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RESUMO

Oito estoques clonais de Trypanosoma cruzi, dois de cada um dos gendtipos
principais 19 e 20 (T. cruzi 1), 39 (hibrido) e 32 (T. cruzi II) foram combinados em 24
infeccoes mistas diferentes e estudadas em camundongos BALB/c. Em cada uma das
infec¢gdes mistas, os animais foram inoculados com 5.000 tripomastigotas sanguineos de
cada clone por animal e comparados com a corresponde infec¢do monoclonal cujo
inéculo foi de 10.000 tripomastigotas do clone por animal. Foram analisados oito
parametros: percentual de infectividade, percentual de mortalidade e percentual de
positividade da hemocultura, periodo pré-patente, periodo patente, pico maximo de
parasitemia, dia do pico maximo de parasitemia e parasitemia. Trés comparag¢des foram
realizadas: (a) infec¢do monoclonal x infec¢cdo mista baseada nos valores esperados (b)
infeccdo monoclonal x infecgdo mista baseada nos valores observados (c) valores
esperados x valores observados para as infec¢des mistas. Ocorreram diferengas
significativas na maioira dos parametros estudados, tendo sido observadas diferentes
percentagens de alteracdes, variando de 4,2 a 79,2%. A parasitemia foi o pardmetro que
apresentou maior pencentagem de alteragdo ocorrendo em praticamente todas as
combinagdes genotipicas de 7. cruzi. Foi observado aumento significativo em oito
misturas e diminui¢do em 11, representando alteragdes em 19 das 24 combinagdes. Em
um dos casos, foi observado efeito inibitorio reciproco completo de um clone sobre o
outro. A analise dos outros quatros parametros assosiados a parasitemia também
demonstraram diferengas significativas entre os valores observados e esperados nas
infeccdes duplas em diferentes proporcdes: 45.83% para PPP, 62.5% para PP, 66.6%
para PMP e 33.3% para DPMP. Quando esses parametros foram considerados em
conjunto, 11, 14, 11, 11, 15 e seis diferencas entre os valores observados e esperados
foram detectadas nas combinagdes genotipicas 19+20, 19+39 19+32, 20+39, 39+32 ¢
20+32, respectivamente. O menor numero de diferengas significativas ocorreu
exatamente na mistura 20+32, com clones filogeneticamente mais distantes e
biologicamente mais distintos. Esses resultados enfatizam a importancia de se
considerar a possibilidade de ocorréncia de infecgdes mistas e suas conseqii€éncias para

o hospedeiro, na patogénese e na evolucdo da doenca de Chagas.
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ABST RACT

Eight Trypanosoma cruzi clonal stocks, two of each principal 7. cruzi genotypes
19 and 20 (7. cruzi 1) and 39 (hybrid) and 32 (7. cruzi IT) were combined in 24 different
double infections and studied in BALB/c mice. For the mixed infections, animals were
inoculated with 5.000 blood trypomastigotes of each clone and compared with the
correspondent monoclonal infection whose animals were inoculated with 10.000 blood
trypomastigotes of the clone. Eight parameters were analyzed: percentage of infectivity,
percentage of mortality, percentage of positive hemoculture, pre-patent period, patent
period, maximum of parasitemia, day of maximum of parasitemia and parasitemia.
Three comparisons were considered: (a) monoclonal infection x mixed infection based
on expected values; (b) monoclonal infection x mixed infection based on observed
values and (c) expected x observed values for mixed infections. Significant differences
occurred in the majority of the studied parameters. It was observed different percentages
of alterations with rates that varied from 4,2% to 79,2%, except for infectividade and
mortality. Differences of parasitemia occurred in almost all 7. cruzi genotypes
combinations. Significant increase (eight mixtures) and decrease (11 mixtures) of
parasitemia occurred in 19 out of 24 combinations. In one case, it was observed a
complete and reciprocal inhibitory effect of one clone to another. The analysis of others
four parameters associated with parasitemia also showed significant differences
between the expected and observed values in double-infections in different proportions:
45.83% for PPP, 62.5% for PP, 66.6% for MP and 33.3% for DMP. When all
parameters were considered together, 12, 14, 11, 11, 15 and six significant differences
between the expected and observed values were detected in the genotypes combinations
19+20, 19+39 19+32, 20+39, 39+32 and 20+32 respectively. The lowest number of
significant differences occurred exactly in the mixture 20+32, with clones more
phylogenetically distant and biologically different. These results emphasize the
importance of to consider the possibility of occurrence of mixed infections and their

consequences to the host, on the pathology and on Chagas disease evolution.
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1.1  Aspectos Epidemiologicos e Clinicos da Doenca de Chagas

O Trypanosoma cruzi € um parasito intracelular obrigatorio amplamente
distribuido no continente americano, abrangendo regides desde o norte dos Estados
Unidos até o sul da Argentina (WHO, 1991). O ciclo desse parasito ¢ primitivamente
enzootico, com diversas espécies de mamiferos silvestres e de triatomineos albergando
0 parasito em uma inter-relacdo harmoénica e equilibrada, estabelecida apds anos de
evolucdo (Barretto, 1979; Foranttini, 1980; Dias, 1993; Fernandes et al., 1998a). A
interferéncia da acdo humana em ambientes primitivos, através de intensa dispersao
populacional e mudangas ecologicas drasticas, propiciou o contato de agentes vetores
com hospedeiros susceptiveis em amplas areas da América Latina, resultando no
surgimento dessa enfermidade como zoonose. Isso perturbou fortemente a ecologia dos
vetores ¢ conduziu a uma reestruturacdo de focos naturais da doenca com seu
deslocamento para o ambiente doméstico. A doenga de Chagas ¢ um exemplo tipico de
uma moléstia que se estabeleceu como fruto da acdo humana no ambiente e das
desigualdades sociais, uma vez que a ma qualidade das habitacdes facilitou a
domiciliacao dos vetores (Dias, 1992; Dias, 1993; Dias et al., 2002; Walter, 2003). Em
regides onde a ocupacgdo de ecdtopos primitivos ndo possibilitou o contato intimo do
vetor com o homem, seja pelas melhores condigdes de moradia ou pela menor
capacidade de domiciliagcdo do vetor, ndo se observou estabelecimento da doenga (Dias,
2000a).

O advento da urbaniza¢do faz surgir um novo panorama, demonstrando ser a
transfusdo sangiliinea uma importante via de transmissao da doenca de Chagas, devido
ao grande contingente de individuos chagéasicos que migraram de regides rurais
endémicas para as zonas urbanas em expansao (WHO, 1991; Dias, 1992). A
transmissdo congénita constitui o terceiro mais importante mecanismo de transmissao
da doenca de Chagas, com risco variando entre 0,5 a 10% em diferentes regides
geograficas (Dias, 2000a; Bittencourt, 2000).

Estima-se que 13 milhdes de pessoas estdo infectadas pelo 7. cruzi na América
Latina e que 100 milhdes estdo em risco de contrair a infecgdo. A taxa de incidéncia €
de 200.000 novos casos por ano ¢ a taxa anual de morte, devido a forma cardiaca da

doenga, é aproximadamente de 21.000 casos (WHO, 2003). A iniciativa de Controle da
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Doencga de Chagas pelos paises do Cone Sul e posteriormente por outras organizagdes
reduziu substancialmente a incidéncia da infeccdo na América Latina (Moncayo, 2003).
Contudo, a doenga permanece como um sério problema de satde publica, tanto pela
falta de sustentabilidade das medidas de controle pelos 6rgdos governamentais, quanto
pelo grande nimero de pessoas infectadas ndo diagnosticadas precocemente. Tais
individuos podem desenvolver uma doenca silenciosa, debilitante, com quadros clinicos
complexos e diversos (Dias, 1992; Macedo, 1997), refrataria ao tratamento especifico,
extremamente onerosa ao sistema de satde e muitas vezes fatal.

Em 2000, oito estados brasileiros receberam certificado de interrup¢ao da
transmissdo vetorial do 7. cruzi, concedido pela Organizagdo Mundial de Satde
(WHO, 2000). Entretanto, por ser um pais em desenvolvimento, sujeito a intensas
transformagdes ambientais e albergando diversas espécies vetoras, o Brasil deve ser
cauteloso e manter uma vigilancia constante adaptada as condi¢des epidemiologicas. No
estado do Amazonas, que até recentemente era considerado livre da doenca de Chagas,
foram registrados 38 casos de 1969 a 1972 e 167 nos ultimos oito anos
(Coura et al, 2002). Triatomineos infectados tém sido encontrados no ambiente
silvestre e no peridomicilio. Nesse estado, a infec¢ao pelo 7. cruzi € enzootica e envolve
uma variedade de mamiferos e pelo menos 10 a 16 espécies de triatomineos silvestres.
O intenso desflorestamento e as migragdes humanas aumentam o risco de domiciliagdo
de espécies vetoras e estabelecimento de novos focos de transmissdo doméstica nessa
regido. Fernandes ef al. (1999a) demonstraram em regidoes proximas a grandes centros
urbanos, na ilha de Jaguanum (RJ), que 90% dos marsupiais estdo infectados pelo 7.
cruzi; segundo Lisboa et al. (2000) diversos espécimes de mico-ledes dourados estdo
infectados pelo 7' cruzi na Reserva de Pogos das Antas, Rio de Janeiro.

