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RESUMO

A doenca de Chagas ainda é responsdavel por altos indices de mortalidade e morbidade na América
Latina. O Trypanosoma cruzi, seu agente etioldégico é uma espécie muito polimérfica tendo sido
recentemente classificada em seis linhagens ou DTUS principais (Tcl-Vl). Os aspectos
epidemioldgicos associados aos diferentes DTUs ainda ndo estdo bem definidos, mas ja ha
evidéncias de associacdo com a distribuicao geografica, ciclos de transmissdo e aspectos clinicos da
doenca. Todavia, mais de um século apds a descoberta da doenga de Chagas, muitas questdes ainda
precisam ser esclarecidas acerca de sua patogénese, diagndstico e tratamento. Os esfor¢os do
nosso grupo de pesquisa tém sido focados no desenvolvimento de metodologias para a
caracterizacdo do T. cruzi e sua aplicacdo no estudo da epidemiologia molecular da doenca de
Chagas. Ha alguns anos o grupo propos o Modelo Histotrépico Clonal da doenc¢a de Chagas como
uma tentativa para explicar a dificuldade de se demonstrar estreita correlacdo entre aspectos
genéticos do parasito e caracteristicas clinicas dos pacientes. Trés aspectos constituem a base desse
modelo: populagdes naturais de T. cruzi sdo multiclonais; clones distintos do parasito possuem
tropismo tecidual diferencial; e métodos convencionais de analise implicam no crescimento in vitro
das populagdes isoladas de parasitos, o que tende a favorecer o crescimento de alguns individuos.
Neste trabalho procuramos desenvolver ou aperfeicoar procedimentos moleculares que nos
permitissem elucidar a complexidade de populagdes de T. cruzi tanto in vitro quanto aquelas
presentes diretamente em tecidos de pacientes portadores da cardiopatia chagdsica crénica grave.
Para dissecar a complexidade de isolados de T. cruzi, nés adaptamos uma metodologia
originalmente descrita para estudos genéticos de espermatozoides individuais, para separar e
caracterizar células Unicas dos parasitos. Esta abordagem permitiu-nos identificar completamente a
complexidade de trés isolados naturais de T. cruzi e estimar a contribuicdo relativa de cada
subpopulagdo. Por exemplo, foi possivel pela primeira vez identificar e quantificar a presenga de
clones similares a Be-62 dentro da Be-78, ambas isoladas da Berenice, primeira paciente de Carlos
Chagas, portadora do “mal de Chagas”. Ademais, essa metodologia permitiu resolver de uma vez
por todas as controvérsias sobre a questdao de multiclonalidade X aneuplodia para populacdes de T.
cruzi. Outro aspecto investigado foi a forma de reprodugdo do T. cruzi. Devido a escassez de
evidéncias da sexualidade em T. cruzi, tem sido amplamente aceito que a reproducdo do parasita é
essencialmente clonal, com recombinacdo genética pouco frequente. Baseado em marcadores
nucleares e mitocondriais e parametros de genética populacional, analisamos, em um trabalho
colaborativo com dois outros alunos de doutorado dos programas de pods-graduacdao em
Bioinformatica e Parasitologia, dois grupos de isolados de T. cruzi: um proveniente diferentes
regides da América Latina e outros obtidos exclusivamente de pacientes do Estado de Minas Gerais.
Nossos resultados, ao contrario daqueles majoritariamente encontrados na literatura, nao
suportam uma estrutura de populacdo essencialmente clonal para T. cruzi, ao menos para Tcll
coexistindo em uma mesma darea geografica, sugerindo que as trocas genéticas entre cepas
estreitamente relacionadas geograficamente sdao mais frequentes do que inicialmente esperado.
Quanto ao varidvel curso clinico da doenga de Chagas, o envolvimento cardiaco é a manifestacdo
mais grave e em geral a mais frequente. O transplante de coracdo (HTx) é uma das poucas
alternativas para fase final da doenca de Chagas cronica cardiaca (DCC), ainda assim a reativagdo da
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infeccdo permanece como uma das principais complicagdes. Nos ultimos seis anos, mais de 100 HTx
foram realizados no hospital da UFMG e desses, cerca de 50% foram de pacientes que portadores
de DCC. Apds o HTx, os pacientes sdo submetidos a bidpsias periddicas para monitorar rejeicao do
transplante e reativacdo da doenca de Chagas e, em média 50% dos pacientes chagasicos
transplantados desenvolvem reativacdo da infeccdo. Como as amastigotas raramente sao
encontradas nas andlises histopatoldgicas das bidpsias é muito dificil obter o diagndstico diferencial
entre o processo inflamatdrio resultante da rejeicdo do enxerto e de reativagdo da infec¢do. Para
contornar essas limitagcdes foi nosso objetivo desenvolver estratégias baseadas em PCR para a
identificacdo e caracterizacdo do DNA de T. cruzi em coragdes explantados, bidpsias de
acompanhamento e outros tecidos obtidos de pacientes transplantados. No total foram até agora
analisados 42 pacientes, totalizando 430 amostras. DNA de T. cruzi foi detectado em 120 amostras.
Em 57 amostras foi identificada a presenca de Tcll, um caso de TcVI, um caso parcialmente
identificado como TcV ou TcVI, 27 como Tcll ou TcVI, uma infecgdo mista de Tcll + TcVI e trés casos
com Tcl. Demonstramos pela primeira vez a presenca de T. cruzi no tecido adiposo de pacientes
com DCC, sugerindo que este possa funcionar como um dos tecidos reservatérios de parasitos,
contribuindo para a reativacdo da doenca. Ainda, além das reacdes para genotipagem, a
caracterizacdo da diversidade genética das populacées de T. cruzi presentes nos tecidos dos
pacientes foi feita por LSSP-PCR. O polimorfismo nas assinaturas de kDNA foi demonstrado entre os
parasitos de diferentes pacientes e até mesmo em diferentes sec¢des cardiacas de um mesmo
paciente, denotando a presenca de mais de um clone de T. cruzi infectando simultaneamente um
mesmo paciente. A técnica de LSSP-PCR tem sido muito utilizada para o estudo da diversidade
genética de T. cruzi, mas apdés um levantamento da literatura observamos que iniciadores
diferentes tem sido utilizados nas analises de polimorfismo do kDNA de T. cruzi, embora publicados
com nomes semelhantes. Para avaliar o impacto da sequéncia do iniciador sobre os perfis obtidos
por LSSP-PCR nds comparamos a impressao digital do kDNA de trés cepas de referéncia de T. cruzi
usando oito iniciadores diferentes. Os resultados mostraram claramente que mesmo pequenas
modificacGes na sequéncia de oligonucleotideos podem alterar significativamente a assinatura de
kDNA de uma cepa. Finalmente, em um estudo retrospectivo e cego com nove pacientes, seis que
jd& haviam apresentado reativacdo da infeccdo e trés que até dois anos apds o transplante nao
reativaram, demonstramos que a estratégia de diagndstico molecular proposta neste trabalho é
adequada para diferenciar precocemente casos de reativacdo da infecgcdo. Resultados positivos
foram detectados ja nas primeiras biépsias de acompanhamento, antecedendo de 1-18 meses a
reativacdo clinica. Esses resultados indicam que a utilizacdo de PCR para os alvos de minicirculos e
rDNA 24Sa é uma boa estratégia para o diagndstico precoce da reativacao da infeccao pelo T. cruzi,
com potencial para auxiliar os médicos nas decisGes de tratamento antes do inicio da reativacao
clinica da doenca de Chagas.
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ABSTRACT

Chagas disease is still responsible for high morbidity and mortality rates in Latin America.
Trypanosoma cruzi, its etiological agent, is a very polymorphic species and has recently been
classified into six major lineages or DTUs (Tcl-VI). The epidemiological features associated with
different DTUs are not well defined, but there is already evidence of association with their
geographical distribution, transmission cycles and clinical aspects of the disease. However, more
than a century after the discovery of Chagas disease, many questions still need to be clarified
regarding its pathogenesis, diagnosis and treatment. The efforts of our research group have been
focused on the development of methodologies for the characterization of T. cruzi and its
application in the study of molecular epidemiology of Chagas disease. A few years ago we proposed
the Clonal Histotropic Model of Chagas disease in attempt to explain difficulties in demonstrating
tight correlation between genetic aspects of the parasite and the clinical outcome of patients.
Three aspects constitute the basis of this model: natural populations of T. cruzi are multiclonal;
distinct parasite clones have differential tissue tropisms, and conventional methods of analysis
imply the in vitro growth of isolated parasite populations, which may favor growth of some
individuals. In this work we intended to develop or optimize molecular procedures to elucidate the
complexity of T. cruzi populations both in vitro and those directly present in tissues of patients
whelming severe chronic Chagas heart disease. To dissect the complexity of T. cruzi isolates, we
adapted a method originally described for analyzing single spermatozoids, to sort and to
characterize the parasite single cells. This approach allowed us to completely identify the
complexity of three natural T. cruzi isolates and to estimate the relative contribution of each
subpopulation. For example, it was possible, for the first time, to identify and quantify the presence
of clones similar to Be-62 inside the Be-78 strain, both isolated from Berenice, Carlos Chagas first
patient carrier of "Chagas malady". Furthermore, this methodology has settled the controversy
regarding multiclonality X aneuploidy for T. cruzi populations. Another aspect investigated was the
T. cruzi reproduction mode. Due to the lack of evidence of sexuality in T. cruzi, it has been widely
accepted that the parasite's reproduction is essentially clonal with infrequent genetic
recombination. Based on nuclear and mitochondrial markers and population genetic parameters,
we analyzed, in a collaborative work with two other students from the Bioinformatics and
Parasitology PhD programs, two groups of T. cruzi isolates: one from different regions of Latin
America and other obtained exclusively from patients belonging to the state of Minas Gerais. Our
results, unlike those generally found in literature, does not support an essentially clonal population
structure for T. cruzi, at least for Tcll coexisting in the same geographic area, suggesting that genetic
exchange between geographically closely related strains are more frequent than initially expected.
Regarding the variable clinical course of Chagas disease, cardiac involvement is in general the most
serious and frequent manifestation. Heart transplantation (HTx) is one of the few alternatives for
end-stage chronic Chagas heart disease (CHD), yet the reactivation of the infection remains a major
complication. In the last six years, more than 100 HTx were carried out in the UFMG hospital and of
those, about 50% of patients were suffering from CHD. After HTx, patients undergo periodic
biopsies to monitor transplant rejection and reactivation of Chagas disease and on average 50% of
the transplanted patients develop reactivation of the infection. As amastigotes are rarely found in
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histopathological analyses of the biopsies is very difficult to get differential diagnosis between the
inflammatory process resulting from allograft rejection and infection reactivation. To overcome
these limitations our aim was to develop PCR-based strategies for the identification and
characterization of T. cruzi DNA in the explanted hearts, follow-up endomyocardial biopsies and
other tissues obtained from the transplanted patients. A total of 42 patients were examined so far,
totaling 430 samples. DNA of T. cruzi was detected in 120 samples. In 57 samples we found the
presence of Tcll, one case of TcVI, one case partially identified as TcV or TcVI, 27 as Tcll or TcVI, one
mixed infection of Tcll + TcVI, and three samples with Tcl. We demonstrated for the first time the
presence of T. cruzi in the adipose tissue of patients with CHD, suggesting that this tissue may be
functioning as reservoir, which contributes to the recrudescence of infection. Besides the
genotyping, the characterization of the genetic diversity of T. cruzi populations presented in the
patients’ tissues was made by LSSP-PCR. We found polymorphisms in kDNA signatures among
parasites from different patients and even in different cardiac sections of the same patient,
indicating the presence of more than one T. cruzi clone simultaneously infecting the same patient.
The LSSP-PCR technique has been widely used to study the genetic diversity of T. cruzi, but after a
survey in the literature we found that different primers, although published with similar names,
have been used for the polymorphism analyses of T. cruzi kDNA. To assess the impact of the primer
sequence on the profiles obtained by LSSP-PCR we compared the kDNA fingerprint of three T. cruzi
reference strains using eight different primers. The results clearly showed that even small changes
in the oligonucleotides sequence could significantly alter the kDNA signature of a strain. Finally, in a
retrospective and blinded study with nine patients, six who had already reactivated the infection
and three that until two years after HTx have not experienced reactivation, we demonstrated that
the molecular diagnosis strategy herein proposed is suitable for the early detection of infection
reactivation. Positive results were detected within the first follow-up biopsies, preceding 1-18
months the clinical reactivation. These results indicate that the use of PCR targeting minicircles and
rDNA 24Sa is a good strategy to the early diagnosis of Chagas disease reactivation with potential to
assist physicians in treatment decisions before onset of reactivation.
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PREFACIO

Os mecanismos patogénicos envolvidos na evolugdo diferencial da doenga de Chagas
sdo complexos e ainda ndo foram totalmente esclarecidos, mas tanto o parasito quanto o
hospedeiro tém papel importante nesse desfecho. Por um lado é certo que o Trypanosoma
cruzi desempenha um papel fundamental na patogenia durante as fases aguda e cronica da
doenca, mas ainda ndo se sabe por que alguns pacientes evoluem para as formas clinicas graves
da doenca de Chagas, enquanto outros permanecem na forma indeterminada. A cardiopatia
chagdsica é a manifestacdo clinica mais debilitante na fase crénica da doenca, levando a perda
funcional do coracdo ao longo dos anos. A auséncia de tratamento curativo e a natureza
progressiva da cardiopatia chagasica faz com que o transplante cardiaco seja em alguns casos a
Unica alternativa para os pacientes. No entanto, a imunossupressao necessaria ao controle da
rejeicdo do transplante, configura um aspecto complicador para pacientes chagasicos,
porquanto aumenta a chance de reativacdo da infeccdo. Ademais, fazer a distingdo da
inflamacdo de rejeicdao do transplante daquela resultante da reativacdo da doenca de Chagas
ndo é uma tarefa simples, visto que nem sempre o parasito € observado nos tecidos dos
pacientes analisados pelas metodologias convencionais. Neste contexto, estratégias
moleculares surgem como ferramentas promissoras para o diagnostico diferencial e estudos de
epidemiologia molecular da cardiopatia chagasica. Assim, o presente trabalho teve como
objetivos gerais o desenvolvimento e aprimoramento de metodologias para o diagndstico e a
genotipagem do T. cruzi e sua aplicacdo no estudo da doenca de Chagas cardiaca cronica, mais

especificamente em pacientes transplantados.

Visando o seu melhor entendimento, o presente manuscrito foi organizado em

capitulos.

O Capitulo 1 constitui uma introducdo geral sobre a Doenca de Chagas e seu agente
etiolégico. Neste capitulo sdo abordados também aspectos epidemioldgicos, diagndstico,
tratamento e a problematica em torno das formas graves da doenca de Chagas cronica com

enfoque na forma cardiaca.

Os capitulos seguintes (Capitulos 2 a 5) foram estruturados com uma pequena
introdugao especifica, abordando o estado da arte e as principais lacunas do conhecimento
ainda ndo elucidadas, seguidos de dados obtidos durante a elaboracdo deste trabalho e as
publicacdes resultantes, de acordo com cada um dos temas apresentados. Ao longo do texto,
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para facilitar a sua identificagao, referéncias a artigos desta autora e resultantes do presente
trabalho sdo apresentados em negrito. Alguns destes manuscritos foram realizados em
colaboragdo com outros alunos de pds-graduacdo. Nestes casos, mencao especial a isto sera

adicionada.

O Capitulo 2 trata da variabilidade intraespecifica das linhagens filogenéticas em T. cruzi
e seu papel na patogenia da doenca de Chagas. Neste capitulo, foram compiladas informacdes
sobre a evolucdo da classificacdo e nomenclatura do taxon, bem como dos métodos utilizados

para a caracterizacao do parasito.

O Capitulo 3 aborda a estrutura populacional do T. cruzi. Sabe-se que a maioria das
cepas naturais deste protozoario sao multiclonais. No entanto, as estratégias utilizadas para a
manutengdao destes parasitos em laboratdrio tendem a diminuir a complexidade da cepa
infectante. Outra discussdo acerca da estrutura populacional do T. cruzi é a sua forma de
reproducdo. Ainda ndo estd claro se sua reproducdo é essencialmente clonal, como defendido
desde 1990, ou se ha recombinacdo significativa entre estes parasitos. Este tema vem sendo
amplamente discutido na literatura corrente e os artigos anexados a este capitulo apresentam
evidéncias de que ocorra mais sexo em T. cruzi do que o esperado e uma metodologia capaz de

resolver as controvérsias sobre a questao da multiclonalidade.

Os pacientes chagasicos cronicos submetidos a transplante cardiaco no Hospital as
Clinicas da UFMG sao objeto de estudo dos Capitulos 4 e 5. No Capitulo 4 sdo apresentados os
resultados do diagndstico e genotipagem por técnicas de PCR diretamente no coragdo
explantado destes pacientes. No Capitulo 5 sdo relatados o acompanhamento dos pacientes
apos o transplante e a busca por um diagndstico precoce de reativagdo da doenca de Chagas,

utilizando-se ferramentas moleculares.

No Capitulo 6 sdo apresentadas consideracdes finais sobre os principais achados obtidos

ao longo deste trabalho e as perspectivas resultantes.
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CAPITULO 1 - Introdugdo




1.1. O Trypanosoma cruzi e a Doenga de Chagas

Em 1909, Carlos Chagas destacou-se ao descobrir o protozodrio Trypanosoma cruzi e a
tripanossomiase americana, conhecida como doenca de Chagas. Ja naquela época, a doenca
infecciosa foi descrita quanto ao patdgeno, o vetor, os hospedeiros vertebrados, as

manifestacdes clinicas, a patologia e a epidemiologia (Chagas, 1909).

Mais de um século apds sua descoberta, esta enfermidade ainda representa uma ameaca
para a saude de milhGes de pessoas nas Américas, sendo o encargo da doenca o segundo maior
entre as doengas tropicais negligenciadas (Coura and Dias, 2009; WHO, 2007). Estima-se que de
8 a 15 milhGes de individuos em 18 paises endémicos da América Central e do Sul estdo
infectados, com cerca de aproximadamente 30 milhdes de pessoas em situacdo de risco (Rassi
et al., 2012; WHO, 2010). No Brasil, o nimero de infectados pelo T. cruzi situa-se em torno de

3,5 milhGes, destes, aproximadamente 600 mil no Estado de Minas Gerais (Dias, 2001).

Apesar dos coeficientes especificos de mortalidade terem sofrido progressiva e
consistente queda ao longo destes 100 anos, a ocorréncia de 5.355 dbitos de chagasicos, por
ano, no Brasil, ainda representa a primeira causa de morte entre as doencas parasitarias. O
custo social da doenga também é expressivo. Cerca de 75.000 trabalhadores chagasicos
apresentam cardiopatia grave, incapacitando-os para o trabalho e gerando absenteismo de

2.250.000 dias de trabalho/ano (Dias, 2001).

O T. cruzi é naturalmente transmitido aos seres humanos e outros hospedeiros
suscetiveis, através do contato com as fezes de triatomineos hematéfagos infectado, também
conhecido como barbeiro (Figura 1.1). A contaminacdo do vetor ocorre durante o repasto
sanguineo em um mamifero infectado, o parasito ingere formas tripomastigotas sanguineas
gue sdo conduzidas a porcdo anterior do estdbmago. Neste novo ambiente, os tripomastigotas
se diferenciam em epimastigotas e no intestino comegcam a se multiplicar sucessivamente por
divisdo binaria. No intestino posterior as formas epimastigotas iniciam o processo de
diferenciacdo em tripomastigotas metaciclicas. A contamina¢do de um hospedeiro vertebrado
ocorre quando o barbeiro infectado pica o mamifero. Neste processo, o inseto geralmente
defeca e urina, depositando sobre a pele ou mucosa do mamifero a forma tripomastigota
metaciclica, que é a forma infectiva, porém nao replicativa. A invasao do parasito ocorre
guando o hospedeiro se co¢a, o que gera lesGes da pele por onde o parasita pode penetrar ou
quando ele entra em contato com a mucosa ou ainda com a prépria ferida no local da picada.
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Os tripomastigotas metaciclicos acessam a circulagao sanguinea, aderindo e invadindo uma
gama de células nucleadas como, por exemplo, macrofagos, células musculares e epiteliais.
Inicialmente, a forma tripomastigota é fagocitada pelo macréfago, seguindo-se a formacao do
vacuolo parasitoforo. No interior do vacuolo parasitoforo, a forma tripomastigota se diferencia
para a forma amastigota e ocorre a lise da membrana do vacuolo parasitéforo. No citoplasma,
essa forma se multiplica por fissdes binarias sucessivas, podendo tomar todo o citoplasma.
Apds as sucessivas divisdes, as amastigotas iniciam sua diferenciagdo para a forma
tripomastigota antes da célula hospedeira ser rompida pelo excesso de parasitos e a lise da
célula hospedeira pode ocorrer antes da total diferenciacdo de amastigotas para
tripomastigotas. No meio extracelular, os tripomastigotas e amastigotas podem infectar novas

células (Teixeira et al., 2011).

i
|

Figura 1.1: Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi.
Fonte: http://www.who.int/tdr/diseases/chagas/life_cycle_trypanosoma/en/.

Desde 1990, uma série de iniciativas internacionais baseadas em controle vetorial,
controle sistematico dos doadores de sangue e 6rgdos em todos os paises endémicos, detecgdo
e tratamento da transmissdo congénita foram lancadas a fim de controlare eliminar a
doenca de Chagas. Embora com estas estratégias os programas de saude publica nos paises do

Cone Sul tenham reduzido a transmissdo em cerca de 70% (Moncayo and Silveira, 2009), as
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transmissGes por transfusdo de sangue e transplante de érgdos em paises ndo endémicos (Rassi
et al., 2009), a transmissdo vertical em alguns paises (Barona-Vilar et al., 2012; Gonzalez-Tome
et al.,, 2013) e os surtos de transmissdo via oral por ingestdo de alimentos contaminados
(Pereira et al., 2010; Rios et al., 2011) tém sido mais importantes no contexto da doenca de

Chagas atual.

Apesar dos inquestionaveis avancos no controle da transmissdo vetorial e transfusional
da infecgdo, cerca de 8 a 15 milhdes de individuos permanecem infectados e 25-30% desses
evoluem para formas mais graves da doenca, levando a morte 14.000 individuos por ano (WHO,
2005). Além disso, a imigracdo de pessoas infectadas provenientes de paises endémicos esta
tornando a doenca de Chagas um importante problema de saude publica em outras regides,

incluindo Europa e os Estados Unidos (Dobarro et al., 2008; Rassi et al., 2010; Schmunis, 2007).

1.2. Caracterizacao clinica da infec¢do chagasica humana

A doenga de Chagas, no homem, apresenta um curso clinico bastante variado. Duas fases
diferentes sdo consideradas ao longo do desenvolvimento da infec¢do: a fase aguda e a fase

cronica.

1.2.1. Fase aguda

A fase inicial aguda apresenta intensidade e duracdo varidveis, na qual pode ocorrer
exacerbada multiplicagdo do parasito e manifestagdes clinicas inespecificas como febre,
aumento do volume dos linfonodos, hepatoesplenomegalia, mialgia, sudorese e mal-estar;
porém, a grande maioria dos individuos é assintomatica. Outra evidéncia clinica importante
desta fase da doenca é a porta de entrada do parasito, denominada chagoma de inoculag¢do no
caso de lesdo nodular da pele com reacdo inflamatéria local, ou sinal de Romafia, para a
manifestacdo ocular, com edema bipalpebral unilateral e enfartamento ganglionar. Em
determinadas situagoes, durante a fase aguda, especialmente as criancas, podem desenvolver

sintomas graves cardiacos, digestivos e/ou neuroldgicos (Teixeira et al., 2006a).

O diagndstico nesta fase é estabelecido em menos de 10% dos casos, provavelmente

devido aos sintomas serem leves. Os achados laboratoriais sdo inespecificos e incluem
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leucocitose com um aumento absoluto na contagem de linfécitos (Dias and Kloetzel, 1968). Os
testes soroldgicos para infeccdo do T. cruzi sdo geralmente negativos durante as primeiras
semanas, os parasitos circulantes, porém, podem ser detectados ao exame direto do sangue e
xenodiagndstico num periodo de um a dois meses. O eletrocardiograma pode mostrar baixa
tensdo, mudancas difusas no segmento ST-T e diferentes anormalidades de conducdo. Em mais
de 95% dos pacientes ocorre recupera¢do espontanea dos sintomas num periodo de alguns
meses. A mortalidade nessa fase geralmente ocorre secunddria a miocardite (Punukollu et al.,

2007).

1.2.2. Fase cronica

A maioria dos individuos sobrevive a fase aguda e evolui para a fase cronica,
permanecendo infectados por toda a vida. A fase crbonica da doenca de Chagas pode ser
assintomatica ou apresentar manifestacbes cardiacas, digestivas e eventualmente,
neuroldgicas. A forma assintomatica ou indeterminada da doenca representa
aproximadamente 60-70% dos casos; 0s pacientes podem sobreviver sem qualquer
manifestagao clinica ou evoluirem para uma das formas clinicas da fase crénica em até 20 anos

apods o primeiro contato com o parasito (Rassi et al., 1992).

Durante a fase indeterminada, os pacientes apresentam sorologia positiva e nenhum
sinal ou evidéncia clinica do envolvimento de érgdos (Dias, 1989). No entanto, praticamente
todos os pacientes na fase latente tem um nivel subclinico de envolvimento cardiaco quando
avaliados com monitoramento por Holter e ecocardiograma (Barretto and lanni, 1995). Ainda,
um numero significativo de pacientes apresentam hemocultura e PCR positivos para DNA de T.

cruzi, 39 e 95%, respectivamente (Volpato, 2013).

Com o passar dos anos, aproximadamente 30-40% dos pacientes chagasicos evoluem
para uma das formas clinicas da fase cronica sintomatica apresentando manifestacdes
cardiacas, digestivas e eventualmente, neuroldgicas (Rassi et al., 1992). A expectativa média de
vida para esses pacientes, que desenvolvem sintomas clinicos, diminui cerca de nove anos

(Prata, 2001).

A forma digestiva é representada por alteracGes estruturais e funcionais do intestino e/ou

es6fago com prevaléncia de aproximadamente a 5-10% (Coura et al., 1983a; Cunha-Neto and
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Kalil, 1995). A manifestacdo mais comum dessa forma sdo os chamados megas: megaesbéfago
e/ou megacdlon. O célon de pacientes chagasicos esta frequentemente comprometido,
podendo haver dilatacdo de todo o 6rgdo, embora, mais comumente, apenas a dilatacdo
sigmodide seja observada (da Silveira et al.,, 2007). Pacientes com megaesdfago podem
apresentar um aumento exagerado do 6rgdo correspondendo a cerca de 30 vezes o seu peso

normal, podendo reter por volta de 2 litros de fluido (Adad et al., 1991).

A forma cardiaca é a principal e mais severa manifestagdo clinica da doenga de Chagas, e
uma das maiores causas de miocardite no mundo (Feldman and Mac Namara, 2000). Os
sintomas e sinais fisicos de cardiopatia chagasica cronica surgem de insuficiéncia cardiaca,
arritmias e tromboembolismo. Dor toracica atipica € comum nos pacientes com esta forma da
doenga. A insuficiéncia cardiaca de etiologia chagasica é normalmente biventricular e esta
associada com pior prognostico e altas taxas de mortalidade quando comparada com
insuficiéncia cardiaca de outras causas (Bestetti and Muccillo, 1997). A disfuncdo cardiaca pode
ser sistdlica ou diastdlica, sendo que esta ultima ja foi observada na auséncia de disfungao
sistdlica regional ou global do ventriculo esquerdo (Sousa et al., 1988). Frequentemente, ao
exame cardiaco estes pacientes apresentam impulso apical proeminente, murmdrios
regurgitantes das valvas mitral e tricuspide e bloqueio de ramo direito. As arritmias cardiacas
podem causar palpitacdes, tonturas, vertigens e sincope. Além disso, tonturas e sincope
também podem ser causadas por blogueio cardiaco completo. Disfungdo autonGmica resulta

em anormalidades acentuadas da frequéncia cardiaca, especialmente bradicardia.

O eletrocardiograma revela frequentes batimentos atrial ou ventricular prematuros,
taquicardia ventricular ndo sustentada, fibrilagdao atrial ou graus variados de bloqueio cardiaco.
Embora a gravidade das arritmias ventriculares tenda a se correlacionar com o grau de
disfuncdo cardiaca, taquicardia ventricular ou bloqueio cardiaco completo podem ser
observados em pacientes com preservacdo global da funcdo ventricular esquerda (Rassi Junior
et al., 1995). A maioria desses pacientes tem envolvimento cardiaco grave, incluindo aneurisma
do ventriculo, o que é um achado caracteristico da cardiopatia chagasica (Rassi Junior et al.,
1995). A morte subita é uma complicagdo ocasional e tem sido relatada em pacientes
previamente assintomaticos (Lopes et al., 1970; Rassi Junior et al., 1995), geralmente
precipitada por exercicio e pode ser causada por taquicardia ventricular ou fibrilacdo, assistolia

ou bloqueio cardiaco completo (Bestetti et al., 1993; Mendoza et al., 1986).
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Trombos podem se formar nas camaras cardiacas, resultando em tromboembolismo
sistémico ou pulmonar. Em uma revisdo de 1345 autdpsias, a incidéncia de trombos cardiacos
ou tromboembolismo foi de 44% e as camaras cardiacas direita e esquerda foram igualmente
afetadas (Samuel et al., 1983). Embolia pulmonar foi responsavel por 14% das mortes, embora
fendbmenos tromboembdlicos foram mais comuns na circulagao sistémica. Cardioembolismo é a
causa mais comum de acidente vascular cerebral em pacientes com cardiomiopatia chagasica

(Carod-Artal et al., 2005).

Em 2-5% dos pacientes infectados observa-se tanto o comprometimento cardiaco quanto
digestivo caracterizando a forma cardiodigestiva da doenga. A forma nervosa, descrita por
alguns autores, é rara e manifesta-se principalmente em pacientes imunossuprimidos (Cordova
et al., 2010; Coura et al., 1983b; Cunha-Neto and Kalil, 1995; Py, 2011; Rassi et al., 1992; Vicco
et al,, 2012).

Embora ambas as formas graves da doen¢a de Chagas, a cardiaca e a digestiva,
apresentem aspectos patolégicos similares, como inflamacdo e denervacdo, elas diferem
guanto a prevaléncia e distribuicdo geografica que variam entre paises e, no interior de cada

pais, entre distintas dreas endémicas (Dias, 1992).

Ainda permanece inexplicavel porque alguns pacientes evoluem para as diferentes
formas clinicas da doenca de Chagas, enquanto outros permanecem na forma indeterminada.
Sabe-se, todavia, que tanto diferengas na resposta do hospedeiro a infecgao, quanto a
heterogeneidade genb6mica do T. cruzi estdo envolvidas (Macedo and Pena, 1998). O
pleomorfismo das manifestagdes da doenga de Chagas vem, em parte, sendo atribuido a

diversidade de cepas do T. cruzi desde 1911 pelo proprio Carlos Chagas (Chagas, 1911).

1.3. A variabilidade intraespecifica e linhagens filogenéticas em T. cruzi

O T. cruzi exibe elevado grau de polimorfismo intraespecifico, o que ja foi demonstrado
em diferentes niveis bioldgicos, bioquimicos e moleculares. Dentre os marcadores moleculares
utilizados para estudar a variabilidade intraespecifica destacam-se a analise eletroforética de
isoenzimas (Multilocus Enzyme Electrophoresis); analises de tamanhos dos fragmentos de
restricdo das moléculas de minicirculos do kDNA (esquizodemas ou RFLP - Restriction Fragment

Lenght Polymorphism); técnicas de impressdes digitais de DNA; LSSP-PCR (Low Stringency Single
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Primer - PCR), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA); cariotipagem para deteccdo de
polimorfismo. Ainda, ressalta-se a variabilidade observada nos perfis de microssatélites, genes
de rDNA, de miniexon e mitocondriais, dentre outros (Morel et al.,, 1980; Pena et al., 1994;

Simpson, 1987; Steindel et al., 1993; Tibayrenc et al., 1993; Vago et al., 1996b).

Até bem pouco tempo, de acordo com o marcador molecular utilizado uma nomenclatura
criativa era atribuida ao parasito, refletindo a biologia complexa deste organismo. Na literatura
podem-se encontrar os subgrupos de T. cruzi divididos em: biodemas, zimodemas,
esquizodemas, cepas, clones, clonets, linhagens, clados, hapldtipos, haplogrupos, discrete
typing or taxonomic units (DTUs), dentre outros (Andrade, 1974; Andrade and Magalhaes,
1996; Brisse et al., 2000; Clark and Pung, 1994; Melo and Brener, 1978; Miles et al., 1978; Miles
et al., 1977; Morel et al., 1980; Souto et al., 1996; Tibayrenc et al., 1986b).

Somente em 2009, durante o simpdsio comemorativo do centenario da descoberta da
doenca de Chagas foi consensualmente oficializada a subdivisdo da espécie T. cruzi em seis

linhagens principais ou DTUs (Tcl - VI) (Zingales et al., 2009).

Entretanto, nenhum marcador individual permite a resolucdo completa das seis
linhagens. Assim, para efetivamente padronizar a caracterizagdao de T. cruzi, um esquema
simples e reprodutivel para tipagem dos isolados em seus respectivos DTUs é necessaria. Brisse
e colaboradores (2001) foram os primeiros a propor um sistema de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) capaz de classificar os DTUs baseado no polimorfismo de amplificagdo de
regioes dos genes miniexon, 24Sa rDNA (Souto et al., 1996) e 18S rDNA (Clark and Pung, 1994).
No entanto, alguns resultados basearam-se na auséncia e ndo na presenca de bandas, o que

ndo é recomendado para um método padrdo ouro de tipagem.

Até o momento, uma grande diversidade de esquemas baseados em técnicas
moleculares vem sendo utilizada por diferentes laboratdrios na caracterizacdo de populacoes e
linhagens principais de T. cruzi (Burgos et al., 2007; Burgos et al., 2010b; D'Avila et al., 2009;
Lewis et al., 2009b; Macedo and Segatto, 2010; Rozas et al., 2007; Zingales et al., 2012).
Todavia, ainda ndo existe um consenso sobre quantos e quais marcadores devem ser utilizados
para que se tenha uma classificacdo mais homogénea e adequada dos isolados. Além disso, a
maioria das estratégias requer quantidades elevadas de DNA dos parasitos, que somente estao
disponiveis a partir de cepas cultivadas em laboratdrio. Esse tipo de analise pode subestimar a
diversidade dos parasitos em tecidos de pacientes, que, em muitos casos, sdo constituidos por
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varios clones pertencentes a diferentes DTUs e que podem apresentar diferentes tropismos
teciduais diferentes capacidades de crescimento em meio de cultura (Burgos et al., 2010b;

Macedo and Pena, 1998).

1.4. Epidemiologia e implicagcdes clinicas das linhagens de T. cruzi

Uma das questGes mais intrigantes na doenca de Chagas relaciona-se a variacdo na
prevaléncia e severidade das diferentes formas clinicas dessa infeccdo em diversas regides da
Ameérica Latina (Prata, 2001). As causas desta heterogeneidade epidemioldgica e patolégica ndo
estdo esclarecidas, mas um papel da diversidade genética de popula¢des do T. cruzi e outros
fatores associados tanto ao parasito quanto ao hospedeiro sdo aventados (Andrade et al., 1999;

2002; Gomes et al., 2003; Macedo et al., 2004; Macedo and Pena, 1998; Miles et al., 1977).

Em alguns paises, como o Panama e a Venezuela, a infeccdo chagasica se manifesta
exclusivamente na forma cardiaca. No Brasil, Argentina e Chile, as manifestacdes clinicas sao
bastante variadas (Atias, 1969; Coura et al., 1983a; Guevara et al., 1977, Mijares, 1965;
Minoprio, 1966). Na Bahia, predomina a forma cardiaca; em Goids, a forma digestiva e no
estado de Minas Gerais, observa-se elevada frequéncia de formas mistas (cardiaca e digestiva).
No Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul, a maioria dos pacientes chagasicos é assintomatica, mas
neste Ultimo estado ha grande percentagem de casos de transmissdo congénita se comparados

com aquela observada em Minas Gerais (Coura et al., 1983a; Valadares, 2007).

Estudos epidemiolégicos demonstram que a linhagem Tcll é muito mais frequentemente
associada a doenca de Chagas do que a linhagem T. cruzi |, pelo menos em paises como Brasil,
Chile e Argentina. Nestas regides, casos de infecgao de seres humanos por Tcl sao raros e
normalmente assintomaticos (Briones et al., 1999; Zingales et al., 1998). Em contraste, Tcl foi
inicialmente identificada como Unica linhagem associada com a doenca de Chagas humana em
paises como Colémbia, México, Panama e Peru, mesmo em casos sintomaticos (Anez et al.,
2004; Coura et al., 2002; Higo et al., 2004; Montilla et al., 2002; Teixeira et al., 2006b). Todavia,
foi demonstrado recentemente que Tcll estd presente em pelo menos 10% das amostras de
sangue e 25% de coracdes e es6fagos de individuos chagdsicos na Colombia, sugerindo que
parasitos desta linhagem possam ter papel fundamental na morbidade e epidemiologia da

doenca também nesta regido (Zafra et al., 2010; Zafra et al., 2008).
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As cepas TcV e TcVI, por sua vez, vém recebendo cada vez mais a atencdo de
investigadores, principalmente pela sua relevancia clinica crescente, uma vez que pelo menos
parte destas populagdes parece estar envolvida tanto em casos clinicos na Argentina e Bolivia,
como em casos de transmissdao congénita da infeccdo (Apt et al., 2010; Burgos et al., 2007;
Valadares, 2007). Recentemente detectamos a presenca de TcVI em tecido adiposo obtido de
bidpsias de pacientes submetidos a cirurgias para implantes de marca-passos (Ferreira et al.,

2011).

J4 em relacdo as linhagens Tclll e IV, pouco se conhece sobre estas populacdes. Ndo é
sabida a real importancia médica destas, embora TclV seja apontada como a segunda linhagem
mais frequente em casos humanos na Venezuela e haja a suspeita de eventual associacdo de
TclV com surtos de infecgdo oral na regido amazoOnica brasileira (revisto por Macedo and

Segatto, 2010).

1.5. Métodos diagndsticos da doenga de Chagas

1.5.1. Diagndstico parasitolégico

Dentre as diversas técnicas, a mais simples é a da microscopia direta sobre gota fresca
de sangue, examinada entre ldmina e laminula. Também pode usar-se a técnica de gota espessa
corada, como empregada para malaria, mas que é bem menos sensivel que o exame a fresco
(Luguetti and Rassi, 2000; Siqueira-Batista et al., 1996). Na fase aguda, caso os exames diretos
sejam negativos, devem ser usados métodos de concentracdo, tais como micro-hematdcrito
(centrifugacdo e exame do creme leucocitario) ou teste de Strout (centrifugacdo do soro apds
retirada do codgulo). Esses testes apresentam 80 a 90% de sensibilidade e sdo recomendados
guando houver forte suspeita de doenca de Chagas aguda e o teste direto a fresco resultar
negativo. Em casos com presencga de sintomas por mais de 30 dias, métodos de concentragao
devem ser a primeira escolha, devido ao declinio da parasitemia com o decorrer do tempo

(Brasil, 2005).

Métodos parasitoldgicos indiretos sdo técnicas muito pouco disponiveis nos servigos
comuns de atendimento médico, geralmente reservando-se a centros de referéncia e érgaos de
pesquisa. Baseiam-se na amplificagdo do nimero de parasitos proveniente do material colhido

(sangue ou liquor), em passagens por triatomineos (“xenodiagndstico”), meios de cultivo
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(hemoculturas) ou animais sensiveis de laboratério (sub-inoculagdo). Via de regra esta
amplificacdo ocorre entre 30 e 60 dias de incubacdo, principalmente no xenodiagndstico e nas
hemoculturas, sendo demonstrado o parasito por microscopia nas fezes dos triatomineos, no
meio de cultura ou no sangue e/ou tecidos dos animais inoculados (Luquetti and Rassi, 2000;
Sigueira-Batista et al., 1996). Uma caracteristica adicional importante para estas técnicas é que,
na fase aguda, sua positividade costuma ser muito mais precoce (dez a quinze dias) e o nimero
de parasitos é muito maior que na fase crénica o que tem sentido pratico nas situacgdes
habituais. Na fase crénica, os métodos convencionais indiretos apresentam baixa sensibilidade,
sendo que um exame negativo ndo afasta a possibilidade da infeccdo, mas um exame positivo

tem valor diagndstico absoluto (Dias, 1990).

