionalmente em menos de 5 a 10% dos casos
sintomaticos devido a miocardite grave ou meningoencefalite ou ambos (TEIXEIRA et al.,
2006; RASSI Jr et al., 2010). Aproximadamente 90% dos individuos infectados nesta fase
resolvem as manifestacfes da infeccdo espontaneamente. Cerca de 60% desses individuos
nunca desenvolvera clinicamente a doenca aparente mesmo sem tratamento especifico. Esse
quadro caracteriza a forma indeterminada da doenca crénica com persistente reatividade
sorologica anti-T. cruzi, hemocultura, xenodiagndstico e PCR positivos ou ndo, sem
alteracbes no eletrocardiograma (ECG) e exames radiolégicos, e ainda, com a auséncia de
sinais e sintomas da doenca de Chagas. A grande maioria dos pacientes com a forma clinica
indeterminada possui entre 20-50 anos de idade e sdo identificados durante o rastreamento em
bancos de sangue ou pela histdria familiar (ANDRADE, 1985; MACEDO, 1997; RIBEIRO &
ROCHA, 1998; MACEDO, 1999; TEIXEIRA et al., 2006; COURA, 2007; COURA &
BORGES-PEREIRA, 2010; RASSI et al., 2010; TEIXEIRA et al., 2011). Os demais (30-
40%) podem desenvolver, em 10 a 30 anos apds a infeccdo inicial, as formas clinicas da
doenca denominadas cardiaca, digestiva e/ou cardiodigestiva (DIAS, 1995).

Ha uma grande variabilidade regional nas manifestacfes clinicas e morbidade da doenca
de Chagas (COURA et al., 1983, 1985), a qual pode ser atribuida, em parte, a eficacia da
resposta imune e aos aspectos genéticos dos individuos infectados e primariamente a
complexidade da estrutura populacional do T. cruzi (MILES et al., 1981; TIBAYRENC &
AYALA, 1999; CASTLE, 2000). As caracteristicas bioldgicas das cepas e clones do T. cruzi
e, particularmente o seu tropismo tecidual, certamente tém uma importante funcdo como
determinantes da doenca de Chagas e sua forma clinica (COURA, 2007). Dados da literatura
tém demonstrado que a resposta imune do hospedeiro participa no controle da multiplicacéo
do parasito nos tecidos. A passagem do T. cruzi pelo hospedeiro vertebrado deve sofrer
pressdo seletiva do sistema imunoldgico deste com consequente destruicdo de alguns clones
menos resistentes, uma vez que ambas subpopulacdes de linfocitos TCD4+ e CD8+ exercem
um papel ativo no controle da infeccdo pelo T. cruzi (ROTTENBERG et al., 1995). Embora a
patogenia da doenca de Chagas na fase cronica ndo esteja completamente elucidada, um
consenso crescente indica que a persisténcia do parasito € necessaria para o desenvolvimento
da doenca (TARLETON & ZHANG, 1999; KIERSZENBAUM, 2007; BONNEY et al.,
2008).



1.2 O Trypanosoma cruzi e a variabilidade intraespecifica

O T. cruzi pertence & ordem Kinetoplastida e caracteriza-se pela presenca de uma unica
estrutura mitocondrial denominada cinetoplasto, que representa 20-25% do total de DNA da
célula ou DNA do cinetoplasto (KDNA) (BRENER, 1997; SOUZA, 2009). O kDNA esta
organizado em uma rede complexa de moléculas circulares concatenadas, denominadas de
maxicirculo e minicirculo, composta aproximadamente de 50 cdpias de maxicirculos
apresentando em torno de 20 kilobases (kb) e 5-10.000 copias de minicirculos de 1,4kb. Esta
organela localiza-se proximo ao ndcleo e tem a forma e estrutura organizada de acordo com o
desenvolvimento do protozoario (SIMPSON, 1987; SOUZA, 2009). Os maxicirculos
possuem cerca de 22.000 pares de bases (pb) de tamanho e o nimero de copias por célula que
varia de 20-50 e, apresenta estrutura genética e funcdo correspondentes a mitocondria,
codificam o RNA e as subunidades do complexo respiratério e, por essa razdo, eles sdo 0s
equivalentes funcionais do DNA mitocondrial de outros eucariotos (SIMPSON, 1987;
JUNQUEIRA et al., 2005; WESTENBERGER et al., 2006; SOUZA, 2009).

A organizagdo do maxicirculo consiste em uma regido transcrita contendo genes de
rRNA, genes estruturais, de uma regido divergente ou varidvel, contem também, repetidas
sequéncias variadas de funcdo ainda desconhecidas (SIMPSON, 1987). Uma caracteristica
importante do genoma dos maxicirculos, além da presenca de varios genes, é a falta de alguns
elementos-chave para a sua traducdo, como codons de iniciacdo ou janelas abertas de leitura
descontinua, o que é resolvido pela adicdo e/ou remoc¢do de uridinas apds a transducao
(SIMPSON, 1987; WESTENBERGER et al., 2006). Com a descricdo das sequéncias de DNA
de maxicirculos do clone CL Brener e da cepa Esmeraldo foi demonstrado que as regides
codificantes nestas duas cepas apresentam pouca ou nenhuma variacdo de nucleotideos,
apesar de, apresentarem algumas insercdes e/ou delecdes cepa-especifica, indicando que o
maxicirculo pode ser um 6timo marcador para diferenciar as DTUs do T. cruzi. A regido de
codificacdo de ambos os maxicirculos sequenciados mostra conservacao de genes da ordem
Kinetopastida, com padrdes semelhantes dentro do género Trypanosoma spp.
(WESTENBERGER et al., 2006). A analise do genoma mitocondrial de seis amostras do T.
cruzi demonstrou um aumento da expressdo do gene NADH desidrogenase subunidade 7
(ND7) nos isolados obtidos de pacientes com a forma cardiaca da doenca de Chagas. Esta
diferenca foi detectada pela alteracdo essencial de ND7 e, a delecéo foi associada a DTU II.
Este e outros genes dessa via constituem alvos para ensaios de PCR no diagnostico diferencial
da cepa infectante, mas requer ainda validacdo em isolados recentes do parasito, de pacientes

com diferentes manifestacdes clinicas. A identificacdo de marcadores moleculares representa
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um avango na associagdo entre a genética do parasito e a patogenia da doenca (BAPTISTA et
al., 2006).

Os minicirculos do T. cruzi representam 95% do DNA total do cinetoplasto (SIMPSON
& SILVA, 1971) e cada molécula do minicirculo esta organizada em quatro regides distintas,
de sequéncias extremamente variaveis e, podem ser diversificados entre os isolados do
parasito (TEIXEIRA et al., 2006). Estas sequéncias séo intercaladas por quatro regifes de
120-160pb de sequéncias bastante conservadas, que correspondem a aproximadamente 10%
do comprimento do minicirculo e, dispostas em angulo de 90° uma em relacdo a outra
(SIMPSON, 1987; DEGRAVE et al., 1988). Esta molécula possui uma alta organizagdo, com
sequéncias ndo aleatdrias e conservadas, sugerindo um papel funcional. Ainda, cada molécula
contém a origem de replicagdo do DNA e estas sdo conservadas entre diferentes cepas do T.
cruzi, onde, apenas duas dessas sequéncias possuem a duplicacdo de uma molécula ancestral
(SIMPSON, 1987). A regido variavel (280-230pb) dos minicirculos esta envolvida na
formacgédo de pequenos RNAs guias que controlam a especificidade do processo de edigéo
(adicdo ou delecdo de uridinas) do RNA mensageiro formado a partir dos maxicirculos
(DEGRAVE et al., 1988; STUART & FEAGIN, 1992; JUNQUEIRA et al.,, 2005;
WESTENBERGER et al., 2006). Os minicirculos sdo bastante variaveis entre as diferentes
populagdes 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, 0s minicirculos do KDNA do T. cruzi tém sido utilizados como alvos preferenciais
para o diagndstico do parasito em individuos infectados, pois, esta estrutura pode representar
um Gnico marcador molecular comum as populagdes do T. cruzi (AVILA et al., 1991;
GOMES et al., 1988; LAGES-SILVA et al., 2001; MEIRA et al., 2002; CASTRO et al.,
2002; JUNQUEIRA et al., 2005).

O T. cruzi é um taxon heterogéneo constituido por um conjunto de populacdes que
circulam na natureza entre diversos hospedeiros vertebrados e invertebrados silvestres e
domésticos (MOREL et al., 1986; ZINGALES et al., 1998). A heterogeneidade das
populagdes do T. cruzi tem sido demonstrada por diferentes marcadores que avaliam suas
caracteristicas bioldgicas, bioguimicas e genotipicas em amostras do T. cruzi isoladas de
diferentes hospedeiros, areas geogréaficas e, associadas a complexidade ecoepidemioldgica
(MILES et al., 1977; MELO & BRENER, 1978; MOREL et al., 1980; ANDRADE, 1985;
STURM et al., 1989; CARNEIRO et al., 1990, 1991; ANDRADE & MAGALHAES, 1997;
MACEDO & PENA, 1998; CAMPBELL et al., 2004, MILES et al., 2009). A utilizacdo

desses marcadores para avaliar a heterogeneidade das populagdes do T. cruzi podem ajudar a
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esclarecer a distribuicdo geogréafica destas e, também, as diferencas nas manifestacdes clinicas
dos pacientes chagésicos cronicos, a morbidade e a mortalidade dessa doenca (MACEDO et
al., 2004; MANOEL-CAETANO & SILVA, 2007).

O T. cruzi pode apresentar populacdes multiclonais complexas diferindo em suas
caracteristicas bioldgicas, morfoldgicas e o seu comportamento no hospedeiro vertebrado
como ja relatadas (CHAGAS, 1909; BRENER & CHIARI, 1963). Em relacdo as
caracteristicas biologicas, as cepas do T. cruzi podem ser agrupadas em biodemas
(ANDRADE & MAGALHAES, 1997; DEVERA et al., 2002) ou entdo, dependendo de sua
localizagdo preferencial por determinados tecidos ou Orgdos, em reticulotrépicas ou
macrofagotrépicas e miotrépicas (MELLO & BRENER, 1978).

A variabilidade bioquimica das populacBes do T. cruzi tem sido avaliada usando
eletroforese de isoenzimas, ou analise de zimodemas. Esse agrupamento permite diferenciar
as cepas isoladas tanto de humanos quanto de animais domésticos e silvestres, além das
populagdes encontradas nos vetores. Os isolados do T. cruzi foram classificados de acordo
com as suas diferencas e semelhancas por meio de diversos perfis eletroforéticos em trés
zimodemas: Z1, Z2 e Z3 (MILES et al., 1977) e, posteriormente em quatro: ZA, ZB, ZC e ZD
(ROMANHA, 1982). A analise desses zimodemas mostrou que Z2 e ZA sdo equivalentes e,
no Brasil, sdo encontrados seis zimodemas principais correspondentes ao Z1, Z2 (ou ZA), Z3,
ZB, ZC e ZD. Destes, 0 que estd associado ao ciclo doméstico é Z2 e, Z1 e Z3 seriam
encontrados principalmente no ciclo silvestre (BARRET et al., 1980; MILES et al., 1980). No
entanto, com o aumento do nimero de marcadores enzimaticos para analise, é possivel
detectar elevada heterogeneidade entre as cepas (TIBAYRENC et al., 1986). Utilizando 15
marcadores enzimaticos e 121 cepas do T. cruzi procedentes de diversos paises, estes autores
distinguiram 43 zimodemas ou clonets e, em 16 desses, a diferenca foi encontrada em apenas
um alelo, sendo assim, estes marcadores permitiram estabelecer importantes parametros sobre
a estrutura genética das populages do T. cruzi. A analise molecular do T. cruzi permitiu,
ainda, caracterizad-los em esquizodemas, relacionados ao polimorfismo de tamanhos dos
fragmentos de restricdo do kDNA (RFLP) que demonstraram a variabilidade do kDNA do
parasito gerando perfis de bandas cepa-especifica, indicando diferentes graus de variabilidade
intraespecifica nas sequéncias dos minicirculos do KDNA. Entre os padrdes de RFLP foi
detectada uma elevada heterogeneidade das cepas do T. cruzi e, pela primeira vez foi relatada
essa heterogeneidade na cepa CL, determinando um nimero de esquizodemas superior ao de
zimodemas previamente estabelecidos, isto indica que diferentes esquizodemas podem estar

presentes dentro de um mesmo zimodema (MOREL et al., 1980). Esta técnica foi
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posteriormente utilizada também para diferenciar populagdes mistas naturais ou artificiais do
T. cruzi (DEANE et al., 1984) pois, os perfis de restricdo do KDNA tém se mostrado estaveis
e conservados durante algumas passagens em meios de cultivo (MOREL et al., 1980).

Vérias técnicas bioquimicas e moleculares tém demonstrado uma grande diversidade
genética das populacdes do parasito, e permitiram a classificacdo das cepas do T. cruzi
inicialmente em duas linhagens principais T. cruzi | e Il (ANONYMOUS, 1999). No entanto,
algumas cepas do parasito ndo puderam ser classificadas dentro dessas linhagens, entre estas,
estdo aquelas correspondentes ao zimodema 3 (Z3) e as cepas caracterizadas como grupo % e
rDNA 2 (SOUTO & ZINGALES, 1993; SOUTO et al., 1996; STOLF et al., 2003). Com
énfase na relevancia dos conceitos e métodos de evolugdo genética ao estudar a epidemiologia
de protozoarios, Tibayrenc (1998) propds o termo “unidades discretas de tipagem” (DTUs-
Discret typing units). Tanto as caracteristicas genéticas das populacdes quanto analises
filogenéticas puderam contribuir para determinacdo das DTUs, que foram definidas como
conjuntos de amostras geneticamente mais relacionadas entre si do que qualquer outra
amostra e, que sdo identificAveis por meio de marcadores genéticos, moleculares ou
imunoldgicos. Com isso, as populagdes do T. cruzi foram agrupadas em DTUs e, embora, um
conjunto de marcadores genéticos possa classifica-las em uma mesma DTU, estas cepas
podem ndo ser totalmente equivalentes. Brisse et al. (2000) caracterizaram geografica e
ecologicamente diversas cepas do T. cruzi representativas, que apresentavam diversidade
clonal em cada uma das duas linhagens principais. Para esta caracterizacdo eles utilizaram os
marcadores RAPD (random amplification of polymorphic DNA) e MLEE (multilocus enzyme
electrophoresis) e evidenciaram a existéncia dessas duas linhagens principais, mas também,
revelaram que T. cruzi Il apresentava cinco grupos filogenéticos, fortemente delineados. A
fim de facilitar a comunicacdo sobre a diversidade filogenética do parasito, esses autores
propuseram a subdivisdo da linhagem 2 em cinco subgrupos distintos com caracteristicas
geogréficas e ecoldgicas bem definidas, renomeando-a em DTU lla, b, llc, 1ld e lle
(BRISSE et al., 2001).