Considerando o panorama atual da doenga de Chagas, Dias (2000b) e Dias et al.
(2002) apontam que essa endemia continuard incidindo, embora em propor¢des bem
reduzidas, nas populagdes pobres e isoladas da América Latina, incapazes por si, de
controlar a transmissdo ou a doenca. Atencao especial devera ser dada em regides que
naturalmente convivem com o ciclo da doenca, estabelecendo um sistema de vigilancia
epidemiologica efetivo, atencao médica e social aos milhares de infectados e avangos no

tratamento especifico/sintomatico da doenca.
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Na historia natural da doenca de Chagas podem distinguir-se duas fases, uma
aguda rapida e outra cronica de longa duragao.

A fase aguda dura cerca de quatro a 12 semanas, e os parasitos podem ser
detectados diretamente no sangue periférico do individuo infectado. Essa fase da doenca
¢ inaparente em 90% dos casos. Casos graves sdo, geralmente, associados as criancas
menores de dois anos de idade, com quadro de morbi-mortalidade mais intenso,
representado por miocardite e meningoencefalite aguda (Brener, 1992) e morte entre 1 a
45% dos casos (Dias, 1984).

ApoOs a fase aguda, o individuo evolui naturalmente para a fase cronica,
caracterizada pela dificuldade de detec¢do do parasito no sangue periférico. A maioria
dos individuos (50-70%) desenvolve a forma indeterminada da doenga cronica,
caracterizada por um longo periodo assintomatico que pode durar por toda a vida.
Entretanto, mesmo apos um longo periodo assintomatico, 25 % dos individuos podem
desenvolver a forma cardiaca da doenga de Chagas, 6% a forma digestiva e 3% podem
sofrer envolvimento nervoso periférico (Coura 1983, 1985; Pereira 1985). Os fatores
determinantes da doenga sintomdtica ndo foram completamente elucidados, mas
acredita-se que a cepa do parasito, e fatores diretamente ligados ao hospedeiro estejam

inter-relacionados.

1.2 O Trypanosoma cruzi

Taxonomicamente o 7. cruzi enquadra-se no reino Protista, classe
Kinetoplastidea, ordem Trypanosomatidae, género Trypanosoma — grupo Stercoraria e
subgénero Schizotrypanum.

A caracterizacdo de populacdes de 7. cruzi isoladas de diferentes origens e
hospedeiros tem demonstrado uma grande diversidade de propriedades bioldgicas,

bioquimicas, imunoldgicas, genéticas bem como de susceptibilidade a drogas.
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1.2.1 Variabilidade Biologica

As diferencas entre isolados de 7. cruzi foram inicialmente demonstradas através
da caracterizagdo bioldgica, considerando-se a morfologia das formas sanguineas,
viruléncia, tropismo tecidual e patogenicidade.

Chagas (1909) ja descrevia diferencas morfologicas nas formas sanguineas do
parasito. Brener & Chiari (1963) e Brener (1965, 1969) confirmaram esses achados,
demonstrando que formas delgadas, largas ou muito largas ocorriam em diferentes
proporcdes nos diversos isolados do 7. cruzi. Os autores verificaram que as formas finas
sdo mais infectivas para células do hospedeiro vertebrado, mais sensiveis ao sistema
imune e predominantes em cepas muito virulentas e macrofagicas. Em contrapartida, as
formas largas sdo mais resistentes ao sistema imune, permanecendo mais tempo na
circulagdo e mais presentes em cepas miotropicas e de baixa viruléncia. Posteriormente,
Brener (1977) sugeriu a classificagdo das cepas, baseado nos padrdes da curva de
parasitemia, em dois tipos polares: um pdlo agressivo representado pela cepa Y e outro
polo mais brando representado pela cepa CL.

Viannia (1911) verificou que o 7. cruzi poderia ser encontrado em diferentes
tecidos do hospedeiro vertebrado, embora os parasitos apresentassem certa preferéncia
por grupos celulares especificos. Estudos de tropismo tecidual comprovaram essa
observacao e estabeleceram a existéncia de cepas miotropicas, reticulotropicas e outras
que apresentam preferéncia por diferentes tecidos (Silva & Nussenweig, 1953; Andrade
& Andrade, 1966; Brener, 1977; Melo & Brener, 1978, Amaral et al., 1975; Lenzi et al.,
1998).

Diferengas quanto ao grau de viruléncia e patogenicidade (Bice & Zeledon,
1970; Andrade, 1974; Andrade, 1985; Laura-Pires et al., 1997), composigdo antigénica
(Nusseinweig & Goble, 1966) e sensibilidade a drogas (Brener et al., 1976; Filardi &
Brener, 1987) também foram verificadas entre as cepas de 7. cruzi.

Andrade (1974), analisando essa variagdo entre isolados de 7. cruzi sob o
aspecto morfobioldgico e comportamental em camundongos, propds o primeiro critério
de classificagdo para essa espécie. De acordo com esse estudo, trés tipos foram

estabelecidos:
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a Tipo I — (cepa Y e Peruviana): multiplicagdo rapida, altos e precoces
picos de parasitemia e mortalidade, predominancia de formas finas e reticulotropismo
na fase inicial da infecgao;

Q Tipo II — (16 cepas isoladas no Reconcavo Baiano - Estado da Bahia):
multiplicagdo lenta, picos irregulares de parasitemia entre 12 e 20 dias, predominancia
de formas largas ao longo da infec¢do, mas com formas finas em pequeno niimero na
fase inicial, miocardiotropismo e lesdes predominando no miocardio;

a Tipo III — (cepa Colombiana): multiplicacdo lenta, altos picos de
parasitemia entre o 20° e 30° dias de infecgdo, baixas taxas de mortalidade,
predominancia de formas largas ao longo do curso da infecgdo com envolvimento

predominante do musculo esquelético.

1.2.2 Variabilidade Molecular

Embora a caracterizagdo bioldgica de isolados de 7. cruzi seja essencial na
determinagdo do papel das cepas na patogénese e terapéutica da doenga (WHO, 1991),
essa nao constitui isoladamente uma ferramenta suficiente para a classificacao
sistematica de populagdes do parasito (Miles, 1979). O advento dos marcadores
moleculares abriu novas perspectivas para o entendimento da doenga de Chagas sob o
ponto de vista da genética de populagdo de parasitos, em uma visdo integrada que
engloba a diversidade genética dos trés elos da cadeia epidemioldgica (agente, vetor e
hospedeiro). Isso permitiu correlacionar o impacto da variabilidade genética com
propriedades biologicas do parasito, tais como patogenicidade, resposta terapéutica e
epidemiologia da doenga (Tibayrenc, 1998).

A heterogeneidade intraespecifica do 7. cruzi, ao nivel molecular, foi
inicialmente demonstrada pela fenotipagem dos isolados do parasito através dos perfis
de suas isoenzimas. Toyé (1974) foi o primeiro a verificar a variabilidade em isolados
de T. cruzi utilizando o perfil eletroforético de isoenzimas. Miles et al. (1977, 1978)
utilizando inicialmente um grupo de seis isoenzimas e posteriormente dezoito
(Miles et al., 1980; Miles et al, 1981b,c.) sugeriram a classificagdo das populacdes
naturais de 7. cruzi isoladas no nordeste e Brasil central em trés grupos distintos

denominados zimodemas principais Z1, Z2 e Z3.
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Vérios estudos sugerem que no Brasil, ha localidades apresentando o ciclo
doméstico e silvestre isolados, outras em que esses se sobrepdem ou ainda transmissao
enzoodtica com raro envolvimento humano (Miles et al., 1980). A caracterizacdo de
isolados dessas localidades tem demonstrado diferencas enzimaticas marcantes entre
isolados domésticos e silvestres, que aparentemente circulam independentes
(Miles, 1978; Miles et al. 1979, 1980; Coura et al., 2002). No Brasil, o zimodema Z2
foi observado apenas no ambiente doméstico, causando doenca aguda e crdonica no
homem e infectando uma variedade de outros hospedeiros domésticos. O Z1 e, menos
comumente, Z3 foram predominantemente encontrados em ambientes silvestres,
isolados de uma ampla variedade de mamiferos e vetores, mas, quando introduzidos nas
casas, poderiam infectar o homem. O Z1 foi associado principalmente a mamiferos
arboreos e 0 Z3 a animais terrestres e tatus na Bacia Amazonica.

Romanha et al. (1982) e Carneiro et al. (1990) caracterizando amostras isoladas
da 4rea endémica de Bambui/MG, encontraram quatro zimodemas distintos
denominados ZA, ZB, ZC e ZD. O zimodema ZB foi encontrando em cepas silvestres e
0 ZA caracteristicamente no ciclo de transmissao doméstico; ZA corresponde ao Z2 de
Miles (1978) e ZB um padrao heterozigoto gerado pela hibridizacao de ZA e ZC.

