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RESUMO

Estudos moleculares e de biologia demonstram qtdean Trypanosoma
cruzi € composto por diferentes linhagens. Em 2005¢désicrito um surto
de doencga de Chagas Agudo (DCA) no municipio desijantes em Santa
Catarina associado ao consumo de caldo de canantioatdo com Or.
cruzi. Andlises moleculares identificaram as linhagerm$ dm gambas
(cepas SC90 e SC9Tjcl/Tcll em triatomineos (cepas SC92 e SC93) ¢ Tcl
em pacientes (cepas SC94-SC102). Neste sentidaeserge trabalho
objetivou estudar possiveis mecanismos envolvides selecdo de
populaces do grupo Tcll em infecces humanas atadas por cepas
mistas Tcl/Tcll deT. cruz. Para tanto, as cepas SC90, SC92, SC93, SC94,
SC95, SC96 e Y foram utilizadas nos ensaios de pisl® sistema
complemento, interacdo com macréfagos murino e honma presenca e
auséncia de soro imune e IFNensaios de Western blot e cinética da
proporgdo das linhagens Tcl e Tcll em cepas misiads diferentes
passagens em macrofagos humanos por meio de PCGRuaaetitativo e
PCR quantitativo. Os ensaios de lise pelo sistemaptemento néo
mostraram diferengas de sensibilidade entre asscepmdadas. J& nos
estudos de interagdo cruzi-macrofagos murinos verificou-se um aumento
na taxa de infeccdo e no ndmero médio de amastigpiando formas
tripomastigotas das diferentes cepas foram previtarincubadas com soro
chagasico. Além disso, as cepas do grupo Tcll eaptesam uma maior
taxa de infeccdo em macréfagos e apos 72 horadetagéo, apresentaram
valores médios do numero de amastigotas duas veapsriores ao
observado para cepas Tcl. Contudo, ndo houve darsignificativa no
namero médio de amastigotas no tempo inicial decg#o entre Tcl e Tcll.
Ensaios de Western blot confirmaram uma maior egi@ da gp82 em
formas tripomastigotas das cepas Tcll. Macrofagosados com [FNy
infectados com as cepas Y, SC90 e SC96 foram capszeontrolar a
proliferacdo dos parasitos independente da cepi&adt, de forma
dependente da NOS2. A analise da proporgédo de Tcll @as cepas mistas
SC92, SC93 e na mistura artificial, SC90+SC96,santapds a concluséo
do ciclo biolégico em macréfagos murinos revelowauadteracéo no perfil
molecular dessas cepas, sendo observado um condgledparecimento do
fragmento de DNA de 200 pb (Tcl) na cepa mistdiagl (SC90+SC96),
enquanto nas cepas SC92 e SC93 verificou-se umaui@gio de cerca de 3
vezes na intensidade do fragmento de 200 pb. Quasdensaios foram
realizados com a cepa SC92 (irés passagens semadamacrofagos
humanos), constatou-se um progressivo aumentoopapéo de Tcll, uma
vez que a proporcao inicial era de 77,4% para T22,6% para Tcll e apos
a terceira passagem foi verificado 93,2% para TEth conjunto, estes
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resultados sugerem que a manutencdo de populagd€saduz Il em

infeccdes humanas ocasionadas por cepas mistas gstale relacionada
com caracteristicas intrinsecas do parasito, copapacidade infectiva e o
tempo de duplicacdo intracelular. Embora seja aimpaessivel que
mecanismos efetores dos macréfagos estejam enesle@mn essa selecdo.

Palavras-chave:Trypanosoma cruz, macrofagos murinos, marcadores
moleculares, sistema complemento; selecéo de prijada
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ABSTRACT

Molecular studies and biology of the parasite shbweat T. cruz is
composed by different lineages. In 2005, an outbrelaacute Chagas'
disease (ACD) in the city of Navegantes in Santta@# was reported.
This infection was associated with the ingestion sofgar cane juice
contaminated withT. cruzi-infected triatomine bugs. Molecular analysis
identified the lineages Tcl in opossums (SC90 a@91g, Tcl/Tcll in
triatomines (SC92 and SC93) and Tcll in isolatesmfrhumans (SC94-
SC102). The present study aims to investigate plessmechanisms
involved in the differential selection of Tcll pdation in human infections
caused by Tcl/Tcll mixed strains @t cruzi. Therefore, the SC90, SC92,
SC93, SC94, SC95, SC96 and Y strains were usedsays, of growth
curve of the parasites, complement-mediated lyBis;ruzi-macrophages
human and murine interaction in the presence argkrae of serum
immune and IFN¢ assays, Western blot with monoclonal anti-gp82 and
kinetics of the proportion of lineages Tcl and Trllmixed strains after
different passages in human macrophages by sentitaime and
gquantitative PCR. No differences in growth wererfwuvhen the strains
were exposed to LIT mediunin vitro. Likewise, no differences in
sensitivity between the strains studied when wespogsed to by
complement-mediated lysisT. cruzi-macrophages interaction assays
revealed an increase in infection rate and mearbeuwf amastigotes when
trypomastigotes of SC90, SC91, SC92, SC93, SCI996Hnd Y strains
were first incubated with serum chagasic. Moreoitenas found the Tcll
strains showed a higher rate of infection. Follayit2 h post-infection, we
observed that Tcll strains presented mean valueanwdistigotes twice
higher than that measured for Tcl strains. Howewusn, significant
difference in the mean number of amastigotes pfercincell after initial
contact was observed. Western blot assays confitheedigher expression
of gp82 of trypomastigotes of Tcll strains. Macragks activated with
IFN-y and infected with Y, SC90 and SC96 strains wetfe tbcontrol the
parasite proliferation in a similar manner, regesdl of strain used. These
effects were found to be dependent on L-NMMA, ahibitor of NOS2
activity. Analysis of proportion Tcl and Tcll in 92, SC93 and
SC90+SC96 mixed strains before infecting murine noltages and after
complete of the biological cycle, showed changaténmolecular profile of
these strains. Observed a complete disappeararR@0dip DNA fragment
(Tcl) in artificial mixed strain (SC90+SC96), whithe SC92 and SC93
strains there was a decrease of about three timeimtensity of the 200 bp
fragment. A progressive increase in the proportdrircll population in
SC92 strain was observed, whereas the original vedis 77,4% for Tcl and
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22,6% for Tcll, was verified 93,19% of Tcll aftehet third passage.
Together, these results suggest that maintaifiingruz 11 populations in
human infections caused by mixed strains may bateel to intrinsic
characteristics of the parasite, as the infectigpacity and intracellular
doubling time. In contrast, there remains posstihé&t effector mechanisms
of macrophages are involved in this selection.

Key-words: Trypanosoma cruzi, murine macrophage, molecular markers,
complement system; selection of populations.
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1. INTRODUCAO
1.1. Aspectos gerais da doenca de Chagas

A Tripanossomiase Americana ou doenca de Chagama u
infeccdo parasitaria, causada pelo protozodnigpanosoma cruz
(CHAGAS, 1909). A doenca causa cerca de 50.000emcb ano,
sendo estimado que desde o México até o sul danfnge existam 16 a
18 milhdes de pessoas cronicamente infectadas e niillibes
consideradas sob risco de adquirir a infecgcdo (THARCET, 2006).
Cerca de 30% da populacao infectada desenvolveaatagdes clinicas
da doenca, o que torna a patologia relevante enotede sadude publica
e impacto econémico (BRENER et al., 2000).

A doenca de Chagas € transmitida por insetos hésgatd
conhecidos popularmente como barbeiros, os quaiengem a ordem
Hemiptera, familia Reduviidae e subfamilia Triatoasi. Essa familia
possui mais de cem espécies, entre as quais gaoagetoras potenciais
do parasito. As espécies mais importantes reladasaom a doenca
séo Triatoma infestans, T. dimidiata, T. braslienss, T. sordida,
Rhodnius prolixus e Panstrongylus megistus (GAUNT e MILES, 2000;
RASSI et al., 2000).

A transmissao natural db. cruzi para humanos ocorre quando
triatomineos infectados liberam fezes e urina sabpele lesionada ou
mucosa integra, durante o repasto sanguineo (BRENEBR, 2000). A
transmissdo pode ainda ocorrer por transfusdo sa®e, com menor
frequéncia, via congénita, acidentes de laboratérizansplantes de
orgéos. Também pode ocorrer a transmissdo oral/éstida ingestéo de
alimentos contaminados com triatomineos infecta@#\S, 1989;
BITTENCOURT, 2000).

Em 2005, foi descrito um surto de doenca de Chagasia
(DCA) no Estado de Santa Catarina, o qual foi aado@o consumo de
caldo de cana contaminado coimcruzi (STEINDEL et al., 2005).
Nesse episodio, segundo nota técnica do MinistiriSalde (2007), 24
pacientes foram infectados, sendo que trés evolyeaa 6bito

A doenca apresenta uma fase aguda, de curta durggdma
maioria dos pacientes progride para uma fase @dnicfase aguda é
geralmente assintomatica, entretanto em 10% dosescas sinais
clinicas comecam 6 a 10 dias ap6és a infeccdo araeterizam por um
qguadro febril passageiro e inespecifico, linfoagatia, esplenomegalia
branda e, mais raramente, uma intensa miocardi&@Ret al., 2000).
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Ap6s uma fase aguda sintomética ou nao, os pasiem@uem para
uma fase crbnica silenciosa, podendo permanecertasaticos (fase
indeterminada) ou evoluir para uma forma cardidiggstiva ou mista.
Na forma cardiaca, ocorre principalmente miocarditednica
progressiva e fibrosante e/ou hipertrofia do cava¢gssas alteracdes
podem se manifestar por meio de arritmias e inguiita cardiaca
congestiva. A forma cardiaca é a principal respgrigdela ocorréncia
de morte subita, que € um fenbmeno considerado egoniocipal causa
de morte na doenca de Chagas. Os pacientes comma fligestiva
apresentam alteracdes hipertroficas no estfagoa@séfpgo) e coldn
intestinal (megacolén), que levam a problemas codigfagia e
constipacdo instestinal, respectivamente. A formsan caracterizada
pelo comprometimento cardiaco e digestivo concao@taente
(BRENER et al., 2000; RASSI et al., 2000). Ao caritr do que ocorre
na fase aguda, na crbnica ha poucos parasitodatites, os quais tem
sua proliferagdo controlada pelos componentesarekile humorais da
resposta imune adquirida, provavelmente pela dedtrudas formas
circulantes no sangue (ARAUJO-JORGE e CASTRO, 2000)

Atualmente, ndo se dispde de vacinas ou qualquenatd
profildtico para o controle da doenca de Chagas enedicamentos
utilizados no tratamento de pacientes na fase agodao o nifurtimox
(Lampit®, Bayer) e o benzonidazol (RochafafRoche) sdo de uso
limitado devido a alta toxicidade. Além disso, asbms farmacos
apresentam eficiéncia limitada na fase crénicaanch, onde a maior
parte dos diagndsticos séo realizados (CASTRO .et2806, DIAS,
2006).

