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RESUMO

Caracterizacdo clonal da cepa Colombiana do T.cruzi: estudo do comportamento
biolégico, bioquimico e da resposta terapéutica dos clones isolados. A cepa
Colombiana do T. cruzi, protétipo do biodema Il e do zimodema 1, apresenta
caracteres bem definidos quanto & sua patogenicidade e tropismo tissular. Foi
investigada a estrutura clonal dessa cepa, com o objetivo de caracterizar as suas
populagdes e investigar a relagdo entre a resposta aos quimioterapicos e as
caracteristicas dos seus clones. Foram isolados sete clones. Oito grupos de
camundongos albinos Swiss foram infectados com a cepa parental e seus clones,
com indculos que variaram entre 5 X 10* a 1 x 10°, e analisados os caracteres
bioldgicos (indices parasitémicos, mortalidade, morfologia das formas sanguicolas) e
isoenzimaticos (PGM, GPI, ASAT, ALAT), e realizado o estudo histopatdlogico para
investigagdo do tropismo tissular e da patogenicidade. Resposta a 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 infecgdo. Os
animais tratados, foram submetidos aos testes de cura parasitolégicos, ao teste
sorolégico e ao teste molecular realizado pelo PCR do sangue periférico. Os
resultados mostraram que, tanto a cepa Colombiana parental, como os sete clones,
apresentam as caracteristicas béasicas das cepas do Tipo Il e perfil isoenzimatico do
Zimodema 1, embora com variagdes no numero de bandas em ALAT e ASAT. A
cepa parental mostrou viruléncia elevada, com indice de mortalidade alto até 30 dias
(100%), tambem observado em quatro dos clones, com indices de 78 a 100%. Em
trés clones a mortalidade foi baixa (7% a 23%). As lesdes histopatoldgicas foram
caracteristicas das cepas de Tipo lll, com predominancia de parasitismo de musculo
esquelético e, em menor grau, do miocardio , com lesdes necrético- inflamatérias
extensas, entre 20 e 30 dias de infecgdo. Os resultados da quimioterapia mostraram
alta resisténcia da cepa e dos clones, ao tratamento com o Benzonidazol. Em
conclusao, a estrutura clonal da cepa Colombiana, na amostragem estudada, é
homogénea, com variagbes de viruléncia, mantendo os perfis parasitémicos, o
padrao Z1 do zimodema, alta patogenicidade e resisténcia ao tratamento

quimioterapico.
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ABSTRACT

Phe Colombian strain of T, cruzi, protype of biodeme Il and zymodeme 1, presents
well defined characters with reference to its pathogenicity and tissue tropism. The
clonal structure of this strain was studied in order to characterize its populations and
to investigate the relationship between chemotherapeutic response and its clonal
characteristics. Seven clones were isolated. Eight groups of Swiss mice were
infected with parental strain and clones, respectively with inocula from 5x10* to 1x10°
blood forms; their biological (parasitemic rates, mortality, morphology of blood forms)
and isoenzymic (PGM, GPI, ASAT, ALAT) characters were analysed;
histopathological study was performed in order to investigate tissue tropism and
pathology. Response to the chemotherapy: eight groups of mice, infected with
parental strain and clones, were treated with Benznidazole during 90 days, from the
20™ day of infection. Treated animals were submitted to parasitological tests of cure
and to serologic test. Examination of peripheral blood by the PCR (Polymerase chain
reaction) method was performed as cura test, to detect parasite positive cases post
treatment. Results indicated that, both the parental Colombian strain and the seven
clones, exhibit the Type lll strain basic characteristics and zymodeme 1 isoenzymic
profile, although presenting variations in ALAT and ASAT 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 were characteristics of Type lll strains, with predominance
of skeletal muscle parasitism and, to a minor degree, in myocardium, exhibiting
necrotic-inflammatory extensive lesions from 20" to 30™ day of infection.
Chemotherapic 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 zymodeme profiles, high
pathogenicity and resistance to treatment.




1. INTRODUGAO

1.1. Aspectos gerais

O Trypanosoma cruzi descrito por Carlos Chagas em 1909, com a
designacdo de Schizotripanum cruzi, € um protozoario da Ordem Kinetoplastida, da
Familia Trypanosomatidae e Género Trypanosoma, apresentando um ciclo evolutivo
alternado, entre o hospedeiro vertebrado e o inseto vetor da Subfamilia Triatominae.

Incluido na Segao Stercoraria por HOARE (1964) (PESSOA, 1988), o
parasito evolui no intestino posterior do inseto hemiptero hematéfago, onde atinge a
forma tripomastigota metaciclica infectante, e no sangue e tecidos do hospedeiro
vertebrado, onde também completa o seu desenvolvimento até as formas
tripomastigotas sangiicolas, também infectantes. HOARE classificou a espécie no
Subgénero Schizotripanum em razao das suas caracteristicas peculiares, como a
forma tipicamente recurvada em C, e cinetoplasto volumoso, préximo da
extremidade posterior que € pontiaguda.

Esses parasitos, apds isolados dos hospedeiros, por meio de
xenodiagnéstico, hemocultura ou outros métodos, sdo mantidos no laboratério por
passagens sucessivas, em culturas axénicas, em culturas de células, em vetores ou
em animais de laboratério. Esses isolados foram designados por LUMSDEM (1977)
como sendo cepas. Deste modo, cepa constitui uma populagdo de parasitos de uma
mesma origem, podendo ser homogénea ou heterogénea. Tanto cepas (segundo

conceito ja firmado), como clones, que sao populagdes isoladas de cepas, podem



ser caracterizados sob varios aspectos, isto &, sob critérios biolégicos (biodemas),
bioguimicos (enzimaticos) ou analise molecular (esquizodema).

Desse modo, com objetivo de dar continuidade, no Laboratério de Doenga
de Chagas Experimental, aos estudos de populagbes que se constituem em
cepas, realizou-se a clonagem da cepa Colombiana do Trypanosoma cruzi, que é
o protétipo do Biodema lll, isolando-se sete clones, que foram analisados quanto

ao seu comportamento biolégico, zimodémico, e resposta quimioterapica.

1.2 Conceito de cepas/biodemas/zimodemas/esquizodemas

Cepas do Trypanosoma cruzi sdo isolados mantidos em laboratério por
passagens sucessivas em culturas axénicas, culturas de ceélulas, em vetores ou
em animais experimentais, de acordo com LUMSDEN (1977).

Os biodemas séo tipos de cepas do T. cruzi agrupadas, de acordo com o
seu comportamento biolégico, em animais experimentais, pela analise da
parasitemia, morfologia das formas sangiicolas, viruléncia, patogenicidade e
histotropismo. Foram classificados de acordo com ANDRADE (1974) em Tipos |,
I, 1.

Os zimodemas sdo os padrées isoenzimaticos que, em conjunto,
caracterizam o fenétipo das cepas, pela analise genética da mobilidade

eletroforética de enzimas multilocus em gel de amido. Sua classificagdo foi



proposta por MILES et al. (1980) em trés zimodemas (Z1, Z2b, Z2) e por
ROMANHA (1982) em quatro zimodemas (A,B,C,D).

A andlise do esquizodema é uma técnica para a caracterizagdo de
tripanosomatideos, que se baseia na separagdo eletroforética de fragmentos
produzidos por endonucleases de restrigdo do kDNA (DNA do cinetoplasto) e do
Unico e abundante DNA mitocondrial que define a Ordem Kinetoplastida. O padrado
eletroforético obtido, chamado DNA "fingerprint”, € um marcador molecular do
cinetoplasto que permite classificar cepas e clones em esquizodemas. Os
esquizodemas correspondem a grupos de organismos que exibem padrao idéntico
de minicirculos do kDNA (GONGCALVES & MOREL., 1984). Outras técnicas tém
sido introduzidas para analise do DNA do T. cruzi, como RFLP ( polimorfismo no
comprimento dos fragmentos de restricdo ), RAPD ( polimorfismo do DNA
amplificado ao acaso), PFGE ( eletroforese em campo pulsado) e SSR-PCR(
"Primers" ancora de seqléncia repetida), utilizadas mais recentemente por

OLIVEIRA et al. 1997; MACEDO & PENA, 1998.

1.3. Estudo dos biodemas

ANDRADE et al. (1970), visando estudar comparativamente os aspectos
biolégicos, morfolégicos e lesdes histopatolégicas em animais experimentais
infectados por cepas de diferentes procedéncias (cepas Peruana, S&o Felipe - Ba,
Colombiana), mostraram que as mesmas, além de diferirem na patogenidade,
mortalidade e parasitemia, apresentaram também diferengas nos padrbes

morfoldgicos e nas lesdes tissulares.



ANDRADE (1974), apos fazer o estudo citado acima, classificou as cepas
mantidas no laboratério em trés tipos biolégicos ou biodemas designados como
Tipo I, II, lll, sendo essa classificagdo adotada como modelo padrdo pela
Organizagdo Mundial de Saude (WHO, 1986).

As cepas do tipo | apresentam taxa de multiplicagdo rapida, com
parasitemia maxima e mortalidade entre o 7° e o 12° dia de infecgéo,
predominancia de formas delgadas e macrofagotropismo na fase inicial da
infecgdo, tendo como protétipos as cepas Y e Peruana;

As cepas do Tipo Il apresentam multiplicagcdo relativamente baixa, com
picos parasitémicos irregulares entre o 12° e 20° dias de infecgédo, quando a
mortalidade atinge o maximo, predominancia de formas largas com baixa
percentagem de formas delgadas na fase inicial da infecgdo, miotropismo com
envolvimento prédominante do miocardio, tendo como protétipos as cepas 12 SF e
21 SF(Séo Felipe - BA).

As cepas do Tipo lll apresentam baixa multiplicagdo inicial, com picos
parasitémicos altos e tardios (20° e 30° dias apds a infecgdo), baixas taxas de
mortalidade até o 50° dia de infecgdo, predominancia de formas largas ao longo
de todo o curso da infeccdo e miotropismo com envolvimento predominante do
musculo esquelético, tendo como protétipo a cepa Colombiana . |

Cepas protoétipos dos diversos biodemas como as cepas Y, 21 SF (Sdo
Felipe - BA) e Colombiana, dentre outras, acompanhadas em laboratério, tém
mantido a sua estabilidade ha mais de 20 anos, embora tenha se observado uma

exaltagdo da viruléncia desta ultima, com mortalidade mais elevada e mais



precoce, até os 30 dias. BRENER et al. (1974), estudando as curvas de
parasitemia das cepas FL, Berenice e PNM ap6s oito anos seguidos de
passagens repetidas mostraram que cada cepa manteve a sua estabilidade.

ANDRADE et al. (1985), estudando a resposta imunoldgica e biolégica em
camundongos Swiss, com os trés diferentes tipos de cepas do T. cruzi (Tipo | -
Peruana; Tipo Il - 12 SF e 21 SF; Tipo lll - Colombiana), mostraram diferentes
modelos para cada cepa. Todas as cepas prototipos determinaram uma
diminuigdo nos niveis de IgG1 no inicio da infec¢do, com recuperagdo variavel
para cada cepa. Foi evidenciado progressivo aumento de 1gG2a apds o 14° dia de
infecgdo, embora com diferentes taxas, enquanto que os niveis de IgG2b
aparecem no inicio da infeccdo, mantendo niveis altos em animais infectados com
a cepa 21 SF. Os autores determinaram, ainda, que a cepa Colombiana
apresentou uma correlagdo positiva entre parasitemia e os niveis de IgG1, 1gG2a
e 1gG2b, com niveis elevados, coincidindo com picos parasitémicos tardios entre o
20° e 30° dias de infeccdo. Ja a cepa Peruana apresentou decréscimo no inicio da
infecgdo, seguido de niveis altos de 1gG2a e 1gG2 b entre o 14° e 16° dias de
infecgao.

Ao analisarem, conjuntamente, os niveis de Ig e mortalidade (IgM, IgG1,
IgG2a e b), os autores mostraram que existe uma correlagéo significante entre a
infecgdo dos animais com cepa Colombiana e os niveis de IgG1 e IgG2a enquanto
que a cepa 12 SF apresentou essa correlagdo entre os niveis de IgG2a e b. Os

niveis de IgM elevaram-se nos trés tipos de cepas a partir do 14° dia de infecgéo,



sendo que os niveis mais altos foram observados com a cepa Colombiana e, os
mais baixos, com a cepa Peruana.

ANDRADE et al. (1981), apds fazerem a analise de cada antigeno, contra
antisoros homologos e heterdlogos de diferentes cepas do T. cruzi, por meio de
imunoeletroforese, verificaram que o soro anti-Peruana e anti-21 SF, quando
reagiram com os antigenos heter6logos mantiveram o mesmo padr&o observado
em sua reagdo com os antigenos homologos. O soro anti-Colombiana, entretanto,
mostrou padrdes diferentes quando reagiu com os antigenos heterélogos. Esses
resultados sugeriram a existéncia de componentes comuns nas trés cepas, que
diferem quanto & sua imunogenicidade, e que a cepa Colombiana tem, além disso,

componentes proprios que diferem das demais.

1.4. Clonagem de cepas/Conceito de clones

Um clone é um conjunto de organismos originados de uma unica célula
que, por divisGes mitoticas, da origem a células filhas, geneticamente idénticas
entre si.

O método de clonagem €& a primeira etapa para se estudar populagdes de
clones, podendo ser realizado através do isolamento de apenas uma forma
tripomastigota (DVORAK , 1985) ou por dilui¢des limitantes (GOLDBERG & SILVA
PEREIRA ,1983).

As principais vantagens de se estudar clones isolados de cepas do T.
cruzi residem na possibilidade de diferenciar clones patogénicos dos n&o

patogénicos;, determinar a homogeneidade ou heterogeneidade das



subpopulacdes; detectar e diagnosticar individualmente o agente etiologico,
compreendendo a sua epidemiologia e o seu modo de transmisséo; tentar explicar
os sintomas clinicos e as diversas manifestacbes da doenga de Chagas em
grandes areas geograficas; e compreender a inter-relacdo do hospedeiro com as
subpopulag¢des do parasito.

A caracterizagdo biolégica de 19 clones das Cepas CA-l e Miranda,
isolados de pacientes chagasicos crénicos e em meio liquido LIT (ENGEL et
al.,1982), indicou diferencas significantes inter e intra-grupos, sugerindo a
presenga de subpopulagbes e heterogeneidade genética, manutengéo da
estabilidade na taxa de crescimento e volume modal. Durante oito meses, dois
clones (CA-1/64 e Miranda/83) ndo mostraram variagdo, mas quando foram
transferidos para o meio BESM e transferidos para o meio LIT, a taxa de
crescimento modal e volumes modais foram idénticos as da cepa original crescida
em meio LIT. Diferengas significantes em volumes modais foram encontradas
entre cepas clonadas de Miranda e CA-l. A falta de correlagdo entre a taxa de
crescimento e volume modal implica que essas caracteristicas sdo independentes,
sugerindo a presenca de subpopulagdes dentro de uma cepa (ENGEL et al,
1982).

DVORAK (1984), estudando "in vitro" os clones CA-I/71, CA-l/72,
Miranda/76 Miranda/80, quanto a infecgdo em musculo esquelético de embrido
bovino, mostrou que o clone Ca-1/71 foi o mais infeccioso, sugerindo diferengas na
quantidade de receptores como a N-Acetyl-Glicosamina dos parasitos para

explicar esse fendbmeno.



BONGERTZ & DVORAK (1983), estudando por meio de imunoeletroforese
a composicdo antigénica de duas cepas do T. cruzi, Tulahuen e Y, e de seis
clones, WA-250 /1, WA-250/2, Esmeraldo/2 (Esm/2 e Esm/3), CAN-III/1, CAN-III/2,
mostraram uma variagdo entre o numero de antigenos comuns. Utilizando-se o
soro imune anti-Y, anti-Tula, anti-Esm/2, e CAN-IlI-1 e CAN-IlI-2 pode-se detectar
cinco antigenos comuns, para todos os isolados. O soro imune dos clones anti-
WA-250/2 e anti-Esm/3 apresentaram seis antigenos comuns, enquanto que o
anti-WA-250/1 apresentou sete antigenos comuns para todos os isolados. Os
autores encontraram antigenos especificos nos clones Esm/2 e Esm/3. Esses
dados, analisados em conjunto, indicaram que as cepas do T. cruzi séo
compostas de populagdes antigenicamente heterogéneas.