Tibayrenc & Ayala (1986) estudando os perfis isoenzimaticos de 121 amostras
isoladas de varios hospedeiros em amplas areas geograficas da América e clonadas por
técnica de micromanipulacdo, evidenciaram a grande diversidade genética entre as
populagdes de 7. cruzi. A andlise de 15 locos enzimdaticos demonstrou a existéncia de
43 grupos genéticos distintos ou zimodemas, que foram denominados clones naturais.
Esses dados demonstraram que a classificagdo inicial proposta em trés grupos distintos
ndo evidenciava satisfatoriamente a heterogeneidade genética do parasito, sendo que os
Z1, 7Z2 e Z3 correspondiam aos zimodemas 17, 30 e 27, respectivamente.
Posteriormente, Tibayrenc & Breniére (1988), verificaram que quatro dos clones
naturais, representados pelos zimodemas 19, 20, 39 e 32, estavam presentes em maior
freqliéncia nos mais diversos hospedeiros e localidades geograficas, constituindo 53,7%
dos isolados. Em decorréncia dessa ubiqiiidade, propuseram que esses deveriam
apresentar importante papel na epidemiologia da doenca, sendo estudados
posteriormente em varios aspectos. Veas et al. (1991) propuseram a caracterizagdao

molecular de isolados de 7. cruzi dos genétipos principais com base na amplificacdo da
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regido varidvel do kDNA e hibridizacdo com sondas sub-especificas diretamente no
sangue de humanos e reservartorios ou fezes de triatomineos.

Outros marcadores moleculares também tém demonstrado sucesso na detecgao
do polimorfismo genético em amostras de 7. cruzi. A analise do kDNA com utilizagdo
de enzimas de restricio (RFLP — Restriction Fragment Length Polymorphism)
evidenciou que os minicirculos sdo heterogéneos em suas seqiiéncias, podendo ser
utilizados para a caracterizacdo de diferentes populagdes do T. cruzi
(Morel et al., 1980). As populagdes caracterizadas por RFLP que apresentaram o
mesmo perfil foram denominadas esquizodemas. As seqiiéncias do minicirculo do
kDNA mudam rapidamente, o suficiente para produzir diferengas entre cepas, mas nao
tdo rapidamente que impeg¢a uma analise laboratorial apods estabelecimento de um
estoque em hemocultura. Os resultados obtidos por essa técnica concordam com os
perfis isoenzimaticos para os principais grupos, mas sao mais discriminantes,
demonstrando a existéncia de heterogeneidade dentro dos zimodemas. Sturm et al.
(1989) otimizaram essa metodologia, realizando diretamente a digestdo com enzimas de
restricdo do fragmento de 330pb, contendo as regides varidveis do minicirculo,
amplificado pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Essa estratégia aumentou a
sensibilidade da técnica, possibilitando que o estudo de esquizodemas fosse realizado
nas amostras bioldgicas, sem prévia expansao € manuseio em cultura.

Variacdes no tamanho das bandas cromossdmicas tém sido evidenciadas em
diferentes populagdes de 7. cruzi e constituem uma ferramenta til para o estudo do
polimorfismo do parasito, através da técnica de PFGE (Pulsed Field Gel
Electrophoresis, Gibson & Miles, 1986; Henrkisson et al., 1993).

Macedo et al. (1992), explorando o polimorfismo de minissatélites humanos
(seqiiéncias repetitivas em fandem de 10 a 15 nucleotideos, presentes em milhares de
copias do genoma humano) obtiveram uma sonda mutilocal humana que reconhece
regides de minissatélite no genoma do 7. cruzi. A hibridizagdo dessa sonda com o DNA
nuclear do parasito, digerido com endonucleases de restri¢cao, gera um padrao complexo
de bandas especificas, denominado de impressdo digital do DNA (DNA Fingerprint),
que apresenta elevada correlacdo com a analise de esquizodema.

Polimorfismo no DNA gendmico do parasito também foi detectado através da

técnica de RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA). Essa metodologia consiste
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em uma reagao em cadeia da polimerase que utiliza pequenos iniciadores de seqiiéncias
randomicas, as quais podem amplificar fragmentos anonimos no DNA alvo, gerando um
padrao multiplo de bandas cepa-especifico. Essa técnica mostrou-se mais sensivel que
as analises de esquizodema e de impressao digital do DNA por requerer somente de 0,1
a 1,0ng de DNA total. Ela tem sido utilizada por diversos pesquisadores para a
caracterizagdo de cepas do parasito (Tibayrenc et al., 1993; Steindel et al., 1993;
Gomes et al., 1998). Tibayrenc et al. (1993) analisando 24 estoques clonais de 7. cruzi
previamente caracterizados por isoenzimas, ampliando a andlise para 22 locos
enzimaticos e utilizando 20 iniciadores aleatorios na analise de RAPD, demonstraram
paridade entre as duas técnicas. Resultados similares foram obtidos por
Steindel et al. (1993) que, ao analisar diversas cepas isoladas no estado de Santa
Catarina, demonstraram uma clara similaridade genética, detectada pelo RAPD, entre
cepas de um mesmo zimodema.

Pena et al. (1994) propuseram uma técnica denominada LSSP-PCR (Low-
Stringency Single Specific Primer PCR) capaz de detectar mutagdes pontuais na
seqiiéncia de um fragmento de DNA previamente amplificado. Utilizando um tnico
iniciador, complementar a um sitio especifico do DNA molde, em baixas condi¢des de
estrigéncia, esse hibridiza com diversos sitios de maneira independente, gerando um
padrao complexo de fragmentos que constitui uma assinatura génica. Vago et al.
(1996a,b) utilizando essa metodologia para avaliar a regido variavel do minicirculo do
kDNA do T. cruzi, demonstraram o polimorfismo de cepas diretamente nos tecidos do
hospedeiro. Essa técnica apresentou boa correlacdo com o DNA fingerprint.

A andlise do genoma nuclear do 7. cruzi tem demonstrado que as seqiiéncias
repetitivas representam aproximadamente 44% do DNA nuclear (Castro et al., 1981;
Lanar et al., 1981), das quais muitas estdo organizadas em tandem. Dentre elas estdo os
microssatélites, que correspondem a pequenas seqiiéncias de DNA com motivos de
repeticdo de até seis nucleotideos, com elevado grau de polimorfismo em relagdo ao
nimero de repeticdes em um dado loco. Aproveitando esta  caracteristica,
Oliveira et al. (1997) aplicou a técnica de SSR-PCR (Single Sequence Repeat Anchored
Primer PCR) para o estudo da variabilidade genética em 7. cruzi, baseada na
amplificagdo simultanea de varios locos entre as repetigdes (CA)n de microssatélites

utilizando iniciador com repetigdes (CA)sRY ancoradas em um par de purina



INTRODUCAO

pirimidina. De acordo com os autores, essa técnica produziu um perfil de multiplas
bandas, tao informativo e mais reprodutivel que o RAPD. Posteriormente, Oliveira ef al.
(1998) caracterizaram oito locos polimoérficos contendo microssatélites de repeticdo
(CA)n e os validaram como importante ferramenta para estudos taxondmicos e de
genética de populagdo. Pimenta (2002) caracterizou quatro novos locos de
microssatélites com repeticdes de tri e tetranculeotideos aplicaveis ao estudo de

polimorfismo em 7. cruzi diretamente em tecidos infectados.

1.3  Estrutura Populacional do Trypanosoma cruzi

Estudos de caracterizacdo molecular em 7. cruzi permitiram demonstrar o seu
elevado polimorfismo genético e que as cepas, circulando entre varios hospedeiros
silvestres e domésticos, consistem de mais de uma sub-populagdo do parasito
(Morel et al., 1980; Deane et al., 1984; Tibayrenc et al., 1986, Marques de Aratjo &
Chiari, 1988, Carneiro et al., 1990; Oliveira et al., 1998).

Tibayrenc & Ayala (1988) propuseram que o 7. cruzi apresenta estrutura e
evolucdo predominantemente clonal. Isto implica que a reprodugdo sexual ou
recombinagdo genética ¢ um fendmeno extremamente raro nesta espécie; tao raro que
ndo ¢ capaz de impedir a existéncia de clones naturais estaveis no tempo. Desse modo, a
variabilidade genética do parasito expressa o longo tempo de evolugdo separada de
multiplos clones e poderia explicar a grande variabilidade bioldgica e clinica do agente
etiologico da doenca de Chagas.

