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RESUMO

Caracterização clonal da cepa Colom biana do T . c r u z i :  estudo do comportamento  

biológico, bioquímico e da resposta terapêutica dos clones isolados. A cepa  

Colom biana do T .  c r u z i ,  protótipo do biodem a 111 e do zim odem a 1, apresenta  

caracteres bem definidos quanto à sua patogenicidade e tropismo tissular. Foi 

investigada a estrutura clonal dessa cepa, com o objetivo de caracterizar as suas 

populações e investigar a relação entre a resposta aos quimioterápicos e as 

características dos seus clones. Foram isolados sete clones. Oito grupos de 

camundongos albinos Swiss foram infectados com a cepa parental e seus clones, 

com inóculos que variaram  entre 5 x a 1 x 10^, e analisados os caracteres  

biológicos (índices parasitêmicos, mortalidade, morfologia das form as sangüicolas) e 

isoenzimáticos (P G M , G PI, A SA T, ALAT), e realizado o estudo histopatólogico para  

investigação do tropismo tissular e da patogenicidade. Resposta à quimioterapia: 

Oito grupos de camundongos infectados com a cepa parental e com os clones foram  

tratados com o Benzonidazol durante 90 dias, a partir do 20 - dia de infecção. Os 

animais tratados, foram submetidos aos testes de cura parasitológicos, ao teste 

sorológico e ao teste m olecular realizado pelo PC R  do sangue periférico. Os 

resultados m ostraram que, tanto a cepa Colom biana parental, como os sete clones, 

apresentam  as características básicas das cepas do Tipo 111 e perfil isoenzimático do 

Zim odem a 1, em bora com variações no número de bandas em ALAT e ASAT. A 

cepa parental mostrou virulência elevada, com índice de m ortalidade alto até 30 dias 

(100% ), tam bém  obsen^/ado em quatro dos clones, com índices de 78 a 100% . Em 

três clones a m ortalidade foi baixa (7%  a 23% ). As lesões histopatológicas foram  

características das cepas de Tipo III, com predom inância de parasitismo de músculo 

esquelético e, em m enor grau, do miocárdio , com lesões necrótico- inflamatórias 

extensas, entre 20  e 30 dias de infecção. Os resultados da quimioterapia mostraram  

alta resistência da cepa e dos clones, ao tratam ento com o Benzonidazol. Em  

conclusão, a estrutura clonal da cepa Colom biana, na am ostragem  estudada, é 

hom ogênea, com variações de virulência, m antendo os perfis parasitêmicos, o 

padrão Z1 do zim odem a, alta patogenicidade e resistência ao tratamento  

quimioterápico.
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ABSTRACT

The Colombian strain of T. c r u z i ,  protype of biodem e III and zym odem e 1, presents 

well defined characters with reference to its pathogenicity and tissue tropism. The  

clonal structure of this strain w as studied in order to characterize its populations and 

to investigate the relationship betw een chem otherapeutic response and its clonal 

characteristics. Seven clones w ere isolated. Eight groups of Swiss m ice were  

infected with parental strain and clones, respectively with inocula from 5x10"^ to 1x10® 

blood forms; their biological (parasitém ie rates, mortality, morphology of blood forms) 

and isoenzymic (P G M , G P I, ASA T, ALAT) characters w ere analysed; 

histopathological study was perform ed in order to investigate tissue tropism and 

pathology. Response to the chemotherapy: eight groups of mice, infected with 

parental strain and clones, w ere treated with Benznidazole during 90 days, from the 

20*^ day of infection. T reated  anim als w ere submitted to parasitological tests of cure 

and to serologic test. Exam ination of peripheral blood by the P C R  (Polym erase chain 

reaction) method was perform ed as cura test, to detect parasite positive cases post 

treatment. Results indicated that, both the parental Colom bian strain and the seven  

clones, exhibit the Type 111 strain basic characteristics and zym odem e 1 isoenzymic 

profile, although presenting variations in ALAT and A S A T bands quantities. The  

Parental strain presented elevated virulence, with high mortality rate until 30  days 

(100% ), that was also observed in four of the studied clones, with percentages  

ranging from 78  to 100% . Mortality was low (7%  to 23% ) in the other three clones. 

Histopathological lesions w ere characteristics of Type III strains, with predom inance  

of skeletal muscle parasitism and, to a minor degree, in myocardium, exhibiting 

necrotic-inflammatory extensive lesions from 20 '*̂  to 30**  ̂ day of infection. 

Chem otherapie results have shown strain and clonal resistence to Benznidazole  

treatment. In conclusion, clonal structure of Colombian strain is homogeneous, 

although presenting virulence variations but maintaining zym odem e profiles, high 

pathogenicity and resistance to treatm ent.



1.1. Aspectos gerais

O  T r y p a n o s o m a  c r u z i  descrito por Carlos Chagas em  1909, com a 

designação de S c h i z o t r i p a n u m  c r u z i ,  é  um protozoário da Ordem  Kinetoplastida, da  

Fam ília Trypanosom atidae e G ênero T r y p a n o s o m a ,  apresentando um ciclo evolutivo 

alternado, entre o hospedeiro vertebrado e o inseto vetor da Subfam ília Triatom inae.

Incluído na S eção Stercoraria por H O A R E  (1964) (P E S S O A , 1988), o 

parasito evolui no intestino posterior do inseto hem íptero hem atófago, onde atinge a 

forma tripomastigota m etacíclica infectante, e no sangue e tecidos do hospedeiro  

vertebrado, onde tam bém  com pleta o seu desenvolvim ento até as formas 

tripomastigotas sangüicolas, tam bém  infectantes. H O A R E  classificou a espécie no 

Subgênero S c h i z o t r i p a n u m  em  razão das suas características peculiares, como a 

forma tipicam ente recurvada em  C, e cinetoplasto volumoso, próximo da 

extrem idade posterior que é pontiaguda.

Esses parasitos, após isolados dos hospedeiros, por meio de 

xenodiagnóstico, hem ocultura ou outros métodos, são mantidos no laboratório por 

passagens sucessivas, em culturas axênicas, em  culturas de células, em  vetores ou 

em animais de laboratório. Esses isolados foram designados por L U M S D E M  (1977) 

como sendo cepas. Deste modo, cepa constitui um a população de parasitos de uma 

m esm a origem, podendo ser hom ogênea ou heterogênea. Tanto cepas (segundo  

conceito já  firm ado), como clones, que são populações isoladas de cepas, podem

1. INTRODUÇÃO



ser caracterizados sob vários aspectos, isto é, sob critérios biológicos (biodem as), 

bioquímicos (enzim áticos) ou análise m olecular (esquizodem a).

D esse modo, com objetivo de dar continuidade, no Laboratório de Doença  

de Chagas Experim ental, aos estudos de populações que se constituem em  

cepas, realizou-se a clonagem  da cepa Colom biana do T r y p a n o s o m a  c r u z i ,  que é 

0 protótipo do Biodem a III, isolando-se sete clones, que foram analisados quanto  

ao seu com portam ento biológico, zim odêmico, e resposta quimioterápica.

I.2  Conceito de cepas/biodemas/zimodemas/esquizodemas

C epas do T r y p a n o s o m a  c r u z i  são isolados mantidos em  laboratório por 

passagens sucessivas em  culturas axênicas, culturas de células, em  vetores ou 

em  animais experim entais, de acordo com LU M S D E N  (1977).

Os biodem as são tipos de cepas do T  c r u z i  agrupadas, de acordo com o 

seu com portam ento biológico, em  animais experim entais, pela análise da 

parasitemia, morfologia das form as sangüicolas, virulência, patogenicidade e 

histotropismo. Foram  classificados de acordo com A N D R A D E  (1974 ) em  Tipos I,

II, III.

Os zim odem as são os padrões isoenzimáticos que, em  conjunto, 

caracterizam  o fenótipo das cepas, pela análise genética da mobilidade  

eletroforética de enzim as multilocus em  gel de amido. Sua classificação foi



proposta por M ILE S  et al. (1 9 80 ) em  três zim odem as (Z1, Z2b, Z 2 ) e por 

R O M A N H A  (1982 ) em  quatro zim odem as (A ,B ,C ,D ).

A  análise do esquizodem a é uma técnica para a caracterização de 

tripanosom atídeos, que se baseia na separação eletroforética de fragmentos 

produzidos por endonucleases de restrição do kDNA (D N A  do cinetoplasto) e do 

único e abundante D N A  mitocondrial que define a Ordem  Kinetoplastida. O  padrão  

eletroforético obtido, cham ado D N A  "fingerprint", é um m arcador m olecular do 

cinetoplasto que permite classificar cepas e clones em esquizodem as. Os  

esquizodem as correspondem  a grupos de organismos que exibem  padrão idêntico 

de minicírculos do kD N A  (G O N Ç A L V E S  & M O R E L., 1984). Outras técnicas têm  

sido introduzidas para análise do D N A  do T .  c r u z i ,  como R FLP ( polimorfismo no 

comprimento dos fragm entos de restrição ), RARD ( polimorfismo do DNA  

amplificado ao acaso), P F G E  ( eletroforese em  cam po pulsado) e S S R -P C R ( 

"Primers" âncora de seqüência repetida), utilizadas mais recentem ente por 

O LIV E IR A  et al. 1997; M A C E D O  & PEN A , 1998.

1.3. Estudo dos biodemas

A N D R A D E  et al. (1970 ), visando estudar com parativam ente os aspectos  

biológicos, morfológicos e lesões histopatológicas em animais experimentais  

infectados por cepas de diferentes procedências (cepas Peruana, São Felipe - Ba, 

Colom biana), mostraram que as m esm as, além  de diferirem na patogenidade, 

mortalidade e parasitem ia, apresentaram  tam bém  diferenças nos padrões 

morfológicos e nas lesões tissulares.



A N D R A D E  (1974), após fazer o estudo citado acim a, classificou as cepas  

mantidas no laboratório em  três tipos biológicos ou biodem as designados como 

Tipo I, II, III, sendo essa classificação adotada como modelo padrão pela 

O rganização Mundial de Saúde (W H O , 1986).

As cepas do tipo I apresentam  taxa de multiplicação rápida, com  

parasitem ia m áxim a e m ortalidade entre o 7° e o 12° dia de infecção, 

predominância de form as delgadas e macrofagotropismo na fase inicial da  

infecção, tendo como protótipos as cepas Y  e Peruana;

As cepas do Tipo II apresentam  multiplicação relativam ente baixa, com  

picos parasitêmicos irregulares entre o 12° e 20° dias de infecção, quando a 

mortalidade atinge o máximo, predom inância de form as largas com baixa 

percentagem  de form as delgadas na fase inicial da infecção, miotropismo com  

envolvimento predom inante do miocárdio, tendo como protótipos as cepas 12 SF e 

21 S F(S ão  Felipe - BA).

As cepas do Tipo III apresentam  baixa multiplicação inicial, com picos 

parasitêmicos altos e tardios (20° e 30° dias após a infecção), baixas taxas de  

m ortalidade até o 50° dia de infecção, predominância de form as largas ao longo 

de todo o curso da infecção e miotropismo com envolvimento predominante do 

músculo esquelético, tendo como protótipo a cepa Colom biana .

C epas protótipos dos diversos biodem as como as cepas Y, 21 SF (São  

Felipe - BA) e Colom biana, dentre outras, acom panhadas em  laboratório, têm  

mantido a sua estabilidade há mais de 20 anos, em bora tenha se observado uma 

exaltação da virulência desta última, com mortalidade mais elevada e mais



precoce, até os 30  dias. B R E N E R  et al. (1974), estudando as curvas de 

parasitem ia das cepas FL, Berenice e PN M  após oito anos seguidos de 

passagens repetidas mostraram  que cada cepa m anteve a sua estabilidade.

A N D R A D E  et al. (1985 ), estudando a resposta imunológica e biológica em  

camundongos Swiss, com os três diferentes tipos de cepas do T .  c r u z i  (Tipo I - 

Peruana: Tipo II - 1 2  SF e 21 SF; Tipo III - Colom biana), mostraram  diferentes  

modelos para cada cepa. Todas as cepas protótipos determ inaram  uma 

diminuição nos níveis de Ig G I no início da infecção, com recuperação variável 

para cada cepa. Foi evidenciado progressivo aum ento de lgG 2a após o 14° dia de  

infecção, em bora com diferentes taxas, enquanto que os níveis de lgG2b  

aparecem  no início da infecção, m antendo níveis altos em animais infectados com  

a cepa 21 SF. Os autores determ inaram , ainda, que a cepa Colom biana  

apresentou uma correlação positiva entre parasitem ia e os níveis de Ig G I, lgG 2a  

e lgG2b, com níveis elevados, coincidindo com picos parasitêm icos tardios entre o 

20° e 30° dias de infecção. Já a cepa Peruana apresentou decréscim o no início da 

infecção, seguido de níveis altos de lgG 2a e lgG2 b entre o 14° e 16° dias de  

infecção.

Ao analisarem , conjuntam ente, os níveis de Ig e m ortalidade (IgM , Ig G I,  

lgG 2a e b), os autores m ostraram que existe uma correlação significante entre a 

infecção dos anim ais com cepa Colom biana e os níveis de Ig G I e lgG 2a enquanto  

que a cepa 12 SF apresentou essa correlação entre os níveis de lgG 2a e b. Os 

níveis de IgM elevaram -se nos três tipos de cepas a partir do 14° dia de infecção,



sendo que os níveis mais altos foram  observados com a cepa Colom biana e, os 

mais baixos, com a cepa Peruana.

A N D R A D E  et al. (1981), após fazerem  a análise de cada antigeno, contra 

antisoros homólogos e heterólogos de diferentes cepas do T .  c r u z i ,  por meio de 

imunoeletroforese, verificaram  que o soro anti-Peruana e anti-21 SF, quando  

reagiram com os antígenos heterólogos m antiveram  o m esm o padrão observado  

em  sua reação com os antígenos homólogos. O  soro anti-Colom biana, entretanto, 

mostrou padrões diferentes quando reagiu com os antígenos heterólogos. Esses 

resultados sugeriram  a existência de com ponentes comuns nas três cepas, que  

diferem quanto à sua im unogenicidade, e que a cepa Colom biana tem , além  disso, 

com ponentes próprios que diferem  das dem ais.

1.4. Clonagem de cepas/Conceito de clones

Um clone é um conjunto de organismos originados de uma única célula 

que, por divisões mitóticas, dá origem a células filhas, geneticam ente idênticas 

entre si.

O  método de clonagem  é a primeira etapa para se estudar populações de  

clones, podendo ser realizado através do isolamento de apenas uma forma 

tripomastigota (D V O R A K  , 1985) ou por diluições limitantes (G O L D B E R G  & S ILVA  

P E R E IR A  ,1983).

As principais vantagens de se estudar clones isolados de cepas do T .  

c r u z i  residem na possibilidade de diferenciar clones patogênicos dos não 

patogênicos; determ inar a hom ogeneidade ou heterogeneidade das



subpopulações; detectar e diagnosticar individualmente o agente etiológico, 

com preendendo a sua epidemiologia e o seu modo de transmissão; tentar explicar 

os sintomas clínicos e as diversas manifestações da doença de Chagas em  

grandes áreas geográficas; e com preender a inter-relação do hospedeiro com as 

subpopulações do parasito.

A  caracterização biológica de 19 clones das C epas CA-I e Miranda, 

isolados de pacientes chagásicos crônicos e em meio líquido LIT (E N G E L  et 

al.,1982), indicou diferenças significantes inter e intra-grupos, sugerindo a 

presença de subpopulações e heterogeneidade genética, m anutenção da 

estabilidade na taxa de crescim ento e volume modal. Durante oito m eses, dois 

clones (C A -l/64  e M iranda/83) não mostraram variação, mas quando foram  

transferidos para o meio B ESM  e transferidos para o meio LIT, a taxa de  

crescimento modal e volum es modais foram idênticos às da cepa original crescida 

em meio LIT. Diferenças significantes em volumes modais foram  encontradas  

entre cepas clonadas de M iranda e CA-I. A falta de correlação entre a taxa de 

crescimento e volum e modal implica que essas características são independentes, 

sugerindo a presença de subpopulações dentro de uma cepa (E N G E L  et al., 

1982).

D V O R A K  (1984), estudando "in vitro" os clones CA-1/71, CA-1/72, 

M iranda/76 M iranda/80, quanto á infecção em  músculo esquelético de embrião 

bovino, mostrou que o clone C a-l/71 foi o mais infeccioso, sugerindo diferenças na 

quantidade de receptores como a N-Acetyl-G licosam ina dos parasitos para 

explicar esse fenôm eno.



B O N G E R T Z  & D V O R A K  (1983), estudando por nneio de imunoeletroforese  

a composição antigênica de duas cepas do T .  c r u z i ,  Tulahuen e Y, e de seis 

clones, W A -250  / I ,  W A -250 /2 , Esm eraldo/2 (Esm /2 e Esm /3), C A N -lll/1 , C A N -lll/2 , 

mostraram uma variação entre o número de antígenos comuns. Utilizando-se o 

soro imune anti-Y, anti-Tula, anti-Esm /2, e CAN -lll-1 e C A N -lll-2  pode-se detectar 

cinco antígenos comuns, para todos os isolados. O  soro imune dos clones anti- 

W A -250 /2  e anti-Esm /3 apresentaram  seis antígenos comuns, enquanto que o 

anti-W A -250/1 apresentou sete antígenos comuns para todos os isolados. Os 

autores encontraram  antígenos específicos nos clones Esm /2 e Esm /3. Esses  

dados, analisados em  conjunto, indicaram que as cepas do T .  c r u z i  são  

compostas de populações antigenicam ente heterogêneas.