No estudo da variabilidade genética das populacBes do T. cruzi a utilizacdo de
marcadores evolutivamente mais conservados podem ajudar a elucidar algumas questbes
(CHIARI et al., 2005). Um dos marcadores empregados na caracterizacdo molecular de
isolados é a sequéncia do gene do RNA ribossomal (rRNA) do T. cruzi. Ao comparar a
sequéncia deste gene do parasito com o de outros tripanosomatideos foi possivel perceber
uma homologia elevada entre eles, contudo, houve uma exce¢do no produto de amplificacdo

em uma regido de aproximadamente 100pb na extremidade 3’ do gene. Esse dominio
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divergente do gene do rRNA mostrou um polimorfismo em trés diferentes grupos do T. cruzi,
gerando fragmentos de 110pb, 125pb e um terceiro de 110/125pb (SOUTO & ZINGALES,
1993; SOUTO et al., 1996). A PCR do gene mitocondrial citocromo oxidase subunidade 11
(CO 1) foi desenvolvida para caracterizar o genoma mitocondrial das populacdes do T. cruzi.
Este marcador tem sido bastante utilizado na diferenciacdo das populagdes do parasito, devido
a amplificagdo da extremidade 3’ da regido COII e, digerida por uma enzima de restri¢do
revelou trés haplogrupos mitocondriais o A, B e C com produtos de amplificagdo divergentes
entre eles (FREITAS et al., 2006).

Os miniexons fazem parte do genoma nuclear dos Kinetoplastida e sdo constituidos por
trés regibes, uma que é altamente conservada correspondente aos exons (39pb), outra
denominada de introns (73pb) e uma terceira regido intergénica muito divergente. Desse
modo, uma PCR multiplex foi desenvolvida usando trés iniciadores para a amplificacdo do
espacador ndo transcrito desse gene em diferentes cepas do T. cruzi. Os isolados analisados
apresentaram um dimorfismo nesta terceira regido, 0 que permitiu agrupar populacdes do
parasito em dois grupos, os que amplificaram um fragmento de 300pb (grupo 1) e aqueles
com 350pb (grupo 2) (SOUTO et al., 1996).

A diversidade do genoma do T. cruzi e, também a grande variabilidade de gendtipos e
fendtipos sdo bem reconhecidos (ANDRADE et al., 1974; MILES et al., 1977; ROMANHA
et al.,.1979; MOREL et al.,, 1980; SOUTO et al.,, 1996; TIBAYRENC et al., 1998;
TIBAYRENC & AYALA 1999). Esses dados permitiram realizar uma nova revisdo na
nomenclatura das cepas do parasito, com o objetivo de facilitar a comunicacdo entre 0s
pesquisadores que trabalnham na &rea e, fornecer subsidios para suas caracteristicas
ecoepidemioldgicas, patogenicidade e questdes da biologia basica. Desta forma, as cepas do
T. cruzi foram classificadas, recentemente, em seis DTUs, Tcl-TcVI (ZINGALES et al.,
2009; ZINGALES et al., 2012), embora as questdes em relacdo ao numero de DTUs ainda
permanecam em debate (TIBAYRENC, 2003).

A necessidade de mais de dois marcadores genéticos para a tipagem correta de
populagdes do T. cruzi tem sido relatada na literatura, visto que cepas do parasito podem ser
classificadas erroneamente (D’AVILA et al., 2009; CAMARA et al., 2010). Um exemplo
dessa classificacdo molecular incorreta, ocorreu com o clone CL-Brener, que foi identificado
como T. cruzi Il baseado na amplificagdo dos genes do rDNA 24Sa e miniexon com alelos de
125pb e 300pb, respectivamente (SOUTO & ZINGALES, 1993; SOUTO et al., 1996;
ZINGALES et al., 1999) entretanto, esta claramente demonstrado que € um clone hibrido T.

cruzi VI (DTU lle) e, provavelmente derivado de um evento de hibridizacdo entre cepas T.
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cruzi Il (DTU lIb) e T. cruzi I (DTU lic) (CANO et al., 1995; MACEDO et al., 2004; EL-
SAYED et al., 2005; FREITAS et al., 2006).

O perfil genético de 102 amostras do T. cruzi isoladas de pacientes chagasicos crénicos
em momentos diferentes e procedentes de diversas regides endémicas dos estados de Minas
Gerais e Goias usando os marcadores moleculares, amplificacdo do dominio divergente D7 do
gene 24So. do DNA ribosomal (rDNA 24Sa); gene mitocondrial citocromo oxidase
subunidade 11 (COIl) e amplificacdo da regido intergénica dos genes de miniexon; mostrou
uma boa correlagéo entre os marcadores genéticos, visto que, a maior parte dos isolados esta
associada ao T. cruzi Il (rDNA do grupo 1 e haplogrupo C na determinacdo por CO II).
Amostras do T. cruzi isoladas de dois pacientes assintomaticos amplificaram simultaneamente
trés fragmentos diferentes para um Unico locus de microssatélite (TCAAAT6) sugerindo a
presenca de diferentes subpopulacbes do parasito (policlonalidade) e um elevado poder
discriminatorio deste locus entre os isolados o qual aumenta a capacidade de detectar
populagcdes multiclonais. Ainda neste estudo, usando mais de um marcador molecular foi
demonstrado o Tclll em isolados de dois pacientes cronicos, um do estado de Goiés e outro
de Minas Gerais (D’AVILA et al., 2009). Camara et al. (2010) relataram a diversidade
genética do T. cruzi usando os mesmos marcadores e identificaram uma populacdo
naturalmente heterogénea constituida de Tcl, Tcll e Tclll circulando entre triatomineos das
espécies T. brasiliensis e P. lutzi, e humanos na mesma area endémica do estado do Rio
Grande do Norte sem colonizacdo domiciliar. Ainda demonstraram que um grande nimero de
isolados correspondentes ao Tcl pela amplificacdo do dominio D7 do gene 24So. do DNA
ribosomal (rDNA 24Sa) usando outros marcadores foram confirmados como Tclll, isto
reforca a necessidade de dois ou mais marcadores para a caracterizacdo das amostras do
parasito.

A maioria dos marcadores moleculares empregados para a genotipagem do T. cruzi
requer, primeiramente, o isolamento do parasito de amostras de sangue, crescimento e
manutencdo em meio de cultura acelular e/ou em animais de laboratdrio, esse processo
demanda, em média, um periodo de um a dois meses. A hipo6tese para uma aparente auséncia
na relacdo entre a forma clinica do hospedeiro vertebrado e as cepas do T. cruzi, é que estas
podem ser constituidas de uma ou mais subpopulacdes ou clones, e essas podem apresentar
tropismo diferente. Esta auséncia podera estar associada com a selecdo de clones especificos
presentes na populacdo, ou indugdo de modificagcbes no seu comportamento fenotipico e
genético uma vez que tem sido demonstrada a elevada plasticidade do T. cruzi (ROMANHA

et al., 1979; DEANE et al., 1984; CARNEIRO et al., 1990; MACEDO & PENA, 1998;
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GOMES et al., 1998; PACHECO & BRITO, 1999; ANDRADE et al., 1999; VAGO et al.,
2000; CHIARI et al., 2005; LAGES-SILVA et al., 2006; D’AVILA et al., 2009). Por outro
lado, as populagbes do T. cruzi que estdo na circulagdo periférica no momento da coleta do
sangue podem ser diferentes daquelas que realmente causam a lesdo do tecido e,
possivelmente, as manifestacdes clinicas. Portanto, a populacdo do parasito isolada de um
determinado paciente pode néo representar significativamente a real populagdo do hospedeiro
vertebrado e ndo representar também, as subpopula¢es nos diversos tecidos e/ou no sangue
periférico (MACEDO & PENA, 1998; ANDRADE et al., 1999; VAGO et al., 2000; LAGES-
SILVA et al., 2006).

A diversidade genética do T. cruzi apresenta um forte impacto nas caracteristicas
fenotipicas do parasito, o que dificulta as interpretacdes e associages entre este e 0 meio
ambiente, vetores, hospedeiros vertebrados e, em consequéncia o seu reflexo nos aspectos
clinicos e epidemioldgicos da doenca (CHIARI et al.,, 2005). Um grande desafio € a
identificacdo de marcadores genéticos que permitam estabelecer uma possivel associacao das
DTUs do parasito com a forma clinica da doenca. A aplicacdo desses marcadores em estudos
experimentais, clinicos e epidemioldgicos tem contribuido para esclarecer varios aspectos do
parasito (CHIARI et al., 2005). Contudo, para garantir a confiabilidade dos achados é
necessario utilizar um ndmero mais elevado de marcadores genéticos (TIBAYRENC &
AYALA, 1999; D’AVILA et al., 2009).

1.3 Diagnéstico laboratorial da infecgdo pelo T. cruzi

O diagnostico laboratorial da infeccdo pelo T. cruzi, deve ser direcionado em funcdo da
fase da infeccdo. Na fase aguda, o exame direto do sangue é o método de escolha, devido ao
elevado nimero de formas tripomastigotas na circulagdo periférica que permite a identificacdo
direta do parasito no sangue, nesta fase devem ser priorizados 0s métodos parasitologicos.
Enquanto que na suspeita de infecgdo cronica, o diagndstico é insatisfatorio (AVILA et al.,
1991), devido a baixa concentracdo de formas tripomastigotas no sangue dos individuos, deve
ser primariamente dirigida a pesquisa de anticorpos especificos contra o parasito, com a
realizacdo de dois métodos de principios distintos ou de diferentes preparaces antigénicas
(WINCKER et al., 1994; CASTRO et al., 2002; BRASIL, 2005; WHO, 2012). Na fase
cronica da doenca de Chagas, além da parasitemia transiente, mais metade dos infectados ndo
apresentam as formas clinicas determinadas como, cardiaca, digestiva ou cardiodigestiva,
sendo diagnosticados por reatividade sorologica (CASTRO et al., 2002). Assim, o diagnostico
pode ser sugerido pelos antecedentes epidemioldgicos e, confirmado ou excluido de acordo

com os resultados dos métodos laboratoriais que incluem a deteccdo de anticorpos por reagdo
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imunofluorescéncia indireta (RIFI), hemaglutinacdo indireta (HAI) e Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) (GOMES et al., 2009). A maior limitagdo dos métodos
soroldgicos é a especificidade, porque hé& reacdes cruzadas com outros tripanosomatideos
presentes em areas endémicas como, Leishmania sp e T. rangeli (ARAUJO 1986; ANTAS et
al., 2000; SILVEIRA et al., 2001; CABALLERO et al., 2007). Outra dificuldade € que, apds
tratamento especifico anti-T. cruzi, os métodos sorolégicos permanecem positivos por varios
anos. A reversdo da sorologia apés o tratamento é considerada inferior a 10% na fase crénica
da doenca e prejudica a avaliacdo da eficicia da terapéutica (KRETTLI et al., 1984;
GALVAO et al., 1993; CANCADO, 1999; COURA & CASTRO 2002; FLORES-CHAVES
et al., 2006; KRETTLI, 2009; GOMES et al., 2009). Os métodos parasitoldgicos indiretos,
como, 0 xenodiagnostico (BRUMPT, 1914; CERISOLA et al., 1974; JUNQUEIRA et al.,
1996; LUQUETTI & SCHMUNIS, 2010) e a hemocultura dependem da presenca de pelo
menos um tripomastigota integro para o seu crescimento no meio de cultura (CHIARI &
BRENER, 1966; MOURAO & MELLO, 1975; CHIARI & DIAS, 1975; CHIARI et al.,
1989). Assim, um resultado negativo pode estar relacionado a baixa parasitemia nessa fase e,
ndo afasta a possibilidade da infec¢do, mas um exame positivo tem valor diagndéstico absoluto
(LUQUETTI et al., 2005; LUQUETTI & SCHMUNIS, 2010). Embora estas técnicas nao
sejam 100% sensiveis, podem ser afetadas por fatores intrinsecos e extrinsecos, além de
depender diretamente do nimero de tripomastigotas no sangue periférico. A hemocultura é
uma importante ferramenta na identificacdo do T. cruzi, especialmente em individuos com
sorologia inconclusiva e quando positiva é possivel isolar o parasito para estudos biolégicos,
bioquimicos e moleculares (CHIARI & GALVAO, 1997; CASTRO et al., 2002; CHIARI et
al., 2005).

As dificuldades no diagndstico da doenca de Chagas na fase crénica justificam a busca
de métodos mais sensiveis e especificos. Novas ferramentas moleculares tém sido
desenvolvidas baseadas na tecnologia do DNA recombinante, entre estas, a reagdo em cadeia
da polimerase (PCR) (SAIKI et al., 1985; MULLINS & FALOONA, 1987), cujo resultado
diferente dos métodos parasitoldgicos, € obtido em curto periodo de tempo, enquanto que 0s
da hemocultura ou xenodiagndstico podem levar até 30 dias e, ainda ser negativo (BRITTO,
2009). A PCR tem apresentado resultados extremamente promissores no diagnostico de
diferentes doencas infecciosas e parasitarias. Varias estratégias de amplificacdo usando a PCR
tém sido empregadas no diagnoéstico da infeccdo pelo T. cruzi. Uma sequéncia de 195pb
repetida 10° vezes no DNA gendmico do T. cruzi tem sido utilizada como DNA alvo para ser

amplificada pela PCR. Esta sequéncia corresponde cerca de 10% do DNA nuclear do parasito
10



e permanece conservada entre as cepas do T. cruzi, esta regido repetitiva no DNA mostra-se
um Gtimo marcador de espécies e cepas especificas se tratando da classificacdo e deteccdo
deste parasito (STURM et al., 1989; MOSER et al., 1989; AVILA et al., 1990;
RUSSOMANDO et al., 1992; WINCKER et al., 1994; BRITTO et al., 1995a; JUNQUEIRA
et al., 1996; GOMES et al., 1998; BRITTO et al., 1999; SOLARI et al., 2001; LAGES-
SILVA et al., 2001; CASTRO et al., 2002; MEIRA et al., 2002; MARCON et al., 2002;
GALVAO et al., 2003; ZULANTAY et al., 2004: ZULANTAY et al., 2011).