Diversos métodos de andlise suportam a teoria clonal em 7. cruzi, os quais
permitem avaliar a auséncia de segregacdo e de recombinag¢do génica, que sdo
caracteristicas dos organismos sexuados. Nesse sentido, Tibayrenc & Ayala (1988),
analisando 21 isolados desse parasito, observaram que eles foram heterozigotos
idénticos em trés locos génicos e apresentaram alguns dos correspondentes homozigotos
ausentes, o que ¢ incompativel com a ocorréncia de segregacdo meiotica, que ocorre nos
organismos sexuados. Auséncia de recombinagdo ¢ também fortemente reforcada,

considerando que os genotipos em diferentes locos apresentaram forte desequilibrio de
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ligagcdo. Se alelos em cada um dos 15 locos fossem combinados randomicamente, o
numero total de genétipos esperados seria de 7x10", pois todos poderiam ocorrer em
baixa freqiiéncia. Entretanto, foram encontrados apenas 43 zimodemas, 16 dos quais
diferindo em um tnico alelo. Além disso, alguns zimodemas (19, 20 e¢ 39) foram
amostrados repetidamente em diferentes regides geograficas e periodos de tempo. O
elevado grau de correlacdo observado entre os diversos marcadores nucleares e
extranucleares também corrobora a auséncia de recombinagao.

Embora um grande numero de marcadores tenha evidenciado um elevado grau
de divergéncia genética entre as populagdes de 7. cruzi, mais recentemente, estudos tém
indicado uma clara subdivisdo do parasito em duas linhagens filogenéticas principais
(Souto & Zingales, 1993; Clark & Pung, 1994; Tibayrenc et al., 1995; Souto et al.,
1996; Oliveira et al., 1998; Bastrenta et al., 1999) que se correlacionam amplamente aos
zimodemas Z1 e Z2. Algumas cepas, todavia, tais como aquelas pertencentes a Z3, t€m
sua classificacdo controversa e requerem estudos mais detalhados (Anom, 1999).

Genes do RNA ribossomal (rRNA) sdo altamente conservados e encontrados
repetidos em tandem, separados por regides ndo transcritas no genoma dos
tripanosomatideos (Ramirez & Guervara, 1987). A andlise comparativa de seqiiéncias
génicas dessa regido demonstra um elevado grau de homologia exceto para a regido 3’
do gene. Souto & Zingales (1993) desenhando iniciadores especificos para amplificar
essa regido, verificaram diferencas no tamanho dos produtos de amplificacdo entre
diversas cepas de 7. cruzi. Dois perfis foram inicialmente encontrados, sendo
classificadas como Grupo 1 amostras que apresentam um fragmento de 125pb e em
Grupo 2 aquelas com um fragmento de 110pb. A expansdo no numero de isolados
analisados permitiu demonstrar a existéncia de um terceiro grupo de cepas que
apresentaram as duas bandas, sendo classificadas como Grupo 1/2 (Souto et al., 1996).
Recentemente, Mendonga et al. (2002) analisando cepas pertencentes ao Z3, detectaram
um fragmento de tamanho intermediario (117pb), correspondente a um novo tipo de
rRNA.

A tendéncia de agrupamento de cepas de 7. cruzi em duas ou trés linhagens
principais tem sido observada por diversos autores. Tibayrenc et al (1993) ja
demonstravam a convergéncia de isolados de 7. cruzi de diferentes regides geograficas

da América Latina para duas grandes subdivisdes, claramente comprovada em um
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estudo posterior através da andlise de taxonomia numérica, baseada nos resultados de
isoenzimas e RAPD (Tibayrenc et al., 1995).

Clark & Pung (1994) estudando o polimorfismo do gene da subunidade 18S do
rRNA, através da técnica de RFLP, classificaram as cepas de 7. cruzi em grupos
denominados ribodemas I, II e III. Observou-se correlacio entre os marcadores
genéticos para as subunidades 18S e 24Sa do rDNA, sendo as cepas identificadas como
ribodema I correspondentes ao Grupo 1 e as cepas identificadas como ribodema II e III
correspondentes ao Grupo 2.

Os genes de mini-exons ocorrem em centenas de copias repetidas em tandem no
genoma dos tripanosomatideos e sdo responsaveis pela codifica¢do da seqiiéncia “Splice
Leader” (SL) presente na extremidade 5° de todos os RNAs mensageiros. A analise
comparativa de genes de mini-exons em cepas de 7. cruzi, revelou dimorfismo na
seqliéncia da regido intergénica (Murthy et al., 1992). Souto et al. (1996) estudando o
polimorfismo do espagador ndo transcrito do gene de mini-exon em diversas cepas do
parasito, demonstrou a existéncia de dois grupos que apresentaram produto de
amplificacdo de 300pb ou 350 pb. A associacdo dos perfis observados para os genes do
rRNA e do mini-exon, permitiu classificar as cepas em trés grupos: Grupo 1
(125 e 300pb), Grupo 2 (110 e 350pb) e Grupo 1/2 (ambos os produtos do rRNA com o
fragmento do mini-exon do Grupo 1). A correlacdo desses marcadores com o RAPD
distribuiu os isolados do Grupo 1 e 1/2 em um ramo da arvore filogenética o qual foi
denominado Linhagem 2 e do grupo 2 em outro ramo, denominado Linhagem 1.

Posteriormente, Fernandes et al. (1998b) atentaram para o fato de algumas cepas
do T. cruzi ndo apresentarem produto de amplificacdo para o gene do mini-exon. A
clonagem e sequenciamento do gene de mini-exon para estas cepas, demonstraram 69%
de homologia com a seqiiéncia do gene de cepas do grupo 2, entretanto, continham uma
insercao/delecao de 50pb na posicdo —80 em relacdo sitio inicial de transcri¢do e
imediatamente abaixo da r egido transcrita. Essas cepas foram classificadas como
Grupo 2’ e foram correlacionadas ao Z3 de Miles (Fernandes ef al., 1998b).

Oliveira et al. (1998) utilizando microssatélites para estudo de filogenia em
T. cruzi, confirmaram resultados prévios baseados no dominio D7 do gene 24Sa rRNA.
Posteriormente, Macedo et al. (2001) evidenciaram que o grupo 2 pode se subdividido

em dois subgrupos, sendo um deles mais relacionado ao grupo 1/2.
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O DNA satélite em 7. cruzi localiza-se em minicromossomos constituindo
aproximadamente 9% do DNA nuclear e corresponde a uma longa seqiiéncia em tandem
de 195pb de repeticao (Lanar et al., 1981; Castro et al., 1981, Sloof et al., 1983). O
DNA satélite diverge rapidamente de uma espécie a outra e fornece uma ferramenta util
para distinguir espécies relacionadas do género Trypanosoma (Ole-Mouyoi, 1987,
Dickin & Gibson, 1989). Bastrenta et al. (1999) analisando 24 estoques de 7. cruzi,
previamente caracterizados para 22 locos enzimaticos e sete locos de RAPD, apos
digestdo do DNA com enzimas de restri¢gdo e hibridizagdo com uma sonda de 195pb
para a regido satélite, obtiveram dois padrdes de RFLP correspondentes as duas
linhagens filogenéticas principais. Os resultados encontrados nesse estudo se
correlacionaram com os de Tibayrenc et al. (1993).

Desse modo, observa-se nos diversos estudos, que os pesquisadores tém descrito
a diversidade genética do 7. cruzi, revelada por diferentes marcadores, por meio de
terminologias inumeraveis. Isso tem dificultado a correlacdo entre a genética, a
complexa epidemiologia e a manifestagdo da doenca. Em decorréncia desse fato, no
Encontro Satélite ocorrido durante o “Simpoésio Internacional sobre os Avangos do
Conhecimento da Doenca de Chagas 90 anos apds sua descoberta”, optou-se pela
padronizagdo da nomenclatura para esse parasito. Como estudos recentes tém indicado a
convergéncia para duas subdivisdes, ficou estabelecido que as cepas serdo designadas

como:

m) T. cruzi 1 quando equivalentes ao Z1 (Miles et al., 1977; Barrett et al.,
1980), Tipo III (Andrade, 1974), Linhagem 2 (Souto et al., 1996), Grupo 1
(Tibayrenc et al., 1995), Ribodema II/I1I (Clark & Pung, 1994) e similares;

a T. cruzi 11 quando forem equivalentes ao Z 2 (Miles et al., 1977,
Miles et al., 1978; Barrett et al., 1980), Zimodema A (Romanha et al., 1979), Tipo 11
(Andrade, 1974), Linhagem 1 (Souto et al., 1996), Grupo 2 (Tibayrenc et al., 1995),
Ribodema I (Clark & Pung, 1994) e similares;

a T. cruzi quando ndo forem previamente caracterizadas ou cuja

caracterizagdo seja inconclusiva. Assim, a designagdo de cepas aparentemente hibridas
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como o Zimodema Chileno 2b (Miles et al., 1984), Zimodema 3 (Miles et al., 1978),
Zimodema B (Romanha et al., 1979), Tipo I (Andrade, 1974), Grupo 1/2 (Souto et al.,
1996), Grupo 39 (Tibayrenc et al., 1995) devera ser decidida ap6s estudos adicionatis.