1.5.2. Testes soroldgicos

O diagnéstico da infeccdo cronica por T. cruzi é normalmente realizado com métodos
que detectam anticorpos circulantes que se ligam a antigenos do parasito (Ferreira and de
Avila, 1995). Atualmente, os testes mais utilizados baseiam-se na hemaglutinacdo indireta,
imunofluorescéncia indireta (IFl), Western blot ou ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).
Estes testes tém sensibilidade e especificidade superiores a 90%. O diagndstico na fase crénica
é essencialmente soroldgico e deve ser realizado utilizando-se um teste de elevada
sensibilidade (ELISA com antigeno total ou IFI) em conjunto com outro de alta especificidade. A
reacao de fixacdo de complemento para doenca de Chagas, anteriormente utilizada, tem sido
abandonada, pois de uma forma geral, a sensibilidade do teste é baixa e a sua reprodutibilidade

ndo satisfaz aos padroes atualmente exigidos (Ministério da Saude, 2005).

Anticorpos que se ligam as formas tripomastigotas vivas em conjunto com o
complemento numa reacdo in vitro foram associados a uma infec¢do ativa. Estes anticorpos
liticos, detectados por meio de lise mediada por complemento, sdo produzidos apds a infecgao,
mas ndo depois de ensaios de imunizacdo com parasitas, e tém sido utilizados para avaliar a
eficacia do tratamento na doenga de Chagas (Cetron, 1993). O resultado negativo do teste é

interpretado como auséncia de parasitemia e cura (Galvao et al., 2003).

Mais recentemente, muitas proteinas recombinantes, peptideos sintéticos, extratos

antigénicos brutos ou semipurificados de parasitas (a partir das fases epi, tripo ou amastigota)
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utilizadas também em combinacdes, e varias moléculas do préprio parasita tém sido propostos
como antigenos para alcancar a melhor sensibilidade e especificidade diagndstica, mas, até
hoje, nenhum antigeno tem sido aceito como o reagente para métodos sorolégicos de
referéncia em laboratdrios clinicos (Lescure et al., 2010; Luquetti et al., 2003; Mateo et al.,

2010; Umezawa et al., 2004).

1.5.3. Exames histopatoldgicos

Os exames histopatolégicos ndo constituem rotina na pratica corrente, mas podem ser
Uteis em algumas circunstancias, inclusive como achados ocasionais de prospeccdo de casos
clinicos de etiologia obscura. Trata-se da deteccdo do T. cruzi em bidpsias geralmente
praticadas em lesdes dermatoldgicas em esclarecimento, em linfonodos infartados de
pacientes febris ou em tecidos de pacientes suspeitos de reativacao. A analise histopatolégica
convencional é feita através da coloragdo de Giemsa ou Hematoxilina/Eosina, ou por meio de
imunohistoquimica especifica para alguns antigenos do parasita. Resultados positivos
correspondem ao achado de formas amastigotas do parasito no interior de células do sistema
mononuclear fagocitario, geralmente ocorrendo infiltrado linfo-monocitario (Andrade, 2000;

Dias, 1990; Rassi et al., 2000; Siqueira-Batista et al., 1996).

J4 em necropsias esclarecedoras, nos casos de doenga aguda geralmente sao detectados
o parasito e os infiltrados caracteristicos ao nivel do miocardio, também eventualmente do
sistema nervoso central (quando ocorre meningo-encefalite). Também podem detectar-se
sinais ativos de comprometimento do sistema nervoso autébnomo, principalmente ao nivel do
miocardio e plexos intramurais do tubo digestivo, com destruigdo neuronal, ganglionite e peri-
ganglionite. Nos casos de suspeita de reativacdo da doenca de Chagas em individuos
imunossuprimidos, o parasito pode ser encontrado em lesGes dermatoldgicas, no miocardio e

no sistema nervoso central (Andrade, 2000).

1.5.4. Diagndstico molecular

A doenca de Chagas pode ser diagnosticada com maior sensibilidade pela detec¢do de

sequéncias especificas de DNA do T. cruzi (revisto por (Luquetti and Rassi, 2000). O diagndstico
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molecular da doenca de Chagas por PCR ou PCR acoplado a hibridizacgdo com sondas
moleculares tem apresentado resultados extremamente promissores, permitindo que esta
metodologia seja utilizada como teste confirmatdrio. Caso haja forte suspeita de fase aguda da
doenca de Chagas e os exames parasitologicos diretos anteriormente citados resultem
negativos, o diagndstico molecular pode ser associado a técnicas soroldgicas para pesquisa de
IgM (Brasil, 2005). Os dados da literatura mostram que a sensibilidade da PCR é superior a da
hemocultura e do xenodiagndstico (Gomes et al., 2009; Portela-Lindoso and Shikanai-Yasuda,

2003). O tépico diagndstico molecular do T. cruzi serd melhor abordado nos Capitulos 4 e 5.

1.6. Tratamento da doenc¢a de Chagas

A terapéutica da doenca de Chagas continua parcialmente ineficaz, apesar dos grandes
esforcos que vém sendo desenvolvidos por varios laboratdrios e pesquisadores na procura de
novas drogas (Bahia et al.,, 2012; Diniz et al., 2010; Urbina, 2009). Atualmente, na pratica
clinica, somente o benzonidazol e o nifurtimox tém sido usados como agentes quimioterdpicos
no tratamento da doenca de Chagas. Estes medicamentos sdo especialmente indicados nos
casos agudos que tenham ocorrido por transmissdao vetorial, congénita, oral, transfusdo
sanguinea ou acidental, e quando ocorre reativacdo da doenca crénica durante condicbes de

imunossupressao (Luquetti et al., 2005; Prata, 2001).

Na fase aguda, a quimioterapia antiparasita conduz a resultados negativos no teste de
xenodiagndstico em mais de 90% dos casos e em 80% dos testes sorolégicos. No entanto, o
papel da terapia antiparasitaria na fase cronica da doenca de Chagas ndo é clara e ndo ha
nenhuma evidéncia definitiva de que drogas tripanomicidas curam a doenga cardiaca. Alguns
ensaios clinicos ja alocaram aleatoriamente pacientes com infec¢do cronica pelo T. cruzi sem
sintomas cardiacos aos tratamentos tripanomicidas por pelo menos 30 dias em diferentes
doses (Villar et al., 2002). Os desfechos relacionados ao parasito foram melhorados pela terapia
administrada. No entanto, nenhuma mudanca rigida de resultados clinicos foram relatados em

qualquer destes ensaios (Mendez and Cowie, 2001).

Alguns autores, entretanto, acham prudente tratar pacientes com doenca de Chagas
crOnica com a terapia antiparasitaria, porque parasitemia persistente é um preditor

independente de progressao da cardiopatia chagasica (Basquiera et al., 2003). Coura e Borges-
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Pereira (2011) sugerem que a fase cronica da doenca de Chagas deve ser tratada mais
rigorosamente, com objetivo de eliminar o T. cruzi e evitar novos focos inflamatérios e a
aumento das lesdes teciduais, promover a regeneracdo tecidual para prevenir a fibrose,
reverter a fibrose existente, prevenir cardiomiopatia, megaeso6fago e megacdlon, e reduzir ou
eliminar faléncia cardiaca e arritmias. Estes autores propdem novas estratégias para o
tratamento quimioterapico da fase cronica da doenca de Chagas com repeticdo de tratamentos
de curto prazo por seis meses a um ano e combinacdes de drogas com diferentes mecanismos
de acdo, tal como benzonidazol + nifurtimox ou associacdo de uma destas drogas com
alopurinol ou agentes antifungicos triazdlicos. Em outro estudo, criancas chagasicas tratadas
com benzonidazol apresentaram uma redugao significativa da parasitemia circulante, sendo o
numero de casos com PCR positiva no grupo de criangas tratadas com placebo 1,6 vezes maior

que a do grupo tratado com o antiparasitario (Galvao et al., 2003).

Claramente, estudos randomizados e controlados sdo necessarios para fornecer
evidéncia experimental que apoie qualquer recomendacdo sobre o uso de terapia

tripanomicida para melhorar os resultados clinicos na infecg¢ao cronica.

1.6.1. Tratamento da doen¢a de Chagas cardiaca cronica

Como ja mencionado ainda ndo ha tratamento curativo para a doenca de Chagas
cardiaca cronica. A insuficiéncia cardiaca na doenca de Chagas é tratada de uma forma
semelhante a insuficiéncia cardiaca de outras causas; a terapia geralmente inclui -
blogueadores, diuréticos, inibidores da enzima conversora da angiotensina (ou bloqueadores
dos receptores da angiotensina) e espironolactona (Khoury et al., 1996; Roberti et al., 1992). A
dose maxima tolerada de inibidores da enzima conversora da angiotensina é geralmente menor
em pacientes com insuficiéncia cardiaca chagasica do que para os pacientes com insuficiéncia
cardiaca ndo chagasica, a razao disso poderia ser hipotensdo arterial em pacientes com doenga
de Chagas cardiaca devido ao bloqueio progressivo de receptores alfa-adrenérgicos e o
resultante prejuizo de reflexos posturais (Bestetti and Muccillo, 1997; Petkova et al., 2001). A
cardiopatia congestiva chagdsica também foi relatada ser o principal fator progndstico de

mortalidade em pacientes com insuficiéncia cardiaca de diferentes causas (Freitas et al., 2005).
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Procedimentos paliativos, como a cardiomioplastia dinamica e ventriculectomia parcial
foram realizados em pequenos grupos de pacientes com insuficiéncia cardiaca intratavel
(Moreira et al., 1996). A eficacia destas interveng¢des para melhoria a longo prazo da qualidade
de vida e da sobrevida ainda precisa ser definido. Quando a doencga progride, o transplante
cardiaco continua a ser uma das poucas e valiosas op¢dOes terapéuticas (Bocchi et al., 1996;
Bocchi and Fiorelli, 2001b). No entanto, esta opc¢do é limitada pelo pequeno numero de
doadores e as complicacdes decorrentes da terapia imunossupressora, incluindo a reativacao

da doenca de Chagas.

Novas intervengdes terapéuticas como o transplante de células tém emergido como um
complemento a terapia padrdo. Estudos pioneiros vém sendo realizados em modelos murinos e
em pacientes com cardiopatia chagasica cronica a fim de avaliar a seguranca deste tratamento,
gue provou ser seguro e viavel quando feita a injecdo intracoronaria de células mononucleares
derivadas de medula dssea do préprio paciente (Freitas et al., 2005; Soares et al., 2004; Vilas-
Boas et al.,, 2006). No entanto, ainda ndo foi demonstrada melhoria significativa da funcao

ventricular esquerda ou da qualidade de vida nesses pacientes (Ribeiro Dos Santos et al., 2012).
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CAPITULO 2 - A variabilidade intraespecifica das linhagens
filogenéticas do T. cruzi e seu papel na patologia da
doenca de Chagas




Como ja mencionado, o T. cruzi exibe alto grau de polimorfismo intraespecifico,
incluindo desde aspectos morfoldgicos (formas delgadas, largas e intermediarias, ja observadas
por Carlos Chagas em 1909); diferentes graus de viruléncia para animais experimentais e
humanos; diferentes taxas de crescimento e mortalidade; variacdes na sensibilidade as drogas;
tropismo tissular (Andrade et al., 2010; Andrade, 1974; Andrade et al., 1985; Brener, 1980;
Filardi and Brener, 1987). A variabilidade da espécie ja foi demostrada por métodos
bioquimicos e até refinados marcadores moleculares descritos mais recentemente. Uma
explicagdo para esta diversidade bioldgica reside no fato do T. cruzi ser um organismo dipldide
gue se multiplica predominantemente por divisdo binaria. Desta forma, o genoma de cada
isolado evolui independentemente. Neste capitulo sera apresentada uma revisdao sobre a
classificacdo desta espécie, a descricao histdrica de como evoluiu sua nomenclatura até os dias

atuais e os métodos utilizados para a caracterizacao da diversidade do parasito.

2.1. Classificagdo

O T. cruzi é um protozodrio pertencente a ordem Kinetoplastidae, familia
Trypanosomatidae. A taxonomia mais comumente usada (Hoare, 1972) divide os tripanossomas
de mamiferos em duas sec¢des. A se¢do Salivaria compreende tripanossomas em que as formas
infectantes sdo transmitidas pela saliva do inseto. A secdo Stercoraria compreende espécies em
que o ciclo de desenvolvimento no inseto vetor é finalizado no intestino grosso, e a transmissao
ocorre através de contato com as formas infectantes presentes nas fezes. De acordo com esta
taxonomia, a espécie T. cruzi é pertencente segao Stercoraria, subgénero Schizotrypanum

(Hamilton and Stevens, 2011).

O subgénero Schizotrypanum inclui tripanossomas que sdo parasitos de uma gama
diversificada de mamiferos, incluindo parasitos humanos: T. cruzi e T. rangeli, ambas espécies
restritas ao Novo Mundo. Este subgénero também contém tripanossomas de hospedeiros
quirépteros (morcegos) do Velho e do Novo (7. cruzi marinkellei, T. dionisii, T. vespertilionis).
Outros tripanossomas deste subgénero sdao T. conorhini, um tripanossoma de rato, dois
tripanossomas de mamiferos terrestres africanos (Hamilton et al., 2009; Njiokou et al., 2004) e

um tripanossoma de canguru australiano (Noyes et al., 1999; Stevens et al., 1999).
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2.2. Marcadores moleculares para o estudo da variabilidade em T. cruzi

Dentre os marcadores moleculares utilizados para estudar a variabilidade intraespecifica
de T. cruzi destacam-se a analise eletroforética de isoenzimas (Multilocus Enzyme
Electrophoresis); analises de tamanhos dos fragmentos de restricdo das moléculas de
minicirculos do kDNA (esquizodemas ou RFLP - Restriction Fragment Lenght Polymorphism);
técnicas de impressdes digitais de DNA; LSSP-PCR (Low Stringency Single Primer - PCR), RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA); cariotipagem para detec¢do de polimorfismo. Ainda,
ressalta-se a variabilidade observada nos perfis de microssatélites, genes de rDNA, de miniexon
e mitocondriais, dentre outros (Morel et al., 1980; Pena et al., 1994; Simpson, 1987; Steindel et

al., 1993; Tibayrenc et al., 1993; Vago et al., 1996b).

2.2.1. Zimodemas ou Analises eletroforéticas de isoenzimas

O primeiro método molecular a demonstrar a extensa diversidade genética do T. cruzi foi
a analise de variantes eletroforéticas de isoenzimas. Este procedimento envolve a eletroforese
de extratos do parasito em gel de amido ou placas de acetato de celulose e coloragdes
bioquimicas com substratos colorimétricos ou fluorescentes para as diferentes enzimas. Com
base na variabilidade dos seis loci, Miles e cols propuseram a existéncia de trés grupos
principais chamados de zimodemas, Z1, Z2 e Z3 (Miles et al., 1978; Miles et al., 1977). Estudos
epidemioldgicos demonstraram que Z1 e Z3 estavam associados com o ciclo silvestre e Z2 com
o ciclo doméstico de transmissdo, pelo menos no Brasil. Posteriormente, Mendonca et al.
(2002) analisando a diversidade genética entre isolados Z3 da regido da Amazonia, através do
polimorfismo de tamanho de fragmentos de restrigdo para o RNA ribossomal, demonstraram
uma dicotomia subdividindo este zimodema em Z3-A e Z3-B. Romanha et al. (1979; 1982),
analisando um conjunto distinto de isoenzimas, identificaram quatro zimodemas (ZA, ZB, ZC e

ZD).

Estudos subsequentes usando 15 isoenzimas em 121 amostras de T. cruzi pertencentes
tanto ao ciclo silvestre quanto ao ciclo doméstico e isoladas de diferentes regidoes geograficas,
mostraram um aumento no numero de variantes de isoenzimas de 3 ou 4 grupos iniciais para

43 clonets diferentes (Tibayrenc and Ayala, 1988; Tibayrenc et al., 1986a).
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2.2.2. Esquizodemas ou andlises de tamanhos dos fragmentos de restricao do kDNA

Os primeiros estudos sobre polimorfismos de DNA de T. cruzi foram publicados por Morel
et al. (1980), que relatou sobre polimorfismos de fragmentos de restricdo ou RFLP (Restriction
Fragment Lenght Polymorphisms) de minicirculos do DNA do cinetoplasto (kDNA). Todos os
membros da ordem Kinetoplastidae sdao caracterizados por terem uma rede extranuclear de
DNA dentro de uma Unica mitocondria grande, o kDNA. Esta estrutura constitui 10-30% do DNA
celular total e em T. cruzi compreende 5.000 a 20.000 minicirculos de 1,42 kb e 20-50
maxicirculos de 36 kb (Simpson, 1987). Cada minicirculo estd organizado em quatro regides
altamente conservadas separadas por quatro regides altamente variaveis (Degrave et al., 1988).
A restricdo de kDNA foi capaz de gerar padrdoes complexos de bandas de forma especifica para

cada cepa, chamados de esquizodemas (Morel et al., 1980).

A técnica de RFLP, como inicialmente proposta, tem alguns inconvenientes. Depende de
grande quantidade de DNA do parasito (108 células), o procedimento e a analise dos dados sdo
muito trabalhosos. Com o advento da PCR, esta técnica foi simplificada. Através da amplificacdo
do fragmento de 330pb, proveniente das regides varidaveis dos minicirculos do kDNA, seguida
da digestao dos produtos com uma enzima de restricdo, a técnica ficou conhecida como PCR-

RFLP do kDNA, com a vantagem de requerer muito menos parasitos (Sturm et al., 1989).

2.2.3. Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) e Simple Sequence Repeat anchored
primer PCR (SSR-PCR)

A anadlise de polimorfismos do DNA amplificado aleatoriamente (RAPD - Random
Amplified Polymorphic DNA) baseia-se na amplificagdo do DNA gendmico com iniciador Unico,
geralmente curto, de sequéncia arbitraria, sob baixas condicGes de estringéncia, gerando perfis

complexos de bandas (Welsh and McClelland, 1990; Williams et al., 1990).

Outra técnica menos utilizada, porém relacionada a RAPD é a PCR de repeticdes de
sequéncias simples (SSP-PCR - Simple Sequence Repeat anchored primer PCR). Ambas as
metodologias produzem padrées de bandas complexos e cepa especificos para diferentes
populacdes de T. cruzi e se mostraram ferramentas Uteis para o estabelecimento de relacdes

genéticas entre os isolados, embora ndao tenham sido reveladas correlacdes com aspectos
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clinicos da doenca (Barnabe et al., 2000; Dias Neto et al., 1993; Oliveira et al., 1997; Steindel et

al., 1993; Tibayrenc et al., 1993).

A RAPD foi amplamente utilizada para os estudos de taxonomia de T. cruzi e uma forte
correlacdo entre a MLEE e os padrées de RAPD foram identificados (Revollo et al., 1998;
Steindel et al., 1993; Tibayrenc et al., 1993). Além disso, os perfis de RAPD foram utilizados para
corroborar na divisdo taxbnomica de T. cruzi nas principais linhagens (Souto et al., 1996;

Tibayrenc, 1995).

A principal desvantagem do RAPD é que seus iniciadores, por serem inespecificos, nao
podem ser utilizados para analises de material extraido diretamente dos tecidos infectados.

Dessa forma a técnica ndo distingue entre o DNA do parasito e do hospedeiro.

2.2.4. Low-Stringency Single Specific Primer PCR (LSSP-PCR)

Em 1994, uma outra técnica, baseada na PCR, foi desenvolvida com a finalidade de
detectar uma ou multiplas mutagées em um fragmento de DNA, a PCR de baixa estringéncia,
utilizando um Unico iniciador, LSSP-PCR — Low Stringency Single Specific Primer Polymerase
Chain Reaction (Pena et al., 1994). Essa metodologia foi utilizada por varios pesquisadores
como ferramenta para estudar polimorfismos entre diferentes micro-organismos (Gomes et al.,
1997; Lages-Silva et al., 2002; Oliveira et al., 2003; Vago et al., 1996b; Villa et al., 1995). Na
LSSP-PCR, amplifica-se inicialmente o segmento génico que se deseja avaliar o polimorfismo.
Este fragmento amplificado é purificado e submetido a nova PCR usando-se geralmente um dos
iniciadores que o gerou, em condi¢cOes de baixa estringéncia. Os amplicons produzidos na
segunda PCR geram um perfil de bandas tipico do fragmento em questdo. Este perfil é tao

complexo e individual que modificagGes em um Unico par de bases pode ser detectado.

Estudos posteriores, utilizando a estratégia LSSP-PCR permitiram a avaliacdo da
variabilidade genética do kDNA de T. cruzi, através da amplificacdo do fragmento de 330pb,
proveniente das regides varidveis dos minicirculos. Os resultados obtidos produziram um
padrdo de bandas capaz de distinguir diferentes populacdes do parasito diretamente nos
tecidos de animais e pacientes infectados (Vago et al., 1996b) (Andrade et al., 1999; Lages-Silva
et al.,, 2006; Pena et al., 1994; Vago et al., 2000). Utilizando esta técnica, a ideia inicial de

tropismo tecidual diferenciado desempenhando papel importante na patogénese da doenca de
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Chagas, proposta ja em 1911 (Vianna, 1911), foi revitalizada pela demonstracdo de que os
parasitos com diferentes perfis genéticos podem ser encontrados em tecidos distintos (es6fago

e coracao) de um mesmo paciente (Vago et al., 2000).

2.2.5. Microssatélites

Uma abordagem alternativa para caracterizar o T. cruzi diretamente em amostras
bioldgicas surgiu com a descoberta de microssatélites polimdrficos no genoma do parasito
(Oliveira et al., 1998). Os microssatélites sdo sequéncias de DNA curtas, de 2 a 6 pb repetidas
em tandem, que podem apresentar alto grau de polimorfismo fornecido por um numero
variavel de unidade repetitivas (Henderson and Petes, 1992; Levinson and Gutman, 1987; Litt

and Luty, 1989).

Estes marcadores evoluem rapidamente devido a sua maior taxa de mutagdo comparada
a de outras regides do genoma. Os microssatélites polimérficos representam 1% do genoma de
T. cruzi e estdao distribuidos ao longo dos cromossomos nucleares. Além disso, os
microssatélites geralmente estdo localizados em regiGes ndo expressas do genoma nuclear do
parasito, o que os torna insensiveis as pressdes seletivas que podem ocorrer com outros
marcadores classicos. Ao contrario de outros marcadores, os microssatélites sdo marcadores
uni locus e apresentam apenas uma copia por genoma hapldide. Portanto, os microssatélites
representam uma poderosa ferramenta para estudos populacionais mais refinados porque
alelos presentes em cada cepa de T. cruzi podem ser exatamente determinados (Llewellyn et
al., 2009a; Llewellyn et al., 2009b; Macedo et al., 2001; Oliveira et al., 1998; Oliveira et al.,
1999).

Uma das aplicagGes mais interessantes desses marcadores polimérficos é determinar se a
populacdo de parasitos € mono ou policlonal (este tema serd discutido mais detalhadamente
no Capitulo 3). Populagdes monoclonais sempre apresentam um ou dois padrdes de picos,
indicando homo ou heterozigose para o respectivo locus de microssatélite. No entanto, cepas
com padrdo de amplificacdo consistente de trés ou mais fragmentos de tamanhos diferentes
correspondem a populagdes multiclonais (Llewellyn et al., 2009b; Macedo et al., 2001; Oliveira

et al., 1998).
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2.2.6. Polimorfismos dos genes miniexon e rDNA

Os mRNAs de tripanosomatideos sao os Unicos que sao transcritos como unidade
policistronica e posteriormente separados em unidades monocistronicas pela adicdo de uma
sequéncia chamada spliced leader (SL) em sua extremidade 5'. (Borst, 1986). Esta sequéncia SL
é codificada por genes denominados miniexon que existem em centenas de cépias em tandem
no genoma do parasito (Ullu et al., 1996; Walder et al., 1986). O alinhamento comparativo de
miniexons de cepas de T. cruzi diferentes mostra a presenca de regides altamente conservadas
com 39 pb (éxons), regiGes similares com identidade maior que 98% (introns), e regides
intergénicas divergentes ou ITS com similaridade menor que 59% (Murthy et al., 1992; Souto et

al., 1996).

Em uma PCR multiplex desenvolvida por Souto et al. (1996), para amplificacdo do
espacador ndo transcrito do gene do miniexon, foi possivel agrupar, inicialmente, as cepas de T.
cruzi em dois grupos distintos de acordo com os produtos de amplificacdo. Assim, cepas que
apresentaram produtos de 300 pb foram caracterizadas como pertencentes ao grupo 1 e as que
apresentaram produtos de 350 pb foram caracterizadas como pertencentes ao grupo 2 (Souto
et al., 1996). Analise subsequentes indicaram que algumas cepas correspondiam a um terceiro
grupo caracterizado por insercdo/delecdo de 50 pb na regido 5’ do gene (Fernandes et al.,

1998).

Outra caracteristica peculiar dos tripanosomatideos é a organizagao do rRNA. Tanto a
subunidade maior, quanto a menor do rRNA sdo consideravelmente maiores do que as
encontradas em rRNAs de outros organismos eucariotos (Hernandez et al., 1990). Além disso, a
subunidade maior do rRNA é dividida em dois RNAs de alto peso molecular (24Sa. e 24SP) e seis

RNAs de baixo peso molecular (S; — Sg) (White et al., 1986).

Andlises de sequéncias do gene rDNA 24Sa de T. cruzi com outros tripanosomatideos
revelaram uma alta homologia entre as diferentes espécies avaliadas, exceto para uma regido
de aproximadamente 100 pb na extremidade 3’ do gene de T. cruzi (regido divergente D7).
Iniciadores desenhados para esta regido mostraram um dimorfismo de tamanho no produto de
amplificagao. A partir deste resultado, foi proposta a classificagdao das cepas de T. cruzi em dois
grandes grupos: grupo 1, que apresenta o fragmento de 125 pb e o grupo 2, que apresenta o

fragmento de 110 pb (Souto and Zingales, 1993). Com o aumento do numero de amostras foi
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observada a existéncia de um terceiro grupo de cepas que apresentava os dois fragmentos,
sendo denominado grupo 1/2 (Souto et al.,, 1996). Posteriormente, utilizando metodologias
mais sensiveis, foram identificados grupos adicionais de cepas com amplicons de 117/119 pb
(Augusto-Pinto et al.,, 2003; Pimenta, 2002) e 120/130 pb (Brisse et al., 2001) para regido

divergente D7.

2.2.7. Multilocus Sequence Typing (MLST)

O Multilocus Sequence Typing (MLST) é um método utilizado para estudar estrutura
populacional e a diversidade de patdogenos (Bougnoux et al.,, 2003; Enright et al., 2001). A
técnica envolve o sequenciamento do DNA de varios genes diferentes e comparacdo das
sequéncias entre os isolados. Os dados de sequéncia de todos os loci sdo geralmente
concatenados para produzir um perfil alélico exclusivo, com a vantagem serem facilmente
acessiveis quando depositados em bases de dados internacionais como MLST.net (Aanensen

and Spratt, 2005).

Um MLST especifico para T. cruzi foi utilizado pela primeira vez por (Machado and Ayala,
2001) usando dois loci nucleares no estudo da recombinagdo genética em populagdes naturais
do parasito. Essa abordagem agora esta sendo expandida por outros alvos adicionais (Lewis et

al., 2011; Subileau et al., 2009).

Recentemente, Yeo e cols (2011) demonstraram que a técnica permite distinguir as seis
linhagens genéticas do T. cruzi, estabelece relacdes inter-DTUs e permite estudos de genética
de populagGes em alta resolucdo. Nove genes de T. cruzi foram estudados, sendo um painel de
quatro selecionados para genotipagem das linhagens e seis para estudos de diversidade
genética. Os resultados deste trabalho demostraram também subdivisdes intra-DTUs e a

presenca de eventos de recombinacdo em T. cruzi (Yeo et al., 2011).

2.3. Histdrico da subdivisao da espécie T. cruzi

Como ja mencionado, T. cruzi € uma espécie polimoérfica, e sua estrutura populacional

global estd longe de ser totalmente compreendida. A nomenclatura criativa atribuida ao
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parasito reflete a biologia Unica deste organismo e é definida de acordo com os marcadores

moleculares utilizados.

Em abril de 1999, durante o Simpdsio Internacional comemorativo dos 90 anos da
descoberta da doenca de Chagas, no Rio de Janeiro, a subdivisdo da espécie T. cruzi em duas
linhagens principais foi reconhecida, tendo sido oficializada uma nomenclatura T. cruzi | e T.
cruzi Il (Zingales et al., 1999). Segundo documento de consenso construido neste encontro
cepas T. cruzi | correspondem aquelas que simultaneamente sdo pertencentes ao grupo 2 do
rDNA 24Sa, miniexon 2 e Zimodema 1; estdo primariamente associadas com o ciclo silvestre da
infecgdo e induzem baixo parasitismo em pacientes humanos chagasicos. Cepas T. cruzi Il
correspondem aquelas do grupo 1 do rDNA 24Sa, miniexon 1 e Zimodema 2; estdo

relacionadas ao ciclo doméstico e causam alta parasitemia em areas endémicas classicas.

Estudos epidemioldgicos posteriores demonstraram evidéncias da associacdo
preferencial da linhagem T. cruzi Il com a infeccdo humana pelo menos no Brasil e Argentina (Di
Noia et al., 2002; Freitas et al., 2005). Poucos foram os casos de infeccdo humana por T. cruzi |
ja descritos nestes paises, e menos ainda, casos com sintomas clinicos (Buscaglia and Di Noia,
2003; Coura et al.,, 2002; Teixeira et al., 2006b). Por outro lado, Afies et al. (2004)
demonstraram a ocorréncia de infeccdo humana por cepas da linhagem T. cruzi | em pacientes

venezuelanos com severas e fatais manifestacdes clinicas de doenca de Chagas aguda.

E importante ressaltar que, por ocasido do encontro satélite (1999), nem todas as cepas
de T. cruzi puderam ser devidamente agrupadas nas duas linhagens principais. Estas cepas por
apresentarem caracteristicas hibridas ou incongruentes permaneceram designadas somente
como T. cruzi. Portanto, foi estabelecido que a nomenclatura para estas cepas como, por
exemplo, as classificadas como grupo 1/2 tipado pelo rDNA 24Sa (Souto et al., 1996), gendtipo
39 (Tibayrenc, 1995) e Zimodema Z3 (Miles et al.,, 1978) deveria ser decidida apds estudos

adicionais (Anonymous, 1999).

Uma tentativa de acomodar as cepas nao T. cruzi | e ndo T. cruzi Il em uma destas duas
linhagens principais, foi feita Brisse et al. (2000; 2001). Estes autores usando tipagens por
isoenzimas e RAPD, propuseram que as cepas de T. cruzi poderiam ser fracionadas em seis
linhagens filogenéticas discretas referidas como DTUs |, lla, llb, lIc, lid e lle. O esquema DTU é

definido como uma colecdo de cepas que sdo geneticamente relacionadas e que sdo
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identificadas por marcadores moleculares comuns. As cepas de T. cruzi | foram agrupadas em
um unico DTU denominado DTU I, enquanto as cepas de T. cruzi Il foram agrupadas em um DTU
heterogéneo (DTUII) subdividido em cinco sublinhagens filogenéticas (DTUs lla-e). Cada uma
destas sublinhagens foi representada por uma cepa de referéncia: Canlll cl1 (lla), Esmeraldo cI3

(llb), M5631 cl5 (lic), MN cl2 (IId) e CL Brener (lle).

As cepas pertencentes ao DTU lla e llc sdo equivalentes ao Zimodema Z3 de Miles (1978)
e suas respectivas subdivisbes em A/B (Mendonca et al., 2002), as pertencentes a DTU Ilb sdo
as cepas classicamente tipadas como T. cruzi Il e as cepas classificadas nas DTUs Ild e lle sdo
aquelas pertencentes ao grupo 1/2 pelo rDNA 24So (Souto et al., 1996) e ao gendtipo 39
(Tibayrenc, 1995).

Outros trabalhos, entretanto, foram realizados e propuseram formas distintas para a
divisdo das cepas de T. cruzi. Robello et al. (2000), utilizando a amplificagdo de um fragmento
de 1.030 nucleotideos compreendendo o gene tcpgp2, que codifica uma proteina ligadora de
ATP, subdividiram a espécie T. cruzi em trés grandes grupos. Por sua vez, Augusto-Pinto et al.
(2003), analisando polimorfismos uUnicos de nucleotideos (SNPs) dentro do gene de reparo de
DNA MSH2 de T. cruzi, demonstraram a existéncia de trés grupos de sequéncias diferentes, que
denominaram MSH2a, MSH2b e MSH2c. Segundo os autores, a sequéncia MSH2a foi
encontrada em cepas da linhagem T. cruzi |, enquanto o MSH2b é tipico de cepas pertencentes
a linhagem T. cruzi Il. O terceiro grupo de cepas apresentou um tipo de sequéncia diferente
para este gene, MSH2c. Os autores sugeriram, entdo, a existéncia de trés linhagens distintas na
espécie T. cruzi. Freitas e cols (2006) propuseram, baseados em microssatélites, 24 S rDNA e
polimorfismos no gene citocromo oxidade subunidade Il (COll), que além de T. cruzi | e ll,
existiria uma terceira linhagem ancestral, chamada de T. cruzi Ill constituida por cepas
pertencentes ao zimodema Z3 e correspondentes ao DTUIIc (Brisse et al., 2000; Brisse et al.,

2001; Miles et al., 1978), e além destas um quarto grupo formado por cepas hibridas.

Alguns anos apds o primeiro encontro, a nomenclatura proposta ja ndo acompanhava
mais a diversidade encontrada com diferentes marcadores moleculares, por diferentes grupos
no mundo inteiro. Para tanto, foi acordado que deveria ocorrer uma segunda reunido satélite,
um esforgo para unificar a nomenclatura do T. cruzi. Somente em 2009, durante o simpdsio

comemorativo do centendrio da descoberta da doenca de Chagas foi consensualmente
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oficializada a subdivisdo da espécie T. cruzi em seis linhagens principais ou DTUs (Tcl - VI)

(Zingales et al., 2009).

Entretanto, nenhum marcador individual permite a resolucdo completa das seis
linhagens. E a confianga em um Unico alvo também é desaconselhavel por causa do potencial
de influéncia de troca genética (Zingales et al., 2012). Assim, para efetivamente padronizar a
caracterizacdo de T. cruzi, um esquema simples e reprodutivel para tipagem dos isolados em

seus respectivos DTUs é necessaria.

2.4. Genotipagem dos seis DTUs de T. cruzi

Brisse e colaboradores (2001) foram os primeiros a propor um sistema de PCR capaz de
classificar os DTUs baseado no polimorfismo de amplificagdo de regides dos genes miniexon,
24Sa rDNA (Souto et al.,, 1996) e 18S rDNA (Clark and Pung, 1994). No entanto, alguns
resultados basearam-se na auséncia e ndo na presenca de bandas, o que ndo é recomendado

para um método padrdo ouro de tipagem.

Desde entdo, uma grande diversidade de esquemas baseados em técnicas moleculares
vem sendo utilizada por diferentes laboratdrios na caracterizacdo de populagcdes e linhagens
principais de T. cruzi. (Burgos et al., 2007; D'Avila et al., 2009; Lewis et al., 2009b; Rozas et al.,
2007).

A anadlise por PCR-RFLP do polimorfismo genético de 12 /oci foi proposto por Rozas e
cols para genotipagem dos DTUs (2007), diversos dos quais demonstraram diferencas inter-
DTU. A combinacdo de um, dois ou trés destes ensaios permitiram a identificacdo do conjunto
completo de DTUs, mas a complexidade da andlise e a baixa sensibilidade para aplicacdo direta
em parasitos presentes em amostras bioldgicas, constituem as principais limitagdes dessa

estratégia.

Uma estratégia de tipagem sequencial utilizando trés marcadores foi sugerida por Lewis
et al. (2009b) que consiste na amplificacdo por PCR do 24Sa rDNA (Souto et al., 1996; Souto
and Zingales, 1993) seguida de PCR-RFLP da proteina de choque térmico 60 (HSP60) e da

glicose-6-fosfato isomerase (GPI) (Westenberger et al., 2005). A aplicacdo combinada dos trés
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marcadores foi suficiente para discriminar os seis DTUs em 45 das 48 cepas analisadas (Lewis et

al., 2009b).

Outro ensaio de trés passos é descrito por D'Avila et al. (2009). Inicialmente, as cepas
sao submetidas a PCR-RFLP do gene COIl seguido por digestdo com Alul (de Freitas et al., 2006),
0 que permite a discriminacdo de Tcl e Tcll das outras linhagens (Tclll a VI). A segunda etapa
compreende uma PCR da regido intergénica da sequéncia SL (Burgos et al., 2007) que quando
aplicada a estas estirpes ndo classificadas, resulta em dois grupos distintos, um formado por
Tclll e TclV e outro por TcV e TcVI. O passo final consiste em uma PCR do gene rDNA 24Sa
(Souto et al., 1996).

Um esquema baseado inicialmente em nested PCRs para amplificacdo de amostras
bioldgicas e clinicas (Burgos et al., 2007; Burgos et al., 2010b; Cardinal et al., 2008; Marcet et
al., 2006) vem sendo aprimorado para um sistema multiplex contendo quatro ensaios
sequenciais de PCR em tempo real, utilizando sondas TagMan (Duffy et al., 2009). Os
marcadores dessas reagoes sao fragmento nuclear A10 (Brisse et al., 2000; Burgos et al., 2007)

e o espacador intergénico dos genes de miniexon (Souto et al., 1996).

Mais recentemente, uma abordagem baseada em barcoding utilizando fragmentos
marcados com fluorescéncia que detecta produtos de PCR a partir de quatro dominios de rDNA
foi desenvolvido (Hamilton et al., 2011). Esta técnica mostrou-se capaz de diferenciar muitas
espécies de tripanossomas de mamiferos sul-americanos, inclusive Tcbat, no entanto, TcV e

TcVI ndo puderam ser distinguidos de Tclll e Tcll, respectivamente.

Outra estratégia que se mostrou eficaz na genotipagem do T. cruzi foi a MLST (Yeo et al.,
2011). Este trabalho demonstra que a técnica permite discriminar os seis DTUs a partir do
sequenciamento de quatro genes. O MLST vem sendo cotado, para um futuro préximo, como
um dos provaveis padrdo ouro para estudos populacionais por fornecer dados reproduziveis e

compartilhaveis (Zingales et al., 2012).

Todavia, ainda foi estabelecido um consenso sobre quantos e quais marcadores devem
ser utilizados para que se tenha uma classificagdo mais homogénea e adequada dos isolados.
Assim como foi feita a padronizagao para a nomenclatura do T. cruzi, as estratégias de
genotipagem devem ser melhoradas e padronizadas para comparacao interlaboratorial e para

melhor compreensao das implicagdes epidemioldgicas dos DTUs.
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2.5. Epidemiologia e implicag¢des clinicas das linhagens de T. cruzi

A compreensdo da estrutura populacional e filogenia do T. cruzi sdo fundamentais, visto
gue estas estdo ligadas ao ciclo de transmissdo e aspectos clinicos da doenca. Os esforgos para
compreender a composicao e estrutura genética das popula¢des deste parasito sao justificados
por suas correlacdes com suas as propriedades bioldgicas, incluindo a especificidade ao
hospedeiro, distribuicio geografica e os achados clinicos da infeccdo. Embora nenhuma
correlacdo global tenha sido claramente demonstrada, hd muitos exemplos de associacdes
locais entre a genética e a biologia do parasito (Campbell et al., 2004; Miles et al., 2009; Revollo

et al., 1998).