Visando o aprimoramento da PCR para o diagndstico da infeccdo pelo T. cruzi foi
utilizada a solucdo de guanidina-EDTA como reagente de lise e preservacdo do DNA a
temperatura ambiente e do complexo cobre-fenantrolina que lineariza e corta 0 kDNA em
fragmentos menores, facilitando a sua distribuicdo e melhorando a sensibilidade do ensaio
(AVILA et al., 1991, 1993). Essa linearizacdo pode ser facilitada pelo aquecimento da
amostra a 100°C por 15min, uma vez que os oligonucleotideos se ligam & regido conservada
do minicirculo do T. cruzi, resultando na amplificagdo da regido varidvel originando um
fragmento de 330 pares de bases (BRITTO et al., 1993). Gomes et al. (1998) propuseram a
padroniza¢do no protocolo da PCR e com um volume menor de reacdo obtiveram uma
sensibilidade mais elevada que outros estudos, detectando até 10fg do DNA do T. cruzi ou
0,01% de fragmentos do DNA livres na corrente sanguinea. As alteracGes relatadas por estes
autores incluiam uma solugcdo tampdo com o pH mais elevado que outros protocolos, bem
como, aumento da concentracdo do KCI, dos iniciadores e das enzima e, uma diminui¢cdo na
concentracdo de MgCl, além de diferentes passos no ciclo de amplificacdo e a auséncia da
solugdo hot-start. A literatura mostra que os resultados da PCR apresentam persistente
variabilidade na sensibilidade, que é reforcado pelas diferencas geograficas e regionais devido
a baixa e transitdria parasitemia na fase cronica da doenca de Chagas (AVILA et al., 1993;
WINCKER et al., 1994; BRITTO et al., 1995a e b; COURA et al., 1996; JUNQUEIRA et al.,
1996; GOMES et al., 1998; CASTRO et al., 2002). E bem conhecido que a sensibilidade da
técnica € maior quando se aumenta 0 nimero de amostras de sangue coletadas de um mesmo
paciente (CASTRO et al., 2002). A PCR é uma alternativa para o diagnostico, devido ao curto
periodo de processamento, por permitir a analise de varias amostras a0 mesmo tempo
(CHIARAMONTE et al., 1999). Além de, a capacidade de detectar quantidades minimas do
DNA especifico, salientando sua importancia como ferramenta para avaliar a eficicia do
tratamento especifico e, também, na deteccdo do parasito em pacientes imunodeprimidos
(GOMES et al., 1999; SCHIJMAN et al., 2000; BRITTO et al., 2001; SOLARI et al., 2001;

CASTRO et al., 2002; LAGES-SILVA et al., 2002; GALVAO et al., 2003; PORTELA-
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LINDOSO & SHIKANAI-YASUDA, 2003; ZULANTAY et al., 2004; MEIRA et al., 2004;
FLORES-CHAVEZ et al., 2006; DIEZ et al., 2007; BRITTO, 2009; MURCIA et al., 2010).

Na fase cronica da doenca de Chagas, a PCR tem se mostrado uma alternativa para a
comprovacao do parasito, embora a PCR convencional seja util para determinar a presenca do
parasito ela ndo € viavel para uma avaliacdo quantitativa (CUMMINGS & TARLETON,
2003). Este método tem mostrado bons resultados para a quantificacdo de T. cruzi em
amostras de sangue periférico de pacientes infectados (PIRON et al., 2007; DUFFY et al.,
2009). Assim, o emprego de técnicas quantitativas ou semiquantitativas na amplificacdo do
DNA do parasito comparada aos testes parasitologicos classicos é importante para estabelecer
o perfil da infeccdo e o controle da eficicia do tratamento especifico (PORTELA-LINDOSO
& SHIKANAI-YASUDA, 2003). A utilizacdo da PCR quantitativa é fundamental para
determinar a carga parasitaria na corrente sanguinea e em tecidos, além de permitir o
acompanhamento da evolugdo da doenca, podendo ser eficaz na avaliacdo pos-tratamento de
pacientes chagasicos, em infeccdes congénitas e na deteccdo precoce de reativacdo (BURGOS
et al., 2005; PIRON et al., 2007; BRITTO, 2009; MOREIRA et al., 2013).

Os bons resultados na PCR dependem de varios fatores como, o volume de sangue
coletado, as condicbes e a conservacdo das amostras, métodos de extracdo do DNA,
iniciadores, reagentes, programa de amplificacdo e os que estdo diretamente ligados com a
sensibilidade e a especificidade (WINCKER et al., 1994, BRITTO et al., 1995b; GOMES et
al., 1998; CHIARAMONTE et al., 1999; CASTRO et al., 2002; SCHIJMAN et al., 2011).
Embora a PCR nédo permita o isolamento do parasito, a sensibilidade ¢ mais elevada quando
comparado & hemocultura e, considerando a dificuldade do diagnostico na fase cronica, a
proposta de aliar um método molecular na detec¢do da infec¢do pré ou apds o tratamento
especifico € importante. A PCR como método diagndstico da doenca de Chagas € uma
alternativa para a comprovacdo do parasito devido a capacidade em detectar quantidade
minima de DNA e em curto periodo de tempo para a realizacdo do método em comparagédo
aos parasitoldgicos (CHIARI et al., 2005). Com o objetivo de avaliar o desempenho da PCR
para deteccdo do T. cruzi foi estabelecida uma rede internacional a fim de compartilhar e
selecionar os procedimentos técnicos empregados por diferentes pesquisadores na América
Latina, sendo o primeiro passo na padronizacdo e validacdo da PCR no diagndstico da
infeccdo chagasica crénica (SCHIJMAN et al., 2011).

Diante desses aspectos, neste trabalho foram empregados os métodos de diagndstico
parasitologico e molecular do T. cruzi em pacientes na fase cronica da doenca de Chagas, sem

tratamento prévio e portadores de diferentes formas clinicas. Estes métodos permitiram
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confirmar a infeccdo e, analisar por parametros moleculares as populacdes do parasito recém-
isoladas desses pacientes e pouco manipuladas em laboratério, a fim de determinar o perfil

genético e a possivel associa¢do com as formas clinicas.
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2 Objetivo geral

Avaliar a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e a hemocultura como critério
parasitologico-molecular na deteccdo do Trypanosoma cruzi no sangue e determinar a
variabilidade genética intraespecifica dessas populacdes recém-isoladas de pacientes
chagasicos cronicos ndo tratados, portadores das formas clinicas indeterminada e cardiaca da

doenca de Chagas.

2.1 Objetivos especificos
v Avaliar e comparar a positividade da PCR e da hemocultura em pacientes chagasicos

cronicos portadores das formas clinicas indeterminada e cardiaca;

v' Determinar os padrdes genéticos, por diferentes marcadores moleculares, das
populacdes do Trypanosoma cruzi e suas DTUs em amostras recentemente isoladas de

pacientes chagésicos com as formas clinicas indeterminada e cardiaca, nao tratados.
v" Avaliar comparativamente os padrfes genéticos encontrados nos isolados do

Trypanosoma cruzi procedentes de pacientes chagasicos com as formas clinicas

indeterminada e cardiaca.

14



3 Material e Métodos
3.1 Selegdo dos pacientes chagdsicos

Neste trabalho foram acompanhados 91 pacientes com sorologia convencional reativa
para tripanossomiase americana, desses, 89 sdo de diferentes regides do estado de Minas
Gerais, um da regido de Presidente Prudente (Sdo Paulo) e um de Barreiras (Bahia). Nenhum
dos pacientes estudados recebeu tratamento especifico anti-T. cruzi e, 25,3% (23/91) foram
caracterizados com a forma clinica indeterminada e 74,7% (68/91) apresentaram diferentes
graus de comprometimento cardiaco, conforme a classificacdo descrita por Rocha et al.
(2003). Os pacientes portadores da forma cardiaca foram agrupados de acordo com o grau de
acometimento da doenca em cinco niveis de cardiopatia chagasica cronica (CCC). Os
pacientes CCC1 com cardiopatia subclinica; os CCC2 apresentam alguma alteracdo no
eletrocardiograma; os CCC3 hé indicios de danos cardiacos; CCC4 sdo pacientes com graves
distdrbios na conducdo elétrica cardiaca ou anormalidade no eletrocardiograma e, CCC5 sao
aqueles gue apresentam também aumento ventricular (ROCHA et al., 2003).

Os pacientes foram agendados para consulta médica conforme sua conveniéncia no
Centro de Treinamento e Referéncia em Doencas Infecciosas e Parasitarias (CTR-DIP) da
Faculdade de Medicina da UFMG e foram examinados e acompanhados de acordo com rotina
padronizada pelo Prof. Dr. Manoel Otavio da Costa Rocha. Os sujeitos envolvidos no estudo
foram esclarecidos quanto aos objetivos do projeto de pesquisa e aos riscos ligados a
participacdo, sendo estes selecionados ap6s concordarem e autorizarem por escrito, um Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido, conforme aprovacdo no Comité de Etica em Pesquisa
da UFMG — COEP (Projeto CAAE: 0559.0.203.000-11/2012). Apds a autorizacdo, foi
realizada a coleta de 35mL de sangue com a utilizagdo do material bioldgico e seus produtos.

3.2 Diagnéstico parasitoléogico e molecular do T. cruzi
3.2.1 Hemocultura

A hemocultura foi realizada conforme descrita por Chiari et al. (1989) com algumas
modificacdes. De cada paciente foi coletado 30mL de sangue venoso utilizando tubos a vacuo
heparinizado e posteriormente transferidos para um tubo de plastico cdnico estéril de 50mL
(Falcon®, USA). A seguir, o sangue foi centrifugado a 2.200rpm, 10 min a 4'C (HERMLE
Z323K, Hermle Labortechnik GmbH, Alemanha) seguido da remocdo do sobrenadante
(plasma) para um tubo plastico conico estéril de 15mL (Falcon®, USA). Ao sedimento de
hemacias foram adicionados 10mL de meio de cultura acelular LIT (Liver infusion tryptose) e
centrifugado a 2.200 rpm por 20min a 4 C. O sobrenadante foi descartado e adicionado ao

sedimento de hemacias 10mL de LIT, homogeneizado e transferido para seis tubos plasticos
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de 15mL contendo 3mL de LIT cada. O tubo contendo plasma foi centrifugado nas mesmas
condicdes e o plasma transferido para outro tubo de 15mL, armazenado a -20°C e, ao
sedimento obtido do plasma foram adicionados 5mL de LIT. Os tubos foram incubados a 26-
28°C, agitados levemente duas a trés vezes por semana e aliquotas de 10uL da suspensdo de
cada tubo foram examinadas ao microscopio entre lamina e laminula, com aumento de 400x,
mensalmente até 150 dias. A partir das hemoculturas positivas foram realizados cultivos em
meio LIT para o isolamento do parasito, obtencdo de massa Umida e criopreservacdo das
amostras em nitrogénio liquido (N2) a -196° C.

3.2.2 Reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
3.2.2.1 Coleta de sangue e extracdo do DNA

Uma amostra de 5mL de sangue foi coletada de cada paciente usando tubo a vacuo sem
anticoagulante e transferida imediatamente para tubos plasticos estéreis de 50mL (Falcon,
USA) contendo solugéo de lise Guanidina-HCI 6M/EDTA 0,2M (Sigma Chemical Company,
USA) pH 8,0 (AVILA et al., 1991) e homogeneizado lentamente. As amostras de sangue
permaneceram uma semana a temperatura ambiente e, posteriormente foram fervidas a 100°C
por 15min, para permitir a linearizacdo dos minicirculos do kDNA (BRITTO et al., 1993). A
extracdo do DNA foi realizada segundo Gomes et al. (1998) com 200uL do sangue de cada
paciente em microtubos de 1,5mL adicionando-se 100uL de fenol Tris pH 8,0 e 100uL de
cloroférmio, precipitacdo em gelo durante 15min em presenca de 10mM de acetato de sédio,
40ug/mL de glicogénio e dois volumes de etanol absoluto. O DNA foi resuspendido em &gua
mili-Q estéril e armazenado a 4°C até o momento de uso (GOMES et al., 1998).

Com o objetivo de compartilhar e selecionar os procedimentos técnicos empregados por
diferentes pesquisadores na América Latina, um encontro internacional foi realizado, a fim de
padronizar e validar a PCR no diagnostico da infec¢do chagésica cronica. Neste encontro
foram discutidos a utilizacdo de dois métodos de extracdo de DNA, o de fenol-cloroférmio
em comparagdo a um kit comercial o Mini Kit QlAamp (Qiagen Sample & Assay
Technologies, Mississauga, ON, Canada) (SCHIJMAN et al., 2011).