P O S TA N  et al. (1983), ao com parar a evolução da infecção de dois clones 

(Sylvio X -1 0  /4  e Sylvio X -1 0 /7 ) em  camundongos da linhagem C 3 H /H E N -,  

mostraram que o primeiro clone levou a uma infecção crônica, enquanto que o 

segundo levou a uma infecção letal aguda, com altos picos parasitêm icos e taxa  

de sobrevida menor. Resultados sem elhantes foram obtidos por P O STA N  et al. 

(1986), quando analisaram  a virulência e patogenicidade dos m esm os clones em  

camundongos C 3H  /H e . Com parando-se os resultados obtidos anteriorm ente com  

os obtidos a partir da infecção em camundongos da linhagem C 57/B L6, esses  

animais apresentaram  m aior susceptibilidade (P O S T A N  et al., 1984).

P O S TA N  et al. (1986), estudando a patogenicidade de dois clones (Sylvio- 

X I 0/4 e Sylvio X -1 0 /7 ) em  cam undongos isogênicos, verificaram que eles 

produziram infiltrado inflamatório no coração e músculo esquelético, e
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encontraram a presença de parasitos em 59% dos camundongos infectados. Os 

camundongos infectados com o clone Sylvio-X10/7 apresentaram níveis elevados 

de IgG.

Na infecção de fibroblastos de camundongos com 2 clones isolados da 

Cepa Y, estes apresentaram diferentes habilidades de penetração e de fagocitose 

para macrófagos. A caracterização biológica do segundo clone mostrou diferença 

de patogenicidade para o animal experimental, determinando baixa parasitemia e 

mortalidade tardia em camundongos (TITTO et al., 1987).

O comportamento biológico em animais experimentais de clones isolados 

das cepas Y e CL, indicou serem heterogêneos, enquanto que clones isolados da 

cepa MR apresentaram homogeneidade nos seus caracteres (MARQUES DE 

ARAÚJO & CHIARI, 1988).

O estudo do clone CL Brener mostrou diferenças de comportamento em 

relação a cepa CL, apresentando parasitismo preferencial no coração e células 

musculares, e curvas parasitêmicas definidas, promovendo mortalidade em 

camundongos e suscetibilidade às drogas conhecidas (ZINGALES et al.,1997).

Animais experimentais infectados com o clone CL-14 apresentaram 

ausência de parasitismo e de alterações histopatológicas, o que indicou ser esse 

clone não infectivo (LIMA et al., 1995); entretanto, apesar dessa aparente não 

infectividade, os camundongos infectados com esse mesmo clone e com a cepa 

Y (virulenta e letal) desenvolveram alta resistência a essa cepa e persistiram com 

a parasitemia negativa indicando um potencial vacinante.



LAURIA- PIRES & TEIXEIRA (1994), analisaram o comportamento 

biológico dos clones hl e h2, isolados de pacientes chagásicos, com doença no 

coração, e dos clones ml, m2, m3 e m4, de pacientes com megaesôfago. 

Quando inoculados em camundongos da linhagem Balb/c, os clones hl e h2 

apresentaram baixas parasitemias, enquanto que os clones m1, m2, m3, e m4 

apresentaram altas parasitemias.

Embora não houvesse confirmação da ocorrência de populações clonais, 

coexistindo num mesmo paciente (LANA et al., 1996), diferenças marcantes foram 

encontradas, no comportamento biológico, zimodêmico e esquizodêmico entre 

dois isolados da cepa Berenice (primeiro caso descrito da doença de Chagas, por 

Carlos Chagas, em 1909) coletados na paciente Berenice, em idades diferentes.

CAMPOS et al. (1999), analisando os RFLPs (Polimorfismo de 

fragmentos gerados por enzimas de restrição) de produtos amplificados pelo PCR 

(Reação em cadeia da polimerase), de clones e subclones isolados da cepa 21 SF 

(Tipo II), mostraram alto percentual de homologias (80 a 100%) entre a cepa e os 

clones, e entre clones e subclones.

1.5. Análise dos zimodemas

Os estudos de cepas oriundas de diferentes procedências e que 

apresentaram comportamentos biológicos e tropismos tissulares, também 

diferentes, permitiram levantar hipóteses sobre a heterogeneidade das cepas 

classificadas em diferentes biodemas. O estudo dos zimodemas por ANDRADE et 

al. (1983) mostrou correlações nítidas entre os aspectos biológicos e 

zimodêmicos; correlacionou as cepas do Tipo II com Z2, Tipo III com Z I; e as
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cepas do Tipo I mostraram um perfil peculiar que posteriormente foi identificada 

em cepas da Bolívia (TIBAYRENC et al., 1984 e do Chile (MILES et al., 1980; 

MILES,1985), sendo designadas como Z2b por estes últimos.

CASTRO SILVA & ANDRADE (1989), ao investigarem a estabilidade dos 

extratos enzimáticos de nove cepas de T. cruzi, armazenadas por um período 

longo em nitrogênio líquido, e comparando com os extratos dessas mesmas 

cepas, armazenadas por um período de um ano, mostraram que os perfis 

eletroforéticos mantiveram-se idênticos.

As cepas do Tipo I (Y), Tipo II (21 SF) e Tipo III (Colombiana) após 

passagens em espécies de triatomíneos autóctones e alóctones, ou quando 

passadas, sucessivamente, em diferentes meios de cultura, também não 

alteraram o comportamento biológico e os padrões isoenzimáticos (MAGALHÃES, 

et al., 1985; MAGALHÃES et al., 1996; MAGALHÃES & ANDRADE, 1991). 

CAMPOS & ANDRADE (1996) também demonstraram estabilidade isoenzimática 

e dos caracteres biológicos da cepa 21 SF e entre seus clones e sub-clones.

Quando TIBAYRENC & MILES (1983) compararam os zimodemas de 

cepas e clones brasileiras e bolivianas, concluíram que o Z2 apresentou 

heterozigosidade, sugerindo a hipótese da diploidia e ausência da reprodução 

sexuada.

TIBAYRENC et al. (1986), após analisarem os zimodemas de 121 cepas 

oriundas de várias áreas geográficas, propuseram uma complexa estrutura 

multiclonal. Os resultados obtidos permitiram aos autores concluírem que a 

evolução clonal do T. cruzi é ancestral, e que numerosos clones foram evoluindo,

11



independentemente, ao longo do tempo. A partir desses estudos, a teoria da 

estrutura clonal de protozoários tem sido proposta por outros autores, como 

TIBAYRENC &AYALA (1987; 1991).

ROMANHA (1982), após classificar cepas em zimodemas A, B, C, D, 

demonstrou identidade total entre 14 clones (Zimodema B) derivados da amostra 

de Zimodema B, e 12 clones (Zimodema C) derivado da amostra C. Dez clones 

(Zimodema A) e um clone (zimodema D), derivado da amostra de Zimodema A, 

apresentaram identidade parcial com seus parentais. Essa identidade parcial 

também foi observada em um clone (zimodema A), em 32 clones (Zimodema C) e 

em um clone (Zimodema D), derivados da amostra de zimodema D. Essa análise 

sugeriu uma homogeneidade entre clones derivados de Zimodemas B e C e os 

seus parentais.

BRENIERE et al. (1991), analisando as isoenzimas de cepas oriundas do 

Peru, mostraram uma variabilidade isoenzimática baixa, enquanto que vários 

clones isolados do Chile e Bolívia, indicaram heterogeneidade enzimática. Esta 

heterogeneidade é explicada pela circulação de hospedeiros invertebrados e 

vertebrados, albergando clones do T. cruzi entre esses dois últimos países.

GOMES et al. (1991) após estudarem em três cepas (Al 38, B147, C231) 

do T. cruzi (zimodemas A, B, C,) e 20 clones da 1® geração, dez clones da 2® e 

quatro clones da 3® geração, mostraram que os clones obtidos apresentaram 

identidade total com os parentais. Analisaram a cepa Dl 50 (Zimodema D) e 

verificaram que, dos 29 clones estudados na 1® geração, 28 foram classificados 

como Zimodema A e, somente um como Zimodema C, confirmando ser essa cepa
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heterogênea. Os autores, ao compararem esses resultados com os padrões de 

kDNA, confirmaram que o clone da cepa Dl 50 (Zimodema C) apresentou padrão 

idêntico ao kDNA da cepa parental.

Cento e nove isolados do T.cruzi da Bolívia, oriundos de triatomíneos 

domicilares e do homem, foram classificados em dois zimodemas principais e 

caracterizados por aparecerem em diferentes altitudes, de circularem 

simpatricamente no ciclo de transmissão doméstica, confirmando a hipótese de 

diploidia e ausência de reprodução sexuada (TIBAYRENC & DESJEUX, 1983).

Dos 132 isolados do T.cruzi coletados no sul da Bolívia, transmitidos 

simpatricamente pelo mesmo vetor Triatoma infestans, somente cinco diferentes 

enzimas foram registradas. A freqüência dos genótipos obtidos demonstrou a 

ausência da sexualidade mendeliana (TIBAYRENC et al., 1984). TIBAYRENC & 

AYALA (1988) encontraram uma alta variabilidade enzimática, após estudarem 

várias cepas provenientes dos Estados Unidos e América do Sul , e sugeriram 

que os parasitos são diplóides e que não há indicação de reprodução sexual.

Apesar dessa variabilidade intraespecífica das cepas, até aqui apontada, 

evidências de recombinação genética em cepas, e clones de uma mesma área 

geográfica, a partir da análise de três genes glicolíticos, foram sugeridas por 

BOGLIOLO et al. (1996). Essas recentes conclusões são sugestivas de uma nova 

interpretação sobre origem evolutiva de clones do T. cruzi, proposta por 

TIBAYRENC et al. (1986), principalmente no que diz respeito à origem de clones 

partir de uma população com reprodução sexual, até então não aceita pela maioria 

dos autores.
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LAURENT et al. (1997), avaliando o impacto da evolução clonal na 

diversidade biológica, propuseram a formação de três "clonets" 19/20, próximos 

entre si, e distantes do 39, o que somente veio a confirmar a hipótese de que 

houve uma divergência ancestral e evolução independente de clones.

1.6. Análise dos esquizodemas

Os esquizodemas correspondem a grupos de organismos que exibem 

padrão idêntico dos minicírculos do kDNA (GONÇALVES & MOREL, 1984).

Os tipos de análise utilizados, para o estudo do DNA do cinetoplasto, DNA 

nuclear e DNA total, são diversificados.

O DNA "fingerprint" baseia-se na separação eletroforética dos fragmentos 

dos minicírculos produzidos por digestão do DNA do cinetoplasto e mitocondrial, 

efetuada por endonucleases de restrição ( GONÇALVES & MOREL, 1984).

Os fragmentos do DNA do cinetoplasto, produzidos pela digestão de 

enzimas de restrição, exibem diferentes padrões, sendo caracterizados como 

RFLP (polimorfismo no comprimento dos fragmentos de restrição)( MACEDO & 

PENA, 1998).

O RAPD (polimorfismo do DNA amplificado ao acaso) permite detectar 

fragmentos em 0,1-1,0 ng do DNA total, sendo uma técnica mais sensível do que 

o DNA "fingerprint" (MACEDO & PENA, 1998).

O SSR-PCR ("primers" âncora de seqüência simples repetida) amplifica 

regiões inter-microsatélites, permitindo detectar bandas múltiplas hipervariáveis ( 

OLIVEIRA etal., 1997).
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A análise do cariótipo do T. cruzi pode ser feita através da PFGE ( 

eletroforese em campo pulsado) permitindo, a separação dos seus cromossomos ( 

MACEDO & PENA, 1998).

DVORAK (1984), analisando a heterogeneidade natural de cinco clones 

(CA-1/72, CA-1/73, Miranda/78, Miranda/80, Sylvio-X 10/5) do T. cruzi, por meio 

de análise por citometria de fluxo do DNA marcado com fluorocromo, mostrou que, 

amostras de epimastigotas e tripomastigotas, apresentaram diferenças na fase 

G1, entre os clones Sylvio-X10/5 e CAN-lll/1, sugerindo diferença no DNA total 

entre esses dois clones. Observou-se, também, que existe uma relação direta 

entre o crescimento exponencial dos clones e a percentagem de DNA nas fases S 

e G2. O autor também observou que existem diferenças no DNA total de 33 

clones analisados.

Quanto à sintese de DNA na fase S, o clone SylvioX 10/7 sintetiza mais 

DNA (45,2%) em menos tempo, enquanto que o clone CAN-lll/2 sintetiza menos 

DNA (19,8%) com o dobro do tempo. A quantidade de DNA do núcleo e do 

cinetoplasto de tripomastigotas, dos clones CA-l/71, CA-1/72, Miranda/75, 

Miranda/88, variou, sendo que a maior contribuição para diferenciar o 

DNA/organismo foi do núcleo.

A análise do esquizodema, revelada pela digestão dos fragmentos do 

kDNA do cinetoplasto por endonucleases de restrição (MOREL et al., 1980; 

MOREL & SIMPSON, 1980; GONÇALVES & MOREL, 1984) mostrou que os 

minicírculos e maxicirculos são marcadores importantes para diferenciar as cepas 

e os tipos biológicos.

15



O uso de sondas, para a análise dos nninicírculos e maxicirculos do kDNA 

de isolados do Trypanosoma cruzi, indicou que os minicírculos distribuem-se de 

modo homogêneo e heterogêneo, de acordo com a especificidade da sonda, 

enquanto que os maxicirculos revelaram polimorfismos em diferentes cepas 

(SANCHEZ etal., 1984).

ANDRADE (1985), após submeter as cepas dos Tipos I, II, III à análise do 

esquizodema, concluiu que todas as cepas diferem no perfil do kDNA dos 

minicírculos; entretanto, cepas do mesmo tipo biológico aparecem exibindo 

fragmentos similares dos maxicirculos.

IVIACINA et al. (1985), ao analisarem polimorfismo em quatro classes de 

minicírculos do kDNA, dos clones CAI e Miranda, mostraram que duas dessas 

classes foram localizadas juntamente nos clones CAI e Miranda, e as duas 

classes restantes foram localizadas somente no clone Miranda. Essas 

observações indicaram que moléculas similares podem envolver sequências 

diferentes em cada parasito.

Estudo das regiões altamente variáveis dos minicírculos (HVRm) do kDNA 

amplificadas pela técnica de PCR, realizado por ÁVILA et al. (1990), permitiu o 

agrupamento de cepas isoladas de pacientes humanos, animais e vetoresi, em 

dois esquizodemas.

A hibridização com sondas não radioativas, de fragmentos do kDNA de 

cepas oriundas da América do Sul, permitiu classificá-las em três grupos com 

padrões similares, confirmando a estrutura de populações clonais (SOLARI et al., 

1992).
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O estudo dos RFLPs associados ao gene do RNA ribossomal, digeridos 

pela enzima de restrição Hinf I, de cepas da América do Sul e México, demonstrou 

a ocorrência de heterogeneidade ao nível dos minicírculos e maxicirculos

(ZAVALA-CASTRO et al., 1992).

A determinação do cariótipo molecular do clone CL Brener do T. cruzi, 

através do PFGE, indicou a existência de doze bandas cromossomais (CANO et 

ah, 1995).

FERNANDES et al. (1998), estudando cepas brasileiras isoladas de 

pacientes humanos e de triatomíneos, propuseram a classificação desses isolados 

em duas linhagens, usando seqüências do miniexon e RNA ribossomal. NUNES et 

al. (1997) classificaram cepas oriundas de diversas procedências, isoladas de 

pacientes humanos e de triatomíneos, em dois grupos baseando-se na estrutura e 

função do RNA "spliced leader" e do gene promotor do RNA ribossomal.

1.7. Caracteres da cepa Colombiana do T. cruzi

A cepa Colombiana foi isolada pelo Dr. Santiago Renjifo & E. Osorno, em 

1964, de um caso humano de doença de Chagas na Colômbia, e cedida a Federici 

et al. (1964), que estudaram a patogenicidade em camundongos C3H. 

Posteriormente, ANDRADE & ANDRADE (1966) realizaram um estudo 

comparativo das lesões histopatológicas com a cepa Y. O biodema Tipo III dessa 

cepa, do qual é protótipo, foi estabelecido por ANDRADE (1974).

ANDRADE & ANDRADE (1966), ao estudarem a histopatologia em 

camundongos albinos Swiss não isogênicos, infectados com a cepa Colombiana
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do T. cruzi, mostraram que a cepa produz parasitismo mais intenso no músculo 

esquelético e acentuado no coração, o que explicaria a maior sobrevida dos 

animais, os quais desenvolvem miocardite crônica, levando-os à morte 

tardiamente.

KUMAR et al. (1969) mostraram que a infecção com essa cepa, em 

camundongos C3H, produzia miocardite, com síndromes de insuficiência cardíaca 

predominantemente direita e aumento global do coração. Afirmaram, ainda, os 

autores, que foi encontrada trombose mural no átrio direito.

ANDRADE et al. (1972), visando investigar a estabilidade dos caracteres 

próprios da cepa Colombiana do T. cruzi, infectaram camundongos com essa 

cepa, após bloqueio com injeções de tinta da China, e observaram uma maior 

proliferação parasitária no início da infecção, correspondendo ao aparecimento de 

formas delgadas em maior número e discreto reticulotropismo, conservando-se 

estáveis os caracteres básicos, como miotropismo e predominância de formas 

largas. A cepa Colombiana, bem como outras cepas do Tipo III, são altamente 

resistentes aos quimioterápicos Nifurtimox e Benzonidazol, o que representa mais 

uma característica marcante desse tipo de cepa. Isso poderá estar relacionado 

com o seu padrão genético, sendo, pois, de interesse, investigar a resposta dos 

seus clones, isolados, no sentido de verificar a ocorrência de clones mais ou 

menos resistentes.