1.2. Ciclo de Vida

O T. cruz € um protozodério flagelado da Ordem Kinetoplastida
Familia Trypanosomatidae, caracterizado pela exi&éde um dnico
flagelo e de cinetoplasto, cuja organela se loggdidximo ao flagelo e
contém o DNA mitocondrial (TELLERIA et al., 2006).

Durante o ciclo de vida, ©. cruzi apresenta basicamente trés
formas distintas dependendo do hospedeiro em quenaentre. Nos
hospedeiros mamiferos sdo observadas as formas tigotes
intracelulares e tripomastigotas sanguineas, etguas hospedeiros
invertebrados ocorrem as formas epimastigotas gontiastigotas
metaciclicas. Os tripomastigotas possuem aproximadte 25um de
comprimento e se caracterizam pela presenca demuth regido
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central, o cinetoplasto localizado na por¢cdo pmsteda célula e
presenca da membrana ondulante. As formas amastjgatom
aproximadamente Sum de comprimento, sdo caracterizadas pelo
formato arredondado, cinetoplasto visivel, corplatado com flagelo
interno e auséncia de membrana ondulante. Jarmsdapimastigotas,
com 20 a 40um de comprimento, se caracterizam pelo cinetoplasto
anterior ao nucleo, membrana ondulante curta eeclffagivre bem
desenvolvido (TYLER e ENGMAN, 2001; BURLEIGH e WOGEY,
2002).

O T. cruz apresenta um ciclo de vida heteroxeno alternado
entre hospedeiros invertebrados (barbeiros), queratomo vetores do
parasito e uma grande variedade de hospedeirosfenamiDurante a
fase no hospedeiro invertebrado, que se infectaipgkstdo de sangue
de animais infectados durante o0 repasto sanguirfeanas
tripomastigotas dd. cruz sofrem um arredondamento no estdbmago,
originando formas esferomastigotas. Estas se tmanafn em
epimastigotas ainda no estdmago e se aderem isigpdp intestino
médio e posterior, multiplicando-se intensamentasté&iormente, 0s
epimastigotas migram para o0 intestino posteriongaido o reto,
transformando-se em tripomastigotas metaciclicas, qoiais séo
eliminados nas fezes e urina do inseto vetor (BREMNE al., 2000;
TYLER e ENGMAN, 2001). Essa forma é capaz de iwfieet replicar
em uma ampla variedade de células do hospedeitebvado usando
componentes de sua superficie e do hospedeiro (BURL e
WOOLSEY, 2002; YOSHIDA, 2006).

Uma vez que as formas infectivas sdo depositadaele dos
hospedeiros mamiferos, elas encontram as primégageiras do
sistema imune inato, como a pele e mucosas, quitc@m barreiras
fisicas e o sistema complemento (KIPNIS e DA SILVI®89). No
hospedeiro vertebrado, os tripomastigotas infectasn células e
diferenciam-se em amastigotas, uma forma proliferaintracelular.
Posteriormente, 0s amastigotas se diferenciam emma
tripomastigotas, as quais rompem as células hospsede atingem a
corrente sanguinea podendo infectar novas célidakodpedeiro ou
serem ingeridas por triatomineos na ocasiao deavm repasto. Dentro
do inseto vetor, 0s parasitos transformam-se enmmasigotas,
reiniciando o ciclo (BRENER et al., 2000; TYLER BIGMAN, 2001)
(Figura 1).
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Figura 1. Ciclo biolégico doTrypanosoma cruzi (Modificado de CDC, 2009).

1.3. Variabilidade intraespecifica deT. cruz

OT. cruz é considerado uma espécie heterogénea, consisiindo
varias subpopulacdes, que apresentam cepas ddaibuem
hospedeiros mamiferos domésticos e selvagens, msos vetores
(ZINGALES et al., 1998). Esse parasito apresenta alta variabilidade
genética, como evidenciado em andlises de isoeaziMHES et al.,
1977, 1978, 1980; ROMANHA, 1982), kDNA-RFLPRestriction
Fragment Length Polymorphism of Kinetoplast DNA) (MOREL et al.,
1980), LSSP-PCRLow Sringency Sngle Specific Primer) (VAGO et
al.,, 1996) e RAPD Random Amplification of Polymorphic DNA)
(STEINDEL et al., 1993).

Os primeiros estudos que demonstraram a grandesidisde
genética dd. cruz foram realizados por Miles e colaboradores nd fina
da década de 1970. Esses autores analisaram cofd@dimo dos perfis
eletroforéticos de seis enzimas e sugeriram unssifittacdo em trés
grupos distintos, os quais foram denominados zimedeZ1, Z2 e Z3
(MILES et al., 1977, 1978, 1980). Estudos epidefgimos mostraram
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gque Z1 e Z3 estdo associados as cepas que ciroolaitlo silvestre e
Z2 aquelas que circulam no ciclo de transmisséoedtion (MILES et
al., 1978, 1980; BARRET et al., 1980).

Romanha (1982) analisando o perfil isoenzimaticardestras de
T. cruz isoladas de pacientes chagasicos, verificou aepgasde 4
zimodemas distintos, denominados ZA, ZB, ZC e ZDcomparacéo
dos zimodemas descritos por Romanha (1982), corelexjaescritos
por Miles et al. (1977; 1978), mostrou grande sindiade entre os
zimodemas ZA e Z2, enquanto que o0s demais zimoddorasn
distintos entre si. Dessa forma, admite-se quemasiBoT. cruz esteja
distribuido em pelo menos 6 grupos isoenzimaticoxipais: Z1, Z2
ou ZA, Z3, ZB, ZC e ZD.

Apesar da elevada diversidade genética evidencipelas
técnicas mencionadas, a andlise de sequéncias ooen taxa de
evolugcdo menor mostrou um claro dimorfismo entreegsas. Souto et
al. (1996), demonstraram que a amplificacdo de usgido do
espacador ndo transcrito do gene do mini-éxon eegido divergente
correspondente ao terminal 3' do gene 48NA produzia uma clara
divisdo das cepas de cruzi em duas linhagens. Os autores observaram
uma associagdo entre as cepas que produziam framgnéa DNA
amplificados de 125 pb e 300 pb, sendo assim das$égnlinhagem 1.
Da mesma forma, foi observada uma correlacdo estreepas que
geravam fragmentos de DNA amplificados de 110 pi356 pb,
denominadas linhagem 2.

Com o objetivo de padronizar a nomenclatura daas du
linhagens principais d&. cruzi definidas por varias metodologias, em
1999 durante o Simpadsio Internacional Comemorativ@escoberta da
Doenca de Chagas foi adotada a subdivisdo da edpéxruzi em duas
linhagens principais, denominada@scruz | (Tcl) e T. cruz Il (Tcll)
(ANONYMOUS, 1999). Posteriormente, baseado em sesilde outros
marcadores genéticos, foi proposta a subdiviségraoo Tcll em cinco
subgrupos, denominados Tclla-Tclle (BRISSE ef&l00; 2001).

Recentemente, foi proposta uma revisdo da norntarelande
cada subgrupo passou a ser classificado como upo gndependente,
referido como DTU Discrete Typing Units) (TIBAYRENC, 1998;
ZINGALES et al, 2009). Os grupos Tcl e Tcllb cependem,
respectivamente, aos grupos Tcl e Tcll originalmercomendados
durante o Simpoésio Internacional Comemorativo dascDeerta da
Doenca de Chagas. Propfe-se ainda que os subgfigpas Tcllc,
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Tclld e Tclle sejam denominados TclV, Tclll, TcVv @&cVi
respectivamente (ZINGALES et al., 2009).

Trabalhos recentes sugerem que o grupo Tcl poddisdido
em quatro subgrupos (HERREIRA et al., 2007; FALLIAak, 2009),
entretanto estes ndo foram inseridos na revis&oodeenclatura dd.
cruzi (ZINGALES et al., 2009).

Estudos prévios apontam qué.ccruzi € uma espécie diploide
com estrutura predominantemente clonal com raraatrgenética
(GIBSON e MILES, 1986; TIBAYRENC et al., 1986; OLERIRA et al.,
1998; EL-SAYED et al.,, 2005). Entretanto, a recam&o entre
populagBes dé&. cruz é sugerida (GAUNT et al., 2003; LEWIS et al.,
2009; STURM e CAMPBEL, 2009) Isso foi primeiramente
documentado por Gaunt et al. (2003), que demoastrgoor meio da
obtencdo de hibridos, a capacidade de troca gareiite dois clones
parentais. Sugere-se que esse tipo de recombieay@tva a fusdo de
dois genomas dipldides, formando um individuo péide, seguida
pela perda de alelos e recombinacao intragéniceemélvendo meiose
(GAUNT et al., 2003). Nesse contexto, especulauseTgl e Tcll sejam
grupos ancestrais, que deram origem a Tclll e Twd¥ meio de um
evento de hibridizagéo, sendo que Tcll e Tclll imagam TcV e TcVI
também por um evento de hibridizacdo (MACHADO e AY¥ 2001,
BRISSE et al., 2003; WESTENBERGER et al., 2005).

Com base em caracteristicas epidemioldgicas dgmogriicl e
Tcll, foi possivel associar cepas do grupo Tcl mtoade transmisséo
silvestre e cepas do grupo Tcll ao ciclo de tragsé&d domeéstico
(ANONYMOUS, 1999). Em paises do Cone Sul, isoladtogrupo Tcll
sao os principais responsaveis pelas manifestatidésas da doenca de
Chagas. Entretanto, em paises ao norte da Baciazdica, como
Venezuela e México, infec¢gdes humanas parruzi estdo comumente
associadas ao grupo Tcl (MILES et al., 1981; BOSSENal., 2002).

Na natureza, verifica-se que espécies hospede&ab druz
podem ser infectadas por multiplos contatos coereliftes triatomineos
e estes podem alimentar-se em diferentes espéaspedeiras
infectadas. Esse comportamento propicia a formdedpopulacdes de
cepas multiclonais, tanto nas espécies hospedgil@asto nos vetores
(TORRES et al., 2004). Infecgbes com cepas muttak envolvendo
clones Tcl e Tcll tem sido descritas na BoliviaceBrasil (BOSSENO
et al., 1996; DI NOIA et al., 2002; HERRERA et 2004).

Andlises de microssatélites permitem verificar senau
determinada cepa d@&. cruzi é constituida por um Uunico clone
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(monoclonal) ou por mais de um clone (multiclonalutilizacdo dessa
técnica tem demonstrado que a porcentagem de gdgslanulticlonais
diminui quando cepas isoladas do ciclo silvestie g@nparadas com
cepas isoladas de pacientes. Isso sugere que arhatna como filtro
biolégico ao selecionar populagbes mais adaptadasdesenvolverem
no seu organismo (OLIVEIRA et al.,, 1998; 1999; MAUE et al,
2001).