Com a finalidade de comparar a eficiéncia de dois métodos de extragdo, uma segunda
técnica foi realizada usando o Mini Kit QlAamp (Qiagen Sample & Assay Technologies,
Mississauga, ON, Canada) em 37 amostras de sangue dos pacientes. Dez amostras de
pacientes com forma clinica indeterminada e 27 com cardiopatia e todas as amostras com
hemocultura positiva. A extracdo foi realizada usando 400uL de sangue de cada paciente em
microtubos de 1,5mL e, adicionados 200pL de etanol absoluto. Esta solucdo foi

homogeneizada durante 15s e aplicada em um tubo contendo coluna de silica e centrifugada a
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13.000rpm (Eppendorf Centrifugue 5415C, Brinkmann Instruments Inc., Hamburg, Germany)
por 1min. O sobrenadante foi descartado e a coluna colocada em novo tubo com 500uL do
tampdo Awl e centrifugada nas mesmas condicdes. A seguir, a coluna de silica foi transferida
para um novo tubo e o mesmo volume do tampdo Awz2 foi adicionado e centrifugado durante
3min a 13.000rpm. A coluna foi transferida para um novo tubo e centrifugada na mesma
rotacdo por 1min e transferida novamente para um microtubo de 1,5mL. A seguir foram
adicionados 200uL de agua Mili-Q estéril, mantida a temperatura ambiente por 5min e
centrifugada a 13.000rpm por 1min. A coluna foi descartada e o sobrenadante armazenado a

4°C até o momento do uso (Schijman et al., 2011).
3.2.2.2 Condigoes da PCR
As sequéncias da regido constante dos minicirculos do KDNA do T. cruzi foram alvo da

reacdo que amplifica um fragmento de 330 pares de base (pb) usando os iniciadores 121 e 122
descritos por Degrave et al. (1988) e sintetizados pela IDT (Integrated DNA Technologies
Inc., Coralville, IA, USA) (Tabela 1) e Platinum Taq DNA polimerase (Invitrogen,CA, USA).
As condicdes de amplificacdo consistiram de desnaturagdo inicial a 95°C (5min) seguido de
35 ciclos de desnaturagdo a 95°C (1min), anelamento a 65°C (1min), extenséo a 72°C (1min)
e uma extensdo final a 72°C (10min) em termociclador (PTC-100 MJ Research Inc. USA)
(Gomes et al., 1998).

Os produtos amplificados pela PCR foram visualizados por eletroforese em géis de
poliacrilamida a 6% revelados pela prata (SANTOS et al., 1993). O tamanho das bandas foi
monitorado por marcador de peso molecular de 100pb (DNA Ladder Promega, Madison, WI,
USA). Para evitar contaminacfes, cada etapa da reacao foi realizada em diferentes ambientes
utilizando reagentes e equipamentos destinados exclusivamente para cada um deles. As etapas
de extragdo do DNA e mistura da reacdo da PCR foram monitoradas com controles positivos
(amostras de individuos chagasicos) e negativos (individuos ndo chagasicos de area nao
endémica). Como controle positivo da reacdo de PCR foram utilizados 2uL de DNA
correspondentes as DTUs do T. cruzi (Tcl-TcVI) e controle negativo reagentes sem adicao de
DNA.

3.3 Caracterizagao molecular do T. cruzi
3.3.1 Cultura do T. cruzi e obtengdo de massa Umida

Apos o isolamento do T. cruzi foi realizado o crescimento em meio de cultura acelular
LIT com o minimo de passagens, até quatro passagens, a fim de evitar a selecdo de
subpopulagdes. Para a obtencdo da massa do parasito com 1 x 10° epimastigotas/mL, a cultura
foi lavada duas vezes em tampdo KRT (Krebs-Ringer-Tris/pH 7,2), concentrada por
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centrifugagdo a 2.200rpm (HERMLE Z323K, Hermle Labortechnik GmbH, Alemanha) a 4°C
durante 10min e o sedimento (massa Umida) armazenado em triplicata a -20°C, para posterior
extracdo do DNA.
3.3.2 Preparagdao do DNA genémico

O sedimento do parasito foi re-suspendido em 1mL do tampdo de lise (NacCl
80mM/EDTA 45mM, pH 8,0/SDS 1%) contendo 0,1 mg/mL de proteinase K (Promega,
USA) e incubado a 37°C durante 12h. A extracdo do DNA foi realizada por desproteinizagdo
com fenol (v/v), a fase aquosa recuperada e adicionada de igual volume (v/v) de fenol,
cloroférmio e alcool isoamilico na proporcao 25:24:1, seguida de agitacdo e centrifugacéo.
Apos esta etapa foi adicionado uma solucéo de cloroférmio e alcool isoamilico na propor¢édo
24:1. A precipitacdo do DNA foi realizada com dois volumes de etanol absoluto a 4°C,
adicionado de 1mL de tampéo ribonuclease (NaCl 80OmM/EDTA 5mM, pH 8,0, 10U/uL de
ribonuclease - Promega, USA). Esta solucéo foi incubada durante 2h a 37°C e realizada uma
nova extracdo conforme descri¢do anterior. O DNA foi ressuspendido em 300uL de tampéo
Low TE (10mM Tris-HCI e 0,dmM EDTA pH 8,0) e armazenado a 4°C (MACEDO et al.,
1992). As amostras de DNA foram quantificadas em espectrofotdmetro a 260nm sendo o grau
de pureza das amostras determinado pela relacdo das absorbéancias a 260/280nm. A
concentracdo final de cada amostra de DNA foi ajustada para 3ng/uL, e as amostras
armazenadas a 4°C até 0 momento do uso.

3.3.3 PCR do gene 24Sa do DNA ribosomal (rRNA)
O DNA das amostras do T. cruzi foi submetido a uma PCR composta de 10mM Tris-

HCI pH 9,0; 50mM KCI; 0,1 % Triton X-100 Buffer B; 3,5mM MgCl;; 0,625U de Tag DNA
Polimerase; 200uM de cada dNTP (Promega), 0,25uM de cada iniciador D71 e D72 (IDT)
(Tabela 1) e, 2uL de DNA. Os ciclos de amplificacdo consistiram de uma primeira etapa de
desnaturacdo (94°C, 1 min), desnaturacdo (94°C, 30 s), seguido de anelamento (60°C, 30s) e
extensdo (72°C, 30s), totalizando 30 ciclos (SOUTO & ZINGALES, 1993; SOUTO et al.,
1996). Como controles das amplificaces foram utilizados DNA de cepas ou clones que
representam as DTUs do T. cruzi I (clone Col.17G2 da cepa referéncia Colombiana isolada de
humano, BA), T. cruzi Il (cepa referéncia JG isolada de humano, MG), T. cruzi Il (cepa
referéncia 222 isolada de humano, MG), T. cruzi IV (cepa referéncia CAN IlI, isolada de
humano, Pard), T. cruzi V (cepa 3253, Uberaba, MG) e T.cruzi VI (cepa referéncia CL,
isolada de triatomineo, RS). Apos a realizagdo da PCR aliquotas de 5uL dos amplicons foram
analisadas em gel de poliacrilamida a 6% e corado pela prata para visualizacdo dos perfis de

bandas: 110pb (Tcl), 125pb (Tcll/TcVI), 110pb e 125 pb (Tclll/TcV) e 117-119pb (TclV).
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Tabela 1- Caracteristicas e referéncias dos iniciadores utilizados nas reacfes da PCR para deteccdo e caracterizagcdo molecular do T. cruzi.

PCR DNA alvo Iniciador Sequéncia (5’ - 3) Referéncia Fragmento DTUs
amplificado
(pares de base)
k-DNA Minicirculo 121 AAATAATGTACGGG(GIT)G Degrave et al. (1988) 330 _
do k-DNA AGATGCATGA
122 GGTTCGATTGGGGTTGGTG _
TAATATA
24SarDNA Dominio D7 D71 AAGGTGCGTCGACAGTGT  Souto & Zingales (1993) 110 Tcl, Tclll, TcV
GG
D72 TTTTCAGAATGGCCGAACA  Souto & Zingales (1993) 125 Tcll, TcVI, TeV
GT Souto & Zingales (1993) 117/119 TclVv
Ccoll Mitocondrial TcMit-21  TTGTAATAGGAGTCATGTT* Freitas et al. (2006) 30, 81 e 264** Tcl
(RFLP) TcMit-10 CCATATATTGTTGCATTAT 81 e 294** Tclll, TelV, TV,
T TcVI
81 e 212** Tcell
SL-IRac Miniexon UTCC  CGTACCAATATAGTACAGA Burgos et al. (2007) ~150-157 Tcl, Tcll, TeV, TeVi
AACTG
Tclll CTCCCCAGTGTGGCCTGGG 200 Tclll, TclV

“Amplifica um fragmento de 375pb com trés sitios de restricdo para a enzima Alul; = Fragmentos obtidos ap6s a digestio com a enzima Alul.
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3.3.4 PCR do gene mitocondrial citocromo oxidase subunidade 11 (CO II)

A amplificacdo da regido génica que compreende a subunidade Il da enzima
mitoncondrial citocromo oxidase do T. cruzi foi realizada com o DNA das amostras
submetido a uma PCR composta de tampdo 10 10x (10mM Tris-HCI pH 8,4; 50mM KCI);
3,5mM MgCl,; 2,5U Taq DNA polimerase (Phoneutria Biotecnologia & Servigos, Belo
Horizonte, MG), 250uM de cada dNTP; 0,3uM dos iniciadores externos TcMit-21 e TcMit10
(IDT, USA) (Tabela 1), 3uL de DNA total (na concentracdo de 3ng/uL) e quantidade de H,O
Milli-Q esteril suficiente para 20pL.

Os ciclos de amplificacdo da PCR consistiram de desnaturacéo inicial a 95°C por 5min,
desnaturacdo (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%, a seguir,
15uL da PCR foi submetido a digestdo utilizando enzima de restricdo Alu | (Promega),
conforme instrucdes do fabricante. O polimorfismo entre os tamanhos dos fragmentos
encontrados foram visualizados em gel de poliacrilamida a 6% revelados pela prata e, como
padrdo de comparagdo dos RFLPs foram utilizados DNA de cepas e clones correspondentes
as DTUs: T. cruzi | (clone Col.17G2 da cepa Colombiana), T. cruzi Il (cepa JG), T. cruzi lll
(cepa 222), T. cruzi IV (cepa CAN III), T. cruzi V (cepa 3253) e T.cruzi VI (cepa CL). A
interpretacdo do gel foi realizada de acordo com os hapl6tipos encontrados: T. cruzi | (clone
Col.17G2, fragmentos: 30, 81, 264pb) correspondem ao haplétipo A; T. cruzi Il (cepa JG,
fragmentos: 81 e 212pb) hapldtipo C. Entretanto, este marcador ndo diferencia as cepas T.
cruzi 111 das cepas hibridas ja que apresentam o mesmo perfil de restricdo para o gene COIlI
(fragmentos: 81 e 294pb) haplétipo B (FREITAS et al., 2006).

3.3.5 Espacador intergénico dos genes miniexon do T. cruzi (SL-IRac)

A amplificagéo da regiéo intergénica dos genes miniexon foi realizada com o DNA das
amostras do T. cruzi submetido a uma PCR contendo 20mM Tris-HCI pH 8,4; 50mM KCl,
3mM MgCl,; 250mM de cada dNTP e 3uM de cada iniciador Tclll e UTCC (IDT) descritos
na tabela 1, 1U de Platinum Tag DNA polimerase (Invitrogen, USA); 1,5ul. de DNA total (na
concentracdo de 3ng/ul) e quantidade de H,O Milli-Q estéril suficiente para 15ulL. Estes
iniciadores reconhecem as posicoes entre 368-386pb e 546-570pb da unidade repetitiva do
miniexon do T. cruzi (BURGOS et al., 2007).

Os ciclos de amplificacdo da PCR consistem de uma etapa inicial de desnaturacdo

(94°C, 3min), anelamento (68°C, 1min), extensdo dos iniciadores (72°C, 1min) e desnaturacdo
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(94°C, 1min). 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
extensdo final (72°C, 10 min). A analise dos produtos amplificados em gel de poliacrilamida
6% corado pela prata, permite distinguir as amostras do T. cruzi Il (amplifica fragmento de
~200pb) daquelas pertencentes ao T. cruzi I, Il e hibridos (amplifica fragmento de ~150-
157pb) (BURGOS et al., 2007). Como controles da reacdo da PCR foram utilizados DNA
correspondente a cada DTU do T. cruzi. As cepas utilizadas foram dos grupos: T. cruzi |
(Col.17G2 da cepa Colombiana), T. cruzi Il (cepa JG), T. cruzi Il (cepa 222), T. cruzi IV
(cepa CAN 1), T. cruzi V (cepa 3253) e T. cruzi VI (cepa CL).
3.3.6 Eletroforese em gel de poliacrilamida

Os produtos de amplificacdo obtidos pelas diferentes PCR foram analisados em géis de
poliacrilamida ndo desnaturante na concentracdo de 6% e coloragdo por nitrato de prata 0,2%
para visualizacdo dos amplicons. Uma aliquota de 3-5uL do produto amplificado, diluido com
igual volume do tampéo da amostra 2x (0,5% de azul de bromofenol; 0,5% de xileno-cianol;
60% de glicerol) foi aplicado em cada canaleta. A corrida eletroforética foi realizada a 100-
120V durante 3h, ou seja, com a migracao de 6-7 cm do corante xileno cianol. O tamanho das
bandas amplificadas foi monitorado por marcadores de peso molecular de 25pb e 100pb
(Promega). Os geéis foram transferidos para solucdo fixadora (etanol absoluto 10%, &cido
acetico 0,5%) durante 10min e revelados pela coloracdo com 0,2% de nitrato de prata
(AgNO,) diluido em solucéo fixadora por 10min sob agitacéo lenta. Posteriormente estes geis
foram lavados rapidamente em agua Milli-Q e seguido da reducdo dos sais de prata com 3%
(p/v) de hidroxido de sédio (NaOH) e 0,3% de formaldeido a 37% até a visualizacdo dos
produtos amplificados (SANTOS et al., 1993). A revelacdo foi interrompida com a solucédo
fixadora e os géis fotografados para documentacao.

3.4 Andlise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o programa SPSS para Windows, versdo 18, os
resultados foram avaliados por estatistica descritiva para os calculos de percentagem, média e
desvio padrdo. Os dados foram considerados significativos quando a probabilidade de rejeicédo
da hipotese de nulidade foi menor que 5% (p<0,05) e em todos os testes foram descritos o
valor de p. A andlise de variancia de Friedman foi empregada na comparacéo entre mais de
dois grupos ap6s a correcdo de Bonferroni. As varidveis continuas sem distribuicdo normal

foram avaliadas pelos testes de Wilcoxon e Mann-Whitney empregados na comparagéo entre

21



dois grupos. O teste de Kruskal-Wallis foi aplicado na comparagao entre trés ou mais grupos.
Em complemento as andlises, o teste qui-quadrado e teste exato de Fisher foram utilizados

para avaliar as possiveis relagdes entre as caracteristicas estudadas.
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4 Resultados
4.1 Diagnéstico parasitologico e molecular dos pacientes chagasicos
A hemocultura e a PCR foram realizadas em 91 pacientes chagasicos crénicos nao
tratados, avaliados e acompanhados segundo critérios clinicos previamente estabelecidos,
sendo 23 caracterizados com a forma clinica indeterminada e 68 com a forma cardiaca.
Desses 58,24% (53/91) s&o do género masculino e 41,76% (38/91) sdo do género feminino
com a faixa etéria variando entre 25 e 81, média de 51,8 anos e desvio padrdo de +11,3. A
positividade da hemocultura foi 54,95% (50/91) e da PCR 98,90% (90/91), dados que foram
significativos pela analise do Teste de Wilcoxon Z=-6,33 p<0,001 (Gréafico 1).