POSTAN et al. (1983), ao comparar a evolugéo da infeccdo de dois clones
(Sylvio X-10 /4 e Sylvio X-10/7) em camundongos da linhagem C3H/HEN--,
mostraram que o primeiro clone levou a uma infec¢do crdnica, enquanto que o
segundo levou a uma infecgéo letal aguda, com altos picos parasitémicos e taxa
de sobrevida menor. Resultados semelhantes foram obtidos por POSTAN et al.
(1986), quando analisaram a viruléncia e patogenicidade dos mesmos clones em
camundongos C3H /He. Comparando-se os resultados obtidos anteriormente com
os obtidos a partir da infecgdo em camundongos da linhagem C57/BL6, esses
animais apresentaram maior susceptibilidade (POSTAN et al., 1984).

POSTAN et al. (1986), estudando a patogenicidade de dois clones (Sylvio-
X10/4 e Sylvio X-10/7) em camundongos isogénicos, verificaram que eles

produziram infiltrado inflamatério no coragdo e muasculo esquelético, e



encontraram a presenca de parasitos em 59% dos camundongos infectados. Os
camundongos infectados com o clone Sylvio-X10/7 apresentaram niveis elevados
de IgG.

Na infeccdo de fibroblastos de camundongos com 2 clones isolados da
Cepa Y, estes apresentaram diferentes habilidades de penetragéo e de fagocitose
para macrofagos. A caracterizagdo biolégica do segundo clone mostrou diferenga
de patogenicidade para o animal experimental, determinando baixa parasitemia e
mortalidade tardia em camundongos (TITTO et al., 1987).

O comportamento biolégico em animais experimentais de clones isolados
das cepas Y e CL, indicou serem heterogéneos, enquanto que clones isolados da
cepa MR apresentaram homogeneidade nos seus caracteres (MARQUES DE
ARAUJO & CHIARI, 1988).

O estudo do clone CL Brener mostrou diferengcas de comportamento em
relagéo a cepa CL, apresentando parasitismo preferencial no coragdo e células
musculares, e curvas parasitémicas definidas, promovendo mortalidade em
camundongos e suscetibilidade as drogas conhecidas (ZINGALES et al.,1997).

Animais experimentais infectados com o clone CL-14 apresentaram
auséncia de parasitismo e de alteragdes histopatologicas, o que indicou ser esse
clone néo infectivo (LIMA et al., 1995); entretanto, apesar dessa aparente néo
infectividade, os camundongos infectados com esse mesmo clone e com a cepa
Y (virulenta e letal) desenvolveram alta resisténcia a essa cepa e persistiram com

a parasitemia negativa indicando um potencial vacinante.
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LAURIA- PIRES & TEIXEIRA (1994), analisaram o comportamento
biolégico dos clones h1 e h2, isolados de pacientes chagasicos, com doenga no
coragdo, e dos clones m1, m2, m3 e m4, de pacientes com megaesotfago.
Quando inoculados em camundongos da linhagem Balb/c, os clones h1 e h2
apresentaram baixas parasitemias, enquanto que os clones m1, m2, m3, e m4
apresentaram altas parasitemias.

Embora ndo houvesse confirmacdo da ocorréncia de populagdes clonais,
coexistindo num mesmo paciente (LANA et al., 1996), diferengas marcantes foram
encontradas, no comportamento bioldgico, zimodémico e esquizodémico entre
dois isolados da cepa Berenice (primeiro caso descrito da doenca 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 restrigdo) de produtos amplificados pelo PCR
(Reagdo 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. Analise dos zimodemas

Os estudos de cepas oriundas de diferentes procedéncias e que
apresentaram comportamentos bioldgicos e tropismos tissulares, também
diferentes, permitiram levantar hipdteses sobre a heterogeneidade das cepas
classificadas em diferentes biodemas. O estudo dos zimodemas por ANDRADE et
al. (1983) mostrou correlagbes nitidas entre os aspectos biolégicos e

zimodémicos: correlacionou as cepas do Tipo Il com Z2, Tipo lll com Z |; e as
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cepas do Tipo | mostraram um perfil peculiar que posteriormente foi identificada
em cepas da Bolivia (TIBAYRENC et al.,, 1984 e do Chile (MILES et al., 1980;
MILES,1985), sendo designadas como Z2b por estes ultimos.

CASTRO SILVA & ANDRADE (1989), ao investigarem a estabilidade dos
extratos enzimaticos de nove cepas de T. cruzi, armazenadas por um periodo
longo em nitrogénio liquido, e comparando com os exiratos dessas mesmas
cepas, armazenadas por um periodo de um ano, mostraram que os perfis
eletroforéticos mantiveram-se idénticos.

As cepas do Tipo | (Y), Tipo Il (21 SF) e Tipo Il (Colombiana) apos
passagens em espécies de triatomineos autdctones e aléctones, ou quando
passadas, sucessivamente, em diferentes meios de cultura, também n&o
alteraram o comportamento biolégico e os padrdes isoenzimaticos (MAGALHAES,
et al., 1985, MAGALHAES et al., 1996; MAGALHAES & ANDRADE, 1991).
CAMPOS & ANDRADE (1996) também demonstraram estabilidade isoenzimatica
e dos caracteres bioldgicos 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, concluiram que o Z2 apresentou
heterozigosidade, sugerindo a hipotese da diploidia e auséncia da reprodugéo
sexuada.

TIBAYRENC et al. (1986), ap6s analisarem os zimodemas de 121 cepas
oriundas de varias areas geograficas, propuseram uma complexa estrutura
multiclonal. Os resultados obtidos permitiram aos autores concluirem que a

evolugdo clonal do T. cruzi é ancestral, e que numerosos clones foram evoluindo,
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independentemente, ao longo do tempo. A partir desses estudos, a teoria da
estrutura clonal de protozoarios tem sido proposta por outros autores, como
TIBAYRENC & AYALA (1987; 1991).

ROMANHA (1982), apos 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 andlise
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 isoenzimatica baixa, enquanto que varios
clones isolados do Chile e Bolivia, indicaram heterogeneidade enzimatica. Esta
heterogeneidade é explicada pela circulagdo de hospedeiros invertebrados e
vertebrados, albergando clones do T. cruzi entre esses dois ultimos paises.

GOMES et al. (1991) apos estudarem em trés cepas (A138, B147, C231)
do T. cruzi (zimodemas A, B, C,) e 20 clones da 12 geragéo, dez clones da 2°% e
quatro clones da 32 geragdo, mostraram que os clones obtidos apresentaram
identidade total com os parentais. Analisaram a cepa D150 (Zimodema D) e
verificaram que, dos 29 clones estudados na 12 geragéo, 28 foram classificados

como Zimodema A e, somente um como Zimodema C, confirmando ser essa cepa
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heterogénea. Os autores, ao compararem esses resultados com os padrdes de
kDNA, confirmaram que o clone da cepa D150 (Zimodema C) apresentou padrao
idéntico ao kDNA da cepa parental.

Cento e nove isolados do T.cruzi da Bolivia, oriundos de triatomineos
domicilares e do hom}em, foram classificados em dois zimodemas principais e
caracterizados por aparecerem em diferentes altitudes, de circularem
simpatricamente no ciclo de transmissdao doméstica, confirmando a hipdtese de
diploidia e auséncia de reprodugdo sexuada (TIBAYRENC & DESJEUX, 1983).

Dos 132 isolados do T.cruzi coletados no sul da Bolivia, transmitidos
simpatricamente pelo mesmo vetor Triatoma infestans, somente cinco diferentes
enzimas foram registradas. A freqiéncia dos gendtipos obtidos demonstrou a
auséncia da sexualidade mendeliana (TIBAYRENC et al., 1984). TIBAYRENC &
AYALA (1988) encontraram uma alta variabilidade enzimatica, apds estudarem
varias cepas provenientes dos Estados Unidos e América do Sul , e sugeriram
que os parasitos sdo dipldides e que nao ha indicagédo de reproducao sexual.

Apesar dessa variabilidade intraespecifica das cepas, até aqui apontada,
evidéncias de recombinagio genética em cepas, e clones de uma mesma area
geografica, a partir da analise de trés genes glicoliticos, foram sugeridas por
BOGLIOLO et al. (1996). Essas recentes conclusdes sdo sugestivas de uma nova
interpretacdo sobre origem evolutiva de clones do T. cruzi, proposta por
TIBAYRENC et al. (1986), principalmente no que diz respeito & origem de clones
partir de uma populagdo com reprodugdo sexual, até entdo ndo aceita pela maioria

dos autores.
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LAURENT et al. (1997), avaliando o impacto da evolugdo clonal na
diversidade biologica, propuseram a formacédo de trés "clonets" 19/20, proximos
entre si, e distantes do 39, o que somente veio a confirmar a hipétese de que

houve uma divergéncia ancestral e evolugéo independente de clones.
1.6. Analise dos esquizodemas

Os esquizodemas correspondem a grupos de organismos que exibem
padrao idéntico dos minicirculos do kDNA (GONCALVES & MOREL, 1984).

Os tipos de analise utilizados, para o estudo do DNA do cinetoplasto, DNA
nuclear e DNA total, sdo diversificados.

O DNA "fingerprint" baseia-se na separacao eletroforética dos fragmentos
dos minicirculos produzidos por digestdo do DNA do cinetoplasto e mitocondrial,
efetuada por endonucleases de restricdo ( GONCALVES & MOREL, 1984).

Os fragmentos do DNA do cinetoplasto, produzidos pela digestdo de
enzimas de restricdo, exibem diferentes padrbes, sendo caracterizados como
RFLP (polimorfismo no comprimento dos fragmentos de restrigdo)( 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 sensivel do que
o DNA "fingerprint" (MACEDO & PENA, 1998).

O SSR-PCR ("primers" ancora de sequéncia simples repetida) amplifica
regiées inter-microsatélites, permitindo detectar bandas mdultiplas hipervariaveis (

OLIVEIRA et al., 1997).
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A analise do caridtipo do T. cruzi pode ser feita através da PFGE (
eletroforese em campo pulsado) permitindo, a separagdo 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 analise por citometria de fluxo do DNA marcado com fluorocromo, mostrou que,
amostras de epimastigotas e tripomastigotas, apresentaram diferengcas na fase
G1, entre os clones Sylvio-X10/5 e CAN-IIl/1, sugerindo diferenga no DNA total
entre esses dois clones. Observou-se, também, que existe uma relagdo direta
entre o crescimento exponencial dos clones e a percentagem de DNA nas fases S
e G2. O autor também observou que existem diferengas no DNA total de 33
clones analisados.

Quanto a sintese de DNA na fase S, o clone SylvioX 10/7 sintetiza mais
DNA (45,2%) em menos tempo, enquanto que o clone CAN-III/2 sintetiza menos
DNA (19,8%) com o dobro do tempo. A quantidade de DNA do nucleo e do
cinetoplasto de tripomastigotas, dos clones CA-l/71, CA-l/72, Miranda/75,
Miranda/88, variou, sendo que a maior contribuicdo para diferenciar o
DNA/organismo foi do nucleo.

A andlise do esquizodema, revelada pela digestdo dos fragmentos do
kDNA do cinetoplasto por endonucleases de restricdo (MOREL et al.,, 1980;
MOREL & SIMPSON, 1980; GONCALVES & MOREL., 1984) mostrou que os
minicirculos e maxicirculos sdo marcadores importantes para diferenciar as cepas

e os tipos bioldgicos.
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O uso de sondas, para a andlise dos minicirculos e maxicirculos do kDNA
de isolados do Trypanosoma cruzi, indicou que os minicirculos distribuem-se de
modo homogéneo e heterogéneo, de acordo com a especificidade da sonda,
enquanto que os maxicirculos revelaram polimorfismos em diferentes cepas
(SANCHEZ et al., 1984).

ANDRADE (1985), apds submeter as cepas dos Tipos |, I, lll a analise do
esquizodema, concluiu que todas as cepas diferem no perfii do kDNA dos
minicirculos; entretanto, cepas do mesmo tipo biolégico aparecem exibindo
fragmentos similares dos maxicirculos.

MACINA et al. (1985), ao analisarem polimorfismo em quatro classes de
minicirculos do kDNA, dos clones CA1 e Miranda, mostraram que duas dessas
classes foram localizadas juntamente nos clones CA1 e Miranda, e as duas
classes restantes foram localizadas somente no clone Miranda. Essas
observagdes indicaram que moléculas similares podem envolver sequéncias
diferentes em cada parasito.

Estudo das regides altamente variaveis dos minicirculos (HVRm) do kDNA
amplificadas pela técnica de PCR, realizado por AVILA et al. (1990), permitiu o
agrupamento de cepas isoladas de pacientes humanos, animais e vetoresl, em
dois esquizodemas.

A hibridizagdo com sondas nao radioativas, de fragmentos do kDNA de
cepas oriundas da América do Sul, permitiu classifica-las em trés grupos com
padrGes similares, confirmando a estrutura de populagdes clonais (SOLARI et al.,

1992).
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O estudo dos RFLPs associados ao gene do RNA ribossomal, digeridos
pela enzima de restricéo Hinf |, de cepas da América do Sul e México, demonstrou
a ocorréncia de heterogeneidade ao nivel dos minicirculos e maxicirculos
(ZAVALA-CASTRO et al., 1992).

A determinagdo do cariétipo molecular do clone CL Brener do T. cruzi
através do PFGE, indicou a existéncia de doze bandas cromossomais (CANO et
al.,1995).

FERNANDES et al. (1998), estudando cepas brasileiras isoladas de
pacientes humanos e de triatomineos, propuseram a classificagéo desses isolados
em duas linhagens, usando seqiéncias do miniexon e RNA ribossomal. NUNES et
al. (1997) classificaram cepas oriundas de diversas procedéncias, isoladas de
pacientes humanosy e de triatomineos, em dois grupos baseando-se na estrutura e

funcdo 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 Renijifo & E. Osorno, em
1964, de um caso humano de doenga de Chagas na Colémbia, e cedida a Federici
et al. (1964), que estudaram a patogenicidade em camundongos C3H.
Posteriormente, ANDRADE & ANDRADE (1966) realizaram um estudo
comparativo das lesdes histopatoldgicas com a cepa Y. O biodema Tipo |l dessa
cepa, do qual é protétipo, foi estabelecido por ANDRADE (1974).

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

camundongos albinos Swiss nao isogénicos, infectados com a cepa Colombiana
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do T. cruzi, mostraram que a cepa produz parasitismo mais intenso no musculo
esquelético e acentuado no coragdo, o que explicaria a maior sobrevida dos
animais, os quais desenvolvem  miocardite crénica, levando-os a morte
tardiamente.

KUMAR et al. (1969) mostraram que a infec¢gdo com essa cepa, em
camundongos C3H, produzia miocardite, com sindromes de insuficiéncia cardiaca
predominantemente direita e aumento global do coragdo. Afirmaram, ainda, os
autores, que foi encontrada trombose mural no atrio direito.

ANDRADE et al. (1972), visando investigar a estabilidade dos caracteres
proprios da cepa Colombiana do T. cruzi, infectaram camundongos com essa
cepa, apos blogueio com injecdes de tinta da China, e observaram uma maior
proliferagéo parasitaria no inicio da infecgéo, correspondendo ao aparecimento de
formas delgadas em maior nimero e discreto reticulotropismo, conservando-se
estaveis os caracteres basicos, como miotropismo e predomindncia de formas
largas. A cepa Colombiana, bem como outras cepas do Tipo lll, séo altamente
resistentes aos quimioterapicos Nifurtimox e Benzonidazol, o que representa mais
uma caracteristica marcante desse tipo de cepa. Isso podera estar relacionado
com o0 seu padrdo genético, sendo, pois, de interesse, investigar a resposta dos
seus clones, isolados, no sentido de verificar a ocorréncia de clones mais ou
menos resistentes.