E interessante notar que a distribuicdo geogréfica das principais linhagens de T. cruzi
relaciona-se muito bem com o grau de severidade da doenga de Chagas. A linhagem T. cruzi |
predomina nos EUA, América Central e paises do norte da América do Sul. Tcll, V e VI sdo
relativamente mais abundantes no Cone Sul (Figura 2.1). TclV ¢é encontrado
predominantemente do sul dos EUA até a Amazonia brasileira (Coura and De Castro, 2002;
Martins et al.,, 2008), enquanto Tclll foi isolado em muitos paises da América do Sul,
especialmente na regido Amazobnica (Lewis et al.,, 2009b). A coincidéncia entre os dois
gradientes levou a associacdo geral, mas ndo absoluta, de Tcl com doenga mais branda e
transmissao no ciclo silvestre e de Tcll, V e VI, e eventualmente TclV, com doencga mais grave e
transmissdo no ciclo doméstico (Fernandes et al.,, 1999; Miles et al., 2003; Miles et al., 1978;

Souto et al., 1996). As excec¢bes, no entanto, sdo comuns.
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Figura 2.1: Distribuicdo geografica (aproximada) dos DTUs de T. cruzi nos ciclos doméstico e silvestre
(Fonte: Anonymous, 2012).

2.5.1. T. cruzil

Nas Ameéricas, Tcl é a mais abundante e amplamente dispersa dentre todas as DTUs,
sendo associada aos ciclos doméstico e silvestre. A infec¢gdo humana causada por Tcl esta
concentrada na América Central e ao norte da América do Sul onde esta associada a cardiopatia
chagdsica. A raridade de megaes6fago e megacélon nessas regides tem sido atribuida a
endemicidade predominante de Tcl (Miles et al., 1981a). Além disso, casos de infeccdo humana
cronica por cepas dessa linhagem s3o raras e geralmente assintomaticas em paises do Cone Sul

(Buscaglia and Di Noia, 2003; Coura and De Castro, 2002; Miles et al., 1981b).

Tcl também esta associado a casos agudos graves resultantes de surtos de transmissdo
oral e a incursdo de roedores silvestres em casas (Coura, 2006; Dias et al., 2008; Luquetti et al.,
1986; Shikanai-Yasuda et al., 1991; Steindel et al., 2008). Esta linhagem também estd associada
aos casos de reacutizacdo da doenga de Chagas em individuos imunossuprimidos devido ao
tratamento imunossupressor pds transplante de coracdo ou a infeccdo pelo virus HIV.
Curiosamente, nestes casos o Tcl é frequentemente associado com complicacdes do sistema

nervoso central e meningoencefalite (Anez et al., 2004; Burgos et al., 2008).
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Tcl apresenta substancial heterogeneidade genética demonstrada inicialmente por
isoenzimas (Tibayrenc et al., 1986a), e, posteriormente por outros métodos como a analise de
caridtipo e hibridizacdo com sondas para SL (Triana et al., 2006), RFLP (Jamarillo et al., 1999),
LSSP-PCR (Rodriguez et al., 2009), MLEE e RAPD (Carrasco et al., 1996) e microssatélites
(Llewellyn et al., 2009b; Oliveira et al., 1998). Heterogeneidade essa que é evidenciada até
mesmo por estudos regionais localizados no México (Bosseno et al., 2002; Lopez-Olmos et al.,
1998), Colombia (Herrera et al., 2007; Herrera et al., 2009), Venezuela e Bolivia (Llewellyn et al.,
2009b). Dessa forma, estudos atuais sugerem a subdivisdo da linhagem em cinco haplétipos —
la, Ib, Ic, Id e le (Cura et al., 2010; Falla et al., 2009). Resultados interessantes indicam que os
hapldtipos la e Ib s3ao particularmente associados ao ciclo de transmissao
doméstico/peridoméstico e infeccdo em seres humanos na Colémbia (Falla et al., 2009) e
Venezuela (Llewellyn et al., 2009b). No entanto, essa subdivisdo de Tcl ndo foi contemplada no
ultimo consenso da nomenclatura do taxon (Zingales et al., 2009). Para isto, estudos dirigidos a
diversidade do Tcl devem ser projetados com uma hipdtese especifica em mente, bioldgica ou
epidemioldgica, e ndo ser realizada apenas para categorizar diversidade para interesse préprio

(Zingales et al., 2012).

Apesar de uma predominancia maior do que 90% de Tcl ter sido descrita para cepas
isoladas de individuos infectados na Colémbia (Montilla et al., 2002; Widmer et al., 1985; Zafra
et al., 2008), um aumento na deteccdo de Tcll, lll e V ocorreu neste pais, especialmente quando
foram utilizados métodos de tipagem diretamente em tecidos humanos infectados (Cuervo et
al.,, 2002; Mantilla et al., 2010; Zafra et al., 2008). Esses dados indicam que a epidemiologia na
Colombia é muito mais complexa do que inicialmente previsto, com possiveis consequéncias

sobre a patologia e a morbidade da doenca.

2.5.2. T. cruzill,V e VI

Tcll é o principal agente da doenca de Chagas na regido Cone Sul da América do Sul,
onde o Triatoma infestans é o principal vetor doméstico. TcV e TcVI sao linhagens hibridas
derivadas de eventos de hibridizacdo entre Tcll e Tclll, e assim como Tcll, estas linhagens sdo

extremamente raras no ciclo de transmissao silvestre (Zingales et al., 2009).
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Casos severos da Doenga de Chagas na América do Sul tém sido amplamente associados
a Tcll, especialmente no centro e sul do Brasil, onde as formas cardiacas, megacdlon e
megaesofago sdao quase exclusivamente associados a esta linhagem (Freitas et al., 2005; Lages-
Silva et al., 2006; Yeo et al., 2005). Ndo obstante, dados crescentes também implicam TcV e
possivelmente TcVI como linhagens envolvidas nos infecgdes humanas na regiao do Gran Chaco
e paises vizinhos Bolivia, Chile, Norte da Argentina, e sul do Brasil (Cardinal et al., 2008; Diosque
et al., 2003; Virreira et al., 2006b). Por exemplo, os casos de megacélon na Bolivia sdo

predominantemente associados a TcV e em menor nimero a Tcll (Virreira et al., 2006b).

Notavelmente, TcV estd associado com a transmissdo da doenga de Chagas congénita na
Argentina, Bolivia e no sul do Brasil (Corrales et al., 2009; Valadares, 2007; Virreira et al., 2006a;
Virreira et al., 2007). A frequéncia de infeccdo congénita é muito maior (4%) em areas onde

predomina o TcV e relativamente raro (< 1%) em areas de circulacdo de Tcll (Valadares, 2007).

Alguns autores tém sugerido que TcVI também seja uma das principais linhagens
associadas as formas graves da doenca de Chagas no sul da América do Sul (Miles et al., 2009).
No entanto, devido a sua estreita correlacdo genética e dependendo do método de tipagem
utilizado, TcVI nem sempre pode ser distinguido de Tcll e TcV (Burgos et al., 2007; Burgos et al.,
2008; Campbell et al., 2004; Lewis et al., 2009a). Assim, ainda é dificil avaliar a contribuicdo

especifica dessa linhagem em infecgées humanas.

2.5.3.T.cruzillle IV

Tclll e IV estdo principalmente associadas ao ciclo de transmissdo silvestre. Estas
linhagens estdo distribuidas desde o sul dos EUA até a Argentina, sendo relativamente
frequentes na regido Amazonica (Clark and Pung, 1994; Coura and De Castro, 2002; Roellig et
al., 2008). No entanto, a compreensao da distribuicdo geografica especifica de Tclll e IV é dificil

pelo fato e que varios métodos de genotipagem ndo conseguem distinguir estas linhagens.

Tclll é raramente associada infeccdo humana, mas vem sendo encontrada em cdes
domeésticos e triatomineos no ambiente peridomiciliar no norte do Brasil (Camara et al., 2010;
Cardinal et al., 2008; Chapman et al., 1984; Marcili et al., 2009a). Recentemente, o Tclll foi
identificado como agente de um surto de doenca de Chagas ocorrido na Amazonia Brasileira

em 2007 (Monteiro et al., 2010).
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TclV é a linhagem menos caracterizada dentre os seis DTUs. Tem sido associada como
segundo agente mais frequente da doenca de Chagas na Venezuela (Miles et al., 2009), mas
poucas cepas foram isoladas de humanos. No entanto, TclV foi responsavel pelo primeiro surto
registrado de casos agudos de doenca de Chagas presumivelmente por transmissdo oral em
Canudos, Belém do Para (Miles et al., 1978). Posteriormente, varios casos de transmissao oral
foram registrados na regido Amazoénica e no Amapa (Coura and De Castro, 2002; Valente et al.,

2009), possivelmente associados a essa linhagem.

2.5.4. T. cruzi isolados de morcego (Tcbat)

Morcegos brasileiros infectados com T. cruzi sdo encontrados desde a floresta
AmazoOnica até em areas urbanas das regides Centro, Nordeste e Sudeste do Brasil (Marcili et
al., 2009b). Até hoje, a maioria dos isolados de morcegos cultivados in vitro foram identificados
como pertencentes ao subgénero Schizotrypanum. A identificacdo da espécie T. cruzi de
morcegos requer uma analise cuidadosa, pois as espécies do subgénero Schizotrypanum sao
morfologicamente indistinguiveis (Hoare, 1972) e genericamente chamadas como T. cruzi-like.
No entanto, o T. cruzi pode ser confirmado pela capacidade de infectar camundongos. Uma vez
que as cepas de T. cruzi isoladas de mamiferos selvagens pode induzir parasitemias muito
baixas nos camundongos, como é o caso para os isolados de morcego, as infeccdes devem ser
avaliadas utilizando animais imunodeprimidos e métodos parasitolégicos sensiveis tais como

PCR.

A andlise com marcadores SSU rDNA, gGAPDH e sequéncias de citocromo b permitiram
a separacdo de T. cruzi dos outros tripanossomas que infectam morcegos brasileiros, incluindo
T. cruzi marinkellei, T. dionisii-like e T. rangeli (Cavazzana et al., 2010; Maia da Silva et al., 2009;
Marcili et al., 2009b). Tradicionais métodos de genotipagem baseadas nos marcadores SL
(Fernandes et al.,, 2001) e LSU rDNA (Souto et al., 1996) classificaram quatro isolados de
morcegos da Amazonia como T. cruzi |. No entanto, 11 isolados de morcego de outras regides
brasileiras renderam uma nova combinagao de gendtipos, com um padrao de SL Tcll e um novo
perfil LSU rDNA (Marcili et al., 2009b). Posteriormente, resultados obtidos com outros métodos
corroboraram que este grupo de parasitos de morcego distingue-se dos seis DTUs conhecidos
(Hamilton et al.,, 2011; Marcili et al., 2009b). Todas as analises filogenéticas, utilizando
diferentes conjuntos de marcadores moleculares posicionaram esses isolados num cluster
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distinto, mais préximo a linhagem Tcl, mas claramente separado dos grupos formados pelos
outros DTUs (Cavazzana et al., 2010; Marcili et al., 2009b). Este grupo de isolados ganhou o
titulo provisério de 'Tcbat' e aguarda uma melhor caracterizacdo para atribuicio de um DTU

definitivo, potencialmente como um sétimo DTU: TcVII (Marcili et al., 2009b).

TcBat, ao contrario dos seis DTUs, ndo se desenvolve em nenhuma das trés espécies de
vetor comumente criadas em laboratério: Triatoma infestans, Rhodnius prolixus e
Panstrongylus megistus. O inseto vetor de Tcbat ainda é desconhecido. Assim, Tcbat é apenas
mais um indicador da complexidade do T. cruzi € maior do que a atualmente definida, e vai

exigir revisao de relagdes DTUs como mais isolados silvestres sendo genotipados.

2.6. Publicagdo relacionada ao Capitulo
2.6.1. PUBLICACAO 1

Macedo, A.M. and Segatto, M. (2010). Implications of Trypanosoma cruzi Intraspecific Diversity
in the Pathogenesis of Chagas Disease. In American Trypanosomiasis Chagas Disease One

Hundred Years of Research, T. Telleria, and M. Tibayrenc, eds. (London, Elsevier), pp. 498-522.
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Table 20.2 The New T. cruzi Nomenclature® and its Correspondence to Previous Nomenclature Defined by

Different Molecular and Biochemical Markers

Reference

Freitas et al.

Brisse et al.

Tibayrenc et al. Souto et al. Fernandes

Miles et al.

Zingales et al. Anonymous
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CAPITULO 3 - A estrutura populacional e
filogeniado T. cruzi




3.1. Teoria da evolugdo clonal

Durante muitos anos, prevaleceu a ideia de que a estrutura populacional do T. cruzi
seria predominantemente clonal (Tibayrenc et al., 1986b), que leva as populacdes a evoluirem
geograficamente isoladas, acumulando mutacdes discretas e caracteristicas proprias. De acordo
com esta teoria, fica implicito que troca genética é um evento ausente ou raro em T. cruzi e de

pouca ou nenhuma importancia epidemioldgica (Tibayrenc and Ayala, 1991; 2002).

Andlises de genética de populacdo, baseadas em polimorfismos de proteinas e do DNA,
a partir de amostras oriundas de localidades geograficas dispersas, tém demonstrado que o
numero observado de gendtipos em T. cruzi é bastante inferior ao das combinacdes tedricas
esperadas para cada locus, caracterizando um grande desvio dos valores esperados para
organismos se reproduzindo de maneira aleatédria, ou seja, em equilibrio de Hardy-Weinberg
(HW). Além disso, foi observado um forte desequilibrio de ligacdo (LD) entre marcadores
genéticos independentes. Esses achados levaram a proposicdao de um modelo de estrutura

predominantemente clonal para as populagées de T. cruzi (Tibayrenc and Ayala, 2002).

Esse modelo tem sido amplamente aceito pela comunidade cientifica, e se baseia na
auséncia de panmixia nas populacdes estudadas, em que o T. cruzi se reproduz predominante
por divisGes bindrias. Por consequéncia, o seu gendtipo nuclear dipldide é transmitido en bloc
para a prole, o que provavelmente resulta na presenca de desvios no equilibrio de Hardy-
Weinberg, no desequilibrio de ligacdo e no conceito de que os descendentes sado
geneticamente idénticos aos pais observados (Brisse et al., 2000; de Freitas et al., 2006;
Macedo et al., 2001; Oliveira et al., 1998; Rougeron et al., 2010; Tibayrenc, 1995; Tibayrenc and
Ayala, 1987; Tibayrenc et al., 1993; Tibayrenc et al., 1986b).

E importante ressaltar também que, embora esse tipo de reproducdo em T. cruzi ainda
seja considerado predominante, existe, nos hospedeiros invertebrados e vertebrados, uma
grande diversidade de populacdes. A oportunidade de interacdo entre estes diferentes
individuos pode favorecer o surgimento de diversidade genética entre essas populacées a partir
de eventos de hibridizagdo (Macedo & Pena, 1998). A proposta da ocorréncia de tais eventos
tem sido considerada, desde eventos raros (de Freitas et al., 2006; Tomazi et al., 2009; Venegas
et al., 2009; Westenberger et al., 2005) a, até mesmo, eventos cripticos e altamente frequentes

(Carranza et al., 2009).
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3.2. A origem das cepas hibridas de T. cruzi

A ocorréncia de cepas hibridas em popula¢bes naturais de T. cruzi sugere que eventos
sexuais definitivamente tiveram lugar pelo menos no passado e contribuiram de forma
significativa para a estrutura genética das atuais populacdes de T. cruzi. A maior parte das
evidéncias destes eventos baseava-se na identificacdo de cepas hibridas naturais putativas por
estudos de genes individuais (Bogliolo et al., 1996; Brisse et al., 2003; Carrasco et al., 1996;
Machado and Ayala, 2001; Souto et al., 1996; Sturm et al., 2003). Quando essas evidéncias
foram descritas, concordou-se que esse modelo de reprodugdo assexuada determinado por
estudos de genética de populagdo, ndao deveriam excluir a presenga de eventos de

recombinagdo ocasional.

Em 2003, foi experimentalmente demonstrada a capacidade de T. cruzi de realizar
trocas genéticas (Gaunt et al., 2003). Através da selecdo artificial de parasitos recombinantes
resistentes a drogas, foi demonstrada a fusao dos gendtipos nucleares parentais via um
mecanismo pouco usual de fusdo nuclear; formacdo de uma progénie polipléide, que pode
sofrer recombinacdo entre alelos e que, apds perda cromossémica, pode retornar ao estado
dipldide (Gaunt et al., 2003; Lewis et al., 2009a). Este processo assemelha-se ao processo
parassexual observado em fungos (Heitman, 2006). O periodo de tempo requerido para o
regresso ao estado dipldide é desconhecido. Hibridos experimentais de T. cruzi parecem ser
aneupldides, contendo 1,65 - 1,72 vezes mais DNA do que as células parentais (Gaunt et al.,
2003; Lewis et al., 2009a). Curiosamente, em todos os casos, observou-se a auséncia de fusdo
do DNA mitocondrial, sugerindo um modelo de recombinacdo no qual um dos parentais é o
“doador”, que contribui apenas com material nuclear e o outro o “receptor”, que mantém o
seu DNA do cinetoplasto. Assim, as cepas hibridas naturais derivadas da mesma linhagem
evolutiva terdo o mesmo tipo de DNA mitocondrial (de Freitas et al., 2006; Machado and Ayala,
2001). Interessantemente, Freitas et al.,, 2006 demonstraram que todas as cepas hibridas
naturais, até entdo analisadas, eram resultantes de dois eventos distintos de hibridizacao,
envolvendo popula¢des das linhagens Tcll e Tclll, sendo esta ultima sempre a populagdo

receptora, que mantém o DNA mitocondrial.

No entanto, o filogenia do taxon T. cruzi esta longe de ser completamente entendida.
Como foi o surgimento de cada uma destas linhagens, quais sao ancestrais e quais sao hibridas

sdo perguntas que ainda ndo foram respondidas. Nesse aspecto, existem atualmente duas
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teorias principais em debate na literatura. Todavia, o que se observa é que, dependendo dos
marcadores moleculares utilizados e dos métodos empregados na construcdo das arvores
filogenéticas, diferentes histérias evoluciondrias sdo reconstruidas (de Freitas et al., 2006;

Sturm et al., 2003; Westenberger et al., 2005).

A primeira teoria propde a ocorréncia de pelo menos dois grandes eventos de
hibridizacdo: o primeiro deles teria sido entre as linhagens parentais Tcl e Tcll, originando Tclll e
TclV; o segundo evento de hibridizacao teria sido entre Tcll e Tclll, dando origem a TcV e TcVI
(Westenberger et al., 2005) (Figura 3.1A). A segunda teoria afirma a existéncia de pelo menos
trés linhagens parentais: Tcl, Tcll e Tclll; e que as linhagens hibridas TcV e TcVI tenham sido
geradas a partir de dois eventos de hibridizacdo que ocorreram Tcll e Tclll. Nessa proposta, a

posicdo do DTU TclV ndo foi avaliada (de Freitas et al., 2006) (Figura 3.1B).

Lewis et al. (2011) utilizando-se de andlises de 35 /oci de microssatélites e de sequéncias
dos genes mitocondriais, obtiveram resultados que reforcam a ideia de que Tcll e Tclll sdo as
linhagens parentais dos DTUs TcV e TcVI. Nosso grupo de pesquisa, com base em analises de
similaridade de sequéncias do genoma mitocondrial, demonstrou, recentemente, que Tcl e Tcll
sdo igualmente distantes de Tclll, apoiando a hipdtese de que Tclll € uma linhagem parental
(Valle et al., dados ndo publicados). Ainda, por andlises filogenéticas encontramos indicios de
Tcll foi a primeira linhagem a se diferenciar do ancestral comum, e que a “Eva mitocondrial” do

taxon de T. cruzi é uma cepa Tclll.

A) B)

[ T |~ T RIS
1 | |

[ Tav | Telll Tevl

e T
Tew TcW|

Figura 3.1: Teorias sobre a origem dos DTUs de T. cruzi. A) hipétese que considera duas linhagens
parentais e pelo menos dois eventos de hibridizagdo envolvendo DTUs distintos (Westenberger et al.,
2005). B) hipdtese que considera a existéncia de pelo menos trés linhagens parentais e dois eventos de
hibridizacdo independentes, envolvendo os DTUs Tcll e Tclll (de Freitas et al., 2006) (Valle, 2012).

Ambas as teorias tém em comum o fato de que TcV e TcVI se originaram a partir de Tcll
e Tclll, por eventos de hibridizacdo. A principal diferenca entre esses correntes esta na origem
de Tclll. A primeira teoria propde que este DTU, assim como TclV, é hibrida das linhagens Tcl e
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Tcll, enquanto a segunda sugere que Tclll € um DTU ancestral, originado independentemente

de Tcl ou Tcll. Mais estudos serdo necessarios para esclarecer este ponto.

3.3. Evidéncia de recombinagado entre cepas T. cruzi ll provenientes de Minas Gerais

Apesar do progresso consideravel na genética evolutiva do T. cruzi, ainda ha muita
discussdo sobre sua estrutura populacional e seu modo reprodutivo. Um ponto de nosso

particular interesse é avaliar a presencga de recombinagdo sexuada entre as cepas de T. cruzi.

Embora algumas observacGes ja tenham sido feitas sobre este tipo de reproducdo,
muitas perguntas ainda precisam ser respondidas com objetivo de verificar a ocorréncia e a
frequéncia de recombinagdo no T. cruzi. Um fato que nos chama atencdo é a detecgdo de um
excesso de homozigotos em detrimento de heterozigotos, verificado nas diferentes populag¢des
deste parasito, que contrasta com a expectativa para populagdes essencialmente clonais. Em
organismos assexuais dipldides, como T. cruzi, os dois alelos evoluem independentemente por
acumulo de mutagdes e tendem, portanto, a um aumento da propor¢do de individuos
heterozigotos na populacdo, efeito conhecido como “Efeito Meselson” (Macedo et al., 2004;

Machado et al., 2006).

Outra dificuldade em avaliar a presenga de recombinagao sexuada entre as cepas de T.
cruzi encontra-se nos desenhos experimentais. Como na maioria dos trabalhos publicados, até
entdo, as andlises realizadas partem de comparacgbes entre populacdes isoladas de diferentes
regioes geograficas e a possibilidade de efeito Wahlund como gerador de desequilibrio de
Hardy-Weiberg ndo pode ser descartada (Poulin and Morand, 1999; Wahlund, 1928). De acordo
com Wahlund, havendo uma grande distancia geografica ou qualquer impedimento de
encontro entre as popula¢Ges analisadas, a chance de recombinacdo entre elas serd pequena
ou nula. No entanto, tendo em conta as populacdes de mesma linhagem e pertencentes a uma
Unica regido geografica ou préxima, havendo uma maior probabilidade de encontro entre estas

populacdes e possivelmente maior frequéncia de eventos de recombinacao.

Para avaliar se o isolamento geografico estaria mascarando ou impedindo a
recombinagdo entre cepas de T. cruzi, nds nos propusemos a realizar as principais analises de
genética de populacdo, que embasam a teoria clonal, a partir dos dados obtidos com

marcadores moleculares nucleares e mitocondriais de dois grupos de isolados. O primeiro
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grupo amostral estudado foi composto de 88 amostras de parasitos caracterizados como Tcll
isolados de pacientes provenientes de diferentes estados brasileiros e paises da América Latina.
O segundo grupo amostral foi constituido de 75 isolados Tcll de pacientes procedentes
exclusivamente de Minas Gerais (MG). Os marcadores moleculares selecionados para este

estudo foram 5 marcadores do genoma nuclear e 2 do genoma mitocondrial.

A hipdtese nula testada foi que, se a estrutura da populacdo era essencialmente clonal,
deveriamos observar desvio do equilibrio de HW e associagdo nitida entre os clusters obtidos
através da analise de ambos os genomas (mitocondrial e nuclear) nos dois grupos amostrais,

independentemente da origem geografica dos isolados.

Os resultados demonstraram que o numero de loci em desequilibrio de ligagao reduziu
de 4 para 1 quando apenas as cepas de MG foram analisadas. Além disso, ndo se observou
neste Ultimo grupo de isolados qualquer correlagcdo entre os agrupamentos obtidos pela analise
de loci nucleares e mitocondriais, sugerindo heranca independente entre esses marcadores
para os isolados de MG. Dessa forma nossos resultados ndo suportam uma estrutura
populacional essencialmente clonal para o T.cruzi e sugerem que, pelo menos para as
populacdes Tcll coexistindo numa mesma area geografica, as trocas genéticas entre as cepas
sdo muito mais frequentes do que inicialmente esperado. Esses achados ndo foram
encontrados em outros trabalhos, provavelmente, devido a composi¢cdo amostral de isolados
geograficamente distantes uns dos outros. Esse trabalho foi desenvolvido em colaboracdo com
o aluno de doutorado da Bioinformatica Rodrigo Baptista e de pds doutorado Daniella D’Avila

(PUBLICACAO 2).

3.4. Constituicao Multiclonal de populagoes de T. cruzi

As cepas de T. cruzi sao usualmente obtidas pela cultura de parasitos isolados de vetores
triatomineos ou hospedeiros mamiferos. Pacientes em areas endémicas podem ser infectados
por multiplos contatos com diferentes triatomineos e estes, por sua vez, podem se alimentar
de diferentes individuos infectados. Esta promiscuidade propicia a formacdo de populagdes
multiclonais em hospedeiros e vetores, levando ocasionalmente ao isolamento de populagdes

multiclonais quando crescidas em meio de cultura nos laboratdrios (Macedo and Pena, 1998).
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Sabe-se que grande parte das cepas naturais de T. cruzi sao multiclonais, ou seja,
composta por misturas de diferentes clones. E isso ja foi demonstrado experimentalmente por
diferentes métodos moleculares (Carneiro et al., 1990; De Araujo and Chiari, 1988; Deane et al.,
1984; Macedo et al., 1992; Morel et al., 1980; Tibayrenc et al., 1986a). No entanto, as
estratégias utilizadas para a manutencdo destes parasitos em laboratério tendem a diminuir a

complexidade da cepa original.

O isolamento e a caracterizacdo de microssatélites em T. cruzi permitiu que a
constituicdo multiclonal de algumas cepas deste parasito fosse mais bem investigada. Os
microssatélites sdo marcadores unilocais, o que faz com que possamos determinar exatamente
os alelos presentes em uma cepa, permitindo-nos fazer inferéncias populacionais muito mais

precisas do que outros marcadores aleatdrios, tais como RAPD e SSR-PCR (Oliveira et al., 1997).

Baseados em andlises de microssatélites, Oliveira et al. (1997, 1998) e Pimenta (2002)
demonstraram que algumas cepas de T. cruzi possuiam mais de dois alelos para um
determinado locus de microssatélite, sugerindo que estas cepas seriam aneupldides para esse
locus, ou entdo, que elas seriam compostas de mais de uma subpopulacdo de parasitos
apresentando alelos diferentes. Curiosamente, as cepas que apresentaram mais de dois alelos
foram, na sua grande maioria, aquelas isoladas de reservatdrios e vetores silvestres, ou de
alguns pacientes chagasicos na fase aguda da doenga. Essas cepas correspondem, justamente,
aquelas que apresentaram maior grau de variabilidade genética identificada através do RAPD e
do SSR-PCR, indicando que o grau de variabilidade genética observado nessas amostras pode
estar intimamente relacionado com uma possivel constituicdo multiclonal de algumas cepas de

T. cruzi (revisado por Macedo et al., 2004).

Mais ainda, a andlise de microssatélites indicou que a porcentagem de populac¢des
multiclonais diminui progressivamente quando sdo comparadas cepas do ciclo silvestre com
aquelas isoladas de humanos, apoiando a ideia de o hospedeiro humano atue com um filtro
gue seleciona cepas mais adaptadas (Macedo and Pena, 1998). Normalmente menos de 10%
das cepas isoladas de humano na fase crénica da infeccdo sdo policlonais, comparado a cerca
de 60% de populacées multiclonais isoladas de vetores silvestres da regido Amazonica (Macedo
et al., 2004). Também com o auxilio dos microssatélites, Llewellyn et al. (2011) revelaram que

mesmo dentro de um Unico mamifero pode haver uma série notavel de gendtipos mistos.
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Uma vez demonstrado que algumas cepas de T. cruzi sao, na verdade, formadas por um
conjunto de populacdes geneticamente distintas, os estudos populacionais neste parasito
precisam ser modificados. As analises de genética de populagao realizadas até hoje levaram em
consideracdo ndo individuos, mas grupos de parasitos. Em estudos populacionais com T. cruzi, o
ideal seria que os individuos diferentes presentes nas cepas fossem individualizados ou

clonados antes de serem analisados.

Alguns estudos em populagdes policlonais artificiais baseados em diluicao limitante
foram realizados na tentativa de isolar os diferentes clones de T. cruzi presentes (Dvorak et al.,
1982; Pinto et al., 1998; Postan et al., 1984). Entretanto, esse tipo de abordagem tem suas
limitagdes, uma vez que nem todos os clones sdo capazes de se desenvolver bem em meio de
cultura e ndo estdo presentes na mesma proporc¢ao, faz com que alguns clones sejam sub-
representados ou, muitas vezes, nem sejam isolados. Além da diluicdo limitante, outros
procedimentos sao utilizados como a micromanipulagao e clonagem em placas de agar sangue,
mas apresentam as mesmas limitacdes ja comentadas. Outro ponto negativo é que estas

técnicas consomem muito tempo, sao laboriosas e produzem um baixo nimero de clones.

Pimenta (2002) demonstrou que a separacdao de células de T. cruzi através do FACS
(Fluorescence-Activated Cell Sorter) é uma tecnologia que ajuda a contornar estes problemas. O
T. cruzi tem uma fluorescéncia intrinseca que permite a separac¢do das células, uma a uma, nos
pocos de placas de 96 wells. Assim os isolados poderiam ser separados para andlise individual e
sem a necessidade de cultivo. Para testar esta estratégia, os autores analisaram populacdes
artificialmente heterogéneas do parasito, e conseguiram identificar, indubitavelmente, os

diferentes clones presentes nesta populagdao mista.

A técnica de separacdo das diferentes sub-populacdes que compdem as cepas de T.
cruzi por FACS é uma ferramenta poderosa que permite responder muitas perguntas até entdo
insoluveis, tais como: Quantos clones geneticamente diferente do parasita constituem uma
cepa multiclonal? Os clones que pertencem a diferentes linhagens podem coexistir em uma
Unica cepa? Qual a porcentagem de cada clone na cepa original? A cepa avaliada é multiclonal
ou trata-se, na realidade, de uma cepa aneupldide? A resposta para todas essas perguntas abre

novas perspectivas para estudos populacionais no parasita.

A fim de verificar se era possivel identificar os clones presentes em isolados naturais
supostamente multiclonais, nés unimos a estratégia da separacao de células com FACS a
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sensivel abordagem de amplificacdo da PCR nested (PUBLICACAO 3). As células foram
genotipadas utilizando dois marcadores gendmicos polimérficos e quatro Joci de
microssatélites. Ndés avaliamos essa metodologia utilizando quatro populacdes de T. cruzi: uma
populacdo controle formada pela mistura artificial de duas populagées monoclonais - Silvio X10
cll (Tcl) e cl3 Esmeraldo (Tcll), e trés cepas naturais, uma isolada de vetor (A316A R7) e outras

duas isoladas do primeiro caso humano da doenca de Chagas (Berenice).

Através desta abordagem inovadora, fomos capazes de descrever com sucesso a
complexidade dessas cepas naturais, revelando o seu caracter multiclonal. Além disso, nossos
resultados demonstram que essas populacdes de T. cruzi sdo formados por mais clones do que
o inicialmente esperado. O método também permitiu a estimativa da propor¢do de cada sub-
populacdo das cepas testadas. Esta estratégia de genotipagem de uma Unica célula permitiu a
analise da diversidade intrapopulacional em um nivel de detalhe nunca conseguido
anteriormente, e surge como uma metodologia de grande utilidade para melhorar a nossa
compreensao da estrutura e dindmica populacional do T. cruzi. Esse trabalho foi desenvolvido
em colaboracdo com dois outros entdo alunos de doutorado: Juliana Pimenta e Helder

Valadares.

3.5. PublicagGes relacionadas ao Capitulo
3.5.1. PUBLICACAO 2

Baptista RP, D'Avila DA, Segatto M, Valadares HMS, Gontijo ED, Galvdo LMC, Chiari E, Franco
GR, Machado CR, Macedo AM. (2013) Evidence of Substantial Recombination Among
Trypanosoma cruzi |l Strains From Minas Gerais (manuscrito submetido a Infection, Genetics
and Evolution).

3.5.2. PUBLICAGAO 3

Valadares HMS, Pimenta JR, Segatto M, Veloso VM, Gomes ML, et al. (2012) Unequivocal
Identification of Subpopulations in Putative Multiclonal Trypanosoma cruzi Strains by FACs
Single Cell Sorting and Genotyping. PLoS Negl Trop Dis 6(7): e1722.
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Abstract

Trypanosoma cruzi, the etiological agent of Chagas disease, is a polymorphic species. Evidence suggests that the majority of
the T. cruzi populations isolated from afflicted humans, reservoir animals, or vectors are multiclonal. However, the extent
and the complexity of multiclonality remain to be established, since aneuploidy cannot be excluded and current
conventional cloning methods cannot identify all the representative clones in an infection. To answer this question, we
adapted a methodology originally described for analyzing single spermatozoids, to isolate and study single T. cruzi parasites.
Accordingly, the cloning apparatus of a Fluorescence-Activated Cell Sorter (FACS) was used to sort single T. cruzi cells
directly into 96-wells microplates. Cells were then genotyped using two polymorphic genomic markers and four
microsatellite loci. We validated this methodology by testing four T. cruzi populations: one control artificial mixture
composed of two monoclonal populations - Silvio X10 cl1 (Tcl) and Esmeraldo cI3 (Tcll) - and three naturally occurring
strains, one isolated from a vector (A316A R7) and two others derived from the first reported human case of Chagas disease.
Using this innovative approach, we were able to successfully describe the whole complexity of these natural strains,
revealing their multiclonal status. In addition, our results demonstrate that these T. cruzi populations are formed of more
clones than originally expected. The method also permitted estimating of the proportion of each subpopulation of the
tested strains. The single-cell genotyping approach allowed analysis of intrapopulation diversity at a level of detail not
achieved previously, and may thus improve our comprehension of population structure and dynamics of T. cruzi. Finally, this
methodology is capable to settle once and for all controversies on the issue of multiclonality.
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Introduction

Chagas disease, an American protozoonosis caused by Trypano-
soma cruzi, is characterized by various clinical manifestations
ranging from asymptomatic to severe cardiac and/or digestive
injuries. This complex ailment still afflicts 10 million people across
Latin America and another 90 million are at risk of acquiring the
disease [1]. A vaccine or specific treatment for large-scale public
health interventions is still not available, so the main control
strategy relies on prevention of transmission by controlling insect
vectors and contamination by food or blood transfusion [2].

T. cruzi is a very polymorphic species, as extensively demon-
strated by biological, biochemical, and molecular studies [3], and
this certainly contributes to the pleomorphism of the symptoms
and to the difficulty in controlling the disease [4]. 7. cruzi was
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recently subdivided into six discrete taxonomic units (DTUs)
named 7. cruzi 1 to 7. cruzi VI [5], of which at least four are
involved with human pathology [6].

Indirect evidence suggests that part of 7. ¢ruzi populations is
multiclonal. This is in accordance with the theoretical expectation,
since patients in endemic areas are infected by multiple contacts
with different triatomines and these, in turn, may feed on different
infected individuals. Most of the putative multiclonal populations
were suggested based on the identification of more than two alleles
for different markers [7-9]. Whether these reported populations
are really multiclonal remains controversial because we cannot
exclude the possibility of aneuploidy [7,8,10,11]. Thus, direct
evidence for the multiclonality of sylvatic and domestic popula-
tions is lacking. Indeed, it is not possible to identify all the clones
that constitute a given multiclonal population because current
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Author Summary

Trypanosoma cruzi, the cause of Chagas disease, is
responsible for high levels of mortality and morbidity in
many countries of Latin America. This species is very
polymorphic and was recently classified into six discrete
typing units (Tcl-VI) that are associated with different
geographical distribution, transmission cycles, and varying
disease symptoms. Natural parasite populations are
thought to have a complex structure since in endemic
areas the same hosts may be simultaneously infected by
different T. cruzi strains due to frequent exposure to
insects as well as the variety of reservoirs and vectors in
the sylvatic environment and the heterogeneous compo-
sition of the parasite populations. Most of the putative
multiclonal populations have been suggested based on
indirect evidence, or current conventional cloning meth-
ods that may favor some individuals’ growth. In an effort
to elucidate the complexity of T. cruzi isolates we adapted
a methodology originally described for analyzing single
spermatozoids, to sort single parasites. This approach
allowed us to completely dissect the complexity of four
strains and estimate the relative contribution of each
subpopulation. Knowledge about complexity of T. cruzi
strains is essential for determining the aspects involved in
differential parasite tissue tropism, clinical manifestations
of the disease, and drug resistance.

conventional cloning methods (micromanipulation, limiting dilu-
tion or cloning in blood-agar plates) may favor individuals over-
represented in the original population and/or presenting higher
growth rates [12-15].

To answer these questions we devised a new strategy for sorting
single 7. ¢cruzi parasites, adapted from methods originally described
for analyzing single spermatozoids [16]. Using this innovative
approach the results presented herein may contribute to settling
the debate regarding the multiclonality of three 7. cruz
representative strains isolated from human and vector hosts. The
methodology described here is able to completely dissect the
complexity of strains and estimate the relative contribution of each
subpopulation, and will therefore have important implications for
the study of 7. ¢ruzi biology and disease.

Methods

T. cruzi populations

In this study we used four multiclonal 7. ¢ruzi populations: one
artificially composed of Esmeraldo cl3 (a standard 7. cruzi II strain)
and Silvio X10 cll (a standard 7. cruzi I strain), a naturally
occurring putatively multiclonal vector strain called A316A R7,
and two populations derived from a naturally occurring putatively
multiclonal human strain named Be-78 1B and Be-78 25B. The
A316A R7 strain was isolated from a Tratoma sordida circulating in
northwestern Parana state, Brazil [17,18]. The Be-78 1B and Be-
78 25B are two populations derived from a chronic chagasic
outbred dog infected with Be-78, originally isolated from Berenice,
the first patient of Carlos Chagas [19], harvested after 1 or 25
successive blood passages in mice [20].

Preparation of T. cruzi cells for the FACS

About 1.5 mL (10° cells) of 7. cruzi epimastigotes cultured in
Liver Infusion Tryptose (LIT) medium were transferred to a
siliconed Vacutainer tube (Itupeva, Brazil). The culture was
centrifuged at 30 xg for 10 minutes at 4°C to separate intact cells
from cellular debris. After this centrifugation, the culture was
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incubated for 10 minutes at room temperature to allow mobile
epimastigotes to reach the surface. The collected cells were
submitted to three washes with 1x PBS pH 7.4 at 4°C sterilized
using 0.22 pM Millex GV filter (Millipore, MA, USA) and
centrifuged at 1000 xg for 10 minutes at 4°C.. After the last wash
the cells were suspended in 1 mL of 1 x PBS pH 7.4 and fixed for
30 minutes using absolute ethanol maintained at —20°C. Finally,
the fixed cells were stored at 4°C overnight, after which they were
submitted to sorting on the FACS Vantage apparatus.

Calibrating the FACS and sorting of T. cruzi cells

To calibrate the powerful single-cell sorter FACS Vantage to
achieve single 7. cruzi specimens, we used fluorescent beads as
an indirect control because bead size is similar to the
epimastigote form of the parasite [21]. Fluorescent beads
(Spherotech Inc., IL, USA) measuring 10.0 to 14.0 pm in
diameter were sorted in microscope slides according to the
manufacturer’s protocol (Becton Dickinson, CA, USA). We
found that the counting of the sorted beads under fluorescence
microscope always showed good correspondence with the
number of beads programmed for each well. In wells
programmed to contain one bead we found an occasional
absence of beads, but never more than one bead.