Entretanto o significado dessa subdivisdao em duas grandes linhagens apresenta
divergéncias de opinido (Brisse et al., 2000a,b, Souto et al., 1996; Macedo & Pena,
1998; Fernandes et al., 1999b; Tibayrenc, 2003). Embora determinada especificidade
em termos de epidemiologia, resposta a terapéutica e patogenicidade possa ser
observada, algumas lacunas ainda permanecem para serem preenchidas. Por exemplo,
ambas as linhagens tém sido isoladas de diferentes ciclos de transmissdo. Enquanto,
T. cruzi 1 tem sido identificado tanto em mamiferos silvestres na Bacia Amazonica,
quanto no ciclo doméstico em paises andinos, ambos dispersos por amplas regides da
América Latina, o 7. cruzi Il parece estar mais associado ao ciclo doméstico da doenga.

Contudo, diversos trabalhos tém demonstrando uma maior complexidade do
ciclo natural do parasito. Fernandes et al. (1999a) e Jansen et al. (1999) revelaram a
presenga de ambas as linhagens no ciclo silvestre, em estudos realizados em isolados da
Mata Atlantica Brasileira (RJ) e no estado da Geoérgia (EUA), respectivamente. Uma
clara associa¢do das linhagens principais do 7. cruzi com diferentes hospedeiros foi
verificada, com o 7. cruzi I encontrado preferencialmente em marsupiais e 7. cruzi 11
em mamiferos placentarios. Cepas do zimodema 3, que até entdo tinham sido
encontradas somente em casos agudos e no ciclo silvestre, foram também registradas
em individuos chagésicos cronicos no Equador (Garzon et al., 2002).

No Brasil, parece haver uma associacao preferencial de 7. cruzi 1 com o ciclo
silvestre e de 7. cruzi 11 com o ciclo doméstico da doenca (Zingales et al, 1998;
Fernandes ef al. 1998a, 1999a,b). Areas com mais alta morbidade da doenca apresentam
a circulacdo de 7. cruzi 11, enquanto 7. cruzi I ¢ evidenciado em areas onde a doenga de
Chagas ¢ pouco freqiiente e a morbidade baixa (Fernandes ef al., 1998a).

Variacdes geograficas na prevaléncia e forma clinica da doenga de Chagas tém
sido registradas. No Brasil, a forma indeterminada da doenca de Chagas ¢ mais comum,
correspondendo a 70% dos casos, seguida pela forma cardiaca (20-30%) e digestiva
(8-10%). Entretanto, no Brasil central e Chile, a forma digestiva ¢ predominante,

enquanto esta ¢ praticamente inexistente na Venezuela e América Central
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(Luquetti et al., 1986; Dias, 1992). Entretanto, os fatores determinantes dessa
heterogeneidade de manifestacdes em diferentes regides geograficas ainda ndo foram
completamente conhecidos e, possivelmente, ndo podem ser explicados exclusivamente
pela genética do parasito quando se consideram apenas as duas grandes linhagens
filogenéticas do 7. cruzi.

Em relacdo a susceptibilidade a drogas, tem sido verificada uma maior
resisténcia das cepas mais ao norte e centro do Brasil, quando comparadas aquelas
isoladas especificamente ao sul do pais, Argentina e Chile, coincidindo justamente em
areas onde ha predominio de 7. cruzi I e T. cruzi 11, respectivamente (Filardi & Brener,
1987; Toledo et al., 1997; Apt et al., 1998; Apt et al., 2003). Trabalhos experimentais
com amostras geneticamente caracterizadas reforcam essa tendéncia (Revollo et al.,
1998; Toledo et al., 2003), contudo, apontam para a grande diversidade observada entre
os exemplares das duas grandes linhagens e a necessidade de se considerar subdivisdes
menores em 7. cruzi em estudos dessa natureza.

Diversos marcadores multilocos sugerem a existéncia de subdivisdes em 7. cruzi
(Tibayrenc, 1998; Barnabé et al., 2000; Brisse et al., 2000a). Segundo Tibayrenc
(1998), o T. cruzi pode ser subdividido em dois grandes grupos que retnem estoques
que sdo geneticamente similares e identificiveis por marcadores moleculares e
imunolégicos comuns. Essas subdivisdes sdo denominadas DTU1 e DTU2 (Discrete
Typing Unity 1 e 2).

A DTUI1 corresponde a todos os genotipos relacionados ao 7. cruzi I, que
formalmente foram identificados como zimodema Z1. Representa um amplo e
heterogéneo grupo, cuja identificacdo tem mais baixo valor preditivo em suas
propriedades, enquanto a DTU2 parece apresentar maior especificidade geografica e
epidemioldgica, sendo, portanto, sua identificagdo mais informativa (Barnabé et al.,
2000; Tibayrenc, 2003).

A DTU?2 apresenta varias subdivisdes menores chamadas de DTUs menores,
correspondendo a DTUs 2a, 2b, 2¢, 2d e 2e, das quais 2d e 2e sdo linhagens hibridas
estabelecidas apos subseqiiente propagagao clonal (Brisse et al., 2000a,b). As DTU2a e
DTU2b correspondem aos Zimodemas principais Z3 e Z2, respectivamente. Os autores
consideram que a especificidade biologica e epidemioldgica de cada uma das

subdivisdes menores, incluindo os genotipos, provavelmente ¢ mais informativa que as
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DTUs maiores. Classificagdes baseadas em seqili€ncias génicas também reforcam essa
subdivisao (Brisse et al., 2001; Henriksson et al, 2002) ou em menor nimero
(Robello et al., 2000; Kawashita et al., 2001; Machado & Ayala, 2001).

Recentemente, Sturm et al. (2003) realizaram uma analise comparativa de 10
regides génicas de isolados de 7. cruzi representativos das duas grandes subdivisoes
(Anon, 1999). Duas regides intergénicas, denominadas HSP60 e 1F80, demonstraram
polimorfismo e foram utilizadas para o desenho de sondas para identificagdo de novos
isolados. Duas seqiiéncias polimoérficas foram encontradas em HSP60 e
correlacionaram-se com a distingdo entre 7. cruzi 1 e T. cruzi 1I. Entretanto,
polimorfismo no gene 1F18 revelou multiplas subdivisdes com as DTU2a e DTU2c
apresentando padrdo de 7. cruzi I, DTU2d e DTU2 e padrdo de ambos, 7. cruzil e
T. cruzi 11. Esses dados sugerem que 7. cruzi I e DTU2b parecem ser linhagens puras
enquanto as subdivisdes 2a/2c¢ e 2d/2e sdo linhagens hibridas.

Portanto, esses dados demonstram que nosso conhecimento das implicagdes
epidemioldgicas da variabilidade genética do 7. cruzi ainda ¢ insatisfatério. Um
conjunto de esforcos se torna ainda necessario a fim conhecer marcadores que possam

melhor discriminar populagdes do parasito com caracteristicas semelhantes.

1.4 Impacto da Variabilidade Genética do Parasito sobre suas
Propriedades Biologicas e Clinicas

Lambrecht (1965) j& considerava a premissa que o 7. cruzi seria constituido de
populacdes geneticamente heterogéneas e que essa diversidade poderia ser um dos
fatores que modula a patogénese da doenca. O desenvolvimento dos métodos
moleculares para a caracterizacdo do parasito permitiu demonstrar amplamente a
variabilidade genética para essa espécie, resultando em intensas investigacdes na
tentativa de correlacionar a genética do parasito com as suas propriedades biologicas e

clinicas fundamentais. Esses estudos apontam algumas associa¢des interessantes:

a especificidade para o hospedeiro (Miles et al., 1978; Fernandes et al.,

1999a), como abordado acima;
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m) desenvolvimento no inseto vetor (Garcia & Dvorak, 1982; Garcia &
Azanbuja, 1991);

Q comportamento biologico (Dvorak et al., 1980; Andrade et al., 1983;
Andrade & Magalhaes, 1997; Sanches et al., 1990);

m) sensibilidade a drogas (Andrade et al, 1985 ; Andrade et al., 1992;
Murta et. al., 1998);

a manifestagdes clinicas (Montamat et al., 1996; Vago et al., 2000)

Garcia & Dvorak (1982) e Garcia & Azanbuja (1991), estudando cepas de
T. cruzi, demonstraram que aquelas pertencentes ao 7. cruzi 1 apresentam maior
habilidade para infectar e completar seu ciclo de vida no inseto, que aquelas
pertencentes ao 7. cruzi I1.

Dvorak et al. (1980) estudando populacdes clonais provenientes de cepas
isoladas de diversas origens, constataram correlacdo entre a cinética de crescimento (em
meio LIT e cultura de células) e os zimodemas principais. A maior taxa de crescimento
foi observada para clones pertencentes ao Z1, seguida pelo Z2 e por ultimo Z3.