100 -

Percentagem de positividade (%a)

(S
Lh

Hemocultura PCR

Gréfico 1 - Positividade da hemocultura e da PCR em pacientes na fase cronica da
doenca de Chagas (*** p<0,001).

4.1.1 Hemocultura
A positividade da hemocultura em 68 portadores da forma cardiaca foi 60,29% (41/68)

e, 39,13% (9/23) nos pacientes com a forma indeterminada. A analise pelo teste qui-quadrado
revelou que ndo foi significativa a positividade entre os pacientes com as formas
indeterminada e cardiaca (p= 0,072) (Tabela 2). A positividade da hemocultura em pacientes
com diferentes niveis de CCC foi de 75,00% em ambos os pacientes CCC1 e CCC2, nos
pacientes CCC3 foi 50,00%, os CCC4 apresentaram indices mais elevados (85,70%) e, nos

portadores de CCC5 a positividade foi 56,80%. Essas diferencas ndo apresentam significancia
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estatistica segundo o teste exato de Fisher, cujo valor de p para todas as comparacfes 2 a 2 é
maior que 0,05. (Tabela 3).

Tabela 2 - Distribuicdo da positividade da hemocultura em pacientes chagasicos

crénicos ndo tratados, portadores de diferentes formas clinicas da doenca de Chagas.

NuUmero de pacientes

Forma Clinica  Positividade da hemocultura (%) positivos/Total
Indeterminada 39,13 9/23
Cardiaca 60,29 41/68
Total 54,95 50/91

%: Percentual; p=0,072

Tabela 3 - Positividade da hemocultura em pacientes na fase crénica da doenca de
Chagas portadores de diferentes niveis de cardiopatia chagasica crénica

Niveis de cardiopatia Positividade da NuUmero de pacientes
chagasica hemocultura (%o) positivos/Total
CCC1 75,00 3/4
CCC?2 75,00 3/4
CCC3 50,00 8/16
CCC4 85,70 6/7
CCC5 56,80 21/37

%: Percentual; CCC: Cardiopatia Chagésica Cronica em diferentes graus de acometimento cardiaco;
CCC1: cardiopatia subclinica; CCC2: anormalidade no eletrocardiograma; CCC3: indicio de dano
cardiaco; CCC4: danos no sistema de conducdo elétrica cardiaca; CCC5: aumento ventricular; p>0,05.

A faixa etaria dos pacientes chagasicos variou entre 26 e 81 anos (média de 51,8 anos,
desvio padrdo +11,3). A positividade da hemocultura foi aumentando gradativamente de
acordo com a faixa etaria dos pacientes e, aparentemente ndo ha correlacdo com a forma
clinica que eles sdo portadores. A positividade da hemocultura foi 52,94% (9/17) para 0s
pacientes entre 30-39 anos de idade; 52,94% (9/17) positivaram na faixa de 40-49 anos;
53,85% (21/39) 50-59 anos; 58,33% (7/12) 60-69 anos, alcancando 75,00% (3/4) entre os de
70-79 anos. Ao aplicar o teste exato de Fisher ndo houve diferenca entre as faixas etarias
(p>0,05) (Tabela 4).
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Tabela 4 - Distribui¢do da positividade da hemocultura por faixa etéaria e formas

clinicas dos pacientes na fase cronica da doenca de Chagas

Positividade da hemocultura n (%)

Faixa Etaria .
Formas clinicas
(anos) -
Cardiaca Indeterminada Total
20-29 1/1 (100,00) 0/0 (0,00) 1/1 (100,00)
30-39 4/6 (66,67) 5/11 (45,45) 9/17 (52,94)
40 - 49 9/12 (75,00) 0/5 (0,00) 9/17 (52,94)
50 - 59 19/34 (55,88) 2/5 (40,00) 21/39 (53,85)
60 - 69 6/11 (54,55) 1/1 (100,00) 7/12 (58,33)
70-79 2/3 (66,67) 1/1 (100,00) 3/4 (75,00)
80 - 89 0/1 (0,00) 0/0 (0,00) 0/1 (0,00)

%: percentual; (p>0,05).

O numero de tubos positivos na hemocultura por paciente e forma clinica que é portador
foi avaliado e, pelo menos um tubo positivo foi identificado em 34,00% dos pacientes,
22,00% deles tiveram dois tubos positivos, trés ou quatro tubos positivos foram detectados em
20,00% e, 24,00% dos pacientes tiveram entre cinco e sete tubos positivos. A maioria dos
pacientes portadores das formas clinicas, cardiaca e indeterminada apresentou apenas um tubo
positivo 29,27% (12/41) e 55,56% (5/9), respectivamente. O teste de Friedman demonstrou
diferenca significativa entre as variaveis (¥2(3)= 15,818, p<0,001) e, quando aplicado o teste
de Wilcoxon (com correcdo de Bonferroni, p<0,008) revelou que esta diferenca esta
relacionada aos pacientes com apenas um tubo de hemocultura positivo em relacdo aqueles

com trés ou quatro tubos positivos (Z = -2,646, p= 0,008) (Tabela 5).
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Tabela 5 - Positividade de tubos da hemocultura por paciente chagésico com

diferentes formas clinicas

Tubos positivos por paciente/forma clinica

Cardiaca Indeterminada Total
No de tubos (%/N° (%/N° (%/N°
positivos positivos/total) positivos/total) positivos/total)
1 29,27 (12/41) 55,56 (5/9) 34,00 (17/50)
2 24,39 (10/41) 11,11 (1/9) 22,00 (11/50)
03 ou 04 21,95 (9/41) 11,11 (1/9) 20,00 (10/50)
05 a 07 24,29 (10/41) 22,22 (2/9) 24,00 (12/50)

N°: Numero; %: Percentual; **p<0,008

A positividade das hemoculturas foi determinada referente ao periodo do exame e em
relacdo as formas clinicas e, 28,00% dos pacientes foram positivos aos 30 dias, 22,00% aos
45 dias, 20,00 % aos 60 dias, 24,00% aos 90 dias, e apenas 6,00% foram identificadas as
formas evolutivas do T. cruzi aos 120 dias. O perfil de positividade variou entre 0s pacientes
com as diferentes formas clinicas, o indice de positividade mais elevado (26,83%) foi aos 30 e
45 dias para a forma cardiaca. Os pacientes da forma indeterminada positivaram 33,33% das
hemoculturas aos 30 dias e, a maioria deles (44,45%) a hemocultura foi positiva aos 90 dias.
A aplicacdo do teste de Friedman evidenciou diferenca entre as variaveis analisadas (x2(4)=
29,167, p<0,001) e o teste de Wilcoxon (com correcdo de Bonferroni, p<0,005) ratificou esta
diferenca entre os periodos de 30 e 120 dias (Z= -3,317, p= 0,001), 45 e 120 dias (Z= -2,828,
p=0,005) e 90 e 120 dias (Z=-3,000, p=0,003) (Tabela 6).

Tabela 6 - Perfil de positividade da hemocultura em relacdo ao periodo examinado em

pacientes chagasicos crénicos com diferentes formas clinicas

Positividade da hemocultura

Periodo Formas clinicas
examinado (dias) Cardiaca Indeterminada Total
(%/N° positivos/total)  (%/N° positivos/total)  (%/N° positivos/total)
30 26, 83 (11/41) 33,33 (3/9) 728,00 (14/50)
45 26,83 (11/41) 0,00 (0/9) 722,00 (11/50)
60 19,51 (8/41) 22,22 (2/9) 20,00 (10/50)
90 19,51 (8/41) 44.45 (4/9) 24,00 (12/50)
120 7,32 (3/41) 0,00 (0/9) 5 776,00%(3/50)

%: Percentual; N°: Namero; ***p=0,001;**p=0,005;** p=0,003
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4.1.2 Reagdo em cadeia da polimerase (PCR)

Com o emprego da PCR foi possivel detectar o kDNA do parasito em 98,90% (90/91)
dos pacientes usando o método de extracdo fenol-cloroférmio. No entanto, as amostras
extraidas pelo mini kit positivaram apenas 54,05% (20/37) mostrando diferenca na
positividade da PCR ao comparar os metodos de extracdo de DNA pelo teste de Wilcoxon
(Z= -4,00, p<0,001) (Gréafico 2). A amplificacdo das amostras extraidas pelos dois métodos

demonstrou diferentes padrfes na intensidade das bandas na regido de 330pb (Figuras 1 e 2).

100 ~
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Fenol-Cloroformio Mini kit Qiagen

Métodos de extragio do DNA do Trypanosoma cruzi
Grafico 2 - Positividade da PCR usando diferentes métodos de extragcdo do DNA (*** p<0,001).

Os 68 pacientes chagéasicos portadores da forma clinica cardiaca foram positivos pela
PCR quando a extragdo do DNA foi realizada pelo método do fenol-cloroférmio apresentando
a mesma variacdo na intensidade dos fragmentos amplificados. Em 27 amostras desses
pacientes o0 DNA foi extraido pelo mini kit Qiagen e, apenas 55,56% (15/27) foram positivas.
A analise pelo teste de Wilcoxon mostrou que também houve diferenca na positividade da
PCR desses pacientes entre os métodos de extragédo (Z= - 4,69, p<0,001) (Figura 1).
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Figura 1 - Gel de poliacrilamida a 6% revelado pela prata representativo das amostras dos
pacientes com a forma cardiaca mostrando a amplificacdo pela PCR do fragmento especifico
para o T. cruzi de 330 pares de bases (pb). Canaletas 1: PM-peso molecular (Ladder 100pb) e
2: CN-controle negativo (amostra de individuo nao chagésico); Canaletas 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15,
17, 19 e 21 (amostras de DNA extraidas pelo kit Qiagen); Canaletas 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18,
20 e 22 (amostras de DNA extraidas pelo fenol-cloroférmio); Canaleta 23: CP-controle
positivo (amostra de paciente chagéasico); Canaletas 24 a 29: Tcl-VI (amostras controles
correspondentes as diferentes DTUs do T. cruzi); Canaleta 30: Branco (reagentes sem adigao
de DNA).

A PCR foi positiva em 95,65% (22/23) dos pacientes com a forma indeterminada

quando o método de extracdo do DNA usado foi o do fenol-cloroférmio e, em 50,00% (5/10)

de dez amostras extraidas com o mini kit Qiagen, o teste de Wilcoxon revelou diferenca na

positividade da PCR entre os métodos de extracdo (Z= -2,97, p=0,003) (Figura 2).
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Figura 2 - Gel de poliacrilamida a 6% revelado pela prata representativo dos pacientes com a
forma indeterminada mostrando a amplificacdo pela PCR do fragmento especifico para o T.
cruzi de 330 pares de bases (pb).Canaletas 1: PM-peso molecular (Ladder 100pb) e 2: CN-
controle negativo (amostra de individuo ndo chagasico); Canaletas 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19
e 21 (amostras de DNA extraidas pelo kit Qiagen); Canaletas 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 e
22 (amostras de DNA extraidas pelo fenol-cloroférmio); Canaleta 23: CP-controle positivo
(amostra de paciente chagasico); Canaletas 24 a 29: Tcl-VI (controles correspondentes as
diferentes DTUs do T. cruzi); Canaleta 30: Branco (reagentes sem adicdo de DNA).

4.1.3 Associag¢do da positividade da hemocultura e PCR

O T. cruzi foi detectado em 98,90% (90/91) dos pacientes chagasicos ao associar a

hemocultura com a PCR, 54,95% (50/91) foram positivos tanto pela PCR quanto por
hemocultura, 43,96% (40/91) foram positivos apenas pela PCR e, em 1,09% (1/91) dos

pacientes ambos os métodos foram negativos. A analise pelo teste de Friedman revelou

diferenga significativa (¥2(3)= 173,751, p<0,001) e, o de Wilcoxon (com corre¢do de
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Bonferroni, p<0,008) demonstrou que a diferenca ocorreu entre a associacdo dos métodos em
relagdo aos pacientes positivos na hemocultura e na PCR (Z= -6,325, p<0,001); aqueles
detectados somente pela PCR (Z= -7,071, p<0,001) e, nos pacientes com ambos 0s métodos
negativos (Z= -9,434, p<0,001) (Grafico 3).
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Grafico 3 - Associacdo da positividade da hemocultura e a PCR dos pacientes na fase cronica da
doenca de Chagas (*** p<0,001).

A associacdo dos dois métodos permitiu a deteccdo do T. cruzi em 100,0% (68/68) dos
pacientes portadores da forma clinica cardiaca, 60,29% (41/68) deles foram positivos tanto
pela hemocultura quanto pela PCR, enquanto 39,71% (27/68) dos pacientes positivaram
apenas a PCR. Ao aplicar o teste de Friedman as varidveis apresentaram diferenca (¥2(2)=
63,561, p<0,001), a utilizacdo do Wilcoxon (com correcdo de Bonferroni, p<0,016) revelou
que houve significancia referente a associacdo dos métodos quanto a positividade dos
pacientes pela PCR e hemocultura (Z= -5,196, p<0,001) e naqueles detectados apenas pela
PCR (Z= -6,403, p<0,001). (Grafico 4).
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Gréfico 4 - Associagdo da positividade da hemocultura e a PCR dos pacientes com

a forma clinica cardiaca da doenga de Chagas (*** p<0,001).