To sort 7. cruzi strains, small aliquots of the fixed cells were
transferred to a Falcon tube (Becton Dickinson, CA, USA) for
FACS counting. The solution containing the parasites was diluted
m 1x PBS pH 7.4 until the FACS counting indicated approxi-
mately 100 events per second. Samples were gated forward scatter
(FSC) versus side scatter (SSC) to select cell populations of interest
(Figure S1). The autofluorescence pattern presented by 7. cruzi
allows cell sorting without staining with fluorescent dyes or
reagents. Then, the Clone Cyt apparatus (Becton Dickinson, CA,
USA) was used to sort single cells directly into 96-wells plate
(Sorensen BioScience, UT, USA) containing 5 pL of 10% Triton
X-100. Control wells were programmed to contain 0, 2, 5, or 10
sorted parasites from each 7. cruzi population. After sorting, a drop
of mineral oil was added to each well and the microplates were
stored at —20°C until needed. Before the PCR assays, the single
sorted 7. cruzi was lysed by exposing the microplates to 80°C for
1 hour in a thermocycler.

T. cruzi single cell genotyping

Cells were genotyped by using polymorphic markers to
mitochondrial (Cytochrome Oxidase subunit II- COII) and
nuclear (24Sa rDNA) genes and four microsatellite loci.

Polymorphism analysis of 24Sa rDNA gene. A hemi-
nested PCR protocol was used for the 24So. rDNA typing. Regular
D75/D72 and 5'-fluorescein D71/D72 primer pairs (Table 1)
were used for the first and second rounds, respectively. Both
rounds of each PCR were performed in a total volume of 25 L
containing Buffer B (Promega, Madison, Wisconsin, USA),
3.5 mM MgCl,, 0.625 U Tag DNA polymerase (Promega),
200 pM of each dNTP, and 0.25 pM of each primer. The lysed
single 7. cruzi cells were used as DNA template for the first round
and 10% of the amplified products obtained from this round were
used for the second. The amplification cycles for both rounds
consisted of an initial denaturation step at 94°C for 1 minute,
followed by 30 cycles of 94°C, 60°C, and 72°C for 30 seconds
each step, followed by final extension step at 72°C for 10 min [22].
After the second round, 5 pL of the PCR products were examined
on silver stained 6% polyacrylamide gel. As PCR amplification
controls we used 1 ng of DNA from 7. cruzi populations belonging
to 7. cruzi I: Silvio X10 cll (rDNA type 2 — 110 bp); or 7. cruz: 1I:
Esmeraldo cl13 (rDNA type 1-125 bp) and 7. cruzi V: SO3 clb
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Table 1. Primers used for amplification of the T. cruzi 24Sa.
rDNA, COll, and microsatellite markers.

Primer Sequence

D71 5'-FluoresceinAAGGTGCGTCGACAGTGTGG-3’
D72 5'-TTTTCAGAATGGCCGAACAGT-3'

D75 5'-CAGATCTTGGTTGGCGTAG-3’

TcMit10 5'-CCATATATTGTTGCATTATT-3'

TcMit21 5'-TTGTAATAGGAGTCATGTTT-3’

DsMit-F 5'-TGCATTACTCCTTTCTACAG-3'

DsMit-R 5'-AACTCGCTACATTGTCCATA-3’

5’-FluoresceinACCTCATCGGTGTGCATGTC-3'
5'-TATTGTCGCCGTGCAATTTC-3’
5'-AGAGGCGCACAGTTGTATGC-3’
5'-GACGCTTTATGTTGAATTCA-3'
5'-FluoresceinGAATTTCCCCATTTCCAAGC-3’
5'-CGATGAGCAACAATCGCTTC-3’
5'-GGATATTTGTTACTGCTGGC-3'
5'-CGGACATATCCCTCTAGTCG-3’
5'-FluoresceinGATCCTTGAGCAGCCACCAA-3’
5'-CAAATTCCCAACGCAGCAGC-3'
5'-AGGCTGATCCTTGAGCAGCC-3’
5'-CGGCGGTCTTCTTTTGTCTC-3'
5'-FluoresceinGCCGTGTCCTAAAGAGCAAG-3’
5'-GGTTTTAGGGCCTTTAGGTG-3’
5'-ACGCACTCTCTTTGTTAACAG-3’
5'-CACATACACATTCCAATGGTT-3’

TcAAT8-forward
TcAATS8-reverse
TcAAT8ex-forward
TcAAT8ex-reverse
TcTAC15-forward
TcTAC15-reverse
TcTAC15ex-forward
TcTAC15ex-reverse
TcTAT20-forward
TcTAT20-reverse
TcTAT20ex-forward
TcTAT20ex-reverse
TcAAAT6-forward
TcAAAT6-reverse
TcAAAT6ex-forward
TcAAAT6ex-reverse

doi:10.1371/journal.pntd.0001722.t001

(rDNA type 1/2 — 110 and 125 bp). To determinate the allele
sizes, 1 to 3 uL of the PCR fluorescent products were analyzed on
6% denaturing polyacrylamide gel with an Automatic Laser
Fluorescent (ALF) sequencer (GE Healthcare, Milwaukee, Wis-
consin, USA) in comparison to fluorescent DNA fragments of 50—
500 bp using Allelelocator software (GE Healthcare).
Polymorphism analysis of COII gene. COII typing was
conducted using a full nested PCR protocol as described
previously [23,24]. DsMit-F/DsMit-R and TcMitl0/TcMit21
primer pairs (Table 1) were used for the first and the second PCR
rounds, respectively. Each reaction was performed in a total
volume of 25 uL. containing 2.5 uL. of Buffer IB (Phoneutria,
Minas Gerais, Brazil), 1 U Tag DNA polymerase (Promega),
250 pM of each dNTP, and 0.3 uM of each primer. The lysed
single 7. cruzi cells were used as DNA template for the first round
and 10% of the amplified products obtained from this round were
used for the second round. The cycles of PCR amplification
consisted of an initial denaturation at 94°C for 5 minutes, followed
by 40 cycles at 94°C for 45 seconds, 48°C for 45 seconds, and
72°C for 1 minute, followed by a final extension step at 72°C for
5 min. The amplified products were resolved on 2% agarose gel
electrophoresis. Each positive PCR reaction (10 puL) was submitted
to digestion with Al enzyme (Promega), according to the
manufacturer’s instructions. Restriction Fragment Length Poly-
morphism (RFLP) of this gene allows the differentiation of 7. cruzi
I, I, and III-VI major lineages when resolved on silver stained 6%
polyacrylamide gel. As RFLP-COII standards patterns we used
1 ng of DNA from 7. cruzi populations belonging to 7. cruzi I:
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Silvio X10 cll (mitochondrial haplotype A — 30, 81, and 264 bp);
T. cruzi II: Esmeraldo cl3 (mitochondrial haplotype C — 81, 82,
and 212 bp); and 7. cuzi V: SO3 cl5 (haplotype B — 81 and
294 bp).

Polymorphism analysis of microsatellite loci. A multi-
plex PCR system based on the full nested PCR strategy was
designed for the microsatellite analyses. This system comprised
two amplification rounds. In the first round we had a multiplex
PCR containing only the external primers for all four microsat-
ellite loci identified in diploid regions of CL Brener genome
(TcTAC15, TcAATS, TcTAT20, and TcAAATS6) (Table 1). For
the second round, four different reactions were carried out using
the internal primers for each locus individually. Both PCR rounds
were performed in a total volume of 25 puL. containing Buffer B
(Promega), 2.5 mM MgCly, 1 U Tag DNA polymerase (Promega),
300 uM of each dNTP, and 0.3 uM of each primer. Lysed single
T. cruzi cells were used as DNA template for the first round and
10% of the amplified products obtained from this round were used
for the second. Amplification reactions were performed using the
step-down protocol described by Valadares et al. (2008). To
determinate allele sizes, 1 to 3 uL of the PCR fluorescent products
were analyzed on 6% denaturing polyacrylamide gel with an ALF
sequencer (GE Healthcare).

Combining 24So rDNA and microsatellite analyses. 'To
investigate whether there was a correspondence between the
microsatellite and rDNA profiles of the single sorted 7. cruzz, we
used a duplex PCR involving the simultaneous amplification of the
24So rDNA and TcTAT20 markers. The reactions were
conducted as specified above for the microsatellite analyses in a
two-round PCR. For the first round we used a mixture of the
external primers for 24So rDNA and TcTAT20, and in the
second round we used the internal primers for both markers but in
two separate reactions.

Results

Conventional cloning methods have showed the existence of
some natural multiclonal 7. c¢uzi populations. However, a
widespread understanding of the multiclonal scenario among 7.
¢ruzi is not possible due to the limitations of current cloning
methods. We therefore wanted to devise a method that would
allow us to investigate the multiclonal status of any 7. ¢ruzi strain
and simultaneously characterize individually all the clones that
compose the strains.

Single sorting of T. cruzi parasites using FACS Vantage
To evaluate whether the previously used bead-calibrated
method could be successfully used to separate single 7. cruzi
parasites, we initially sorted an artificial mixture of two monoclo-
nal populations: Silvio X10 cll (7. c¢ruzi I) and Esmeraldo cl3 (7.
cruzi II). Next, we confirmed separation by genotyping the 24Sa
rRINA gene of the single sorted parasites and the controls present
in each well (Figure 1). In the control wells Al, A2, A3, and A4
programmed to contain 10 or 5 cells, we detected the expected
amplicons of 110 and 125 bp, demonstrating that the two types of
cells used in the artificial mixture were present. From the 83 wells
programmed to contain the sorted single parasites, 40% (33 wells)
showed the amplification of only the 125 bp or the 110 bp
amplicon, therefore confirming single cell sorting. This efficiency is
approximately the double that obtained with a previously
published protocol [25]. Moreover, none of the wells programmed
to contain a single cell showed the amplification of both fragments.
These results indicate that the FACS Vantage sorting method we
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Figure 1. 24Sa rDNA profiles of single parasites from the SilvioX10 cl1 and Esmeraldo cI3 artificial mixture. DNA from Esmeraldo cI3
(125 bp), Silvio X10 cl1 (110 bp), and SO3 cl5 (110/125) were used as controls for rDNA type 1 (T. cruzi ll), DNA type 2 (T. cruzi 1), and rDNA type 1/2 (T.
cruzi V), respectively. Corresponding microplate wells of the positive amplifications are also indicated. Control wells were programmed to contain 0, 2,
5, or 10 parasites. MW: Molecular weight of 25 bp (Invitrogen, USA).

doi:10.1371/journal.pntd.0001722.9001

modified could be used efficiently to separate single 7. cruzi two alleles for some of the DNA markers used during its
parasites. genotyping, it was suggested that it was constituted of a mixed
population [17]. However, considerable controversy persisted on
. . . . whether the multiclonal status of this and other 7. cruzi strains is
Single parasite sorting of naturally occurring vector real [7,8,26-28] or just reflects aneuploidy for the analyzed loci
populations [10,11]. We therefore used the single 7. c¢uzi sorting and
The A316A R7 strain was isolated from a triatomine bug in genotyping approach proposed here to address this question. To
Parana, southern Brazil. Because this strain presented more than this end, we sorted single parasites from the A316A R7 strain and
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Figure 2. PCR-RFLP profiles of the COIl gene from the A316A R7 single sorted parasites. After digestion with Alul the COIl amplicons
generate three RFLP patterns for T. cruzi: the presence of a fragment of 264 bp characterizes a mitochondria haplotype A, associated with T. cruzi |
(e.g., Silvio X10 cl1); the presence of a fragment of 212 bp characterizes a mitochondria haplotype C, associated with T. cruzi Il (e.g., Esmeraldo cl3),
and the presence of a fragment of 294 bp characterizes a mitochondria haplotype B associated with T. cruzi Ill-VI DTUs (e.g., SO3 cl5). Only wells that
resulted in positive amplification are shown. Control wells were programmed to contain 0, 2, 5, or 10 parasites. MW: Molecular weight of 25 bp
(Invitrogen, USA); NC — RFLP mix: negative control containing only the reaction mix.

doi:10.1371/journal.pntd.0001722.g002
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Figure 3. Electrofluorogram presenting the profiles obtained for 24So. rDNA on A316A R7 single sorted parasites. Numbers at the
peaks refer to the size of the amplicons in base pairs. The peaks presenting values of 75 and 155 bp refer to internal markers used for alignment in
the Allelelocator software. The wells containing single cells that showed positive amplification are also indicated. Control wells presenting DNA of the

original strain pool of parasites or 10 sorted parasites were also included.

doi:10.1371/journal.pntd.0001722.g003

genotyped them by using three sets of markers: COII, 24Sa
rDNA, and microsatellites (Figures 2, 3, 4).

COII haplotypes. The COII profiles obtained for the single
sorted parasites and controls are shown in Figure 2. On average
25% of the wells programmed to contain a single cell were positive
for this marker. We detected two different RFLP profiles,
demonstrating the presence of two subpopulations within the
A316A R7 strain: one showing the fragment of 212 bp, which is
characteristic of the mitochondrial COII haplotype C and shared
by strains belonging to 7. c¢ruzi II, and another showing the
fragment of 264 bp, which is characteristic of the mitochondrial
COII haplotype A, and shared by strains belonging to 7. cruzz L.
We also estimated the relative proportion of each subpopulation
within the parental A316A R7 strain and found that the 7. cruzi 11
parasites were more frequent (approximately 90%) than the 7.
cruzi 1 (approximately 10%).

24Sa rDNA profiles. Figure 3 shows that 42% of wells
programmed to contain a single sorted 7. ¢ruzi were positive for
this marker. We detected two different profiles: one presenting
125 bp, compatible with strains belonging to 7. cruzi II lineage,
and another presenting a fragment of 117 bp previously demon-
strated for some non-typical 7. cruzi I strains [29] (Figure 3).
Similar to the data obtained by mitochondrial COII haplotype
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analysis, we also observed that the 7. ¢ruzz 11 population
predominates in the original strain (approximately 85%).
Microsatellite typing. Representative results obtained from
the microsatellite analyses of the single sorted 7. ¢ruzi and the
controls wells are shown on Figure 4. On average 34% of the wells
programmed to contain a single cell were positive for the
microsatellites, varying from 23 to 41% depending on the
experiment and the evaluated locus. The compiled data derived
from all analyzed loci are presented in Table 2. When we analyzed
pools of parasites obtained from the A316A R7 strain we detected
three alleles for the TcAATS locus (232, 250, and 259 bp), which
could be indicative of multiclonality or aneuploidy for this strain.
However, the PCR analysis of the same locus performed with the
single sorted cells detected two distinct subpopulations: one
presenting 232 bp alleles (homozygote profile) and another
showing alleles of 250 and 259 bp (heterozygote profile). Similar
results were obtained for the other analyzed loci (TcTAT20,
TcTAC15, and TcAAATG6). Although the analyses performed
with these other loci identified profiles with only two alleles in the
original A316A R7 strain, PCR using the single sorted cells
allowed us to detect two distinct subpopulations. Indeed, two
different but homozygous profiles for the TcTAC15 (96/96 or 99/
99 bp) and the TcAAAT6 (251/251 or 275/275 bp) loci were
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Figure 4. Electrofluorogram of TcAAT8 (A) and TcAAAT6 (B) loci for A316A R7 before and after sorting. Numbers at the peaks refer to
the size of the amplicons in base pairs. The peaks presenting values of 75, 210, and 320 bp refer to internal markers used for alignment in the
Allelelocator software. The wells containing single cells that showed positive amplification are also indicated. Control wells presenting DNA of the

original strain pool of parasites were also included.
doi:10.1371/journal.pntd.0001722.g004

detected. Moreover, the Tc¢TAT20 locus revealed also the
presence of two subpopulations: one heterozygous, presenting
the 190/238 bp alleles, and another homozygous with the 181/

Table 2. Allele sizes for each microsatellite locus amplified
from A316A R7 single sorted cells.

Sample/Loci TcTAC15 TcTAT20 TcAAT8 TcAAAT6
A316A R7 (strain) 99/99 190/238 232/250/259  251/275

1 cell 99/99 190/- 250/259 n.a

1 cell 99/99 190/238 -/259 n.a

1 cell 99/99 190/- n.a 275/275

1 cell 99/99 190/238 250/259 275/275

1 cell 96/96 181/181 na 251/251

1 cell 99/99 190/- n.a 275/275

1 cell 99/99 190/238 250/259 275/275

1 cell 99/99 190/- 250/259 275/275

1 cell 99/99 190/- 250/259 275/275

1 cell 99/99 190/- 250/- 275/275

1 cell 96/96 181/181 232/232 251/251
Allele sizes are presented in base pairs.

(-), Amplification failure probably due to allele drop-out effect; n.a, not
amplified.

doi:10.1371/journal.pntd.0001722.t002

@ www.plosntds.org

181pb, which is curious given that this last allele was not detected
in the original strain.

Perfect correspondence among the alleles found for each
microsatellite locus confirmed the existence of two subpopulations
within the A316A R7 strain presenting completely different
genotypes: one characterized by the 99/99, 190/238, 250/259,
and 275/275 bp alleles and another characterized by the 96/96,
181/181, 232/232, and 251/251 bp alleles for the TcTACI15,
TcTAT20, TcAATS, and TcAAAT6 microsatellite loci, respec-
tively (Table 2). The proportion of wells presenting each of these
two subpopulations was estimated as 90% and 10% respectively, a
result consistently found from experiments performed using
different microplates.

Correlating the microsatellite analyses with the T. cruzi
DTUs. To determine the 7. cruzi DTUs for the two subpopu-
lations identified by the microsatellite analyses, we used a duplex
PCR strategy designed to simultaneously amplify the TcTAT20
and the 24So rDNA markers (Table 3). Our results demonstrated
that the subpopulations presenting the 181/181 and 190/238 bp
alleles for the Tc¢TAT20 locus corresponded, respectively, to those
presenting the 24So rDNA of 117 bp and associated with the 7.
cruzi I, and the 24So rDNA of 125 bp related to the 7. cruz: 11,
both present in the original A316A R7 strain (Table 3).

Single parasite sorting of naturally occurring human
populations. Be-62 and Be-78 are two 7. cruzi strains isolated
respectively in 1962 and 1978 from Berenice, the first reported
human case of Chagas disease [30]. Although isolated from the
same patient, these two strains displayed several biological and
molecular differences [19,31-33]. However, because only two

July 2012 | Volume 6 | Issue 7 | e1722

92



T. cruzi Single Cell Sorting and Genotyping

Table 3. Allele sizes of TcTAT20 microsatellite and 24So rDNA Table 4. Allele sizes for each microsatellite amplified from Be-
gene amplified from A316A R7 single cells. 78 1B and Be-78 25B single sorted cells.
Sample/Loci TcTAT20 24Sa rDNA T. cruzi DTU Sample/Loci TcTAC15 TcTAT20 TcAATS TcAAAT6
A316A R7 (strain) 190/238 117/125 T. cruzi HT. cruzi |l Be-62 (Strain) 99/99 190/208 253/262 259/275
1 cell 190/238 125 T. cruzi Il Be-78 (Strain) 99/99 196/205 262/268 271/275
1 cell 190/- 125 T. cruzi Il Be-78 1B (Isolate) 99/138/141 190/196/205 253/253 259/275
1 cell 190/238 125 T. cruzi Il 1 cell Be-78 1B 99/99 n.a 262/268 271/275
1 cell 181/181 17 T. cruzi | 1 cell Be-78 1B 138/141 n.a 292/292 263/263
i ] i 1 cell Be-78 1B 99/99 aa 253/262 259/275
Allele sizes are presented in base pairs.
(), Amplification failure probably due to allele drop-out effect. T. cruzi DTUs 1 cell Be-78 1B 99/99 na 262/268 271/275
according to Zingales et al, 2009. TcellBe78 1B 138/141 na 292/292 263/263
In this table are shown only those wells that presented positive amplification
e- solate
for both markers. Be-78 25B (Isolate) 99/138/141 181/190/208 253/262/268/292 259/275
doi:10.1371/journal.pntd.0001722.t003 1 cell Be-78 25B 99/99 190/208 253/- 259/-
1 cell Be-78 25B 99/99 190/208 253/262 259/275
alleles were .detccted for thﬁ moleculér. markers used in their 1cell Be-78 258 99/99 190/208 253/262 275
characterization, both strains were initially supposed to be
. . . 1 cell Be-78 25B 138/141 181/181 292/292 263/263
monoclonal [34]. Even so, after being inoculated in dogs and
mice and re-isolated, major changes in RAPD and isoenzyme ! cell Be-78 258 99/99 1907208 253/- 259/275
profiles were observed in the Be-78 profile, raising the question TcellBe-78 25B  138/141  181/181 n.a 263/263
whether this strain could be indeed a multiclonal population [20]. 1 cell Be-78 25B 138/141  181/181 292/292 263/263
pop
To answer this query we used the methodology proposed here for 1 cell Be-78 258 99/99 190/208 253/262 259/275
sorting 'Be-78 ?B and Be-78 25B, two of the 1solates_from' the Be- 1cell Be-78 258 99/99 190/208 253/262 /275
78 strain obtained after passages in dog and then in mice. The
. . . . 1 cell Be-78 25B 99/99 190/208 253/- 259/275
microsatellite profiles obtained were compared with those
observed for the original Be-62 and Be-78 strains and these data 1 cellBe-78 258 138141 1817181 2921292 263/263
were sumr.narlzed in Ta.lble 4. Surprlsmgl‘y, three different Allele sizes are presented in base pairs.
subpopulations were identified: one characterized by the 99/99, (-), Amplification failure probably due to allele drop-out effect; n.a, not
196/205, 262/268, and 271/275 bp alleles and equivalent to the amplified or not analyzed.
original profile of Be-78; another one characterized by the 99/99, 't?] t?'s tableta:je Sho_‘:fn the alllgfl_estf.romfwellts Ide”:’i: from .dlffereinltlixrien.ments
- . . at presented positive amplification for at least three microsatellite loci.
190/208, 253/262, and 259/275 bp alleles and compatible with doi:10.1371/journal.pntd.0001722.6004

the original profile of Be-62; and a third one characterized by the
138/141, 181/181, 292/292, and 263/263 bp alleles for the
TcTAC15, TcTAT20, TcAATS, and TcAAAT6 microsatellite
loci, respectively.

Taken together, our results confirm that the devised strategy
was able to sort single parasites and reveal that the analyzed
naturally occurring vector and human strains are indeed
multiclonal and not aneuploid 7. ¢ruzi populations.

Discussion

To bring further light to the debate regarding the multiclonal
status of 7. cruzi strains, an innovative approach was successfully
adapted from a method originally described to genotype single
sorted spermatozoids, to separate single parasites. The evidence
described herein reveals that multiclonality holds true for two
representative 7. cruzi human and vector strains. The approach we
developed employed the FACS Vantage sorting method, which
allowed us to estimate the relative contribution of each parasite
subpopulation within the strains analyzed.

The efficiency of the approach was initially established by
sorting and genotyping single parasites from an artificially
composed multiclonal population and not only all the individuals
present in the original mixture could be identified, but also the real
proportion of each population could be assigned.

The devised method was then used to scrutinize three naturally
occurring putative multiclonal populations originally isolated from
a vector (A316A R7) and two derived from a patient (Be-78 1B
and Be-78 25B). A long-held debate was whether 7. ¢ruzi strains

@ www.plosntds.org

presenting more than two alleles for some polymorphic markers
were really multiclonal or aneuploid populations [7,9,10].

Previous work suggested that the A316A R7 strain was a
mixture of distinct populations [18,29]. Our new results involving
the microsatellite analysis of single sorted parasites confirmed the
presence of different subpopulations within this strain, ruling out
aneuploidy as a possible explanation for the complex genetic
patterns presented by this population.

Interesting results were observed with the human 7. cruzi strain.
Great controversy remains on whether or not Berenice, the first
patient of Carlos Chagas, has been infected with a multiclonal 7.
cruzi. This was due to the fact that two different but apparently
monoclonal populations (Be-62 and Be-78) were isolated from her
[34]. The observation that Be-78 has changed its molecular and
biochemical characteristics after passages in dogs and mice
strengthened this possibility, suggesting that the passage in
different hosts could have grown previously undetectable subpop-
ulations within the original strain. Here we showed that Be-78 1B
and Be-78 25B (two of the 7. ¢ruzi populations derived from a dog
infected with Be-78 after 1 or 25 successive passages in mice) were
constituted by three subpopulations: one compatible with Be62,
another equivalent to the Be78, and a third one not identified
before. Therefore, the complexity of this 7. ¢ruzi strain is even
greater than originally expected.

We also detected alleles not previously reported for the analyzed
strains. The probable reason they were not found before is that
when alleles of less representative subpopulations are lower than
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15% in the DNA artificial mixture, they cannot be detected by
conventional PCR (our unpublished data).

Another remarkable result was observed regarding the
TcAAATESG profiles of the single sorted parasites. The analysis of
the vector strain showed the presence of two alleles of 251 and
275 bp, initially interpreted as a typical heterozygote genotype.
However, the analysis of the single parasites using this locus
showed the presence of two different subpopulations both
presenting homozygote profiles. This finding emphasizes the
advantage of genotyping single cells instead of pools of parasites,
because conventional PCR cannot distinguish between the
presence of a homogeneous population presenting two different
alleles, and a heterogencous population constituted by two
different and homozygous individuals. Interestingly, by using the
methodology presented here we successfully identified the
subpopulations presented in a multiclonal strain as well as estimate
the proportion of each subpopulation.

A drawback inherent to use of a single cell is failure of
amplification of one of the two alleles of some loci, a phenomenon
known as allele drop-out (ADO). Due to its characteristics, ADO
can be misleading as false homozygosity, as one of the alleles in
heterozygote loci is undetectable [35]. Although we observed
ADO in some of our analyses, it did not interfere with the single-
cell genotyping because we analyzed simultaneously 96 plated cells
and a variety of loci. Contrasting to real homozygosis, ADO is a
random phenomenon and it does not occur in the same way in all
wells and loci. Thus, the more plates and therefore the more single
cells analyzed, more reliable the results will be, a possibility easily
achievable by the cell sorting method devised.

In summary, by using the strategy proposed here for sorting and
genotyping 7. cruzi single cells we successfully identified the
complexity of representative human and vector 7. ¢ruzz strains and
estimated the relative contribution of each subpopulation. These
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results have important implications in settling the debate regarding
multiclonality versus aneuploidy in these representative strains.
Moreover, our results indicate that the complexity of 7. cruzi
strains may be even greater than initially expected.

It is worth noting that the methodology described herein has the
potential to close the discussion concerning multiclonality.
Knowledge about complexity of 7. cruzi strains is essential for
determining the aspects involved in differential parasite tissue
tropism, clinical manifestations of the disease, and drug resistance.
The single-cell genotyping approach allowed the analysis of the
intrapopulation diversity to a degree not achieved previously by
conventional methods, and may represent a powerful and new tool
for the understanding of the population structure and dynamics of
T. cruzi.
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CAPITULO 4 - Diagnéstico molecular, genotipagem e estudo da
variabilidade genética do T. cruzi presente em amostras de
pacientes chagasicos cardiopatas transplantados




4.1. O Transplante cardiaco

As manifestacdes cardiacas, que aparecem 10 a 30 anos apds a infeccdo primaria,
durante a fase crénica da doenca de Chagas, sdo atribuidas a causas multifatoriais, incluindo
persisténcia do parasito no tecido, comprometimento vascular, destruicao de ganglios do
sistema nervoso auténomo, e autoimunidade (Kierszenbaum, 2005). Cardiomiopatia chagasica
€ caracterizada por infiltrado inflamatdrio focal ou disseminado, citdlise e necrose de
cardiomidcitos, e fibrose progressiva, resultando em danos a matriz extracelular e substituicdo
de midcitos cardiacos e células vasculares por tecido fibroso, com a remodela¢cdo do miocardio
(Andrade and Andrade, 1955; Andrade and Lopes, 1963). Na auséncia de um tratamento
especifico e eficaz, a cardiomiopatia chagasica cronica é tratada como todas as outras
sindromes de insuficiéncia cardiaca. Quando a doenga progride, o transplante cardiaco (HTx)
continua a ser uma das poucas opgdes terapéuticas. No entanto, esta opgao é limitada pelo
pequeno numero de doadores e pelas complicagdes da terapia imunossupressora, incluindo a

possibilidade de reativagao da doenga de Chagas.

Nos grandes centros do Brasil, a doenca de Chagas é a terceira razdo mais comum para
o transplante cardiaco. Neste aspecto, o Brasil tem ocupado cada vez mais espago no campo
dos transplantes, com destaque na América Latina, e acima de tudo como pais referéncia no
transplante cardiaco na doenca de Chagas, guiando condutas que sdo incorporadas no mundo

todo (Bacal et al., 2010).

Recentemente, foi relatado que, durante um periodo de 25 anos, dos 409 pacientes que
foram submetidos a transplante cardiaco no Instituto do Cora¢do do Hospital das Clinicas (HC)

da USP, 107 eram portadores da doenca de Chagas (Fiorelli et al., 2011).

O hospital referéncia em transplante de coracdo em Minas Gerais € o HC da UFMG.
Credenciado em junho de 2006 para a realizagdo de HTx, o HC da UFMG é atualmente, o
segundo maior centro transplantador do pais. Nos ultimos seis anos, apenas no HC da UFMG,
ocorreram cerca de 120 HTx, sendo aproximadamente 50% destes pacientes chagasicos

(comunicacdo pessoal Dra. Maria da Consolacdo Moreira).

4.1.1. Avaliagdo do doador
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Para a captagao de érgdaos o HC da UFMG conta com a Comissao Intra-Hospitalar de
Doacdes de Orgdos e Tecidos para Transplantes. Essa comissdo é formada por profissionais de
saude preparados para o contato com a familia do doador e apds a constatacdo da morte
cerebral (segundo os critérios do Conselho Regional de Medicina), essa comissdo faz contato

com a familia do paciente para a captagao.

Além de apresentar morte encefalica, o doador deve possuir o coragdo estruturalmente
normal, sorologia negativa para HIV, HTLV | e Il, hepatites e doenca Chagas, ndo ter sepse fora
do controle e ter condigdes hemodinamicas e ventilatorias que permitam o procedimento de
retirada do 6rgdo. Deve também ser excluida a possibilidade do doador ter tuberculose ativa ou
ser portador de neoplasias malignas, salvo os tumores restritos ao sistema nervoso central,
carcinoma basocelular e carcinoma de cérvix uterino in situ. Se o doador tem idade superior a
45 anos deve ser feito um cateterismo para excluir a presenga de doengas coronarianas

(Associacdo Brasileira de Transplante de Orgdos - http://www.abto.org.br/).

4.1.2. O receptor - Indica¢Ges e contraindica¢Ges para transplante cardiaco

Quando uma criteriosa selecdo é utilizada para a escolha do doador e do receptor, ha
um significante aumento na sobrevida, na capacidade de exercicio, no retorno ao trabalho e na

gualidade de vida (Luckraz et al., 2005).

Pacientes portadores de insuficiéncia cardiaca avancada, classes funcionais Il ou IV
(quadro 4.1), com sintomas graves sem alternativa de tratamento clinico e com pior
progndstico tém indicacdo para transplante cardiaco (Bocchi et al., 2009; Dickstein et al., 2008;

Mehra et al., 2006).

Quadro 4.1: Classificagdo funcional da insuficiéncia cardiaca de acordo com a New York Heart
Association (NYHA).

Classe funcional NYHA

| Sem sintomas (dispnéia) e nenhuma limitagcdo em atividades cotidianas.
Il Leves sintomas e limitagGes em atividades cotidianas. Confortaveis no repouso.

Com limitacdo importante na atividade fisica; atividades menores que as

1] - . (o
cotidianas produzem sintomas. Confortaveis somente em repouso.

v Severas limita¢des. Sintomas presentes mesmo em repouso.
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Alguns critérios de indicacbes e contraindicacdes para o transplante cardiaco tém
mudado nos ultimos anos, principalmente com relacdo a idade, teste cardiopulmonar,
resisténcia vascular pulmonar, obesidade, cancer, diabetes melito, doenca de Chagas,
insuficiéncia renal, doenca vascular periférica, e abuso de drogas (Mehra et al., 2006; Weiss et

al., 2008). As indica¢Oes para o HTx estdo resumidas na Tabela 4.1.

Portadores de neoplasia que tém baixo grau de malignidade podem ser aceitos. Em
tumores com resposta a quimioterapia e auséncia de metastase, o transplante cardiaco deve
ser considerado com permissdo do oncologista (Mehra et al., 2006). Doenca vascular periférica
¢é considerada uma contraindicacdo relativa quando limita a reabilitacdo e ndo ha condigdes de
revascularizacdo (Odim et al., 2006). Pacientes com dependéncia quimica e tabagismo devem
ter abstinéncia superior a 6 meses e acompanhamento da equipe multidisciplinar para
indicagao de transplante cardiaco. A doenga de Chagas deixou de ser uma controvérsia devido
aos seus bons resultados, com baixa incidéncia de reativacdo e sobrevida superior as outras

etiologias (Bacal et al., 2010). As contraindica¢cdes ao HTx estdo resumidas na Tabela 4.2.

Tabela 4.1: Indicagdes de transplante cardiaco

Classe de recomendacgao Indicagdes

IC refratdria na dependéncia de drogas inotrdpicas e/ou
de suporte circulatdrio e/ou ventilagdo mecanica;

VO, pico £ 10 ml/Kg/min;
Classe | - Consenso sobre a

indicacdo do procedimento/ Doenca isquémica com angina refrataria sem
tratamento. possibilidade de revascularizacao;

Arritmia ventricular refrataria;

Classe funcional lll ou IV persistente.

Uso de BB com VO, pico < 12 ml/Kg/ min;

Classe lla - Evidéncias favorecem a Sem uso de BB com VO, pico < 14 ml/ Kg/min;

indicagdo do
procedimento/tratamento.

Teste da caminhada dos 6 minutos < 300 metros;

Teste cardiopulmonar com relagdo VE/ VCO, > 35 e VO,
pico < 14 ml/Kg/min.

Classe Il - N3o indicado o Presenca de disfuncao sistdlica isolada;

procedimento/tratamento.

Classe funcional lll ou IV sem melhora terapéutica

BB - betabloqueador; VO, - consumo de oxigénio; VE/VCO, — ventilagdo do diéxido de carbono.
Fonte: (Bacal et al., 2010).

99



Tabela 4.2: Contraindicagdes absolutas e relativas para transplante cardiaco

Doengas cerebrovascular e/ou vascular periférica graves;

Insuficiéncia hepatica irreversivel, doeng¢a pulmonar grave;

Incompatibilidade ABO na prova cruzada prospectiva entre receptor

Contraindicagoes
¢ e doador;

absolutas . . .. o N
Doenca psiquiatrica grave, dependéncia quimica e ndo aderéncia as

recomendacgdes da equipe.

Resisténcia vascular pulmonar fixa > 5 Wood, mesmo apds provas
farmacolégicas;

Idade maior do que 70 anos;

Diabetes insulino dependente com lesGes graves de 6rgdos-alvo;

Comorbidades com baixa expectativa de vida;

Obesidade morbida;

Infecgdo sistémica ativa;

Ulcera péptica em atividade;

Embolia pulmonar com menos de trés semanas;

Contraindicagdes relativas
Neoplasia com liberacdo do oncologista;

Diabetes melito de dificil controle;

e oA . . . 2
Insuficiéncia renal com clearance abaixo de 30 ml/min/1,73 m~;

Amiloidose/sarcoidose/hemocromatose;

Hepatite B ou C;

Sindrome de imunodeficiéncia adquirida;

Painel linfocitario > 10%.

Fonte: (Bacal et al., 2010).

4.1.3. Aspectos cirurgicos do transplante cardiaco

A técnica classica ou biatrial descrita inicialmente por Shumway e cols. (1966), ainda
tem sido empregada no transplante cardiaco, devendo-se ter especial atencdo com a
preservacao da geometria atrial, evitando-se distor¢des ou permanéncia de grandes cavidades.
Suas principais complicacGes sdo: formacdo de trombos intra-atriais, arritmias e insuficiéncia

das valvas atrioventriculares (Chaccur et al., 1997).

No inicio da década de 1970, (Webb et al.) idealizaram a técnica bicaval, também
chamada de ortotépica total. Na técnica bicaval, a seccdo da veia cava superior deve ser feita

junto a veia azigos; a seccdo da veia cava inferior deve ser feita na reflexdo do diafragma; e a

100



seccao das veias pulmonares deve ser feita na inser¢do com o atrio esquerdo, mantendo-se um
segmento de parede atrial entre elas. No receptor, é obrigatéria a canulacdo direta das veias
cavas. A veia cava superior é seccionada na inser¢ao com o atrio direito e um grande segmento

de atrio direito adjacente é mantido junto a veia cava inferior.

Na técnica bicaval, o atrio esquerdo é totalmente removido, permanecendo apenas dois
segmentos onde se inserem as veias pulmonares para sutura do atrio esquerdo. Essa variante
tem, entre outras, algumas vantagens: preservar a geometria atrial, diminuir a incidéncia de
arritmias no periodo pds-operatério e de insuficiéncia tricispide (Aziz et al., 1999; Forni et al.,

1995). A técnica utilizada para os transplantes do HC da UFMG é a bicaval.

4.2, Justificativa e objetivos

Estudos de diversidade genética do parasita em pacientes com a doenca de Chagas
cardiaca crénica sao extremamente importantes na compreensdo de sua patogénese. A maioria
dos estudos que examinaram a associagao de DTUs com manifestagdes da doenga de Chagas
caracterizou parasitos isolados de amostras de sangue dos pacientes, impedindo a deteccdo de
populacdes naturais com tropismo diferencial, por exemplo, para o tecido cardiaco. Ainda, de
uma maneira geral, os métodos de estudos de diversidade genética do T. cruzi dependem do
isolamento e manutengao do parasito em laboratério, o que tende a selecionar clones que
crescem melhor em meios de cultura, ocultando a variabilidade do isolado original. Isto poderia
explicar porque, embora promissoras, as tentativas de se correlacionar a diversidade genética
dos parasitos com o tropismo tecidual diferencial de cepas e as formas clinicas da doenca de
Chagas, até o momento ndo pode ser estabelecida (Macedo et al., 2004; Macedo and Pena,

1998).

Neste contexto, foi nosso objetivo aplicar sensiveis estratégias moleculares para
caracterizar as DTUs de T. cruzi em amostras de explantes cardiacos com miocardite e amostras
de sangue periférico obtidos a partir de um grupo de pacientes em estdgio final da cardiopatia
chagésica cronica submetidos a transplante cardiaco. Também foram avaliadas bidpsias
endomiocardicas de seguimento pds-transplante e amostras de tecidos obtidas de pacientes

gue tiveram reativacdo da doenca de Chagas. Visando responder algumas questées que ainda
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persistem sobre a associacdo entre a genética do parasito e de seu hospedeiro, e a

epidemiologia molecular da doenca foram tracados os seguintes objetivos especificos:

e Avaliar a presenca de T. cruzi em bidpsias de coragGes explantados e outras amostras de
pacientes cardiopatas chagasicos submetidos a transplante cardiaco em Belo Horizonte,
Minas Gerais.

* Avaliar a distribuicao do DNA de T. cruzi nos tecidos cardiacos explantados.
* Genotipar as amostras positivas de T. cruzi classificando-as das seis DTUs.

e Caracterizar subpopulactes de T. cruzi nessas amostras por LSSP-PCR para identificar
padrdes genéticos possivelmente associados a forma cardiaca grave.

e Comparar o perfil genético dos parasitos isolados antes e apds o transplante, em casos
de reativagdo da doenga, para avaliar se ha ocorréncia de subpopula¢des de T. cruzi
mais associadas a reativacao da doenca de Chagas.