Os biodemas representam verdadeiras subespécies, que além dos 

caracteres citados, variam quanto à resposta aos quimioterápicos (ANDRADE et 

al., 1985; ANDRADE et al., 1992).
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Tendo em vista a estabilidade dos seus caracteres, é importante que a 

cepa Colombiana seja analisada quanto à sua composição clonal, no sentido de 

verificar se essa estabilidade se deve a uma homogeneidade dos seus clones, a 

exemplo do que foi recentemente demonstrado com a cepa 21 SF (São Felipe-BA) 

(CAMPOS & ANDRADE, 1996), que representa o protótipo do Tipo II, o qual é 

predominante na área endêmica do Recôncavo Baiano. Outro aspecto de 

interesse em relação à cepa Colombiana está correlacionado ã resposta aos 

quimioterápicos a qual deverá ser investigada nos clones dela originados, no 

sentido de se verificar a ocorrência de clones mais ou menos resistentes.

1.8 Quimioterapia experimental

A cura da doença de Chagas tem encontrado alguns obstáculos, 

principalmente em função das diferentes cepas distribuídas em diversas regiões 

geográficas, da complexidade dos seus ciclos silvestre e doméstico, envolvendo o 

homem-parasito-hospedeiro e, ainda, nas diferentes respostas aos 

quimioterápicos, em pacientes humanos e em animais experimentais.
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1.8.1. Mecanismos de ação dos quimioterápicos

BOCK et al. (1969), após realizarem vários estudos" in vivo" e "in vitro," 

comprovaram que o Nifurtimox atua, tanto nas formas amastigotas quanto nas 

formas tripomastigotas, provocando alterações no parasito. A droga têm um efeito 

muito mais eficaz quando o tratamento é iniciado na fase aguda da infecção.



YONEDA et al. (1976), estudando o modo de ação do Benzonidazol sobre 

o T. cruzi, em cultura de células Hela, observaram que a droga possui efeito 

deletério nas formas intracelulares, incluindo picnose nuclear, fragmentação e lise 

dos parasitos.

A destruição dos parasitos pelo Nifurtimox se dá pela redução do radical 

ânion nitro e sua posterior oxidação, produzindo radicais livres, como ânion 

superóxido e peróxido de hidrogênio, ambos com efeito tóxico contra os parasitos. 

O efeito tóxico do Benzonidazol pode ser devido ã produção de metabólitos nitro 

redutores que se ligam a macromoléculas, como proteínas e RNA ( MAYA et al., 

1997).

Os tripanosomatídeos são deficientes na defesa contra radicais livres. Não 

possuem a enzima catalase glutatione peroxidase (MORENO et al., 1982), que 

cataliza a reação de hidroperóxidos com glutatião reduzido, para formar glutatione 

oxidado e produtos reduzidos de hidroperóxidos (MARR & DOCAMPO, 1986).

O Benzonidazol é capaz de inibir o crescimento do T. cruzi em 

concentrações insuficientes para estimular a formação de superóxido e peróxido 

de hidrogênio (MORENO et al., 1982). Portanto, o efeito dessa droga não depende 

do efeito de radicais oxigênio, sendo que esses mecanismos são bem diferentes.

POLAK & RICKLE (1978), estudando o mecanismo de ação anti- T. cruzi, 

do Benzonidazol, empregaram os compostos químicos leucina, uridina, adenina e 

timidina, marcados radioativamente com e Através da medida de 

incorporação desses precursores marcados, demonstraram que o Benzonidazol 

inibe a síntese de proteínas e do RNA em cultura de T. cruzi, em meio líquido, e
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YONEDA et al. (1976), estudando o modo de ação do Benzonidazol sobre 

o T. cruzi, em cultura de células Hela, observaram que a droga possui efeito 

deletério nas formas intracelulares, incluindo picnose nuclear, fragmentação e lise 

dos parasitos.

A destruição dos parasitos pelo Nifurtimox se dá pela redução do radical 

ânion nitro e sua posterior oxidação, produzindo radicais livres, como ânion 

superóxido e peróxido de hidrogênio, ambos com efeito tóxico contra os parasitos. 

O efeito tóxico do Benzonidazol pode ser devido à produção de metabólitos nitro 

redutores que se ligam a macromoléculas, como proteínas e RNA ( MAYA et al., 

1997).

Os tripanosomatídeos são deficientes na defesa contra radicais livres. Não 

possuem a enzima catalase glutatione peroxidase (MORENO et al., 1982), que 

cataliza a reação de hidroperóxidos com glutatião reduzido, para formar glutatione 

oxidado e produtos reduzidos de hidroperóxidos (MARR & DOCAMPO, 1986).

O Benzonidazol é capaz de inibir o crescimento do T. cruzi em 

concentrações insuficientes para estimular a formação de superóxido e peróxido 

de hidrogênio (MORENO et al., 1982). Portanto, o efeito dessa droga não depende 

do efeito de radicais oxigênio, sendo que esses mecanismos são bem diferentes.

POLAK & RICKLE (1978), estudando o mecanismo de ação anti- T. cruzi, 

do Benzonidazol, empregaram os compostos químicos leucina, uridina, adenina e 

timidina, marcados radioativamente com Ĥ  e Ĉ “̂. Através da medida de 

incorporação desses precursores marcados, demonstraram que o Benzonidazol 

inibe a síntese de proteínas e do RNA em cultura de T. cruzi, em meio líquido, e
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que a ocorrência e intensidade dessa inibição variam em proporção direta com a 

concentração da droga.

A síntese de DNA mostrou-se pouco afetada (POLAK & RICKLE, 1978); 

metabólitos reativos do Benzonidazol ligam-se covalentemente ao DNA, proteínas 

e lipídios, inibindo o crescimento do T. cruzi e a síntese de macromoléculas ou 

aumentando a degradação de macromoléculas (DIAZ DE TORANZO et al., 1988). 

Esses autores levantaram a possibilidade de uma associação entre esses 

achados e a ação tripanocida da droga.

GOIJMAN et al. (1985), ao tratarem epimastigotas da cepa Tulahuén em 

cultura com Benzonidazol e Nifurtimox, observaram quebra na fita de DNA nuclear 

por meio de centrifugação em gradiente de sacarose e do estudo do kDNA 

desnaturado em nitrocelulose, por meio da eletroforese em gel de agarose 

alcalino. Porém, as fitas de DNA foram reparadas com a remoção da droga, após 

a transferência para meio de cultura novo por 24 horas.

GOIJMAN & STOPPANl (1985) observaram que, após o tratamento das 

formas epimastigotas da cepa Tulahuén do T. cruzi, com Nifurtimox e 

Benzonidazol, ocorre a inibição da síntese de proteínas, a estimulação da 

degradação de macromoléculas e a síntese de DNA não programado. Com 

relação ao Nifurtimox a degradação do DNA e proteínas é menor do que a de 

RNA, enquanto que o Benzonidazol teve praticamente o mesmo efeito no DNA, 

RNA e proteínas.

Como visto, o efeito de ambas as drogas sobre o T. cruzi pode envolver 

vários mecanismos de ação, com inibição de reações de biossíntese, como
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também quebra e degradação de macromoléculas por radicais gerados pela droga 

(GOIJMAN etal., 1985).

Apesar dos vários mecanismos propostos pelos autores citados, outros 

mecanismos comuns de resistência dos parasitos ao Benzonidazol e ao Nifurtimox 

foram também sugeridos por MAYA et al. (1997). Esses autores, trabalhando com 

concentrações de agentes químicos anti-radicais livres, isto é, concentrações de 

tióis livres, sugeriram que estes agentes anti-radicais livres podem variar de uma 

cepa para outra. Essas concentrações, podem também variar entre epimastigotas, 

tripomastigotas e amastigotas de uma mesma cepa.

Essas diferenças na concentração de tióis livres podem explicar as 

diferenças observadas na susceptibilidade para ambas as drogas e entre as cepas 

do T. cruzi. Quando cepas do T. cruzi, em cultura, foram tratadas pelo 

Benzonidazol e Nifurtimox e, também, pela sulfomixina butionina, ocorreu um 

decréscimo de tióis livres (glutatione) com redução do grupo nitro, produzindo 

matabólitos altamente eletrofílicos, semelhantes ao derivado nitroso. Esse 

decréscimo de tióis livres pode conseqüentemente ser causado pela sua 

conjugação com metabólitos redutores das drogas.

1.8.2. Relação entre os tipos de cepas e a resposta aos quimioterápicos

AMREIN (1965), objetivando estudar a singamia entre duas cepas do T. 

cruzi resistentes às drogas primaquina e nitrofurazona, misturou essas duas cepas 

alimentando barbeiros triatomíneos não infectados. Após reisolamento e cultivo 

das cepas em meio de cultura acelular, o autor demonstrou resistência "in vitro"
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para ambas as drogas, não evidenciando a transferência da resistência a essas 

drogas de uma cepa para outra.

Estudos sobre quimioterapia em animais experimentais infectados pelo T. 

cruzi, realizados por BRENER (1961), analisando a susceptibilidade das cepas (Y, 

FL, CL,MR,ABC, e PNM) do T. cruzi, a várias drogas, mostraram que todos os 

medicamentos revelaram atividade supressiva. No entanto, as cepas ABC e PNM 

mostraram-se menos susceptíveis que as demais quando foram tratadas com o 

sulfeto de carbidium.

ANDRADE et al. (1975), investigando a resposta terapêutica da cepa 

Colombiana em animais experimentais e tratados com Nifurtimox, mostraram que, 

apesar desse tratamento provocar negativação parasitêmica, algum tempo depois 

a parasitemia volta a positivar, sugerindo uma possível seleção de clones 

resistentes ao quimioterápico. ANDRADE et al. (1977), em função do resultado 

nulo de cura parasitológica, trataram os animais experimentais infectados na 1® e 

4® passagens após terem sido isolados de camundongos tratados por tempo 

prolongado. Ao compararem com o grupo controle infectado, isolado de animais 

não tratados, observaram um nítido aumento de resistência inicial ã droga. Esse 

resultado foi traduzido pela demora na queda dos níveis parasitêmicos, pela 

ausência de negativação da parasitemia, tanto na 1® e 4® passagens, e pela 

persistência das lesões teciduais.

ANDRADE et al. (1985), avaliando a quimioterapia com Benzonidazol e 

Nifurtimox, em camundongos infectados com três cepas do Tipo I, 14 do Tipo II e

12 do Tipo III, e submetendo-as aos testes de cura, mostraram que as cepas do
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Tipo I apresentam susceptibilidade alta, as do Tipo II susceptibilidade média a alta 

e as do Tipo III resistência alta.

FILARDI & BRENER (1987), após investigarem a resposta ao Nifurtimox 

e Benzonidazol, de camundongos infectados com quarenta e sete cepas do T. 

cruzi, isoladas de pacientes humanos, de vetores domésticos e de reservatórios 

silvestres, mostraram um grande espectro de susceptibilidade e resistência às 

drogas, os quais variaram de 0% a 100%.

NEAL & BUEREN (1988), estudando a susceptibilidade de cepas, 

classificaram-nas em dois grupos: susceptíveis e não susceptíveis, incluindo a 

cepa Colombiana nesse último grupo.

MARRETO & ANDRADE (1994), visando verificar se formas parasitárias 

isoladas de animais tratados e não curados, representariam clones resistentes, 

que difeririam dos susceptíveis, infectaram três grupos de camundongos, cada 

qual com uma das três cepas ( Tipo 1, II, III). Foram subdivididos em três 

subgrupos: 1 tratados com Nifurtimox, outro com Benzonidazol e o terceiro 

representando controles infectados não tratados. Os parasitos isolados dos 

animais sobreviventes (tratados e não tratados) foram submetidos à análise 

eletroforética das isoenzimas, e os resultados não indicaram diferenças 

bioquímicas entre as cepas do parasito, isoladas de animais tratados, não curados 

e não tratados, sugerindo que não há uma seleção clonal detectável ou alterações 

nos marcadores genéticos do parasito, a nível fenotípico.

Um estudo comparativo da resposta quimioterápica, entre pacientes 

chagásicos e animais experimentais, mostrou que cinco dos seis pacientes
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infectados com cepas do Tipo II curaram-se, coincidindo com os resultados 

obtidos em animais experimentais, que alcançaram taxa elevada de cura. Por 

outro lado, três dos cinco pacientes infectados com cepas do Tipo III (60%) não 

responderam ao tratamento, o que coincidiu com os resultados obtidos para os 

camundongos infectados com a mesmas cepas. Esses animais tratados e curados 

apresentaram os níveis de IgG acima de 1:10 (ANDRADE et al. 1992).

MURTA & ROMANHA (1998), ao investigarem populações da cepa Y do 

T. cruzi, em camundongos infectados e tratados com uma única alta dose de

Benzonidazol, verificaram que houve uma seleção de clones resistentes 

ao medicamento, após vinte e cinco passagens. Os parasitos resistentes 

produziram, inicialmente, parasitemia e mortalidade baixas, quando comparados 

com os camundongos infectados com a cepa Y, que produziram índices 

parasitêmicos e mortalidade elevados.

A avaliação dos resultados da quimioterapia experimental da doença de 

Chagas baseia-se no exame a fresco do sangue, na subinoculação de sangue em 

camundongo recém-nascido, na hemocultura, nos testes sorológicos por 

imunofluorescência indireta (IIF) e no xenodiagnóstico (FILARDI & BRENER, 

1982; ANDRADE etal. 1985; ANDRADE etal., 1989; ANDRADE etal., 1992).

A validade dos resultados, tanto para os testes parasitológicos como para 

os sorológicos, somente pode ser confirmada quando realizados de modo 

conjunto, embora alguns autores utilizem apenas a hemocultura (MURTA & 

ROMANHA, 1997).
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Atualmente, alguns autores utilizam, como método diagnóstico da doença 

de Chagas, a amplificacâo do minicírculo do DNA do cinetoplasto (kDNA), pela 

reação em cadeia da polimerase (PCR) de amostras de sangue de pacientes 

chagásicos (WINCKER et al., 1994; ÁVILA et al., 1991; DORN et al., 1997) e em 

hospedeiros do T. cruzi (BRENIERE et al., 1992).

Embora a cepa Colombiana se mostre muito resistente e os animais 

infectados tenham índices baixos de cura, há uma resposta direta ao tratamento, 

tanto com o Nifurtimox como o Benzonidazol, que se traduz por queda do número 

de parasitos circulantes, logo após a 1® dose do quimioterápico, com negativação 

parasitêmica ao exame direto. Isso levou á sugestão da existência de clones mais 

ou menos susceptíveis. Apesar desse espectro de resistência da cepa, animais 

infectados e tratados com a droga MK-436 apresentaram alta taxa de cura 

(ANDRADE et al., 1987). Será de interesse verificar se a cepa Colombiana é 

composta de uma população clonal homogênea ou heterogênea quanto ao 

comportamento biológico, zimodêmico e á resposta á quimioterapia. No caso de 

ocorrência, tanto de homogeneidade como de heterogeneidade, é de interesse 

verificar a susceptibilidade desses clones, com o objetivo de dissociar os 

susceptíveis dos resistentes. Quando se faz o tratamento, os clones susceptíveis 

são eliminados, tendo como conseqüências a diminuição da carga parasitária, a 

regressão parcial das lesões e a diminuição do risco de desenvolvimento de 

formas graves. Há, entretanto, a possibilidade da persistência de clones 

resistentes e é de grande interesse verificar se os mesmos poderão responder a 

novos medicamentos que venham a ser sintetizados, à semelhança do MK-436,
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que poderia levar à cura em um segundo tratamento. A persistência dos clones 

resistentes permite a manutenção dos estímulos antigênicos à resposta celular e 

humoral, o que determina a continuação dos processos patogênicos da doença. 

Desse modo, resolvemos estudar a estrutura clonal da cepa Colombiana do T. 

cruzi, o que possibilitará definir a predominância, ou não, de um clone dominante, 

como ocorre na cepa 21 SF (CAMPOS & ANDRADE, 1996).
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2. OBJETIVO GERAL

Investigar comparativamente o comportamento biológico, bioquímico, 

isoenzimático e a resposta terapêutica da cepa Colombiana do T. cruzi e dos 

clones isolados, procurando verificar se essa cepa é composta de uma população 

homogênea ou heterogênea.

3. OBJETIVOS ESPECÍFICOS

1) Isolar e investigar os caracteres biológicos de clones isolados da cepa 

Colombiana do T. cruzi, padrão Tipo III, comparando-os com a cepa parental;

2) Determinar o perfil isoenzimático dos clones obtidos, utilizando as enzimas 

PGM, GPI, ALAT e ASAT, comparando os resultados com a cepa parental;

3) Investigar a susceptibilidade ao Benzonidazol dos clones isolados, verificando 

se a resposta aos quimioterápicos é uniforme, ou se ê possível identificar 

clones resistentes ou susceptíveis, compondo as subpopulações da cepa 

parental;

4) Submeter os animais experimentais infectados, tratados, com negativação 

parasitêmica, ao exame direto, aos testes de cura, incluindo a PCR, como um 

novo teste de diagnóstico;

5) Estabelecer se há homogeneidade ou heterogeneidade clonal da cepa 

Colombiana do T. cmz/(Tipo III), Zimodema 1 (Z1).
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4. MATERIAL E MÉTODOS

4.1 Cepa do T. cruzi

A cepa Colombiana do T. cruzi vem sendo mantida em camundongos 

albinos Swiss, não isogênicos, no biotério do Centro de Pesquisas Gonçalo Moniz- 

CPqGM/FIOCRUZ, submetida a passagens sucessivas nesses animais, e 

criopreservada em nitrogênio líquido, no laboratório de doença de Chagas 

Experimental.