1.4. Interacdo parasito-célula hospedeira

O estabelecimento da infec¢do gocruzi depende de uma série
de eventos envolvendo interagdes entre moléculapadasito e do
hospedeiro (YOSHIDA, 2006). Esse processo tem sidensivamente
estudadan vitro, sendo que a maioria desses estudos foi realada
linhagens de células transformadas (SCHENKMAN et &P88;
MORTARA, 1991; CALER et al., 2001; FERNANDES et, £007).

A infeccdo natural pel®. cruzi ocorre por meio de penetracdo do
parasito na pele lesionada ou mucosa integra. Awpletar o ciclo de
replicacdo intracelular ap6s 3-5 dias, formas Imastigotas sé&o
liberadas na corrente sanguinea e invadem rapidanmes células
hospedeiras, como um mecanismo de escape da lid&adaepelo
sistema complemento. A habilidade de infectar dicaapem varios
tipos celulares é uma caracteristica essencialctiode vida darT. cruz
no hospedeiro mamifero (BURLEIGH e WOOLSEY, 2002)

A fase inicial do processo de interadiaruzi-célula hospedeira
envolve adesdo do parasito a superficie da célldegrrente de um
processo de reconhecimento celular em que moléqresentes na
membrana plasmética do parasito e da célula hospedstdo
envolvidas (YOSHIDA, 2006). Algumas moléculas depesticie
envolvidas no processo de adesdo foram descritas foanas
tripomastigotas metaciclicas do cruzi, como as glicoproteinas gp82,
gp35/50 e gp90, as quais reconhecem receptoredaresiuainda
desconhecidos (YOSHIDA et al.,, 1990; RAMIREZ et, al993;
PREVIATO et al., 1994).

Formas tripomastigotas metaciclicas da cepa CL,ual &
altamente invasiva, apresentam em sua superfigle@proteina gp82
requerida para interacdo e invaséo na célula hespeRAMIREZ et
al.,, 1993). Gp82 ¢é uma proteina N-glicosilada aaxt@r por
glicosilfosfatidilinositol (GPI) a superficie do peito (CARDOSO DE
ALMEIDA e HEISE, 1993). Essa glicoproteina estdac@nada ao
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aumento dos niveis de célcio fQdntracelular na célula hospedeira e
no parasito durante o estabelecimento da infecgéin, evento
fundamental para a internalizacdo Hacruzi (MANQUE et al., 2003).
Formas epimastigotas, as quais ndo expressam rdetstaveis de
gp82 e nado induzem um aumento dé'Cquando s&o transfectadas com
um vetor carregando cDNA codificando gp82 produzessta
glicoproteina funcional. Isso torna as formas eptigatas capazes de
se aderir e elevar os niveis de’Cam células HelLa (MANQUE et al.,
2003).

Usando peptideos sintéticos e gp82 truncada, Margual.
(2000) demonstraram que o sitio de ligacdo cellgagp82 é contiguo
ao epitopo de reconhecimento do anticorpo monoklangi-gp82
(AcMo 3F6). E ainda provavel que o sitio de ligaggular seja
conformacional, sendo formado pelo dobramento des diequéncias
adjacentes e lineares de aminoécidos (Figura 2).

COOH

Epitopo do anticorpo 3F6
(244-253)

Sitio de ligacéo celular
(264-273 + 284.313)

Figura 2. Representacdo esqueméatica da sequéncia de ardo®&ei glicoproteina gp82 de
Trypanosoma cruz (Adaptado de YOSHIDA, 2006).

Em infeccbes por via oral em modelo murino, temo sid
demonstrado que gp82 é a principal molécula de rBage de
tripomastigotas metaciclicos, especializada nadadasnucina gastrica
e consequente penetragdo na mucosa adjacente (NEBRA2003).

Uma segunda glicoproteina ancorada por GPI a daigedo
parasito € a gp35/50, a qual é uma glicoproteingid@silada rica em
treonina, serina e prolina, sendo enquadrada maogtas mucinas. Ela é
expressa em formas tripomastigotas metaciclicgsneastigotas dd.
cruzi (PREVIATO et al., 1994).

Ruiz et al. (1993) e Yoshida et al. (1993) demamatn que a
incubacdo do anticorpo monoclonal anti-gp35/50 augticoproteina
gp35/50 purificada com formas tripomastigotas nieli@as deT. cruz,
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promoviam a inibicdo da internalizacdo dos parasifssim como
gp82, gp35/50 se liga a célula alvo de uma marsk@endente de
receptor e ativa a liberacdo de ?Calos estoques intracelulares.
Entretanto, a via de transducdo de sinais € distatvia ativada por
gp82 (Figura 3).

Estudos com formas tripomastigotas de varias céeds cruz,
revelaram a existéncia de dois grupos distintopam®sitos, que se
diferenciam quanto a expressdo de glicoproteinassujeerficie e
capacidade de invasdo de células de mamiferos réFigu Cepas
altamente invasivas ligam-se a superficie da célodpedeira através da
glicoproteina gp82. Esta ligacdo promove a trarsiglo sinal para o
interior do parasito e da célula, o que resultaatizacdo da proteina
tirosina quinase (PTK) e fosforilacdo da proteit@5(FAVORETO et
al., 1998). Esta sinalizacdo envolve a ativacafosi®lipase C (PLC), a
qual catalisa a hidrélise de moléculas de fosfatmhitol-bifosfato
presente na membrana plasméatica, resultando na;agerde 1,2-
diacilglicerol (DAG) e 1,4,5-inositol trifosfato BB). IP3 induz a
mobilizacdo de dos estoques intracelulares para o citosol,
possivelmente do reticulo endoplasméatico (YOSHIDAak, 2000;
2006).

Por outro lado, em cepas com menor capacidadetiidea@
cascata de sinalizacdo celular € menos eficientequdd a cascata
induzida por gp82. Nesses isolados, a interacdo &osuperficie da
célula hospedeira ocorre principalmente via gp3=6A8do um processo
dependente de AMP ciclico (CAMP) e independent®Ti€ e PLC. O
Ca " requerido para a invas&o da célula possivelmeliteado para o
citosol a partir de vacuolos contendo um sistematrdea idnica
C&'/H*, conhecidos como acidocalciosomas. Ainda n3o lse samo
gp35/50 transmite o sinal externo para o intermpdrasito e quais sao
0S componentes requeridos para o processo oc¥i@SBHIDA, 2006)
(Figura 3).
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cepa CL f‘ﬁ cepa GG
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Figura 3. Ativagdo de diferentes cascatas sinalizadorasresigdtam na liberacdo €aem
formas tripomastigotas metaciclicas Tigpanosoma cruzi das cepas CL (Tcll) e G (Tcl)

durante o processo de invaséo celular. AC — ademielase, IP3 — Inositol trifosfato, CAMP —
AMP ciclico, PLC — fosfolipase C, PTK - tirosinainase (Adaptado de YOSHIDA, 2006).

Cortez e colaboradores (2003) verificaram que ferma
tripomastigotas d@&. cruz deficientes na expressao de gp82, expressam
gp30, uma glicoproteina de 30kDa reconhecida pelsnm anticorpo
monoclonal que reconhece gp82 (3F6). Gp30, assino ¢gp82, € capaz
de ativar tirosina quinases e induzir um aument® migeis de
intracelular em células Hela, processos importapes permitir a
internalizacdo do parasito. Por meio de estuddsfdecdo por via oral
realizados em camundongos, estes autores demanstgaie gp30 esta
envolvida no processo de invaséo celular, entret@interacéo de gp30
com a mucina gastrica ndo ocorre de forma eficdt@RTEZ et al.,
2003).

Uma outra glicoproteina envolvida na invasdo celufa
glicoproteina gp90, a qual modula negativamentat@ad@a do parasito
na célula hospedeira (YOSHIDA et al., 1990). Malagéoshida (2001)
usando oligonucleotideos “antisense” complementarema regido da
sequéncia que codifica para o gene gp90, demaastrajue esta
glicoproteina é um regulador negativo da invasddare O tratamento
de formas tripomastigotas da cepa G, que possuinuenar capacidade
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infectiva, com oligonucleotideos antisense promowma reducéo na
expressdo de gp90 e consequente aumento na imasg@arasitos nas
células hospedeiras.

Gp90 é uma glicoproteina ancorada por GPl a swuperéio
parasito, capaz de se ligar em células de mamifi#oama maneira
dependente de receptor sem induzir um aumento dess de C&
intracelular. A expresséo de gp90 varia entre eiifers cepas de cruz
e sua expresséo esta inversamente correlacionada aapacidade de
invasdo do parasito a células de mamiferos emraulttma vez que
cepas com menor capacidade infectiva expressandegajuantidades
de gp90 (RUIZ, 1998; YOSHIDA, 2006). Acredita-seequinteracao de
gp90 com seu receptor celular ative uma via inilzitésemelhante ao
gue ocorre com algumas células do sistema imun¥IER et al.,
2004). Células NKNatural Killers), por exemplo, possuem receptores
inibitérios na superficie que antagonizam as viasativacdo usando
tirosina fosfatases. De maneira analoga, gp90 prenaoativacdo de
tirosina fosfatase de tripomastigotas metacicle@®nsequentemente a
defosforilacdo de p175 (VIVER et al., 2004).

Como j& mencionado, durante a adesao ocorre um raoime
intracelular de calcio (33 e mobilizacdo de lisossomos da célula
hospedeira até o local de penetracdo (DOCAMPO et16986;
BURLEIGH e ANDREWS, 1998; YOSHIDA, 2003). ApoOs aeado,
ocorrem mudancas na membrana do parasito e da d¥apedeira, o
que ird culminar na penetracdo db cruz, sendo que essas
modifica¢des irdo variar com o tipo celular (YOSIAI[2006).

No caso de macréfagos, a maior parte dos paragtos
interiorizada via mecanismo do tipo fagocitico, a@wendo
polimerizacdo de filamentos de actina necessariforenacao de
projecbes de membrana, chamadas pseuddépodes (NGAUEI
COHN, 1976; MEIRELLES et al., 1982). E ainda posbigue um
mecanismo de invasao ativo e independente da patigéo de actina
também possa ocorrer nessas células (NOGUEIRA e N;A76;
KIPNIS et al., 1979).

Em células nado-fagociticas, estudos por microscefg@adnica
revelaram que formas tripomastigotas parecem destjradualmente
para dentro da célula, sem nenhuma evidéncia dmaf@dio de
pseuddpodes. Esse processo de invasdo é, poriatépendente da
polimerizacdo de actina, sugerindo um mecanismandasado ativo
(SCHENKMAN et al., 1988). Durante a penetragdo, aomento
intracelular de C& promove a mobilizacdo e fusdo gradual de
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lisossomos, fornecendo assim a membrana requeardeaformacgéo do
vacuolo parasitéforo no interior da célula hospedéT ARDIEUX et
al., 1992). Nesses casos, uma pequena depressdoadlé na superficie
da célula por onde o parasito € interiorizado (BERMt al., 2000).