Os biodemas representam verdadeiras subespécies, que além dos
caracteres citados, variam quanto a resposta aos quimioterapicos (ANDRADE et

al., 1985; ANDRADE et al., 1992).
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Tendo em vista a estabilidade dos seus caracteres, &€ importante que a
cepa Colombiana seja analisada quanto a sua composig¢édo 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 (S&o Felipe-BA)
(CAMPOS & ANDRADE, 1996), que representa o protétipo do Tipo II, o qual e
predominante na area endémica do Recoéncavo Baiano. Outro aspecto de
interesse em relacdo a cepa Colombiana estd correlacionado a resposta aos
quimioterapicos a qual devera ser investigada nos clones dela originados, no

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

1.8 Quimioterapia experimental

A cura da doenca de Chagas tem encontrado alguns obstaculos,
principalmente em fungdo das diferentes cepas distribuidas em diversas regi6es
geograficas, da complexidade dos seus ciclos silvestre e doméstico, envolvendo o
homem-parasito-hospedeiro e, ainda, nas diferentes respostas aos

quimioterapicos, em pacientes humanos e em animais experimentais.

1.8.1. Mecanismos de agao dos quimioterapicos

BOCK et al. (1969), apos realizarem varios estudos" in vivo" e "in vitro,"
comprovaram que o Nifurtimox atua, tanto nas formas amastigotas quanto nas
formas tripomastigotas, provocando alteragdes no parasito. A droga tém um efeito

muito mais eficaz quando o tratamento € iniciado na fase aguda da infecg&o.
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YONEDA et al. (1976), estudando o modo de agao do Benzonidazol sobre
o T. cruzi, em cultura de células Hela, observaram que a droga possui efeito
deletério nas formas intracelulares, incluindo picnose nuclear, fragmentagéao e lise
dos parasitos.

A destruicdo dos parasitos pelo Nifurtimox se da pela redug¢do do radical
anion nitro e sua posterior oxidagdo, produzindo radicais livres, como &nion
superéxido e peroxido de hidrogénio, ambos com efeito téxico contra os parasitos.
O efeito toxico do Benzonidazol pode ser devido a produgdo de metabdlitos nitro
redutores que se ligam a macromoléculas, como proteinas e RNA ( MAYA et al.,
1997).

Os tripanosomatideos sao deficientes na defesa contra radicais livres. Ndo
possuem a enzima catalase glutatione peroxidase (MORENO et al., 1982), que
cataliza a reagéo’ de hidroperoxidos com glutatido reduzido, para formar glutatione
oxidado e p;odutos reduzidos de hidroperédxidos (MARR & DOCAMPO, 1986).

O Benzonidazol é capaz de inibir o crescimento do 7. cruzi em
concentragdes insuficientes para estimular a formagéo de superéxido e perdxido
de hidrogénio (MORENO et al., 1982). Portanto, o efeito dessa droga ndo depende
do efeito de radicais oxigénio, sendo que esses mecanismos sdo bem diferentes.

POLAK & RICKLE (1978), estudando o mecanismo de agao anti- T. cruzi,
do Benzonidazol, empregaram os compostos quimicos leucina, uridina, adenina e
timidina, marcados radioativamente com H® e C'*. Através da medida de
incorporacdo desses precursores marcados, demonstraram que o Benzonidazol

inibe a sintese de proteinas e do RNA em cultura de T. cruzi, em meio liquido, e
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possuem a enzima catalase glutatione peroxidase (MORENO et al., 1982), que
cataliza a reag&o de hidroperéxidos com glutatido reduzido, para formar glutatione
oxidado e produtos reduzidos de hidroperoxidos (MARR & DOCAMPO, 1986).

O Benzonidazol é capaz de inibir o crescimento do T. cruzi em
concentragdes insuficientes para estimular a formagdo de superdxido e peréxido
de hidrogénio (MORENO et al., 1982). Portanto, o efeito dessa droga ndo depende
do efeito de radicais oxigénio, sendo que esses mecanismos sdo bem diferentes.

POLAK & RICKLE (1978), estudando o mecanismo de agéo anti- T. cruzi,
do Benzonidazol, empregaram os compostos quimicos leucina, uridina, adenina e
timidina, marcados radioativamente com H® e C'*. Através da medida de
incorporagdo desses precursores marcados, demonstraram que o Benzonidazol

inibe a sintese de proteinas e do RNA em cultura de T. cruzi, em meio liquido, e
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que a ocorréncia e intensidade dessa inibicdo variam em propor¢ao direta com a
concentragéo da droga.

A sintese de DNA mostrou-se pouco afetada (POLAK & RICKLE, 1978);
metabdlitos reativos do Benzonidazol ligam-se covalentemente ao DNA, proteinas
e lipidios, inibindo o crescimento do T. cruzi e a sintese de macromoléculas ou
aumentando a degradagdo de macromoléculas (DIAZ DE TORANZO et al., 1988).
Esses autores levantaram a possibilidade de uma associagdo entre esses
achados e a agao 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 centrifugagdo 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 remogédo da droga, apés
a transferéncia para meio de cultura novo por 24 horas.

GOIJMAN & STOPPANI (1985) observaram que, ap6s o tratamento das
formas epimastigotas da cepa Tulahuén do T. cruzi, com Nifurtimox e
Benzonidazol, ocorre a inibigdo da sintese de proteinas, a estimulagdo da
degradagdo de macromoléculas e a sintese de DNA ndo programado. Com
relagdo ao Nifurtimox a degradagéo do DNA e proteinas € menor do que a de
RNA, enquanto que o Benzonidazol teve praticamente o mesmo efeito no DNA,
RNA e proteinas.

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

varios mecanismos de agdo, com inibicdo de reagGes de biossintese, como
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também quebra e degradagdo de macromoléculas por radicais gerados pela droga
(GOIJMAN et al., 1985).

Apesar dos varios mecanismos propostos pelos autores citados, outros
mecanismos comuns de resisténcia dos parasitos ao Benzonidazol e ao Nifurtimox
foram também sugeridos por MAYA et al. (1997). Esses autores, trabalhando com
concentracfes de agentes quimicos anti-radicais livres, isto €, concentragbes de
tidis livres, sugeriram que estes agentes anti-radicais livres podem variar de uma
cepa para outra. Essas concentragdes, podem também variar entre epimastigotas,
tripomastigotas e amastigotas de uma mesma cepa.

Essas diferengas na concentragdo de tidis livres podem explicar as
diferengas 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 tidis livres (glutatione) com redugdo do grupo nitro, produzindo
matabdlitos altamente eletrofilicos, semelhantes ao derivado nitroso. Esse
decréscimo de tidis livres pode conseqlentemente ser causado pela sua

conjugagao com metabdlitos redutores das drogas.

1.8.2. Relagéo entre os tipos de cepas e a resposta aos quimioterapicos

AMREIN (1965), objetivando estudar a singamia entre duas cepas do T.
cruzi resistentes as drogas primaquina e nitrofurazona, misturou essas duas cepas
alimentando barbeiros triatomineos nao infectados. Apds reisolamento e cultivo

das cepas em meio de cultura acelular, o autor demonstrou resisténcia "in vitro"
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para ambas as drogas, ndo evidenciando a transferéncia da resisténcia 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 varias drogas, mostraram que todos os
medicamentos revelaram atividade supressiva. No entanto, as cepas ABC e PNM
mostraram-se menos susceptiveis que as demais quando foram tratadas com o
sulfeto de carbidium.

ANDRADE et al. (1975), investigando a resposta terapéutica da cepa
Colombiana em animais experimentais e tratados com Nifurtimox, mostraram que,
apesar desse tratamento provocar negativagdo parasitémica, algum tempo depois
a parasitemia volta a positivar, sugerindo uma possivel sele¢do de clones
resistentes ao quimioterapico. ANDRADE et al. (1977), em fungdo do resultado
nulo de cura parasitolégica, trataram os animais experimentais infectados na 12 e
42 passagens apos terem sido isolados de camundongos tratados por tempo
prolongado. Ao compararem com 0 grupo controle infectado, isolado de animais
ndo tratados, observaram um nitido aumento de resisténcia inicial & droga. Esse
resultado foi traduzido pela demora na queda dos niveis parasitémicos, pela
auséncia de negativagdo da parasitemia, tanto na 1 e 4® passagens, e pela
persisténcia das lesbes teciduais.

ANDRADE et al. (1985), avaliando a quimioterapia com Benzonidazol e
Nifurtimox, em camundongos infectados com trés cepas do Tipo |, 14 do Tipo Il e

12 do Tipo 1ll, e submetendo-as aos testes de cura, mostraram que as cepas do
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Tipo | apresentam susceptibilidade alta, as do Tipo Il susceptibilidade média a alta
e as do Tipo lll resisténcia alta.

FILARDI & BRENER (1987), apés 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 reservatérios
silvestres, mostraram um grande espectro de susceptibilidade e resisténcia as
drogas, os quais variaram de 0% a 100%.

NEAL & BUEREN (1988), estudando a susceptibilidade de cepas,
classificaram-nas em dois grupos: susceptiveis e n&o susceptiveis, incluindo a
cepa Colombiana nesse ultimo grupo.

MARRETO & ANDRADE (1994), visando verificar se formas parasitarias
isoladas de animais tratados e ndo curados, representariam clones resistentes,
que difeririam dos susceptiveis, infectaram trés grupos de camundongos, cada
qual com uma das trés cepas ( Tipo |, Il, llIt). Foram subdivididos em trés
subgrupos: 1 tratados com Nifurtimox, outro com Benzonidazol e o terceiro
representando controles infectados ndo tratados. Os parasitos isolados dos
animais sobreviventes (tratados e n&o tratados) foram submetidos a anadlise
eletroforética das isoenzimas, e os resultados ndo indicaram  diferengas
bioguimicas entre as cepas do parasito, isoladas de animais tratados, ndo curados
e ndo tratados, sugerindo que ndo ha uma selegéo clonal detectavel ou alteragées
nos marcadores genéticos do parasito, a nivel fenotipico.

Um estudo comparativo da resposta quimioterapica, entre pacientes

chagasicos e animais experimentais, mostrou que cinco dos seis pacientes
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infectados com cepas do Tipo Il curaram-se, coincidindo com os resultados
obtidos em animais experimentais, que alcangaram taxa elevada de cura. Por
outro lado, trés dos cinco pacientes infectados com cepas do Tipo Il (60%) n&o
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 niveis de 1gG acima de 1:10 (ANDRADE et al. 1992).

MURTA & ROMANHA (1998), ao investigarem populagdes da cepa Y do
T. cruzi, em camundongos infectados e tratados com uma unica alta dose de

Benzonidazol, verificaram que houve uma sele¢do de clones resistentes
ao medicamento, ap6s 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 indices
parasitémicos e mortalidade elevados.

A avaliagdo dos resultados da quimioterapia experimental da doenga de
Chagas baseia-se no exame a fresco do sangue, na subinoculagdo de sangue em
camundongo recém-nascido, na hemocultura, nos testes sorolégicos por
imunofluorescéncia indireta (IIF) e no xenodiagnéstico (FILARDI & BRENER,
1982; ANDRADE et al. 1985; ANDRADE et al., 1989; ANDRADE et al., 1992).

A validade dos resultados, tanto para os testes parasitol6gicos como para
os sorolégicos, 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 diagnostico da doenga
de Chagas, a amplificacdo do minicirculo do DNA do cinetoplasto (kDNA), pela
reagdo em cadeia da polimerase (PCR) de amostras de sangue de pacientes
chagésicos (WINCKER et al., 1994; AVILA 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 indices baixos de cura, ha uma resposta direta ao tratamento,
tanto com o Nifurtimox como o Benzonidazol, que se traduz por queda do numero
de parasitos circulantes, logo apés a 12 dose do quimioterapico, com negativagéo
parasitémica ao exame direto. Isso levou a sugestédo da existéncia de clones mais
ou menos susceptiveis. Apesar desse espectro de resisténcia da cepa, animais
infectados e tratados com a droga MK-436 apresentaram alta taxa de cura
(ANDRADE et ai., 1987). Sera de interesse verificar se a cepa Colombiana é
composta de uma populagédo clonal homogénea ou heterogénea quanto ao
comportamento biolégico, zimodémico e a resposta a quimioterapia. No caso de
ocorréncia, tanto de homogeneidade como de heterogeneidade, € de interesse
verificar a susceptibilidade desses clones, com o objetivo de dissociar os
susceptiveis dos resistentes. Quando se faz o tratamento, os clones susceptiveis
sdo eliminados, tendo como consequéncias a diminuigdo da carga parasitaria, a
regressdo parcial das lesdes e a diminuigdo do risco de desenvolvimento de
formas graves. Ha, entretanto, a possibilidade da persisténcia de clones
resistentes e é de grande interesse verificar se os mesmos poderéo responder a

novos medicamentos que venham a ser sintetizados, a semelhanga do MK-436,
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que poderia levar a cura em um segundo tratamento. A persisténcia dos clones
resistentes permite a manutencgédo dos estimulos antigénicos a resposta celular e
humoral, o que determina a continuagdo dos processos patogénicos da doenga.
Desse modo, resolvemos estudar a estrutura clonal da cepa Colombiana do T.
cruzi, o que possibilitara definir a predominancia, ou n&o, de um clone dominante,

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

Investigar comparativamente o comportamento bioldégico, bioquimico,

isoenzimatico e a resposta terapéutica da cepa Colombiana do T. cruzi e dos

clones isolados, procurando verificar se essa cepa € composta de uma populagéo

homogénea ou heterogénea.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1)

2)

5)

Isolar e investigar os caracteres biolégicos de clones isolados da cepa
Colombiana do T. cruzi, padréo Tipo lll, comparando-os com a cepa parental;
Determinar o perfil isoenzimatico dos clones obtidos, utilizando as enzimas
PGM, GPI, ALAT e ASAT, comparando os resultados com a cepa parental,
Investigar a susceptibilidade ao Benzonidazol dos clones isolados, verificando
se a resposta aos quimiaoterapicos € uniforme, ou se é possivel identificar
clones resistentes ou susceptiveis, compondo as subpopulagdes da cepa
parental;

Submeter os animais experimentais infectados, tratados, com negativagdo
parasitémica, ao exame direto, aos testes de cura, incluindo a PCR, cdmo um
novo teste de diagndstico;

Estabelecer se ha homogeneidade ou heterogeneidade clonal da cepa

Colombiana do T. cruzi (Tipo lil), Zimodema 1 (Z1).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Cepa do T. cruzi

A cepa Colombiana do T. cruzi vem sendo mantida em camundongos
albinos Swiss, ndo isogénicos, no biotério do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz-
CPqGM/FIOCRUZ, submetida a passagens sucessivas nesses animais, e
criopreservada em nitrogénio quuido, no laboratério de doenca de Chagas

Experimental.

4.2. Clonagem da cepa Colombiana do T. cruzi

Para a selecdo dos clones, camundongos infectados com a cepa
Colombiana foram sacrificados por meio da secgéo dos plexos axilares, coletando-
se 0 sangue, que foi centrifugado a 100 g, em centrifuga marca Beckman GS-CR,
a 20°C, durante 20 minutos. Com o sobrenadante obtido, foram realizadas
diluigbes sucessivas em PBS, seguidas da andlise, em reticulo da camara de
Newbauer, em 16 campos microscépicos (400X), até se obter um baixo nimero de
formas tripomastigotas. Em seguida, 1 pl do sobrenadante foi transferido para a
placa de pogos multiplos, adicionando igual volume de PBS. Os pogos foram

analisados sob microscépio 6ptico de inversdo com aumento 400x, e aqueles que
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apresentaram apenas uma forma tripomastigota foram imediatamente coletados e
inoculados, individualmente, nos animais, em varias 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 a parasitemia e, desses, apenas sete positivaram, sendo
designados de clones CI-Col-C1, CI-Col-C2, CI-Col-C3, CI-Cof-C4, CIl-Col-C5, Cl-
Col-C86, CI-Col-C7.