4.3. Material e Métodos

4.3.1. Pacientes e amostras

Estudos retrospectivos e prospectivos foram realizados com 42 pacientes portadores de
cardiopatia chagasica que foram submetidos a transplante cardiaco no Hospital das Clinicas
(HC) da Universidade Federal de Minas Gerais no periodo entre 2008 e 2012. O grupo controle
negativo foi constituido por 6 pacientes com cardiopatia terminal, submetidos ao transplante
cardiaco devido a miocardiopatia dilatada, mas com sorologia negativa para doenga de Chagas.
O diagndstico de doenca de Chagas foi realizado, previamente ao transplante, baseado em pelo
menos duas reagdes soroldgicas positivas, segundo recomendacdo da Organizacdo Mundial de
Saude (WHO, 2005). No HC, os métodos diagndsticos utilizados de rotina sdo hemaglutinagdo e
imunofluorescéncia indiretas, sendo os resultados conflitantes confirmados pelo método de
ELISA. Todos os pacientes receberam tratamento imunossupressor com ciclosporina A, mofetil
micofenolato e prednisona, como parte do protocolo para prevencao de episddios de rejeicao.
Além do tratamento imunossupressor, nenhuma terapia profilatica anti T. cruzi pré ou pds

transplante foi administrada aos pacientes.

Sempre que possivel o sangue dos pacientes foi coletado antes, no momento e apds o

transplante, para monitoramento. Parte do sangue foi destinada ao diagndstico molecular de T.
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cruzi e parte para hemocultura realizada de acordo com Filard e Brener, (1987). Uma amostra
de DNA extraida de uma mistura de sangues de 200 individuos com sorologia negativa para

doenga de Chagas também foi utilizada como controle negativo das reagdes de PCR.

Apds o transplante, cada coracdo explantado foi seccionado e seis regides foram
selecionadas para andlise histoldgica e molecular: atrios direito e esquerdo, ventriculos direito
e esquerdo, ponta do ventriculo esquerdo e septo interventricular. Parte das amostras
analisadas foi obtida no banco de amostras do HC, coletadas entre 2008 e 2011, haviam sido
fixadas em formaldeido tamponado com PBS e em seguida embebidas em parafina (estudo
retrospectivo). Parte das amostras foi coletada no momento do transplante cardiaco, entre

2008 e 2012, e foram fixadas em etanol absoluto (estudo prospectivo).

Bidpsias endomiocardicas para pesquisa de T. cruzi foram feitas, periodicamente,
durante o acompanhamento pés-cirdrgico de todos os pacientes, conforme as bases de
protocolo de vigilancia de rejeicdo - semanais no primeiro més apds o transplante, quinzenais
no segundo més, mensais até o sexto més e, a seguir trimestrais até completar um ano de

transplante (Protocolo do HC da UFMG).

Na presenga de sinais e sintomas sugestivos de reativagdo da doenga de Chagas
cardiaca, além da bidpsia endomiocardica, amostras de sangue e dos tecidos suspeitos foram
triados para pesquisa do parasito. O diagndstico de reativacdo da doenca de Chagas foi
confirmado somente apds a detecgdo do parasito no sangue, por pesquisa direta e/ou cultura,
ou depois de achados consistentes com uma resposta inflamatdria detectada por técnicas de

histologia de rotina e imunohistoquimica nos tecidos suspeitos.

O tratamento com benzonidazol, na dose de 5 a 10mg/kg/dia, durante 60 dias, foi
instituido apenas para os pacientes que tiveram diagnodstico de reativacdo da doenca de

Chagas.

Os pacientes participantes deste estudo assinaram termo de consentimento livre e
esclarecido. Os objetivos e procedimentos constantes deste projeto foram submetidos e

aprovados pelo CONEP (1570/2002) e COEP/UFMG (0564/2011).
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4.3.2. Preparacao do DNA genomico do T. cruzi

Cinco mL de sangue periférico foram misturados imediatamente apds a coleta com igual
volume de solucdo de hidrocloreto de guanidina (6M) e 0,2 M de EDTA (pH 8,0). Apds uma
semana, as amostras foram imersas em banho fervente por 15 min e posteriormente o DNA foi
extraido pelo método fenol/cloroférmio (Schijman et al., 2011). As camaras cardiacas fixadas
em etanol foram individualmente cortadas em pedagos bem pequenos com auxilio de bisturi.
Para extracdo de DNA os tecidos cardiacos frescos foram processados utilizando o kit QlAamp
DNA MINI KIT (Qiagen, Valencia, CA). Para manipula¢cdo dos tecidos parafinados foram
realizadas de 5 a 10 sec¢des de 10 um de espessura cada, nos blocos de parafina contendo
fragmentos das cdmaras cardiacas. Estes fragmentos foram processados com o Kit QlAamp
DNA FFPE Tissue (Qiagen, Valencia, CA) para extracdo do DNA, segundo as orienta¢des do

fabricante.

O controle dos procedimentos de extracdo, bem como a verificacdo da integridade dos
DNAs extraidos, foi realizado por amplificacdo de uma regido polimodrfica do tipo InDel do DNA
humano, utilizando o iniciador MID-768 (Weber et al., 2002) (Tabela 4.3). Como controle
positivo desta PCR foi utilizado DNA extraido de pool de sangue humano pelo método

fenol/cloroférmio e como controle negativo os reagentes da PCR sem adi¢do de DNA.

4.3.3. Diagnodstico molecular de T. cruzi

4.3.3.1. PCR kDNA

A deteccdo do DNA do T. cruzi nos tecidos foi inicialmente realizada por amplificacao
especifica do fragmento de 330 pb correspondente a regido varidvel do minicirculo do kDNA. A
PCR foi realizada para volume final de 20 pL contendo 1,5 mM MgCl,, tampado Green Go Taq pH
8.5 (Promega, Madison, Wisconsin, EUA), 250 mM de dNTPs, iniciadores 121 e 122 (Wincker et
al., 1994) (Tabela 4.3) a1 mM, 1 U de Go Taq Flexi DNA polimerase (Promega) e 3 uL do total da
amostra extraida diretamente do tecido do paciente. A reacdo de amplificacdo consistiu de
uma etapa de desnaturacdo inicial a 94°C por 5 minutos, seguida por 35 ciclos de amplificacdo
com anelamento a 60°C, extensdo a 72°C, e desnaturacao a 94°C durante 1 minuto cada etapa.
Ao final, a etapa de extensdo foi prorrogada para 10 minutos. Os produtos de PCR foram

visualizados gel de poliacrilamida 6% corados pela prata (Santos et al., 1993).

104



Tabela 4.3: Sequéncias dos iniciadores utilizados neste trabalho.

Técnica Iniciador Sequéncia Referéncia
MID-768-F 5’-CATTACCAGTAGAGTGGGGA-3’
Controle de
extracio de DNA Weber et al., 2002
¢ MID-768-R 5’-CTATGCCCTACTGGATCTAGG-3’
121-direto 5’-AAATAATGTACGGGKGAGATGCATGA-3" | Wincker et al., 1994
PCR-kDNA
122-reverso 5'-GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA-3’
LSSP-PCR S35G 5"-AAATAATGTACGGGGGAGAT-3’
DsMit-direto 5-TGCATTACTCCTTTCTACAG-3’
DsMit-reverso 5"-AACTCGCTACATTGTCCATA-3’
PCR-RFLP COII Freitas et al., 2006
Tcmit-10 5 -CCATATATTGTTGCATTATT-3’
Tcmit-21 5 -TTGTAATAGGAGTCATGTTT-3’
D71-direto 5'-AAGGTGCGTCGACAGTGTGG-3’

PCR rDNA 24Sa

D72-reverso

5’-TTTTCAGAATGGCCGAACAGT-3’

D75-direto

5-CAGATCTTGGTTGGCGTAG-3’

Souto et al., 1993

TCac-direto

5’-CTCCCCAGTGTGGCCTGGG-3’

PCR ITS-miniexon

Burgos et al., 2007

UTCC-reverso 5"-CGTACCAATATAGTACAGAAACTG-3’

4.3.3.2. PCR Real time rDNA 24Sa

Como um segundo teste diagndstico molecular do T. cruzi, foi realizado uma hemi
nested PCR do gene do rRNA 24 Sa seguida da identificacdo dos produtos a partir das curvas de
dissociacdo por PCR em tempo real (Freitas et al., 2005). Além de método diagndstico, esta
técnica ja permite a identificagdo das DTUs Tcl versus Tcll-TcVI diretamente nos tecidos

humanos cronicamente infectados.

Para isso, cinco ulL do produto da extracdo obtido a partir das amostras de tecido foram
usados como molde da primeira etapa de amplificacdo utilizando os iniciadores D75 e D72
(Tabela 4.3). As reacbes da segunda etapa de amplificacdo foram realizadas em aparelho de
PCR em tempo real (ABI7900-Applied Biosystems) utilizando SYBR Green® PCR Master Mix
Master (Applied Biosystems), os iniciadores D71 e D72 e 2 uL de produto da primeira PCR,

como molde.
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Como controles positivos das reacdes de amplificacdo, utilizamos DNA de cepas ou
clones que representam as DTUs Tcl (clone Col1.7G2, Ty ~ 81°C) e Tcll (cepa JG, Ty~ 76°C). Além

destes, controles negativos (pool sangue humano soronegativo para doenca de Chagas e

brancos — mix sem DNA) foram utilizados em cada etapa de reacao.

4.3.4. Caracterizacao das subpopulagoes de T. cruzi

As amostras positivas para a rea¢do de amplificacdo do kDNA e/ou rDNA 24Sa foram
submetidas a caracterizagdo molecular a fim de classificar cada isolado de T. cruzi como uma
das seis linhagens ou DTUs principais (Tcl a TcVI) (Zingales et al., 2009). Visto que nenhum
marcador individual permite uma resolugao completa de todos os DTUs, uma estratégia simples
e reprodutivel baseada em trés marcadores disponiveis sob a forma de um ensaio sequencial
inicialmente proposta por D’Avila et al. (2009) foi utilizada neste trabalho. Os marcadores
selecionados compreendem o gene COIl (de Freitas et al., 2006), o espagador intergénico dos

genes de miniexon (Burgos et al., 2007) e o gene rDNA 24Sa (Souto et al., 1996) (Figura 4.1).

PCR-RFLP Mitocondria A Mitocdndria C Mitocondria B
COIll-Alul (30 +81 +264pb) | (81 +82 +212pb) (81 +294pb)
el [P 200pb ~150pb
ITS-mini-exon
Produto PCR
'DNA 2454 110pb 119pb 110 + 125pb 125pb

! l ! !

T. cruzil T. cruzill T. cruzilll T. cruzilvV T. cruziv T. cruzi Vi

Figura 4.1: Esquema do ensaio triplo utilizado para discriminar as seis linhagens principais de T. cruzi
neste trabalho. Fonte: (Macedo and Segatto, 2010).
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4.3.4.1. PCR-RFLP do gene mitocondrial citocromo oxidase subunidade Il

Para permitir a amplificagdo do marcador mitocondrial COIl diretamente de tecidos de
pacientes, a técnica inicialmente proposta por Freitas et al. (2006), teve que ser adaptada para
inclusdo de uma etapa adicional de full nested PCR (Valadares et al., 2008). A analise do perfil
dos fragmentos de restricdo do gene COIll permite a discriminacdo de Tcl e Tcll, mas nao
diferencia as demais linhagens (Tclll, IV, V e VI). Os pares de iniciadores DsMit-F/DsMit-R e
TcMit10/TcMit21 (Tabela 4.3) foram utilizados para a primeira e a segunda etapas de PCR,
respectivamente. Apds as amplificacbes, os produtos foram digeridos com a enzima de
restricdo Alu | (Promega), de acordo com as indica¢bes do fabricante. Como padrdes de
comparacdo dos RFLPs foram utilizados DNAs de cepas e clones caracteristicos das linhagens:
Tcl (clone Col.17G2, fragmentos: 30, 81, 264 pb; haplétipo A), Tcll (cepa JG, fragmentos: 81 e
212 pb; haplétipo C) e Tclll-VI (clone CL Brener, fragmentos: 81 e 294 pb, hapldtipo B).

4.3.4.2. Amplificagao da regido intergénica dos genes miniexon

Para a amplificacdo da regido intergénica dos genes de miniexon, foram usados os
iniciadores TCac e UTCC (Tabela 4.3). A analise dos produtos amplificados em gel de
poliacrilamida 6% corado pela prata permite distinguir as cepas pertencentes as DTUs Tclll e
TclV (estas apresentam um amplicon de ~200 pb), das cepas pertencentes as DTUs Tcl, Tcll, TcV
e TcVI (estas apresentam um amplicon de ~150-157 pb) (Burgos et al., 2007). Como padrdes de
comparagao foram utilizados DNA das cepas 231 e CL Brener caracteristicos das linhagens Tclll-

IV e TcV-VI, respectivamente.

4.3.4.3. Amplificagao da regiao 3’ do gene rDNA 24 Sa

Um protocolo de hemi nested PCR, adaptado de Souto et al. (1996), foi utilizado para a
amplificacdo do gene rDNA 24Sa. Esta reacdo permite a resolucdo das quatro DTUs que ndo
podiam ser completamente discriminadas nas etapas anteriores: Tclll, IV, V e VI. Os pares de
iniciadores D75/D72 e D71/D72 (Tabela 4.3) foram utilizados para a primeira e segunda etapa,

respectivamente. Como controles positivos das amplificacbes foram utilizados DNA de cepas ou
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clones que representam os DTUs Tcl (clone Coll1.7G2, fragmento de 110 pb), Tcll (cepa JG,
fragmento de 125 pb) e o TcV (clone SO3 CI5 fragmentos de 110 e 125 pb).

4.3.5. Low-stringency Single Specific Primer polymerase chain reaction (LSSP-PCR)

A reagdo de PCR em baixa estringéncia utilizando um unico iniciador ou LSSP-PCR foi
empregada para discriminar variagoes intralinhagens em popula¢des de T. cruzi. A técnica
também permite avaliar o tropismo tecidual diferencial das populacées de T. cruzi detectadas

diretamente em diferentes tecidos de um mesmo paciente.

Para isso, 15 pL dos produtos de amplificagao da reagao do minicirculo do kDNA, utilizada
inicialmente para o diagndstico molecular de T. cruzi, foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose 1,5% (1,0 g agarose + 0,5 g low melting point agarose) por 1,5h. A banda
correspondente ao produto da regido varidavel do kDNA de T. cruzi, aproximadamente 330 pb,
foi purificada do gel, diluida 10 vezes em agua Milli-Q estéril e utilizada como alvo em uma
segunda reacdo de PCR sob baixa estringéncia, usando um unico iniciador, S35G (Tabela 4.3).
Para um volume final de 10 pL foram utilizados 1,5 mM de MgCl,, 2 uL de Colorless Go Taqg
Reaction Buffer pH 8,5 (Promega), 50 mM de dNTPs, 4,5 mM do iniciador, 1,6 U de Go Tag DNA
Polimerase (Promega) e 1,0 uL da solucdo contendo a banda de 330 pb purificada preparada
como descrito anteriormente. Apds 5 minutos de desnaturacdo inicial a 94°C, 40 ciclos de
amplificacdo foram realizados com temperatura de anelamento a 30°C, extensdo a 72°C e
desnaturacdo a 94°C por 1 minuto cada. Em seguida, uma etapa de extens3o final a 72°C por 10
minutos. Os produtos da LSSP-PCR foram visualizados em gel de poliacrilamida a 6% corado
com prata. Duplicatas das reagdes de LSSP-PCR foram realizadas em dias distintos para

avaliacdo da estabilidade dos perfis.

4.3.6. Analises estatisticas

O indice kappa foi calculado no para avaliar a concordancia entre as diferentes PCRs utilizadas
para diagndstico molecular. Valor de Kappa > 0,75 é classificado como excelente concordancia,
variando de 0,75 a 0,40 como bom a razodvel e < 0,40 como ruim (Fleiss, 1981). As variaveis

categdricas foram comparadas pelo teste exato de Fisher. O teste Z foi aplicado para
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comparacdo de duas proporgdes independentes. Valores de P < 0,05 foram considerados para

denotar significancia estatistica.

4.4. Resultados e Discussao
4.4.1. Pacientes

O Hospital das Clinicas da UFMG é um dos principais centros médicos brasileiros
envolvidos em transplante cardiaco. Entre os anos de 2008 e 2012, em torno de 100 pacientes
cardiopatas foram transplantados, no Hospital das Clinicas da UFMG, destes 43 eram
portadores de cardiopatia chagdsica, dos quais 20 ja desenvolveram reativacdo da infeccdo em

diferentes tempos, variando de um més até anos, apds o transplante.

Quarenta e dois pacientes transplantados foram avaliados neste estudo, todos
procedentes de Minas Gerais. Nove destes pacientes eram do sexo feminino e 33 pacientes do
sexo masculino. Ja foi reportado que o sexo masculino é um preditor independente de
progressdao da Chagas cardiomiopatia (Basquiera et al., 2003). A média de idade entre os
pacientes na data do transplante foi de 47 anos (DP=10,37; intervalo de 27-61 anos), a faixa
etaria mais prevalente foi de 50 a 59 anos (16 pacientes). Quatorze pacientes eram pardos, 12
brancos e seis pretos. Os demais pacientes ndo apresentavam o dado da cor de pele em seu

prontuario.

Seis pacientes transplantados faleceram no periodo do estudo. Alguns vieram a dbito
um dia apds o transplante por choque hemorragico ou faléncia aguda do enxerto. Mas nenhum
deles faleceu em decorréncia de reativagao ou complicagdes associadas a Doenga de Chagas.
Atualmente, a mortalidade associada com reativacdo da infeccdo por T. cruzi é baixa ~0,7%

(Bocchi and Fiorelli, 2001b).

Dados recentes indicaram que as morbidades pods-transplante tém incidéncia
semelhante entre pacientes chagasicos transplantados cardiacos e ndo-chagasicos. A
probabilidade de sobrevivéncia para os transplantados chagdsicos em 1 ano, 2, 6 e 10 anos de
acompanhamento foi de 83%, 76%, 62%, e 46%, respectivamente. Tal resultado é melhor do

gue o observado em pacientes ndo-chagdsicos (Bocchi and Fiorelli, 2001b).
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4.4.2. Diagndstico molecular de T. cruzi

Neste trabalho utilizamos duas estratégias de diagndstico molecular para detectar a
presenca do parasito em diferentes tecidos de pacientes com cardiopatia chagasica submetidos
a transplante no HC da UFMG. A primeira delas constituiu da amplificacdo do fragmento de 330

pb da regido hipervariavel do minicirculos de kDNA e real time PCR rDNA 24Sa de T. cruzi.

Para a reagao de PCR convencional do kDNA uma amostra foi considerada positiva
quando apresenta a banda de ~330 pb (Figura 4.2). Mesmo nos casos em que houve

amplificacdo fraca do DNA do parasito, o resultado foi considerado positivo.

Figura 4.2: Resultados representativos da amplificacdo do fragmento de 330 pb da regido hipervariavel
do minicirculos de kDNA de T. cruzi diretamente dos tecidos dos pacientes. 1) Controle negativo: DNA
extraido de sangue humano soronegativo para doenca de Chagas; 2) Paciente 13 (sangue pos-
transplante); 3) Paciente 17 (sangue pods-transplante); 4 — 8) Amostras paciente 8 (atrio direito, atrio
esquerdo, ventriculo direito, ventriculo esquerdo, pele, respectivamente); 9) Paciente 4 (atrio
esquerdo); 10) Paciente 12 (ventriculo esquerdo); 11) CL Brener (controle positivo); 12) Branco: mix da
reagao sem DNA; PM) Padrao de peso molecular (1kb Plus DNA Ladder - Invitrogen®).

J4 para a técnica de real time PCR foram consideradas como positivas as amostras que
apresentam Ty ~76-81°C na curva de dissociac3o. Por se tratar de uma técnica muito sensivel e,
além disso, nesta reagdo utilizamos a estratégia hemi nested para aumentar a chance de
detectar DNA de T. cruzi diretamente das amostras bioldgicas, muitas amostras apresentam
picos sugestivos de amplificagdao. No entanto, foram consideradas negativas aquelas amostras
em que houve amplificacdo, mas que a curva de amplificacdo foi equiparada a dos controles
negativos ou dos brancos da reagao, ou que o Ty ndo foi compativel com as temperaturas

esperadas (Figura 4.3).
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Figura 4.3: Resultados representativos das curvas de dissociacdao obtidas por PCR em tempo real do
gene rDNA 24Sa diretamente dos tecidos dos pacientes.

Diferentes tecidos dos 42 pacientes transplantados foram avaliados, totalizando 430
amostras coletadas entre tecidos cardiacos explantados, sangue, pele e bidpsias
endomiocardicas. Desses, 29 pacientes apresentaram ao menos um resultado positivo nas
reacOes utilizadas para o diagndstico molecular de T. cruzi e ao todo 120 amostras foram
positivas. Resultados representativos das técnicas utilizadas para diagndstico molecular de T.

cruzi estao apresentados nas Figuras 4.2 e 4.3.

Todos as amostras utilizadas como controle negativo foram negativas para duas PCRs.
Das 120 amostras positivas, 66 foram positivas para ambos os métodos, 35 amostras foram
positivas exclusivamente pela reacdo de PCR do kDNA e 19 amostras foram detectadas como
positivas apenas quando avaliadas pelo método real time do rDNA 24Sa (Tabela 4.4). As 310
amostras restantes foram negativas por ambas as metodologias. A diferenca nos resultados das
duas técnicas de PCR foi estatisticamente significativa (P < 0,05), embora a concordancia entre

os testes tenha sido boa (Kappa = 0,63).
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Tabela 4.4: Positividade de acordo com o método diagndstico empregado.

DNA real time

N2 de positivos N2 de negativos
kDNA PCR
N2 de positivos 66 35
N2 de negativos 19 310

*P < 0.05 (Teste de Fisher e Qui-quadrado); Kappa = 0,63.

Para realizacdo do diagndstico molecular de T. cruzi os coragbes explantados foram
divididos por regides: atrios, ventriculos, septo intraventricular e ponta de ventriculo esquerdo.
Durante o periodo do estudo um dos pacientes foi submetido a troca de marca-passo e teve

também um bidpsia de tecido adiposo subcutaneo coletado para andlise.

Quando analisamos a frequéncia de positividade por regido do coracdo explantado
observamos 13 casos positivos dos 36 atrios direitos avaliados; 13/35 atrios esquerdos; 11/35
ventriculos direitos; 9/37 ventriculos esquerdos; 6/29 pontas de ventriculo esquerdo; 10/33
septos interventericulares (Tabela 4.5). A porcentagem da positividade das regides cardiacas

variou de 21 a 37%, mas estas diferencas ndo foram estatisticamente significativas (P > 0,05).

Tabela 4.5: Niumero de amostras positivas para o diagndstico molecular de T. cruzi e porcentagem de
positividade de acordo com a regido cardiaca coletada.

Regido Cardiaca Nl]mero.de Numero. c.je casos Percel'_lt.ual de
casos avaliados positivos positivos

Atrio direito 36 13 36%
Atrio esquerdo 35 13 37%
Ventriculo direito 35 11 31%
Ventriculo esquerdo 37 9 24%
Septo Interventricular 33 10 30%
Ponta do ventriculo esquerdo 29 6 21%
Tecido adiposo subcutaneo 1 1 -

112



Surpreendentemente, o DNA de T. cruzi foi detectado no tecido adiposo subcutaneo de
um dos pacientes submetido a troca de marcapasso. Este achado representou o primeiro relato
da persisténcia de T. cruzi no tecido adiposo humano (PUBLICAGAO 4). Além deste caso, nds
identificamos o DNA do parasito no tecido adiposo subcutdneo de outros 2 pacientes em um
universo de 10 pacientes chagasicos cronicos que foram submetidos a troca de marca-passo. A
confirmagdo experimental da capacidade do T. cruzi infectar adipdcitos foi realizada em
adipdcitos primarios isolados do tecido adiposo epididimal de camundongos BALB/c por
imunofluorescéncia. Em conjunto, esses achados indicam o adipdcito como um importante alvo
para a infeccdo pelo T. cruzi e reforcam a hipdtese de que o tecido adiposo possa ser um
importante reservatdrio do parasito em pacientes chagdsicos cronicos, cuja infeccdo pode

recrudescer (Combs et al., 2005; Desruisseaux et al., 2007).

Sempre que foi possivel o sangue dos pacientes transplantados também foi coletado
para monitoramento e analisado para a presenga de T. cruzi. Das 14 amostras de sangue
coletadas apds o transplante, sete apresentaram reagdes de PCR positivas: trés amostras
positivas para ambos os testes (kDNA e rDNA); duas positivas apenas pelo kDNA e duas
positivas pelo rDNA. Ja os sangues coletados antes do transplante (sete amostras), todas se
apresentaram negativas aos métodos moleculares empregados. Esse achado é compativel com
a baixa parasitemia detectada no sangue dos pacientes na fase crénica da infec¢ao e com a
elevacdo da parasitemia que pode ocorrer devido a imunossupressao induzida nos pacientes

para o transplante (Rassi et al., 1992).

Para dois pacientes, apenas o sangue para PCR foi coletado. Para os outros 19 pacientes
o volume de sangue coletado também foi suficiente para realizagdo da hemocultura. Os
resultados entre as PCRs e hemocultura foram moderadamente concordantes (Kappa = 0,46; P
= 0,056). Houve 4 casos em que a hemocultura foi positiva e as PCRs foram negativas, sendo
gue dois deles foram coletas realizadas antes do transplante e dois outros casos de coletas apds

o transplante.

O volume de sangue coletado para PCR é de 5 mL enquanto que para hemocultura o
volume coletado é de 30 mL. O maior volume de sangue de um paciente com baixissima carga
parasitaria poderia ter contribuido para o resultado positivo na hemocultura, que promove o

crescimento dos parasitos mas, em geral, demora muito tempo para positivagao (2 a 4 meses).
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Desde as ultimas décadas, a aplicagdao da PCR para detecgdo de T. cruzi diretamente em
amostras bioldgicas, especialmente sangue abriu novas possibilidades para o diagndstico da
infecgao. Principalmente porque procedimentos parasitoldgicos tradicionais, tais como
xenodiagndstico e hemocultura sdo trabalhosos, demorados e apresentam baixa sensibilidade
em casos de parasitemias de nivel baixo, como nos pacientes em fase cronica (Gomes et al.,

2009; Portela-Lindoso and Shikanai-Yasuda, 2003).

Os procedimentos de PCR tém revelado niveis altamente varidveis de sensibilidade e
especificidade, dependendo de uma série de fatores técnicos, tais como, o volume/tamanho da
amostra coletada, as condi¢des de conservacao da amostra, os métodos utilizados para isolar o
DNA, as sequéncias do parasito e iniciadores selecionados, os reagentes utilizados, bem como
as condicOes dos ciclos de amplificacdo. Recentemente, Schijman e cols. (2011) realizaram um
estudo multicéntrico internacional para avaliar o desempenho de varios métodos de extracdo,
marcadores e protocolos de amplificacdo empregados por 26 laboratérios para detectar DNA
de T. cruzi em amostras de sangue de pacientes chagdsicos. Quatro dos 48 testes avaliados
foram considerados como os de melhor desempenho, entre eles o protocolo da PCR kDNA que
nos utilizamos no presente trabalho (iniciadores 121 e 122 e extracdo de DNA por
fenol/cloroférmio) que no estudo apresentou limite de deteccdo de 0,5 parasitos/mL de

sangue, sensibilidade 75%, especificidade 100% e acurdacia 87,5%.

Além das amostras cardiacas e sangue, nos casos de reativacdo com lesdo de pele, este
tecido também foi coletado para deteccdo do parasito. Cinco dentre as sete bidpsias de pele
avaliadas, coletadas de pacientes distintos, apresentaram resultados positivos pelos métodos
propostos. A alta positividade encontrada deve-se ao fato deste tipo de amostra ser
normalmente rico em parasitos em consequéncia da reativacdo da doenca (Uip et al., 1987). As
duas amostras que apresentaram resultados negativos foram extraidas de blocos de parafina.
Contudo, antes de ser emblocadas estas amostras sao fixadas em formaldeido que causa cross-

links no DNA, o que pode ter dificultado a amplificagdo por PCR (Schander and Halanych, 2003).
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4.4.3. Caracterizacao das subpopulagoes de T. cruzi
4.4.3.1. Determinagao das linhagens de T. cruzi

Para genotipar as linhagens de T. cruzi como uma das seis linhagens principais
diretamente nas amostras dos pacientes nds utilizamos um ensaio triplo inicialmente utilizado
por D'Avila e cols. (2009). As 120 amostras positivas nas PCRs de diagndstico foram submetidas
ao ensaio, 90 delas puderam ser amplificadas pelas consecutivas reagBes de tipagem

permitindo a identificacdo, ainda que parcial da linhagem do T. cruzi envolvida (Tabela 4.6).

Tabela 4.6: Identificacdo de DTUs de T. cruzi em sangue e amostras de tecidos humanos.

DTUs N2 de amostras Tipo de amostra

Tcl 3 Explante cardiaco

Explante cardiaco, bidpsia

Tell >7 endomiocardica, sangue e pele.
TcVvi 1 Bidpsia endomiocdrdica

v B o boos
TcV ou VI* 1 Explante cardiaco

Tcll + TeVi 1 Tecido adiposo subcutaneo
Ndo determinado 30 -

Total 120

*Os DTUs ndo puderam ser completamente identificados por ndo terem
amplificado os trés marcadores utilizados.

Os perfis de RFLP obtidos dos fragmentos amplificados para o gene COIll, ja nos
permitiram verificar que a maior parte das amostras apresentam o hapldétipo mitocondrial C,
caracteristico da DTU Tcll (Figura 4.4 / Tabela 4.6). Ao todo 57 amostras (47,5%) foram
genotipadas como Tcll, sendo amostras de diferentes tipos: explante cardiaco, bidpsia

endomiocardica, sangue e pele.
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Figura 4.4: Padrdes tipicos de RFLP gerados a partir de produtos amplificados do gene mitocondrial COIl
diretamente dos tecidos dos pacientes depois da digestao com Alul em gel de poliacrilamida 6% corado
pela prata. 1 - 2) tecido adiposo subcutaneo e ventriculo esquerdo do paciente 17; 3) Atrio esquerdo do
paciente 4; 4 - 6) bidépsia endomiocdrdica, sangue pods-transplante e pele do paciente 3,
respectivamente. 7 - 9) controles de amplificagdo usando DNA de cepas e clones de T. cruzi
representativos dos 3 padrdoes de RFLP para este gene: clone Col.17G2 (30, 81, 264 pb - haplétipo
mitocondrial A), clone CL Brener (81 e 294pb - hapldtipo mitocondrial B) e cepa JG (81 e 212 pb -
haplétipo mitocondrial C); 10 -11) Branco das 12 e 22 etapas de PCR; PM) padrdo de peso molecular - 25
pb DNA Ladder (Invitrogen®).

Mesmo apds a reacdo de PCR-RFLP do gene COIl ter permitido a identificacdo das 57
amostras como Tcll, estas também foram submetidas as subsequentes reacdes do esquema de
tipagem. As amplificacdes resultaram em fragmentos de 150 e 125 pb para miniexon e rDNA 24

Sa, respectivamente, confirmando os padrdes esperados (Figura 4.4 e 4.5).
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Figura 4.5: Amplificagdo do espagador intergénico dos genes miniexon (A) e do gene rDNA24Sc. (B) de T.
cruzi diretamente dos tecidos dos pacientes. PM) Padrdo de peso molecular — 25 pb DNA Ladder -
Invitrogen®; 1 - 2) tecido adiposo subcutaneo e ventriculo esquerdo do paciente 17; 3) atrio esquerdo
do paciente 4; 4 - 6) biopsia endomiocardica, sangue pos-transplante e pele do paciente 3,
respectivamente; 7 - 10) atrio direito, atrio esquerdo, ventriculo direito, ventriculo esquerdo do
paciente 8, respectivamente.
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Para outras 27 amostras foi feita a identificagao parcial de Tcll ou TcVI. Nesses casos
houve falha na amplificacdo das primeiras etapas da genotipagem e apenas a tipagem do rDNA
por real time foi bem sucedida. Como Tcll e TcVI apresentam o mesmo perfil para este gene o
resultado ndo foi conclusivo. Em um dos casos foi detectada a presenca de TcV ou TcVI, visto
que o perfil da reacdo de rDNA ndo foi determinado. No coragdo explantado de um dos
pacientes detectamos a presenca de TcV ou TcVI, visto que o perfil da reacdo de rDNA ndo foi

determinado. O resumo dos resultados de genotipagem encontra-se na Tabela 4.6.

Estes resultados reforcam a idéia atual de que o Tcll é a linhagem principal associada a
doenca de Chagas cardiaca e a reativacao, pelo menos em Minas Gerais. Tcll é o principal
agente da doenca de Chagas na regido do Cone Sul da América Latina. Esta linhagem é muito
associada aos casos graves da doenca de Chagas na América do Sul, especialmente no Brasil
central e sul, onde as formas cardiacas, megaes6fago e megacélon foram quase exclusivamente
genotipadas como Tcll (Freitas et al., 2005; Lages-Silva et al., 2006; Yeo et al., 2005). H4 algum
tempo as linhagens TcV e TcVI também tém sido apontadas como envolvidas em casos de
infeccGes humanas na regido do Gran Chaco e paises vizinhos, incluindo, Bolivia, Chile, nordeste
da Argentina e sudeste do Brasil (Cardinal et al., 2008; Diosque et al., 2003; Virreira et al.,
2006b). Entretanto, pela semelhanca genética das DTUs Tcll, V e VI, por limitacGes dos métodos
de tipagem, e/ou por confusdo da nomenclatura na literatura entre 1999 e 2009, Tcll continua
sendo a linhagem mais frequentemente associada como agente dos casos cardiacos nestas

regides (Burgos et al., 2005; Campbell et al., 2004; Lewis et al., 2009a).

Todavia, alguns achados foram bastante intrigantes. Ao analisarmos o perfil do tecido
adiposo subcutaneo do paciente 17, além do padrdo caracteristico de bandas para Tcll (81/82 +
212 pb), ficou evidente a presenca de um fragmento extra de 294 pb (hapldtipo mitocondrial
B), caracteristico de populag¢des de Tclll-VI, sugerindo a mistura de diferentes populacées nesta
amostra (Figura 4.4). As etapas seguintes da nossa estratégia de genotipagem para esta
amostra resultaram em amplicons de 150 e 125 pb para miniexon e rDNA 24 Sa,
respectivamente (Figura 4.5A e B). Em conjunto estes resultados confirmaram a ocorréncia de

uma infecgdo mista neste paciente, constituida das DTUs Tcll e TcVI.

Outro achado extraordinario foi a identificagdo de Tcl em trés amostras provenientes
dos coracdes explantados de dois pacientes (1 e 6) (Tabela 4.6). As amostras foram extraidas de

blocos de parafina e abrangiam as seguintes regifes cardiacas: paciente 1 - juncdo
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atrioventricular + ventriculo esquerdo (bloco 1); ponta do ventriculo esquerdo + septo

interventricular (bloco 2); paciente 6 - septo interventricular (bloco uUnico).

Estes resultados foram curiosos visto que parasitas da linhagem Tcl predominam no
ciclo silvestre da Amazobnia brasileira, onde a doenca de Chagas tem sido considerada como
uma doenga emergente (Coura et al.,, 2002). Nesta regido varios microepidemias ja foram
descritas, provavelmente causadas por contaminacdo oral, resultando em desenvolvimento de
formas clinicas agudas graves para alguns individuos, e até mesmo casos fatais da doenca
(Pinto et al., 2004). Entretanto, casos de Tcl identificados diretamente em tecidos de pacientes
com as formas graves da doenga de Chagas ndao é um achado comum no Brasil. Até entao,
neste pais, apenas um caso de infeccdao por Tcl havia sido relatado por Teixeira e cols (2006b).
Neste caso o Tcl foi identificado por RAPD e PCR do gene rDNA (Anez et al., 2004) em bidpsia
endomiocardica de um paciente chagdsico em estagio final da insuficiéncia cardiaca. O
paciente, de 50 anos de idade, nasceu e viveu numa pequena aldeia rural do Estado da Paraiba,
nordeste do Brasil. Esta aldeia fica a apenas 40 km da vila de Catolé da Rocha, onde ocorreu um
episédio de transmissdo de T. cruzi por via oral em que 26 pacientes apresentaram
manifestacdes clinicas de doenga de Chagas aguda, incluindo uma morte (Shikanai-Yasuda et

al., 1991).

A deteccdo da linhagem Tcl em amostras clinicas obtidas de pacientes com doenca de
Chagas cardiaca na Argentina, Colombia e Venezuela é também um achado relativamente
recente e indica que a distribuicdo geografica e infecgao por esta linhagem sao mais complexas
do que até entdo demonstrado (Burgos et al., 2010a; Mantilla et al., 2010; Zafra et al., 2011).
Burgos e cols fizeram a primeira descrigao do diagndstico de Tcl diretamente em tecidos de
pacientes transplantados cardiacos na Argentina. Dos 16 pacientes avaliados, sete estavam
infectados com esta linhagem (43,75%); sendo que para quatro deles Tcl foi a Unica linhagem
detectada, e em trés deles, houve infeccdo mista com as linhagens Tcll + TcV ou VI (Burgos et

al., 2010a).

Outro resultado interessante foi a deteccdo de infeccdo por TcVI na bidpsia
endomiocardica do mesmo paciente em que foi encontrado Tcl no coragao explantado. Mais
uma vez sendo demonstrando a variabilidade de T. cruzi, populagdes distintas em infectando

um mesmo hospedeiro.
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Trinta das 120 amostras positivas nas PCRs diagndsticas ndao puderam ser genotipadas.
Isso pode ser devido ao fato de que um dos alvos do PCR diagndstico, os minicirculos do kDNA,
estdo presentes em multiplas cdpias, de 5.000 a 20.000, em cada célula do parasito. Enquanto
os genes alvo de amplificacdo para a tipagem como o COIl e o rDNA estdo presentes nos
maxicirculos, cujo numero de cépias por célula varia de 20 a 50 (Simpson, 1987).
Consequentemente, diminuindo a sensibilidade da reacdo de PCR que utiliza os respectivos
genes como molde. Como estes marcadores sdo necessarios para a identificacdo correta dos
DTUs, é relativamente frequente termos amostras onde o T. cruzi é detectado, mas nao pode

ser caracterizado.

A busca por marcadores e técnicas alternativas e mais sensiveis de caracterizacdo
molecular poderia contribuir para a melhor compreensdao da epidemiologia molecular das

linhagens de T. cruzi associados aos casos clinicos.

4.4.3.2. Determinagao da diversidade por LSSP-PCR

Uma estratégia alternativa para a caracterizacdo da diversidade genética das populagdes
de T. cruzi presentes nos tecidos dos pacientes é a LSSP-PCR. A técnica foi utilizada pela

primeira vez para este propdsito por Vago e cols. (1996).

Desde entdo, varios autores utilizaram a LSSP-PCR com este intuito, mas observa-se que
diferentes sequéncias de iniciadores foram utilizadas, apesar de algumas vezes a referéncia

citada e o nome do iniciador ter sido o mesmo.

Com o objetivo de avaliar o impacto da sequéncia do iniciador sobre os perfis obtidos
por LSSP-PCR, nds fizemos um levantamento na literatura para listar as sequéncias dos
iniciadores e as referéncias citadas por varios grupos de pesquisa relacionados a analises de
kDNA de T. cruzi por LSSP-PCR. N6s comparamos a impressdo digital do kDNA de trés cepas de
referéncia de T. cruzi obtidos por LSSP-PCR usando oito iniciadores diferentes, embora
publicados com nomes semelhantes. Os resultados confirmaram a reprodutibilidade da técnica
LSSP-PCR e mostram claramente que mesmo pequenas modificacbes na sequéncia de
oligonucleotideos podem alterar significativamente a assinatura de kDNA de uma cepa

(PUBLICACAO 5).
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4.4.3.2.1. Aplicagao do LSSP-PCR para estudo da variabilidade de T. cruzi presente nos tecidos

dos pacientes

A LSSP-PCR foi utilizada para caracterizagdo das subpopulagées de T. cruzi presentes nos
tecidos dos pacientes transplantados. Especificamente para comparar o perfil genético dos
parasitos isolados antes e apds o transplante, em casos de reativacdo da doenca, para avaliar se
haveria ocorréncia de subpopulacdes de T. cruzi mais associadas a reativacdo da doenca de
Chagas. E ainda, para verificar a ocorréncia de subpopulag¢des distintas de T. cruzi em diferentes

areas cardiacas de um mesmo paciente.