A medida que o parasito penetra a célula, este seado
envolvido por uma membrana inicialmente provenietdemembrana
plasmética em células fagociticas (SCHENKMAN et 4888) e em
células nédo-fagociticas o parasito é envolvido pora membrana
oriunda da membrana dos lisossomos, 0s quais séatagos para a
periferia celular pela via de sinalizacdo do”CEANDREWS et al.,
1990; TARDIEUX et al., 1992). No decorrer do pramgso vacuolo se
funde com organelas do sistema endolisossomalldia ¢®spedeira. A
exposicao das formas tripomastigotas ao ambient® @0 interior do
vacuolo é requerido para a secrecdo e atividageadaina TcTox, que
tem capacidade de incorporar-se ha membrana doleaparasitoforo,
levando a destruicdo da membrana vacuolar e, coestgnente,
liberagdo do parasito para o citoplasma (ANDREWS&Igt1990). O
meio &cido possui papel importante no inicio dardiiiciagdo de formas
tripomastigotas em amastigotas. Esse processoicia o vacuolo e
termina no citoplasma (TANOWITZ et al., 1992; KIREBBFF, 1996;
BURLEIGH e WOOLSEY, 2002).

Apo6s a completa diferenciagdo em formas amastigotascruz
se multiplica sucessivas vezes e em seguida senmlifa novamente em
tripomastigotas. Acredita-se que a grande motikdada secrecédo de
enzimas pelas formas tripomastigotas levem ao memqio da
membrana plasmatica e posterior liberagdo das Btngomastigotas
para o meio extracelular, tornando-os capazesfdetém novas células
(BRENER, 1973; SOUZA, 2000).

Desde os primeiros estudos, sabe-se que, dependantkpa, 0
T. cruzi leva menos de 20 minutos para entrar na célulpeliesra. O
parasito prolifera por divisdo binaria por 2 a @las até preencher
completamente o citoplasma, em 3 a 5 dias, leventéio a ruptura e
liberagdo de novos tripomastigotas (DIAS, 1934; KOF et al., 1935;
MEYER e XAVIER DE OLIVEIRA, 1948). Cerca de 2 horapés a
invaséo, ocorre a fragmentacdo da membrana do leapéamsitoforo e
a liberacdo do parasito para o citoplasma (BURLEKSANDREWS,
1998; BRENER et al., 2000). Uma vez no citoplasas, formas
amastigotas permanecem quiescentes de 24 a 44 per@lo em que
ocorre a sintese de DNA, RNA e proteinas, postagate inicia o
processo de divisdo (BRENER et al., 2000). O tedhpayeracdo dos
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amastigotas pode variar de 8 a 15 horas, dependéadcepa e a
citocinese ocorre em 20 a 30 minutos (HYDE e DVORART73). O

processo de transformacdo das formas amastigotasipgnmastigotas
ocorre apoés 2-5 dias, sendo necessario para ociaridm ruptura celular
(BRENER et al., 2000).

1.5. Aspectos imunoldgicos da doenca de Chagas

As formas infectivas ao serem depositadas na pelodpedeiro
por triatomineos infectados, se deparam com a®ilmsriniciais do
sistema imune inato, que inclui barreiras fisicpslg e mucosas),
macréfagos, células dendriticas, células NK e frate do sistema
complemento (FERREIRA, 2002; TARLETON, 2007). A pesta
imune inata é responsavel por controlar a replwadd parasito no
inicio da infeccdo, assim como preparar o sisteammé para gerar a
resposta adquirida do tipo Thl (BRENER e GAZZINELW997;
GAZZINELLI e DENKERS, 2006; TARLETON, 2007).

O T. cruzi é capaz de induzir a ativacdo de proteinas e aszim
efetoras do sistema complemento, que é formadaumoconjunto de
proteinas séricas termolabeis e de superficieareloiuitas das quais
possuem atividade enzimética. Tais proteinas déadas de maneira
sequencial na presenca do patdgeno, culminandadormacdo de um
complexo de atague a membrana (MAC) que causadbisparasito
(ANZIANO et al., 1972; NOGUEIRA et al., 1975; KPISllet al., 1981;
CESTARI et al., 2008).

As proteinas do sistema complemento presentes roalagao
sanguinea encontram-se inativadas ou em um bawed dé ativacao
espontanea, podendo entdo ser ativadas pelaslagsica, alternativa
ou das lectinas (SILVA e MOTA, 2003). Brevementejia classica é
ativada quando imunoglobulinas das classes IgGM dg ligam a
superficie do patégeno e formam um complexo enmmatom a
molécula do soro C1g (ABBAS e LICHTMAN, 2005). Aavalternativa
é ativada pela ligacdo do componente C3b a prateiasuperficie do
parasito, sendo portanto independente de anticofpd&3BAS e
LICHTMAN, 2005). Ja a via das lectinas, é ativaddapligacdo das
lectinas MBL (Mannan-Binding Lectin) e ficolinas presentes no soro, a
residuos de manose e outros carboidratos da stieetti parasito (JI et
al., 1993). Todas essas vias culminam na formagadAIC, que levara
a lise osmética da célula (SILVA e MOTA, 2003).
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As formas epimastigotas nao infectantes sao sénsisdrés vias
do sistema complemento (ANZIANO et al., 1972; NOGRIL et al.,
1975; CESTARI, 2008), entretanto formas tripomagdg infectantes
séo resistentes a acao litica da cascata do commiertFERREIRA et
al., 2004; CESTARI et al., 2008). Essa resistéestA relacionada a
expressao de proteinas na superficie do paragitn, propriedades
semelhantes ao DAF humandefay-Accelerating Factor), uma
proteina de membrana que desestabiliza a estdau@8 convertase, ao
deslocar C2b de C4b da via classica e Bb de C3hiadalternativa
(ABBAS et al., 2008).

Uma série de moléculas implicadas na resisténtige anediada
pelo complemento com homologia com o DAF foram diescemT.
cruzi, permitindo ao parasito infectar as células hosjpasl com
sucesso. Um exemplo é a glicoproteina T-DARyomastigota Decay-
Accelerating Factor) que foi identificada e caracterizada em formas
tripomastigotas, sendo capaz de inibir a lise pelas alternativa e
classica pelo mesmo mecanismo descrito para DANER et al.,
1988; TAMBOURGI, 1993). Norris et al. (1989) idditaram uma
glicoproteina de 160 kDa em formas tripomastigatias cepa Y,
denominada gp160. Essa proteina é capaz de sealigz8b e C4b
acelerando a dissocia¢do da C3 convertase e, fmpevenindo a lise
tanto pela via classica quanto pela via alternatvdretanto, propdem-
se que na presenca de anticorpos anti-gp160,@ibtgie gpl60 a C3b é
blogueada, permitindo a formagéo de C3 convertasésequente lise
do parasito. Essa caracteristica tem sido utilizzomao parédmetro em
ensaios de lise mediada pelo complemento, os i@sUteis para
mensurar a cura parasitologica pos-tratamento,wanajue o resultado
do ensaio de lise torna-se gradualmente negatige apjuimioterapia
especifica (KRETTLI e BRENER, 1982; KRAUTZ et &Q00).

Uma outra proteina envolvida na resisténcia a |mdo
complemento € calreticulina (TcCRT). Esta protefimiadescrita em
formas tripomastigotas, sendo capaz de se ligatqidibindo a lise
pela via classica. TcCCRT também foi capaz de se& &g lectinas MBL,
impedindo a ligacdo destas com a residuos de maswgerindo uma
inibicdo da via das lectinas (FERREIRA et al., 20Recentemente, foi
demonstrado que a proteina CROoifplement C2 Receptor |nhibitor
Trispanning) expressa exclusivamente em formas tripomastigieds
cruzi ll, tem a capacidade de se ligar ao componentee @dbir a
formacgéo da C3 convertase das vias classica ede@ESTARI et al.,
2008).
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Durante a fase aguda da doenca de Chagase uma sintese
sistémica de citocinas pro-inflamatorias, que s&pansaveis por ativar
componentes da imunidade inata, como células NK aerdfagos
(ORTIZ-ORTIZ et al., 1976; LIEKE et al., 2006). Airicdo protetora
das células NK estd ligada a producdo da {FM- ativacdo de
macrofagos (GAZINELLI et al., 1992, CARDILLO et al996).

As formas tripomastigotas ao serem fagocitadasrmmréfagos
se diferenciam em formas amastigotas, tendo a esbeedvéncia
determinada pelo estado de ativacdo do macréfagsseD forma,
macrofagos ativados por IFNs&o capazes de destruir parcialmente os
parasitos (GAZZINELLI et al., 1992; SANTIAGO et ,a@005). Quando
ativados, os macréfagos produzem enzimas protaditi nos
fagolisossomos, sendo também capazes de prodpécies reativas de
oxigénio (ROS). Os macréfagos também produzem daxittico (NO),
pela acdo da enzima éxido nitrico sintase tipo @%R), responsavel
por catalisar a conversao da L-arginina e L-ciialem NO (MURAD,
1994).

A ativacdo do sistema imune inato esta aparentensmolvida
na resisténcia do hospedeiroTa@ruz. A sintese de IL-12 e TNé&{por
macrofagos ativa células NK que passam a prodéhiryle TNF«.
Essas citocinas favorecem a diferenciacdo de lto&d CD4 com o
fenotipo secretdrio de células Thl, que consistprimripal populagcéo
celular produtora de IFMN; razdo pela qual uma onda de ativacdo de
células Thl ocorre primeiro na infec¢do chagagicagdominando no
inicio da fase aguda (ZHANG e TARLETON, 1996). Oacndfagos
ativados pelo INF- e TNFo irdo produzir NO, responsavel pelo
controle parcial da replicacdo do parasito na fageda da doenca
(VESPA et al., 1994; ALIBERTI et al., 1996; HOLSCREt al., 1998).

A resposta imune adquirida, mediada por linfocifosCD4’,
linfécitos T CD8 e pelos anticorpos produzidos pelos linfocitoséB,
essencial para o controle da parasitemia e parabeevdvéncia do
hospedeiro. Embora esse controle seja parcial, prétegendo o
hospedeiro contra re-infeccbes (TARLETON et al., 929
ROTTENBERG et al., 1996).