4.2. Clonagem da cepa Colombiana do T. cruzi

Para a seleção dos clones, camundongos infectados com a cepa 

Colombiana foram sacrificados por meio da secção dos plexos axilares, coletando- 

se o sangue, que foi centrifugado a 100 g, em centrífuga marca Beckman GS-CR, 

a 20°C, durante 20 minutos. Com o sobrenadante obtido, foram realizadas 

diluições sucessivas em PBS, seguidas da análise, em retículo da câmara de 

Newbauer, em 16 campos microscópicos (400X), até se obter um baixo número de 

formas tripomastigotas. Em seguida, 1 |j,I do sobrenadante foi transferido para a 

placa de poços múltiplos, adicionando igual volume de PBS. Os poços foram 

analisados sob microscópio óptico de inversão com aumento 400x, e aqueles que



apresentaram apenas uma forma tripomastigota foram imediatamente coletados e 

inoculados, individualmente, nos animais, em várias etapas.

Foram inoculados com apenas uma forma tripomastigota, quarenta e dois 

camundongos recém-nascidos (com 8 a 10 dias de vida) e acompanhados durante 

30 dias, quanto á parasitemia e, desses, apenas sete positivaram, sendo 

designados de clones CI-Col-CI, CI-Col-C2, CI-Col-C3, CI-Col-C4, CI-Col-C5, Cl- 

Col-Ce, CI-Col-C7.

Em seguida, os camundongos infectados com cada clone foram 

sacrificados e o sangue coletado em citrato de sódio por punção nos plexos 

axilares. O sangue obtido foi utilizado como inóculo de animais doadores jovens 

com 10 a 12g e, a partir desses grupos foram feitas três passagens sucessivas 

para a expansão parasitária, obtendo-se, desta forma, os inóculos para a 

infecção dos grupos de estudos definitivos.

4.3. Obtenção do inóculo de formas tripomatigotas

A contagem do número de formas tripomastigotas, destinadas à formação 

dos grupos de estudo (comportamento biológico) e grupos de quimioterapia, foi 

realizada utilizando o método de PIZZI & PRAGUER (1952), que consiste na 

análise de 5 |̂ l de sangue e espalhamento entre lâmina e lamínula 22 mm x 22 

mm, fazendo-se a contagem das formas tripomastigotas em 100 campos 

microscópicos, multiplicando-se o número obtido pelo fator de conversão 37 do 

microscópio óptico, previamente estabelecido através da medida do diâmetro do
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campo microscópico 400x e da área de cada campo com o uso de uma lâmina 

micrométrica, e multiplicando-se, também, por uma constante 20.

Os inóculos obtidos da cepa parental e dos clones estudados variaram de 

5 X 10® a 1 X 10®.
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4.4. Grupos experimentais para caracterização morfológica, histopatológica 
e isoenzimática dos clones

Cento e noventa e três camundongos albinos Swiss não isogênicos, 

machos e fêmeas jovens de (lOg a 12g), mantidos em gaiolas, foram 

inoculados com o T. cruzi, formando os seguintes grupos experimentais: 25 

animais foram infectados com cada um dos sete clones. Em um grupo 

experimental ( Ci-Col-C1) foram infectados 18 animais. Os animais que serviram 

de controles foram infectados com a cepa parental que deu origem aos clones. Os 

animais foram alimentados com dieta padrão comercial e água "ad libitum", 

durante todo o experimento.

4.5. Parasitemia

O cálculo do número de formas tripomastigotas sangüicolas foi realizado 

em sangue coletado da cauda dos camundongos que formavam os grupos de 

estudos experimentais (comportamento biológico e quimioterapia) sendo 

determinado em uma amostra de, no mínimo, cinco animais, por exame direto 

entre lâmina e lamínula, ao microscópio ótico. A contagem foi realizada em dias 

alternados, até 30 dias (três vezes por semana), e até 50 dias de acordo com a



sobrevida dos camundongos, sendo os resultados representados pelas médias 

das contagens realizadas. Quando da impossibilidade de se obter uma média de 

cinco animais, devido à mortalidade, obtinha-se uma média de dois a três 

animais, a partir do 25° de infecção. A parasitemia precoce foi estabelecida no 9° 

dia de infecção, a intermediária no 19° dia , e a tardia no 29° dia. Utilizou-se a 

média logarítmica para

expressar a parasitemia (SOGAYAR et al., 1993), sendo que os gráficos foram 

obtidos no programa Graph pad Prism.

Para os grupos de quimioterapia foram registradas as médias originais da 

parasitemia tardia dos camundongos infectados e tratados com Benzonidazol e os 

não tratados. Os gráficos foram expressos no programa Excel. Os dado obtidos 

foram submetidos ao teste estatístico de Kruskail-Waliis H. no programa Epi info 6.

4.6. Mortalidade

A mortalidade tardia, classificada como a presença de morte dos animais 

entre o 29° dia e até o 50° dia , foi determinada calculando-se a percentagem em 

relação ao número de animais sobreviventes, excluindo-se os animais sacrificados 

para o estudo histopatológico.

Para o grupo de tratamento quimioterápico registrou-se a mortalidade 

tardia até o final do tratamento e início dos testes de cura, após 90 dias. Os dados 

de mortalidade foram analisados pelo teste Exato de Fischer do programa Epi info 

6.
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4.7. Estudo morfológico

Para o estudo da morfologia das formas tripomastigotas sangüicolas 

foram realizados esfregaços do sangue periférico no 10° e 14° dias de infecção, 

fazendo-se a contagem de, no mínimo, 50 formas tripomastigotas nos esfregaços 

obtidos de sangue de 15 animais infectados, obtendo-se de cada um deles um 

esfregaço, totalizando 15 lâminas para cada dia da infecção. Os esfregaços foram 

corados pelo método de May-Grunwald-Giemsa e analisados sob microscopia 

óptica em lente de imersão (100 x). Deste modo procurou-se determinar a 

percentagem das formas largas e delgadas presentes no sangue periférico.

4.8. Estudo histopatológico

Para o estudo histopatológico evolutivo nos diversos grupos 

experimentais, foram sacrificados entre três a cinco animais por ponto, no 14°, 20°, 

25° e 30° dia da infecção. Os animais foram sacrificados, após anestesia pelo éter, 

e seccionados nos plexos axilares, retirando-se fragmentos do músculo 

esquelético da coxa da pata e do músculo cardíaco, fixados em formol a 10 %, e 

incluídos em parafina. Secções de 5  ̂ foram coradas pela hematoxilina-eosina.
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4.9. Isoenzimas

4.9.1. Obtenção de cultura do T cruzi (cepa parental e os seus clones)

As formas tripomastigotas sangüicolas foram obtidas após o sacrifício de 

camundongos infectados com a cepa parental e os seus clones, através de 

punção cardíaca, sendo semeadas em meio de cultura axênico para obtenção de 

formas de cultura utilizada no estudo enzimático.

O cultivo dos parasitos para obtenção dos extratos enzimáticos foi levado 

a efeito em cinco tubos esterilizados contendo 3 ml de meio de cultura WARREN 

(1960), composto de solução do meio Brain Heart Infusion (Difco) a 37%, em água 

destilada, e a 10% de sangue de carneiro desfibrinado, pH 7,0, a 28°C. Os tubos 

foram mantidos a 37°C e submetidos a repiques sucessivos para a expansão 

parasitária.

Os parasitos cultivados foram lavados quatro vezes por centrifugação em 

tampão Tris-KRT pH 7,3 (NaCl 120 mM; KCl 4 mM; CaCk 2 mM; MgS04 7H2O

1,2 mM; Tris 25,0 mM), a 2000 g, em centrífuga marca Beckman GS-CR, durante 

15 minutos a 4°C. O sedimento obtido foi congelado em nitrogênio líquido até 0 

momento da lise dos parasitos.
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4.9.2. Extrato enzimático

Após o descongelamento à temperatura ambiente, os parasitos foram 

submetidos à lise osmótica em estabilizador enzimático (Ditiotreitol 2,0 mM; s -  

amino capróico 2,0 mM; EDTA. Na2 2,0 mM), pH 7,0 a 4°C, numa relação de 

volumes 1:1( sedimento celular, estabilizador enzimático), e centrifugados em 

centrífuga marca Eppendorf a 10.000 g, por 60 min a 4°C. Após a centrifugação, 

coletou-se então o sobrenadante das amostras, gotejando 20 |al em nitrogênio 

líquido, para que fosse armazenado e congelado na forma de "pérolas".

4.9.3. Enzimas

As seguintes enzimas foram analisadas :

1 - Fosfoglucomutase (PGM E.C. 2.7.5.1)
2 - Glucose fosfato isomerase (GPI E.C. 5.3.1.9)
3 - Aspartato aminotransferase (ASAT E.C. 2.6.1.1)
4 - Alanina aminotransferase (ALAT E.C. 2.6.1.2)

4.9.4. Eletroforese em gel de amido

As enzimas foram separadas por eletroforese horizontal, em camada fina 

de gel de amido refrigerado. O tampão do eletrodo, específico para cada enzima 

(anexo IX), foi preparado diluindo-se 300 ml da solução estoque em 1000 ml de 

água destilada. Seguindo-se então o preparo do tampão do gel, diluiu-se um



volume de 3 a 4 ml do tampão do eletrodo (específico para cada enzima), em 40 

ml de água

destilada (Anexo IX). O tampão do eletrodo, após o preparo, foi imediatamente 

colocado na placa de eletroforese já anteriormente resfriada. O gel de amido de 

batata {Starch-gel hydrolized Sigma) foi preparado com 4,0 g de amido-gel em 40 

ml do tampão específico, para cada enzima analisada, em uma concentração final 

de 9%. A suspensão de amido foi fervida a 100°C e homogeneizada até completa 

dissolução, sendo removido o ar, espalhada com auxílio do espalhador em forma 

de vidro com bordas de acrílico (22,0 x 13,5 x 0,1 cm), deixadas durante 10 

minutos para a solidificação do gel, e depois refrigeradas a 4°C. Posteriormente, 

utilizando-se um instrumento em forma de pente, foram feitos oito a nove fendas 

de 1,0 cm de comprimento com 0,5 cm de intervalo, obedecendo um espaço de

13 a 14 cm de um dos extremos da placa. Os extratos enzimáticos dos clones , 

dos controles (cepa Colombiana padrão do laboratório e cepa Colombiana 

parental) e dos padrões (Z1, Z2b, Zlll) foram retirados do nitrogênio líquido e 

acondicionados em poços de placa de titulação. Foram aplicados no gel após 

serem embebidos em linhas hidrófilas de algodão puro com 1,0 cm de 

comprimento, não mercerizada n° 0402, da marca Âncora, e as placas de gel, 

contendo as amostras, foram colocadas na cuba eletroforética. A seguir, iniciou-se 

a corrida eletroforética, obedecendo as condições de voltagem, tempo de corrida e 

miliamperagem para cada enzima analisada (Anexo IX), que foram constantes 

durante toda a corrida eletroforética.
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Após o término da corrida eletroforética, as bandas foram evidenciadas 

por revelador específico para cada enzima (Anexo IX). Na revelação da PGM e 

GPI foram colocadas as substâncias reveladoras em ágar fundido sobre a placa, 

transferindo imediatamente a placa para a estufa a 37°C até o aparecimento das 

bandas. Em seguida, fez-se a transferência do gel revelador para o papel tipo 

"Canson", que foi secado à temperatura ambiente e fotografado.

Para as enzimas ALAT e ASAT as substâncias reveladoras foram 

preparadas e colocadas sobre o papel de filtro Whatman n° 1, transferindo-se o 

papel para a área do gel da atividade enzimática, acondicionando-se em câmara 

escura e revelando-se sob a luz ultravioleta. As bandas enzimáticas foram 

diagramadas no programa "Power point".

A análise dos perfis eletroforéticos permitiu identificar os zimodemas da 

cepa parental, dos seus clones, e compará-las aos controles das cepas protótipos 

dos Tipos I, II, e 111 e zimodemas correspondentes Z2b, Zll, Zl.

5. Grupos experimentais de quimioterapia

Foram utilizados 232 camundongos albinos Swiss, machos e fêmeas, 

pesando 10 a 12g, os quais foram inoculados com o T. cruzi, nos seguintes grupos 

experimentais: 30 camundongos infectados com a cepa parental dos quais 20 

foram submetidos a tratamento com Benzonidazol e dez permaneceram como 

controles não tratados. Sete grupos de 30 camundongos infectados com cada um 

dos clones, sendo que 20 foram tratados com Benzonidazol e dez permaneceram
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como controles não tratados. Os animais foram alimentados com dieta padrão 

comercial e água "ad libitum".

5.1. Tratamento quimioterápico

Os camundongos foram submetidos a tratamento com o Benzonidazol (N- 

benzil-2-nitro-1-imidazolacetamida), comercialmente conhecido como Rochagan, 

em comprimidos diluídos em suspensão de goma arábica. O Benzonidazol foi 

administrado em doses diárias de 100 mg/Kg/dia, via oral, por entubação 

esofágica, durante 90 dias a partir do 20- dia de infecção.

6. Testes de cura 

6.1. Testes parasitológicos

6.1.1. Exame direto da parasitemia

A pesquisa da presença de parasitos, nos camundongos tratados, foi 

realizada pelo exame microscópico direto no sangue periférico entre lâmina e 

lamínula, durante 30 dias após o término do tratamento. Para cada camundongo, 

que persistiu negativo ao exame direto da parasitemia, coletou-se 0,5 ml de 

sangue não heparinizado, do plexo ocular, para a análise sorològica.

Em seguida, cada animal foi sacrificado, coletando-se 1,5 ml de sangue, 

por meio de punção cardíaca, distribuindo 0,5 ml em tubos apropriados para 

serem submetidos aos seguintes procedimentos: subinoculação em camundongos 

recém-nascidos, hemocultura e análise por PCR. As amostras de sangue
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coletadas para a PCR foram imediatamente preservadas em solução de 

Guanidina-EDTA (1:1 Guanidina 6M / EDTA 0,2 M pH 8,0.

6.1.2. Subinoculação

As ninhadas de camundongos recém-nascidos, com 8 a 10 dias de vida, 

foram infectadas por via intraperitonial, com 0,1 ml de sangue citratado, 

proveniente de cada animal submetido ao tratamento. A presença de parasitos foi 

pesquisada pela análise microscópica direta do sangue periférico entre lâmina e 

lamínula, durante 30 dias para detectar a presença de parasitos circulantes.
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6.1.3. Hemocultura diagnóstica

Para a hemocultura, 0,5 ml de sangue foi colocado em tubos de ensaio 

esterilizados contendo 5 ml de meio Warren (1960) e mantidas a 37°C.

Para diagnóstico da positividade, foram feitos exames microscópicos das 

culturas, com intervalos de 10 a 15 dias, durante 45 dias.

6.2 Testes sorológicos

A técnica de imunofluorescência indireta, foi realizada nas amostras de 

soros obtidos de sangue coletado de camundongos infectados com os clones e 

cepa parental, tratados com o Benzonidazol. Essa técnica foi baseada em 

CAMARGO ( 1966) com modificações.



As amostras de sangue foram centrifugadas a 100 g, durante 10 min, 

para a coleta do soro. Em seguida foram preparados 10 diluições do soro em PBS 

de 1/10 a 1/5020, em placas de 96 poços, colocando na 1- coluna 90 î! de PBS e 

nas demais colunas 50|xl de PBS pH 7,4. Em seguida colocou-se na 1- coluna 10 

fil do soro, fazendo-se após isso, as diluições de modo seriado 2/2.

As lâminas de 10 poços foram previamente preparadas para testes de 

imunofluorescência, utilizando-se 10 |il de formas de cultura do T. crt/z/fixadas em 

formol a 5%. Sobre as fomnas de cultura foram colocados 10 îl dos soros testes 

diluídos de 1/10 a 1/5020 em PBS pH 7,4.

As lâminas foram incubadas em câmara úmida a 37°C durante 30 min, e 

lavadas três vezes em PBS pH 7,4 durante 5 min. Após a lavagem adicionou-se 

entâo, sobre cada círculo, 10 îl do conjugado anti-imunoglobulina IgG total, 

marcadas com fluoresceina anti-camundongo, incubando-as em câmara úmida 

durante 30 min. As lâminas foram lavadas três vezes em PBS pH 7,4 durante 5 

min cada, e secas, e montadas em tampão carbonato bicarbonate pH 8,5, e 

analisadas em microscópio Zeiss axioskop acoplado com lâmpada de mercúrio 

HBO 50.

Estabelecemos como critério de cura parasitológica o título máximo de
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6.3.1. Coleta das amostras

Cinqüenta e nove amostras de sangue foram coletadas de camundongos 

infectados e tratados, com a cepa parental e os clones, na fase crônica da 

infecção. Cinco amostras de sangue da cepa parental foram coletadas de animais 

infectados não tratados, também na fase crônica da infecção, sendo que todas as 

amostras foram preservadas em uma proporção 1:1, em Guanidina 6M / EDTA 0,2 

M pH 8.0, durante 30 dias a 4°C.

6.3. (PCR) Reação em Cadeia da Polimerase

6.3.2. Extração do DNA

O isolamento do kDNA foi realizado como descrito por WINCHER et al. 