A Figura 4.6 representa perfis de LSSP-PCR obtidos a partir de diferentes amostras de
trés pacientes estudados. Como podem ser observados, os perfis obtidos variam de acordo com

a cepa infectante, sendo diferentes quando comparados entre os pacientes.

Paciente 14 Paciente 8 Paciente 19
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Figura 4.6: Perfis tipicos de LSSP-PCR obtidos para os DNAs de T. cruzi presente em diferentes regides
cardiacas e tecidos de trés pacientes. Paciente 14 : 1) Ponta do ventriculo esquerdo, 2) septo
interventricular, 3) biépsia endomiocardica, 4 e 5) réplicas de hemocultura; Paciente 8: 6 e 7) réplicas de
bidpsia endomiocardica coletada 2m pds HTx, 8 e 9) réplicas de bidpsia endomiocardica coletada na
reativagdo, 10 e 11) réplicas de bidpsia endomiocardica coletada 1m pds reativagdo; Paciente 19: 12 e
13) réplicas atrio direito, 14 e 15) réplicas atrio esquerdo, 16 e 17) réplicas ventriculo direito.

Fazendo a comparacdo dos perfis obtidos de diferentes tecidos provenientes de um
mesmo paciente, o cendrio muda. Para a maioria dos pacientes, os tecidos avaliados
apresentaram parasitos com perfis idénticos ou muito semelhantes, como demonstrado nas
Figuras 4.6 e 4.7 para os pacientes 19 e 3, respectivamente. No entanto, resultados muito
interessantes foram observados para outros pacientes em que os parasitos de diferentes
tecidos apresentaram perfis distintos, como demonstrados para os pacientes 12 e 16 (Figura

4.7).
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Figura 4.7: Diferengas nos perfis LSSP-PCR obtidos para o DNA de T. cruzi presente nos tecidos de
diferentes pacientes. Paciente 3: 1) septo interventricular, 2) pele, 3) biépsia endomiocérdica; Paciente
16: 1) sangue pos-transplante, 2) pele; Paciente 12: 1) ventriculo esquerdo, 2) biépsia endomiocardica.

As amostras do paciente 12 foram coletadas em momentos distintos da infec¢dao. Uma
delas, ventriculo esquerdo, representa o coracdo doente explantado e a outra a bidpsia
endomiocardica realizada durante o seguimento do paciente apds o transplante,
demonstrando, neste caso, que os perfis dos parasitos antes e apds o transplante sao
diferentes. Ja as amostras do paciente 16, sangue e pele, foram coletadas ap6s o transplante
guando foi diagnosticada reativacdo da doenca. O polimorfismo nas assinaturas de kDNA foi
detectado até mesmo em secgOes diferentes de um mesmo explante (paciente 14; ponta do
ventriculo esquerdo e septo intraventricular), denotando a presenga de mais de um clone de T.
cruzi infectando simultaneamente um mesmo paciente, porém com histotropismos variados.
Mais ainda, todos os T. cruzi aqui representados foram genotipados como Tcll, sendo assim

estes resultados também evidenciam a variabilidade intra DTU.

Sabe-se que maioria das cepas naturais de T. cruzi é multiclonal. No ambiente silvestre
existe uma ampla diversidade de insetos vetores e animais reservatorios. Assim, o mesmo
hospedeiro pode ser simultaneamente infectado por diferentes cepas devido a exposicdo
frequente aos insetos vetores e a composicdo heterogénea das populacdes de T. cruzi. Além
disso, diferentes clones de uma cepa podem apresentar tropismo por diferentes tecidos. Este
cenadrio constitui o que chamamos de modelo histotrépico clonal (Macedo and Pena, 1998). O
trabalho de Vago et al., (1996a) demonstrou pela primeira vez que cepas diferentes em um
modelo animal tém tropismos diferentes. Nossos achados para os pacientes cardiacos

transplantados reforcam essa teoria.
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Outra hipotese que explica os resultados encontrados para estes pacientes é a de que
alguns tecidos podem funcionar como reservatérios de clones de T. cruzi. E algumas situagoes,
como é o caso da imunossupressdao necessdria para o transplante, poderia contribuir para
reativar o T. cruzi latente, mostrando que este persiste no organismo e ressurge,
especialmente, na pele e no coragdo transplantado (Uip et al., 1987), podendo inclusive ser
constituido de um clone distinto daquele presente majoritariamente no coracdo explantado do

paciente.

4.5. Publicagdes relacionadas ao capitulo
4.5.1. PUBLICACAO 4

Ferreira AV, Segatto M, Menezes Z, Macedo AM, Gelape C, de Oliveira Andrade L, Nagajyothi F,
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in human chronic Chagas disease. Microbes Infect. Nov; 13(12-13):1002-5.

4.5.2. PUBLICAGAO 5
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Abstract

Trypanosoma cruzi the cause of Chagas disease persists in tissues of infected experimental animals and humans. Here we demonstrate the
persistence of the parasite in adipose tissue from of three of 10 elderly seropositive patients with chronic chagasic heart disease. Nine control
patients had no parasites in the fat. We also demonstrate that 7. cruzi parasitizes primary adipocytes in vitro. Thus, in humans as in mice the
parasite may persist in adipose tissue for decades and become a reservoir of infection.
© 2011 Institut Pasteur. Published by Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

Keywords: Chagas disease; Trypanosoma cruzi; Adipose tissue; Adipocyte

1. Introduction

Chagas disease caused by infection with Trypanosoma
cruzi is an important cause of heart disease in endemic areas of
Latin America [1]. It is being recognized with increasing
frequency among persons emigrating from endemic regions to
non-endemic regions of North America, Europe, Australia and
Japan [2]. Chagas disease may also undergo reactivation

* Corresponding author. Department of Pathology, Division of Parasitology,
Albert Einstein College of Medicine, 1300 Morris Park Ave., Bronx, NY
10461, USA. Tel.: +1 718 430 3342; fax: +1 718 430 8543.

E-mail address: herbert.tanowitz@einstein.yu.edu (H.B. Tanowitz).

during periods of immunosuppression such as during the
administration of immunosuppressive therapy or HIV/AIDS
[3,4]. Parasites have been demonstrated to persist in heart
tissue of the mammalian host [5].

Shoemaker et al. [6,7], and Andrade and Silva [8]
demonstrated that 7. cruzi parasitized adipose tissues and
specifically the adipocyte in mice. Buckner et al. [9] also
demonstrated parasites in adipose tissue of mice employing
a transfected strain of T. cruzi strain expressing Escherichia
coli B-galactosidase which makes the parasite visible when
stained with X-Gal. Our laboratory group made similar
observations, but also examined the consequences of these
observations on the pathogenesis of 7. cruzi infection in

1286-4579/$ - see front matter © 2011 Institut Pasteur. Published by Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
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a mouse model with implications for human disease. For
example, we demonstrated that 7. cruzi may persist in adipose
tissue for a year after infection in a mouse model [10] sug-
gesting that adipose tissue and the adipocyte are reservoirs
from which the parasite could cause recrudescence of infec-
tion especially during immunosuppressive states.

Since we have clearly demonstrated that 7. cruzi persists in
adipose tissue in a mouse model we investigated whether the
same was true in infected humans. Here we demonstrate that
human adipose tissue is also a reservoir for this parasite. To
our knowledge, this represents the first report of the persis-
tence of T. cruzi in human adipose tissue.

2. Materials and methods
2.1. Studies on human adipose tissue

Patients presented to the Cardiology Service of the Clinical
Hospital of the Federal University of Minas Gerais, Brazil for
pacemaker placement. The patients presented with a variety of
conduction abnormalities requiring pacemaker placement. Ten
patients tested positive on two serological tests for Chagas
disease and composed the infected group (see Table 1). An
additional nine serologically negative patients comprised the
control group. Discarded subcutaneous adipose tissue was
obtained from patients in both groups and subjected to PCR
analysis.

We performed PCR amplification of ~330 bp fragment
derived from the variable regions of minicircle kinetoplast
DNA (kDNA), as previously described [11]. PCR-positive
tissues were further genotyped to identify 7. cruzi discrete
taxonomic units (DTUs) I to VI. To achieve this, a triple step
assay [12] associated to a nested PCR protocol was applied in
order to improve 7. cruzi genotyping directly in infected
tissues. Initially we used a PCR-RFLP of the cytochrome
oxidase subunit II gene (COII), which allows the discrimi-
nation of 7. cruzi I (haplotypes A) and T. cruzi II (haplotype C)
from the others T. cruzi II-VI (haplotype B) [13]. T. cruzi
populations belonging to 7. cruzi I: Coll.7G2 clone (mito-
chondrial haplotype A - 30, 81 and 264bp); T. cruzi 1I: JG
(mitochondrial haplotype C - 81, 82 and 212 bp); and T. cruzi
VI: CL Brener clone (haplotype B - 81 and 294 bp) were used
as RFLP-COII standard patterns. A second step, consisting of
amplification of the intergenic region of spliced-leader genes
(SL-IR), was then applied to the mitochondrial haplotypes B
strains resulting in two distinct clusters, one formed by 7. cruzi
III-IV (amplicons of 150 bp) and another by T. cruzi V—VI
(amplicons of 200 bp) [14]. The final step consisted of rDNA

Table 1

Adipose tissue PCR results.

Patient Groups Gender  Age (years)  PCR-positive ~ PCR negative
Control (n =9) 2M/7F 736 £ 6 0 9

Chagas disease SM/5F 67.3 £ 4.8 3% 7

(n = 10)

M- male; F- female; ages are presented as mean age + SEM.
*P < 0.05 (by Chi Square and Fischer’s Exact Test).

24Sa. PCR that allowed the differentiation of 7. cruzi III
(110 bp), T. cruzi IV (~119 bp), T. cruzi V (110 and 125 bp)
and 7. cruzi VI (125 bp) [15]. The adipose tissue samples were
thoroughly washed in PBS. These studies were approved by
the Intuitional Review Boards of the Federal University of
Minas Gerais, Brazil and the Albert Einstein College of
Medicine, New York, USA.

2.2. In vitro studies

Primary adipocytes were isolated under sterile condition
from epididymal white adipose tissue of Balb/c mice as
previously described [16]. Subsequently, they were maintained
in primary culture and incubated with trypomastigotes of the
Y strain of 7. cruzi for 4 h at a multiplicity of infection of 25:1.
The adipocytes were washed in PBS and incubated for an
additional 12 h in DMEM containing 5 mmol/L glucose,
25 mmol/L HEPES, 2% fetal bovine serum, 20 U/mL peni-
cillin, 20 mg/mL streptomycin, and 1% BSA fresh medium.
Presence of extracellular parasites was evaluated using an
inside/outside immunofluorescence assay as described previ-
ously [17]. Briefly, cell suspension was incubated with anti-
T. cruzi polyclonal antibody, washed and incubated with
secondary antibody (goat anti-rabbit) labeled with red- fluo-
rescent Alexa Fluor 546 (Invitrogen). Adipocyte and parasite
DNA were stained for 1 min with blue-fluorescent DAPI
(Sigma—Aldrich, St Louis, MO). Adipocytes were placed in
blade and examined on a Ziess Axioplan microscope equipped
with an Axiocam HRC camera controlled by Axiovision
Software (Zeiss).

3. Results
3.1. Parasite kDNA detected in adipose tissue

T. cruzi KDNA was detected in the adipose tissue in only 3
of the 10 Chagas patients and in two of these patients the
organism was genotyped (Fig. 1). The PCR-RFLP profiles of
COII genes revealed the presence of T. cruzi Il in both samples
(Fig. 1A). In one patient, in addition to a band pattern char-
acteristic for 7. cruzi 1T (81/82 + 212 bp) there was an extra
fragment (294 bp) characteristic of 7. cruzi III-VI populations.
The subsequent steps of our genotyping strategy resulted in
SL-IR and 24Sa. rDNA amplicons of 150 and 125 bp,
respectively (Fig. 1B and C). Taken together these findings
confirm the occurrence of a mixed infection in this patient
consisting of T cruzi Il and T. cruzi VI major lineages. In the
three patients whose adipose tissue tested positive for 7. cruzi
by PCR the peripheral blood was negative by PCR.

3.2. Primary adipocytes are infected by T. cruzi

Previous studies by our laboratory group demonstrated
infection of 3 TC-derived adipocytes in vitro by trypomasti-
gotes [18]. Since we could not obtain the primary adipocytes
from human subjects we obtained them from mice. Fig. 2
shows amastigotes (white single arrows) located close to the
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Fig. 1. Genetic characterization of 7. cruzi in adipose tissue. (A) PCR-RFLP profiles of the mitochondrial COII gene revealed on silver stained 6% polyacrylamide
gel electrophoresis. Amplicons digestion with Alu I generates three RFLP patterns for 7. cruzi strains: restriction fragments of 264, 81, and 30 bp are classified as
T. cruzi I (control, Coll.7G2 clone - lane 3), restriction fragments of 294 and 81 bp are classified as 7. cruzi III-VI (control, CL Brener clone - 7. cruzi VI - lane 4),
and restriction fragments of 212 and 81 bp are classified as T. cruzi 11 (control, JG strain - lane 5); (B) spliced-leader gene (SL-IR) profiles and (C) rDNA 24Sa.
profiles on silver stained 6% polyacrylamide gel. (1) patient 1; (2) patient 2; (MW) molecular weight: a 25 bp DNA ladder (Invitrogen) is used as gel standard.

nucleus of adipocytes indicating that trypomastigotes are
capable of infecting primary adipocytes.

4. Discussion

The adipocyte, once considered to be a static storage
compartment for triglycerides is now appreciated to be an
active endocrine cell playing a critical role in various meta-
bolic and immune responses [19,20]. The adipocyte is the
major component of adipose tissue and contributes to the
pathogenesis of diabetes, obesity, the metabolic syndrome and
both innate and adoptive immunity [21]. Adipocytes
contribute to these functions by influencing systemic lipid
homeostasis and also through the production and release of
a host of adipocyte-specific and adipocyte-enriched hormonal
factors and inflammatory mediators, including adipokines. It is
now well-established that T. cruzi persists in the tissues of
chronically infected mice and that this persistence is important
in the pathogenesis of Chagas disease.

The present report confirms what we have observed in the
mouse model that the parasite persists in adipose tissue. Three
of 10 patients who were seropositive for 7. cruzi infection and
had a cardiomyopathy and conduction defects that required
pacemaker placement had evidence of 7. cruzi as determined
by PCR. The adipose tissue obtained from seronegative
patients had no evidence of 7. cruzi by the same test. The
adipose tissue obtained was from the anterior chest area. It
may be that adipose tissue obtained from visceral fat pads
would have had a higher yield. The PCR for T. cruzi was
positive in three patients. In those patients there was no
amplification of 7. cruzi DNA in the peripheral blood indi-
cating that there was no blood contamination of the tissue
sample.

Several groups have demonstrated that 7. cruzi parasitizes
adipose tissue in murine models. We were the first to inves-
tigate the consequences of this infection on adipose tissue and
on cultured adipocytes [10,18]. In these investigations we
demonstrated that when mice were infected adipose tissue was

Fig. 2. Immunofluorescence images of primary adipocytes exposed to trypomastigotes. Isolated adipocytes from epididymal white adipose tissue of a Balb/c mouse
were infected with trypomastigotes of the Y strain of 7. cruzi and performed immunofluorescence analysis. The single arrows indicate the intracellular parasites
(blue) and the double arrows the extracellular parasites (red) as described in Materials and Methods. (For interpretation of the references to colour in this figure

legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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an early target and that the parasite persisted well into the
chronic stage as demonstrated by electron microscopy and
real-time PCR [10]. Additionally, infection was accompanied
by an upregulation of inflammatory mediators including,
cytokines and chemokines which began early in infection and
persisted [10]. Since adipose tissue is a heterogeneous tissue
composed of many cell types we also infected cultured
adipocytes derived from fibroblasts and found that there was
an upregulation of many inflammatory mediators [18]. In the
current report we demonstrate that primary adipocytes can be
infected with trypomastigotes of 7. cruzi.

Recently, it was reported that Rickettsia prowazekii, the
cause of Brill-Zinsser Disease, the relapsing form of epidemic
typhus, resides in adipocytes and adipose tissue and may be
a reservoir from which the infection can recrudesce decades
later [22]. Similarly, Mycobacterium tuberculosis persists
without replication within adipocytes and naturally infected
humans with latent or active tuberculosis could have the M.
tuberculosis in the adipose tissue [23]. Interestingly, the
malaria parasite has been demonstrated in the vasculature of
adipose tissue [24].

The persistence of T. cruzi in adipose tissue beyond the
acute phase of infection results in a chronic inflammatory state
which may influence the development of heart disease and
diabetes. As noted adipose tissue may also be a reservoir from
which there may be a recrudescence of infection especially
during periods of immunosuppression. Additionally, periods of
lipoatrophy as a result of HIV/AIDS and/or its treatment [25]
may result in a release of parasites into the circulation.

Acknowledgments

This work was supported by a pilot grant from the Diabetes
Research Center, Albert Einstein College of Medicine, and NIH
Grant Al-76248 (HBT) and grants from Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq, Brazil -
MMT) and Fundagdo de Amparo a Pesquisas do Estado de Minas
Gerais (FAPEMIG, Brazil- MMT).

References

[1] H.B. Tanowitz, F.S. Machado, L.A. Jelicks, J. Shirani, A.C. de Carvalho,
D.C. Spray, S.M. Factor, L.V. Kirchhoff, L.M. Weiss, Perspectives on
Trypanosoma cruzi-induced heart disease (Chagas disease), Prog. Car-
diovasc. Dis. 51 (2009) 524—539.

[2] J. Gascon, C. Bern, M.J. Pinazo, Chagas disease in Spain, the United
States and other non-endemic countries, Acta Trop. 115 (2010) 22—27.

[3] A.M. Sartori, K.Y. Ibrahim, E.V. Nunes Westphalen, L.M. Braz,
0O.C. .Oliveira Jr., E. Gakiya, M.H. Lopes, M.A. Shikanai-Yasuda,
Manifestations of Chagas disease (American trypanosomiasis) in
patients with HIV/AIDS, Ann. Trop. Med. Parasitol. 101 (2007)
31-50.

[4] A.L Fiorelli, R.H. Santos, J.L. Oliveira Jr., D.D. Lourenco-Filho,
R.R. Dias, A.S. Oliveira, M.F. da Silva, EL. Ayoub, F. Bacal, G.
E. Souza, E.A. Bocchi, N.A. Stolf, Heart transplantation in 107
cases of Chagas’ disease, Transplan. Proc. 43 (2011) 220—224.

[5] L.Zhang, R.L. Tarleton, Parasite persistence correlates with disease severity
and localization in chronic Chagas’ disease, J. Inf. Dis. 180 (1999) 480—486.

[6] J.P. Shoemaker, R.V. Hoffman Jr., Trypanosoma cruzi: possible stimu-
latory factor(s) on brown adipose tissue of mice, Exp. Parasitol. 35
(1974) 272—-274.

[7] J.P. Shoemaker, R.V. Hoffman Jr., D.G. Huffman, Trypanosoma cruzi:
preference for brown adipose tissue in mice by the Tulahuen strain, Exp.
Parasitol. 27 (1970) 403—407.

[8] Z.A. Andrade, H.R. Silva, Parasitism of adipocytes by Trypanosoma
cruzi, Mem. Inst. Oswaldo Cruz 90 (1995) 521—522.

[9] ES. Buckner, A.J. Wilson, W.C. Van Voorhis, Detection of live Trypa-
nosoma cruzi in tissues of infected mice by using histochemical stain for
beta-galactosidase, Infect. Immun. 67 (1999) 403—409.

[10] T.P. Combs, Nagajyothi S. Mukherjee, C.J. de Almeida, L.A. Jelicks,
W. Schubert, Y. Lin, D.S. Jayabalan, D. Zhao, V.L. Braunstein, S.
Landskroner-Eiger, A. Cordero, S.M. Factor, L.M. Weiss, M.P. Lisanti,
H.B. Tanowitz, P.E. Scherer, The adipocyte as an important target cell
for Trypanosoma cruzi infection, J. Biol. Chem. 280 (2005)
24085—24094.

[11] L.O. Andrade, C.R. Machado, E. Chiari, S.D. Pena, A.M. Macedo,
Differential tissue distribution of diverse clones of Trypanosoma cruzi in
infected mice, Mol. Biochem. Parasitol. 100 (1999) 163—172.

[12] D.A. D’Avila, A.M. Macedo, H.M. Valadares, E.D. Gontijo, A.M. de
Castro, C.R. Machado, E. Chiari, L.M. Galvao, Probing population
dynamics of Trypanosoma cruzi during progression of the chronic phase
in chagasic patients, J. Clin. Microbiol. 47 (2009) 1718—1725.

[13] J.M. de Freitas, L. Augusto-Pinto, J.R. Pimenta, L. Bastos-Rodrigues,
V.E. Goncalves, S.M. Teixeira, E. Chiari, A.C. Junqueira, O. Fer-
nandes, A.M. Macedo, C.R. Machado, S.D. Pena, Ancestral genomes,
sex, and the population structure of Trypanosoma cruzi, PLoS Pathog.
2 (2006) e24.

[14] J.M. Burgos, J. Altcheh, M. Bisio, T. Duffy, H.M. Valadares, M.E.
Seidenstein, R. Piccinali, J.M. Freitas, M.J. Levin, L. Macchi, A.M.
Macedo, H. Freilij, A.G. Schijman, Direct molecular profiling of mini-
circle signatures and lineages of Trypanosoma cruzi bloodstream pop-
ulations causing congenital Chagas disease, Int. J. Parasitol. 37 (2007)
1319—-1327.

[15] R.P. Souto, O. Fernandes, A.M. Macedo, D.A. Campbell, B. Zingales,
DNA markers define two major phylogenetic lineages of Trypanosoma
cruzi, Mol. Biochem. Parasitol. 83 (1996) 141—152.

[16] M. Rodbell, Metabolism of isolated fat cells. I. Effects of hormones on
glucose metabolism and lipolysis, J. Biol. Chem. 239 (1964) 375—380.

[17] N.W. Andrews, K.S. Hong, E.S. Robbins, V. Nussenzweig, Stage-specific
surface antigens expressed during the morphogenesis of vertebrate forms
of Trypanosoma cruzi, Exp. Parasitol. 64 (1987) 474—484.

[18] F. Nagajyothi, M.S. Desruisseaux, N. Thiruvur, L.M. Weiss, V.L. Braunstein,
C. Albanese, M.M. Teixeira, C.J. de Almeida, M.P. Lisanti, P.E. Scherer,
H.B. Tanowitz, Trypanosoma cruzi infection of cultured adipocytes results in
an inflammatory phenotype, Obesity 16 (2008) 1992—1997.

[19] N. Halberg, I. Wernstedt-Asterholm, P.E. Scherer, The adipocyte as an
endocrine cell, Endocrinol. Metab. Clin. North. Am. 37 (2008) 753—768.

[20] D.A. Kaminski, T.D. Randall, Adaptive immunity and adipose tissue
biology, Trends Immunol. 31 (2010) 384—390.

[21] A.D. Attie, P.E. Scherer, Adipocyte metabolism and obesity, J. Lipid Res.
50 (Suppl) (2009) S395—S399.

[22] Y. Bechah, C.D. Paddock, C. Capo, J.L. Mege, D. Raoult, Adipose tissue
serves as a reservoir for recrudescent Rickettsia prowazekii infection in
a mouse model, PLoS One 5 (2010) e8547.

[23] O. Neyrolles, R. Hernandez-Pando, F. Pietri-Rouxel, P. Fornes, L. Tail-
leux, J.A. Barrios Payan, E. Pivert, Y. Bordat, D. Aguilar, M.C. Prevost,
C. Petit, B. Gicquel, Is adipose tissue a place for Mycobacterium
tuberculosis persistence? PLoS One 1 (2006) e43.

[24] B. Franke-Fayard, J. Fonager, A. Braks, S.M. Khan, C.J. Janse,
Sequestration and tissue accumulation of human malaria parasites: can
we learn anything from rodent models of malaria? PLoS Pathog. 6 (2010)
€1001032.

[25] A.M. Tershakovec, I. Frank, D. Rader, HIV-related lipodystrophy and
related factors, Atherosclerosis 174 (2004) 1—10.

Infection (2011), doi:10.1016/j.micinf.2011.06.002

Please cite this article in press as: A.V. Matos Ferreira, et al., Evidence for Trypanosoma cruzi in adipose tissue in human chronic Chagas disease, Microbes and

126



juanbasqns Auepy ‘[ €] 1zn4o <1, Jo seduanbas uoidau ajqerrea sappauIw Ajijdwe 03 paudisap

Areurdrio sem sowitid siyJ,'[€z ‘1Z] 19ALIp € S G€S paj[ed Jawid e uisn s103eloqe[jod
pue o8ep Aq pawriojiad sem 1zn.o <f, uo YHd-dSST asn 03 Apnis 3say ay,,

‘[€-G2] suonerrea sousanbas pue suonEINW JO UOTIISISP JANISUIS

pue deayd ‘prde ureiqo 03 sUIIPaW Je[NIS[OW pUE SINAUAS JO Sp[oY pue sws[ued.Io

Auew ur pasn uaaq sey Y)d-dSST 19ej uf ‘[$z] ,.o1y01d aanyeusdis auad, anbiun e sayninsuod

Jey3 s3onpo.ad uonoeal Jo 39s snoauagotalay e Juronpoad “Jauuew Juspusadap-aouanbas

e ul syjuswidel YN Y3 Ulyym sais ajdinuw 03 Ajjeoyoadsuou pue uoidal Areyuswajduwod

s31 01 A[[eoy1dads sazipLiqAy Jawlid 3y ‘SUORIPU0D 9say) Iapuy) -danjeraduwal

Suifesuue mo[ 194 e pue ‘aserawd[od yNQ bp jo syunowe ag.e[ “rowrid apnospnuosijo

o1y1ads 9[3uls e Jo suone uaduod Y3y uisn ¥Ynd 03 pajoalqns ale syuswdey

VNA payuind ‘Agarig 'sjuswidelj YN pazis-auad ul suoneinw sjdnnuw 1o a[3uis jo
uonsaap ay3 syuntad 1eyy anbiuypa) paseq-yod ‘ojdus Ajpwenxe ue st YHd-dss

‘[€2 ‘12] syuanyed paroayur

A[[earuoay jo sanssn ay) ur yuasaid saysered ay3 jo Surfyoad 30a11p smoye [zz] suad

Japea[-padiids aya jo suordau dtusdiajul ayy 1o [Tz-£T] VNG 12n4o ;[ Jo suoidal s[qeLiea
a3 uryim swistydaowAjod sousnbas ayy Sunsdae) Ynd-dsST 9x9Iu0d siyl uj

‘[91-%1] oseasip seSey) jo A3ojorwapida Jenasjow sy} jo Suipueisiopun

J1a119q B 01 pea A[OHI] [[IM 9UWI0DINO [EIIUI[D PUB UONEBLIBA 1ZN.ID ‘], Usamlaq diysuonelal

911 Jo urpue)sISpUN [RUOHIPPY "UOMIDAJUI JO SUIOIINO [EITUI[D 33 puk ‘AnYads

1soy ‘uonnqrusip esrydesdoasd Surpnput ‘eiisered ay jo sentadoud [edidojoiq ay3 pue

uoneLIeA d119Ua3 UsaM1aq UONE.[S.LI0D Y] Aq paynsn( aae 1zn.o ;[ Jo a1mdnns uonemndod
pue swsiyd.iowAjod onauas oyroadsenul ay3 puaya.duod 03 S110JJd dAISUIIXD Y],

‘[e1 ‘1] seuad YN pue uoxa-ruiw ay3

J0 YDd Sse yons spoyiawt 1ay30 Auew pue ‘[11-8] (LINTIA) SurdAy aijaresoorwr snoofrnur

‘[£]1 (4Dd-dSST) ¥Dd Jowid oymoads adurs Louadurns-mol ‘[9-] (@dvd) YNQ drydiowjod

paytdure wopuel ‘€] (4749 VN@) swsiydiowAjod yadus| yuswide.j uonoLnsal

VN@ sejdozaury ‘[z ‘1] (33T siseaoydoida[e awAzua snooinut se yons ‘sajiseded

9} 9ZLI910BIEYD 0) PIsh Uda( dAey saypeordde snorawnu ‘s1eak Yy} J9A0 pue ‘pazudodal
uaaq Suo[ aAeY SUTRIIS 1ZN.4D [ JO ANISISAIP d119Ua3 pue ‘[edrwaydolq ‘esrdofoiq ay [,

Juelrodwr A1

a.Je s1019€) o1auas ayiseaed pue 3soy Y30q INg ‘PaIEPIdINd U 194 10U dARY AN[IqELIBA

[eoturp sty SupuSNJuI S1030.J Y [, TUSWIA[OAUT [eUNISaIUT01SES 10/pU. Je[NISEAOIp.Ied

(1M 9SBISIP J1UO0IYD 9.19A9S 03 U0NI9Jul ssojwodwAs woj Suidues 8s1nod [earurd
9[qeLIBA B SBY pue 1zNn.2 bwosoundAi] ueozojoad ay) Aq pasned s aseasip sedey)

uondnpo.u|

AY1SJ9A1p 2130UAS ‘saanyeudis YN Y ‘1zn4o bwosoundAi], 4D d-dSST :SPIOMA)]

'saLI0}e.I0qE] JuaIaIp Suowre synsal jo uosLriedwod moje
pUE UOISNJUO0D PIOAE 0} 3{10M YD d-dSST ue Supnpordal uaym sduanbas pue ainjepuawiou
Jowrad jo uoneasasaid njaaed Jo A1ssadau a3 IYSIYSIY SINSI 9SAY ], :SUOISN[IUO)

‘urens 1zn.o ‘J, e Jo aanjeusis

VNQ@ 2y3 98ueyd Apueoyiudis ued ‘pua ,G 10 € 3y ul A[[eroadsa ‘saouanbas apnospnuodijo
911 Ul SUOTIEIYIPOW [BWIUILI USAS IR} 9)BIISUOWP ALIBS[D SYNSa.L INQ "9.InJetal|

a3 ur punoj sxowrtid 3ySie a3 y3m suonendod 1znuo ;f, parpnis A[PAISUSIXS pUE JUSIFIP
9913 Wo.Jj paurelqo sarmeusis YN oy paiedwod am uonsanb siy) Jemsue o, :sSurpuig

'sa[yoId YDd-dSS'T

aiseded a9y} os[e 109)je p[nod dduanbas JawLid 8y ul sadueyd 9say) I9YIdYM pa.Iopuom
9 "0d101d JawiLid a1a AJsn( 03 110daa 9ousI8je SWES Y] PAIID SIOYINE Y] Jo Auewr
‘S91pM)S 9SAYY Ul Pasn a1am saduanbas Jowirid Juaayip ySnoyyy 1zn.o : Jo Ydd-dss1 pue
uonesyiidure yNJ3| 10j pash Uaaq aAey ey} SaWeU ‘[ed[Uapl J0u J1 “Ie[iuls Yyim siawrid
JULIJJ1p S0 payuapI 2.INJeISI[ 33 JO A2AINS InQ YN 308183 a3 Ul aueyd aseq-a[3uls
B U949 Aq patalfe Apuedyiusis aq ued pajerauas urenred Suipueq xajdurod ay ‘suonipuod
Aesse 1011s Jopun dfqonpoadad st anbruydal Yod-dss1 ayd ySnoyyy ‘saanjeusis

VN@3 21qronpoadad pue oy1oads ojur sa[naajowr asayy jo swsiydaowAjod oyroadsenul

93} paje[Sue.l} POYIaW SIY} pue ‘pajadre) atom sapIomurm (YNI) VNJ Isejdolauny
payidure A[[ernieu ay3 Jo SuoI3a. d[eLIeA 33 ‘SAIPNIS 1ZN.1D ;] ISOW Ul ‘AIANISUas Ys1y
2Insud 0], "'YN( 3s0Y jo sjunowre ag.1e[ Jo aduasa.ld ay3 ur suonendod 1znto pwosoundAi],
azL1930k.IeD A[[ROoauag 0} pash A[9AISUSIXd Udaq Sey Jey) anbruysa) SuneurwLosip pue
aanisuas AySiy e st (Y0d-dSST) ¥Dd Jewtid oyads a[3urs Aouadurns-mor :punoasyoeg

pensqy

I1q-8uyn-goi@eaipue :rewy

¥86Z-60%€ T€ SG+ :XVA :829Z-60%€ 1€ SS+:[PL  T06-0LZTE dID

[1Zeag ‘STe1an Seuljy ‘93uo0zLIOH o[ag ‘ZIN'T OBS OLIleg

DINAN/EDI - S¥T B[es P 000[d - £Z99 ‘SOLIE) OIUQIUY BPIUaAY

STeIan) SeUly 9p [B1aPa SpePISIaAIU() ‘SedI30[01g SeIdUII) ap

ojmpnsu] ‘erdojounui] 9 earwmborg ap ojuswrelreds ‘edrumborg eonauay ap oLIgjeIOqR]
Opade BIBJ\ BIIPUY

Joyjne Suipuodsa.rio),

‘[1Zelg ‘STetan Seuljy ‘93U0ZLIOH 0[ag ‘SIeIan Seuljy 9p [eIapa,] apepisiaalu() ‘seaidojorg
Serpugl) ap omnsu| ‘erdojounwi] o esrwnbolg ap ojuswelreda(] SS.Ipe [EUOTININISU]

(1q'8uyn‘qoi@eaipue) LO0pade BIB BIIPUY
(1q8uyn-oop@euads) eusd oyun( ojrue( 018195
(1q8uyn-qor@oouely3) oouel, eurday eLon
(1q'Suyn‘go1@peydeuLld) opeydejy 0JeudYy SO[Ie)

(woorew @wosandripod) sandLipoy sepernb[ajy Asuipner)
(1q'woo ooyes@o1edase[adtewr) 013e3aS BRI

aanyeusis VNAY
Y3 s199))e duanbas Jawrad a[3urs ayy moy :1zn.13 pwosouvdAi] Jo Y d-dSS'T

110day 110ys

127



suodrduwre asay], (T 2an31) s3003s pazATeue [[e ul payidue A[[nJssaions sem sanasjow
SpJIUIW YN Jo uordar ajqerrea ayy o3 Surpuodsariod pueq dq 0gg 9yl

S}nsay

‘[6€] q¢'T uoisiaa weidoad aremijos uodaal], ayl Suisn saouanbas

Jowid 10 YIND[ YSnoay) paurelqo SadLljeut adUe)sIp o11ouad uo paseq pajonIisuod

aJoMm S93a.13 0119US0[AY{ ‘[8€] 3ua1dYJ200 I'T pue 19N aY3 Sulsh paje[no[ed a1om stowLid

JUBISJIP 313 YUM paurelqo sa[yo.rd ay) Suoure saduelsIp 9y ‘A[[euonippy ‘sajdwes Suowre

spueq pateys jo uonaodoad ay3 seiemored yarym ‘[£g] a1emyos Jod-¥Nd U0 pap.10dal

alam eep asay ], *(0) 3uasqe 1o (1) Jussald se patoquinu sem pueq uonedyidure yoes pue

‘04a Aq pa.aoas atam suonendod 1znuo ;f, 93 Jo YDd-dSST Aq paurerqo saqyyoad pueqnnu

ay ], 'uonendod jzn.o 1, yoea jo a[youd a[qnpoidal e p[ing 0] JUNOIIE OJUI USE] dIoM
Spueq Jus1sIsuo0d a3 A[uo pue ‘91ed1jdLn ul paurioyiad a1em suonoeal YJd-dss1

sisA[eue ejeq

‘193 aprurejA1oeA[od 049 pauIe)S-I9A[IS B UO PIZI[eNSIA
os[e a.1om s3onpoad YHd-dSST ‘Ut T 03 papualxa sem dols UOISUSIXd [eU Y[, “UTW
1.10J Yoea ‘9,6 Je dajs uonermeuap pue ‘9,z/ 3e dois uorsuaixa ‘9,0¢ e dois Surjeauue
ue :jo sa[o4d uonesyrdure o Aq pamof[oJ ‘Ul G 10j D6 38 dois uoneInjeusp [eniul
ue :smoj[oj se (yo.reasay[|y) 1a[pAdouwayy 00 T.Ld e ul pauriojtad sem uoneoyiduwy ‘aaoqe
paquiosap se paredaad syuewdeqy yNq dq g€ Aerewnxoadde ay3 Sururejuod uonnjos
eJjo [ 01 pue (eSowoug) aserawA[od YN bv[0D Jo 1 9'T ‘W G e Jawrid ‘Wi 06z
18 sdLNP ‘(eSowoag) g'g Hd Jajyng uonoeay be 09 ssaj10[0) ‘Z[DS WW G'T pauIeIuod pue
[ 0T JO dWIN[OA [EUY B U INO PALLIED SEM YDJ PU0das sty (T d[qeL) (40d-dsST) Jowrid
9[3uts e Suisn uoneoyidwe A>uadurns-mof Jo das puodas e 0} papiwqns pue Iajem
-1 2[1193s Ul p[oj-0 T painfip ‘(08 ay3 wo.j pasioxa atam suodidure N 94, "(9soreSe
jutod Sunaw Mo[ %50 ‘9soaede 9,('T) [98 aso.aede 0, G T paule)s-apIuwo.1q Wnipyle ue

uo sisa1oydonoa[e 03 pa3dalgns uayy sem uondeal Ydd ay3 jo T g1 Sururewar ay,
"[9€] paqriosap
Arsnoiaauad se (93 aprwejA1oeA[od 9,9 paurels-I9A[IS B U0 pazijensia sem sjonpoud ¥YHd jo
SI9}I[OIDTW DAL "UTW )T 0} PaPUaIXa Sem dals UOISUSIXS [eUY Y], “UIW T J0J YIed ‘D }6 I8
uope.INIeusap pue J,zZ/ Je UoIsualxa 9,09 1e deis Surjeauue ue jo sapAd> uoneoyrdue gg Aq
Pamo[[oj uI G .10j D6 18 days uoneinjeusp fentur ue suisn (Yo.reasay () JooAoouLrayy
00T.Ld e ur pawioytad sem uonesyiduy "arejdwel yNg paytind jo Su o' pue (eSawoay)
aserdwd[od YNA bvLoD jo N 0T ‘Wi 0°'T 38 (,£-VLVLVVLILODLLIDODLLYDILLYD

-.§) 221 pue (,-YHLYIDLYOVINDDIIVIOLYV.LYVY

-,G) €S 10 TZT stoutid ‘s LNPINT 0SZ (VSN ‘UISUOISIA ‘UOSIPEN ‘B3ow0.1d)

6'g Hd J1ayyng uonoeay bp ] on usain DS W §'T paurejuod pue 1l 0z jo awnjoa feuy

B UI INO PILLIED SEM UONIBAI SIY, "SI[NIS[OUI S[DIDTUTW YN 1ZN.40 7, JO suoidal s[qeLrea

wogy dq gg¢ Aerewrxoadde jo syuawi8ey jo uoneosyrduwe Ydd oyioads ay Jo paisisuod
da3s 3sa1y 9y L, -aanpado.ad dais-om) e Suisn paurelqo a1om saanyeudis YN Y.L

(4Dd-dssT) uonoeaua ureyd aserdwfjod Jowrad oy1ads 33uls Aouadurns-mo

‘[s€] paquiosap A[snorasad se uriojoao[yd/jouayd

3Im pauLio)rad sem uondeNXa YNJ PIepuels ‘1,96 1e WS1uIaao y aseurajold

Jo 9ouasaid ay3 ul pasA| pue aulfes paayng ayeydsoyd 9[LI93S UI SOWII} 9.1y} PAYSEM

‘paisanley a.1am s[[92 d3seed ayp) ‘suLio) 3031 sewlda g0 T paureIuod 2.anjnd ay3 aduQ *J,8Z

-/, 38 W3S J[ed 00T Sururejuod wnipaw (]7) 9503dA1} uoIsnjur JoAlf ul umo.s atam
uonendod aysered yoes jo surioy ajo3nsewrids a3 ‘UONILIIXS YN 121D °[, 10