Em seguida, os camundongos infectados com cada clone foram
sacrificados e o sangue coletado em citrato de sédio por pungdo nos plexos
axilares. O sangue obtido foi utilizado como inéculo de animais doadores jovens
com 10 a 12g e, a partir desses grupos foram feitas trés passagens sucessivas
para a expansdo parasitaria, obtendo-se, desta forma, os inéculos para a

infecgdo dos grupos de estudos definitivos.

4.3. Obtencgao do in6culo de formas tripomatigotas

A contagem do numero de formas tripomastigotas, destinadas a formacgéo
dos grupos de estudo (comportamento biol6gico) e grupos de quimioterapia, foi
realizada utilizando o método de PIZZI & PRAGUER (1952), que consiste na
analise de 5 pl de sangue e espalhamento entre Idmina e laminula 22 mm x 22
mm, fazendo-se a contagem das formas tripomastigotas em 100 campos
microscopicos, multiplicando-se o numero obtido pelo fator de conversdo 37 do

microscopio optico, previamente estabelecido através da medida do didmetro do
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campo microscopico 400x e da area de cada campo com o uso de uma |lamina
micrométrica, e multiplicando-se, também, por uma constante 20.

Os inéculos obtidos da cepa parental e dos clones estudados variaram de
5x10°a1x 10°, -
4.4. Grupos experimentais para caracterizagdo morfolégica, histopatolégica

e isoenzimatica dos clones

Cento e noventa e trés camundongos albinos Swiss ndo isogénicos,
machos e fémeas jovens de (10g 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 padrdo comercial e agua "ad libitum",

durante todo o experimento.

4.5. Parasitemia

O calculo do nimero de formas tripomastigotas sanguicolas foi realizado
em sangue coletado da cauda dos camundongos que formavam os grupos de
estudos experimentais (comportamento biolégico e quimioterapia) sendo
determinado em uma amostra de, no minimo, cinco animais, por exame direto
entre lamina e laminula, ao microscépio 6tico. A contagem foi realizada em dias

alternados, até 30 dias (trés vezes por semana), e até 50 dias de acordo com a
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sobrevida dos camundongos, sendo os resultados representados pelas médias
das contagens realizadas. Quando da impossibilidade de se obter uma média de
cinco animais, devido & mortalidade, obtinha-se uma média de dois a trés
animais, a partir do 25° de infecgdo. A parasitemia precoce foi estabelecida no 9°
dia de infecgdo, a intermediaria no 19° dia , e a tardia no 29° dia. Utilizou-se a
média logaritmica para
expressar a parasitemia (SOGAYAR et al., 1993), sendo que os graficos 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
nao tratados. Os graficos foram expressos no programa Excel. Os dado obtidos

foram submetidos ao teste estatistico de Kruskall-Wallis H. no programa Epi info 6.

4.6. Mortalidade

A mortalidade tardia, classificada como a preseng¢a de morte dos animais
entre o 29° dia e até o 50° dia, foi determinada calculando-se a percentagem em
relagdo ao numero de animais sobreviventes, excluindo-se os animais sacrificados
para o estudo histopatologico.

Para o grupo de tratamento quimioterapico registrou-se a mortalidade
tardia até o final do tratamento e inicio dos testes de cura, apés 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 morfolégico

Para o estudo da morfologia das formas tripomastigotas sanguicolas
foram realizados esfregagos do sangue periférico no 10° e 14° dias de infecgéo,
fazendo-se a contagem de, no minimo, 50 formas tripomastigotas nos esfregagos
obtidos de sangue de 15 animais infectados, obtendo-se de cada um deles um
esfregaco, totalizando 15 laminas para cada dia da infecgdo. Os esfregagos foram
corados pelo método de May-Grunwald-Giemsa e analisados sob microscopia
optica em lente de imersdo (100 x). Deste modo procurou-se determinar a

percentagem das formas largas e delgadas presentes no sangue periférico.

4.8. Estudo histopatolégico

Para o estudo histopatolégico evolutivo nos diversos grupos
experimentais, foram sacrificados entre trés a cinco animais por ponto, no 14°, 20°,
25° e 30° dia da infecgdo. Os animais foram sacrificados, apés anestesia pelo éter,
e seccionados nos plexos axilares, retirando-se fragmentos do musculo
esquelético da coxa da pata e do misculo cardiaco, fixados em formol a 10 %, e

incluidos em parafina. Secgbes de 5 u foram coradas pela hematoxilina-eosina.
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4.9. Isoenzimas

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

As formas tripomastigotas sangticolas foram obtidas apés o sacrificio de
camundongos infectados com a cepa parental e os seus clones, através de
pungéo cardiaca, sendo semeadas em meio de cultura axénico para obtengao de
formas de cultura utilizada no estudo enzimatico.

O cultivo dos parasitos para obtengdo dos extratos enzimaticos foi levado
a efeito em cinco tubos esterilizados contendo 3 ml de meio de cultura WARREN
(1960), composto de solugéo do meio Brain Heart Infusion (Difco) a 37%, em agua
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 expans&o
parasitaria.

Os parasitos cultivados foram lavados quatro vezes por centrifugagdo em
tampéao Tris-KRT pH 7,3 (NaCl 120 mM; KCI 4 mM; CaCl, 2 mM; MgSO,4 7H.0
1,2 mM; Tris 25,0 mM), a 2000 g, em centrifuga marca Beckman GS-CR, durante
15 minutos a 4°C. O sedimento obtido foi congelado em nitrogénio liquido até o

momento da lise dos parasitos.
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4.9.2. Extrato enzimatico

Apés o descongelamento a temperatura ambiente, os parasitos foram
submetidos a lise osmoética em estabilizador enzimatico (Ditiotreitol 2,0 mM; e-
amino caproico 2,0 mM; EDTA. Naz 2,0 mM), pH 7,0 a 4°C, numa relagéo de
volumes 1:1( sedimento celular, estabilizador enziméatico), e centrifugados em
centrifuga marca Eppendorf a 10.000 g, por 60 min a 4°C. Apo6s a centrifugagéo,
coletou-se entdo o sobrenadante das amostras, gotejando 20 pl em nitrogénio

liquido, 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 (GPIE.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 tampéao do eletrodo, especifico para cada enzima
(anexo 1X), foi preparado diluindo-se 300 ml da solu¢gdo estoque em 1000 ml de

agua destilada. Seguindo-se entdo o preparo do tampdo do gel, diluiu-se um
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volume de 3 a 4 ml do tamp&o do eletrodo (especifico para cada enzima), em 40
ml de agua

destilada (Anexo IX). O tampao do eletrodo, apds o preparo, foi imediatamente
colocado na placa de eletroforese ja 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 tamp&o especifico, para cada enzima analisada, em uma concentragéo final
de 9%. A suspensio de amido foi fervida a 100°C e homogeneizada até completa
dissolugdo, sendo removido o ar, espalhada com auxilio do espalhador em forma
de vidro com bordas de acrilico (22,0 x 13,5 x 0,1 cm), deixadas durante 10
minutos para a solidificagdo 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 espago de
13 a 14 cm de um dos extremos da placa. Os extratos enzimaticos dos clones ,
dos controles (cepa Colombiana padrdao do laboratério e cepa Colombiana
parental) e dos padrées (Z1, Z2b, ZIll) foram retirados do nitrogénio liquido e
acondicionados em pogos de placa de titulagdo. Foram aplicados no gel apés
serem embebidos em linhas hidrofilas de algoddo puro com 1,0 cm de
comprimento, ndo mercerizada n° 0402, da marca Ancora, e as placas de gel,
contendo as amostras, foram colocadas na cuba eletroforética. A seguir, iniciou-se
a corrida eletroforética, obedecendo as condigées de voltagem, tempo de corrida e
miliamperagem para cada enzima analisada (Anexo 1X), que foram constantes

durante toda a corrida eletroforética.
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Apds o término da corrida eletroforética, as bandas foram evidenciadas
por revelador especifico para cada enzima (Anexo IX). Na revelagcdo da PGM e
GPI foram colocadas as substancias reveladoras em agar fundido sobre a placa,
transferindo imediatamente a placa para a estufa a 37°C até o aparecimento das
bandas. Em seguida, fez-se a transferéncia do gel revelador para o papel tipo
"Canson", que foi secado a temperatura ambiente e fotografado.

Para as enzimas ALAT e ASAT as substéncias reveladoras foram
preparadas e colocadas sobre o papel de filtro Whatman n° 1, transferindo-se o
papel para a area do gel da atividade enzimatica, acondicionando-se em camara
escura e revelando-se sob a luz ultravioleta. As bandas enzimaticas foram
diagramadas no programa "Power point".

A anadlise dos perfis eletroforéticos permitiu identificar os zimodemas da
cepa parental, dos seus clones, e compara-las aos controles das cepas protétipos

dos Tipos |, II, e lll e zimodemas correspondentes Z2b, ZIl, ZI.

5. Grupos experimentais de quimioterapia

Foram utilizados 232 camundongos albinos Swiss, machos e fémeas,
pesando 10 a 12g, os quais foram inoculados com o 7. 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 ndo 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 ndo tratados. Os animais foram alimentados com dieta padrao

comercial e agua "ad libitum".

5.1. Tratamento quimioterapico

Os camundongos foram submetidos a tratamento com o Benzonidazol (N-
benzil-2-nitro-1-imidazolacetamida), comercialmente conhecido como Rochagan,
em comprimidos diluidos em suspensdo de goma ardbica. O Benzonidazol foi
administrado em doses didrias de 100 mg/Kg/dia, via oral, por entubagao

esofdgica, durante 90 dias a partir do 20° dia de infecgao.
6. Testes de cura

6.1. Testes parasitoldgicos

6.1.1. Exame direto da parasitemia

A pesquisa da presen¢a de parasitos, nos camundongos tratados, foi
realizada pelo exame microscépico direto no sangue periférico entre lamina e
laminula, durante 30 dias apds o término do tratamento. Para cada camundongo,
que persistiu negativo ao exame direto da parasitemia, coletou-se 0,5 ml de
sangue néo heparinizado, do plexo ocular, para a analise soroldgica.

Em seguida, cada animal foi sacrificado, coletando-se 1,5 ml de sangue,
por meio de pungdo cardiaca, distribuindo 0,5 ml em tubos apropriados para
serem submetidos aos seguintes procedimentos: subinoculagdo em camundongos

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

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

6.1.2. Subinoculagao

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 presenga de parasitos foi
pesquisada pela analise microscépica direta do sangue periférico entre Iamina e

laminula, durante 30 dias para detectar a presenca de parasitos circulantes.

6.1.3. Hemocultura diagnéstica

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 diagnostico da positividade, foram feitos exames microscopicos das

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

A técnica de imunofluorescéncia 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 modificagdes.
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As amostras de sangue foram centrifugadas a 100 g, durante 10 min,
para a coleta do soro. Em seguida foram preparados 10 diluicdes do soro em PBS
de 1/10 a 1/5020, em placas de 96 pogos, colocando na 12 coluna 90 ul de PBS e
nas demais colunas 50ul de PBS pH 7,4. Em seguida colocou-se na 12 coluna 10
ul do soro, fazendo-se apo6s isso, as diluigdes de modo seriado 2/2.

As laminas de 10 pogos foram previamente preparadas para testes de
imunofluorescéncia, utilizando-se 10 pl de formas de cultura do T. cruzi fixadas em
formol a 5%. Sobre as formas de cultura foram colocados 10 pl dos soros testes
diluidos de 1/10 a 1/5020 em PBS pH 7,4.

As laminas foram incubadas em camara umida a 37°C durante 30 min, e
lavadas trés vezes em PBS pH 7,4 durante 5 min. Apds a lavagem adicionou-se
entdo, sobre cada circulo, 10 pl do conjugado anti-imunoglobulina IgG total,
marcadas com fluoresceina anti-camundongo, incubando-as em camara Umida
durante 30 min. As laminas foram lavadas trés vezes em PBS pH 7,4 durante 5
min cada, e secas, e montadas em tampao carbonato bicarbonato pH 8,5, e
analisadas em microscépio Zeiss axioskop acoplado com lampada de merctrio
HBO 50.

Estabelecemos como critério de cura parasitolégica o titulo maximo de

1:10.
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6.3. (PCR) Reacdao em Cadeia da Polimerase

6.3.1. Coleta das amostras

Cinglienta e nove amostras de sangue foram coletadas de camundongos
infectados e tratados, com a cepa parental e os clones, na fase cronica da
infecgdo. Cinco amostras de sangue da cepa parental foram coletadas de animais
infectados nao tratados, também na fase cronica da infecgao, sendo que todas as
amostras foram preservadas em uma proporgédo 1:1, em Guanidina 6M / EDTA 0,2

M pH 8.0, durante 30 dias a 4°C.

6.3.2. Extracao do DNA

O isolamento do kDNA foi realizado como descrito por WINCHER et al.
(1994),. com modificagées. Resumidamente, o DNA foi extraido usando o tampao
de lise numa diluicdo 1:1 em relagdo com a amostra (Guanidina 6M; EDTA 2M).
As amostras foram incubadas por 15 min em 4agua fervente e, em seguida,
realizada uma extragao com fenol-cloroférmio na proporgao 1/1 (vol. / vol.), e
centrifugadas a 4 °C em 100 g, durante 20 min, coletando-se a fase aquosa. As
amostras foram extraidas uma vez em cloroférmio, e lavadas duas vezes em
etanol 80% e 100%. Apds esse procedimento, o DNA foi precipitado, utilizando-se

acetato de sdédio (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, a temperatura ambiente, por 15 min. O DNA das amostras foi entao

ressuspendido em 100 i de agua destilada estéril.

6.3.3. Amplificagdo da regido variavel dos minicirculos do DNA do
cinetoplasto pelo PCR

O DNA proveniente do cinetoplasto foi submetido a reagédo de
amplificagdo composta por 0,75 U de Taq DNA Polimerase (Perkin Elmer Cetus
Corporation); 10 mM de tampéo pH 8,3; 50 mM KCI; 50 pmol de cada "primer"
(Oligonucleotideo sintético); 5,0 mM de MgCl, ; 200 puM da mistura de dNTPs
(deoxinucleotideos Trifosfatos- Amersham Pharmacia Biotech); e dgua ultra pura
estéril, suficiente para um volume final de 50 ul. A cada reagao foi acrescida 3 pl
de DNA, que correspondeu aproximadamente, 0,5 ng. A reagao foi realizada em
Termociclador de temperatura DNA (Perkin -Elmer Cetus Corporation, modelo
2.400) e consistiu de um ciclo inicial de desnaturagdo de 5 minutos a 95 °C,
seguido por 35 ciclos compostos de 45 segundos a 94°C para a desnaturagdo

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

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

Oligonucleotideos 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 sequéncias amplificam um fragmento de 330 pares de bases (pb) da
regido variavel do minicirculo, o qual representa uma regido variavel mini-repetida

do minicirculo da molécula do kDNA (AVILA 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 tamp&o TAE 1X (40 mM Tris -acetato e 1
mM de EDTA pH 8,0), e coloragdo em solugdo de brometo de etidio (10 mg/ml)
(Sigma) e azul de bromofenol (0,25% [vol./vol.] xilenocianol em 40% da solugéo
aquosa de sacarose) com tampédo de corrida TAE, durante 1 h a 80 volts. O DNA
foi visualizado sob luz ultravioleta e fotografado no sistema "Eagle Eye II"
(Strategene). O tamanho do fragmento amplificado foi de aproximadamente 330
pares de bases e o padrdo utilizado como marcador de pares de bases foi o
Ladder de 100 pares de bases (Amersham Pharmacia Biotech). Durante a

realizagdo de cada experimento foram incluidos controles positivos provenientes
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de cultura de T.cruzi, e controles negativos realizados em reagdo sem DNA, e
DNA extraido de sangue de camundongos ndo infectados para controle de
contaminagdo dos reagentes. Todas as amostras positivas foram testadas pelo
menos duas vezes, confirmando-se a auséncia dos fragmentos nos controles

negativos e a presenga nos controles positivos.