(1994),. com modificações. Resumidamente, o DNA foi extraído usando o tampão 

de lise numa diluição 1:1 em relação com a amostra (Guanidina 6M; EDTA 2M). 

As amostras foram incubadas por 15 min em água fervente e, em seguida, 

realizada uma extração com fenol-clorofórmio na proporção 1/1 (vol. / vol.), e 

centrifugadas a 4 °C em 100 g, durante 20 min, coletando-se a fase aquosa. As 

amostras foram extraídas uma vez em clorofórmio, e lavadas duas vezes em 

etanol 80% e 100%. Após esse procedimento, o DNA foi precipitado, utilizando-se 

acetato de sódio (100 mM) e dois volumes de etanol absoluto, e as amostras
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centrifugadas a 100 g durante 20 min, a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o 

DNA secado, à temperatura ambiente, por 15 min. O DNA das amostras foi entâo 

ressuspendido em 100 [xl de água destilada estéril.

6.3.3. Amplificação da região variável dos minicírculos do DNA do 
cinetoplasto pelo PCR

O DNA proveniente do cinetoplasto foi submetido à reação de 

amplificação composta por 0,75 U de Taq DNA Polimerase {Perkin Elmer Cetus 

Corporation)-, 10 mM de tampão pH 8,3; 50 mM KCl; 50 pmol de cada "primer" 

(Oligonucleotídeo sintético); 5,0 mM de MgCla : 200 |liM da mistura de dNTPs 

(deoxinucleotídeos Trifosfatos- Amersham Pharmacia Biotech); e água ultra pura 

estéril, suficiente para um volume final de 50 îl. A cada reação foi acrescida 3 |xl 

de DNA, que correspondeu aproximadamente, 0,5 ng. A reação foi realizada em 

Termociclador de temperatura DNA (Per/c/n -Elmer Cetus Corporation, modelo 

2.400) e consistiu de um ciclo inicial de desnaturação de 5 minutos a 95 -0, 

seguido por 35 ciclos compostos de 45 segundos a 94°C para a desnaturação 

do DNA, 30 segundos a 55°C para pareamento dos "primers", 30 segundos a 72°C 

para a extensão da fita de DNA e uma etapa final de 10 minutos a 72°C.
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6.3.4. Oligonucleotídeos sintéticos ("primers")

Oligonucleotídeos sintéticos, utilizados como "primers" {Life Tecnology 

Gibco BRL), foram os seguintes:

P35: 5' AAA TAA TGT ACG GG (T/G)GAGATG CATGA 3'

P36: 5' GGG TTC GAT TGG GGT TGG TGT 3'

Estas seqüências amplificam um fragmento de 330 pares de bases (pb) da 

região variável do minicírculo, o qual representa uma região variável mini-repetida 

do minicírculo da molécula do kDNA (ÁVILA et al., 1990).

6.3.5. Eletroforese

Os fragmentos obtidos foram analisados através da eletroforese em gel 

de agarose a 2% (Sigma), em 100 ml de tampão TAE IX (40 mM Tris -acetato e 1 

mM de EDTA pH 8,0), e coloração em solução de brometo de etidio (10 mg/ml) 

(Sigma) e azul de bromofenol (0,25% [vol./vol.] xilenocianol em 40% da solução 

aquosa de sacarose) com tampão de corrida TAE, durante 1 h a 80 volts. O DNA 

foi visualizado sob luz ultravioleta e fotografado no sistema "Eagle Eye 11" 

{Strategene). O tamanho do fragmento amplificado foi de aproximadamente 330 

pares de bases e o padrão utilizado como marcador de pares de bases foi o 

Ladder de 100 pares de bases {Amersham Pharmacia Biotech). Durante a 

realização de cada experimento foram incluídos controles positivos provenientes



de cultura de T.cruzi, e controles negativos realizados em reação sem DNA, e 

DNA extraído de sangue de camundongos não infectados para controle de 

contaminação dos reagentes. Todas as amostras positivas foram testadas pelo 

menos duas vezes, confirmando-se a ausência dos fragmentos nos controles 

negativos e a presença nos controles positivos.

6.4. Hibridização

Para a confirmação dos resultados obtidos na reação de amplificação foi 

realizada a hibridização das amostras, utilizando-se sondas alelo específicas pela 

técnica do dot-blot.

6.4.1 Transferência do DNA para a membrana

Foram utilizados 20 1̂ das amostras amplificadas, e desnaturadas 

previamente em solução contendo NAOH 4 M e de EDTA 0,025 M, e incubada 

por no mínimo 1 h à temperatura ambiente.

Após a desnaturação as amostras foram aplicadas à membrana de Nylon 

(Hybond N+ Amersham Pharmacia Biotech), utilizando o aparelho para Dot-blot 

{Hybri dot manifold BrI Gibco Life Tecnology). O DNA foi fixado à membrana de 

Nylon através de incubação durante 3 hs a 80°C no forno de vácuo

6.4.2 Sondas

Para a hibridização foi utilizada a sonda de oligonucleotídeo sintético, 

denominada P67 (5‘ TGGTTTTGGGAGGGG(C/G 0(G/C)(T/G)TCAA(A/G)TTT 3 )
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presente na região conservada da seqüência mini-repetida do DNA dos 

minicírculos no T.cruzi.

A porção final 5' do oligonucleotídeo (sonda) foi marcada utilizando-se o 

nucleotídeo radioativo [ y ] ATP e a enzima polinucleotídeo cinase {Kit Ready- 

To- Go T4 Polinucleotide cinase- Pharmacia Biothec)

6.4.3. Pré-hibridização e hibridização

A membrana contendo o DNA fixado foi pré-hibridizada em solução 

contendo SSPE 5X (NaCl 3 M; NaH2P04 H2O 1,5 M; EDTA 0,01 M); Solução 

Denhardfs 5X (0.5% Ficol, Polyvinilpyrolidone, soro bovino albumina) e de SDS 

a 0,5% (Duodecil sulfato de sódio) durante 1 h a 45°C, em forno de hibridização 

{Personal Hyb Stratagene).

Após esse período, a sonda marcada foi adicionada ao tampão 

previamente utilizado na pré-hibridização e incubada, por um período de 12 h ã 

temperatura de -5 a -10°C da temperatura de fusão (Tm), utilizando-se a fórmula: 

Tm= 4 (G+C) + 2 ( A+T). No caso da sonda em questão, utilizou-se uma 

temperatura de 59 °C.
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6.4.4. Lavagem da membrana e detecção de sinais

Após a hibridização, a membrana foi lavada duas vezes (10 min cada) 

em solução contendo SSPE 5x e SDS 0,5% ã temperatura ambiente.; duas vezes



(10 min cada) em solução contendo SSPE 2X e SDS 0,5% à temperatura 

ambiente: e uma vez de 10 min à temperatura de Tm + 5°C em solução contendo 

SSPE IX e SDS 0,1%. No experimento em questão utilizou-se 65°C.

A membrana foi recoberta com PVC (Multiplac-Valfilm), colocada em 

suporte cassete de filme Raio X , em contato com filme para radiografia {KODAK), 

por um período que variou de 12 a 72 h. Após esse período, o filme foi revelado 

em processador automático de raio x ( Amersham Life Science) e procedeu-se a 

análise dos sinais.
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7.1. Grupos de estudos experimentais

Foram isolados sete clones da cepa Colombiana do T. cruzi, através de 

micromanipulação. Os clones isolados foram identificados com as seguintes 

siglas: CI-Col-CI, CI-Col-C2, CI-Col-C3, CI-Col-C4, CI-Col-C5, CI-C0I-C6, Cl-Col- 

C7. Foram submetidos a três passagens sucessivas em camundongos doadores 

jovens (10 a 12g), e inoculados nos camundongos entre a 3- e 13- 

passagens,.para 0 estudo biológico e isoenzimático. Os grupos controles dos 

clones foram inoculados na 117- passagem (Tab.1).

7.2. Caracteres biológicos dos clones

7.2.2. O curso da infecção

O curso da infecção evoluiu até 0 35̂  dia para os clones C3 , C6 e até 0 

502 dia para os clones C2, C5 e C7 ( Figs. 3,6,2,5,7). Nos clones C l e C4 a 

infecção progrediu até o 279 e q 25® dia, respectivamente.(Figs. 1 , 4).
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7. RESULTADOS

7.3. Parasitemias

Fazendo-se uma análise comparativa das parasitemias da cepa parental e 

de seus clones, observou-se uma positivação a partir do 7  ̂dia de infecção, uma



multiplicação lenta com picos irregulares entre o 20° e 29° dias da infecção, 

tipicamente demonstrando o perfil de cepa de biodema Tipo III (Figs. 1 - 7).

Analisando-se individualmente as parasitemias precoces (9® dia de 

infecção), intermediária (19® dia) e tardia {29- dia), entre a cepa parental e os seus 

clones, observou-se que não há diferença significativa nas médias parasitêmicas 

da fase precoce (p=0,28) e tardia (p=0,11). Entretanto, na fase intermediária há 

diferença significativa nas médias parasitêmicas (p=0,003). O desvio padrão 

registrou baixos índices na fase precoce da infecção, com elevação acentuada na 

fase intermediária e tardia, excetuando-se os clones C l e C4, nos quais não foi 

possível registrar a parasitemia devido à grande mortalidade total dos animais 

nessa última fase (Tab. 1).

7.4. Mortalidade

A mortalidade total dos camundongos até o 30® dia de infecção foi baixa 

para os clones C2, C5 e C7; alta, na cepa parental e nos clones C1, C3, C4, C6 

(Tab. 2).

No clone C2 o baixo índice de mortalidade coincide com baixos picos 

parasitêmicos na fase tardia, enquanto que o clone C7 apresentou altos índices 

parasitêmicos. O clone C3 apresentou alta mortalidade e altos índices 

parasitêmicos na fase tardia da infecção (Tabs.1-2).

A análise estatística demonstrou que há diferença significativa na 

mortalidade dos animais infectados com a cepa parental, em comparação com os 

clones C2, C5 e C7 (Tab.2).
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Fazendo-se uma análise comparativa das parasitemias da cepa parental e 

de seus clones, observou-se uma positivação a partir do 7° dia de infecção, uma 

multiplicação lenta com picos irregulares entre o 20° e 29° dias da infecção, 

tipicamente demonstrando o perfil de cepa de biodema Tipo III (Figs. 1 - 7).

Analisando-se individualmente as parasitemias precoces (9° dia de 

infecção), intermediária (19° dia) e tardia (29° dia), entre a cepa parental e os seus 

clones, observou-se que não há diferença significativa nas médias parasitêmicas 

da fase precoce (p=0,28) e tardia (p=0,11). Entretanto, na fase intermediária há 

diferença significativa nas médias parasitêmicas (p=0,003). O desvio padrão 

registrou baixos índices na fase precoce da infecção, com elevação acentuada na 

fase intermediária e tardia, excetuando-se os clones C l e C4, nos quais não foi 

possível registrar a parasitemia devido ã grande mortalidade total dos animais 

nessa última fase (Tab. 1).

7.4. Mortalidade

A mortalidade total dos camundongos até o 30° dia de infecção foi baixa 

para os clones C2, C5 e C7; alta, na cepa parental e nos clones C l, C3, C4, C6 

(Tab. 2).

No clone C2 o baixo índice de mortalidade coincide com baixos picos 

parasitêmicos na fase tardia, enquanto que o clone C7 apresentou altos índices 

parasitêmicos. O clone C3 apresentou alta mortalidade e altos índices 

parasitêmicos na fase tardia da infecção (Tabs.1-2).
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7.5. Morfologia das formas sangüicolas

A análise da morfologia da cepa Colombiana, no 10° dia da infeção, 

mostrou a predominância de formas delgadas, e no 14° dia da infecção, a 

predominância de formas largas (Fig. 8).

Nos clones C3, C5 e C7 predominaram, no 14° dia da infeção, as formas 

largas, enquanto que nos clones C l, C4, C6 predominaram as formas delgadas 

(Fig. 9).

7.6. Enzimas

As bandas reveladas nos extratos enzimáticos obtidos da cepa parental e 

dos seus clones, para as enzimas PGM (Figs. 12-13), GPI (Figs. 14-15), 

corresponderam ao padrão Tipo III, Zl.

Seis clones (C2, C3, C4, C5, C6, C7) revelaram duas bandas na enzima 

ALAT, correspondentes ao padrão Tipo III, ZI enquanto que o clone C l revelou 

três bandas eletroforéticas ( Fig. 16 e 17).

Na enzima ASAT seis clones (Cl, C2, C4, C5, C6, C l) revelaram bandas 

correspondentes ao padrão Tipo III, ZI (Figs. 18-19), enquanto que o clone C3 

revelou duas bandas (Fig.18).

Os controles (cepa Peruana, 21 SF e Colombiana parental revelaram as 

bandas correspondentes aos padrões Tipo I (Z2b), Tipo II (Z2), Tipo III (Z1) para 

todas as enzimas analisadas, respectivamente (Figs. 12-19).
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7.7.1 cepa Colombiana Parental ( grupo controle)

Aos 14 dias o miocárdio apresentou discreto parasitismo e discreto 

infiltrado intersticial mononuclear; o músculo esquelético apresentou escassos 

ninhos parasitários esparsos e infiltrados intersticiais mononucleares isolados. As 

lesões inflamatórias e o parasitismo foram considerados discretos a moderados 

nessa fase. A partir do 20° dia de infeção as lesões necrótico inflamatórias de 

miocárdio e de músculo esquelético se tornaram progressivamente mais intensas 

e a apartir do 30 dia houve grandes áreas de destruição do miocárdio e de 

músculo esquelético com substituição por densos infiltrados de células 

mononucleares (Fig. 20, A, B, 0, D). As lesões observadas foram características 

da cepa Colombiana.

7.7.2. Estudo dos clones

O estudo histopatológico realizado nos sete clones isolados mostrou 

lesões histopatológicas e parasitismo tissular idênticos, com um caráter evolutivo 

superponível ao da cepa parental, variando apenas no grau de parasitismo e na 

intensidade das lesões, na fase mais precoce (14 dias).

De um modo geral, o estudo histopatológico demonstrou, aos 14 dias de 

infecção, discreto a moderado parasitismo nas células cardíacas. Os ninhos 

parasitários estavam na maioria íntegros e sem reação inflamatória, porém.

7.7. Histopatologia



também, houve necrose de células parasitadas com infiltração de 

polimorfonucleares neutrófilos em torno das fibras destruídas, e difuso infiltrado 

mononuclear intersticial. Os músculos esqueléticos mostravam lesões 

inflamatórias discretas e moderado parasitismo. Nessa fase (14 dias), as lesões 

eram variáveis, entre discretas e moderadas, em todos os grupos, isto é, com a 

cepa parental e os diversos clones.

A partir do 20° dia de infecção observou-se acentuado parasitismo do 

miocárdio e do músculo esquelético e intensas lesões necrótico-inflamatórias das 

miocélulas cardíacas e esqueléticas parasitadas, observando-se densos infiltrados 

mononucleares e presença de polimorfonucleares neutrófilos, em torno de ninhos 

parasitários em desintegração. As lesões tornaram-se mais intensas aos 25° e 

30° dias (Figs. 21-B. C, D-; 22-B, C, D; 23-D; 24-C, D; 25-B, C, D). Considerando- 

se, comparativamente, as lesões com 20, 25 e 30 dias, nos grupos experimentais 

inoculados com a cepa parental e com cada clone, observou-se que em todos os 

grupos as lesões necrótico-inflamatórias foram muito intensas e, em todos os 

casos, o parasitismo e as lesões foram predominantes no músculo esquelético. 

Em geral, os parasitos estavam, nessa fase, em desintegração, e eram raros os 

ninhos parasitários íntegros, observando-se miocélulas destruídas, com detritos 

parasitários e intenso infiltrado mononuclear.

O padrão das lesões e o miotropismo foram característicos da cepa 

Colombiana, variando de discretas a moderadas ao 14° dia, a intensas do 20° ao 

30° dia, indicando a alta patogenicidade, tanto da cepa parental como dos seus 

clones.
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O resultado do tratamento dos diversos grupos experimentais de 

camundongos, infectados com a cepa Colombiana parental e os seus clones, 

foram analisados levando-se em conta os seguintes parâmetros: evolução da 

parasitemia, e índices de mortalidade, comparando com os grupos não tratados e 

com a cepa parental.

Os animais tratados foram avaliados quanto aos índices de cura obtidos 

para o grupo através dos testes parasitológicos: exame direto da parasitemia, sub­

inoculação do sangue em camundongos recém-nascidos e hemocultura.

A resposta sorològica foi também avaliada pelo teste de 

imunofluorescência indireta. O PCR dos minicírculos do DNA do cinetoplasto 

(kDNA) foi também realizado.

7.8. Quimioterapia

7.8.1 . Parasitemia

Os camundongos infectados com a cepa parental, tratados com 

Benzonidazol, apresentaram negativação parasitêmica entre o 2̂  e o B® dia da 

infecção, após o início do tratamento. (Figs. 10-11).

Os camundongos infectados com o clone C2 apresentaram negativação 

parasitêmica mais precoce, no 2- dia após o início do tratamento (Fig.10) , 

enquanto que os clones C l, C3, C5 apresentaram negativação mais tardiamente 

no 7- dia, após o início do tratamento (Figs. 10-11). O clone C5 apresentou queda



nos índices parasitêmicos no 1® dia e, ao contrário dos outros clones, demonstrou 

um aumento acentuado nos indices parasitêmicos no 3- dia, voltando a registrar 

uma queda na parasitemia a partir do A- dia.