Sanchez et al. (1990) estudaram in vitro a capacidade de cepas de 7. cruzi,
isoladas em regides do Chile, Peru e Bolivia para diferenciar em tripomastigotas
metaciclicos. Cepas classificadas como Z1 apresentaram maior nivel de diferenciacao,
que variou entre 60 e 90%, enquanto as do Z2 demonstraram taxas muito heterogéneas.
Tripomastigotas metaciclicos de ambos zimodemas foram infectivos para
camundongos, sendo que aqueles pertencentes a Z1 produziram mais altos niveis de
parasitemia comparados com as cepa Z2. Esses resultados foram corroborados por
Laurent et al., 1997; Revollo et al., 1998 e Toledo et al., 2002. Entretanto, resultados
opostos tém sido verificados por alguns autores. Ruiz et al. (1998) e Neira et al. (2002)
encontraram que cepas de 7. cruzi Il infectam melhor humanos e células de macaco que
cepas de 7. cruzi 1. Infec¢do em camundongos seguiram a mesma tendéncia, enquanto
tripomastigotas metaciclicos de 7. cruzi Il foram mais infectivos, o0 mesmo indculo para
T. cruzi 1 ndo produziu parasitemia patente (Yoshida et al., 1983). Essa discrepancia
pode ser atribuida a diferentes estoques de 7. cruzi selecionados, variagao nas condigdes

de ensaio ou a grande heterogeneidade intra-grupo observada entre os estoques de

T. cruzi (Toledo et al., 2002).

17



INTRODUCAO

Andrade & Magalhaes (1997), estudando o comportamento de 138 cepas de
T. cruzi isoladas de diversos hospedeiros e regides geograficas, correlacionaram o
comportamento bioldgico das cepas com seus respectivos perfis isoenzimaticos.
Observou-se clara associagdo entre os Biodemas I (Andrade, 1974) e o Zimodema Z2b,
Biodema Il e Z2 e Biodema III e Z1. Considerando a susceptibilidade a drogas, esses
autores também constataram que cepas do Biodema I e II (7. cruzi II) apresentavam
uma elevada ou parcial sensibilidade ao benznidazol e nifurtimox, enquanto o
Biodema III (7. cruzi 1) exibiu um elevado grau de resisténcia a essas drogas
(Andrade et. al, 1985; Andrade et al., 1992).

Murta et. al. (1998) estudando um marcador genético para resisténcia a droga
em 7. cruzi, verificaram que cepas pertencentes ao ZB apresentaram elevada
susceptibilidade ao benznidazol independentemente da regido geografica de origem,
enquanto cepas classificadas como Z1 ou Z2 foram tanto sensiveis, quanto resistentes
ao tratamento. Quando correlacionadas aos perfis de genes de rRNA e mini-exon,
nenhuma correlacao foi verificada.

Os trabalhos tentando correlacionar a genética do parasito a forma clinica da
doenca ainda sdo inconclusivos (Apt et al., 1987, Breniere et al., 1985; Breniére ef al.,
1989), e apenas alguns apresentaram tal associac¢do. Estudos isoenzimaticos de isolados
de T. cruzi na Argentina tém permitido classifica-los em 12 zimodemas
(Montamat et al., 1992; De Luca d’Oro et al.,1993), nenhum deles correspondentes aos
descritos anteriormente (Romanha et al, 1979; Miles et al., 1980). Na tentativa de
correlacionar o zimodema ao quadro clinico produzido pelo parasita, Montamat et al.
(1996) analisaram isolados de 7. cruzi obtidos de 55 pacientes chagasicos cronicos da
Argentina e demonstraram que apenas dois zimodemas, Z1 e Z12, sdo freqiientes e
amplamente distribuidos em 4area endémica. Esses diferem significantemente em sua
patogenicidade. Pacientes infectados com Z1 tendem a permanecer assintomaticos por
periodo de tempo mais longo do que aqueles infectados com Z12. Além disso, o risco
para lesdes cardiacas parece ser maior em pacientes abrigando Z12 do que Z1,
indicando que naquela regido a heterogeneidade das populagdes naturais do parasito
apresentam correlacdo com a forma clinica do paciente.

Vago et al. (2000) caracterizando por LSSP-PCR popula¢des de 7. cruzi

presentes no coragdo de 13 pacientes com a forma cardiaca da doenca Chagas e no
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esofago de quatro pacientes com a digestiva (trés dos quais também apresentavam a
forma cardiaca), verificaram que todas as amostras apresentaram uma assinatura de
kDNA diferente para cada caso, demonstrando a grande variabilidade do 7. cruzi.
Entretanto, similaridades nos perfis de kDNA foram observadas entre pacientes da
mesma regido geografica, sugerindo que populagdes geneticamente relacionadas de
T. cruzi, possivelmente, coexistem em uma regido geografica e podem estar
determinando o desenvolvimento de uma mesma forma clinica.

Considerando que o 7. cruzi apresenta evolugdo predominante clonal
(Tibayrenc et al.,1993), espera-se uma evolucao nao-independente entre diferengas
bioldgicas e divergéncia genética entre os clones naturais. Isso pressupde que clones
geneticamente mais proximos apresentariam caracteristicas bioldgicas e clinicas mais
semelhantes entre si, enquanto clones geneticamente mais distantes apresentariam
propriedades mais distintas. Com o objetivo de comprovar tal hipdtese, esse grupo de
pesquisadores iniciou intensivas investigacdes com estudos bem estandardizados,
empregando um numero satisfatorio de estoques clonais e representativos da
heterogeneidade genética do parasito. Nesse sentido, foram utilizados clones de 7. cruzi
representantes dos genotipos principais 19, 20, 32 e 39 (Tibayrenc & Breniére, 1988). O
estudo filogenético desses clones demonstrou que clones do gendtipo 19 e 20 (DTU1)
sdo mais filogeneticamente relacionados entre si e distantes dos clones do gendtipo 32 e
39 (DTU2) também mais relacionados. Diversos ensaios in vitro € em camundongos
experimentalmente infectados foram realizados a fim de verificar a hipotese de trabalho.

Laurent et al. (1997) analisando o comportamento de 16 clones pertencentes aos
gendtipos 19, 20 e 39, avaliaram diferentes pardmetros em cultura e camundongos
BALB/c. Diferencgas significativas foram encontradas entre os grupos 19x20 e 20x39
mais filogeneticamente distantes, demonstrando uma forte associagdo estatistica entre
genética e diferencas bioldgicas.

Posteriormente, Revollo et al. (1998) trabalhando com 21 estoques clonais de
T. cruzi pertencentes aos genotipos 19, 20, 39 e 32, 16 dos quais estudados por
Laurent et al. (1997), corroboram os resultados obtidos anteriormente, através do estudo
de seu comportamento em culturas acelular e celular. De um modo geral, clones dos
gendtipos 19 e 20 crescem mais facilmente em cultura, sdo mais virulentos para

camundongos, apresentaram mais baixa sensibilidade a drogas quando comparados com
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clones pertencentes ao grupo 32, que apresentam a menor intensidade para essas
propriedades. Clones pertencentes ao grupo genético 39, que se encontra em posi¢ao
genética intermediaria entre os grupos 19/20 e 32, apresentaram valores intermedidrios
de sensibilidade a drogas. Entretanto, os autores observaram grande desvio padrao entre
os resultados obtidos com estoques clonais de um mesmo gendtipo.

A analise de 22 locos enzimdticos ¢ por RAPD para representantes dos
genotipos 19 e 20 demonstrou que esses diferem em um Unico alelo (correspondente a
enzima 6-fosfogluconato desidrogenase, 6PGDH, E.C.1.1.1.44) e que diferencas
estatisticas ndo foram observadas entre os mesmos para os parametros avaliados. Isso
levou ao agrupamento desses genétipos, que passaram a ser referidos como gendtipo
19/20.

Lana et al. (1998) estudaram o comportamento de 20 clones pertencentes aos
genotipos principais em relacdo a sua capacidade de infectar e desenvolver em
Triatoma infestans. Foi constatada uma forte correlacdo entre marcadores genéticos e
propriedades bioldgicas do parasito. Clones do gendtipo 19/20 sdo mais infectivos para
o inseto vetor e apresentam maior taxa de diferenciacdo e producdo de flagelados,
quando comparados com os clones pertencentes aos gendtipos 39 e 32.

Diego et al. (1998) verificaram correlagdo entre a distdncia genética e os
achados histopatoldgicos em camundongos Swiss infectados por clones dos gendtipos
19, 20 e 39. Animais infectados com o gendtipo 20 apresentaram importante
comprometimento encefalico correspondendo a areas inflamacao e necrose. Parasitismo
no bago e figado foi encontrado apenas em animais infectados com o genétipo 39. O
tropismo para o musculo esquelético foi acentuado para todos os gendtipos e mais
intenso que o cardiotropismo, que apresentou diferencas entre todos os genotipos.
Entretanto, em decorréncia desvio padrao no tropismo de clones de um dado genotipo,
nao foi possivel suportar a hipotese de patogenicidade especifica para zimodemas.

Toledo et al. (2002) demonstraram, do mesmo modo, uma forte correlagdo entre
divergéncia filogenética e propriedades biologicas. Os autores utilizando 20 estoques
clonais, pertencentes aos genétipos 19, 20, 39 e 32, avaliaram comparativamente 14
parametros em camundongos BALB/c durante a fase aguda e cronica da infecgdo.
Genotipos mais relacionados (19x20 ou 32x39) apresentaram menor numero de

diferencas significativas do que genotipos geneticamente distantes (19 ou 20 versus 32
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ou 39), exceto para a comparagcdo 19x32. Clones do gendtipo 20 foram os mais
virulentos e patogénicos na fase aguda infeccdo, enquanto clones do genotipo 39
apresentaram parasitemias mais heterogéneas, foram os Unicos nos quais se detectou
parasitismo tecidual durante a fase cronica da infec¢do, contudo, sem correlagdo com a
intensidade do processo inflamatério. Clones do genotipo 32 foram os menos virulentos
e patogénicos e indutores de baixa producdo de anticorpos.