Estudos da resposta imune humoral durante a irdepQaT.
cruzi demonstram que anticorpos estdo envolvidos nasaetio
hospedeiro contra™®. cruz. No inicio da infeccéo, o parasito induz uma
resposta imune humoral poli-isotipica com produd&olgM e IgG
(BOUHDID et al., 1994), sendo que em sua maioggonhecem o
epitopo galactosilo-(1—3) galactose, presente nas glicoproteinas
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ancoradas na membrana do parasito por GPl (GAZZINHEL al.,
1991; ALMEIDA et al., 1994). Com a evolucdo do guad nivel de
parasitemia sera modulado principalmente por amtisoda classe IgG
que comegam a surgir a partir da segunda semanafedo e
alcancam seus niveis maximos ao fim da terceirguarta semana,
assim permanecendo nos individuos ndo curados did da vida
(KRETTLI e BRENER, 1982; BOUHDID et al., 1994).

Linfocitos T CD4 com fendtipo Thl possuem diferentes fungées
na resisténcia ab. cruzi, como a secrecdo de INFimportante citocina
envolvida na ativagdo de macréfagos (SILVA etX992). Além disso,
os linfécitos Thl sdo responsaveis por ativar Gits T CDS,
mediado pelas citocinas IL-2 e INF{BRENER e GAZZINELLI,
1997). De fato, a ativacéo da atividade citotoxdnalinfocitos T CD8
durante a doenca de Chagas experimental é blogpetalaeducéo dos
niveis de linfocitos T CD4 A ativacdo policlonal de linfécitos B
também é completamente inibida pela deplecio déciins T CD4
(MINOPRIO et al., 1986).

A necessidade de linfécitos T CD8a defesa esta relacionada
com a capacidade do parasito infectar qualquer tptular do
hospedeiro, inclusive células que s6 expressam MidCclasse |
(NICKELL et al., 1993; ABBAS et al., 2008). Por assazao, linfécitos
T CDS8" constituem um dos principais grupos de célulaporsavel
pelo controle da replicagdo d&. cruz in vivo (BRENER e
GAZZINELLI, 1997).

Achados imunoldgicos sugerem que a doenca de Chagas
provocada por cepas da linhagem Tcll. Di Noia @loladores (2002)
identificaram uma glicoproteina de superficie daifia das mucinas em
T. cruzi, denominada TSSAT(ipomastigote Small Surface Antigen), a
qual é altamente imunogénica. TSSA é codificada ¢as alelos
diferentes, sendo que o aldksa-l é restrito a cepas Tcl ®sa-ll é
restrito a cepas Tcll. Por essa razdo, TSSA podeait#zada como
marcador imunoldgico para a identificacdo da limmgcausadora da
doenca de Chagas a partir de amostras de sorcéaleade 460 soros
de pacientes provenientes do Brasil, Argentina ieCbsultou em alta
prevaléncia de anticorpos que reconhecem TSSAehd® que uma
pequena proporcdo apresentou reconhecimento nastdgrpos anti-
TSSA-l e anti-TSSA-Il), 0 que sugere a existénota cdsos de co-
infeccao por cepas Tcl/Tcll (DI NOIA et al., 200Bm concordéancia
com tais resultados, Freitas e colaboradores (2@@&)saram amostras
de tecido (es6fago, coracé@o e coélon) de 25 pasiemtaentificaram



17

somente cepas do grupo Tcll. Essa foi a primeinstadacdo direta que
parasitos do grupo Tcll sdo os agentes causadasetesbes teciduais
da doencga de Chagas no Brasil.

Durante o surto de DCA em Santa Catarina, anatis#sculares
realizadas no laboratério de Protozoologia ideraifim linhagens
mistas Tcl/Tcll em cepas isoladas de triatomineosgpécidlriatoma
tibiamaculata, enquanto que em cepas isoladas de pacientes
encontrada somente a linhagem Tcll (STEINDEL et 2008). A
identificacdo de cepas somente do grupo Tcll enieptes na fase
crbnica € uma caracteristica descrita em estudaizados com
amostras de pacientes provenientes de paises dee G
(FERNANDES et al. 1998; ZINGALES et al. 1998; DI MOet al.,
2002; FREITAS et al., 2005; FERNANDES, 2008; D'AWLet al.,
2009).

Neste sentido, varios trabalhos tém mostrado quBrasil e em
paises ao sul da bacia amazdnica, a maioria dass depladas de
pacientes chagasicos crénicos sdo do grupo Tdljyaro que cepas
mistas Tcl/Tcll sdo encontradas em pacientes na& faguda
(LUQUETTI et al., 1986; DI NOIA et al., 2002). Coborando essas
informacdes, alguns trabalhos relatam que cepéda® de pacientes
na fase aguda sdo geneticamente mais complexasedoepas isoladas
de pacientes crbnicos (MACEDO e PENA, 1998; DEVERAal.,
2003).

Muitas das cepas d&. cruzi que circulam na natureza sao
multiclonais, sendo compostas por populagfes deesldos grupos Tcl
e Tcll (MEJIA e TRIANA, 2005; BOTERO et al., 200No entanto, a
composi¢ao destas linhagens pode mudar com o tdenjpdeccdo, uma
vez que durante a fase cronica da doenca, certpslggfes s&o
provavelmente eliminadas devido a fatores imunotigyido hospedeiro
(FRANCO et al., 2003). Em sistemasvitro, clones com um menor
tempo de duplicacdo podem ser selecionados dagyedeapresentam
um tempo de duplicacdo longo (MANGIA, 1995). Patbaralém de
fatores imunolégicos do hospedeiro, caracteristitagnsecas do
parasito como capacidade multiplicativa e infectipadem estar
envolvidas na selecdo de determinadas popula¢gbepadisito no
hospedeiro vertebrado.

Baseado nessas evidéncias é possivel que quandmemhé
infectado por cepas mistas de cruz, clones da linhagem Tcll
poderiam ser selecionadas favoravelmente pelo Hespe por
mecanismos pouco compreendidos. E possivel ainga agucepas

foi
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pertencentes as linhagens Tcl e/ou Tcll apresedtfarencas nas suas
taxas de infeccdo e taxa de multiplicacdo. O canmtesto destes

mecanismos poderd trazer informagcGes importantesrcac da

patogénese da doenca de Chagas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Estudar possiveis mecanismos envolvidos na seldifécencial de
populagbes do grupo Tcll em infecgbes humanas @mtadas por cepas
mistas Tcl/Tcll deT. cruz, caracterizando cepas isoladas durante o
surto de doenca de Chagas aguda em Santa Catari2@0&.

2.2. Objetivos especificos

v'Avaliar a variabilidade intra-especifica entre cepde T. cruz
isoladas durante o surto de doencga de Chagas aguda;

v'Determinar os subgrupos das cepad deruzi isoladas de pacientes
utilizando os marcadores mini-exon, 249NA e 18S rDNA,;

v'Determinar se as cepas do grupo Tcl, Tcll e misiésrem na
sensibilidade a lise pelo complemento;

v'Avaliar a influéncia dos soros humanos chagasiativiado e normal
na interacdo entre cruzi e macréfagos murinos;

v'Determinar se as cepas dos grupos Tcl, Tcll e sadifarem na taxa
de infeccdo, nimero médio de amastigotas por célelmpo de
duplicacéo e tempo para conclusédo do ciclo biotbgim macréfagos
murinos;

v'Avaliar a expresséo da glicoproteina gp82 em cdpagrupos Tcl e
Tcll e mistas;

v'Avaliar a susceptibilidade das cepas Y, SC96 e $0©30necanismos
tripanocidas de macrofagos ativados com {£N-

v'Verificar a ocorréncia de selecdo de populagdesl.deruzi em
macréfagos murinos e macréfagos humanos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Obtencéo e manutencéo de cepas Oecruz

Foram utilizadas diferentes cepas e cruz isoladas de
pacientes, reservatorios e vetores durante o derioenca de Chagas
aguda no municipio de Navegantes no Estado de Sattaina em
2005 (SC90-SC102). As cepas SC28 (grupo Tcl), YpgrTcll) e
SC58 T. rangeli) foram utilizadas como controles nas rea¢fes de, PC
ensaios de lise pelo complemento, ensaios de BdeedVestern blot. A
origem das cepas esta descrita na Tabela 1 (Adag®a@TEINDEL et
al., 2008).

Tabela 1 Cepas ddrypanosoma cruz utilizadas nos experimentos de
caracterizacao biologica e molecular

Parasito  Cepas Hospedeiro Grupo
T. rangeli SC58 Echimys dasythrix -
T. cruz SC28 Didelphisaurita Tcl
Y Humano (fase aguda) Tcell
SC90 D. aurita Tcl/Tcll
SC91 D. albiventris TcliTcll

SC92-SC93  Triatomatibiamaculata  Tcl/Tcll
SC94-SC102 Humano (fase aguda) Tcll
As cepas SC90-SC102 utilizadas neste estudo fasaladias durante o
surto de DCA em 2005.

Inicialmente, as cepas utilizadas neste estudanfaeativadas
em meio NNN + LIT (McNeal, Novy & Nicolle + Livernfusion
Tryptose), um meio bifasico que possui como fasidas® meio Agar-
sangue (NaCl 0,6%; Agar 1,4%; sangue humano dediba e inativado
15%) e como fase liquida o meio LIT (NaCl 0,4%; K@04%;
NaHPQO, 0,8%; Glicose 0,2%; Triptose 0,5%; Infuso de flydx5%,
Hemina 0,0025%; Soro Fetal Bovino 20%; Penicilif@ Linidades.mL
1. Estreptomicina 10Qig.mL™"; Ampicilina 10 mg.mL}; Gentamicina 10
mg.LY; pH 7,2). A partir do primeiro repique, procedeu-8ovos
repiques em meio LIT até se obter uma cultura camdg densidade de
parasitos e livre de residuos de sangue humano.

A cultura foi submetida a condi¢des de exaustaoutitentes em
meio LIT, visando promover a diferenciacdo de famepimastigotas
em formas tripomastigotas metaciclicas (CAMARG(34)9
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3.2. Extragdo de DNA

Para extracdo de DNA total, aproximadamente ciniibtros de
cultura de T. cruzz em fase exponencial de crescimento foram
centrifugados a 1508 por 10 minutos, seguida por duas lavagens em
PBS pH 7,4. O sedimento contendo parasitos foiusgedido em
tampéo de extragéo (Tris-HCI 100 mM, pH 7,4; EDTA@M; NaCl 10
mM; SDS 1%; proteinase K 5@.mL%) e incubado a 65°C por 2 horas,
sendo homogeneizado por inversdo a cada 10 minAtestracdo do
DNA total das cepas d&. cruzi pelo método fenol-cloroférmio foi
realizada segundo Sambrook et al. (1989). Os acidokicos foram
precipitados em isopropanol na proporcéo 1:1 ebiadas a -20°C por 2
horas. A seguir, o material foi centrifugado a 08.§ por 30 minutos e
0 sedimento foi lavado em etanol 70% gelado e setemperatura
ambiente por 30 minuto® sedimento foi entdo ressuspendido em 50
puL de agua Milli-Q contendo RNAse (10 mg/mL) e ibado por 1
hora a 37°C seguido por estocagem em freezer & -20§uantidade de
DNA foi estimada por comparagdo com padrbes comtiflales
conhecidas em gel agarose 0,8% corado com broneetidio e por
espectrofotometria.