Os camundongos infectados com os clones C4 e C7 apresentaram 

negativação parasitêmica a partir do 5- dia e, com o clone 06 no 7- dia após o 

início do tratamento (Fig.11).

Os controles da cepa parental e dos clones nâo tratados apresentaram 

multiplicação lenta a partir do 7- dia da infecção, com picos irregulares entre o 17- 

e o 20- dia da infecção no clone 01 ; entre o 21 ̂  e o 27- dia no clone C3, e entre 

o 20- e o 30® dia nos clones 02, 05, 06 e 07.

8. Testes de cura 

8.1. Teste parasitológicos

Os resultados dos testes parasitológicos realizados nos camundongos 

infectados com a cepa parental e os clones 01, 02, 04, 06, 07 mostraram índice 

de cura nulo (Tabs. 4, 5, 6, 8) e baixo índice de cura para o clone 03 (8,3%) e 

10% para o clone 05 (Tabs. 7 - 9).

53

8.2. Testes sorológicos

Os títulos de anticorpos IgG (imonoglobulinas G) mostraram que os 

camundongos infectados com cepa Colombiana parental e seus clones



apresentaram títulos de anticorpos acima de 1:20 (Tabs. 7-12). O clone C3 não foi 

submetido a subinoculação e além disso, houve um caso (animal n- 3) com 

elevada sorologia, podendo indicar que talvez houvesse maior índice de não 

curados ou menor índice de cura (Tab. 10). O clone C4 também não foi submetido

a subinoculação (Tab. 11).

O animal n- 9, infectado com o clone C5, teve um título muito alto de 

anticorpos; possivelmente trata-se de um caso não curado. Esse animal não foi 

submetido a hemocultura, o que impediu a demonstração dos parasitos.

8.3. PCR

Nas tabelas 4-11 estão expressos os resultados do DNA do cinetoplasto 

(kDNA), de amostras sanguíneas de camundongos tratados com Benzonidazol.

A figuras 27 A, B e 0 e 28 A e B mostram os resultados do PCR dos 

clones C2, C3 e 07 da cepa Colombiana parental e do clone C6, respectivamente. 

Não houve detecção de bandas nas amostras dos clones C1, C4 e C5 (Figs. 27 A, 

B, C, e D).

A hibridização das amostras amplificadas utilizando a sonda P67, 

confirmou os resultados de 36,2% dos casos positivos e dos controles positivos 

(Fig. 29).

Observou-se que em 45,7% dos casos não houve concordância entre a 

positivação dos testes parasitológicos e a amplificação do kDNA pela PCR.

Em 10,1% dos casos a PCR mostrou resultado positivo enquanto os 

testes parasitológicos foram negativos.
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Em 22% dos casos houve concordância entre a positividade dos testes

parasitológicos e da PCR.

Em 11,8% dos casos houve concordância entre a negatividade dos testes 

parasitológicos e da PCR (Tab. 12).
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A análise do comportamento da cepa Colombiana parental, realizada no 

presente trabalho, demonstrou que a mesma apresentou uma exacerbação da sua 

virulência, quando se faz uma comparação com as descrições dessa cepa nos 

trabalhos iniciais sobre a sua caracterização biológica (ANDRADE et al., 1970; 

ANDRADE., 1974). Nos trabalhos referidos, a cepa Colombiana foi caracterizada 

pela evolução lenta da parasitemia, pela predominância de formas largas durante 

todo o curso da infecção e pela sobrevida prolongada, com índice nulo de 

mortalidade até os 50 dias. A baixa mortalidade possibilitava a obtenção de uma 

alta porcentagem de animais cronicamente infectados, sem o uso de drogas 

supressoras da parasitemia (ANDRADE & ANDRADE, 1968). A cepa Colombiana 

mantida neste laboratório, há cerca de 20 anos, apresenta, atualmente, alta 

mortalidade até os 30 dias, percentagem mais elevada de formas delgadas, 

chegando a 50% aos 14 dias e níveis parasitêmicos consistentemente elevados. 

Já foi demonstrado, anteriormente (ANDRADE , 1974), que o aumento do número 

de formas delgadas corresponde a uma maior multiplicação parasitária e a uma 

alta virulência. Esse fato foi anteriormente observado com a cepa Colombiana 

(ANDRADE et al., 1977), quando inoculada em camundongos com baixa 

resistência, por bloqueio macrofágico com tinta da China e por tratamento com 

corticoïde, ou pela exaltação da virulência por passagens sucessivas em 

camundongos recém-nascidos. Nesses casos, houve nítido aumento da virulência

9. DISCUSSÃO



da cepa Colombiana que, entretanto, manteve o seu perfil parasitêmico e seu 

tropismo tissular.

A cepa Colombiana parental estudada na presente investigação , apesar 

de ter a sua virulência exaltada pelas sucessivas passagens em camundongos, 

continua a apresentar as mesmas características básicas descritas para as cepas 

de Tipo 111, inclusive o mesmo perfil isoenzimático, correspondente ao zimodema 1 

(Z1). Mantém o perfil parasitêmico, com evolução lenta e picos tardios, e o 

tropismo tissular. Além disso, determina lesões histopatológicas características, 

com predominância de parasitismo de músculo esquelético e, em menor grau, de 

músculo cardíaco, observando-se grandes ninhos parasitários e lesões necrótico- 

inflamatórias extensas, no 30° dia de infecção. A presença de formas delgadas 

coincidiu com o aparecimento de parasitismo de macrófagos do baço, visto aos 10 

dia de infecção. A virulência de uma cepa pode ser alterada quando a mesma é 

submetida a pressões seletivas, tais como passagens sucessivas em animais 

experimentais por muito tempo, bem como ausência de passagens em 

triatomíneos. Assim, faz-se necessário distinguir virulência de patogenicidade. Os 

estudos de BRAND et al. (1949), estudando quatro amostras de diferentes 

procedências, mostraram patogenicidade variada entre as amostras. Esses 

autores consideram patogenicidade a capacidade de invadir tecidos, a 

proliferação parasitária e a influência sobre o crescimento dos animais. As cepas 

estudadas pelos autores foram as cepas Brasil, WBH, Guatemala e Panamá. 

Procuraram verificar se havia diferenças entre as mesmas, quanto aos aspectos 

metabólicos, pela verificação do consumo de glicose e o crescimento da
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população em meios de cultura. "In vivo", estudaram em ratos, a influência sobre o 

crescimento dos animais, a glicemia e o glicogênio do sangue, o consumo de 

glicose na corrente sanguínea e o grau de invasão dos tecidos. Os autores 

concluíram, por diferenças de patogenicidade que a cepa Brasil se mostrou mais 

patogênica, com maior invasão tissular, com parasitismo de fígado, baço, cérebro, 

células gliais e intestino, e intensa miocardite, em contraposição às outras cepas 

citadas, que se mostraram menos patogênicas.

Os nossos achados indicaram que a cepa Colombiana do T. cruzi tem 

mantido a sua patogenicidade, com miotropismo e envolvimento predominante de 

músculo esquelético, com destruição de fibras cardíacas, intenso infiltrado 

inflamatório a partir do 20- dia de infecção e presença de grandes ninhos 

parasitários.

HAUSCHKA (1949), utilizando as cepas Brasil e WBH, procurando 

verificar a estabilidade de comportamento das mesmas para o animal 

experimental em um período de dois anos de obsen/ação, levando em conta a 

virulência e a afinidade tissular, e tomando como índice de virulência a fase em 

que se dava a mortalidade dos animais, pôde concluir que a cepa WBH foi a mais 

virulenta apresentando mortalidade máxima entre 11 e 16 dias, e a menos 

virulenta foi a cepa Brasil, em que a mortalidade só foi verificada entre 25 e 30 

dias. Os achados histopatológicos indicaram que a cepa Brasil apresentou 

parasitismo predominante do coração, enquanto a cepa WBH apresentou tropismo 

para o fígado, baço, rim e pulmão. As curvas parasitêmicas foram diferentes,
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atingindo o máximo aos oito dias com a cepa WBH e no 14° dia com a cepa Brasil. 

Esses achados indicaram que as cepas WBH e Brasil, em momentos diferentes, 

podem apresentar alteração na sua virulência. Para esse estudo, HAUSCHKA 

(1949) procurou eliminar ao máximo as variáveis que poderiam influenciar no 

comportamento das cepas, utilizando animais isogênicos, do mesmo sexo, com 

dieta padrão, infectados em intervalos regulares com inóculos uniformes. O autor 

concluiu que as diferenças de virulência, observadas entre os dois grupos, foram 

estáveis e atribuíveis a um padrão fisiológico específico a cada cepa do parasita, 

mantendo cada uma o seu máximo de virulência quando mantida em condições 

ótimas, em passagens sucessivas.

Comparando-se esses resultados com os obtidos por BRAND (1949), 

com as mesmas cepas, observa-se que não há concordância. Ao contrário de 

HAUSCHKA (1949), BRAND (1949) verificou maior patogenicidade, maior invasão 

tissular, altos níveis parasitêmicos e índices de mortalidade mais elevados com a 

cepa Brasil do que com a WBH, demonstrando, nitidamente, que as duas cepas 

foram obtidas em fases diferentes de exacerbação de virulência. O estudo 

comparativo desses dois trabalhos demonstrou que ê necessário uniformizar os 

critérios de se avaliar a virulência ou patogenicidade para caracterizar e distinguir 

cepas mais ou menos virulentas.

PHILLIPS (1960), observou que a virulência da cepa WBH ficou diminuída, 

após passagens sucessivas com inóculos cada vez menos ricos, porém havia sido 

recuperada ajustando o inóculo a um número constante de parasitos; o mesmo 

acontecendo com a cepa Y, cuja virulência foi exacerbada por inóculos
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progressivamente maiores em camundongos jovens. Quando o autor 

correlacionou o inóculo com patogenicidade verificou que, nas cepas WBH e Y, o 

curso da infecção e da mortalidade dependem diretamente do aumento no número 

de parasitos no sangue circulante. Nós procuramos, ao longo dos experimentos, 

tentar verificar se, de fato, era o inóculo o responsável pela mortalidade dos 

animais, e inoculamos 100.000 e 25.000 formas tripomastigotas, em dois 

momentos diferentes. Concluímos que a mortalidade foi de 100% e 53,7 % para 

aqueles animais que foram inoculados com 100.000 formas, e 25% para os 

animais que foram inoculados com 25.000 formas, quando comparados com o 

curso da infecção que foi de 30, 50 e 44 dias. Esses índices diferentes de 

mortalidade refletem, sem dúvida alguma, diferentes momentos de aumento de 

virulência da referida cepa.

Entretanto, PHILLIPS (1960), estudando a cepa Sonya, verificou que a 

patogenicidade não dependia diretamente do inóculo, sendo a infecção sempre de 

curso prolongado e fatal, isto é, de multiplicação lenta e de alta virulência.

ANDRADE & ANDRADE (1966), comparando a cepa Y com a cepa 

Colombiana, verificaram que esta última determina uma infecção de curso 

prolongado, podendo atingir elevados níveis parasitêmicos e determinar lesões 

tissulares graves, com mortalidade tardia dos animais, sendo portanto muito 

patogênica e pouco virulenta.

Assim sendo, baseando-se em nossos achados, o conceito de virulência 

está ligado à maior ou menor capacidade de multiplicação do parasito, que é 

própria para uma determinada cepa, mas que pode variar dentro de certos limites
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de acordo com inúmeras variáveis, podendo assim ser atenuada ou exacerbada. A 

patogenicidade representaria a capacidade de determinar lesões tissulares que 

podem levar os animais à morte, em diversas fases da infecção, a depender dos 

setores atingidos. Assim, a patogenicidade seria uma capacidade constante, 

enquanto a virulência, embora peculiar a cada cepa, seria flutuante. Essas duas 

condições, em conjunto, compreenderiam os fatores ligados ao parasita, e têm 

atualmente determinado o curso da infecção na cepa Colombiana, no animal 

experimental.

Os aspectos morfológicos das formas sangüicolas (BRENER & CHIARI., 

1963) constituem-se em importante elemento de caracterização e, aparentemente, 

estão relacionados com o grau de virulência das cepas. Foi observado, em 

estudos anteriores, que as cepas caracteristicamente mais virulentas (Tipo I) têm 

predominância de formas delgadas, e que a exaltação da virulência de cepas, nas 

quais formas largas são predominantes, determina o aparecimento de um número 

significante de formas delgadas na fase inicial da infecção (ANDRADE et al., 

1972).

De acordo com BRUMPT (1912), as largas representariam formas 

evolutivas mais adultas, derivadas de formas delgadas mais jovens. MEYER & 

OLIVEIRA (1948) afirmaram que o rompimento precoce das células parasitadas 

libertaria formas delgadas, ao passo que o prolongamento da permanência dos 

tripanosomas nas células daria origem a formas largas. As experiências de SILVA 

(1959) permitiram demonstrar, em células parasitadas, a existência de um 

processo duplo de evolução dos amastigotas intracelulares: no primeiro.
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amastigotas arredondadas evoluíram, por um processo de desenrolamento, para 

as formas largas, ao passo que, em outras células tripanosomas fusiformes 

dariam origem, por simples alongamento, às formas delgadas. O mesmo autor 

demonstrou que a inoculação, em camundongos, de apenas formas largas, dá 

origem a infecções em que são encontradas formas largas, intermediárias e 

mesmo delgadas.

Os nossos achados indicam que a cepa Colombiana apresenta uma 

composição clonal homogênea, variando apenas quanto ao grau de virulência de 

seus clones, o que poderia influenciar no comportamento da cepa, determinando 

alta ou baixa virulência. Os sete clones isolados apresentaram um comportamento 

idêntico ao da cepa, em relação à parasitemia, ao miotropismo, à patogenicidade, 

embora tenham apresentado virulências diferentes. Em quatro destes clones, os 

índices de mortalidade foram elevados (100%), idênticos ao da cepa parental (0 1 ,

03, 04, 06), além de apresentarem taxas elevadas de formas delgadas. Em três 

dos clones (02, 05, 07), a virulência foi mais baixa, o que se comprovou pelos 

menores índices de mortalidade, menores índices parasitêmicos e predominância 

de formas largas. Entretanto, do mesmo modo que a cepa parental, os caracteres 

gerais da cepa foram mantidos. Em dois dos clones (01 e 03) o padrão de bandas 

eletroforéticas das enzimas ALAT e ASAT foi diferente do observado com a cepa 

parental e os demais clones, o que pode representar mudanças intraespecíficas 

fenotípicas e genotípicas dessas populações clonais.

Os clones isolados por diversos autores, a partir de diferentes cepas 

podem se apresentar homogêneos (BONGERTZ & DVORAK, 1983), ou
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heterogêneos (POSTAN et al., 1983; GOLDBERG & SILVA PEREIRA, 1983). Em 

alguns casos, como ocorreu com a cepa CL, podem ocorrer clones de baixa 

virulência que, quando inoculados em camundongos, não determinam parasitemia 

patente e não determinam lesões nem mortalidade dos animais (LIMA et al., 

1990; LIMA et al., 1995).

MARQUES DE ARAÚJO & CHIARI (1988), estudando o comportamento 

biológico de clones isolados das cepas Y, MR e CL, demonstraram curvas 

parasitêmicas diferentes e curso prolongado da infecção até 40 dias, como no 

caso do clone YP1, indicando serem essas cepas formadas por um conjunto de 

subpopulações heterogêneas (cepas Y e CL) e homogêneas (cepa MR). Esses 

autores, analisando os índices de mortalidade obtidos entre os clones das cepas 

Y, CL e MR, mostraram que o clone YP1 obteve mortalidade nula quando 

comparado com a cepa parental Y, cujo índice de mortalidade até 18 dias foi 

100%, enquanto que os clones YP2 e YP3 atingiram 45,5 e 100% de mortalidade, 

respectivamente. Os clones MR1, MR2, MR3, MR4 e a cepa parental atingiram um 

índice de mortalidade de 100%.

CAMPOS & ANDRADE (1996), entretanto, estudando as curvas 

parasitêmicas e os índices de mortalidade de cinco clones e 14 sub-clones da 

cepa 21 SF, mostraram similaridades quanto aos caracteres biológicos e à 

predominância de clones responsáveis pela manutenção da estabilidade dos 

caracteres da Cepa 21 SF.

POSTAN et al. (1987), comparando níveis parasitêmicos em ratos 

infectados pelos clones Sylvio-X 10/7 e Sylvio-X 10/4, mostraram que o primeiro
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apresentou parasitemias elevadas, entre 14 e 21 dias, e mortalidade baixa 

(1,78%) enquanto que o segundo apresentou parasitemias baixas e mortalidade 

alta (38%) dos ratos.

Por outro lado, POSTAN et al. (1986), estudando a infecção de 

camundongos, mostraram que o clone Sylvio-X10/7 apresentou o índice de 

mortalidade de 94,3%, sendo que as fêmeas sobreviveram muito mais do que os 

machos, enquanto que a mortalidade de camundongos infectados com o clone 

Sylvio-X 10/4 foi baixa em torno de 5,1%.

Os resultados obtidos com as isoenzimas mostraram que, em todos os 

clones, a PGM e a GPI apresentaram o mesmo perfil da cepa parental, ou seja, 

uma única banda (um monômero) representando uma situação de homozigose 

(TIBAYRENC et al., 1981). Com relação a ALAT e ã ASAT, o clone 01 

apresentou três bandas para a enzima ALAT, e o clone 03 apresentou duas 

bandas para a enzima ASAT, indicando que, para essas enzimas, os referidos 

clones apresentaram um perfil diferente.