A positividade por associacdo dos dois métodos foi 95,65% (22/23) em pacientes
portadores da forma indeterminada, 39,13% (9/23) deles foram positivos para a hemocultura e
PCR, 56,52% (13/23) o parasito foi detectado apenas pela PCR e 4,35% (1/23) foram
negativos pelos dois métodos. Quando utilizado o teste Friedman foi demonstrado diferenca
significativa entre as variaveis (32(3)= 40,970, p<0,001) e, o de Wilcoxon (com correcao de
Bonferroni, p<0,008) confirmou a diferenca na associa¢do dos métodos quanto a positividade
dos pacientes em ambos (Z= -3,606, p<0,001); os positivos apenas pela PCR (Z= -3,000,
p=0,003) e aqueles com ambos os métodos negativos (Z= -4,583, p<0,001). (Gréafico 5).
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Gréfico 5 - Associagdo da positividade da hemocultura e a PCR dos pacientes

com a forma clinica indeterminada da doenca de Chagas (*** p<0,001).
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4.2 Genotipagem dos isolados do Trypanosoma cruzi
O T. cruzi foi isolado de 36 pacientes chagasicos cronicos ndo tratados e, destes, sete
sdo portadores da forma indeterminada e 29 da forma cardiaca. Na tipagem dos isolados do

parasito foram utilizados trés marcadores moleculares: rDNA 24Sa, COIl e SL-IRac.

4.2.1 Amplificagdo do gene 24Sa. do DNA ribossomal (RNA)

A andlise de 36 isolados do T. cruzi pela PCR usando o marcador rDNA 24Sa
demonstrou a amplificagdo do fragmento de ~125pb (grupo rDNA 1) em 97,22% (35/36) das
amostras com o perfil genético correspondente a DTU Il. Apenas o isolado, 54, procedente de
um paciente com a forma indeterminada, a amplificacdo foi observada na regido de ~110 e
125pb (rDNA 1/2) sugerindo que corresponde a DTU 11l ou V (Figura 3).
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Figura 3 - Gel de poliacrilamida a 6% revelado pela prata representativo da amplificagdo do
gene rDNA 24Sa de isolados do T. cruzi procedentes de pacientes na fase cronica da doencga
de Chagas. Canaleta 1: PM-peso molecular (Ladder 25 pares de bases-pb); Canaletas 2 a 7:
Tcl-VI (amostras controles correspondentes as diferentes DTUs do T. cruzi); Canaletas 8 a 29
(DNA das amostras dos pacientes); Canaleta 30: Branco (reagentes sem adicdo de DNA).

4.2.2 Amplificagdo do gene mitocondrial citocromo oxidase subunidade Il (CO II)

A PCR do gene CO Il amplificou os fragmentos de 81 e 212pb relacionados ao
haplogrupo mitocondrial C indicando que 97,22% (35/36) dos isolados do parasito
correspondem a DTU II. O perfil de haplogrupo mitocondrial A com produtos amplificados
de 30, 81 e 264pb foram obtidos para o isolado 54, sugerindo que usando este marcador

corresponde a DTU | (Figura 4).
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Figura 4 - Gel de poliacrilamida a 6% revelado pela prata representativo da analise dos fragmentos do
gene mitocondrial CO I, ap6s a digestdo com a enzima Alu | (RFLP - Restriction Fragment Lenght
Polymorphism) de amostras do T. cruzi isoladas de pacientes chagasicos cronicos. Canaleta 1: PM-
peso molecular (Ladder 25 pares de bases-pb); Canaletas 2 a 7: Amostras controles das DTUs do T.
cruzi (Tcl, amplificagdo dos fragmentos 30, 81 e 264pb, perfil correspondente ao haplogrupo
mitocondrial A; Tcll, fragmentos de 81 e 212pb referentes ao haplogrupo mitocondrial C; Tclll, TclV,
TcV e TcVI amplificagdo dos fragmentos 81 e 294pb, correspondentes ao haplogrupo mitocondrial B);
Canaletas 8 a 29: (DNA das amostras dos pacientes); Canaleta 30: Branco (reagentes sem adicdo de
DNA).

4.2.3 Amplificagdo do espagador intergénico dos genes miniexon (SL-IRac)

A PCR com o marcador SL-IRac foi desenvolvida com o objetivo de diferenciar as
DTU Il e DTU IV do T. cruzi devido a amplificagdo de um fragmento de 200pb
correspondente ao Tclll e ao TclV, além de um fragmento de 150pb relacionado a DTU I e
outro de 157pb correspondendo as DTUs 11, V e VI (BURGOS et al., 2007). Os 35 isolados
caracterizados como DTU Il pelos dois marcadores moleculares rDNA 24Sa ¢ CO II foram
submetidos a PCR com SL-IRac e amplificaram um produto de ~157pb. O isolado 54, que
havia apresentado o perfil de rDNA 1/2 e fragmentos correspondentes ao haplogrupo
mitocondrial A (DTU I), com este marcador amplificou um fragmento de ~150pb sugerindo

que este isolado corresponde a DTU 1 (Figura 5).
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Figura 5 - Gel de poliacrilamida a 6% revelado pela prata representativo da amplificagdo do
espacgador intergénico dos genes de miniexon dos isolados do T. cruzi procedentes de
pacientes na fase cronica da doenca de Chagas. Canaleta 1: PM-peso molecular (Ladder 25
pares de bases-pb); Canaletas 2 a 7: Tcl-VI (amostras controles correspondentes as diferentes
DTUs do T. cruzi); Canaletas 8 a 29: (DNA das amostras dos pacientes); Canaleta 30: Branco
(reagentes sem adicdo de DNA).
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5 Discussao

A hemocultura foi positiva em mais da metade dos pacientes na fase crénica da doenca
de Chagas portadores de diferentes formas clinicas e ndo submetidos ao tratamento especifico.
Este método se mostrou eficaz com a coleta de apenas uma amostra de sangue de cada
paciente e igual ou superior aos dados obtidos por diversos autores (CHIARI & BRENER,
1966; CHIARI & DIAS, 1975; MINTER-GOEDBLOED et al., 1978; CHIARI et al., 1989;
BRONFEN et al., 1989; GALVAO et al., 1993; JUNQUEIRA et al., 1996; GOMES et al.,
1999). Esta positividade pode estar relacionada ao elevado niumero de pacientes com a forma
cardiaca, além de a maioria se encontrar na faixa etaria acima de 50 anos. A positividade se
mostrou mais elevada nos portadores da cardiopatia chagésica crénica nivel 4 (CCC4),
indicando que indices elevados de parasitemia podem estar associados a pacientes com a
forma cardiaca (SCHENONE, 1999). Em individuos com niveis elevados de parasitemia tém
sido descrito que as lesGes do miocardio sdo mais provaveis (COURA, 1975; PIFANO, 1977),
embora esta relagdo com as formas clinicas mais severas da doenca ndo tem sido observada
em outros estudos (CASTRO, 1980; SILVA et al., 1995; CASTRO et al.,, 2005). A
variabilidade na positividade da hemocultura estd diretamente relacionada ao grupo de
pacientes chagasicos crénicos com baixos e persistentes indices da infeccdo pelo T. cruzi
(MINTER-GOEDBLOED, 1975; CHIARI et al., 1989). Positividades mais elevadas tém sido
demonstradas em pacientes sororreativos do estado do Rio Grande do Sul na faixa etéria de 4
a 20 anos quando submetidos a uma hemocultura e em pacientes chagasicos crénicos oriundos
do estado de Minas Gerais (FERNANDES et al., 1999; MEIRA et al., 2002).

Os métodos parasitoldgicos tém mostrado uma grande diversidade nos padrdes de
parasitemia em pacientes na fase crénica da doenca Chagas. Além disso, devemos salientar
que as formas clinicas da doenca e a morbi-mortalidade podem variar consideravelmente em
relacdo a area endémica, a intensidade da infeccédo e a resposta imune dos pacientes (COURA,
2007). Outro fator envolvido é a idade do paciente, que aparentemente pode afetar a
positividade das hemoculturas. Dados na literatura relatam que a progressdo mais intensa na
doenca de Chagas pode ser resultado de possiveis modificacbes na resposta do sistema
imunolégico do paciente durante o curso da infec¢do pelo T. cruzi (BORGES-PEREIRA et
al., 1985; CHIARI & GALVAO, 1997). Observamos uma relacdo direta entre o nimero de
hemoculturas positivas e a faixa etaria, com elevada positividade a partir dos 50 anos de
idade, corroborando com os dados que mostraram a influéncia da idade no grau de
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parasitemia dos pacientes (SILVA et al., 1995; CASTRO et al., 1999) e divergem daqueles
que relataram declinio no ndmero de formas tripomastigotas do parasito circulantes em
relacdo a idade (CASTRO et al., 2005).

A parasitemia dos pacientes também pode ser avaliada pelo nimero de tubos positivos
na hemocultura mostrando que eles podem ser classificados como, baixa, média e elevada
parasitemia (CASTRO, 2002). Nossos resultados mostraram que 56,0% dos pacientes
positivaram um ou dois tubos na hemocultura, enquanto 20,0% tiveram trés a quatro tubos
positivos e 24,0% deles cinco a sete, indicando que a maioria dos pacientes apresenta baixa
parasitemia, como demonstrado por Castro et al. (2002). Em um grupo de pacientes na faixa
etaria de 4 a 20 anos 0 nimero de tubos positivos por paciente variou de um a seis e a maioria
das hemoculturas foram positivas em 60 dias (FERNANDES et al., 1999). Esses achados
reforcam a utilizacdo deste pardmetro para a avaliacdo da parasitemia nos pacientes
chagasicos cronicos sugerindo que mesmo com a realizagdo de uma Unica hemocultura o
namero de tubos positivos pode ser um forte indicador da parasitemia.

Outro parametro a ser considerado € a positividade em relacdo ao periodo de exame das
hemoculturas, independente da forma clinica do paciente, a maioria foi positiva entre 30-60
dias. Em relagdo aos portadores da forma indeterminada a positividade foi comprovada aos 30
e 90 dias, e em pacientes com a forma cardiaca a positividade ocorreu entre 30-45 dias. A
positividade da hemocultura na maioria dos pacientes chagasicos cronicos foi demonstrada
entre 30-60 dias (FERNANDES et al., 1999; CASTRO, 2002) e divergente de outros autores
gue encontraram elevada positividade dos pacientes entre 60-120 dias (MORA, 1996). Apesar
de ndo ter sido elevada, observamos hemoculturas positivas ap6s o periodo de 120 dias. Este
tempo prolongado pode estar relacionado a escassa parasitemia dos pacientes e a capacidade
de adaptacdo do parasito e, podera ocorrer um aumento da positividade do método com a
manutencao entre 120-150 dias (GALVAO, 1990; CASTRO, 2002).

A importancia da manutencdo da hemocultura por até seis meses tem sido relatada
devido ao aumento da positividade em ate trés vezes quando comparado as hemoculturas
mantidas por 60 dias. A proporcao de positividade das hemoculturas pode estar relacionada a
producdo in vitro de formas amastigotas ndo moveis, durante periodos prolongados, até a
deteccdo de formas mdveis, pois, em pequena quantidade essas amastigotas podem passar
despercebidas (BRENER & CHIARI, 1965; MINTER-GOEDBLOED, 1978). As diferencas

nas formas do parasito presente na hemocultura podem estar diretamente relacionadas as
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caracteristicas das cepas, em hemoculturas de alguns pacientes podem ser visualizadas
amastigotas ndo mdveis por um periodo mais longo, outras podem apresentar formas
epimastigotas ou formas com padréo intermediario (BRENER & CHIARI, 1965).

A variabilidade na positividade da hemocultura relatada ao longo dos anos pode ser
explicada por vérios fatores tais como, o aumento do volume de sangue coletado que
possibilita a obtencdo de formas integras do parasito, manutencdo das amostras em banho de
gelo ou a 4°C logo apds a coleta, remocdo imediata do plasma, a rapidez no processamento
das amostras (CHIARI & BRENER, 1966; CHIARI et al., 1989; GALVAO et al., 1993), a
qualidade dos meios de cultura e a execucio do método corretamente (MOURAO & CHIARI,
1975). Apesar de pouco citado na literatura outro fator extremamente importante a ser
considerado é a experiéncia técnica ao examinar a hemocultura, pois, o T. cruzi pode crescer
de diferentes formas, com a formacdo de grumos ou rosaceas ou formas arredondadas
(MINTER-GOEDBLOED, 1978; BRENER & CHIARI, 1965).

O KDNA do T. cruzi foi detectado pela PCR em praticamente todos pacientes
chagasicos crénicos e a expressiva positividade provavelmente esta relacionada a baixa
imunidade dos pacientes acima de 50 anos de idade (GINALDI et al., 1999; PRELOG, 2006;
WENG et al., 2006; GRAHAM, et al., 2006). A positividade da PCR no sangue de pacientes
chagasicos na fase cronica é bastante variavel 45-100%, (AVILA et al., 1993; JUNQUEIRA
et al., 1996; GOMES et al., 1998; LAGES-SILVA et al., 2001; CASTRO et al., 2002;
MEIRA et al., 2002; MARCON et al., 2002; MEIRA et al., 2004) e, independente do
protocolo empregado, é superior aquela obtida com os métodos de hemocultura e/ou
xenodiagndstico, quando realizados conjuntamente, sendo atualmente indicada como a técnica
que pode substitui-los. As diferencas nesta variabilidade podem ser explicadas por niveis de
parasitemia varidveis em individuos infectados vivendo em diferentes areas endémicas e
também estar relacionadas com a complexidade do ciclo biolégico do T. cruzi. Por exemplo,
0s pacientes chagasicos que vivem em Virgem da Lapa, Minas Gerais, apresentaram elevados
niveis de parasitemia baseados em Xxenodiagnosticos positivos quando comparados com
individuos de outras &reas (BORGES-PEREIRA et al., 1996). A presenca do T. cruzi na
circulacdo periférica no determinado momento da coleta de sangue depende do ciclo de vida
do parasito assim como, sobre o equilibrio imunologico entre parasito e hospedeiro
(CASTRO & PRATA, 2000) e, o tempo decorrido entre a coleta do sangue e 0 processamento
da amostra (CHIARI et al., 1989; GALVAO, 1990). O volume de sangue (5mL) coletado

35



neste trabalho parece ndo influenciar na positividade da PCR, amostras com 0 mesmo volume
sangue obtidas de pacientes chagasicos procedentes do tridngulo mineiro foram submetidas a
PCR e relatada elevada positividade (LAGES-SILVA et al., 2001). Outra hipotese seria a
possibilidade da infeccdo com o Trypanosoma rangeli, mas foi excluida uma vez que a
infecgdo por este protozoario foi descrita somente em animais no estado de Minas Gerais
(RAMIREZ et al., 2002).