6.4. Hibridizagao

Para a confirmagéo dos resultados obtidos na reagdo de amplificagéo foi
realizada a hibridizagdo das amostras, utilizando-se sondas alelo especificas pela

técnica do dot-blot.

6.4.1 Transferéncia do DNA para a membrana

Foram utilizados 20 pl das amostras amplificadas, e desnaturadas
previamente em solugao contendo NAOH 4 M e de EDTA 0,025 M, e incubada
por no minimo 1 h a temperatura ambiente.

Apés a desnaturagdo as amostras foram aplicadas a membrana de Nylon
(Hybond N+ Amersham Pharmacia Biotech), utilizando o aparelho para Dot-blot
(Hybri dot manifold Brl Gibco Life Tecnology). O DNA foi fixado a membrana de

Nylon através de incubagéo durante 3 hs a 80°C no forno de vacuo

6.4.2 Sondas

Para a hibridizagao foi utilizada a sonda de oligonucleotideo sintético,

denominada P67 (5' TGGTTTTGGGAGGGG(C/G 0(G/C)(T/G)TCAA(A/C)TTT 3')
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presente na regido conservada da seqliéncia mini-repetida do DNA dos
minicirculos no T.cruzi.

A porgao final 5' do oligonucleotideo (sonda) foi marcada utilizando-se o
nucleotideo radioativo [ y 3P ] ATP e a enzima polinucleotideo cinase (Kit Ready-

To- Go T4 Polinucleotide cinase- Pharmacia Biothec)

6.4.3. Pré-hibridizagao e hibridizagao

A membrana contendo o DNA fixado foi pré-hibridizada em solugéo
contendo SSPE 5X (NaCl 3 M; NaH,PO4 H,0 1,5 M; EDTA 0,01 M); Solugéo
Denhardt's 5X (0.5% Ficol, Polyvinilpyrolidone, soro bovino albumina) e de SDS
a 0,5% (Duodecil sulfato de sédio) durante 1 h a 45°C, em forno de hibridizag&o
(Personal Hyb Stratagene).

Apos esse periodo, a sonda marcada foi adicionada ao tampéao
previamente utilizado na pré-hibridizagdo e incubada, por um periodo de 12 h a
temperatura de -5 a -10 °C da temperatura de fusdo (Tm), utilizando-se a férmula:
Tm= 4 (G+C) + 2 ( A+T). No caso da sonda em questdo, utilizou-se uma

temperatura de 59 °C.

6.4.4. Lavagem da membrana e deteccao de sinais

Apo6s a hibridizagdo, a membrana foi lavada duas vezes (10 min cada)

em solugdo contendo SSPE 5x e SDS 0,5% a temperatura ambiente.; duas vezes
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(10 min cada) em solugdo contendo SSPE 2X e SDS 0,5% a temperatura
ambiente; e uma vez de 10 min a temperatura de Tm + 5 °C em solugdo contendo
SSPE 1X e SDS 0,1%. No experimento em questao 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 periodo que variou de 12 a 72 h. Apds esse periodo, o filme foi revelado
em processador automatico de raio x ( Amersham Life Science) e procedeu-se a

analise dos sinais.
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7. RESULTADOS
7.1. Grupos de estudos experimentais

Foram isolados sete clones da cepa Colombiana do T. cruzi, através de
micromanipulagdo. Os clones isolados foram identificados com as seguintes
siglas: Cl-Col-C1, CI-Col-C2, CI-Col-C3, CI-Col-C4, CI-Col-C5, Cl-Col-C6, CI-Col-
C7. Foram submetidos a trés passagens sucessivas em camundongos doadores
jovens (10 a 12g), e inoculados nos camundongos entre a 3% e 132
passagens,.para o estudo biolégico e isoenzimatico. Os grupos controles dos

clones foram inoculados na 1172 passagem (Tab.1).

7.2. Caracteres biolégicos dos clones

7.2.2. O curso da infecgao

O curso da infecgdo evoluiu até o 352 dia para os clones C3, C6 e até o
502 dia para os clones C2, C5 e C7 ( Figs. 3,6,2,5,7). Nos clones C1 e C4 a

infecg@o progrediu até o 272 e o 252 dia, respectivamente.(Figs. 1, 4).

7.3. Parasitemias

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

de seus clones, observou-se uma positivagdo a partir do 72 dia de infecgdo, uma
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multiplicagdo lenta com picos irregulares entre o 20° e 29° dias da infecgéo,
tipicamente demonstrando o perfil de cepa de biodema Tipo lll (Figs. 1 - 7).
Analisando-se individualmente as parasitemias precoces (9° dia de
infecgdo), intermediaria (192 dia) e tardia (292 dia), entre a cepa parental e os seus
clones, observou-se que nao ha diferenga significativa nas médias parasitémicas
da fase precoce (p=0,28) e tardia (p=0,11). Entretanto, na fase intermediaria ha
diferenca significativa nas médias parasitémicas (p=0,003). O desvio padrao
registrou baixos indices na fase precoce da infecgdo, com elevagéo acentuada na
fase intermediaria e tardia, excetuando-se os clones C1 e C4, nos quais nao foi
possivel registrar a parasitemia devido a grande mortalidade total dos animais

nessa ultima fase (Tab. 1).

7.4. Mortalidade

A mortalidade total dos camundongos até o 30° dia de infeccao 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 indice de mortalidade coincide com baixos picos
parasitémicos na fase tardia, enquanto que o clone C7 apresentou altos indices
parasitémicos. O clone C3 apresentou alta mortalidade e altos indices
parasitémicos na fase tardia da infecgéo (Tabs.1-2).

A andlise estatistica demonstrou que ha diferenga significativa na
mortalidade dos animais infectados com a cepa parental, em comparagdao com os

clones C2, C5 e C7 (Tab.2).
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Fazendo-se uma analise comparativa das parasitemias da cepa parental e
de seus clones, observou-se uma positivacéo a partir do 7° dia de infecgdo, uma
multiplicagédo lenta com picos irregulares entre o 20° e 29° dias da infecgdo,
tipicamente demonstrando o perfil de cepa de biodema Tipo I (Figs. 1 - 7).

Analisando-se individualmente as parasitemias precoces (9° dia de
infecgdo), intermediaria (19° dia) e tardia (29° dia), entre a cepa parental e os seus
clones, observou-se que ndo ha diferenga significativa nas médias parasitémicas
da fase precoce (p=0,28) e tardia (p=0,11). Entretanto, na fase intermediaria ha
diferenca significativa nas médias parasitémicas (p=0,003). O desvio padréo
registrou baixos indices na fase precoce da infecgdo, com elevacdo acentuada na
fase intermediaria e tardia, excetuando-se os clones C1 e C4, nos quais néo foi
possivel registra’r a parasitemia devido a grande mortalidade total dos animais

nessa ultima fase (Tab. 1).

7.4. Mortalidade

A mortalidade total dos camundongos até o 30° dia de infecgdo 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 indice de mortalidade coincide com baixos picos
parasitémicos na fase tardia, enquanto que o clone C7 apresentou altos indices
parasitémicos. O clone C3 apresentou alta mortalidade e altos indices

parasitémicos na fase tardia da infecgéo (Tabs.1-2).
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7.5. Morfologia das formas sangilicolas

A analise da morfologia da cepa Colombiana, no 10° dia da infegéo,
mostrou a predomindncia de formas delgadas, e no 14° dia da infecgdo, a
predominéncia de formas largas (Fig. 8).

Nos clones C3, C5 e C7 predominaram, no 14° dia da infegdo, as formas
largas, enquanto que nos clones C1, C4, C6 predominaram as formas delgadas

(Fig. 9).

7.6. Enzimas

As bandas reveladas nos extratos enzimaticos obtidos da cepa parental e
dos seus clones, para as enzimas PGM (Figs. 12-13), GPI (Figs. 14-15),
corresponderam ao padréo Tipo lll, Z1.

Seis clones (C2, C3, C4, C5, C6, C7) revelaram duas bandas na enzima
ALAT, correspondentes ao padrao Tipo Ill, Z1 enquanto que o clone C1 revelou
trés bandas eletroforéticas ( Fig. 16 e 17).

Na enzima ASAT seis clones (C1, C2, C4, C5, C6, C7) revelaram bandas
correspondentes ao padrdo Tipo lll, Z1 (Figs. 18-19), enquanto que o clone C3
revelou duas bandas (Fig.18).

Os controles (cepa Peruana, 21SF e Colombiana parental revelaram as
bandas correspondentes aos padrées Tipo | (Z2b) , Tipo Il (Z2), Tipo lll (Z1) para

todas as enzimas analisadas, respectivamente (Figs.12-19).
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7.7. Histopatologia

7.7.1 cepa Colombiana Parental ( grupo controle)

Aos 14 dias o miocardio apresentou discreto parasitismo e discreto
infiltrado intersticial mononuclear; o muisculo esquelético apresentou escassos
ninhos parasitarios esparsos e infiltrados intersticiais mononucleares isolados. As
lesBes inflamatorias e o parasitismo foram considerados discretos a moderados
nessa fase. A partir do 20° dia de infegdo as lesdes necrético inflamatodrias de
miocardio e de muUsculo esquelético se tornaram progressivamente mais intensas
e a apartir do 30 dia houve grandes areas de destruicdo do miocardio e de
musculo esqueylético com substituicdo por densos infiltrados de células
mononucleares (Fig. 20, A, B, C, D). As lesGes observadas foram caracteristicas

da cepa Colombiana.

7.7.2. Estudo dos clones

O estudo histopatologico realizado nos sete clones isolados mostrou
lesbes histopatoldgicas e parasitismo tissular idénticos, com um carater evolutivo
superponivel ao da cepa parental, variando apenas no grau de parasitismo e na
intensidade das leses, na fase mais precoce (14 dias).

De um modo geral, o estudo histopatolégico demonstrou, aos 14 dias de
infecgdo, discreto a moderado parasitismo nas células cardiacas. Os ninhos

parasitarios estavam na maioria integros e sem reagdo inflamatéria, porém,
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também, houve necrose de células parasitadas com infiltragdo de
polimorfonucleares neutréfilos em torno das fibras destruidas, e difuso infiltrado
mononuclear intersticial. Os muasculos esqueléticos mostravam lesdes
inflamatérias discretas e moderado parasitismo. Nessa fase (14 dias), as lesGes
eram variaveis, entre discretas e moderadas, em todos os grupos, isto &, com a
cepa parental e os diversos clones.

A partir do 20° dia de infecgdo observou-se acentuado parasitismo do
miocardio e do musculo esquelético e intensas lesdes necrético-inflamatérias das
miocélulas cardiacas e esqueléticas parasitadas, observando-se densos infiltrados
mononucleares e presenga de polimorfonucleares neutréfilos, em torno de ninhos
parasitarios em desintegracdo. As lesdes 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 lesées 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 lesbGes necrético-inflamatérias foram muito intensas e, em todos os
casos, o parasitismo e as lesdes foram predominantes no musculo esquelético.
Em geral, os parasitos estavam, nessa fase, em desintegragéo, e eram raros os
ninhos parasitarios integros, observando-se miocélulas destruidas, com detritos
parasitarios e intenso infiltrado mononuclear.

O padrdo das lesdes e o miotropismo foram caracteristicos 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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7.8. Quimioterapia

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 parametros: evolugéo da
parasitemia, e indices de mortalidade, comparando com os grupos néo tratados e
com a cepa parental.

Os animais tratados foram avaliados quanto aos indices de cura obtidos
para o grupo através dos testes parasitolgicos: exame direto da parasitemia, sub-
inoculagao do sangue em camundongos recém-nascidos e hemocultura.

A resposta sorolégica foi também avaliada pelo teste de
imunofluorescéncia indireta. O PCR dos minicirculos do DNA do cinetoplasto

(kDNA) foi também realizado.

7.8.1 . Parasitemia

Os camundongos infectados com a cepa parental, tratados com
Benzonidazol, apresentaram negativagdo parasitémica entre o 22 e o 8° dia da
infecgéo, apds o inicio do tratamento. (Figs.10-11).

Os camundongos infectados com o clone C2 apresentaram negativacao
parasitémica mais precoce, no 22 dia apds o inicio do tratamento (Fig.10) ,
enquanto que os clones C1, C3, C5 apresentaram negativagao mais tardiamente

no 72 dia, apés o inicio do tratamento (Figs.10-11). O clone C5 apresentou queda
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nos indices parasitémicos no 12 dia e, ao contrario dos outros clones, demonstrou
um aumento acentuado nos indices parasitémicos no 32 dia, voltando a registrar
uma queda na parasitemia a partir do 4° dia.

Os camundongos infectados com os clones C4 e C7 apresentaram
negativagdo parasitémica a partir do 5° dia e, com o clone C6 no 7° dia apds o
inicio do tratamento (Fig.11).

Os controles da cepa parental e dos clones néo tratados apresentaram
multiplicagéo lenta a partir do 72 dia da infecgao, com picos irregulares entre o 17°
e 0 202 dia da infecgao no clone C1; entre o 212 e o0 27° dia no clone C3, e entre

0 202 e 0 302 dia nos clones C2, C5, C6 e C7.

8. Testes de cura

8.1. Teste parasitolégicos

Os resultados dos testes parasitolégicos realizados nos camundongos
infectados com a cepa parental e os clones C1, C2, C4, C6, C7 mostraram indice

de cura nulo (Tabs. 4, 5, 6, 8) e baixo indice de cura para o clone C3 (8,3%) e

10% para o clone C5 (Tabs. 7 - 9).

8.2. Testes sorolégicos

Os titulos de anticorpos IgG (imonoglobulinas G) mostraram que os

camundongos infectados com cepa Colombiana parental e seus clones
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apresentaram titulos de anticorpos acima de 1:20 (Tabs. 7-12). O clone C3 n&o foi
submetido a subinoculagdo e além disso, houve um caso (animal n® 3) com
elevada sorologia, podendo indicar que talvez houvesse maior indice de n&o
curados ou menor indice de cura (Tab. 10). O clone C4 também n&o foi submetido
a subinoculagao (Tab.11).

O animal n? 9, infectado com o clone C5, teve um titulo muito alto de
anticorpos; possivelmente trata-se de um caso ndo curado. Esse animal néo foi

submetido a hemocultura, o que impediu a demonstragao dos parasitos.

8.3. PCR

Nas tabelas 4-11 estdo expressos os resultados do DNA do cinetoplasto
(kDNA), de amostras sanguineas de camundongos tratados com Benzonidazol.

A figuras 27 A, B e C e 28 A e B mostram os resultados do PCR dos
clones C2, C3 e C7 da cepa Colombiana parental e do clone C6, respectivamente.
Nao houve detecgdo de bandas nas amostras dos clones C1, C4 e C5 (Figs. 27 A,
B, C, e D).

A hibridizagdo 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 ndo houve concordancia entre a
positivagéo dos testes parasitolégicos e a amplificagdo do kDNA pela PCR.

Em 10,1% dos casos a PCR mostrou resultado positivo enquanto os

testes parasitoldgicos foram negativos.
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Em 22% dos casos houve concordancia entre a positividade dos testes

parasitoldgicos e da PCR.

Em 11,8% dos casos houve concordancia entre a negatividade dos testes

parasitolégicos e da PCR (Tab. 12).