Um gel pode mostrar a presença de uma enzima específica, em mais de 

uma posição de migração. Essas formas múltiplas são chamadas isozimas ou 

isoenzimas, que podem ser decorrentes de fatores diferentes: a) presença de mais 

de um locus codificando as enzimas; b) presença de mais de um alelo codificando 

a enzima; c) ocorrência de efeitos pós-traducionais na cadeia polipeptídica 

(RICHARDSON et al. , 1986). Em nosso experimento, o aparecimento de um 

perfil, de três bandas para a ALAT e duas bandas para a ASAT, sugere uma 

situação de heterozigose embora não possamos descartar a ação de efeitos pós-
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traducionais que permitiriam um deslocamento diferente da cadeia polipeptídica. 

Por outro lado, a visualização de três bandas para ALAT (clone C1) também pode 

sugerir que este perfil seja o resultado da fusão de bandas.

ANDRADE et al. (1983) demonstraram que o padrão isoenzimático para 

ALAT, no biodema Tipo III, pode se apresentar de duas formas, sendo uma com 

duas bandas e a outra com cinco bandas. O padrão de três bandas encontrado 

por nós, pode ser o resultado da fusão das duas bandas inferiores, e de duas 

bandas superiores, produzindo um perfil de três bandas. Pode-se observar no 

perfil enzimático, demonstrado por ANDRADE et al. (1983), que a 1® e a 2® 

bandas são mais estreitas, e a 3® banda é mais larga. Em nosso experimento, 

encontramos três bandas largas , diferindo assim do padrão referido.

Quanto à ASAT, a ocorrência de duas bandas pode ser decorrente da 

ação de dois genes diferentes, não alelos, responsáveis pela produção das 

cadeias polipeptídicas. Possivelmente, os perfis diferentes, que foram descritos 

para ALAT e ASAT, não se revelaram quando a cepa total foi estudada e só 

tiveram uma expressão quando os clones foram estudados isoladamente.

RODRIGUES et al. (1998) após analisarem o perfil isoenzimático de sete 

cepas da Colombia mantidas “in vitro”, observaram alteração na cepa BM López 

para as enzimas GPI, PEP-1, GDNAD, 6PGDH.

LANA et al. (1996), após caracterizarem as enzimas de dois isolados do T. 

cruzi obtidos da paciente Berenice, aos 62 e 78 anos de idade, mostraram 

modelos similares de zimodema A para as amostras Be-62 e Be-78. Porém, a 

amostra Be-78 mostrou um modelo típico de zimodema B, para PGM e MDH
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sugerindo a ocorrência de heterogeneidade dentro da população do T. cruzi 

presente na paciente.

A resposta aos quimioterápicos é um importante caráter das cepas do T. 

cruzi e tem sido consistentemente demonstrada uma resistência elevada das 

cepas de Tipo III aos quimioterápicos em uso clínico (Nifurtimox e Benzonidazol), 

a qual foi observada em estudo comparativo da resposta ao tratamento de 

pacientes chagásicos e dos animais inoculados com as cepas deles isoladas, 

demonstrando que essa diferença de susceptibilidade ocorre, tanto 

experimentalmente como nos ensaios clínicos (ANDRADE et al.,1992). Embora 

resistentes, observa-se uma resposta ao tratamento, com nítida redução 

parasitária e negativação da parasitemia direta, embora testes parasitológicos 

revelem a presença dos parasitos a nível subpatente. Essa observação sugere a 

existência de formas susceptíveis ao lado de formas resistentes, em uma 

população parasitária, o que poderia estar relacionado com a presença de 

diferentes clones.

MARRETO & ANDRADE (1994), estudando as características biológicas e 

isoenzimáticas de cepas do Tipo II e do Tipo III, isoladas de camundongos 

tratados e não curados, no sentido de verificar se as formas resistentes 

apresentavam diferenças em relação à cepa original, observaram que não houve 

qualquer diferença entre as mesmas, a nível biológico e fenotípico.

No presente trabalho, ficou confirmada a resistência da cepa Colombiana 

e dos seus clones ao quimioterápico usado, quando se consideraram os 

resultados dos testes parasitológicos e sorológicos. A presença de títulos elevados

66



de anticorpos (IgG), nos animais tratados, foi, por vezes, decisiva para o 

diagnóstico de positividade, nos casos em que os testes parasitológicos estavam 

negativos ou, em casos isolados, onde apenas um dos testes foi realizado, 

principalmente pela impossibilidade de realizar o xenodiagnóstico, importante meio 

diagnóstico, e que vinha sendo usado constantemente, em trabalhos anteriores.

É fato já demonstrado experimentalmente que, nos camundongos tratados 

e parasitologicamente curados, pode haver persistência da sorologia (teste de 

imunofluorescência indireta), porém com redução dos títulos, quando comparados 

com os controles não tratados, tendo sido estabelecido que o titulo máximo 

compatível com a cura parasitológica seria o de 1:10 (ANDRADE et al.,1985). A 

persistência de sorologia positiva ao nível indicado, em animais tratados e 

parasitologicamente curados , foi correlacionada, em estudos deste laboratório 

(ANDRADE et al. 1991), à persistência de antígenos parasitários sequestrados em 

células dendriticas foliculares do baço, constituindo-se em uma memória 

imunológica.

O uso da “polymerase chain reaction” (PCR) para comprovação de cura 

no presente trabalho, não permitiu tirar conclusões porque não foi possivel se 

estabelecer uma correlação com a positividade dos testes parasitológicos e 

sorológicos. A PCR, nas condições em que foi realizado no presente trabalho, 

após tratamento prolongado, não apresentou sensibilidade suficiente para ser 

usado como teste de cura. Os outros testes parasitológicos possibilitam a 

multiplicação parasitária a partir de sangue, quer seja pela hemocultura, pelo 

xenodiagnóstico ou subinoculação em camundongos. Entretanto a PCR fica a
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depender da chance de que o parasito esteja presente no material coletado em 

camundongos que estão na fase crônica e que foram tratados, estando, portanto, 

com escasso número de parasitos (quando não curados). Desse modo, os 

resultados obtidos no presente trabalho são apenas preliminares. O estudo 

prosseguirá neste sentido, e novos testes serão realizados para melhor avaliar a 

possibilidade de usar esse método nas nossas pesquisas sobre resposta aos 

quimioterápicos.

O presente trabalho permitiu, desta maneira, clonar a cepa Colombiana do 

T. cruzi, que mantém o comportamento característico do Biodema III, Zimodema 1, 

revelando que, dentro dos limites da clonagem realizada, há uma predominância 

do mesmo tipo de clone, idêntico á cepa parental, caracterizado pelo seu tropismo 

tissular e patogenicidade, embora com diferentes graus de virulência. Foi de 

interesse observar a manutenção da resistência ao quimioterápico Benzonidazol, 

em todos os clones. Apesar desta constatação, o tratamento teve um efeito 

positivo determinando diminuição da carga parasitária, com negativação da 

parasitemia ao exame direto, o que indica que os parasitas se mantêm a nível 

subpatente, pelo tratamento. Entretanto, como não houve cura, a infecção tende a 

se reativar após a passagem do efeito do quimioterápico e, desta maneira, os 

resultado apontam para a necessidade de obtenção de novas drogas com efeito 

sobre cepas de resistência elevada, como a cepa em estudo.
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As análises com parativas realizadas entre a cepa Colom biana parental e

os seus clones isolados, referentes ao com portam ento biológico, bioquímico, e à

resposta quim ioterápica, dem onstraram  que:

1) As m édias parasitêm icas na fase intermediária diferiram significativamente  

entre a cepa parental e os clones, indicando nessa fase diferentes níveis de  

multiplicação parasitária e , conseqüentem ente, diferentes graus de virulência.

2) Os perfis das curvas parasitêm icas foram sem elhantes entre a cepa parental e 

seus clones:

3) Os índices de m ortalidade da cepa parental foi elevado até 30  dias (100% ), 

indicando uma virulência elevada da cepa;

4) O índice de m ortalidade dos clones variaram  entre altos (78 a 100% ) a baixos 

(7 a 23% ), confirmando as diferentes virulências;

5) O perfil isoenzim ático da cepa parental e de seus clones foi identificado com o 

Zim odem a 1 (Z l ) ,  com variações no número de bandas em  A LA T (um clone) e 

A S A T (um clone), podendo ser o resultado de fusão de bandas e da ação de  

genes diferentes, não alelos;

6) Os resultados da quim ioterapia revelaram  altos índices de resistência, da cepa 

parental e de seus clones, ao tratam ento com Benzonidazol.
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ANEXOS

ANEXO I - Tabelas (Comportamento biológico)



Tab.1 Avaliação da parasitem ia precoce, intermediária e tardia, no primeiro mês de  
infecção da cepa Colom biana do T .  c r u z i  e de seus clones

Dias de infecção 9° 19° 29°

Grupo de estudo
Precoce  

X  ±  DP

Intermediária  

X  ±  DP

Tardia  

X  ±  DP

C epa Parental (117®) * 7 ,8 0 ±  13,19 2 66 ,40  ±  3 59 ,15 7 9 2 ,6 6 ±  710 ,44

Cl-Col-C  6 (10®) * 1,20 ±  1 ,64 8 82 ,60  ±  509 ,94
8 63 ,00  ±  

575 ,58

C I-C o l-03  (5®) * 1 ,20 ±  1,64
103 ,80  ±  

111,79
6 22 ,00  ±  437 ,80

C I-C 0I-C 4 (3®) * 1 ,20 ±  1,78
16,80 ±  

18,90
----------------

C I-C o l-C (1 3 ® )* 0 ,00  ±  0 ,00 2 17 ,80  ±  378 ,12

C I-C 0I-C 7 (3®) * 1 ,40 ±  1,34 106 ,40  ±  54,02
2 98 ,40  ±  

2 41 ,50

C I-C 0I-C 2 (3®) * 0 ,2 0  ±  0 ,44 0 ,60  ±  1,34
76 ,80  ±  

59,93

C I-C o l-05  (3®) * 0 ,20  ±  0 ,44
16,40 ± 3 1 ,7 2 171 ,80  ±  225 ,16

p=0,28 p=0,003 p=0,11

Teste de Kruskal-W allis H. Análise com parativa da parasitem ia de camundongos  
infectados com a cepa parental e os seus clones.
* Os números entre parênteses indicam a passagem  em  que a cepa e os clones 
foram analisados



Tab. 2 Análise de nriortalidade tardia, até 30  dias, de camundongos infectados com  

a cepa Colom biana do T .  c r u z i  e seus clones

Grupo de estudo Inóculo
Animais

Inoculados
Mortalidade  
dos animais

Percentagem

Cepa Parental (117®) 

C I-C o l-C I (13®) 

CI-C 0 I-C 6 (10®) 

CI-C 0 I-C 3 (5®) 

C I-C 0Í-C 4 (3®) 

C I-C 0I-C 7 (3®) 

C I-C 0 I-C2 (3®) 

Cl-Col-Cõ (3®)

100.000

5 0 .000  

100.000

5 0 .000  

100.000 

100.000 

100.000 

100.000

25

18

25

25

25

25

25

25

9/9

11/11

14/14

12/13

15/19

3 /13

1/13

1/13

100,0%  

100,0%  

100,0%  

92,3  %  

78,9  % 

23 ,0  % ♦ 

7 , 6 %  ♦  

7 , 6 %  ♦

♦ p< 0,0 , pelo teste exato de Fischer



ANEXO II - Tabelas (Quimioterapia)



Tab. 3 Avaliação da Parasitemia tardia da cepa Colombiana do T. cruzi e de seus 

clones no 29° da infecção tratados com Benzonidazol

Grupo de estudo

Tardia 
29° dia de infecção

X ±  DP

T ratado Não Tratado

CI-Col-CI (13®) 3,20 ± 3 ,2 7 ----------

Cl-Col-C 4 (8®) 0,0 ± 0 ,0 0

Cl-Col-C6(10®) 2,20 ±  3,89 863,00 ±  575,58

Cl-Col-C 5 (10®) 2,60 ±  3,43 732,25 ±  688,79

Cl-Col-C 3 (12®) 1,2 ±1 ,78

Cl-Col-C 7 (11®) 0,20 ±  0,44 666,80 ±  525,45

Cepa Parental (131®) 0,00 ±0 ,00 437,20 ±  521,94

Cl-Col-C 2 (8®) 0,00 ±0 ,00 135,20 ±  130,28



ANEXO III - Tabelas (Teste de cura)



Tab. 4 Avaliação dos testes de cura parasitológicos, sorológico e molecular, de

camundongos infectados com cepa Colombiana parental, após tratamento

durante 90 dias, com Benzonidazol

N° do 
animal

Testes parasitológicos

Parasitemia Subinoculação Hemocultura

Teste
sorológico

IFI-Titulos

Teste
molecular

PCR

1

2

3

4

5

6

7

8 

9

10

11

12

13

14

15

NEG

NEG

NEG

NEG

NEG

NEG

NEG

POS

NEG

NEG

NEG

NEG

POS

POS

POS

POS

POS

NEG

NEG

NEG

POS

NEG

NEG

NEG

NEG

POS

POS

POS

POS

NEG

NEG

POS

POS 1:20 

POS 1:640 

POS 1:320 

POS 1:2560 

POS 1:40 

NEG 

POS 1:160

POS 1:320 

POS 1:320

POS 1:640

NEG

NEG

POS

POS

NEG

POS

POS



Tab. 5 Avaliação dos testes de cura parasitológicos, sorológico e molecular de

camundongos infectados pelo clone CI-C0I-CI, após tratados durante 90

dias, com Benzonidazol

N“ do Testes parasitológicos Teste
Sorológico

Teste
molecular

animal Parasitemia Subinoculação Hemocultura I.F .I .-Títulos PCR

1 NEG NEG POS POS 1:5020 NEG

2 —

3 NEG NEG POS POS 1:5020 NEG

4 NEG NEG POS POS 1:5020 NEG

6 NEG NEG POS POS 1:5020 NEG



Tab. 6 Avaliação dos testes de cura parasitológicos, sorológico e molecular, de

camundongos infectados pelo clone Cl-Col-C2, após tratados durante 90

dias, com Benzonidazol

N° do 
animal

Testes parasitológicos

Parasitemia Subinoculação Hemocultura

Teste
sorológico

I.F.I - 
Títulos

Teste
molecular

PCR

1

2

3

4

5

6

7

8 

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

NEG

NEG

NEG

NEG

NEG

NEG

NEG

NEG

POS

NEG

NEG

POS

POS

POS

NEG

NEG

NEG

NEG

NEG

NEG

POS

POS

POS

POS

POS

POS

POS

POS

NEG

NEG

NEG

NEG

NEG

NEG

NEG

NEG

POS

POS

POS

POS

POS

POS

NEG

POS

NEG

NEG

POS 1:40 

POS 1:80 

POS 1:160

POS 1:80 

POS 1:40 

POS 1:160 

POS 1:160

POS 1:20 

POS 1:40

POS 1:40 

POS 1:80 

POS 1:40

NEG

NEG

NEG

POS

NEG

NEG

NEG

NEG

NEG

POS

NEG

POS

NEG



Tab.7 Avaliação dos testes de cura parasitológicos, sorológico e molecular, de

camundongos infectados pelo clone CI-Col-C3, após tratados durante 90

dias, com Benzonidazol

N° do animal
Testes parasitológicos Teste sorológico Teste molecular

Parasitemia Hemocultura I.F.I -Títulos PCR

1 NEG NEG NEG NEG

2 POS

3 NEG NEG POS 1:5120 POS

4 POS -----

5 POS ----- POS 1:80

6 POS POS 1:40

7 NEG NEG POS 1:2560 NEG

8 POS -----

9 POS

10 POS

11 POS

12 NEG NEG NEG POS



Tab. 8 Avaliação dos testes de cura parasitológicos, sorológico e molecular, de

camundongos infectados pelo clone CI-Col-C4, após tratados durante 90

dias, com Benzonidazol

N° do animal
Testes parasitológicos Teste sorológico Teste molecular

Parasitemia Hemocultura I.F.I -Títulos POR

1 NEG POS POS 1:640 NEG

2 POS ----- -----

3 NEG POS POS 1:80 NEG

4 POS

5 POS -----



Tab. 9. Avaliação dos testes de cura parasitológicos, sorológico e molecular de

camundongos infectados pelo clone CI-Col-C5, após tratados durante 90

dias, com Benzonidazol

N° do 
animal

Testes parasitológicos

Parasitemia Subinoculação Hemocultura

Teste
sorológico

I.F .I.-Títulos

Teste
molecular

PCR

1

2

3

4

5

6

7

8 

9

10

NEG

NEG

NEG

NEG

NEG

NEG

NEG

NEG

NEG

NEG

POS

NEG

NEG

NEG

POS

NEG

NEG

NEG

NEG

NEG

POS

NEG

POS

NEG

NEG

NEG

POS

POS 1:5020 

NEG

NEG

POS 1 

POS 1 

POS 1 

POS 1 

POS 1 

POS 1 

POS 1 

POS 1

160

40

180

180

80

5020

5020

180

NEG

NEG

NEG

NEG

NEG

NEG

NEG

NEG

NEG



Tab. 10. Avaliação dos testes de cura parasitológicos, sorológico e molecular de

camundongos infectados pelo clone CI-C0I-C6, após tratados durante 90

dias, com Benzonidazol

N° do Testes parasitológicos Teste
sorológico

Teste
molecular

animal Parasitemia Subinoculação Hemocultura I.F.I. - Títulos PCR

1 NEG POS POS POS 1 ;320 NEG

2 NEG NEG NEG POS 1:320 ------

3 NEG POS NEG POS 1:20 NEG

4 NEG POS POS POS 1:5020 NEG

5 POS

6 NEG NEG NEG POS 1:160 NEG

7 NEG POS POS POS 1:120 NEG

8 NEG NEG NEG POS 1:5020 NEG



Tab. 11. Avaliação dos testes de cura parasitológicos, sorológico e molecular de

camundongos infectados pelo clone CI-Col-C7, após tratados durante 90

dias, com Benzonidazol

N° do Testes parasitológicos Teste sorológico Teste molecular
animal Parasitemia Subinoculação Hemocultura I.F.I. -Títulos PCR

1 NEG POS POS POS 1:320 NEG

2 NEG POS POS POS 1:320 NEG

3 NEG NEG POS 1:640 NEG

4 POS POS ------------- ------------- —

5 NEG ------------- POS POS 1:1280 POS

6 NEG POS POS 1:5020 POS

7 NEG POS POS POS 1:5020 POS

8 NEG POS POS POS 1:2560 POS

9 NEG POS NEG POS 1:640 NEG

10 NEG POS POS POS 1:2560 POS

11 NEG POS POS POS 1:5020 POS

12 NEG NEG NEG POS 1:640 POS

13 NEG POS POS POS 1:2560 POS

14 NEG NEG NEG POS 1:160 POS



Tab. 12. Resultados comparativos dos testes parasitológicos e da reação em 
cadeia da polimerase (PCR) realizados nos camundongos infectados com os clones 
da cepa Colombiana do T. cruzi, após tratamento.