3.3. Andlise da variabilidade genética das cepas decruz por
RAPD

O estudo de variabilidade intra-especifica dassegT. cruz foi
realizado pela técnica de RAPD segundo Steindehlet(1993).
Inicialmente foram testados 10 oligonucleotideeads selecionados os
oligonucleotideos 3303, 3304, 3306, 3307, AB1 e AB&bela 2), os
guais geraram um maior nimero de amplicons policasf e
reprodutiveis. As reacbes de RAPD foram realizastasum volume
final de 10uL contendo 10 ng de DNA; 2Q@M de cada dNTP (dGTP,
dCTP, dATP e dTTP); 10 uM de cada oligonucleotid®omM de Tris-
HCIl pH 8,5; 50 mM KCI; 1,5 mM MgGle 1 U de Taq DNA
polimerase.

As amostras de DNA foram amplificadas utilizando o
termociclador Mastercycler PRiIgEppendorf, Hamburg), usando as
seguintes condicdes: desnaturacdo inicial a 94°C5pminutos, 30
ciclos consistindo de uma etapa de desnaturacadl°@ @or 30
segundos, ligacao a 30°C por 2 minutos, extenga°& por 1 minuto.
Apo6s o 35° ciclo, foi realizado uma extenséo fidal 72 °C por 5
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minutos. Reacgdes controle sem DNA foram realizadlaada reacao
repetida trés vezes a fim de confirmar a reprodigiitnle da técnica.

Os fragmentos de DNA amplificados foram resolvidosgel de
poliacrilamida 6%. Em seguida, os géis foram fixadm etanol 10% e
acido acético 0,5% por 20 minutos, corados com Oj2mitrato de
prata por 30 minutos e revelados com 0,75 M de Na&OB1 M de
formaldeido por 10 minutos, conforme descrito pant8s (1993). Os
géis foram digitalizados usando o sistema de faoohentacdo Macro
Vue UV 2¢° (Hoefer Pharmacia Biotech Inc., San Francisco).

Para a analise dos dados, a cada fragmento de Dt c
mobilidade eletroforética diferente foi designadamiimero de posicao
e atribuido valor “1” para presenca e “0” para aggedo fragmento. A
partir dessa andlise foi gerada uma matriz binargual foi submetida a
analise de agrupamento pelo método UPGMAwWe ghted Pair-Group
Method Using Arithmetic Means) utilizando o programa TreeView
(PAGE, 2000), sendo empregado o coeficiente ddasidade de Dice
(S=2a/2a+ b+ c)onde, ‘a’ representa 0o nunmkErdragmentos
compartilhadas entre o organismo 1 e 2, ‘b’ repres® numero de
fragmentos exclusivos do organismo 1 e ‘C’ reprizsennimero de
fragmentos exclusivos do organismo 2 (DICE, 1988s dendogramas
gerados foi criada a linha de fenon que represemedia dos valores
de similaridade entre os pares e indica o pontoetkréncia para a
divisdo dos organismos em grupos separados (SNEATSHOKAL,
1962).

Tabela 2Iniciadores utilizados nas reacfes de RAPD
Iniciador ~ Sequéncia de bases (5'-3') Referéncia

3303 TCACGATGC A STEINDEL et al. (1993)
3304 GCACTG TCA STEINDEL et al. (1993)
3306 AGC ATCTGT T STEINDEL et al. (1993)
3307 AGT GCTACG T STEINDEL et al. (1993)
AB1 ACG GATCCTG LEE et al. (2000)
AB5 GGC ACT GAG G LEE et al. (2000)

3.4. Genotipagem das cepas de cruz

As cepas isoladas dos pacientes (SC94-SC102) foram
genotipadas segundo metodologia proposta por Beiszle (2001). Para
a amplificagdo da regido ndo transcrita do genengie-exon, regiao
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divergente correspondente ao terminal 3' do gersu 2DNA e do

dominio de tamanho variavel do gene 18S rDNA fordilizados os
oligonucleotideos TC/TC1/TC2; D71/D72; V1/V2 (Imaigen) (Tabela
3) respectivamente. As reacdes de amplificacdonfarealizadas em
volumes de 10 pL contendo 10 ng de DNA molde; 10 geMcada
oligonucleotideo; 10 mM de Tris-HCI, pH 8,5; 50 n#Cl; 1,5 mM

MgCl,; 200 uM de cada dNTP (dGTP, dCTP, dATP e dTTP)ede

Tag DNA polimerase.

As amostras de DNA foram amplificadas utilizando o
termociclador Mastercycler Pfis (Eppendorf, Hamburg). A
amplificacdo da regido nao transcrita do gene dd-@xion foi realizada
nas seguintes condi¢des: desnaturagéo inicial @ pdf 5 minutos, 30
ciclos consistindo de um passo de desnaturacadCGat 30 segundos,
um passo de ligacdo a 55°C por 30 segundos, sepaidaem passo de
extensdo a 72°C por 1 minuto. A amplificacdo dadeglivergente do
gene 248 rDNA foi realizada nas seguintes condictes: desagiio
inicial a 94°C por 5 minutos, desnaturagéo a 945Clpminuto, ligacdo
a 60°C por 1 minuto, seguido extensdo a 72°C pminuto, sendo as
reacOes interrompidas apés o 30° ciclo. A amplficado gene 18S
rDNA foi realizado nas seguintes condigfes: umaatesacao inicial a
94°C por 5 minutos, desnaturacdo a 94°C por 1 mjrigiacdo a 60 °C
por 1 minuto, seguido por um passo de extensd@ d€ por 1 minuto,
sendo as reagdes interrompidas ap6s o 30° cidla.aPamplificacéo das
trés regides citadas, apds o 30° ciclo foi reafiaatha extensao final de
72 °C por 5 minutos. Em todas as PCRs foram reklzaeacbes
controle sem DNA com o propdsito de verificar asprea de possiveis
contaminantes.

Os fragmentos de DNA obtidos foram resolvidos erh dge
poliacrilamida 8% e corados com nitrato de prata@adescrito no item
anterior. Os géis foram fotodocumentados utilizandsistema Macro
Vue UV 2¢° (Hoefer Pharmacia Biotech Inc., San Francisco).
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Tabela 3. Iniciadores utilizados para genotipagem das cegas
Trypanosoma cruz

Iniciador Sequéncia de bases (5'-3") Referéncia

TC CCC CCC TCC CAG GCC ACACTG SOUTO et al. (1996)
TC1 GTG TCC GCC ACC TCC TTC GGG CC SOUTO et al9@p
TC2 CCT GCA GGC ACACGT GTG TGT G SOUTO et al. (699
D71 AAG GTG CGT CGA CAG TGT GG SOUTO et al. (1996)
D72 TTT TCA GAATGG CCG AAC AGT SOUTO et al. (1996
V1 CAA GCG GCT GGG TGG TTATTC CA CLARK e PUNG (149p
V2 TTG AGG GAA GGC ATG ACA CAT GT CLARK e PUNG (199

3.5. Ensaios de lise mediada pelo sistema compleren
3.5.1. Soro normal

O soro humano normal fresco (SN) foi obtido de umical
doador no dia em que o0s ensaios de lise mediada gstema
complemento foram executados. Quando necessarisorms foram
inativados por 1 hora a 56°C.

3.5.2. Soro chagasico crénico

Os soros humanos chagasicos crénicos (SC) foraitioshdo
banco de soros do Laboratério de Protozoologia. rEalizada uma
mistura de dez soros provenientes de pacientessicag cronicos que
apresentaram titulo superior a 160 pela técnicandfitworescéncia
Indireta. A mistura de soros foi inativada por Xaha 56°C e congelada
a -20°C até o momento do uso.

3.5.3. Ensaios de lise mediada pelo sistema compérto com
formas tripomastigotas e epimastigotas d&. cruz

Os ensaios de lise pelo complemento foram real&zadm
formas epimastigotas e tripomastigotas. As forn@imastigotas das
cepas Y, SC90, SC92, SCI3 e SCY4, colhidas naetgemencial de
crescimento em meio LIT, foram centrifugadas a 2pp6r 10 minutos,
lavadas duas vezes e suspendidas em PBS pH 7ghcentracdo de 1
x 10° parasitos.mL’. J& as formas tripomastigotas de cultura de clula
das cepas Y, SC90, SC92, SC93 e SCY4 foram olatasbrenadante
de cultura de células VERO. As células mantidagjamafas de cultura
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com meio DMEM suplementado com 2,5% de soro fatainm (SFB),
foram inicialmente infectadas com tripomastigotatauiclicos obtidos
da cultura de parasitos no final da fase estadenar

Como fonte de complemento foram utilizados soranmabfresco
ou soro de paciente chagasico inativado suplemermaith soro normal
fresco. Os controles consistiram em soro chagéeaiivado ou soro
chagasico inativado suplementado com soro norratiVado.

Os parasitos foram incubados com o mesmo volume das
diferentes combinac@es de soros na diluicdo 1:Bp%E por 1 hora, de
modo que 1,5 x TOparasitos em 15QL de PBS pH 7,4 foram
misturados com 150L de soro puro (1:2). Apos o tempo de incubacéo,
0s tubos foram mantidos em banho de gelo e em dwegidi
determinado o numero de parasitos sobreviventescémara de
Neubauer em microscépio optico.

3.6. Curvas de crescimento

O estudo da dindmica de crescimento das formasasfigotas
das cepas Y, SC90, SC91, SC92, SC93, SC95 e SC96alxado
inoculando-se 5 x farasitos.m* em 5 mL de meio LIT. Contagens
em quintuplicata foram realizadas durante 10 dias cgdmara de
Neubauer em microscépio optico.

3.7. Ensaios de interagdd. cruzi-macréfagos murinos

3.7.1. Obtencao e manutencéo de macréfagos murinderivados de
medula 6ssea

Para o estabelecimento da cultura de macréfagasnasu
derivados de medula 6ssea, utilizou-se camundoBgti¥C com 30
dias, provenientes do Biotério-UNIVALI da Univeraitk do Vale do
ltajai.

Os procedimentos experimentais basearam-se nalohaje
proposta por Weischenfeldt e Porse (2008). Os asinferam
sacrificados por deslocamento cervical e os ossopetna (fémur e
tibia) foram removidos e coletados em PBS pH 7plestentado com
10 U.mL* de penicilina e 1g.mL* de estreptomicina. Em seguida, as
extremidades dos ossos foram cortadas, a meduta dsiscoletada e
centrifugada a 1000 por 5 minutos. O sedimento contento o0s
promondcitos foi suspendido em 90% de SFB e 10%tilsulféxido
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(DMSO) e em seguida submetido ao congelamento drgénio
liquido.