Mais recentemente, Toledo et al. (2003, 2004a,b) avaliaram a agdo do
Benznidazol e do Itraconazol em infec¢des experimentais em camundongos BALB/c.
Esse estudo revelou que, em relagdo a sensibilidade ao Itraconazol, os resultados
seguiram a mesma tendéncia de correlagdo entre a distancia genética e as demais
propriedades biologicas do parasito, ja descrita para esses clones (Laurent et al., 1997;
Revollo et al., 1998; Lana et al., 1998). Clones dos gendtipos relacionados 19 e 20 e
distantes dos genotipos 39 e 32 apresentaram maior resisténcia ao tratamento (100% em
ambas as fases da infeccdo), enquanto os gendtipos 39 e 32 apresentaram menor
resisténcia, especialmente o genotipo 32 (45 e 16% nas fases aguda e cronica,
respectivametne). Em relacdo ao Benznidazol, observou-se que clones do genotipo 20
foram totalmente resistentes ao tratamento, enquanto clones do genotipo 19
apresentaram diferentes graus de sensibilidade. Dois padrdes de resposta ao BZ foram
observados para o gendtipo 39, que apresentaram clones sensiveis a resistentes ao
tratamento. Esse comportamento ambiguo foi observado também para as propriedades
biologicas desses parasitos, o que pode ser devido ao fato desses clones serem
geneticamente hibridos. Clones do gendtipo 32 apresentaram um tipico padrdo de
susceptibilidade ao Benznidazol. Quando esses estoques sdo agrupados nas duas
linhagens genéticas do parasito, observa-se que clones pertencentes ao 7. cruzi I sdo
mais resistentes ao tratamento por ambos os farmacos, que clones pertencentes ao 7.
cruzi I, em ambas as fases da infecgao.

As analises tanto da resposta a terapéutica, quanto das propriedades bioldgicas
do parasito, revelaram uma grande variabilidade entre os clones de um mesmo genotipo,
demonstrando que apesar da correlagdo constatada, alguns clones nido apresentaram
comportamento tipico dos representantes daquele grupo. Os gendtipos 19 e 20 foram
diferentes entre si em seis importantes parametros, embora fossem geneticamente muito

proximos, permitindo considera-los separadamente, ao contrario dos trabalhos de outros
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autores (Laurent et al, 1997; Revollo et al., 1998). Esses dados confirmam a
necessidade de se considerar as subdivisdes menores em 7. cruzi € ndo apenas a
classificagdo em dois grupos principais 7. cruzi I e T cruzi 11, em estudos que tentam
correlacionar aspectos genéticos do parasito com sua biologia, patogenicidade,
epidemiologia e susceptibilidade a drogas, devido a grande heterogeneidade observada

entre 0s mesmos.

1.5 Infeccoes Mistas

A caracterizacdo bioquimica e molecular de isolados de 7. cruzi tém
evidenciado, cada vez mais, a ocorréncia de infec¢cdes mistas em humanos, reservatorios
e vetores (Breniere et al., 1985; Tibayrenc et al., 1985; Lauria-Pires et al, 1996a;
Bosseno et al., 1996; Solari et al., 1998; Bosseno et al, 2000; Solari et al. 2001;
Torres et al., 2003).

Recentemente, a utilizagdo de técnicas moleculares mais sensiveis, capazes de
detectar o parasito diretamente no sangue de humanos ou fezes de triatomineos, tem
detectado a ocorréncia de infec¢des mistas por clones dos gendtipos principais em
42,5% e 41,0% dos isolados provenientes de pacientes humanos da area endémica no
Chile (Solari et al., 2001) e de triatomineos bolivianos (Bosseno et al., 2000),
respectivamente. Esses dados demonstram a relevancia das infec¢des mistas na
epidemiologia da doenga. Provavelmente, pessoas em areas endémicas sdo submetidas a
varias reinfec¢des possibilitando a existéncia de um grande numero de infec¢des mistas
detectaveis no curso da doenca. Contudo, as conseqiiéncias das mesmas para o
hospedeiro ainda precisam ser determinadas, tornando muito mais complexo o seu
estudo.

Na tentativa de elucidar estes aspectos, estudos de infec¢des mistas
experimentais em vetores e hospedeiros vertebrados vém sendo realizados e tém
demonstrado resultados interessantes. Pinto er al. (1998), comparando a taxa de
transmissdo vetorial em 7. infestans, em infecgdes mistas e monoclonais por clones dos
gendtipos principais, verificaram que ndo ocorre apenas uma justaposi¢cdo entre os

clones da mistura. Os resultados sugerem uma interagdo entre os clones, sendo
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observados tanto efeitos de estimulacdo quanto de inibi¢ao reciprocas. Desse modo,
clones do genotipo 32, que apresentam baixa infectividade e produgdo de flagelados no
inseto vetor, quando combinados com clones do gendtipo 19/20, que sdo fortes para
essas propriedades, foram capazes de permanecer no hospedeiro invertebrado e as vezes
até mais presentes do que aqueles de genotipo 19/20. A caracterizacdo genética por
isoenzimas ¢ RAPD indicou a permanéncia das infec¢des mistas no vetor em 87% das
combinagdes. Resultados andlogos foram obtidos por Lana et al. (2000) ao estudar
infecgdes mistas com alguns destes mesmos clones em camundongos BALB/c
recuperados em cultura e identificados por esses mesmos marcadores.

Franco et al. (2003), realizando infec¢des em ratos com misturas artificiais da
cepa monoclonal JG (isolada de um paciente com megaesofago) e o clone CL-Brener
(miotropico), observaram evidente reducao na taxa de mortalidade, bem como alteragao
no tropismo tecidual dos estoques, quando comparadas com suas respectivas infecgdes

isoladas.

1.6 Justificativa

Considerando a prevaléncia de infec¢des mistas em humanos e vetores e que a
diversidade genética das populagdes de 7. cruzi tém implicagdes biologicas relevantes,
estudos mais detalhados de infecgdes mistas experimentais necessitam ser realizados
possibilitando assim determinar o impacto das mesmas sobre as propriedades bioldgicas
do parasito, epidemiologia e clinica da doenga.

Nesse sentido, o presente trabalho propde estudar comparativamente infecgdes
experimentais em camundongos BALB/c, monoclonais e mistas, utilizando diferentes
composi¢des de clones de 7. cruzi previamente caracterizados molecularmente e
apresentando distintos graus de divergéncia filogenética entre si, abrindo perspectivas
para se entender o impacto dessas infec¢des tdo comuns na natureza e inclusive no

homem.
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OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar em camundongos BALB/c, o impacto de infecgdes mistas por clones de
T. cruzi pertencentes a gendtipos distintos sobre propriedades biologicas do parasito em
comparagdo com as respectivas infec¢des monoclonais e se a divergéncia filogenética

do parasito exerce papel relevante nesse processo.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Avaliar biologicamente infeccdes mistas pelo 7. cruzi, considerando os
parametros de viruléncia: infectividade, mortalidade, taxa de positividade de
hemocultura, periodo pré-patente, periodo patente, pico maximo de parasitemia, dia do
pico maximo de parasitemia e parasitemia, comparando-se:

(a) valores observados nas infec¢des monoclonais e mistas;

(b) valores observados nas infec¢cdes monoclonais versus valores esperados nas

infecgdes mistas;

(c) valores esperados versus valores observados nas infecgdes mistas.
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ANIMAIS, MATERIAL E METODOS

3.1 Estoques Clonais de Trypanosoma cruzi

Nesse estudo, foram utilizados oito estoques clonais de 7. cruzi previamente
caracterizados por isoenzimas ¢ RAPD (Tibayrenc & Ayala, 1986; Tibayrenc et al.,
1993), pertencentes aos grupos genéticos principais 19, 20, 39 e 32 (Tabela I). Essas
amostras foram isoladas de diferentes hospedeiros, originarios de diversas regides
geograficas da América Latina (Tabela I), clonadas por técnica de micromanipulagdo e
mantidas criopreservadas no “Laboratoire de Génetique des Maladies Infectieuses,

Unité Mixte de Recherche IRD/CNRS, Montpellier, Franga”.

Tabela I

Hospedeiros e origem geografica de oito clones de Trypanosoma cruzi pertencentes aos clones

naturais ubiquos 19, 20, 39 e 32.