56

9. DISCUSSAO

A andlise do comportamento da cepa Colombiana parental, realizada no
presente trabalho, demonstrou que a mesma apresentou uma exacerbagao da sua
viruléncia, quando se faz uma comparagdo com as descricbes dessa cepa nos
trabalhos iniciais sobre a sua caracterizagdo biologica (ANDRADE et al., 1970;
ANDRADE., 1974). Nos trabalhos referidos, a cepa Colombiana foi caracterizada
pela evolugao lenta da parasitemia, pela predominancia de formas largas durante
todo o curso da infecgdo e pela sobrevida prolongada, com indice nulo de
mortalidade até os 50 dias. A baixa mortalidade possibilitava a obtengédo de uma
alta porcentagem de animais crénicamente infectados, sem o uso de drogas
supressoras da parasitemia (ANDRADE & ANDRADE, 1968). A cepa Colombiana
mantida neste iaboratério, ha 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 niveis parasitémicos consistentemente elevados.
Ja foi demonstrado, anteriormente (ANDRADE , 1974), que o aumento do numero
de formas delgadas corresponde a uma maior multiplicagdo parasitaria e a uma
alta viruléncia. Esse fato foi anteriormente observado com a cepa Colombiana
(ANDRADE et al.,, 1977), quando inoculada em camundongos com baixa
resisténcia, por bloqueio macrofagico com tinta da China e por tratamento com
corticoide, ou pela exaltagdo da viruléncia por passagens sucessivas em

camundongos recém-nascidos. Nesses casos, houve nitido aumento da viruléncia
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da cepa Colombiana que, entretanto, manteve o seu perfil parasitémico e seu
tropismo tissular.

A cepa Colombiana parental estudada na presente investigagéo , apesar
de ter a sua viruléncia exaltada pelas sucessivas passagens em camundongos,
continua a apresentar as mesmas caracteristicas basicas descritas para as cepas
de Tipo Ill, inclusive 0 mesmo perfil isoenzimatico, correspondente ao zimodema 1
(Z1). Mantém o perfil parasitémico, com evolugdo lenta e picos tardios, e o
tropismo tissular. Além disso, determina lesdes histopatolégicas caracteristicas,
com predominancia de parasitismo de muasculo esquelético e, em menor grau, de
musculo cardiaco, observando-se grandes ninhos parasitarios e lesées necrotico-
inflamatérias extensas, no 30° dia de infecgdo. A presenga de formas delgadas
coincidiu com o aparecimento de parasitismo de macréfagos do bago, visto aos 10
dia de infecgdo. A viruléncia de uma cepa pode ser alterada quando a mesma é
submetida a pressdes seletivas, tais como passagens sucessivas em animais
experimentais por muito tempo, bem como auséncia de passagens em
triatomineos. Assim, faz-se necessario distinguir viruléncia de patogenicidade. Os
estudos de BRAND et al. (1949), estudando quatro amostras de diferentes
procedéncias, mostraram patogenicidade variada entre as amostras. Esses
autores  consideram patogenicidade a capacidade de invadir tecidos, a
proliferagéo parasitaria e a influéncia sobre o crescimento dos animais. As cepas
estudadas pelos autores foram as cepas Brasil, WBH, Guatemala e Panama.
Procuraram verificar se havia diferengas entre as mesmas, quanto aos aspectos

metabdlicos, pela verificagdo do consumo de glicose e o crescimento da
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populagdo em meios de cultura. "In vivo®, estudaram em ratos, a influéncia sobre o
crescimento dos animais, a glicemia e o glicogénio do sangue, 0 consumo de
glicose na corrente sanguinea e o grau de invasdo dos tecidos. Os autores
concluiram, por diferengas de patogenicidade que a cepa Brasil se mostrou mais
patogénica, com maior invas&o tissular, com parasitismo de figado, bago, cérebro,
células gliais e intestino, e intensa miocardite, em contraposi¢ao as outras cepas
citadas, que se mostraram menos patogénicas.

Os nossos achados indicaram que a cepa Colombiana do T. cruzi tem
mantido a sua patogenicidade, com miotropismo e envolvimento predominante de
musculo esquelético, com destruicdo de fibras cardiacas, intenso infiltrado
inflamatério a partir do 202 dia de infeccdo e presenga de grandes ninhos
parasitarios.

HAUSCHKA (1949), utilizando as cepas Brasil e WBH, procurando
verificar a estabilidade de comportamento das mesmas para o animal
experimental em um periodo de dois anos de observagao, levando em conta a
viruléncia e a afinidade tissular, e tomando como indice de viruléncia a fase em
que se dava a mortalidade dos animais, péde concluir que a cepa WBH foi a mais
virulenta apresentando mortalidade maxima entre 11 e 16 dias, e a menos
virulenta foi a cepa Brasil, em que a mortalidade sé foi verificada entre 25 e 30
dias. Os achados histopatolégicos indicaram que a cepa Brasil apresentou
parasitismo predominante do coragédo, enquanto a cepa WBH apresentou tropismo

para o figado, bago, rim e pulmao. As curvas parasitémicas foram diferentes,
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atingindo o maximo 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 alteragdo na sua viruléncia. Para esse estudo, HAUSCHKA
(1949) procurou eliminar ao maximo as variaveis que poderiam influenciar no
comportamento das cepas, utilizando animais isogénicos, do mesmo sexo, com
dieta padrao, infectados em intervalos regulares com inéculos uniformes. O autor
concluiu que as diferencas de viruléncia, observadas entre os dois grupos, foram
estaveis e atribuiveis a um padréo fisiolégico especifico a cada cepa do parasita,
mantendo cada uma o seu maximo de viruléncia quando mantida em condi¢bes
6timas, em passagens sucessivas.

Comparando-se esses resultados com os obtidos por BRAND (1949),
com as mesmas cepas, observa-se que ndo ha concordancia. Ao contrario de
HAUSCHKA (1949), BRAND (1949) verificou maior patogenicidade, maior invasdo
tissular, altos niveis parasitémicos e indices 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 exacerbagdo de viruléncia. O estudo
comparativo desses dois trabalhos demonstrou que é necessario uniformizar os
critérios de se avaliar a viruléncia ou patogenicidade para caracterizar e distinguir
cepas mais ou menos virulentas.

PHILLIPS (1960), observou que a viruléncia da cepa WBH ficou diminuida,
apos passagens sucessivas com indculos cada vez menos ricos, porém havia sido
recuperada ajustando o inéculo a um nimero constante de parasitos; 0 mesmo

acontecendo com a cepa Y, cuja viruléncia foi exacerbada por in6culos



60

progressivamente maiores em camundongos jovens. Quando o autor
correlacionou o indculo com patogenicidade verificou que, nas cepas WBH e Y, o
curso da infecgédo e da mortalidade dependem diretamente do aumento no nimero
de parasitos no sangue circulante. N6s procuramos, ao longo dos experimentos,
tentar verificar se, de fato, era o inéculo o responsavel pela mortalidade dos
animais, e inoculamos 100.000 e 25.000 formas tripomastigotas, em dois
momentos diferentes. Concluimos 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 infeccdo que foi de 30, 50 e 44 dias. Esses indices diferentes de
mortalidade refletem, sem davida alguma, diferentes momentos de aumento de
viruléncia da referida cepa.

Entretanto, PHILLIPS (1960), estudando a cepa Sonya, verificou que a
patogenicidade nao dependia diretamente do inéculo, sendo a infecgdo sempre de
curso prolongado e fatal, isto &, de multiplicagéo lenta e de alta viruléncia.

ANDRADE & ANDRADE (1966), comparando a cepa Y com a cepa
Colombiana, verificaram que esta Gltima determina uma infecgdo de curso
prolongado, podendo atingir elevados niveis parasitémicos e determinar lesées
tissulares graves, com mortalidade tardia dos animais, sendo portanto muito
patogénica e pouco virulenta.

Assim sendo, baseando-se em nossos achados, o conceito de viruléncia
esta ligado a maior ou menor capacidade de muitiplicagdo do parasito, que é

prépria para uma determinada cepa, mas que pode variar dentro de certos limites
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de acordo com inimeras variaveis, podendo assim ser atenuada ou exacerbada. A
patogenicidade representaria a capacidade de determinar lesdes tissulares que
podem levar os animais & morte, em diversas fases da infecgdo, a depender dos
setores atingidos. Assim, a patogenicidade seria uma capacidade constante,
enquanto a viruléncia, embora peculiar a cada cepa, seria flutuante. Essas duas
condi¢bes, em conjunto, compreenderiam os fatores ligados ao parasita, e tém
atualmente determinado o curso da infecgdo na cepa Colombiana, no animal
experimental.

Os aspectos morfologicos das formas sangiicolas (BRENER & CHIARI.,
1963) constituem-se em importante elemento de caracterizagdo e, aparentemente,
estdo relacionados com o grau de viruléncia das cepas. Foi observado, em
estudos anteriores, que as cepas caracteristicamente mais virulentas (Tipo ) tém
predominancia de formas delgadas, e que a exaltagédo da viruléncia de cepas, nas
quais formas largas sao predominantes, determina o aparecimento de um nimero
significante de formas delgadas na fase inicial da infeccdo (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 permanéncia dos
tripanosomas nas células daria origem a formas largas. As experiéncias de SILVA
(1959) permitiram demonstrar, em células parasitadas, a existéncia de um

processo duplo de evolugdo dos amastigotas intracelulares: no primeiro,
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amastigotas arredondadas evoluiram, por um processo de desenrolamento, para
as formas largas, ao passo que, em outras células tripanosomas fusiformes
dariam origem, por simples alongamento, as formas delgadas. O mesmo autor
demonstrou que a inoculagdo, em camundongos, de apenas formas largas, da
origem a infecgbes em que sdo encontradas formas largas, intermediarias e
mesmo delgadas.

Os nossos achados indicam que a cepa Colombiana apresenta uma
composigdo clonal homogénea, variando apenas quanto ao grau de viruléncia de
seus clones, o que poderia influenciar no comportamento da cepa, determinando
alta ou baixa viruléncia. Os sete clones isolados apresentaram um comportamento
idéntico ao da cepa, em relagéo a parasitemia, ao miotropismo, a patogenicidade,
embora tenham apresentado viruléncias diferentes. Em quatro destes clones, os
indices de mortalidade foram elevados (100%), idénticos ao da cepa parental (C1,
C3, C4, C6), além de apresentarem taxas elevadas de formas delgadas. Em trés
dos clones (C2, C5, C7), a viruléncia foi mais baixa, o que se comprovou pelos
menores indices de mortalidade, menores indices parasitémicos e predominancia
de formas largas. Entretanto, do mesmo modo que a cepa parental, os caracteres
gerais da cepa foram mantidos. Em dois dos clones (C1 e C3) o padrdo de bandas
eletroforéticas das enzimas ALAT e ASAT foi diferente do observado com a cepa
parental e os demais clones, 0 que pode representar mudangas intraespecificas
fenotipicas e genotipicas dessas populagdes clonais.

Os clones isolados por diversos autores, a partir de diferentes cepas

podem se apresentar homogéneos (BONGERTZ & DVORAK, 1983), ou
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heterogéneos (POSTAN et al., 1983; GOLDBERG & SILVA PEREIRA, 1983). Em
alguns casos, como ocorreu com a cepa CL, podem ocorrer clones de baixa
viruléncia que, quando inoculados em camundongos, ndo determinam parasitemia
patente e ndo determinam lesées nem mortalidade dos animais (LIMA et al.,
1990; LIMA et al., 1995).

MARQUES DE ARAUJO & CHIARI (1988), estudando o comportamento
biolégico de clones isolados das cepas Y, MR e CL, demonstraram curvas
parasitémicas diferentes e curso prolongado da infeccdo até 40 dias, como no
caso do clone YP1, indicando serem essas cepas formadas por um conjunto de
subpopulagdes heterogéneas (cepas Y e CL) e homogéneas (cepa MR). Esses
autores, analisando os indices 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 indice 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
indice de mortalidade de 100%.

CAMPOS & ANDRADE (1996), entretanto, estudando as curvas
parasitémicas e os indices de mortalidade de cinco clones e 14 sub-clones da
cepa 21 SF, mostraram similaridades quanto aos caracteres biolégicos e a
predominancia de clones responsaveis pela manutengdo da estabilidade dos
caracteres da Cepa 21 SF.

POSTAN et al. (1987), comparando niveis parasitémicos 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 infecgédo de
camundongos, mostraram que o clone Sylvio-X10/7 apresentou o indice de
mortalidade de 94,3%, sendo que as fémeas 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 Unica banda (um monémero) representando uma situagéo de homozigose
(TIBAYRENC et al.,, 1981). Com relagdo a ALAT e a ASAT, o clone C1
apresentou tréé bandas para a enzima ALAT, e o clone C3 apresentou duas
bandas para a enzima ASAT, indicando que, para essas enzimas, os referidos
clones apresentaram um perfil diferente.

Um gel pode mostrar a presenga de uma enzima especifica, em mais de
uma posigdo de migragdo. Essas formas multiplas sdo chamadas isozimas ou
isoenzimas, que podem ser decorrentes de fatores diferentes: a) presenga de mais
de um locus codificando as enzimas; b) presenga de mais de um alelo codificando
a enzima; c) ocorréncia de efeitos pos-traducionais na cadeia polipeptidica
(RICHARDSON et al. , 1986). Em nosso experimento, o aparecimento de um
perfil, de trés bandas para a ALAT e duas bandas para a ASAT, sugere uma

situacdo de heterozigose embora ndo possamos descartar a agédo de efeitos pos-



65

traducionais que permitiiam um deslocamento diferente da cadeia polipeptidica.
Por outro lado, a visualizagdo de trés bandas para ALAT (clone C1) também pode
sugerir que este perfil seja o resultado da fusdo de bandas.

ANDRADE et al. (1983) demonstraram que o padrdo isoenzimatico para
ALAT, no biodema Tipo lll, pode se apresentar de duas formas, sendo uma com
duas bandas e a outra com cinco bandas. O padréo de trés bandas encontrado
por nos, pode ser o resultado da fusdo das duas bandas inferiores, e de duas
bandas superiores, produzindo um perfil de trés bandas. Pode-se observar no
perfil enzimatico, demonstrado por ANDRADE et al. (1983), que a 12 e a 22
bandas sdo mais estreitas, e a 32 banda € mais larga. Em nosso experimento,
encontramos trés bandas largas , diferindo assim do padréo referido.

Quanto a ASAT, a ocorréncia de duas bandas pode ser decorrente da
acdo de dois genes diferentes, ndo alelos, responsaveis pela produgdo das
cadeias polipeptidicas. Possivelmente, os perfis diferentes, que foram descritos
para ALAT e ASAT, nado se revelaram quando a cepa total foi estudada e sé
tiveram uma expressdo quando os clones foram estudados isoladamente.

RODRIGUES et al. (1998) ap6s analisarem o perfil isoenzimatico de sete
cepas da Colombia mantidas “in vitro”, observaram alteragdo na cepa BM Lépez
para as enzimas GPI, PEP-1, GDNAD, 6PGDH.

LANA et al. (1996), ap6s 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 tipico de zimodema B, para PGM e MDH
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sugerindo a ocorréncia de heterogeneidade dentro da populagdo do T. cruzi
presente na paciente.

A resposta aos quimioterapicos é um importante carater das cepas do T.
cruzi e tem sido consistentemente demonstrada uma resisténcia elevada das
cepas de Tipo Il aos quimioterapicos em uso clinico (Nifurtimox e Benzonidazol),
a qual foi observada em estudo comparativo da resposta ao tratamento de
pacientes chagasicos e dos animais inoculados com as cepas deles isoladas,
demonstrando que essa diferenca de susceptibilidade ocorre, tanto
experimentalmente como nos ensaios clinicos (ANDRADE et al.,1992). Embora
resistentes, observa-se uma resposta ao tratamento, com nitida redugéo
parasitaria e negativagdo da parasitemia direta, embora testes parasitologicos
revelem a presenga dos parasitos a nivel subpatente. Essa observagao sugere a
existéncia de formas susceptiveis ao lado de formas resistentes, em uma
populacdo parasitaria, o que poderia estar relacionado com a presenga de
diferentes clones.