Ap6s o descongelamento, as células foram cultt/ada meio
DMEM, suplementado com 10% de SFB, 10 Ulmde penicilina, 10
ng.mL* de estreptomicina e 30% de sobrenadante resutfanteltivo
da linhagem celular L929. Os promondécitos foram tidas em estufa
umidificada a 37°C e 5% de GQApds o sétimo dia de cultivo, os
promondcitos ja diferenciados em macréfagos, fotapsinizados e
distribuidos em placas de 96 pocos na concentdedox 10 células
por cada pogo.

3.7.2. Infeccdo de macrofagos murinos cofn cruz

Os macrofagos foram infectados com formas tripoigatsis de
cultura de células das cepas Y, SC90, SC91, SE23,5C95 e SCI6
as quais foram previamente incubadas por 1 hord@°@ 8om soro
chagasico inativado (SCI), soro normal (SN) e smwanal inativado
(SNI) na diluicdo 1:2. A seguir, os parasitos foraentrifugados,
lavados em PBS pH 7,4 e utilizados para infeccdamtanocamadas de
macroéfagos por 4 horas a 37°C, obedecendo-se arpéopde 1 parasito
para cada célula (1:1). Como controle, foi utilizadpomastigotas sem
nenhum tratamento. Apds o periodo de 4 horasefdizada a troca do
meio de cultura (DMEM, 10% SFB e antibiéticos), conobjetivo de
remover os parasitos que ndo foram internalizadesdo as células
novamente incubadas a 37°C e 5% de.@QOinfeccdo foi monitorada
diariamente em microscoépio invertido e interrompa@s o contato
inicial de 4 horas (tempo 0), 24, 48, 72 horas@apconcluséo do ciclo
biolégico.

O sobrenadante das culturas foi removido e as $facam entédo
lavadas em PBS pH 7,4, sendo imediatamente secagato de ar,
fixadas com metanol por 2 minutos e coradas contdolGiemsa. Para
a determinacgdo da porcentagem de células infeceadasimero médio
de amastigotas intracelulares, foram contadasogigatente 200 células
por poco em microscépio Optico em objetiva de 48es8e(CHANG,
1980).

Os experimentos foram realizados com duas repstigma
triplicatas, sendo as médias analisadas pelo fEstei analise de
variancia (ANOVA), utilizando o programa Graph Rrisnstat . A
diferenga minima significativa entre as médiascidculada pelo teste
de Tukey com nivel de significancia de 0,05.
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3.7.3. Calculo do tempo de duplicacéo intracelulade cepasr. cruz

O tempo de duplicagdo das diferentes cepasl.deruz foi
determinado usando a seguinte formula (JAWETZ.e1891):

Ln 2 (& )
2,3 log(N/Ng)

Onde:

Td-tempo de duplicacéo

t;-tempo final de observacgéo

to-tempo inicial de observacéo

N;-nimero de parasitos por célula apds 72 horastelagéo
Ng-nUmero de parasitos por célula apds 24 horastelagéo

3.8. Analise da expressao de gp82 por Western Blot

As analises de expresséo da glicoproteina gp82Viestern blot
foi realizada com formas tripomastigotas metadslipurificadas a
partir de cultura em fase estacionaria segundom@ott descrito por
Souza (1983). A resina de troca i6nica DE-52 cekil@Vhatman) foi
hidratada em agua destilada, seguida por lavagentampéao fosfato
(PS) 1X pH 8,0 (N&HP(O,.12H,0 0,34%; NaHPO,.H,0 0,069%; NaCl
0,425%) pH 8,0. Apés isso, cinco mililitros de resem tampao PS 1X
pH 8,0 foram empacotados em uma seringa de 10 mtoldna foi
equilibrada com tampé&o PS 1X pH 8,0.

Sobrenadante de cultura envelhecida em meio L$Tcdpas Y,
SC90, SCI91, SC92, SCI93, SC95 e SC96 contendo a@mdamente
70% de tripomastigotas foi lavado uma vez em tanii#id X pH 8,0. A
suspensdo de células foi aplicada na coluna de DE#lEose e o
material coletado foi concentrado por meio de deg@cdo a 200@
por 10 minutos e ressuspendido em PBS pH 7,4.

Apbés a obtencdo das formas tripomastigotas meizascl
purificadas, os parasitos foram lisados em tampélsd (NaCl 50 mM;
Tris HCI pH 8,0 200 mM; detergente nonidet P-40 1@j)isado celular
foi submetido a centrifugacdo a 12.09@or 20 minutos para remogao
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de restos celulares, sendo coletado o sobrenad&ste. teve a
guantidade de proteinas totais mensuradas pelodméte Bradford
(BRADFORD, 1976).

Trinta microgramas do extrato protéico total foraguecidas a
95°C por 5 minutos em tampdo de amostra sob caesligdutoras
(Tris-HCI pH 6,8 100 mM; SDS 2%; Glicerol 20%; azid bromofenol
0,2%;B-mercaptoetanol 2%) e submetidas a separacaofetética (25
mA) em gel de poliacrilamida (gel de concentrac®6, el de
separacdo 10%). Apos isso, as proteinas foram ferades para
membrana de nitrocelulose (Amersham, UK) em tampd®
transferéncia (Trizma base 125 mM; Glicina 190 ni&tanol 20%)
usando o sistema Semi-Dry Transfer Cell (BIO-RAD).

Apés a transferéncia, a membrana foi corada contd2eRS
(Ponceau 0,1% e 4cido acético 10%). A membranadetorada em
agua destilada e em seguida foi bloqueada em soBigdting Buffer
(Tris-HCI pH 7,4 25 mM; NaCl 0,15 mM; Tween 80 0,1%ontendo
5% de leite em p6 desnatado por 2 horas a temparattbiente. Apos
este tempo, a membrana foi incubada com os AcMiegpBR (3F6)
(gentilmente cedidos pelos professores da UNIFESIBUBD Yoshida e
Renato Mortara) e andi-tubulina diluidos adequadamente em solugéo
de Blotting Buffer contendo 2,5% de leite em pondésdo por 1 hora a
temperatura ambiente, seguida pela incubacdo comnticorpo
secundario (IgG de camundongo conjugado a perajidashora a
temperatura ambiente. A revelacdo da membrana dda fpor
guimioluminescéncia, utilizando o sistema ECL (Arstram, UK).

3.9. Infeccdo de macréfagos murinos ativados comiFy

Macrofagos murinos obtidos como descrito no itefl3.foram
infectados com formas tripomastigotas de culturaélelas das cepas
Y, SC90 e SC96 por 4 horas, obedecendo-se a péupde; 1 parasito
para cada célula (1:1). As infec¢Bes foram reatizada presenca e
auséncia de rIFN-murino (2, 20, 200 U/mL). ApGs esse periodo, foi
realizado a troca do meio de cultura (DMEM, 10% SF8ntibioticos)
com ou sem a adi¢do de IRNsendo as células incubadas a 37°C e 5%
de CQ. As infec¢des foram monitoradas diariamente enras@dpio
invertido e interrompidas apos o contato inicialddboras (tempo 0) e
apos 24, 48 e 72 horas.

Em alguns experimentos, as células foram tratadas t mM
N®-monometil-L-arginina (L-NMMA), objetivando inibia atividade da
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enzima Oxido nitrico sintase induzida (NOS2). Oreobhdante das
placas foi removido e as placas foram coradas cmm&a e avaliadas
como descrito no item 3.6.2.

3.10. Caracterizacdo genotipica de cepas mistas aste apos
infeccdo de macrofagos murinos

3.10.1. Padronizacédo da PCR semiquantitativa

Para a padronizacdo da PCR semiquantitativa baseagerfil
molecular da regido do espacador ndo transcritgetie do mini-exon,
realizou-se o estudo da cinética da reacdo comligsnacleotideos
TC1: 5 ACACTTTCTGTGGCGCTGATCG 3’; TC2: 5TTGCTCGCA
CACTCGGCTGCAT 3’; TC3: 5 CCGCGWACAACCCCTMATAAA
AAT 3'; TR: 5" CCTATTGTGATCCCCATCTTCG 3’; ME: 5" TACC
AATATAGTACAGAAACTG 3' (FERNANDES et al., 2001).

Para determinar o melhor tempo de reagdo na fgsenercial,
em que era possivel a visualizacéo das diferentgordes dos grupos
Tcl e Tcll numa cepa mista, uma mistura equimolas ®NAs das
cepas Y e SC28 foi utilizada, sendo a reacao ortgida nos ciclos 16,
18, 20, 22, 24, 26, 28, 30 e 32.

As reacbes de amplificacdo foram realizadas emmwedude 10
puL contendo 10 ng de DNA; 10 uM de cada oligonuéien; 10 mM
de Tris-HCI, pH 8,5; 50 mM KCI, 1,5 mM Mg&l200 uM de cada
dNTP (dGTP, dCTP, dATP e dTTP) e 1 U de Tagq DNAirpetase
(LGC Biotecnologia).

As amostras de DNA foram amplificadas utilizando o
termociclador Mastercycler Pfis (Eppendorf, Hamburg). A
amplificacdo foi realizada nas seguintes condiciesa etapa de
desnaturacéo inicial a 94°C por 5 minutos, desagfiar a 94°C por 30
segundos, ligagéo a 60°C por 30 segundos, segaidexfensdo a 72 °C
por 1 minuto, sendo as reacdes interrompidas redsscsupracitados.
Ap6s o ultimo ciclo, as reag8es sofreram um passextensao final a
72 °C por 5 minutos. Os fragmentos de DNA obtidoarh resolvidos
em gel de poliacrilamida 8% e corados com brometetiio. Os géis
foram fotodocumentados utilizando o sistema Macnmee WUV 26
(Hoefer Pharmacia Biotech Inc., San Francisco).
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3.10.2. Caracterizagdo genotipica de cepas mistasorp PCR
semiquantitativa

As cepas SC92, SC93 (mistas naturais) e SC90 + PGB&
artificial) foram utilizadas para infectar macrddggmurinos com o
objetivo de verificar a existéncia de uma possSed#d¢céo nessas células.
Assim, a determinacdo da proporcdo de cada grupe Tcll presente
nas cepas mistas antes de infectar macréfagos £aaponclusdo do
ciclo biolégico foi estimada por PCR semiquantitati As imagens
obtidas foram analisadas pelo programa Scion Ifha¢Bcion
Corporation).

3.11. Caracterizagdo genotipica de cepas mistas este apos
infeccdo de macréfagos humanos

3.11.1. Obtencao e manutengéo de macréfagos humanos

A partir de sangue obtido de individuos adultosedaveis, os
mondcitos primarios foram isolados por centrifugaeén gradiente de
densidade (Separador de Linfécitos, Lonza) comaridespor Boyum
(1976) com modificagcbes. O sangue foi misturado mpral volume de
solucdo salina (NaCl 0,9%) e adicionado sobre oaiBepr de
Linfécitos. ApGs a centrifugacédo a 150@or 40 minutos, a camada de
células mononucleares foi coletada, sendo submatices lavagens em
solucdo salina a 1.5 por 10 minutos. O total de células viaveis foi
ressuspendido em meio RPMI sem soro, para a adesamondcitos
em placas de 24 pocos. As células foram entdo &uasha 37°C e 5%
de CQ por 40 minutos, apos este periodo, o sobrenadamierdo
linfcitos foi removido e adicionado novo meio RP&dim 5% SFB. Os
mondacitos primarios humanos foram cultivados erafasa 37°C e 5%
de CQ por 7 dias, quando a maioria das células se emm@nt
completamente diferenciadas em macréfagos.