Testes parasitológicos Reação em cadeia da 

polimerase ( PCR)

Percentagem

POS POS 22,0%

POS NEG 45,7%

NEG POS 10,1%

NEG NEG 11,8%

Houve baixa concordância entre os dois testes



ANEXO IV - Figuras (Comportamento biológico)



Fig. 1 - Parasitennia de camundongos infectados com o clone CL-C0I-CI



Fig. 2 Parasitemia de camundongos infectados com o clone CL-Col-C2



Dias de infecção

Fig. 3 Parasitemia de camundongos infectados com o clone CL-Col-C3



Fig. 4 Parasitemia de camundongos infectados com o clone CL-Col-C4



Fig. 5 Parasitemia de camundongos Infectados com o clone CL-Col-C5



Fig. 6 Parasitemia de camundongos infectados com o clone CL-C0I-C6



Dias de infecção

Fig.7 Parasitemia de camundongos infectados com o clone CL-Col-C7



B Forma larga 

□  Fomia delgada

Dias de infécçâo

Fig. 8 Morfologia da formas sanguícolas da Cepa Colombiana parental do T. cruzi. 
Percentagens de formas largas e delgadas no 10® e 14® dias de infecção.

I Formas Largas

Fig. 9 Morfologia da formas sanguícolas Cepa Colombiana parental do T. cruzi e dos 
seus clones. Percentagens de formas largas no 14° dia de infecção.



ANEXO V- Figuras (Quimioterapia)





Fig.10. Parasitemia dos camundongos infectados com a cepa parental e os clones 

C l, C2, C3 da cepa Colombiana do T.cruzi, e tratados com o Benzonidazol

A: Cepa parental e controles não tratados

B: Clone Cl e controles não tratados

C: Clone C2 e controles não tratados

D: Clone C3 e controles não tratados





Fig.11- Parasitemia dos camundongos infectados com clones C4, C5, C6,C7 da 

Cepa Colombiana do T.cmz/tratados com o Benzonidazol

A: Clone C4 e controles não tratados

B: Clone C5 e controles não tratados

C: Clone C6 e controles não tratados

D: Clone C7 e controles não tratados



ANEXO VI- Pranchas (Isoenzimas)





Fig. 12. Bandas eletroforéticas reveladas na enzima PGM (fosfoglucomutase) da 

cepa parental e dos clones Cl e C2, e controles (cepa Peruana, 21 SF e 

Colombiana)





Fig.13. Bandas eletroforéticas reveladas na enzima PGM (fosfoglucomutase) da 

cepa parental e dos clones C3 e C7, e controles (cepa Peruana, 21 SF e 

Colombiana)





Fig. 14 Bandas eletroforéticas reveladas na enzima GPI (glucosefosfato isomerase) 

da cepa parental e dos clones Cl e C2, e controles (cepa Peruana, 21 SF e 

Colombiana)





Fig. 15 Bandas eletroforéticas reveladas na enzima GPI (glucosefosfato isomerase) 

da cepa parental e dos clones C3 e C4, e controles (cepa Peruana, 21 SF e 

Colombiana)





Fig.16. Bandas eletroforéticas reveladas na enzima ALAT (alanina aminotransferase) 

da cepa parental e dos clones C l, C2, C3, C4, e controles (cepa 

Peruana, 21 SF e Colombiana)





Fig.17. Bandas eletroforéticas reveladas na enzima ALAT (alanina aminotransferase) 

da cepa parental e dos clones C5, C6, C7, e controles (cepa Peruana, 21 

SF e Colombiana)





Fig.18. Bandas eletroforéticas reveladas na enzima ASAT (aspartato 

aminotransferase) da cepa parental e dos clones C l, C2, C3, C4, e controles 

(cepa Peruana, 21 SF e Colombiana)





Fig.19 Bandas eletroforéticas reveladas na enzinna ASAT (aspartato 

aminotransferase) da cepa parental e dos clones C5, C6, C7, e controles 

(cepa Peruana, 21 SF e Colombiana).



ANEXO Vll- Pranchas (Histopatologia)



Fig. 20



A: 20 dias de infecção; Músculo esquelético com extensas áreas de destruição de 

fibras musculares e substituição por infiltrado mononuclear. 100X;

B: 20 dias de infecção: Secções de miocárdio, mostrando célula cardíaca parasitada 

e difuso e moderado infiltrado mononuclear intersticial. 250X;

C: 20 dias de infecção: Músculo esquelético, mostrando destruição focal de fibras 

musculares, denso infiltrado mononuclear intersticial 400X;

D: 30 dias de infecção: Extensa área de destruição de fibras musculares, 

observando grande ninho parasitário em célula muscular com avançada 

desintegração citoplasmática. 400X.

Fig 20. Camundongos controles infectados com a cepa Colombiana parental.



Fig. 21



A: 20 dias de infecção: Miocárdio com extensas áreas de necrose de fibras 

parasitadas, observando-se densos infiltrados focais de polimorfonucleares, de 

permeio com os detritos parasitários e difuso infiltrado mononuclear. 250X;

B: 20 dias de infecção: Músculo esquelético com área focal de destruição de célula 

muscular e denso infiltrado focal mononuclear. 400X;

C: 25 dias de infecção: Miocárdio com intenso infiltrado intersticial mononuclear e 

presença de ninhos parasitários intracelulares. 250X;

D: 25 dias de infecção: Músculo esquelético com denso e difuso infiltrado 

mononuclear intersticial.250X

Fig. 21- Camundongos infectados com o clone C l.



Fig. 22



A: 25 dias de infecção: Músculo esquelético mostrando extensa lesão necrótica de 

fibra muscular, com detritos celulares e infiltrado mononuclear. Hialinização de fibra 

muscular não parasitada e presença de ninho parasitário sem reação. 250X;

B: 25 dias de infecção: Músculo esquelético com necrose focal de fibra muscular 

parasitada, observando-se detritos parasitários e celulares e infiltrado 

mononuclear.400X

C: 30 dias de infecção: Miocárdio com extensas áreas de destruição de células 

cardíacas e substituição por infiltrado mononuclear intenso. 250X

D: 30 dias de infecção: Miocárdio com acentuado e difuso infiltrado mononuclear 

intersticial. 250X.

Fig. 22 : Camundongos infectados com o clone C2.



Fig. 23



A: 20 dias de infecção; Músculo esquelético com volumosos ninhos parasitários no 

interior de fibras musculares, edema intersticial e denso infiltrado mononuclear. 

400X;

B; 20 dias de infecção: Músculo esquelético com extensa área de destruição de fibra 

muscular parasitada, edema intersticial e infiltrado mononuclear. 250X;

C; 20 dias de infecção: Miocárdio mostrando extensas áreas de destruição de fibras 

cardíacas, acentuado e difuso infiltrado mononuclear. 250X;

D; 30 dias de infecção; Músculo esquelético com extensa destruição de fibras 

musculares e denso infiltrado mononuclear intersticial e peri-arteriolar.400X.

Fig. 23- Camundongos infectados com o clone C3.



Fig. 24



A; 20 dias de infecção; Miocárdio com lesões focais de destruição de fibras 

parasitadas, com densos infiltrados de polimorfonucleares neutrófilos e difuso 

infiltrado intersticial mononuclear. 250X;

B; 20 dias de infecção; Músculo esquelético com áreas de destruição de fibras 

musculares e substituição por infiltrados mononucleares. 450X;

C; 25 dias de infecção- Miocárdio com parasitos intracelulares e áreas de destruição 

de fibras parasitadas, com densos infiltrados mononucleares, com 

polimorfonucleares. 250X;

D; 25 dias de infecção; Músculo esquelético com grande ninho parasitário e áreas 

focais de destruição de fibras musculares, com denso infiltrado mononuclear. 400X.

Fig. 24. Camundongos infectados com o clone C4.



Fig. 25



A:20 dias de infecção: Miocárdio com extensas áreas de destruição das fibras 

cardíacas, densos infiltrados intersticiais de mononucleares e proliferação 

fibroblástica.250X;

B: 25 dias de infecção: Músculo esquelético: vista geral mostrando extensas áreas 

de destruição de fibras miocárdicas e substituição por densos infiltrados 

mononucleares intesticiais.lOOX;

C: 30 dias de infecção- Miocárdio mostrando necrose e hialinização de fibras 

cardíacas e densos infiltrados mononucleares intersticiais. 250X;

D: 30 dias de infecção- Músculo esquelético mostrando intenso infiltrado 

mononuclear intersticial e perivascular. 400X.

Fig. 25. Camundongos infectados com o clone C5.



Fig. 26



A: 20 dias de infecção: Miocárdio com células cardíacas parasitadas em diferentes 

graus de degeneração: necrose e focos de infiltrado mononuclear. 250X:

B: 20 dias de infecção- Músculo esquelético com grandes ninhos parasitários em 

desintegração e necrose de fibras musculares. 400X:

C: 20 dias de infecção: Miocárdio com lesão focal de fibra parasitada, com denso 

infiltrado de polimorfonucleares neutrófilos e infiltrado mononuclear difuso. 250X;

D: 20 dias de infecção: Músculo esquelético com extensas áreas de destruição de 

fibras musculares parasitadas e densos infiltrados de mononucleares e de 

polimorfonucleares. 250X.

Fig. 26. Camundongos infectados com o clone C6.



ANEXO Vlll - Pranchas (PCR)
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Fig. 27. Amplificação do DNA do cinetoplasto (kDNA) de amostras* sanguíneas dos 

camundongos infectados pelos clones C l, C2, C3, C4, C5, C6, do T. cruzi, tratados 

com 0 Benzonidazol

A: Amplificação do kDNA dos clones C2, C7;

B: Amplificação do kDNA do clone C7 e controles positivo, negativo e água;

C: Amplificação do kDNA dos clones C l, C3, C4 

D: Amplificação do kDNA do clone C5

* Os números das amostras de DNA extraídos do sangue de camundongos 

infectados, estão indicados na parte superior e inferior das figuras

M: Marcador LADDER de 100 pares de bases



Fig. 28



153

Fig. 28. Amplificação do DNA do cinetoplasto de amostras* sanguíneas dos 

camundongos infectados com a cepa Colombiana parental do T.cruzi com o clone 

C6, tratados com o Benzonidazol, e controles não tratados

A: Amplificação do kDNA da Cepa Colombiana do T cruzi;

B; Amplificação do kDNA do clone C6, água, controles negativo e positivo

* O número das amostras de DNA, extraídos do sangue de camundongos 

infectados, estão indicados na parte superior e inferior da figura 

M - Marcador LADDER de 100 pares de bases



Fig. 29

A
B
C
D
E
F
G
H

Col Col Col Col Col Col Col Col C6 Col Col Col
Col C6 C6 C6 Cl €6 C6 C6 H2O CN CP X
Cl Cl Cl Cl Cl X C3 C3 C3 C3 C4 C4
C5 C5 C5 C5 C5 C5 C5 C5 C5 H2O CN CP
C7 C7 €7 €7 C7 C7 C7 C7 C7 C l C7 C7
C7 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2 C2
C2 C2 C2 X H2O X CN X CP X X C4
X X X X X X X X X X X X

Hibridização pelo dot-blot, com as amostras de sangue de camundongos 
infectados com clones e cepa parental do T.cruzi, tratados com Benzonidazol 
e não tratados, e controles positivos provenientes de cultura, utilizando a 
sonda P67, que corresponde à região mini-repetida conservada do 
minicírculo do kDNA.

C- Clone positivo; C- Clone negativo; CP- Controle positivo (cultura do 
T.cruzi); Col- Cepa parental tratada, positiva; Col- Cepa parental não tratada, 
negativa; Col- cepa parental tratada negativa; CN- Controle negativo; X- sem 
amostra



Anexo IX - Substâncias químicas das reações de isoenzimas



1.1. Solução estoque para o tampão do eletrodo

1.2. Substâncias:

- Tris 0,5 M =:> pH7,4

- Ácido maléico ^  0,5 M

- EDTA Nas 2H2O ^  0,05 M

- Água DDD q.s.p ^  1 litro

1.3. Tampão do eletrodo: Tris / maleato => 0,15 M => pH= 7,4

1.4.. Tampão do gel: Tris/ Maleato 0,15 M pH 7,4 (1/10 do tampão do eletrodo)

1.5. Gel de amido:

- Starch-gel hydrolized potato Sigma

1.6. Condições de eletroforese: 150 V , 20 mA

1.7. Tempo de migração: 2 horas

1.8. Revelador:

1.8.1. Substâncias usadas

- Tris/ HCl 0,3 M pH 7 ,4 ^  100 mM

- Cloreto de Magnésio (MgCla) 0,5 M => 10,00 mM

- p- Nicotinamida-Adenina-Dinucleotideo-Fosfato ((3 -NADPNa.4 H2O) 

a-D-glucose.lP 132 mM =>5,45 mM

- Glucose-6-Fosfato Desidrogenase (G6PD) => 0,30 U/ml

- Metil-tiazolil-tetrazóiio (MTT) 18mM=> 0,36 mM

- Fenazina-meta-sulfato (PMS) 3,26 mM ^  0,03 mM

- Ágar 1,2% a 65 °C=> 0,6%

1. PGM



2.1. Solução estoque para o tampão do eletrodo 

Substâncias

- Na2HP04 =í> 0,5 M

- Na2HP04 ^  0,5 M

2.2. Tampão do eletrodo => 0,2 M ^  pH= 7,4

Tampão do gel: tampão fosfato 0,015 M => pH 7,4 (3/40 do tampão do eletrodo)

2.3. Gel de amido

- Starch-gel hydrolized potato Sigma

2.4. Condições de eletroforese: 150 V , 20 mA

2.5. Tempo de migração: 2 horas

2.6. Revelador

2.6.1. Substâncias usadas

- Tris/HCI 0,3M pH 8,5 ^  lOOmM

- p- Nicotinamida- Adenina- Dinucleotideo-Fosfato (p-NaDP 4 H2O)

- Cloreto de magnésio (MgCb) => 12,2 mM

- D- Frutose- 6- Fosfato (D-frutose 6P) 67,2 mM => 1,34 mM

- Glucose-6-Fosfato- Desidrogenase (G6PD) 3750 U/ml => 0,60 U/ ml 

-Ágar1,2% a65°C=> 0,6%

- Metil- Tiazolil- Tetrazóiio (MTT) 0,36 mM ^  0,03 mM

- Fenazina- Metil Sulfato (PMS) 3,26 mM => 0,03 mM

2. GPI



3. ALAT

Solução tampão do eletrodo

3.1. Substâncias usadas

- Tris/citrato 0,15 M pH 9,0

- água DDD q.sp => 1 litro

3.2. Tampão do gel: (1/10 do tampão do eletrodo) 0,015 M => pH 9,0

3.3. Gel de amido

- Starch-gel hydrolized potato Sigma

3.4. Condições de eletroforese: 300V 6mA

3.5.. Tempo de migração: 1h e 30 min

3.6. Revelador

3.6.1.. Substâncias usadas

- Tampão fosfato 0,1 M pH 7,4 => 100,0 mM

- P - Nicotinamida- adenina- Dinucleotídeo (p-NADPH Na2 => 3,0mg

- a - ceto-glutarato => 9,91 mM

Lactato desidrogenase em glicerol (LDH) 50% a 4.500 U/ml ^  15U/ml

- L-alanina => 224,5 mM

4. ASAT

4.. Solução tampão do eletrodo 

Substâncias usadas

- Glicina/NaOH i^0 ,15M  pH 9,5

- Água DDD q.s.p 1 litro



5.2. Tampão do gel: 1/10 do tampão do eletrodo

5.3. Gel de amido

- Starch-gel hydrolized potato Sigma

5.4. Condições de eletroforese: 300V 6 mA

5.5. Tempo de migração: 1 h

5.6. Revelador

5.6.1. Substâncias usadas

- Tampão fosfato 0,1 M pH 7,4 =t> 100 mM

- P - Nicotinamida- Adenina- Dinucleotídeo (p- NADH Naa) => 0,705 mM

- a - ceto-glutarato =í> 9,91 mM

- Malato desidrogenase em glicerol 50 % (MDH) a 4.500 U/ml ^  4,37

U/ml

- Ácido aspártico => 28,80 Mm
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