MARRETO & ANDRADE (1994), estudando as caracteristicas biologicas e
isoenzimaticas de cepas do Tipo Il e do Tipo lil, isoladas de camundongos
tratados e ndo curados, no sentido de verificar se as formas resistentes
apresentavam diferengas em relagdo a cepa original, observaram que ndo houve
qualquer diferenga entre as mesmas, a nivel biolégico e fenotipico.

No presente trabalho, ficou confirmada a resisténcia da cepa Colombiana
e dos seus clones ao quimioterapico usado, quando se consideraram o0s

resultados dos testes parasitologicos e sorolégicos. A presenga de titulos elevados
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de anticorpos (IgG), nos animais tratados, foi, por vezes, decisiva para o
diagnostico de positividade, nos casos em que os testes parasitolégicos estavam
negativos ou, em casos isolados, onde apenas um dos testes foi realizado,
principalmente pela impossibilidade de realizar 0 xenodiagnéstico, importante meio
diagnéstico, e que vinha sendo usado constantemente, em trabalhos anteriores.

E fato j& demonstrado experimentalmente que, nos camundongos tratados
e parasitologicamente curados, pode haver persisténcia da sorologia (teste de
imunofluorescéncia indireta), porém com redugdo dos titulos, quando comparados
com os controles ndo tratados, tendo sido estabelecido que o titulo maximo
compativel com a cura parasitolégica seria o de 1:10 (ANDRADE et al.,1985). A
persisténcia de sorologia positiva ao nivel indicado, em animais tratados e
parasitologicamente curados , foi correlacionada, em estudos deste laboratério
(ANDRADE et al. 1991), a persisténcia de antigenos parasitarios sequestrados em
células dendriticas foliculares do bago, constituindo-se em uma memobria
imunoldgica.

O uso da “polymerase chain reaction” (PCR) para comprovacgdo de cura
no presente trabalho, ndo permitiu tirar conclusées porque nao foi possivel se
estabelecer uma correlagdo com a positividade dos testes parasitologicos e
sorologicos. A PCR, nas condi¢des em que foi realizado no presente trabalho,
apos tratamento prolongado, ndo apresentou sensibilidade suficiente para ser
usado como teste de cura. OS outros testes parasitoldégicos possibilitam a
multiplicagdo parasitaria a partir de sangue, quer seja pela hemocultura, pelo

xenodiagnéstico ou subinoculagdo 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 estdo na fase cronica e que foram tratados, estando, portanto,
com escasso numero de parasitos (quando ndo curados). Desse modo, os
resultados obtidos no presente trabalho sdo apenas preliminares. O estudo
prosseguirad neste sentido, e novos testes serdo realizados para melhor avaliar a
possibilidade de usar esse método nas nossas pesquisas sobre resposta aos
quimioterapicos.

O presente trabalho permitiu, desta maneira, clonar a cepa Colombiana do
T. cruzi, que mantém o comportamento caracteristico do Biodema |ll, Zimodema 1,
revelando que, dentro dos limites da clonagem realizada, ha uma predominancia
do mesmo tipo de clone, idéntico a cepa parental, caracterizado pelo seu tropismo
tissular e patogenicidade, embora com diferentes graus de viruléncia. Foi de
interesse observar a manutengédo da resisténcia ao quimioterapico Benzonidazol,
em todos os clones. Apesar desta constatacdo, o tratamento teve um efeito
positivo determinando diminuigdo da carga parasitaria, com negativagdo da
parasitemia ao exame direto, o que indica que os parasitas se mantém a nivel
subpatente, pelo tratamento. Entretanto, como ndo houve cura, a infec¢do tende a
se reativar apos a passagem do efeito do quimioterapico e, desta maneira, os
resultado apontam para a necessidade de obtencdo de novas drogas com efeito

sobre cepas de resisténcia elevada, como a cepa em estudo.
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10. CONCLUSOES

As anélises comparativas realizadas entre a cepa Colombiana parental e
os seus clones isolados, referentes ao comportamento biolégico, bioquimico, e a

resposta quimioterapica, demonstraram que:

1) As médias parasitémicas na fase intermediaria diferiram significativamente
entre a cepa parental e os clones, indicando nessa fase diferentes niveis de
multiplicacdo parasitaria e , conseqlientemente, diferentes graus de viruléncia.

2) Os perfis das curvas parasitémicas foram semelhantes entre a cepa parental e
seus clones;

3) Os indices de mortalidade da cepa parental foi elevado até 30 dias (100%),
indicando uma viruléncia elevada da cepa;

4) O indice de mortalidade dos clones variaram entre altos (78 a 100%) a baixos
(7 a 23%), confirmando as diferentes viruléncias;

5) O perfil isoenzimatico da cepa parental e de seus clones foi identificado com o
Zimodema 1 (Z1), com variagdes no niumero de bandas em ALAT (um clone) e
ASAT (um clone), podendo ser o resultado de fusdo de bandas e da acédo de
genes diferentes, ndo alelos;

6) Os resultados da quimioterapia revelaram altos indices de resisténcia, da cepa

parental e de seus clones, ao tratamento com Benzonidazol.
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ANEXOS

ANEXO | - Tabelas (Comportamento biolégico)



Tab.1 Avaliagcdo da parasitemia precoce, intermediaria e tardia, no primeiro més de

infec¢do da cepa Colombiana do T. cruzi e de seus clones

Dias de infecgdo 9° 19° 29°
Precoce Intermediaria Tardia
Grupo de estudo -- -~ -
X + DP X + DP X + DP
Cepa Parental (117%) = | 7,80+ 13,19 266,40 + 359,15 792,66+ 710,44
g 863,00 =+
CI-Col-C 6 (10°) * 120 + 1,64 | 882,60 +* 509,94 S e ts
Cl-Col-C3 (5°) * 120 + 1,64 10880 % 622,00 + 437,80
. 1680 + |
Cl-Col-C4 (3% * 120 = 1,78 eo0 . |
Cl-Col-C (13%) 0,00 £ 0,00 | 217,80 37842 |  —eeeeeeeeee
a 20840 +
CI-Col-C7 (3?) * 140 + 134 | 106,40 = 54,02 g
CI-Col-C2 (3%) 020 + 0,44 0,60 + 1,34 72'98’83 &
Cl-Col-C5 (3°) * 020 = 044 | 1640 31,72 1 12480 + 22516
p=0,28 p=0,003 p=0,11

Teste de Kruskal-Wallis H. Andlise comparativa da parasitemia de camundongos
infectados com a cepa parental e os seus clones.
* Os numeros entre parénteses indicam a passagem em que a cepa e os clones

foram analisados



Tab. 2 Analise de mortalidade tardia, até 30 dias, de camundongos infectados com

a cepa Colombiana do T. cruzi e seus clones

Grupo de estudo Inéculo InAor(];iL:Taa;zs m%ﬂ:::ﬁ:ies Percentagem
Cepa Parental (117?) 100.000 25 9/9 100,0 %
Cl-Col-C1 (13?) 50.000 18 11/11 100,0 %
CI-Col-C6 (10°) 100.000 25 14/14 100,0 %
Cl-Col-C3 (5%) 50.000 25 12/13 92,3 %
Ci-Col-C4 (37) 100.000 25 15/19 78,9 %
Cl-Col-C7 (3%) 100.000 25 3/13 23,0% ¢
Cl-Col-C2 (3%) 100.000 25 113 76% o
Cl-Col-C5 (3%) 100.000 25 113 76% ¢

¢ p< 0,0, pelo teste exato de Fischer



ANEXO Il - Tabelas (Quimioterapia)



Tab. 3 Avaliagdo da Parasitemia tardia da cepa Colombiana do T. cruzi e de seus

clones no 29° da infecgéo tratados com Benzonidazol

Tardia
29° dia de infecgéo

Grupo de estudo X w_:-DP

, Tratado N&o Tratado
Cl-Col-C1 (13%) 320 +327 | e
Cl-Col-C 4 (8%) 0,0 £0,00 | @ e
Cl-Col-C 6 (10?) 2,20 =+ 3,89 863,00 =+ 575,58
ClI-Col-C 5 (10%) 2,60 =+ 3,43 732,25 =+ 688,79
Cl-Col-C 3 (127) 1,2 £1,78 | e
Cl-Col-C 7 (11?) 0,20 +0,44 666,80 =+ 525,45
Cepa Parental (131%) 0,00 =0,00 437,20 =+ 521,94
CI-Col-C 2 (8%) 0,00 =0,00 135,20 =+ 130,28




ANEXO Il - Tabelas (Teste de cura)



Tab. 4 Avaliagdo dos testes de cura parasitolégicos, sorolégico e molecular, de
camundongos infectados com cepa Colombiana parental, ap6s tratamento

durante 90 dias, com Benzonidazol

N° do Testes parasitolégicos so:-cﬁztef Tlestel
gico | molecular

anlmal Parasitemia | Subinoculagdo | Hemocultura IFI-Titulos PCR
T e e A —

2 O e

3 NEG NEG NEG POS1:20 | -

4 NEG NEG NEG POS 1:640 NEG

5 NEG POS NEG POS 1:320 | --—--

6 NEG POS POS POS 1:2560 NEG

7 NEG POS NEG POS 1:40 POS

8 NEG POS NEG NEG POS

9 NEG POS NEG POS 1:160 NEG

10 POS | - | | e
11 NEG POS NEG POS 1:320 POS
12 NEG POS NEG POS 1:320 | -
13 | - | e e e
14 NEG POS POS POS 1:640 POS
15 POS | | | e e




Tab. 5 Avaliagdo dos testes de cura parasitolégicos, sorolégico e molecular de
camundongos infectados pelo clone CI-Col-C1, apés tratados durante 90

dias, com Benzonidazol

N° do Testes parasitologicos S OI;?)thi A6 m;‘:ﬁ ar
2l Parasitemia | Subinoculagdo | Hemocultura | L.F.l. - Titulos PCR

1 NEG NEG POS POS 1:5020 NEG

22 [ U R e R

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 Avaliagdo dos testes de cura parasitologicos, sorolégico e molecular, de
camundongos infectados pelo clone CI-Col-C2, ap6s tratados durante 90

dias, com Benzonidazol

Testes parasitologicos Te§t9 Teste
N° do sorologico | molecular
ez Parasitemia | Subinoculagdo { Hemocultura .I!:F" § PCR
itulos

1 NEG POS NEG POS 1:40 NEG
2 NEG POS NEG POS 1:80 NEG
3 NEG POS NEG POS 1:160 |  --—--
4 NEG POS NEG | - NEG
5 NEG POS NEG POS 1:80 POS
6 NEG POS NEG POS 1:40 NEG
7 NEG POS NEG POS 1:160 NEG
8 NEG POS NEG POS 1:160 NEG
9 POS | -~ | e | e e
10 NEG | = - POS POS 1:20 NEG
11 NEG POS | = —- POS 1:40 NEG
12 POS | | e e e
13 POS | - | e | e e
14 (0 I N e e T INp—
15 NEG POS NEG POS 140 |  —--
16 NEG POS POS POS 180 | -
17 NEG POS NEG POS 1:40 POS
18 NEG POS NEG | - NEG
19 NEG |  —— | | e POS
20 NEG | - | e | - NEG




Tab.7 Avaliagdo dos testes de cura parasitolégicos, sorolégico e molecular, de
camundongos infectados pelo clone CI-Col-C3, ap6s tratados durante 90

dias, com Benzonidazol

Testes parasitologicos Teste soroldgico | Teste molecular
N° do animal

Parasitemia | Hemocultura I.F.I -Titulos PCR

1 NEG NEG NEG NEG
2 POS | - | e e
3 NEG NEG POS 1:5120 POS
4 POS | - | | e
8 POS | = - POsS180 | = -
6 pPOS | @ — POS 140 | -
7 NEG NEG POS 1:2560 NEG
8 POS | - | e e
9 POS | - | - e
10 POS | - | e e
11 POS | | e e
12 NEG NEG NEG POS




Tab. 8 Avaliagdo dos testes de cura parasitoldégicos, sorolégico e molecular, de

camundongos infectados pelo clone CI-Col-C4, ap6s tratados durante 90

dias, com Benzonidazol

Testes parasitolégicos

Teste sorolégico

Teste molecular

N° do animal
Parasitemia | Hemocultura I.F.I -Titulos PCR
1 NEG POS POS 1:640 NEG
2 POS | - e e
3 NEG POS POS 1:80 NEG
4 POS | - | e | -
5 POS | - | | e




Tab. 9. Avaliagdo dos testes de cura parasitoldgicos, soroldégico e molecular de
camundongos infectados pelo clone CI-Col-C5, ap6s tratados durante 90

dias, com Benzonidazol

N° do Testes parasitoldgicos so-rrcflgte' Tlestel
gico molecular

AR Parasitemia | Subinoculagdo | Hemocultura | I.F.l. - Titulos PCR
1 NEG POS POS POS 1:5020 NEG

2 NEG NEG NEG NEG NEG

3 NEG NEG POS POS 1:160 NEG

4 NEG NEG | - POS 1:40 NEG

5 NEG POS NEG POS 1:180 NEG

6 NEG NEG NEG POS 1:180 NEG

7 NEG NEG NEG POS 1:80 NEG

8 NEG NEG POS POS 1:5020 NEG

9 NEG NEG |  -—- POS 1:5020 NEG

10 NEG NEG NEG POS 1:180 |  -—--




Tab. 10. Avaliagdo dos testes de cura parasitolégicos, sorolégico e molecular de
camundongos infectados pelo clone CI-Col-C6, ap6s tratados durante 90

dias, com Benzonidazol

N° do Testes parasitolégicos sorciggco m(-;-lzztuelar
il Parasitemia | Subinoculag&o | Hemocultura | |.F.I. - Titulos PCR

1 NEG POS POS POS 1:320 NEG

2 NEG NEG NEG POS 1:320 m——een

3 NEG POS NEG POS 1:20 NEG

4 NEG POS POS POS 1:5020 NEG

5 POS - e -

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. Avaliacdo dos testes de cura parasitolégicos, soroldégico e molecular de
camundongos infectados pelo clone CI-Col-C7, apés tratados durante 90

dias, com Benzonidazol

N° do Testes parasitolégicos Teste sorologico| Teste molecular
animal | prasitemia | Subinoculagéio |Hemocultura| I.F.I. -Titulos 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 | -~ | e ----
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 parasitologicos e da reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) realizados nos camundongos infectados com os clones
da cepa Colombiana do T. cruzi, apés tratamento.

Testes parasitolégicos Reagao em cadeia da Percentagem

polimerase ( PCR)

POS ' POS 22,0%
POS NEG 45,7%
NEG POS 10,1%
NEG NEG 11,8%

Houve baixa concordancia entre os dois testes




ANEXO |V - Figuras (Comportamento biolégico)
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Fig. 1 - Parasitemia de camundongos infectados com o clone CL-Col-C1
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Fig. 2 Parasitemia de camundongos infectados com o clone CL-Col-C2
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Fig. 3 Parasitemia de camundongos infectados com o clone CL-Col-C3
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Fig. 4 Parasitemia de camundongos infectados com o clone CL-Col-C4
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. 5 Parasitemia de camundongos infectados com o clone CL-Col-C5
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Fig. 6 Parasitemia de camundongos infectados com o clone CL-Col-C6
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Fig.7 Parasitemia de camundongos infectados com o clone CL-Col-C7
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ANEXO V- Figuras (Quimioterapia)



1200
x
S 1000
M
8 1000 s Copa Colombiana tratada M 900
W | s Copa Colombiana nio tratada m %0 TS
£ ww 700 s CH-CoFC1 1180 tratado
E *
H ag 600
a £ -
m o 600 W g 50
3 mw 400
m 400 mm 300
3 H 200
H m 100
200
:E " :
B w ™ @ 1P 1P 11PN W I m
N o Dias de Infecgio
TP 110 130 150 170 19° 21° 23° 25° 27° 20° 31° 33 37° 40P 4d° >
Dias do infecgio
300
3 1800
250
- 2
8 £
§g > mw 1200
[ 4 x
o
L 150 E2Q 1m
28 o ®
] s 9
m 100 B .2 604
o
e 29
8 B9 e
2E % s 3
§35
o
o ‘£ 400
° 0 J £ E
z T 9 11°13° 15° 17° 19° 21° 23° 25° 27° 29° 31° 33° 35° 3° [
S 200
Dias de infecgéo z
0
To 9 119 130 150 {70 19° 210 23° 250 27° 29° 31° 33° 34° 36° 3E° U
Dias de infecgio

Fig. 10 Parasitemia nos camundongos infectados com a cepa parental e os seus clones e
tratados com Benzonidazol, iniciado no 20° dia de pés- infecgdo e prosseguido
até 90 dias.