‘[1ze.ag ‘steton

seuly ut sndeydosaeSaur y31m juaned oiseSeyd e wo.y pajejost uonendod [euopouowt

e ‘(]] 1zn.o ]) urens H[ ay3 pue ‘elquio[oy) ul Jusned deIp.Ied JIUOIYD B JO pOO[q 33 WO.1J

pale[ost A[[eulSLIO pue Ule}s Uelquo[0) 9y} WO paurelqo sem yorym ‘([ 1zn.o <J) auop

Z9.'T10D 9y} ‘uawidads sun3saful buloIvLL], e Wo.1j Paje[os] UIeIls ) a3} WO.J PISaAIey

sem ya1YM ‘(TA 1Zn4o 7[) duopd Jauaag T) aYy3 :pasn a1om suonendod jzn.o ;f 321y,

uonoenxa yNJ pue sayiseaed

sgurpury

‘sure3s 1znJo ‘, Jo aanjeusis YN oy a8ueyod Appuedyiudis ued

“4Dd JO puno. puodas Ay} Ul pasn ‘saouanbas apr1oaoNUOSI[0 9} UI SUOTILIYIPOU [BUTUTUI

1nq ‘anbruyoa Surqyoad sjqonpoadal pue s[qIsuss e sTYIJ-dSST IBY) parenisuowrap

A1ea]d synsal .anQ ‘safyo.ad ajiseded ay) uo sdusanbas 1owrid ay3 jo yoeduwr a3

ssasse 03 sdnoas yo.aeasal Auewr Aq pajd saduaIdjal pue YDd-dsST Aq sisAeue YN Q3 12040
;I 10J pasn saduanbas sowrid a3 anSo[e1es 0] aImyeIal] 93 PAAIAINS am ‘DI0H

's)nsal

JuaIaJIp Afennuelsqns aonpoad os[e Aew saouanbas Jawrid Jualayip Jeys sysaddns yorym

‘[#2] vN@ 398.1e3 a3 ut 93ueyd aseq-a[3uls e UaAd Aq patalfe Apuedyiusdis aq ued paurelqo

ure)red Suipueq xa[dwod 8y ‘suonipuod 19L1Is Japun a[qrnpo.dal A[ysSiy s1 anbruyoal Yod

-dSsT 91 y3noya|y ‘pasn A[snoiaa.ad sem jeym yojew Adexa jou op paysijqnd saouanbas

Jeurrid a3 ySnoype ‘ASojoporpawr uasoyd a3 Jo asn 3y AJrsn( 01 SaIpNIs AsaY) 9310 SHIOM

128



Jowrad ay3 J1Inq ‘sanbruyoay paysijqnd sonpo.adal Apusanbauy siayoaeasad Juaaljip
asnedsaq JueAd[al A[ferdadsa ST SIY L, "YNY 12142 ;[ 10J 1sed] 18 ‘YD d-dSST Suruioyrad
uaym aouanbas sowrid Jo souerrodwur a1} 2191 91EIISUOWSP dM UOISNIUOD U]
"a1dwrexa 10J ‘swisidoqy Jua1ayIp yam uonendod sures a3 urIIM
S9UO[D JUAISJJIP 10 SHEaIGINO IO Sed.Je J[WIPUS JULISIP JUSIIHIP Ul e yons suonendod
j0unsip o3 3uiduofaq saje[ost 1zn.o ;] ul swisiydiowAjod o139uad 10339p 03 ST YDJ-dSST
Jo [eo8 urew a3 aours Juelroduwrt A[PULNX3 ST SIY L, ‘pash JowiLid 9y jo aydsap 1ayjoue
U0 WOy JUdIFIP A[939]d w00 219M AS1[) 1B} MES 9M ‘SUTEIIS PAIBN[EAS 9313 31} 10]
Jowirid aures syl yaim paurelqo ssqyo.d ay) pazA[eue am Uaym ‘puey IsY3o ay3 uQ
‘suoigal
.S 10,¢ a3 ur saSueyp Areroadsa ‘surslred puequnur NG 9Y3 pPa1d9jje UOMEINW dseq
anbrun e se [[ews se aduanbas JewiLid ur suoneIsy[e 90.j U] "UIRI]S SUWIES 3] .10J SAINJRUSIS
VNQ3 JUSI9JJIp Ul pal[nsal ‘saseq £ 03 T Aq IaYoue suo wo.j SuLIajjip Inq ‘seduanbas
pale[al M s1awiLid JO $19S 1ey) PIIL.NSUOWSP SINSAT INQ "SUONEIID 10 SOUWIRU IB[IWIS YIIM
aInjea)l] sy ul pasn A[snoiaaad sedousanbas aswtid JySis pajen[eas om ‘pus 1ey) 0],
‘urened ul pueq xa[dwod YN oy 9ouanpjul osfe 3ySiw sousanbas Jawid sy Joypeym
pase am 9xa3u0d s Ul [z ‘Tz] suonelsnfe oyads a3 Jo osnsouderp ade eyl saInjeudis
mau Supnpoud ‘urened puequnui oY) Isle A[[EONISERIP P[NOD UONEINW Jseq d[3uls
e se [[eus se sauey) ‘[z] 9ouanbas ayejdwal YN 2Y3 S109]j. 18] 9anjeusdis juswdey
VN( puequnui e 03 3sL1 9418 03 sisazoydondafe £q paa[osal aq ued jeyy synpoud jo
Jaqunu a3.1e[ e Sp[oI4 UonIeal a3 SNy, ‘puno.t puodss a3 Surinp juswdeyy payidwe sy
unyIm sayis a[dnnur 03 Jauuew Juspuadap-aousnbas e ut 1nq £3Yads Mo] Y3Im Os[e pue
“dDd Jo punou sy ay3 Surimp suodijdwe ay3 ojul pajerod.oour aouanbas Arejuswadwod
s11 01 &1dy10ads Y31y yum sazipriqhy 1eys Jowrid a[3uls e sasn Y)d-dSssT
‘s1awiad Juaaayip Suisn sajyoud ajqels A[ySiy Sururelqo pue skep
JUSIIJJIP UO SaW} 9313 ISed[ Je suonoeal Sururiojrad Aq anbruyoay ayy jo Lrpiqronpoadas
Y381y a3 paunIyuod am ‘uratay ‘[1z] pasn A[3uaisIsuod aq 3snw UONEIUSIU0D d)enbape ue
Je YN{ £enb poo3 e pue ‘saounos Jawrid pue swAzua ay) Yaoq suonipuod uonesyiduwe
PoZIpIepUE)S SIY} SASIYDE O], ‘Pasn aJe SUnI a1a10ydoI1da[s pue sI9[2Ad0ULIaY) JUSIIIIP
UM IO SIS3.10M JUaIaJIp Aq sAep ajeredas uo paurrojrad a1e syuswiLiadxa ayy uaym
uaAd a[qronpo.adaut A[ySiy aae suranred Ynd-dSSTIeY3 20UsLIadxa JO SIBIA Ud) INO 19A0
AI0]eI0(E] INO UI PIAISSCO AR dM ‘TOAIMOY "dInjeu Aouadulnis-mo[ s 03 anp pauonsanb
udaq sey Aiqonpoadal YDd-dSST ‘SaIpnis 1zn.o ;] 10j pasn A[opim Suraq aydsag
‘[81] uoneanoear asessip yum
paijeroosse suonendod 1zn.o ;] Jo uoNALISIP [BNUAISYIP 93 AJIAUSPI 03 [NJash os[e ST YId

-dSsT[£z'2] suewny pue [g¢] ao1tr pa3oajul Ul paleIISUOWSP UIq JARY] [ZN.4D ] JO SAUO[D

9SISAIP JO UONLIISIP NSSI} [eRUIYIQ [T+ ‘0F] SupWNY pue S103094 pajddjul A[feInjeu
U0 S3IpN3s UoNeZLIdIEIEYD d13auad 03 poyraw sIy3 jo Ayfiqesrjdde a3 suLIjuod paureiqo
saanjeusis YN 3 Ul ANSI9AIp onouad adre] ay3 ‘alowtayany ‘[1z] Aoedes A1ojeurwiriosip
Ppoo3 yim sanssi} pajoajul A[[e3uswiLIodxa 10 S9.IN3ND WO SUIBIIS pUB SIUO[D JO
uonedynRuap! moje eyl surayed Surpueq xajduwod seonpo.d sandsjow S[RIRIUIW YN JO
uonJod s[qerrea dq g€ 9Y3 JO UONIBZLISIOBIRYD 93 03 YD J-dSST Jo uonesrdde ay [,

uoIssSnIsIq

‘(z a1qe.L) spueq paJeys jo %8% yam o Jowrid sem orydaowAjod ssaf

9y sealayMm ‘sure.)s 9aay) oY) Suowe spueq paleys % Jo adesaae ue Sunerauas J sem

Jowlid 9AIIBUTWILIOSIP 3SOW 93 ‘SISATRUE SIY} 03 SUIpJ020Y "sajisered Juatayip ysmaunsip

03 s1awiLid jo Ay[Iqe 9} 91eN[BAS 03 SHD03S 1ZN.4D ;] WUDIBYIP 9Y) WO paALIdp safyjo.ld
ADd-dSST ay3 usamiaq spueq pa.eys jo uontodo.ad ueipaw ay3 pasn am ‘A[feury

‘(epnospnu y3g1) seouanbas Jowrid ay3 jo uonisod [eIIUD 2.10W B U PIIRIO]

S1 UONA[AP Y3 1aym ‘[ pue g stawiLid a3 .10j PaAIasqo Jou sem sy ], *(¥ a1n31 pue

1 91qel) sapyoid YDd-dSST oyl paroayye A[Suoays ospe (f pue @ stowrid “§-9) stowrid ayy

Jo uoi8al G ay) ul suoneae YHd [BUOIIUSAUOD 10J ANI[UN “I9AIMOY "sa[yold YD d-dSST oy

ul saSueyd dnewelp pasned ‘H pue 9 stouwilid usamiaq uonaep a[3uls 9y se yons ‘uoida.l

L€ 9 Ul SeOUDIYIP [[ewls ‘padadxa se Qoadse siy) u] ‘sa[yo.ad ay3 uo souanyui Suo.ays

B 9ARY ABW SUONS[AP/SUOIdSUL 10 suonnInsqns aprioafonu jo uonisod ay) yeyy Sunsagsns

‘s1owLId sN0aus30.1919Y 9.10U IS0 .10] PIAIISCO JOU SEM SIU} “I9AIMOH "SINILIB[IWIS

souanbas Jowid ay) pue pajerauad safyoad YD d-dSST oYl Jo ALIe[IuIs ay) usamiaq

UOB[a.110D B sem a1ayy (g pue ) ‘g stowrid “8-9) siauwitid a3 Jo awos 10y ‘sardojodoy saan

9} UsaMIa( Uydjew [e1auad e Jou Sem 2193 aIn31] ur umoys sy *(T a[qe], pue 4 a1n3rq)

ejep aouanbas sowid ay3 Suisn pajonaisuod da.13 Jayroue y3m pateduwrod sem A3o10doy ayy

pue xLIjew aouelsIp ay3 se sa[gold YDd-dSST oyl Ul Spueq Jo aouasqe 1o aduasaxd ayy Suisn

palonIsuod sem 9913 d1dAjousyd y “Ie[iuurs a10W 9I9m Saduanbas Jowrid sy usyMm Je[ruis
alow a1am paonpold safgord Yo d-dSST oyl 1oy3aym pajeSnsaaur IoyIng 9\

‘(¢ 2an3g1y) s1owrid awos 10j PaAlasqo UoneLIeA 3duanbas [ewuIw
sem 2193 y3noyye ‘saanyeudis YN JUSISIP Ul Apsowr pajnsal s1owlid juatapip 3ySe
93 Y3IM paurelqo urexns yoea jo sa[yoid pueqnnu oy ‘19aamoH ‘(g 2an81) pasn sowrid
913 Jo Juapuadapul a19m Jey} Ulel}s yoea 10j suIalted 10UNSIp “1ea[d YHM ‘SHD03s pazA[eue

1Zn.40 <], 9313 3y} Suowre Ayjiqeriea o1ouad uredys-1aul Y3y pamoys pue (z aandiyg) dq 0¥
-007 Jo @3ue. Surpueq pajenfess ay3 ut a[qonpo.idal a1om safyord ¥YId-dSST oYL
‘saanjeusis YN 94l uo aouanbas JawiLid Jo 9ouanjjul 9y} 9AI195q0

03 s1awLd S[3urs JUAISJJIP YIIM UONIIBAI YD) d PU0ISS 313 10] saje[dwia) 3y} Se pasnh a1om

129



'6E-0€:68 ‘8661 1071sn.4pd dxq ‘sanaadouad [edipaw pue

[ea180101q s31 uo Nisered ay3 Jo UOHIN[OAS [euo]d Jo Joedwi :1znid ewosouedAL], (|
Jualheql, ‘S [9ON ‘A dJaLLIE) ‘A Adusan]) ‘) aqeureq ‘d[ Juaane] ‘g AInQ ‘S o[[0Ady
"8ZST-60ST:9€T ‘6002 ABojozisvivd

*21n3nj a3 01 pue yoeq Sur{oo] :eluewWYsIa] Uo Yydleasal [d[[eted pue 1zn.ao
ewosouedA1], Jo AyderdoadojAyd pue ASojorwapida Jenosjow ay [, | OOLINEN
‘MIN Junen ‘s sppriedzitg Y e[aafed ‘W 094 ‘QIN SIMIT ‘SN UATIOMA[T ‘VIN SATIIN
'295-6¥%S:¥ ‘Y00Z PO [O] 44N *So1nauas 3soy pue a3seted Junoauuod

:9seasIp sedey) JO SJUBUIULIAISP dY,[, :YN WIS ‘S 1ad1aquaisap ‘v [[oqdwe)
¢S-5%+29

‘66T [031SDAD] WaY201g Jojy *dduanbas yNY [ewosoqLl e jo uonesyrdue £q 1zn1o
ewosouedAl1], Jo UOIBIYISSE]D UIBIIS PUE UOI}I9I9P dANISUSS g S9[edulZ ‘dY 0Inos
"TST-T¥T1:E8 ‘9661

1031SDADd WaYd01g Jopy "1Zzn1d ewosouedAl], jo seeaur| onausado[Ayd 1ofew omy
auyap sJaylew YN( :g so[esulz ‘vq [jeqduen ‘Wy opadse ‘0 SOpueUIa, ‘Y 0Inos
'£002 ‘“A8ojounwiwi] pue Ansiuayoorg

‘STe1ax) Seuljy ap [e1apa apeplstaalu() "'YNd ap soytowijod sa31[aressooru

wa sepeaseq 1zn.1o ewosouedAl], wa sreuoroe[ndod sasijeuy :SNH So.Iepe[ep
"0S8-6£8:8€ ‘8007 [011SDAD [ U] "SII[[33ESOIIW

srydaowAjod Jo Y4 paisau uisn sanssiy pajdajul ul ARo2.1p 1znao ewosouedAl],
Jo 3urjyoud sn32uay :[e 32 Oy uewlIyds ‘g oYL ‘D EPIW BARIO H HEIY)

‘d 9Py BALAI[Q ‘D NawofoyIed ‘L, Ayng ‘W sedrad ] ap Y[ eyuauild ‘WH SaIepe[es
'04-59:1 1ddnS ¥6 ‘6661 znid) opjpmsQ Isuj wajpy ‘say[[eresoloru yeada.r

-y) oydaowfjod 3y Suisn suren3s 4G jo sisA[eue papuedxa :1zn1d ewosouedA1],
Jo aamonas uonendod ay ], :qS euad ‘q LelY) ‘WV 0pade| ‘1V O[9I ‘dY BIIeAIlQ
"08LE-9LLES6 ‘B66T V'S 11195 PPIY [IDN 20.d "S91I[[91BSO.I0IW

srydiowAjod yim 1znao ewosouedAl], jo aanjonans uonendod onausd

a3 Surqoid :s euad “1 YHWS YD 103ue) Ny 0pade| ‘AN 9pnolg ‘qy eldAIQ
"768-168:8V€ ‘9661 392UDT "3sedsIp ,sesey)

2A1SagdIp o1uoayd yum syuaned jo sanssn [eadeydosao ur yN( 1zn1d ewosouedA1],
JO U01Y339P YD d Y BIRAIQ-BALIOD ‘A SISY ‘[S PEPY ‘WY OPadEI YV 03eA
'6EET-SEET06

‘€661 V S N 1S ppoy DN 20.4 "sisa1oydoaida[e awdzua snoonnut pue Surd4y
VN{ Jowrid-wopuel usamyaq Aied :eozojoad onisered XIs Jo UonezLIIEIRYD
o1RUdY) [ e[eAY ‘[ ANDaJeXS ‘f IULLIdNY ) dqeuled Y Joneqna| ‘| dua.lheql],
"6L-TL'09 ‘€661 [031SDID]

wayoolg jop ‘surenis 1znao ewosouedAl], jo sisAreue yN( d1ydiowjod payrdwe
wopuey :[y uosdwis [y eyuewoy “I) S9ZaUay ap ‘4 039N SeIq ‘N [Ppuldls

'SP E-6E£E:49 ‘€66T SXA 1ZnId ewosouedAl], pue [UOSUBW BUIOSOISIYIS

Jo £31S19A1p 2139Ua3 93 Jo Apnis 8y 10J S VY Jo asn ay[, :[y uosduwis ‘qs eusad
‘(v equewoy ‘N ziey| ‘(q uosul[[oy ‘d) eznos ap Y7 Sossed ‘| [opuIals 4 019N seiq
"¥L0T-0L0T:6Z ‘0861 DAH pap

do.i], [ wy sappapiuw yN( Isejdolaury jo Sunuridia8uy aseaonuopus uonoLisal
Aq aepnewosouedAn sruadoped jo uoneziisloerey) 1 uosduis ‘) (910

144

-L1Z:1L ‘LL6T BAH pap dodf 208 Yy sub.ij, ‘[izeld Jo eale [ednl e ul Apuapuadapul
Sunenoan ‘1znao ewosouedAi], jo sdnoid-urens 3ounsip omj jo suraned
aWAZU20s! Aq uonedYNULP! Y], :H ([ £2.Jpon ‘OS prems( ‘(d 940, “VIN S3[1IN
‘178-618:CLT ‘8L6T 24mDN T[1ZeIg UBIUOZEWY

ur aseasip ,seSey) yum syuanred snouoyiydoIne 3sa1y 9y} ul 1znad ewosouedA1],

Jo Kyeuadorsaay o1wAzos] :[d 940, ‘Y uosureT ‘([ meys ‘I 0A0d ‘V BZnoS ‘YA SI[IA

91

ST

4’

€T

k4"

11

0T

T

S9JUR.I9J9Y

*90UB)SISSE [BIIUYD9) 119dXa 10j SanSLIpoy Y eznaN

sjueyy ap ‘senuade Surpunoy SEJVD pue bdND ‘DINAdV: Aq perioddns sem sj1om sIy],
sjud WIS paMouPY

1drsnuew feuy ay3 pasoadde pue peaa sioyine [y 1duosnuew ayy

pamalAa.l pue UoneuIpIood pue usisap sy ur pajednaed pue ‘Apnis a3 Jo paAILdU0d NNV
1dLdsSnueW 8y pamalAdl pue elep pazA[eue J[QS pue S5 ‘YD dLIosnuew ay) pamalaal
pue ejep pazAeue ‘sjuswirradxs pue sajdwes ay) passasoad Y drosnuewt sy 910Im
pUE 3INJeIAN] 3} PaMBIAAI ‘Blep pazA[eue ‘syuswiLiadxa pue sajdures oy passadoad S

suonnqgriuod sroymy

's3saqajul Sungedwiod ou 9AeY A3} JeY) SB[ SIOYINe Ay [,

s3saaul Sunaduwo)

‘sar10jeI0qe] Suowre surened YHd-dss jo uosrredurod

a3 Suraoadwr pue uorsnjuod Surproae a[Iym ‘saInyeusis YN uo Sunjiom sariojeIoqe]
[Te 103 [(nyasn A[yS1y aq pnom siy [, ‘saureu siowrid ay3 ur sagueyo £q os[e pamoi[oy

9q pnoys paduey A[[euonualul e saduanbas apr10a[dONU0S1[0 a.19YM SISed ‘A[[euoINppy
‘anbruyoay ajqonpo.adal.tood e st YDd-dSSTIBYI BOPI 9S[E) 913 03 SUnNqLIIU0d ‘d[qISes)

J0U a.1e saLIojeIoqe] Suowre s)Msal YHJd-dSSTJo suosLredwod ‘[nyyirey 10U a.Je saduanbas

130



"€2T-81T:%€ ‘200T SId

30afuy u1y) "1Znad ewosouedAl], Jo uonezLdldeIeyd 213ouas pue ‘dn-moj[oJ ‘sisouderp
:awoJpuAs Aouspyyepounwwil padmboe yum jusaned e ur snifeydasusofurusawn
o1sedey) :q Lery) T eleSIaA-eA[lS ‘4T zadwey ‘q BA[IS-sage]

"€TTS9% ‘6002 2U0 SOTd

‘sure)s 1zn.ao ewosouedA1], Sunoajur Jo wisidoay anss [BIIUSIIJIP Sy SadUSN[JUT
s)soy auLInut jJo uoidal auad JHN YL (]NV OPIde ‘S euadd ‘Yo oduely 4)
OPEYDEA ‘W SAIBOS Py SOUES ‘H LIBIY) Y BWIT ‘IS $21d ‘0T dpeIpuY W[ Serra1d
'98-9/£:GZ ‘S00Z pa1pawolg ‘[4dd-dSST Aq pauItLIalap o1 pajddjul Jo

sued.1o pue poojq ul 1Zn.ao ewosouedAl], Jo AN[IqeLiea d13oUdN] :Q BUBLLL ‘INV BIfO]N
"YL-%9:1S LT £00Z pawiolg *[11 pue | sdnos 1znId [, Jo SaUO[d UeIquio[0)

0M] JO UonezLI)Ok.IeYD d13oUas pue [edidofolg] : eUBLLL ‘WY eI ‘YT 019109
"€0%-96£:18 ‘6002 BAH paw do.j,

[ Wy “e1quio[o) ‘eLIe]y BIUELS 9P EPBASN B.LISIS 93 JO S9IIUNUWILIOD SNOUaJIpul .Inoj
ul SasATeue J0[q UISYINOS pue uonoeal ureyd aserdwijod JowiLid ajduts LouaduLns
-MO[ £q pauIuLI}ap [ZNn.1d ewosouedAl], Jo sOolweUAp UOISSIWISURL], :() ZOARYD)
-BUBLL], ‘Y LIB[OS ‘S Z1.IQ ‘[q Zanbae|y ‘WY o[[iuete[-e1ld]y ‘v olarog ‘d] zon3LIpoy
"19T-LST:2¥ ‘0002 0[nbd 0bs do.i] pajy ISUJ A3y *S9ANBALISPOIIU

1Zn.1d ewosouedA1]-1ue yam pajeady syusnjed aseasip ,seSeyn dIUo0Iyd Ul SUONIJJUL
JURISISI9d YV BAISXID L, ‘(Y ojuawidseN Y7 zeleueday “T sadid-eLineq ‘S eSelg
"TLTZ-L9TTH¥ ‘9002 1010401 Ul[) [ [1Zelg Ul 9seasIp

,SeSeyD Jo suLIoj [e1Ul]D JUBIBHIP YHM syusalied wiogy surens ] 1zn1o ewosouedAl],
Jo saanyeusdis auad yN( Isejdolaury jo AjiqeLiey :q LIely) ‘WY opase| ‘ds

euU3d oyun( ‘N oeA[eD BYUN) BP ‘J BWAI) “TY BS0Ipad ‘q1 ZaJIWeY 4 eA[IS-Sade]
LITT-TTTT:E0T ‘800C SaY |03ISD.IDG "UONIBI.

ureyd asesawAjod-1auwrid oyroads a13uls AouaduLns-mo[ Aq pa[eaAd.l SaUIW 0L}
1SEeS1ION Uel[IZeld wo.y paje(os! | 1zn1d ewosouedAr], ut wisiydiowAjod onausn
'Sy 02aYdEJ Y AMEN( ‘4D OYUINO) ‘DI s34 ‘O SIbIes ‘W ewr ‘W) 0it1g
"0L5-695%66T ‘0£5-696 "dd 0T "[0A 1s01g [ddy 1ndui0) U] JUSWUOIIAUD
SMOPUIA\ JJOSOIDIA Y3 10J S93.13 ATRUOIIN[0AS JO SUIMEIP PUE UOIONIISUOD

a3 10J a5exoed a.1eM1JOS B :SMOPUI 10} NODTTY.L Y 193ydep 9 ‘A 199 ap uep
"€LTS-69CS9L ‘6L6T V'S (1195 PLIY [IDN 20.d "S9SEI[INUOPUS UONDLISIL

JO suLId) Ul uoneLieA o1jouagd SurApnis .10j [opow [ednnewa ey :HM I'T ‘I 19N
€661 ‘Slelan Seuly ap [elapa,] 9PepISIoAlU[) :9JUOZLIOH 0[]

syuridaagduly yN( jo Apnis [euoneindod 10j weadoad J0d-VNA “['d’S ‘dDV seunN
'G9Z-192:49 ‘€661 Sx4 ‘wsiydiowAjod 1eadat apnosponuenyay

Ppayul-A B [31m sased Ajutaled Louaroyap Sunsay, :ds euad ‘L[ usaiddyg Y4 sorues
"TLI-€9T:001 ‘6661 [0HSDID]

way201g Oy "9d1W PIIIJJUL Ul 1ZNId ewiosouedAl], JO SOUO[D 9SISAIP JO UuonNqLISIp
9nSsN [BRUAISHIQ (Y OP3JBI ‘QS BUSd A MEBIYD YD OPRYIRN ‘O] dpeIpuy
Y12-S0Z:EE

‘686T [031SDADJ WaY201g JOJy "dseasIp ,sedey) Jo sisouderp ul asn :saduanbas yNq
appapIuiw 3seidoyaury jo uoneoyiidure Aq s[[a2 1znd ewosouedAl], Jo uoneIYISSE[D
QWAPOZIYIS PUE UOI12333P dANRISUSS T uosdwils ) [910]N ‘M dAeIZoq YN wLInig
'G9€-19€:99 ‘S 229fu] [01qo.o1 ubpl( *syusnyed SISeIULWYSI9] [ESOONW WO.L)
BSOONW [BSEU pUE [BI0 Ul SISUdI[IZe.Iq (Bruuer)) eluewysIaT Jo sainjeusls s
VNQ3 ‘S BPY 099Yded ‘0 9PV Y2BqNyIS ‘W OUI[ESOY-2I3[BA ‘S BIIDAIQ 9P
"8%-5%'6 'S661 529044 [[2)

10 "gDd J1aurid oyroads a[3uis Aouadurns mof Suisn uonesynuapl snaisewofided
uewny o3 yoeoadde uy :[y uosdwis ‘qs euad ‘A 1497 “10 oJd[[eqeD “TT B[[IA

LY

9%

i

a4

R34

A4

a4

0¥

‘6€

8¢

LE

9¢

‘S€

e

€€

e

'025-L15:(9

1d ) Y11 ‘2661 AD0]031sD.IDJ “[1ZE1g Ul Pale[0SI BONIA[0ISIY BqaOWERIU JO SUIRIIS JO
UONEZIIa1IBIEYD 10 YD d-dSST :NIN OPIN “dV 0FEA ‘WY OPIdEI ‘AH BA[IS ‘VIN S9UOD
"756-8¥6:6€ ‘T00Z PN qDT Way)

ulj) "4nd 1owrid oyroads a[3urs Aousduris-mo| pue wsiydiowAjod uorrew.10juod
puens-a[3urs £q snaia ) snneday ur uordal Surpod-uou G jo sIsA[euy :g

J1Ad (LI ‘g S1A0N (DA Y B0 ‘A [19¥S ‘Z JTAONII[AA ‘[ oLMpny ‘0 dIAo USWELS
"TH-SELTT 'L00T [03ISDAD] dXF "SIIDTUIW [} YIM UOIE[S1 J12Y) PUE BIGUIO[0)
pue [1ze1d 1SeaYIN0s Wodj sa3e[os Jo sasA[eue YDd-dSST pPue Ydd-advy :1psuel
ewosouedAl1], :q eA[IS-sage] “Ty BS01pad ‘[ oualoly ‘47 zadrwey ‘Sq zonbae
'9G-£6:€S ‘6002 1041/ bIdY "uoidat sawouasd 01d-)H Jo sisk[eue ¥ynd Jowrid

oy1ads ajduts Aouadurns-mo] pue wisiydiowAjod uoneuriojuod puens-a[3uls

Aq saeost snuia xod wnd Jo uonenuatayiq ;N [IelAeN ‘J BAOIRJES ‘S nOIpen
"887-8LZ:8TT ‘9002

Jo1qo.01 32/ “sisoa1dso1da jo uoidsns [ed1ul YIm 9[33ed jo sajdwes aurin ur ‘dds
ea1dsoydar jJo uoneoynuapl 10y Ynd-dSST Jo uonenyeay :J Aoy YN wywog
"919-609:8S ‘9661 12U wny [ wy 1593 Ayuspl uewny daneredwod sjduwrs

B 9)nnsu0d Y4 Iauwnid oyroads ajdurs Louadurns-mof Aq paonpoad ,saanjeusdis,,
dooj-( [eLIpuoydoN :dS eudd [y uosduwiis 9 1oypurn gy odep ‘o oja.reg
"TTE-LTETTT ‘6002

1031SD.ADJ dX7 *SI93IeW Je[ndad[owl 0M) Aq UOLIEN[BAD :SISeIUBWYSIS] ATeyuawnga)
Jo suoneisajiuew [eo1d4) 1o eardAye yam syusaned Jo suoisa| ul paynuapl sadsjousd
sisualfize.lq (eruuerp) eluewysio] :Sy 03ayded ‘WA od1onges ‘WD oul[esoy ‘4 eA[ls
-0BJ13DUOD ‘S BIRAIQ DIN S3Id VD [0 ‘AN BIIOPE ‘OV UYoeqnyds ) eisndeg
"6Y61-9Y61:16 ‘Y661 V.S 11195 PpOY [IDN 2044 “AIUs3uLis mof 3e s1awid

oyads a[3uls Yam Y¥od Aq paureiqo aq ued ,sainjeusdis auag, oyroads-aouanbag
:[y uosdwiis ‘q 039N Serq ‘D4 yoeuray “1 0dIejy 9 YV 08eA ‘0 oja.dreg ‘gsS euad
‘6081

-G08T:9ST ‘0002 [oy2vd [ wy "sues.1o 3s19A1p ojul sad£) o3ouss jo uonnqLusip
[e1rIUaI3JIP :9SeISIp seSey) duoIyd YIm syuanred Jo sanssny woay A[oalip

1znJ1o ewosouedAl ], Jo uonezLIdeIRYD d1PUIN (S BUS ‘gD OY[L] ‘D BIISI0N

“1[ S 3150, ‘[S PePY NV OpadeN ‘J SIY B[IAY,P ‘VV 919 ‘0T 9peIpuy Yy odep
0TH-66EH0T ‘6002 SaY [031SD.ADJ *SdUd3 Japea[-padi[ds jo suoida. doruagdiajul ayy
Jo ¥ynd-1ewrid oyads sfduts Aouadurns-mo| Aq pafeasal erquiojo) wody sdnoad

[ 1znad ewosouedAl1], Jo Suriaysnp [esryderdoan :ny uew(1yos ‘Q zaaey)-euell], ‘
0ZeJ\ [o( ‘Y Jeze[es ‘) ean) ‘g] Zzan3LIpoy ‘S Zoydues-epajoqly ‘WY o[[lwere(-eldjy
'6S1¢C

-€GTZ:6¥%1 ‘9661 [0YIDd [ WY "SINSSI) PID_JUI WIO.LJ A[3D1IP PAUTRIO SUTRI)S 1ZNID
ewosouedAi1], jo saameusis YN 1se[dolaury] :S eudd ‘S sa1so, [y uosdwis ‘qu
eI2194 ‘q SI9Y ‘W'T OBA[ED ‘H LIBIYD ‘O] 9PRIPUY ‘dY BIIDAI[Q WV OPadey gV 03eA
"8TT-0TT:00T ‘9007 do4[ P32y "SaINeUSIS AIDIUIW YO d

-1owiLid a[3uts Aouadurns-mol £q pajeasal se s3201s | ageaul] 1znad ewosouedAl],
ueiquo[o) jo Afiqerrea ySiy :Q zoAey)-eueLl], ‘Oy uew(1yos ‘v Jezefes

'9%89:% ‘0102 SIq do.[, [PaN S04 'uondajul 03 asuodsax

aunwwi 3s0yY Y3 YH3M $3.19J.193Ul SUrens 1zn1d ewosouedAl ], JuadjjIp yum
U0109JUuI0) :[e 33 q LIely) ‘INY SeIuely ‘S olnely ‘v oyl-Sundep ‘v oyeale)
-RIIDXID ], ‘D) soduwe) ‘W[ sejuely Y odspuel] ‘WH saJepe[ep ‘WD sondLpoy
"8TOT-9TOTEL ‘S00Z bAH paw do. ] [wy "SATY ymm jusned

e ul aseasIp seSey) [e1qatad ul sadeaur] pue suonendod 1znio ewosouedAl],

Jo Surd4£) pue sisoudelp Je[nas[oy :[e 38 ‘Y (1121 ‘J 1u1l1eddsq ‘H qody

zado g oa1afa ], ‘[ YaydIy ‘L AYnd ‘W o1sig ‘W[ seaa ‘gs 1oydag ‘W[ soding
"SLZ-692:00T ‘200 [03isp4pd dxg ‘suonendod

[euo(d ayse.ed Jo uorNGLISIP 9NSSI) [EIUSIIYIP 9Y3 Ul punoadyoeq onouas 3soy jo
9101 :1Znad ewosouedAl], ;Y OPadey ‘dS BUd ‘4 LIeIY) YD Opeyde|y ‘07 dpelpuy

1€

0€

‘62

'8¢

LT

9¢

'S¢

e

€C

K44

1z

‘0T

‘61

8T

LT

131



'souanbas rowrad
U3} woly pajonasuod 991 aoueisiq (g) ‘o[ pue zns1[0) “Iousig ) suonemndod 1znio
1] 913 10J Spueq Juasqe pue juasaid Jo wins ay3 uo paseq Jowirid yoes £q paonpo.id saqyoxd

YDd-dSST Y3 JO 92ULISIP Y3 W0 pajetauss 9911 YWDdN (V) '$99.13 YDd-dSST ¥ 21nS1g

1o o o €0 +0 so 90

F1owpd H-1awnd
v-1ownd J1ewnd
H-1ownd J1ownd
o-1ound 9-Jawnd

y-1awud
grrewnd @g-1ewnd
g-rewnd Dtewnd
S 1ewnd g-1awnud

:] v

00z >

007 >

*(UOB0IIAU] - OPPE] YN SN[ 93] [) JTosjIew dzIs Ie[nodfour A ‘so[jord
3y} mo[aq pajedtpul st (H 03 y) pasn towrid oy, ‘siowlid JUSIIPIP YIM YDd-dSST

Aq suonerndod 1zn.o °J 3a1y) Suouwre Ajiqerrea onouas ay) jJo uonenyeay ‘g 3.ansig

< 00C

AN H © 4 3 d O d Ho© 4 3 ad 549V H oS 4 3 a O d VvV NN
L )L )L )

or 79L'TI0) Jeualg 1D

“(yueSomnIAuy - 1oppel VNQ SNId
qy] 1) IoyIew 9zIs Ie[nosdjowl (A 2an3y ay) ul pajedipul se ‘1awLid JUSIJJIp B YUM UIRIL}S
yoes ‘(urens nf 1o auop gy, 10D ‘@uod Jauaag 7)) uonendod 1zn.o :J yoes .10j suondeal
juspuadapur saayy Aq ajeordiny ur pawiojtad arom suoneoyrdwe oyl YDd-dSST

woJy sIdwLid JUAIJJIP YIIM paurelqo saanjeusis yN@Y Jo ANfiqonpoaday 'z 2anSig

v lawid 3 lawilg o lawig

00z >

ooy >

or COL'LI0D  Jueusig D

(yuaSoniAuy - 19ppe] VN SN[d 3 1) JO3IBW IS Te[nddjou
AN (VNG 9usered jnoyam) [onuod aanedau :)N -aandy ay) ul pajedipul se ‘(urens
9[ 10 auo zn/ T[0) ‘Quop Jaualg 7)) uonemdod 1zn.o ;] yoes Joj suonoeal yuspuadapul
saayy Aq 9ayeordiny ur pauriojrad ageom sAesse Y¥od oyl ‘suonemdod 1znuo *f 931y

JO sa[nd3I[ow dPIPIUIW YN Jo suordau sjqerrearadAy ay3 jo uonesyidury “| a.anSig

< 0€€

or 291100 Jsulg 10

132



00LE0 ueatt
9L1€°0 H towd
€180 9 teutd
$9€70 4 oud
SY6E0 q Jowrid
TOVE0 qowitd
788€0 0 towtd
0S0%'0 g touwnd
606£0 vy 1ourd

spueq paeys

Jo uonaodoad JowLg
ues

‘szuirid yuaIdyIp

9y} Suisn sajdures Suowre spueq paaeys jo uoniodoad 3y} jo onje. afedAy "z d[qe L

"pa1ydiysiy

aJe (D Jowrtad) v 35 waMIS AQ paqLIdSap GES JawiLid 0] 9AnE[aI SOSUBYD [[Y 'PIAOWSI SEM JoyIeuwl
1U92SaI0N] A} 2.19Y INQ PI[ACE] UIAISAION]) St paqLIdsap A[[eurSLio sem JawLid SIy) Jey) S91edIpUl,

paystiqnd 10N

0¢

|||||| LVOVIDIIDIVLOLVVLVVV

§95¢S H

[ ‘T¥] |/, HLYHVHHHINIVLILYVLYVY nees )

[61] 1z VDLYIOLYOVIDIDNIIVLIOLY -~~~ +DSES E|

lov ‘sg LTl 0z VOLYIDLYOV ~DDIDVLILY ~mmmm Dees 1

[tz's] 9z VHLVIDLVIVIIIINIVLILYVLYVY s€s a

[st-€% ‘€7] sz VOLVIDLYIVDI-DDIIVLILYVLYYY sgs q

[zv] 0z -==-DDLYHVIADIIDVLILYVLY -~ ces v

[o¥ “v€ ‘2z 02l 9z VDLYIDLYIVONDIIIVLOLYVLYVY Ly o)
9z T

90UdIYY (da) (,e<.5) @ouanbag oureu opod

9ZIS [eurSLig  Jawrg

dod

-dsS1 Aq suonendod 1zn.o *J 99.1y) 3zA[eue 03 paugisap stowrid Jo aduanbag ' a[qe L

SEL

133



CAPITULO 5 - Utilizag3o de estratégias de PCR para a
identificacao de DNA de T. cruzi nas bidpsias de seguimento
pés-transplante




5.1. Reativa¢ao da doencga de Chagas

Uma das poucas alternativas para a fase final da doenga de Chagas cardiaca é o
transplante de coragdo. O sucesso desse tratamento depende basicamente da ndo rejeicdo do
coracdo transplantado e da ndo reativacao da infecgdo do T.cruzi. A persisténcia do T. cruzi no
coracdo e outros orgdos ja foi demonstrada em pacientes com doenca de Chagas cronica
(Bellotti et al., 1996; Ferreira et al., 2011; Vago et al., 1996a; Vago et al., 2003). Dessa forma,
uma grande preocupag¢ao no receptor de transplante de coragdao é a consequéncia da terapia
imunossupressora a longo prazo apds o transplante que carrega o risco de reativagdo de T.
cruzi. As taxas de reativacao relatadas variam de 27-90% entre os receptores chagasicos com
um numero médio de 2,5 (+2,2) episddios de reativacdo por paciente (Bestetti et al., 2007;
Fiorelli et al., 2005; Sartori et al., 2002; Souza et al., 2000). Somente nos ultimos quatro anos,
43 pacientes chagasicos realizaram transplante de coracdo no HC da UFMG e até o momento
20 deles reativaram a doenca (46,5%). Apesar da frequente reativagdo, a longo prazo, a

sobrevida destes pacientes é muito boa (Bocchi et al., 1996; Fiorelli et al., 2005).