3.11.2. Infecgdo de macrofagos humanos comceruz

As monocamadas de macrofagos humanos foram infectgubs
7 dias de cultivo com formas tripomastigotas metieis da cepa mista
SC92 obtidas de cultura em fase estacionéaria &qautbs em coluna de
DEAE celulose, obedecendo-se a propor¢cdo de 5ijpsrgmra cada
célula (5:1). Apos 4 horas de interacéo, foi real&za troca do meio de
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cultura (RPMI, 5% SFB e antibidticos), sendo adgé® monitorada
diariamente em microscopio invertido até a condusio ciclo
bioldgico, periodo este que correspondeu a 96 kigau

Ap6s a conclusao do ciclo biolégico, os parasitwarh coletados
e utilizados para infectar outra placa de macr&agendo que este
procedimento foi repetido trés vezes, ou seja,nforaalizadas trés
passagens seriadas de parasitos da cepa SC92 edfagas humanos.
Apés cada passagem, os parasitos foram coletad@s passterior
caracterizacdo genotipica por PCR quantitativ&R)P

3.11.3. Caracterizacdo genotipica de cepas mistazx gPCR

A extracdo de DNA foi realizada pelo método ferlokaférmio
(tem 2.2), a partir de parasitos provenientes sdbrenadante de
macrofagos infectados com as cepas mistas. O DNAcepas mistas
obtido foi utilizado para estimar as proporcdes &crlcll por gPCR
como descrito por Freitas et al. (2005) com moalffies.

Todas as reacBes foram realizadas em triplicateexda 10 ng
de DNA; 10uM dos oligonucleotideos D71 e D72 (Tabela 2)L5de
2x SYBR® Green PCR-Master Mix (Applied Biosystems) em vadum
final de 10uL. A leituras foram realizadas no equipamento Step®
Real-Time PCR System (Applied Biosystems) utilizand opcédo
‘quantificagdo absoluta’. As condi¢bes de termagem foram 50°C
por 2 minutos, 95°C por 10 minutos, seguido pocidlds a 95°C por 30
segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C por 1 mirApds a
amplificacdo, os produtos de DNA foram desnaturg@oa obtencdo da
curva de dissociacdo. A estimativa das propor¢éegdipos Tcl e Tcll
foi realizada pela andlise dos valores de fluoresaé&e cada amplicon.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacdo molecular das cepas de cruz por RAPD

Todas as cepas d€. cruz (SC90-SC102)foram analisadas
usando a técnica de RAPD. Essa técnica é amplaragiieegada em
estudos de diversidade genética de populagdesT.deruz, por
proporcionar inlUmeras vantagens em relacdo a outéasicas
moleculares, como ndo requerer o conhecimento@udavisequéncia a
ser amplificada e por considerar a variabilidaddodi® o genoma em
analise (STEINDEL et al., 1993; TIBAYRENC et al99B).

Foram testados 10 oligonucleotideos, sendo escslhigkis
iniciadores 3303, 3304, 3306, 3307, AB1 e AB5 poodpzirem
amplicons polimérficos e reprodutiveis, gerandagfentos de DNA
com tamanhos variando de 300 a 1500 pb. Um tot&0demplicons
foram considerados para a determinacdo da sinddeidyenética das
cepas em estudo.

As cepas isoladas de gambas (SC90 e SC91) pertencam
grupo Tcl apresentaram perfil molecular idénticadi¢éando baixa
variabilidade genética. As cepas mistas isoladasiatemineos (SC92
e SC93) apresentaram um perfil molecular misto/Totl) e idéntico
entre si. Ja as cepas isoladas de pacientes (STBIRF pertencentes
ao grupo Tcll geraram um perfil eletroforético cdexp e também
idéntico entre si (Figura 4).
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Figura 4. Perfil eletroforético representativo de epas de Trypanosoma cruz
caracterizadas por RAPD com o oligonucleotideo 330®s fragmentos de DNA foram
amplificados utilizando o oligonucleotideo 3303eparados em gel de poliacrilamida 6%.
MM- Marcador molecular; 1- SC58 (rangeli); 2- Y; 3- SC28; 4- Colombiana; 5- SC90; 6-
SC91; 7- SC92; 8- SCI3; 9- SC94; 10- SCI5; 11- SCB6SCI7; 13- SCI8; 14- SCI9; 15-
SC100; 16- SC101; 17- SC102; 18- Controle sem DNA.

A analise de agrupamento permitiu a separacao elasscem
quatro grupos (Figura 5, Tabela 4). O grupo A, fmim pela cepa
SC58 deT. rangeli, o grupo B compreendendo as cepas isoladas de
pacientes (SC94-SC102), juntamente com a cepa Nengentes ao
grupo Tcll, o grupo C formado pela cepas Tcl (SEECI1) e mistas
(SC92 e SC93) e o grupo D compreendendo as cepas8 &C
Colombiana (Tcl)

A baixa probabilidade de se moer mais de um exangsa
triatomineo infectado juntamente com alta similadiel observada entre
as cepas isoladas de pacientes, sdo fatores gaeesugue surto de
DCA ocorreu a partir de um Gnico exemplar de baobieifectado que
contaminou o caldo de cana durante a moagem. Ruar lado, essa
alta similaridade genética pode ser explicada fattw do isolamento
das cepas ter sido realizado 45 dias apoés a ifeEsSe periodo pode
ter sido suficiente para a selecdo de populacdepadasito mais
adaptadas a sobreviver no hospedeiro humano (ORXEi al., 1998,
1999; MACEDO et al, 2001). Além disso, a etapa si#amento do
parasito a partir do sangue e sua manutencao éanecpbdem levar a
ocorréncia de selecao clonal, de maneira que adades disponiveis
para as analises moleculares podem ser mais hoeasyén diferir
daquelas que realmente causam as manifestacoies<l{MACEDO e
PENA, 1998).

Baseados no principio de selecdo de determinagmsagfes no
hospedeiro humano, alguns trabalhos mostram quasdspladas de
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pacientes cronicos apresentam uma menor variaddidgenética

quando comparada a cepas isoladas de pacientesasam afjuda

(MACEDO e PENA, 1998; DEVERA et al., 2003). A grand
similaridade genética observada entre as cepaadawlde pacientes
pode ser ainda atribuida ao predominio de umardetada populacao
de parasitos no momento do isolamento (LANA etl&I96).

O taxonT. cruz exibe um alto grau de variabilidade intra-
especifica, incluindo aspectos morfolégicos (CHAGA3Z909),
comportamento biologico (RISSO et al., 2004; LISB@®al., 2007),
caracteristicas epidemiol6gicas (ANONYMOUS, 1998)unoldgicas
(SANTOS et al., 2009), bioquimicas (RISSO et @04 e moleculares
(STEINDEL et al., 1993; 1995; VAGO et al.,, 1996; \MES et al.,
2009). Essa grande diversidade genéticd.dwuz pode ser explicada
pela sua especificidade a hospedeiros (GOMES, t948; LISBOA et
al., 2007), ocorréncia de recombinacao assexuaU{EAet al., 2003),
elementos transponiveis (EL-SAYED et al., 2005; MBAUD et al.,
2008) e mutagbes (CERQUEIRA et al., 2008).

Gomes et al. (1998) analisaram 30 cepa3.dguz isoladas de
pacientes em fase cronica utilizando as técnicaRARD e SSR-PCR
(Sngle Sequence Repeat-Anchored Polymerase Chain Reaction) e
observaram uma grande similaridade genética epfrascde pacientes
oriundas de diferentes areas endémicas do Brasibuibres sugerem
que o hospedeiro humano pode selecionar popula;iestir de uma
populacdo multiclonal circulante na natureza. Radok semelhantes
foram obtidos por D’Avila e colaboradores (2006)estudar 47 cepas
isoladas de pacientes chagéasicos cronicos usaédaiea de RAPD.

Recentemente, foi proposto a subdivisdo do grupe@mcquatro
subgrupos (HERREIRA et al., 2007; FALLA et al., 2D0Luna-Marin
et al. (2009) analisaram pelas técnicas de RAPDSeRFLP (nternal
Soacer-Restriction  Fragment Length Polymorphism) 18 cepas
provenientes da Colébmbia, isoladas de pacientestares. Os autores
mostraram que todas as cepas isoladas de pacienigsais pertenciam
ao grupo Tcl, apresentaram um nivel de similaridadéor do que
aquelas isoladas dos vetores.



35

Tabela 4. Matriz dos coeficientes de similaridade de DI@Ecdpas dé&rypanosoma cruz

utilizando os oligonucleotideos 3303, 3304, 333873 AB1 e AB5

SC58

SC28
Colom
SC90
SC91
SC92
SC93
SC94
SC95
SC96
SC97
SC98
SC99
SC100
SC101
SC102

SC58

0,416
0,527
0,457
0,452
0,452
0,463
0,463
0,419
0,419
0,419
0,419
0,419
0,419
0,419
0,419
0,419

Y

X
0,631
0,594
0,659
0,659
0,697
0,697
0,847
0,847
0,847
0,847
0,847
0,847
0,847
0,847
0,847

SC28

0,837
0,818
0,818
0,744
0,744
0,588
0,588
0,588
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Figura 5. Dendograma obtido a partir dos perfis elgoforéticos gerados por meio da
amplificacdo do DNA total de cepas d&rypanosoma cruz utilizando os iniciadores 3303,
3304, 3306, 3307, AB1 e AB% matriz de similaridade foi calculada utilizand@oeficiente
de DICE e o dendograma gerado pelo método UPGMKnh@& vertical representa a linha de
fenon.
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4.2. Genotipagem das cepas de cruz por PCR do mini-exon, 24&
rDNA e 18S rDNA

As cepas deT. cruz isoladas de pacientes tambéram
caracterizadas pela analise de trés regides geadrdistintas (mini-
exon, 24& rDNA e 18S rDNA), objetivando classifica-las em
linhagens (BRISSE et al.,, 2001). No presente esttaitas as cepas
isoladas de humanos apresentaram amplicons delB3Q®p pb e 165
pb nas PCR de mini-exon, 24 3DNA e 18S rDNA respectivamente,
caracterizando o perfil Tcllb, atualmente denommadrcll
(ZINGALES, 2009) (Figura 6). Os resultados corr@moros dados de
RAPD e sugerem que populacdes da linhagem Tcldmfana