Fig.10. Parasitemia dos camundongos infectados com a cepa parental e os clones

C1, C2, C3 da cepa Colombiana do T.cruzi, e tratados com o Benzonidazol

A: Cepa parental e controles ndo tratados

B: Clone C1 e controles ndo tratados

C: Clone C2 e controles nao tratados

D: Clone C3 e controles néo tratados
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Fig. 11 Parasitemia nos camundongos infectados com a cepa parental e os seus
clones e tratados com Benzonidazol.



Fig.11- Parasitemia dos camundongos infectados com clones C4, C5, C6,C7 da

Cepa Colombiana do T.cruzi tratados com o Benzonidazol

A: Clone C4 e controles nédo tratados

B: Clone C5 e controles nao tratados

C: Clone C6 e controles nédo tratados

D: Clone C7 e controles néo tratados



ANEXO VI- Pranchas (Isoenzimas)



[

coL " 21
c2 PAR COL ‘gf PER



Fig.12. Bandas eletroforéticas reveladas na enzima PGM (fosfoglucomutase) da
cepa parental e dos clones C1 e C2, e controles (cepa Peruana, 21 SF e

Colombiana)
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Fig.13. Bandas eletroforéticas reveladas na enzima PGM (fosfoglucomutase) da
cepa parental e dos clones C3 e C7, e controles (cepa Peruana, 21SF e

Colombiana)
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Fig.14 Bandas eletroforéticas reveladas na enzima GPI (glucosefosfato isomerase)
da cepa parental e dos clones C1 e C2, e controles (cepa Peruana, 21 SF e

Colombiana)
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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)
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Fig.16. Bandas eletroforéticas reveladas na enzima ALAT (alanina aminotransferase)
da cepa parental e dos clones C1, C2, C3, C4, e controles (cepa

Peruana, 21 SF e Colombiana)
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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)
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Fig.18. Bandas eletroforéticas reveladas na enzima ASAT (aspartato
aminotransferase) da cepa parental e dos clones C1, C2, C3, C4, e controles

(cepa Peruana, 21 SF e Colombiana)
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Fig.19 Bandas eletroforéticas reveladas na enzima ASAT (aspartato
aminotransferase) da cepa parental e dos clones C5, C6, C7, e controles

(cepa Peruana, 21 SF e Colombiana).



ANEXO VIi- Pranchas (Histopatologia)



Fig. 20




Fig 20. Camundongos controles infectados com a cepa Colombiana parental.

A: 20 dias de infecgdo: Musculo esquelético com extensas areas de destruigdo de

fibras musculares e substitui¢gdo por infiltrado mononuclear. 100X;

B: 20 dias de infecgdo: Secgbes de miocardio, mostrando célula cardiaca parasitada

e difuso e moderado infiltrado mononuclear intersticial. 250X;

C: 20 dias de infecgdo: Musculo esquelético, mostrando destruigédo focal de fibras

musculares, denso infiltrado mononuclear intersticial 400X;

D: 30 dias de infecgdo: Extensa area de destruigdo de fibras musculares,
observando grande ninho parasitario em célula muscular com avangada

desintegragao citoplasmatica. 400X.



Fig. 21




Fig. 21- Camundongos infectados com o clone C1.

A: 20 dias de infecgdo: Miocardio com extensas areas de necrose de fibras
parasitadas, observando-se densos infiltrados focais de polimorfonucleares, de

permeio com os detritos parasitarios e difuso infiltrado mononuclear. 250X;

B: 20 dias de infecgdo: Musculo esquelético com &rea focal de destruigdo de célula

muscular e denso infiltrado focal mononuclear. 400X;

C: 25 dias de infecgdo: Miocardio com intenso infiltrado intersticial mononuclear e

presenga de ninhos parasitarios intracelulares. 250X

D: 25 dias de infeccdo: Musculo esquelético com denso e difuso infiltrado

mononuclear intersticial.250X



Fig. 22




Fig. 22 : Camundongos infectados com o clone C2.

A: 25 dias de infecgdo: Musculo esquelético mostrando extensa lesdo necroética de
fibra muscular, com detritos celulares e infiltrado mononuclear. Hialinizagéo de fibra

muscular ndo parasitada e presencga de ninho parasitario sem reagéo. 250X;

B: 25 dias de infecgdo: Musculo esquelético com necrose focal de fibra muscular
parasitada, observando-se detritos parasitarios e celulares e infiltrado

mononuclear.400X

C: 30 dias de infecgdo: Miocardio com extensas areas de destruicéo de células

cardiacas e substituigdo por infiltrado mononuclear intenso. 250X

D: 30 dias de infec¢do: Miocardio com acentuado e difuso infiltrado mononuclear

intersticial. 250X.



Fig. 23




Fig. 23- Camundongos infectados com o clone C3.

A: 20 dias de infecgdo: Musculo esquelético com volumosos ninhos parasitarios no
interior de fibras musculares, edema intersticial e denso infiltrado mononuclear.

400X;

B: 20 dias de infecgdo: Misculo esquelético com extensa area de destruigdo de fibra

muscular parasitada, edema intersticial e infiltrado mononuclear. 250X;

C: 20 dias de infecgdo: Miocardio mostrando extensas areas de destrui¢do de fibras

cardiacas, acentuado e difuso infiltrado mononuclear. 250X;

D: 30 dias de infecgdo: Musculo esquelético com extensa destruicdo de fibras

musculares e denso infiltrado mononuclear intersticial e peri-arteriolar.400X.



Fig. 24




Fig. 24. Camundongos infectados com o clone C4.

A: 20 dias de infecgdo: Miocardio com lesGes focais de destruicdo de fibras
parasitadas, com densos infiltrados de polimorfonucleares neutréfilos e difuso

infiltrado intersticial mononuclear. 250X;

B: 20 dias de infecgdo: Musculo esquelético com areas de destruigdo de fibras

musculares e substitui¢do por infiltrados mononucleares. 450X

C: 25 dias de infecgdo- Miocardio com parasitos intracelulares e areas de destruigdo
de fibras parasitadas, com densos infiltrados mononucleares, com

polimorfonucleares. 250X;

D: 25 dias de infecgdo: Musculo esquelético com grande ninho parasitario e areas

focais de destruigdo de fibras musculares, com denso infiltrado mononuclear. 400X.



Fig. 25




Fig. 25. Camundongos infectados com o clone C5.

A:20 dias de infecgdo: Miocardio com extensas areas de destruicdo das fibras
cardiacas, densos infiltrados intersticiais de mononucleares e proliferagdo

fibroblastica.250X;

B: 25 dias de infecgdo: Musculo esquelético; vista geral mostrando extensas areas
de destruicdo de fibras miocardicas e substituicdo por densos infiltrados

mononucleares intesticiais.100X;

C: 30 dias de infecgdo- Miocardio mostrando necrose e hialinizagdo de fibras

cardiacas e densos infiltrados mononucleares intersticiais. 250X

D: 30 dias de infecgdo- Mdasculo esquelético mostrando intenso infiltrado

mononuclear intersticial e perivascular. 400X.



Fig. 26




Fig. 26. Camundongos infectados com o clone C6.

A: 20 dias de infecgdo: Miocardio com células cardiacas parasitadas em diferentes

graus de degeneragédo; necrose e focos de infiltrado mononuclear. 250X;

B: 20 dias de infecgdo- Musculo esquelético com grandes ninhos parasitarios em

desintegragéo e necrose de fibras musculares. 400X;

C: 20 dias de infecgdo: Miocardio com lesdo focal de fibra parasitada, com denso

infiltrado de polimorfonucleares neutréfilos e infiltrado mononuclear difuso. 250X;

D: 20 dias de infecgdo: Musculo esquelético com extensas areas de destruigdo de
fibras musculares parasitadas e densos infiltrados de mononucleares e de

polimorfonucleares. 250X.



ANEXO VIl - Pranchas (PCR)



Fig. 27

M 24 56 910 1213 141534356566 M 1920212223 8 11 17 18

110 bp

330 bp

M 242526272829303132 H,O NB Tc+
M 67 68697071 72 73 H,0 NB Tc+
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Fig. 27. Amplificagdo do DNA do cinetoplasto (kDNA) de amostras* sanguineas dos
camundongos infectados pelos clones C1, C2, C3, C4, C5, C6, do T. cruzi, tratados

com o Benzonidazol

A: Amplificagao do kDNA dos clones C2, C7,;

B: Amplificagdo do kDNA do clone C7 e controles positivo, negativo e agua;
C: Amplificagio do KDNA dos clones C1, C3, C4

D: Amplificagao do kDNA do clone C5
* Os numeros das amostras de DNA extraidos do sangue de camundongos

infectados, estdo indicados na parte superior e inferior das figuras

M: Marcador LADDER de 100 pares de bases



Fig. 28

M 37 38 39 4142434546 804950516051

330 bp

M 52535455636479 HONB Tc+
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Fig. 28. Amplificagdo do DNA do cinetoplasto de amostras* sanguineas dos
camundongos infectados com a cepa Colombiana parental do T.cruzi com o clone

C6, tratados com o Benzonidazol, e controles nao tratados

A: Amplificagao do kDNA da Cepa Colombiana do T. cruzi;

B: Amplificacédo do kDNA do clone C6, agua, controles negativo e positivo
* O ndmero das amostras de DNA, extraidos do sangue de camundongos

infectados, estdo indicados na parte superior e inferior da figura

M - Marcador LADDER de 100 pares de bases



Fig. 29

1 2 3 4 S§ 6 7 8 9 10 11 12

1 2 3 4 S5 6 7 8 9 10 11 12

Col | Col |Col| Col |Col| Col | Col |Col| Cé6 | Col|Col | Col
Col| C6 [C6| C6 [C1|C6 |C6|C6 |HO|CN|CP| X
Cl|{Cl|Cl| Cl |[Cl1| X |C3|C3|C3|C3|C4|cC4
C5|C5|C5| C5 |[C5{C5|C5|C5|CS5 |H,O/|CN|CP
C7|C7|C7| C7T |[CT|C7|CT|C7|C7|C7|C7|C7
C71C41C21 €2 821 €2 102 |C21C2]£2]€2]C2
C2|1C2|C2| X HO X |[CN| X |[CP| X | X |C4
X | X |X| X | XX | X|X|X|X|X|X

TQmEDA® P>

Hibridizag@o pelo dot-blot, com as amostras de sangue de camundongos
infectados com clones e cepa parental do 7.cruzi, tratados com Benzonidazol
e ndo tratados, e controles positivos provenientes de cultura, utilizando a
sonda P67, que corresponde a regido mini-repetida conservada do
minicirculo do kDNA.

C- Clone positivo; C- Clone negativo; CP- Controle positivo (cultura do
T.cruzi); Col- Cepa parental tratada, positiva; Col- Cepa parental ndo tratada,
negativa; Col- cepa parental tratada negativa; CN- Controle negativo; X- sem
amostra



Anexo IX - Substancias quimicas das reagées de isoenzimas



1. PGM
1.1. Solugéo estoque para o tampéo do eletrodo
1.2. Substancias:
-Tris=05M= pH74
- Acido maléico = 0,5 M
- EDTA Naz 2H,0 = 0,05 M
- Agua DDD q.s.p = 1litro
1.3. Tampéo do eletrodo: Tris / maleato = 0,15M = pH=7,4
1.4.. Tampé&o do gel: Tris/ Maleato 0,15 M pH 7,4 (1/10 do tamp3o do eletrodo)
1.5. Gel de amido:
- Starch-gel hydrolized potato Sigma
1.6. Condigbes de eletroforese: 150 V , 20 mA
1.7. Tempo de migragdo: 2 horas
1.8. Revelador:
1.8.1. Substancias usadas
- Triss HCI 0,3MpH74= 100 mM
- Cloreto de Magnésio (MgCl,) 0,5M = 10,00 mM
- B- Nicotinamida-Adenina-Dinucleotideo-Fosfato ( p -NADPNa.4 H,0)

o-D-glucose.1P 132 mM =5,45 mM

Glucose-6-Fosfato Desidrogenase (G6PD) = 0,30 U/ml

Metil-tiazolil- tetrazélio (MTT) 18 MM => 0,36 mM

Fenazina-meta-sulfato (PMS) 3,26 mM = 0,03 mM

Agar 1,2% a 65 °C = 0,6%



2. GPI

2.1. Solugao estoque para o tampéo do eletrodo

Substancias
- NasHPO4 = 0,5M
= - NazHPO4 = 0,5 M

2.2. Tampao do eletrodo = 02M = pH=7,4
Tampéo do gel: tampéo fosfato = 0,015 M = pH 7,4 (3/40 do tampé&o do eletrodo)
2.3. Gel de amido
- Starch-gel hydrolized potato Sigma
2.4. Condigées de eletroforese: 150 V , 20 mA
2.5. Tempo de migragédo: 2 horas
2.6. Revelador
2.6.1. Substancias usadas
- Tris/HCI 0,3M pH 8,5 = 100mM
- B- Nicotinamida- Adenina- Dinucleotideo-Fosfato (B-NaDP 4 H,0)
- Cloreto de magnésio (MgCl,) = 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
- Agar 1,2% a 65 °C = 0,6%
- Metil- Tiazolil- Tetrazélio (MTT) 0,36 mM = 0,03 mM

- Fenazina- Metil Sulfato (PMS) 3,26 mM = 0,03 mM



3. ALAT
Solugéo tampéo do eletrodo
3.1. Substéncias usadas
- Tris/ citrato = 0,15M pH 9,0
-agua DDD qg.sp = 1 litro
3.2. Tampé&o do gel: (1/10 do tampé&o do eletrodo) 0,015 M = pH 9,0
3.3. Gel de amido
- Starch-gel hydrolized potato Sigma
3.4. Condicdes de eletroforese: 300V 6mA
3.5.. Tempo de migragéo: 1h e 30 min
3.6. Revelador
3.6.1.. Substancias usadas
- Tampao fosfato 0,1MpH74= 100,0 mM
- B - Nicotinamida- adenina- Dinucleotideo (3-NADPH Na; = 3,0mg
- a - ceto-glutarato => 9,91 mM
Lactato desidrogenase em glicerol (LDH) 50% a 4.500 U/ml = 15 U/ ml
- L-alanina = 224,56 mM
4. ASAT
4.. Solugdo tampao do eletrodo
Substancias usadas
- Glicina/ NaOH = 0,15M pH 9,5

-AguaDDD q.s.p = f1litro



5.2. Tampé&o do gel: 1/10 do tampé&o do eletrodo

5.3. Gel de amido

- Starch-gel hydrolized potato Sigma

5.4. Condigdes de eletroforese: 300V 6 mA
5.5. Tempo de migragéo: 1 h

5.6. Revelador

5.6.1. Substancias usadas

- Tampéo fosfato 0,1 M pH 7,4 — 100 mM

- B - Nicotinamida- Adenina- Dinucleotideo (B- NADH Na;) = 0,705 mM

- a - ceto-glutarato = 9,91 mM
- Malato desidrogenase em glicerol 50 % (MDH) a 4.500 U/ml = 4,37
U/ml

- Acido aspartico = 28,80 Mm
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