Os estudos realizados em diferentes areas endémicas tém sugerido que a diferenca
genética entre as cepas do parasito pode influenciar a parasitemia no paciente e a positividade
da PCR (BRITTO, 2009). Esta positividade pode ainda estar relacionada ao nimero transiente
de formas do parasito circulantes no momento da coleta do sangue, as condi¢Oes adequadas de
conservacao das amostras, os procedimentos de extracdo do DNA, alvos de amplificacdo, uso
do mesmo termociclador, a capacidade de detectar minimas quantidades do DNA do parasito,
(GOMES et al., 1998; CASTRO et al., 2002; SCHIJMAN et al., 2011).

A PCR é mais vantajosa que a hemocultura, pois requer a coleta de pequeno volume de
sangue, o tempo de processamento mais curto, além de permitir a analise de diversas amostras
ao mesmo tempo (CHIARAMONTE et al., 1999). No entanto, ndo ¢ possivel usar a PCR para
isolar o T. cruzi para posterior estudos bioldgicos, bioquimicos e/ou moleculares de
populacbes deste protozoario. Neste sentido a hemocultura é um método mais eficiente,
especialmente se repetida, para o isolamento e amplificacdo do parasito em meio de cultura
LIT (CASTRO et al., 2002).

Diferentes padrdes na intensidade dos fragmentos amplificados pela PCR na regido de
330pb foram observados confirmando dados na literatura, mas ndo tem sido descrita
correlacdo com o nimero de tripomastigotas no sangue coletado (MOSER et al., 1989;
AVILA et al., 1993; CASTRO et al., 2002). Dentro deste contexto, avaliamos dois métodos
de extracdo de DNA com o objetivo de aumentar a positividade da PCR, e observamos
divergéncias entre eles, a extracdo do DNA usando fenol-cloroférmio apresentou resultados
superiores a do kit comercial Qiagen. Entretanto, nossos achados diferiram dos obtidos por
Schijman et al. (2011) que relataram um melhor desempenho do kit comercial ao padronizar a
técnica de PCR entre diferentes laboratorios. Por outro lado, Ramirez et al. (2009) ao
comparar a extracdo por fenol-cloroférmio e por um kit comercial demonstraram maior
eficacia pelo primeiro método e relataram que a concentracdo de DNA obtida por fenol-

cloroférmio foi superior a obtida usando o kit. Moreira et al. (2013) ao comparar 0S mesmos
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métodos de extracdo de DNA empregados em nosso trabalho demonstram que o fenol-
cloroférmio resultou na recuperacdo de maiores quantidades de DNA.

Devido as caracteristicas da doenca de Chagas na fase cronica, a hemocultura e PCR
dificilmente alcancardo uma elevada sensibilidade, pois estdo sob a influéncia de varios
fatores intrinsecos dos hospedeiros vertebrados e a heterogeneidade das populagdes do
parasito que circulam nas diferentes regides endémicas. Com base nisto, a adequagao da PCR
para fins diagnosticos na rotina de laboratério € importante na detec¢do da infeccdo em
pacientes com baixos indices de parasitemia ou ainda naqueles com sorologia inconclusiva
(CASTRO et al., 2002; LAGES-SILVA et al., 2006) e, dados recentes demonstraram a
padronizacdo e validacdo desta reacdo no diagndstico da doenca de Chagas cronica
(SCHIJMAN et al., 2011).

O aumento da positividade dos métodos de diagndstico parasitologico do T. cruzi em
pacientes chagéasicos crbnicos tem sido relatado quando comparados a hemocultura e o
xenodiagndstico (CHIARI & BRENER, 1966; CHIARI et al., 1989; BRONFEN et al., 1989;
PEREIRA et al., 1989; JUNQUEIRA et al., 1996). Nossos achados demonstraram que a
associacdo da hemocultura e a PCR possibilitou a deteccdo do T. cruzi em praticamente todos
0s pacientes chagasicos cronicos, reforcando que a associacdo aumenta a chance de
comprovar o parasito e/ou seus fragmentos genémicos, no diagnostico da doenca de Chagas
cronica e corroborando dados previamente descritos (LAGES-SILVA et al., 2001; CASTRO
et al., 2002).

A variabilidade genética de 36 isolados do T. cruzi obtidos de pacientes na fase cronica
da doenca de Chagas, sem tratamento prévio e portadores de formas clinicas bem
caracterizadas foram analisados por trés marcadores genéticos. O perfil genético da maioria
dos isolados esta associado a DTU Il que tem sido relatada como a causa primaria da doenca
de Chagas aguda e crbnica severa nas regides central e da mata atlantica do Brasil. A
distribuicdo geogréfica do Tcll esté relacionada a manifestacdes cardiacas com concomitantes
registros de megaesofago e megacolon. Esta DTU tem sido frequentemente isolada no ciclo
domiciliar de transmissdo e é agente etioldgico na regido do Cone Sul da América do Sul
onde o T. infestans € o principal vetor doméstico, entretanto a verdadeira dimensdo geogréafica
desta DTU nao é amplamente conhecida (MILES et al., 2009; ZINGALES et al., 2012).

O entendimento da estrutura populacional do T. cruzi é fundamental devido aos elos

entre os ciclos de transmissdo do parasito e doenca. A DTU | é a mais abundante e
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amplamente dispersa nas Américas encontrada em triatomineos e humanos (ZINGALES et
al., 2012) e, em geral esté associada ao ciclo silvestre de transmissdo e mamiferos arbéreos. A
sua distribuicdo é ao norte da bacia Amazonica enquanto a DTU Il estad associada ao ciclo
doméstico e ao nicho terrestre (FERNANDES et al., 1998; ZINGALES et al., 1998; YEO et
al., 2005; STURM & CAMPBELL, 2010) e aos triatomineos vetores associados (GAUNT &
MILES, 2000) no Brasil e em outros paises sul-americanos. A complexidade dos ciclos de
transmissdo do T. cruzi é bastante elevada e ainda nao estd bem compreendida. Na Bolivia, o
megacolon esta associado predominantemente com a DTU V e, em escala menor com DTU I
(VIRREIRA et al., 2006). Estudos brasileiros tém revelado a presenca de Tcl-VI com
prevaléncia das DTUs I, Ill e IV no Norte e Leste da Amazonia (COURA et al., 2002). No
sudeste do Brasil, as formas clinicas cardiaca, digestiva com megacdlon e megaesofago da
doenca de Chagas sdo associados ao T. cruzi Il (LAGES-SILVA et al., 2006).

Nossos achados estdo de acordo com os da literatura que associa o Tcll a infeccdo
humana na &rea endémica do estado de Minas Gerais (FREITAS et al., 2005; LAGES-SILVA
et al., 2006; D’AVILA et al., 2009). A predominancia do Tcll no coracéo, eséfago e colon foi
demonstrada com a utilizacdo de uma hemi-nested PCR em tempo real diretamente em tecidos
de pacientes chagéasicos de Minas Gerais (FREITAS et al., 2005). No presente estudo, ndo
observamos associacdo entre as formas clinicas indeterminada e cardiaca com os fatores
genéticos do parasito, corroborando com autores que utilizando os marcadores LSSP-PCR e
rDNA 24So demonstraram a DTU Il em todos os isolados dos pacientes com as formas
indeterminada, cardiaca, digestiva e mistas, naturais do sudeste de Minas Gerais (LAGES-
SILVA et al., 2006). A avaliacdo de 102 amostras do T. cruzi isoladas de 44 pacientes com as
formas indeterminada e cardiaca da doenca de Chagas, oriundos de Minas Gerais e Goias,
utilizando os marcadores moleculares, 24Sa, CO II, SL-IR e andlise do polimorfismo de
microssatélites evidenciou a DTU Il praticamente em todos os isolados sem associa¢do com
forma clinica (D’AVILA et al., 2009). Uma elevada frequéncia de Tcll foi demonstrada
usando os mesmos marcadores em 50% de triatomineos e 91,7% dos isolados de individuos
sororreativos no semiéarido do Rio Grande do Norte (CAMARA et al., 2010). Estudos
taxondmicos tém como alvo identificar ligagdes entre as DTUs infectantes e as manifestagdes
clinicas da doenca, mas nenhuma evidéncia de associacdo tem sido comprovada até o

presente. A pesquisa por associa¢fes podera conduzir o critério final para a definicdo do
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namero clinicamente significativo de subdivisdes bioldgicas dentro desta espécie
(ZINGALES et al., 2012).

Neste trabalho, um isolado obtido de um paciente com a forma clinica indeterminada foi
associado a DTU 11l ou V pelo marcador rDNA 24sa ¢ DTU | por CO Il, ndo havendo um
consenso, mas com a tipagem dos genes SL-IRac foi confirmado que corresponde a DTU I.
As metodologias aplicadas na caracterizacdo genética de isolados de diferentes formas
clinicas podem constituir um fator limitante e a tipagem das populagdes do T. cruzi baseadas
na analise de um dnico marcador se mostra insuficiente, levando a interpretacdes erréneas
(BRISSE et al., 2001). Nossos resultados demonstraram que mesmo a utilizagdo de dois
marcadores moleculares podem n&o ser suficiente, e corroboram com outros autores que
também relataram essa ineficiéncia (D’AVILA et al., 2009; CAMARA et al., 2010). Camara
et al. (2010) demonstraram isolados correspondentes ao Tcl pela amplificacdo do dominio D7
do gene 24So do DNA ribosomal (rDNA 24Sa). Com a utilizacdo de CO Il e SL-IRac estes
isolados foram confirmados como Tclll. Ao analisar os fragmentos encontrados pelo rDNA
24Sa, vale ressaltar que os alelos rDNA 1 e 2 em um mesmo isolado ndo permite diferenciar
com seguranca se a amostra contém mais de uma populacdo do parasito ou se corresponde a
uma cepa hibrida (D’AVILA, 2008). A utilizagdo do marcador molecular CO 1l permite
distinguir a DTU 1 (haplogrupo A) e DTU II (haplogrupo C), todavia, esse marcador agrupa
as demais DTUs em um mesmo haplogrupo (B) impossibilitando a classificacdo (FREITAS et
al., 2006). O SL-IRac foi desenvolvido com o objetivo de diferenciar as DTU 11l e IV da
DTU I e das DTUs Il, V e VI, inviabilizando o uso desse marcador isoladamente (BURGOS
et al., 2007). Com isso, a associacdo de pelo menos trés marcadores genéticos que apresentem
diferentes taxas evolutivas podera garantir a correta tipagem dos isolados do parasito. Dados
recentes relataram a DTU | em paciente portador da forma clinica indeterminada procedente
do municipio de Januaria, MG (ABOLIS et al., 2011).

Desta forma apesar de pouco relatado, o Tcl foi isolado em um dos nossos pacientes,
esta DTU se distribui nas Americas e é associada a infeccdo humana na Amazonia, na regiao
Andina, América Central, México e area endémica do sudeste e no nordeste do Brasil
(BOSSENO et al., 2002; MONTILLA et al., 2002; ANEZ et al., 2004; HIGO et al., 2004;
SANCHEZ-GUILLEN et al., 2006; CAMARA et al., 2010). Casos agudos graves da doenca
de Chagas tém sido descritos na regido Amazonica e a maioria deles por Tcl (COURA, 2007).
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As manifestagdes clinicas do Tcl incluem cardiomiopatia chagésica e casos severos em
individuos imunocomprometidos (ZINGALES et al., 2012).

A caracterizacdo de isolados do T. cruzi usando marcadores moleculares tém mostrado
que os gendtipos envolvidos na infeccdo humana na Colémbia e na Venezuela sdo diferentes
dos encontrados no ciclo silvestre (GUHL & RAMIREZ, 2011). A associagdo do Tcl tanto no
ciclo silvestre quanto no doméstico na Venezuela pode estar ligada a re-invasdo dos
triatomineos, devido a populacdo utilizar folhas de palmeiras na cobertura de telhados
(MILES et al., 2009). Esta DTU foi identificada em 12 pacientes na fase aguda da infeccéo
chagésica procedentes da mesma area rural de Montalvania, MG (LUQUETTI et al., 1986).
Embora a presenca da DTU | em pacientes chagasicos cronicos seja rara no Brasil, existem
evidéncias da sua presenca em portadores de cardiopatia chagéasica crénica (ZINGALES et
al., 1998; TEIXEIRA et al., 2006; SANCHEZ-GUILLEN et al., 2006; HERRERA et al.,
2007; MARCILI et al., 2009b; CURA et al., 2012). A morte de pacientes chagasicos com
populagdes do parasito isoladas e caracterizadas como DTU | tem sido relatada em regides da
Venezuela e Brasil, onde casos associados a DTU |1 sdo raros. Esses estudos indicam que a
patogenia da doenca também é uma propriedade inerente das cepas DTU | (STURM &
CAMPBELL, 2010). Esses dados enfatizam que os aspectos epidemioldgicos do Tcl devem
ser melhor estudados no Brasil. A diversidade regional da doenga de Chagas, a gravidade da
doenca e a natureza da infec¢do crbnica tem sido atribuida a um conjunto de interacGes
complexas entre a composicdo genética do parasito, a imunogenética do hospedeiro e o0s
fatores ambientais (CAMPBELL et al., 2004; MACEDO et al., 2004).

Nossos dados demonstraram que a hemocultura e a PCR foram eficientes com a coleta
de apenas uma amostra de sangue e, quando sdo associados aumentam significativamente a
sensibilidade no diagnéstico da doenca de Chagas crénica. A PCR se mostrou superior na
deteccdo do parasito, contudo, ndo € possivel utiliza-la no isolamento de amostras do T. cruzi,
salientando a importancia da hemocultura para os estudos bioldgicos, bioquimicos e de
variabilidade genética das populagdes do parasito. O perfil genético dos isolados do parasito

ndo permitiu estabelecer associacdo com as formas clinicas dos pacientes chagésicos.
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6 Conclusoes

+ A PCR foi mais eficaz que a hemocultura confirmando a infeccdo pelo Trypanosoma

cruzi em pacientes chagasicos cronicos.