Assim como a primo-infeccdo, a reativacdo de Chagas tem apresentacdes clinicas muito
variadas, desde casos assintomaticos até casos mais complexos. Grande parte dos pacientes
tem sintomas vagos como hiporexia e febre baixa, podem ter lesdes cutaneas as mais variadas,
desde maculo-papulosas e até eritema nodoso. As manifestacbes mais frequentes sdo
miocardite e paniculite. Quando o comprometimento cardiaco é primario, o paciente pode ter
insuficiéncia cardiaca com dispneia ou manifestacdes de arritmias como vertigem, sincope ou
até morte subita se ocorrer, por exemplo, um bloqueio atrio ventricular total (comunicagdo

pessoal Dr. Silvio Amadeu).

O diagndstico de reativagao deve ser confirmado pela detecgao de T. cruzi, em locais tais
como pele, miocardio, liquido raquidiano e medula dssea. O isolamento do T. cruzi no sangue
ndo necessariamente indica reativacdo da doenga, mas pode ser uma manifestacdo precoce
desta, e, quando associado a quadro clinico, é forte evidéncia para reativacdo. O diagndstico
diferencial entre reativacdo e rejeicdo diante de um quadro de insuficiéncia cardiaca aguda,
ainda sem resultado de bidpsia endomiocardica, ou de infiltrado persistente sem resposta ao
tratamento imunodepressor sem deteccdo do T. cruzi sdo desafios no diagndstico da infeccdo.
Em geral, ndo sdo observadas formas amastigotas nas bidpsias endomiocardicas (Bacal et al.,

2010). Além da deteccgdo direta do parasita, outros achados da bidpsia endomiocardica podem
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a ser Uteis para o diagndstico diferencial entre rejeicdo e reativacdo da doenca de Chagas, a
exemplo da diferente relacdo CD4+/CD8+ e maior expressdao de CD4+ na rejeicdo, quando
comparada a miocardite chagdasica cronica (Higuchi Mde et al., 1993). Nesse sentido, a técnica
de PCR para T. cruzi nos fragmentos da bidpsia tem sido ocasionalmente realizada, com

resultados promissores (Benvenuti et al., 2005; Diez et al., 2007).

5.1.1. Diagnéstico de reativagao

A monitoragdo da infec¢dao por T. cruzi tem sido realizada através de pesquisa rotineira
na bidpsia endomiocardica de receptores com sorologia positiva para doenca de Chagas. Na
suspeita de reativacdo, buscam-se a deteccdo em tecidos (p.e. imunoperoxidase com anticorpo
anti T. cruzi) e a utilizacdo de esfregaco, xenodiagnodstico ou hemocultura. A hipdtese
diagndstica de reativacdo tem sido considerada em pacientes com miocardiopatia chagasica
prévia quando na presenca isolada ou conjunta de febre indeterminada, nédulos subcutaneos,
manifestagao neuroldgica, pancitopenia, lesdes cutaneas nao esclarecidas, persisténcia de
rejeicdo apesar do tratamento, comprometimento agudo de func¢do ventricular, arritmias de
recente comecgo, fragmentos de bidpsia miocardica com detec¢ao do T. cruzi através de

imunohistoquimica (Bacal et al., 2010).

5.1.2. Profilaxia e tratamento da reativagao

Profilaxia inespecifica dever incluir manutencdo de doses de medicagdes
imunossupressoras cronicamente tdo baixas quanto toleradas livres de rejeicdo. Na pratica
clinica, as doses de imunossupressores devem ser lentamente reduzidas e a possibilidade de
rejeicdo monitorada. A reducdo da utilizacdo de corticosteroides foi associada a menor
incidéncia de reativacdo (Bestetti et al., 1994). E medica¢Bes imunossupressoras associadas a
uma maior frequéncia de reativagao, como o micofenolato em dose plena, devem ser evitadas
(Bacal et al., 2005). Portanto, os protocolos de imunossupressdo variam entre os diferentes
centros e entre os pacientes. A experiéncia acumulada no HC da UFMG tem indicado uma
sobrevida maior entre os pacientes imunossuprimidos com ciclosporina, micofenolato mofetil e

prednisona.
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A profilaxia especifica com utilizagdo de medicagdes com agao anti T. cruzi, antes e
depois do transplante tem sido motivo de debate, incluindo uso ou ndo de medicacdo,
medicacdo a ser utilizada e a dose e tempo de uso. A maior parte dos centros ndo utiliza o
tratamento com benzonidazol profilaticamente, dentro do principio de que é dificil erradicar o
T. cruzi do receptor que é um portador crénico. Ademais, estudo preliminar fazendo controle
com benzonidazol ndo demonstrou beneficio do tratamento profilatico antes ou apds
transplante sem reativagao, havendo chance de efeitos colaterais com a medicagdo (Bocchi et

al., 1996).

Apesar de ndao haver indicagao clara para o tratamento profilatico com benzonidazol
mortalidade diretamente relacionada a reativacdo pelo T. cruzi é reduzida com a introducdo
precoce do tratamento, com melhora de sobrevida em longo prazo (Bocchi and Fiorelli, 20013;
b). A reducdo da imunodepressao, quando possivel, tem sido preconizada diante do diagndstico
ou da suspeita de reativacdo. As medicacOes utilizadas com sucesso para o tratamento
especifico da reativagdo tem sido o benzonidazol (5-10 mg/kg/dia por 60 dias) e o alopurinol

(600-900 mg/dia por 60 dias) (Bacal et al., 2010).

5.2. Seguimento pos-transplante cardiaco - Biopsia endomiocardica

A bidpsia endomiocardica é o método diagndstico “padrao-ouro” para monitorizagao de
rejeicdo e reativacdo da doenca de Chagas. Trata-se de um procedimento percutaneo que
usualmente é guiado por fluoroscopia no laboratério de cateterismo cardiaco, que
alternativamente pode ser guiado pelo ecocardiograma (Ross et al., 2001). Sob anestesia local,
a bidpsia endomiocdrdica pode ser realizada por pung¢do percutanea da veia jugular interna (via
preferencial) ou da veia femoral (nos casos de insucesso pela veia jugular interna). Geralmente,
o procedimento ¢é realizado retirando fragmentos do septo interventricular direito
(Anonymous, 2002; Ross et al., 2001). No HC da UFMG trés a quatro fragmentos
endomiocardico sdo coletados, cada um medindo 5,20 mm? (segundo o fabricante do biétomo -
Cordis®). Trata-se de um procedimento de baixa morbidade e mortalidade. O paciente recebe

alta 2h apds observacdo clinica no setor.

Os protocolos de bidpsia endomiocardica variam de acordo com a experiéncia de cada

servico, porém a primeira bidpsia é geralmente realizada uma semana apods o transplante (Ross
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et al., 2001). Além disso, a bidpsia endomiocdrdica deve ser realizada sempre que houver
suspeita clinica de rejeicdo ou reativacdo da doenca de Chagas (Sociedade Brasileira de

Cardiologia (1999); Anonymous 2002)

Para realizacdo da analise microscépica anatomopatoldgica, sdo realizados cortes
histoldgicos sequenciais (a0 menos trés niveis) corados pela hematoxilina-eosina, sendo
aconselhavel que niveis intermediarios sejam guardados para eventuais coloracdes especificas

ou imunohistoquimica (Bacal et al., 2010).

5.3. Objetivo

Nosso objetivo nesta parte do trabalho foi avaliar a possibilidade de utilizacdo de PCR
para diagnostico da presenga de T. cruzi nas bidpsias de acompanhamento de coragdes
transplantados em pacientes cardiopatas chagdsicos visando a identificacdo precoce de

reativagao da infecgao.

5.4. Resultados e Discussao

Durante o seguimento péds-transplante dos pacientes cardiopatas chagasicos sao
realizadas bidpsias endomiocardicas para monitoramento de rejeicdo e reativacdo da doenca
de Chagas conforme as bases de protocolo de vigilancia de rejei¢gao. O protocolo no HC da
UFMG estabelecem bidpsias semanais no primeiro més apds o transplante, quinzenais no
segundo més, mensais até o sexto més e, a seguir trimestrais até completar um ano de

transplante.

Inicialmente, fizemos um estudo retrospectivo piloto com nove pacientes para avaliar a
utilidade da estratégia de PCR para a identificacdo precoce do DNA de T. cruzi nas bidpsias
acompanhamento. Dos nove pacientes avaliados, seis experimentaram episédio de reativacdo
apos o transplante, diagnosticado pela presenca de lesdo de pele (quatro pacientes) ou
miocardite (dois pacientes). Trés pacientes chagdsicos transplantados que até entdo nao
apresentaram sinais de reativacdo clinica ou laboratorial foram incluidos como controles nas
analises. O DNA total das seis primeiras biépsias endomiocardicas desses pacientes foi extraido

a partir dos blocos de parafina utilizando o kit QlAamp DNA FFPE Tissue (Qiagen, Valencia, CA)
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e em seguida submetidos as reacdes de PCR do kDNA e PCR em tempo real do rDNA 24Sa T.

cruzi, como descrito no Capitulo 4.

Todas as biopsias endomiocardicas avaliadas dos pacientes transplantados sem sinais de
reativacdo apresentaram-se negativas em ambos os testes de diagndstico molecular de T. cruzi.
Ao contrdrio, ao menos uma amostra de cada paciente com sinais de reativacdo da doenca de
Chagas foi positiva para um e/ou outro teste (Tabela 5.1). De acordo com as analises
histopatoldgicas previamente realizadas, o T. cruzi ndo foi encontrado em nenhuma dessas

bidpsias endomiocardicas.

Utilizando a metodologia proposta neste trabalho, nés detectamos a presenca do DNA
do parasito nos coracbes transplantados muito antes do aparecimento das manifestacdes
clinicas sugestivas de reativagao e do diagndstico pela analise histopatoldgica. Em um dos casos
o resultado foi positivo ja na primeira bidpsia realizada — 7 dias apds o transplante (MNAS),
enquanto em outro caso a detec¢do ocorreu 60 dias apds a substituicdo do coracdo (SES). Mais
ainda, nossos resultados sugerem uma relagdo temporal entre o diagndstico molecular e as
manifestagdes da reativagdo: quanto mais cedo ocorreu a reativagao clinica, mais cedo também
a PCR da biodpsia foi positiva. O que sugere que o diagndstico molecular aqui proposto poderia
identificar precocemente a reativagao da infec¢dao, antecipando de 1 a 18 meses 0s primeiros

sintomas clinicos da reativacao (Tabela 5.1).

Analisando os resultados pudemos observar que alguns pacientes apresentaram
resultados positivos intermitentes. Isso provavelmente se deve ao pequeno fragmento que é
coletado no momento da bidpsia, ndo sendo garantia de que a regido cardiaca amostrada sera
exatamente a mesma da coleta anterior. Resultados de PCR sanguinea intermitente também ja
foi relatada, uma vez que ocorrem ondas parasitemia durante o longo periodo de doenca de

Chagas (Galvao et al., 2003).
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Tabela 5.1: Resultado das PCRs para diagndstico de T. cruzi das seis primeiras bidpsias endomiocardicas

realizadas apds transplante de nove pacientes chagasicos.

. Dat.a dal Resultados PCR kDNA e rDNA / Dias apds transplante
Paciente Reativagdo
clinica 7 14 21 28
SES 29 meses _ _ _
Lesdo de pele
10 meses _ _ o
i Miocardite
4 meses _ _ _ *
SFV Lesdo de pele
3 meses * * _
MNAS Miocardite * *
3 meses .
- + -
s Lesdo de pele
ACMR ?:meses _ o _
Lesdo de pele
JRC - - - -
JGMC - - - -
MNRS - - - -

* amostras detectadas apenas por PCR do kDNA

**amostras detectadas apenas por PCR em tempo real do rDNA 24Sa
As amostras ndo sinalizadas foram positivas ou negativas por ambos os testes.

Quando os métodos diagndsticos foram comparados pudemos observar que dentre as

14 bidpsias endomiocardicas positivas, cinco foram positivas por ambos os testes, trés foram

positivas apenas pela PCR em tempo real do rDNA e seis exclusivamente pela PCR do kDNA

(Tabela 5.2). A positividade do kDNA foi significativamente maior que a do rDNA (P <0,05) e o

indice de concordancia entre os testes foi muito baixo (Kappa = 0,36). Embora a kDNA PCR

tenha apresentado melhor desempenho, a PCR real time do rDNA foi o primeiro teste a se

tornar positivo para dois dos seis pacientes que reativaram, JLJ e ACMR, sendo a Unica reagdo

positiva deste ultimo. Portanto, acreditamos que as técnicas sejam complementares para o

diagndstico da precoce da reativacao.
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Tabela 5.2: Comparacao da positividade das bidpsias endomiocardicas detectadas por PCR do kDNA e
rDNA 24Sa realizadas para os pacientes que reativaram clinicamente a doenca de Chagas.

rDNA
245a N¢ de positivos N2 de negativos
kDNA
N2 de positivos 5 6
N¢ de negativos 3 22

*P < 0.05 (Teste de Fisher). Kappa = 0,36.

Em casos de infeccbes agudas ou reativacdo da doenca de Chagas é importante a
utilizacdo de métodos de diagndstico sensiveis uma vez que a detecgdo precoce e a instituicdo
de tratamento resultam em um desfecho mais favoravel ao paciente. Nesse sentido, a técnica
de PCR para a deteccdo de DNA de T. cruzi no sangue e nos fragmentos da bidpsia tem sido
realizada com resultados promissores (Benvenuti et al., 2005; Burgos et al., 2010a; Diez et al.,
2007). Ja em 2000, foram publicados os primeiros trabalhos relatando que a PCR é muito mais
sensivel do que a observacdo microscépica direta para o diagndstico precoce de reativacdo em
pacientes transplantados cardiacos com a doenca de Chagas (Schijman et al.,, 2000).
Recentemente, Diez e cols (2007) demonstraram o potencial da PCR na deteccdo do DNA do
parasito no sangue 7 a 85 dias antes da reativac¢do clinica da infec¢ao pelo T. cruzi. Os mesmos
autores relataram resultados negativos de PCR apds o tratamento da reativacdo da infeccao,
demostrando a utilidade da reacdo para monitorar a parasitemia em resposta a quimioterapia
especifica anti T. cruzi. Em outro estudo, as PCRs aplicadas a amostras de sangue foram
positivas 7-70 dias apds o transplante cardiaco e 28-78 dias antes de reativacdo da doenca de
Chagas (Burgos et al., 2010a). Assim, é concebivel que reativagdo da infecgdo pelo T. cruzi,
como detectado pelas analises de PCR, pode levar a implementacdo do tratamento antes do

aparecimento de manifestacdes clinicas associadas com essa condicdo.

Todavia, alguns autores questionam a utilidade das técnicas de PCR qualitativas para
diagnosticar a reativacdo da doenca de Chagas e sugerem que esta aplicacdo seja
criteriosamente avaliada (Benvenuti et al., 2011). A principal critica destes autores é que devido
a persisténcia do parasita, a PCR para diagndstico do DNA de T. cruzi no sangue é positiva em

muitos pacientes chagasicos cronicos (Ribeiro-dos-Santos et al., 1999). Além disso, Diez et al.
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(2007) detectaram resultados positivos na PCR de sangue de 1 dos 5 pacientes controles
(agueles que ndo reativaram pds-transplante). Benvenuti e cols. também encontraram 27% de
exames positivos nas bidpsias endomiocardicas de pacientes que nao haviam reativado a

doenca até a data da avaliagcdo (Benvenuti et al., 2011).

Métodos baseados em PCR sdo geralmente considerados mais sensiveis do que a
microscopia e ultimamente tem sido cada vez mais usado para diagnosticar a doenca de
Chagas. No entanto, a utilizagao de PCR é desafiadora, pois ndo existe um método “padrao de
ouro” para o diagndstico da doenca de Chagas (Brasil et al.,, 2010; Gomes et al., 2009), e o
desempenho de diagnodstico pode variar muito. Variabilidade que depende ndo apenas das
caracteristicas epidemioldgicas das populacdes estudadas, mas também do volume de sangue
ou tecido coletado, do método para extracao de DNA, dos reagentes, da escolha das sequéncias
de iniciadores e DNA-alvo. Os ensaios de PCR mais amplamente utilizados para fins de
diagndstico usam como alvo o kDNA ou DNA satélite (Brasil et al., 2010; Diaz et al., 1992; Diez
et al., 2007; Duffy et al., 2009; Moser et al., 1989; Schijman et al., 2011; Sturm et al., 1989).
Ambos os alvos estdo presentes em multiplas copias no genoma do parasita, o que aumenta a
sensibilidade de deteccdo (Gonzalez et al., 1984; Sturm et al., 1989). Varios trabalhos ja
demonstraram que a amplificagdo da regido variavel do minicirculo do kDNA ¢é especifica para
T. cruzi (Avila et al., 1990; Sturm et al., 1989). Por outro lado, ja foi relatado que os ensaios que
tém como alvo estas regides podem amplificar DNA ndo T. cruzi (Castro et al., 2002; Vallejo et
al., 1999; Virreira et al.,, 2003). Inclusive, Teixeira e cols sugerem a possivel integracdo de
fragmentos do minicirculo de T. cruzi no genoma de varios hospedeiros (Nitz et al., 2004;
Teixeira et al.,, 1994). Ensaios que amplificam outros genes ja apresentaram melhor
especificidade, mas geralmente estes sdo menos sensiveis (Diez et al., 2007; Freitas et al., 2005;
Herwaldt et al., 2000; Virreira et al., 2003). Sendo assim, nds optamos pela associacdo de duas
PCRs para o diagnostico de T. cruzi, PCR do kDNA e PCR em tempo real do rDNA 24Sa, visando

aumentar a sensibilidade diagndstica sem perder especificidade.

Quase vinte anos apods os primeiros relatos do emprego da PCR para a deteccdo da
infecgao pelo T. cruzi terem sido publicados, tais testes ainda nao foram disponibilizados
comercialmente e ndo sdo usados além do ambiente de pesquisa. Além do custo, pode ser
citada a necessidade de sua execucdo em laboratdrios com estrutura apropriada, com espaco
exclusivo para a sua realizacdo e pessoal treinado como os principais fatores limitantes no que

tange o emprego do teste de PCR em situagao ambulatorial ou hospitalar. Por isso, esforgos
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tém sido centrados para a realizagao de um estudo multicéntrico de padronizagao da técnica,
com o intuito de se estabelecer um protocolo consenso para ser empregado por todos os

grupos que praticam o teste molecular na sua rotina diagnostica.

Neste aspecto o protocolo proposto neste trabalho antecipou o diagndstico da
reativagdo da doenga de Chagas nos pacientes até entdo avaliados. Esse achado é muito
relevante por iniUmeros motivos: (i) as amastigotas, formas intracelulares do parasito,
raramente sdo encontradas no exame direto da bidpsia endomiocdrdica de pacientes
chagasicos cronicos; (ii) o diagndstico diferencial da inflamacdo devido a rejeicdo do enxerto ou
daquela resultante da reativacdao da doenca de Chagas é muito dificil de ser estabelecido; (iii) o
tempo até se obter o diagndstico por PCR é infinitamente menor que o tempo necessario para
uma hemocultura ser concluida; além deste método ser mais sensivel que a microscopia (iv) a
reativacdo da infeccdo é um evento muito frequente entre os pacientes chagasicos
transplantados, cerca de 50% dos casos no HC da UFMG. Isso provavelmente devido a
imunossupressdo necessaria desde a preparacdo do paciente para o transplante; (v) a deteccado
precoce de reativacdo, como aqui demostrada, permitiria a rapida introducdo do tratamento
especifico com benzonidazol, consequentemente, melhorando a sobrevida e o bem estar

desses pacientes.

Futuros estudos comparando o desfecho de receptores de transplante cardiaco tratados
com base em resultados obtidos precocemente através das PCRs, com aqueles pacientes
tratados somente quando parasitemia patente ou manifestacdes clinicas de reativacdo sdo
detectadas, poderao confirmar o valor clinico dessa estratégia de gerenciamento dos pacientes

transplantados que sofrem de doencga Chagas.
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CAPITULO 6 - Consideragdes finais




Mais de um século apds a descoberta da doenca de Chagas e de seu agente etioldgico, o
T. cruzi, ainda restam muitas duvidas sobre diferentes aspectos da biologia deste parasito e da
diversidade de formas clinicas dos pacientes. Com a crescente adogdao de métodos moleculares
de analises, temos visto grandes avan¢os na compreensdao desse patdgeno, sua estrutura
populacional, genoma, métodos diagndsticos, entre outros campos. Mas devido a grande
variabilidade da espécie e das formas clinicas, cada descoberta parece abrir perspectivas e

novas duvidas descortinando uma complexidade enorme na interacao parasito-hospedeiro.

Nesse contexto, nas Ultimas décadas, nosso grupo de pesquisa tem empenhado
esforcos na busca por novas estratégias e metodologias para a caracterizacdo molecular do T.
cruzi e sua aplicacdo no estudo da patogenia da doenca de Chagas. No final dos anos 80,
propusemos o Modelo Histotrépico Clonal da doenga de Chagas como uma tentativa para
explicar a dificuldade de se demonstrar estreita correlacdo entre aspectos genéticos do parasito
e aspectos clinicos dos pacientes. Esse modelo assume que populagdes naturais de T. cruzi sao
multiclonais e que clones distintos do parasito possuem tropismo para diferentes tecidos do
hospedeiro. Métodos convencionais de analise usualmente utilizam parasitos isolados do
sangue de pacientes e implicam no crescimento in vitro das populagdes, o que tende a
favorecer o crescimento de alguns individuos. Assim, como pode ser acompanhado ao logo
deste documento, no presente trabalho procuramos desenvolver ou aperfeicoar
procedimentos moleculares que nos permitissem elucidar a complexidade de populagbes de T.
cruzi tanto in vitro quanto aquelas presentes diretamente em tecidos de pacientes,
especialmente daqueles portadores da cardiopatia chagdsica cronica grave e submetidos a

transplante.

Durante as comemoracdes do centenario da descoberta do “mal de Chagas”, a
nomenclatura de grupos genéticos distintos de T. cruzi foi estabelecida, sendo o taxon
subdividido em seis DTUs denominadas de Tcl a TcVI (Zingales et al., 2009). A padronizacdo da
nomenclatura foi essencial para permitir uma melhorar a comunicagdo cientifica entre
diferentes laboratérios e vem permitindo a comparacdo de dados epidemioldgicos e

patologicos obtidos pela comunidade que pesquisa sobre o T. cruzi.

Ao longo dos anos, varias abordagens foram propostas por diferentes laboratérios para
caracterizar a diversidade bioquimica e genética de isolados de T. cruzi, mas até o momento

ndo ha nenhum alvo genético Unico que permita uma resolucdo completa dos seis DTUs. A

145



adogdao de um Unico alvo também parece ser desaconselhdvel por causa da complexidade
genOmica desse parasito e possivel influéncia de misturas de populacdes e trocas genéticas
(Zingales et al., 2009). Todavia, urge estabelecer uma estratégia padrdo de genotipagem para a
identificacdo dos DTUs, que seja simples, sensivel e reproduzivel em qualquer laboratério, para
que ndo apenas a nomenclatura, mas também a forma de classificar as cepas seja padronizada

e adotada entre os diferentes grupos de pesquisa.

Ja em 2009, nosso grupo de pesquisa prop6s um protocolo simples de tipagem baseado
na amplificacdo por PCR de trés marcadores moleculares polimérficos: COIl, rDNA 24Sa e ITS do
miniexon (D’Avila et al., 2009). Posteriormente, foi feita uma adaptacdo dessa técnica de forma
gue todas estas etapas de PCR convencional foram transformadas em nested PCR, otimizando a
amplificacdo do DNA de T. cruzi diretamente das amostras clinicas dos pacientes, mesmo
quando este DNA estava presente em pequenas quantidades, como nos casos dos pacientes
com doenca de Chagas cronica (Revisado por Macedo and Segatto, 2010 - PUBLICACAO 1).
Neste presente trabalho, nés demonstramos a aplicagdo dessa metodologia em um grande
numero de amostras obtidas de pacientes chagasicos crénicos submetidos ao transplante
cardiaco, tanto a partir de amostras frescas quanto amostras fixadas e parafinadas (Segatto et

al., artigo em preparacao).

Uma das questdes ainda em debate para o T. cruzi é a sua estrutura populacional e a
possibilidade de reprodugao sexuada. Ja estd comprovado experimentalmente que o T. cruzi é
capaz de troca genética (Gaunt et al., 2003; Ramirez et al., 2012). Contudo, a frequéncia e os
mecanismos de troca genética em populacdes naturais deste parasito ainda ndo sdo
compreendidos. Em colaboragao com o trabalho de doutorado de outro estudante do
programa de pods-graduacdo em Bioinformatica da UFMG, a partir de diferentes marcadores
nucleares e mitocondriais e utilizando métodos de estatistica populacional, tivemos a
oportunidade de analisar dois grupos de cepas da linhagem Tcll: um constituido de isolados de
diferentes regides geograficas da América Latina e outro constituido exclusivamente de

isolados provenientes de Minas Gerais.

Nesse estudo, verificamos a ocorréncia de desvios de LD e HW quando foi analisado o
grupo de isolados de T. cruzi de distantes regiGes geograficas, o que tem sido interpretado na
literatura como indicativo de reprodugdao predominantemente clonal (Tibayrenc et al., 1991).

No entanto, este cenario foi completamente modificado quando analisamos apenas T. cruzi
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circulantes em uma pequena drea geografica (MG). Neste ultimo caso, os equilibrios de ligagao
e HW foram restaurados, indicando que as distancias geograficas e barreiras fisicas podem ser
fatores importantes na redugdo de oportunidades para a reprodugao sexual e, desse modo, das

taxas de recombinacdo entre os isolados de T. cruzi.

De fato, nossos resultados foram consistentes com subestruturacdo da populacdo de
parasitos levando ao conhecido efeito Wahlund (um fenbmeno comum observado quando os
individuos de uma populacdo sdo derivados de subpopulacdes geneticamente segregadas)
(Wahlund, 1928). Segundo nossos achados, os desequilibrios dos marcadores genéticos
observados anteriormente entre individuos de subpopulagdes distintas contribuiram para a
subestimativa da ocorréncia de sexo e recombinacdo em T. cruzi. Isso é particularmente
relevante, pois a maioria, se ndo todos, dos estudos anteriores analisou cepas isoladas de

regioes geograficas remotas.

A estratégia escolhida neste presente estudo, de andlise de cepas de T. cruzi isoladas da
mesma localidade (MG) e da mesma linhagem (Tcll) para investigar a extensdao da
recombinacdo e segregacdo aleatéria de alelos entre os parasitos, sugere que as trocas
genéticas entre esta linhagem sdo mais frequentes do que inicialmente esperado (Baptista,

D’Avila, Segatto et al., 2013 - PUBLICAGAO 2).

Ainda sobre as questbes da estrutura populacional, no presente trabalho, nds
investigamos a constituicdo multiclonal de populagdes do T. cruzi. Evidéncias indiretas sugerem
gue pelo menos parte das populagGes desse parasito € multiclonal. Isto estd de acordo com a
expectativa tedrica, ja que os pacientes em dreas endémicas sdo infectados por multiplos
contatos com triatomineos diferentes e estes, por sua vez, podem alimentar-se de diferentes
individuos infectados. As populagbes putativas multiclonais sao usualmente identificadas com
base na identificacdo de mais de dois alelos para diferentes marcadores (Oliveira et al., 1998;
Macedo et al., 2004; Valadares et al., 2008). Todavia, se as populac¢des identificadas com mais
de dois alelos por loco sdo realmente multiclonais permanecia controverso, porque ndo era
possivel excluir a possibilidade de aneuploidia para os marcadores (Oliveira et al., 1998;
Valadares et al., 2008; Gaunt et al., 2003; Lewis et al., 2009). A estratégia convencional de
analise, que é a identificacdo de clones constituintes de uma suposta populacdo multiclonal é
bastante limitada porque os métodos usuais de clonagem (micromanipulacdo, diluicdo

limitante ou clonagem em placas de agar sangue) exigem a selecdo e crescimento dos clones
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isolados em meios de cultura, o que pode favorecer individuos em maior quantidade na
populacdo inicial ou que apresentam maiores taxas de crescimento (Dvorak et al., 1982; Pinto

et al., 1998; Postan et al., 1984).

Neste trabalho apresentamos uma abordagem inovadora, adaptada a partir de um
método originalmente descrito para a genotipagem de espermatozoides Unicos, para separar
parasitos individuais, utilizando o método de triagem FACS Vantage, seguido da genotipagem
de células unicas. Em colaboragao aos trabalhos iniciados por dois entdao alunos de doutorado
do nosso grupo, e utilizando essa metodologia confirmamos que trés cepas naturais de T. cruzi
sdo verdadeiramente multiclonais, duas isoladas de humano e uma de vetor. Resultados muito
interessantes foram observados, por exemplo, com a cepa isolada de Berenice, a primeira
paciente de Carlos Chagas infectada com T. cruzi. Grande controvérsia permanecia se Berenice
havia sido infectada com uma cepa multiclonal. Isto porque duas popula¢ées diferentes, mas
aparentemente monoclonais (Be-62 e Be-78), foram isoladas a partir dela (Cruz et al., 2006). A
observacdo de que Be-78 teria alterado suas caracteristicas bioquimicas e moleculares apds
passagens em cdes e ratos reforcou esta possibilidade, sugerindo que a passagem em
hospedeiros diferentes poderia ter favorecido o crescimento de subpopulagdes anteriormente
indetectaveis dentro da cepa original. Assim, neste trabalho demonstramos que Be-78 1B e Be-
78 25B (duas das subpopulagdes de T. cruzi derivadas a partir de um cdo infectado com a cepa
Be-78 apds uma ou 25 passagens sucessivas em camundongos) eram constituidas por pelo
menos trés clones distintos: um compativel com Be-62, outro equivalente a cepa Be-78 e um
terceiro nunca antes identificado. O provavel motivo desses clones ndo terem sido observados
anteriormente na cepa parental é que quando alelos de subpopulagdes menos representativas
sdo inferiores a 15% na mistura artificial de DNA, eles ndo podem ser detectados por PCR
convencional (nossos dados ndo publicados). Assim, utilizando a estratégia aqui proposta para
separacdo e genotipagem de células individuais de T. cruzi, fomos capazes de revelar a
diversidade intrapopulacional em um grau ndo alcancado anteriormente por métodos
convencionais, o que pode representar uma ferramenta nova e poderosa para a compreensao
da estrutura e dinamica populacional de T. cruzi (Valadares, Pimenta, Segatto et al., 2011-

PUBLICACAO 3).
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Além do desenvolvimento ou otimizagdao de metodologias para caracterizagao do T.
cruzi, neste trabalho, nds aliamos a aplicacdo destas técnicas ao estudo da doenca de Chagas

cardiaca crdnica, especialmente aqueles submetidos a transplante.

Como ja mencionado, o curso clinico da doenga de Chagas é bastante varidvel, incluindo
desde casos assintomaticos até casos cronicos graves com envolvimento cardiovascular e/ou
gastrintestinal. A cardiomiopatia chagasica representa uma das principais causas de miocardite
no mundo (Feldman and Mac Namara, 2000; WHO, 2002), e é a forma mais grave e debilitante
da doenca de Chagas, com altos indices de morbidade e mortalidade (Rassi et al., 2010).
Todavia, ainda permanece inexplicavel porque alguns pacientes evoluem para esta forma da
doenca. Fatores associados ao hospedeiro e a diversidade genética de popula¢des do T. cruzi
sdo aventados (Andrade et al., 1999; 2002; Gomes et al., 2003; Macedo et al., 2004; Macedo
and Pena, 1998; Miles et al., 1977).

Para a fase final da insuficiéncia cardiaca o transplante de coracdo ainda é um dos
poucos tratamentos disponiveis, mesmo considerando complica¢gdes potencialmente fatais
decorrentes da imunossupressao e consequentemente da reativagdo da infecgao pelo T. cruzi
(Bacal et al., 2010; Bocchi et al., 1996). Nesse aspecto, o Brasil tem ocupado cada vez mais
espaco na América Latina, como pais referéncia no transplante cardiaco na doenga de Chagas,

guiando condutas que sdo incorporadas no mundo todo (Bacal et al., 2010).

Minas Gerais é considerado um dos estados brasileiros com maior prevaléncia da
endemia chagasica e das formas graves cardiaca da doenca (Coura and Borges-Pereira, 2011). O
HC/UFMG se tornou um centro de referéncia em transplantes cardiacos e desde 2006 ja foram
realizados mais de 120 cirurgias, sendo 50% destas por etiologia chagdsica. No presente
trabalho tivemos a oportunidade de analisar 430 amostras derivadas de coracao explantados,
bidpsias cardiacas de acompanhamento, pele e tecido adiposo de 42 pacientes chagasicos
submetidos ao transplante. Como inicialmente esperado, Tcll foi a principal DTU associada com
doenca de Chagas cardiaca grave e a reativacdo em Minas Gerais. Todavia detectamos, em
diferentes proporc¢ées, a presenca de TcVI, TcV ou VI e uma mistura Tcll + TcVI para alguns
destes pacientes, representando este ultimo o primeiro caso de T. cruzi detectado em tecido
adiposo de humano (Ferreira, Segatto et al., 2011 - PUBLICACAO 4). Mas o resultado mais

intrigante foi o encontro de Tcl em trés amostras de explantes provenientes de dois pacientes.
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Até o momento, apenas um caso clinico cardiaco associado a este DTU havia sido publicado no

Brasil (Teixeira et al., 2006).

Uma das técnicas utilizadas neste presente trabalho para o estudo da variabilidade
genética de T. cruzi foi a LSSP-PCR. Muitos pesquisadores ja utilizaram a técnica com esta
finalidade. Mas apds um levantamento da literatura observamos que iniciadores diferentes
estavam sendo utilizados nas analises de kDNA de T. cruzi, embora publicados com nomes
semelhantes ou citados com a mesma referéncia. Com o objetivo de se avaliar o impacto da
sequéncia do iniciador sobre os perfis obtidos por LSSP-PCR, nés listamos as sequéncias dos
iniciadores e as referéncias citadas por varios grupos de pesquisa relacionados a analises de
kDNA de T. cruzi por LSSP-PCR. Nés comparamos as assinaturas de kDNA de trés cepas de
referéncia de T. cruzi obtidas por LSSP-PCR, usando oito iniciadores diferentes. Os resultados
confirmaram a reprodutibilidade da técnica LSSP-PCR, mas mostraram claramente que mesmo
pequenas modificacdes na sequéncia de oligonucleotideos podem alterar significativamente a
assinatura de kDNA de uma cepa, especialmente se localizadas nas regides 5’e 3’ dos
iniciadores (Segatto et al., 2013 - PUBLICACAO 5). Neste manuscrito, nds demonstramos a
importancia da sequéncia de iniciador na realizagdo de uma PCR em baixa estringéncia, como o
LSSP-PCR. Isto é relevante porque artigos publicados estdo disponiveis para serem reproduzidos
e se a sequéncia do iniciador ndo é fiel, comparacdes de resultados interlaboratoriais ndo sao
possiveis. Nos casos em que as sequéncias de oligonucleotideos sdo intencionalmente
alteradas, o nome do primer deve também ser alterado ou referenciado ao nome original
explicitando a presenca de modificacGes. Isso seria de grande utilidade para todos os
laboratérios que trabalham com assinaturas kDNA, evitando confusGes e melhorando a

comparacao interlaboratorial dos padrdes de LSSP-PCR.

No trabalho com pacientes transplantados, a analise da diversidade intralinhagens dos
parasitos foi realizada utilizando-se os perfis de assinaturas de kDNA que revelaram distintas
subpopulac¢des de T. cruzi infectando diferentes pacientes, em diferentes tecidos de um mesmo
paciente e até mesmo em diferentes sec¢des de um mesmo explante, confirmando o tropismo
diferencial de clones de T. cruzi. Como perspectiva, pretendemos futuramente correlacionar o
tropismo tecidual de populag¢des de T. cruzi no tecido cardiaco explantado identificadas por PCR

com regides mais e menos acometidas do drgdo de acordo com os achados histopatoldgicos.
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O sucesso do transplante depende basicamente da nao rejeicdo do coragao
transplantado e da ndo reativacdo da infeccdo pelo T. cruzi. Cerca de 50% dos pacientes
chagasicos transplantados no HC da UFMG reativam clinicamente a doenga de Chagas em
diferentes periodos apds o transplante. Um fator complicador deste cendrio tem sido o
diagnodstico diferencial dos achados histopatoldgicos de rejeicdo celular do implante e de
reativacdo da infeccdo chagasica, especialmente quando a reagdo leucocitaria € moderada ou
intensa, ou quando os ninhos do parasito ndao podem ser identificados pela analise morfoldgica.
Desta forma, a obtencdo de um diagndstico molecular diferencial seria um forte aliado para a

rapida definicdo da existéncia ou ndo de reativacdo e a prescricdo do correto tratamento.

Neste trabalho, nés demonstramos que a PCR dirigida para dois alvos - um mitocondrial
(regiGes varidveis do minicirculo) e outro nuclear (regido 3’do gene rDNA 24 Sa) é uma boa
estratégia para o diagndstico precoce da reativacdo doenca de Chagas com potencial para
ajudar os médicos nas decisOes de tratamento antes do estabelecimento da reativagdao. Ao
contrdrio dos achados histopatolédgicos convencionais, nossos dados preliminares indicam uma
razoavel correlacdo entre a data da reativacdo clinica e a data das primeiras bidpsias positivas
pela PCR. Quanto mais cedo se deu a reativagdo clinica, mais precoce a positividade da PCR foi
encontrada nas bidpsias. Estes achados sdo muito promissores e pretendemos estendé-los , a

um numero maior de pacientes e amostras para confirmar a utilidade clinica destes resultados.

Outro questionamento frequente é se o paciente receptor chagasico com doenca
cardiaca deve receber tratamento antiparasitario pré ou pds-operatério como uma medida
profildtica a reativacdo. Ainda ndo ha consenso sobre este tema, mas para muitos especialistas
o tratamento profilatico ndo seria recomendavel pois, além de ser improvavel a erradicacao do
parasito na fase cronica da doenca, os efeitos colaterais poderiam tornar inelegivel o potencial
receptor para o transplante (Bocchi et al., 1996). O protocolo atual de tratamento do HC da
UFMG preconiza que somente apds a deteccdo direta do parasito na amostra suspeita de
reativacdo se inicie a medicacdo especifica. Ocorre que a detec¢do direta do parasito nas
bidpsias de acompanhamento é rara e frequentemente o paciente reativa clinicamente a
doenga antes de detectada laboratorialmente a reativagao da infec¢ao. Assim a introdugao do
tratamento com benzonidazol é frequentemente tardia. Todavia, nossos resultados de PCR tém
se mostrado potencialmente Uteis para auxiliar os médicos nas decisOes de tratamento em

casos de duvida sobre os quadros de reativagdo ou ndo da doenga de Chagas. Nossa
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perspectiva é de investigar se a introducdo precoce do tratamento com benzonidazol nos
pacientes transplantados contribuiria para a reducdo do numero de pacientes com reativacdo
da doenca e se a metodologia aqui apresentada poderia contribuir para a decisdo do melhor
momento para a introducdao do tratamento. Outra perspectiva interessante seria estimar a
quantidade de T. cruzi presente nos tecidos dos pacientes pela técnica de PCR em tempo real

como um indicador da eficacia terapéutica.

Concluindo, o presente trabalho certamente trouxe relevantes contribuicdes para os
campos da estrutura populacional de T. cruzi e da epidemiologia molecular e diagndstico da
infeccdo crbnica cardiaca. Todavia, como ja mencionado, novas descobertas sao
inexoravelmente acompanhadas de novos desafios. Resta-nos determinar se nossos achados,
de fato, contribuirdo para uma mudanga significativa no protocolo de acompanhamento e
tratamento dos pacientes chagdsicos transplantados e assim melhorar a qualidade de vida dos

mesmaos.
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