+ A positividade da hemocultura foi mais expressiva nos pacientes de faixa etaria a

partir dos 50 anos e ndo houve relacdo com a forma clinica;

+ A positividade mais elevada da hemocultura ocorreu aos 30 e 45 dias nos pacientes
portadores da forma cardiaca e aos 90 dias para a maioria daqueles com a forma

indeterminada;

+ A positividade de um tubo de hemocultura por paciente foi detectada na maioria dos

pacientes chagasicos independente da forma clinica que é portador;

+ A expressiva positividade da PCR parece estar relacionada ao elevado ndmero de
pacientes com a forma cardiaca, sugerindo que a parasitemia pode estar mais elevada

nos portadores dessa forma clinica;

+ A caracterizacdo genética dos isolados do Trypanosoma cruzi demonstrou que a
maioria das populacdes esta relacionada ao rDNA tipo 1 e haplogrupo mitocondrial C,
associada ao Tcll. Apenas uma amostra de paciente com a forma indeterminada foi

correspondente a DTU I;

+ O perfil genético dos isolados do Trypanosoma cruzi ndo demonstrou associagdo com

as formas clinicas dos pacientes chagasicos.
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8 Anexo

8.1 Carta de aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da UFMG

8.2 Carta de aprovagao do Hospital das Clinicas da UFMG

8.3 Termo de consentimento livre e esclarecido submetido aos pacientes

participantes do estudo

8.4 Protocolo de hemoculturas dos pacientes portadores das formas clinicas
indeterminada e cardiaca, representando niveis diferentes parasitemia e quadros
demonstrando a positividade em relagdo ao nimero de tubos e ao periodo de

exame
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Universidade Federal de Minas Gerais
Hospital das Clinicas

Diretoria de Ensino, Pesquisa e Extensao

| Hospital das Clinicas
| yriversciade Federol de Minas Gerais

Belo Horizonte, 28 de margo de 2012.

PROCESSO: N° 012/12 «CARACTERIZACAO MOLECULAR DE AMOSTRAS
DO TRYPANOSOMA CRUZI RECEM ISOLADAS DE PACIENTES
CHAGASICOS CRONICOS PORTADORES DE DIERENTES FORMAS
CLINICAS” ‘

SR(A) PESQUISADOR(A):

Reportando-nos ao projeto de pesquisa acima referenciado, considerando sua
concordancia com o parecer da Comissao de Avaliagao Econémico-financeira de
Projetos de Pesquisa do HC e a aprovagao pelo COEP/UFMG em 08/02/2012,
esta Diretoria aprova seu desenvolvimento no ambito institucional. Solicitamos

enviar & DEPE relatério parcial ou final, apo6s um ano.

Atenciosamente,

Ao Sr.

Prof. Egler Chiari

Dpto. Parasitologia

Instituto de Ciéncias Biologicas- UFMG

CGC: 17.217.985/0034-72 - Av. Prof. Alfredo Balena, 110 - 1° andar
Bairro Santa Efigénia— CEP 30130-100 - Belo Horizonte - MG
Telefone: (31) 3409-9379 - 3409-9375 - FAX: (31) 3409-9380 - depe@ he.ufing.br




Universidade Federal de Minas Gerais

Hospital das Clinicas

Parecer da Unidade Funcional de Clinica Médica -

Comissdo de analise de Projetos de Pesquisa, Ensino,

Extensao e Especializacao

Nome do Projeto: CARACTERIZAGCAO MOLECULAR DE AMOSTRAS DO Trypanosoma cruzi
RECEM-ISOLADAS DE PACIENTES CHAGASICOS CRONICOS PORTADORES DE DIFERENTES FORMAS
CLINICAS.

Local: Unidade Funcional Clinica Médica — Servigo Especial de Diagnéstico e Tratamento
de DIP- Doengas Infecciosas e Parasitarias — Ambulatorio Orestes Diniz - Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais.

Autores: Egler Chiari e colaboradores.

Descricdo breve do projeto: O projeto tem como objetivo avaliar o perfil genético de
populagdes do Trypanosoma cruzi isoladas de pacientes chagasicos cronicos portadores
da forma indeterminada e cardiaca. Os resultados dos: testes genéticos serdo
confrontados com os dados clinicos dos hospedeiros. Os-sujeitos incluidos terao 02
amostras de sangue coletadas (5ml e 30ml) para realizagdo de PCR e hemocultura em
laboratorio do Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB-UFMG). A coleta de sangue sera
realizada na sala de procedimentos do proprio ambulatério CTR-Orestes Diniz por
profissional habilitado. Os recursos financeiros necessarios para custear os
procedimentos serdo obtidos junto a agéncias de fomento de pesquisa.
Sugestoes/esclarecimentos: Trata-se de projeto exequivel e meritério ndo implicando
em despesas extras para instituicao.

Conclusao:

Aprovado sem ressalvas (X). Podera ser iniciado imediatamente.

2. Aprovado com ressalvas (). Podera ser iniciado, mas os esclarecimentos deverao

ser encaminhados para UFCLM, no maximo em uma semana para aprovagao definitiva,
sob pena de ndo aprovagéo.

3. Né&o aprovado (). Necessita de iﬁcatmgn igijjs:aytes dé"gmggﬁﬁ%m
/5/m6 (& o 22 :

Gerente da Unidade Funcionat
Clinica Médica - HC/UFMG

/ Fernando Silva Neves
Coordenacao do Servico Espec;a/lde Diagnoéstico e Tratame ye P ;gHi tria
A

/ M ‘ 6 /ﬁ L '%:% Siqueira Castro
(e} 2 ¥ . X CRM: 1
LA Gerente ca Unidage i

\ n ‘ T Funcionat
Vera Luci4 de Aratjo Nogueira Lima Clinica Médica - HC/Upma
Coordenagao de enfermagem do Servigo Especial de Diagnéstico e Tratamento de
‘ rma\tologliz A }osf' slZobjen‘a Siqueira Castro
QY v Yl N\ Gerente o iOX CRY: 11260

- Elinica m g:‘r’d’."ﬁ Funcfonal
José Roberto Siqueira Castro — Geréncia da Unidade Funcional Clinica Médica " "¢/Vus
Belo Horizonte, 30 de janeiro de 2012.




TERMO DE CONSENTIMENTO

Fui convidado a participar do estudo que tem o titulo “Caracterizagio molecular de
amostras do Irypanosoma cruzi isoladas de pacientes chagasicos cronicos portadores de
diferentes formas clinicas” que tem como objetivo avaliar se existe relagio entre as
caracteristicas do parasito e os grupos de pacientes chagasicos sem evidéncias de
comprometimento cardiaco (forma indeterminada) ou com alteracdo cardiaca. Recebi
informagdes que os dados obtidos poderio contribuir para o melhor entendimento da possivel
relagdo das caracteristicas do parasito € do humano.

Fui informado (a) que, para realizar este projeto, serda utlmlkm;lilizado, apenas sangue
de pacientes com a doenga de Chagas e que a pesquisa sera realizada em laboratorio, sem a
participa¢do direta dos pacientes envolvidos.

A minha participagio sera voluntaria e esta relacionada somente a doagdo de amostras
de sangue. Estou consciente de que a minha participagido como voluntario (a) ndo me dara
qualquer beneficio ou-privilégio, seja financeiro ou no tratamento (se for o caso). Concordo
em ceder uma amostra de sangue (35mL), que sera colhida em tubos estéreis a vacuo com
apenas um Gnico acesso ao vaso sanguineo, para a realizagio do trabalho de pesquisa. Fui
informado (a) sobre os possiveis riscos associados com a coleta de sangue, como, a formagio
de um pequeno hematoma no local da coleta de sangue, por meio de tubos a vacuo, que este
acontecimento é pouco frequente e ndo trara problemas clinicos importantes.

Fu informado (2) ainda que, ndo devo esperar resultados imediatos e nem pessoais e,
que a qualquer momento poderei desistir de participar do projeto de pesquisa por qualquer
motivo, sem que isto acarrete prejuizo ao prosseguimento de meu acompanhamento médico.

Em caso de qualquer davida, sei que poderei consultar o Comité de Etica da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG) ou aos pesquisadores no projeto referidos abaixo:

Prof. Dr. Manoel Otavio Costa Rocha Telefone: 9977-6773
Prof. Dr. Egler Chiari Telefone: 3409-2847
Profa. Dra. Licia Maria da Cunha Galviao Telefone: 3409-2968
Fabiana Caroline Zempulski Volpato Telefone: 9392-3781

Comité de Etica da UFMG- Av. Pres. Antonio Carolos, 6627 — Unidade Administrativa II —
2° andar — Sala 2005 — Cep: 31270-901 BH — MG — e-mail: coep@prpg.ufmg.br Telefone:
3409-4592 :

Belo Horizonte, de de 20

Assinatura do voluntario

Prof. Dr. Egler Chiari

Fabiana Volpato




Hemocul

N° do Prontuério:

Nome do Paciente: H.J.P.

Sexo: Masculino

Idade/DN: 15/05/1953
Indeterminada

Forma da Clinica:

Naturalidade: Prosperi - MG

N° Amostra:009

Periodo do Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo 6
exame (dias) SB 1 2 3 4 5
30 dias Neg. |Neg. |Neg. |Neg. |Neg. |Neg. |Neg.
45 dias Neg. |Neg. |Neg. |Neg. |Neg. |Neg. | Neg.
60 dias Neg. |[Neg. |Neg. |[Neg. |Neg. |Neg. |Neg.
90 dias Neg. |[Neg. |Neg. |[Neg. |Neg. |Pos. |Neg.
120 dias Neg. Neg. |Neg. |[Neg. |Neg. Neg.
Neg. = Negativo

Pos. = Positivo




Hemocultura

N° do Prontuério:

Nome do Paciente: A.S.S.C

Sexo: Feminino

Idade/DN: 15/08/1965
Forma da Clinica: Cardiopatia Chagéasica Cronica 4

N° Amostra: 016

Naturalidade: Francisco Sa - MG

Periodo do Tubo | Tubo | Tubo | Tubo 3 | Tubo | Tubo | Tubo
exame (dias) SB 1 2 4 5 6
30 dias Neg. Neg. |Neg. |Neg. |Neg. |Neg. |Neg.
45 dias Neg. Neg. |Neg. |Neg. Nég. Neg. | Neg.
60 dias Neg. |Neg. |Neg. |Neg. |Neg. |Pos. |Neg.
90 dias Neg. |[Neg. [Neg. |{Neg. |Neg. Neg.
120 dias Neg. Neg. |Neg. |Neg. |Neg. Neg.
Neg. = Negativo

Pos. = Positivo




Hemocultura

N° do Prontuério: I N° Amostra: 017 l

Nome do Paciente: M.A.C.
Sexo: Feminino

Idade/DN: 03/08/1953 Naturalidade: Virgem da Lapa - MG
Forma da Clinica: Cardiopatia Chagéasica Crénica 1

Periodo do Tubo | Tubo | Tubo | Tubo 3 | Tubo | Tubo | Tubo
exame (dias) SB 1 2 4 5 6
30 dias Neg. Pos. |Pos. |Neg. |Pos. |Pos. |Neg
45 dias Neg. Neg. Neg.
60 dias Neg. Neg. Pos.
90 dias Neg. Neg.
120 dias Neg. Neg.
Neg. = Negativo

Pos. = Positivo




Hemocultura

N° do Prontudrio: | | N° Amostra: 046 |

Nome do Paciente: F.S.S.
Sexo: Masculino

Idade/DN: 20/08/1950 Naturalidade: Minas Novas - MG
Forma da Clinica: Cardiopatia Chagéasica Cronica 5

Periodo do Tubo | Tubo | Tubo | Tubo 3 | Tubo | Tubo | Tubo
exame (dias) SB 1 2 4 5 6

30 dias Neg. |Neg. |Neg. |Neg. |Neg |Neg |Neg.

45 dias Neg. Neg. |Neg. |Pos. Neg. |Neg. |Neg.

60 dias Neg. Neg. | Neg. Neg. |Pos. |Pos.
90 dias Neg. Neg. | Neg. Neg.
120 dias Pos. Neg. | Neg. Neg.

Neg. = Negativo

Pos. = Positivo




emocultura

N° do Prontuario: | N° Amostra: 048

; Nome do Paciente: F.A.P.
i Sexo: Feminino

Idade/DN: 20/11/1973 Naturalidade: Gorotuba - MG
Forma da Clinica: Indeterminada

Periodo do Tubo | Tubo | Tubo | Tubo 3 | Tubo | Tubo | Tubo
exame (dias) SB 1 2 4 5 6
30 dias Pos. Neg. |Pos. |Pos. Pos. |Neg. |Neg.
45 dias Pos. Pos. | Pos.
60 dias
90 dias
120 dias
Neg. = Negativo

Pos. = Positivo




Hemocultura

N° do Prontudrio:

Nome do Paciente: M.R.C.

Sexo: Feminino

Idade/DN: 10/09/1958
Forma da Clinica: Cardiopatia Chagéasica Cronica 4

|Tl°Amostra: 085

]

Naturalidade: Itapanhoacanga - MG

Periodo do Tubo | Tubo | Tubo | Tubo 3 | Tubo | Tubo | Tubo

exame (dias) SB 1 2 4 5 6
30 dias Neg Neg |Neg |Neg Neg |Neg |Neg
45 dias Pos. Neg |[Neg |Neg Neg |Neg |Neg
60 dias Neg |Neg |Neg Neg |Neg |Neg
90 dias Neg |Pos. |Pos. Pos. |Pos. |Pos.
120 dias Neg

Neg. = Negativo

Pos. = Positivo




Hemocultura

N° do Prontuario:

Nome do Paciente: M.H.M.N.

Sexo: Feminino
Idade/DN: 08/10/1941

N° Amostra: 067

Naturalidade: Gorotuba - MG

Forma da Clinica: Indeterminada

Periodo do Tubo |Tubo1 | Tubo2 | Tubo3 | Tubo 4 | Tubo 5
exame (dias) SB
30 dias Neg. Neg. |Neg. |Neg. Neg. Neg.
45 dias Neg. Neg. |Neg. |Neg. Neg. Neg.
60 dias Neg. Pos. Pos. Neg. Neg. Neg.
90 dias Neg. Neg. Neg. | Neg.
120 dias Neg. Neg. Neg. Neg.
Neg. = Negativo

Pos. = Positivo