Genotipos Clones Hospedeiros Pais Regido
Gambacll Didelphis marsupialis Brasil Sao Paulo
v OPS21 cll Homem, fase aguda Venezuela Cojedes
Cuica cll Opossum Cuica philander Brasil Séo Paulo
20 P209 cl1 Homem, fase cronica Bolivia Sucre
Bug2148 cll Triatoma infestans Brasil Rio Grande do Sul
> SO3 cl5 Triatoma infestans Bolivia Potosi
MAS cl1 Homem, fase cronica Brasil Brasilia
32 IVV cl4 Homem, fase cronica Chile Santiago

Os oito clones utilizados nesse trabalho foram selecionados entre 20
estoques clonais de 7. cruzi avaliados por Toledo et al. (2002) em camundongos
BALB/c, tomando-se sempre o clone de maior e menor viruléncia de cada um dos
gendtipos estudados. Os clones dos genotipos 19 e 20 (DTU1) sdo filogeneticamente
mais relacionados entre si e distantes dos gendtipos 39 e 32 (DTU2) também

geneticamente proximos entre si (Figura 1).
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Os estoques clonais criopreservados foram descongelados, cultivados em meio
LIT - Liver Infusion Tryptose (Camargo, 1964) a 28°C e os tripomastigotas
metaciclicos obtidos destas culturas, inoculados em camundongos albinos, de 20-30

dias de idade, para obtengdo de tripomastigotas sangiiineos.

_ Cuica cl1

DTU1 ouT. cruzi | \ =

(19/)

P209 cll
DTU2d [ Bug2148cll
(+9) T
DTU2 — [ so03¢cl5
DTU2bou T. cruzill
(27) — IVV cl4
01 MAS cll

FIGURA 1: Dendograma mostrando a divergéncia filogenética entre os oito clones de T. cruzi
pertencentes aos genotipos principais em estudo, construido pela UPGMA, usando a matriz de distancia
genética de Jaccard (1908), obtida pela analise isoenzimatica de 22 locos genéticos € RAPD. Modificado
de Tibayrenc et al., 1993.

3.2 Infeccoes Experimentais

Nos grupos experimentais foram utilizados camundongos BALB/c isogénicos,
fémeas, de 28-30 dias de idade, provenientes do Biotério do Instituto de Ciéncias

Biologicas (CEBIO) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Esta linhagem

de camundongo foi escolhida para se obter dados comparaveis com os estudos

28



ANIMAIS, MATERIAL E METODOS

anteriores de infec¢des monoclonais (Toledo et al., 2002) também realizados neste

modelo experimental.

Para as infec¢des monoclonais, seis animais foram inoculados por via

intraperitoneal com 10.000 tripomastigotas sangiliineos/animal e para as infecgdes

mistas com 5.000 tripomastigotas sangiiineos de cada clone/animal, quantificados

segundo Brener (1962) e obtidos entre a 1* ¢ 6* passagens em camundongos albinos. Os

clones foram combinados aos pares, resultando em 24 combinagdes de gendtipos

distintos (Tabela III).

Tabela 11

Combinagdo dos clones representativos dos grupos genéticos 19, 20, 39 e 32 de Trypanosoma

cruzi utilizados em infecg¢des mistas de camundongos BALB/c.

Mistura de

genotipos

Mistura de clones

+ Virulento

+ Virulento

- Virulento

- Virulento

+ Virulento

- Virulento

- Virulento

+ Virulento

19 +20

Gambacll+ P209 cl1

OPS21 cll1+ Cuica cll

Gambacll+ Cuica cll

OPS21 cl11+ P209 cll

19 +39

Gambacll+ Bug2148 cll

OPS21 cl11+ SO3 cl5

Gambacll + SO3 cl5

OPS21 cll1+ Bug2148 cll

19 +32

Gambacll+IVV cl4

OPS21 cll1+ MAS cll

Gambacll+ MAS cll

OPS21 cll 1+ IVV cl4

20 + 39

P209 cl1+ Bug2148 cll

Cuica cl1+ SO3 cl5

P209 cll + SO3 cl5

Cuica cll + Bug2148 cll

20+ 32

P209 cl1+IVV cl4

Cuica cl1+ MAS cll

P209 cll + MAS cll

Cuica cll +IVV cl4

39 +32

Bug2148 cll +IVV cl4

SO3 cl5 + MAS cll

Bug2148 cl1+ MAS cll

SO3 cl5 +1VV cl4

+ Mais, - menos.
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3.3  Avaliacdes Parasitologicas

3.3.1 Exame a Fresco

A contagem de formas tripomastigotas sangiiineas foi realizada diariamente,
pelo exame a fresco de SuL de sangue, coletados da veia caudal do animal e contados

segundo Brener (1962) para tracado da curva de parasitemia.

3.3.2 Hemocultura

A técnica de hemocultura foi realizada segundo Filardi & Brener (1987).
Coletou-se assepticamente 0,5mL de sangue do seio venoso retro-orbital do animal, que
foi distribuido em dois tubos conicos de 15mL contendo 3mL de LIT (Camargo, 1964).
Os tubos foram incubados a 28°C, homogeneizados a cada 48h e uma gota do sedimento
foi analisada ao microscopio 6ptico em objetiva de 40x, a cada 15 dias até o 90° dia
apods a coleta. A hemocultura foi realizada para confirma¢do da infec¢do nos animais
cujo exame a fresco foi negativo e para avaliacdo da taxa de positividade da

hemocultura (+Hem).

3.4 Parametros Avaliados

3.4.1 Infectividade (INF)

A infectividade foi determinada pelo exame a fresco até 30° dia apds a
inoculacdo (d.a.i.) e nos animais persistentemente negativos, por hemocultura. Essa foi

expressa em percentagem de animais que apresentaram parasitos no sangue periférico.

3.4.2 Mortalidade (MOR)

Para determinacdo da taxa de mortalidade os animais foram acompanhados
diariamente e a mortalidade registrada até o 90°d.a.i. e expressa em percentagem

cumulativa.
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3.4.3 Taxa de Positividade da Hemocultura (HEM+)

Para sua avaliagdo, a hemocultura foi realizada no 60°d.a.i. e expressa em

percentagem cumulativa de animais com hemocultura positiva.

3.4.4 Periodo Pré-patente (PPP)

O PPP corresponde ao periodo compreendido entre a inoculacdo e o primeiro dia
de detec¢do do parasito no sangue periférico do animal através do exame a fresco e

expresso em dias.

3.4.5 Periodo Patente (PP)

O PP corresponde ao periodo compreendido entre o primeiro dia de exame a

fresco positivo até a completa negativagao da parasitemia e expresso em dias.

3.4.6 Pico Maximo de Parasitemia (PMP)

O PMP corresponde ao maximo de parasitemia e expresso em numero de
tripomastigotas sangiiineos/0.1mL de sangue, detectado pelo exame de sangue a fresco

segundo a metodologia de Brener (1962).

3.4.7 Dia do Pico Maximo (DPMP)

O DPMP corresponde ao dia de ocorréncia do méximo de parasitemia e expresso

em dias.
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3.4.8 Parasitemia (PAR)

A contagem da parasitemia foi realizada diariamente a partir do quarto d.a.i. até
a negativagao por cinco dias consecutivos. Infeccdes por clones de baixa viruléncia
foram acompanhadas pelo menos até o 30°d.a.i. As curvas de parasitemia representam a

contagem média da parasitemia, por dia de infecgdo.

3.5 Analise de Dados

A hipotese nula explorada nesse trabalho ¢ que ndo ha interagdo entre os clones
de uma dada mistura. Deste modo a andlise dos dados para todos os parametros

avaliados foi realizada em trés niveis, comparando-se:

(a) valores observados nas infec¢des monoclonais e mistas;

(b) valores observados nas infec¢des monoclonais versus valores esperados nas

infecgOes mistas;

(c) valores esperados versus valores observados nas infecgdes mistas.

Para a andlise estatistica dos parametros PPP, PP, PM e DMP as amostras
apresentaram varidncia homogénea e distribuicdo normal, sendo adotado o teste Anova
para a comparagdo entre os valores observados para as infec¢des mistas e suas
respectivas infec¢des monoclonais. Em alguns casos, quando a variancia foi
heterogénea, utilizou-se o teste de Mann-Whitney (MN), segundo Conares (1980).

A comparacdo entre os valores esperados e observados para as infec¢des mistas
experimentais, para os parametros mencionados acima, foi realizada através do teste de
Student.

A PAR foi analisada pelo teste ndo-parametrico Kolmogorov-Sminorv (KS), que

compara a area sob a curva entre duas amostras (Conares, 1980).

32



ANIMAIS, MATERIAL E METODOS

As taxas de infectividade (IFN), mortalidade (MOR) e hemocultura positiva
(+HEM) foram comparadas utilizando-se o teste ndo paramétrico do qui-quadrado (y°)
de Snedecor & Cochran (1989).

Para todas as andlises adotou-se o intervalo de confianca de 95%, sendo que
diferencas significativas foram registradas quando o nivel P de significancia foi menor

ou igual a 0,05 (P<0,05).
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A hipotese nula explorada nesse trabalho ¢ que ndo ha interagdo entre os clones
de 7. cruzi de uma dada mistura. Dessa forma, considerando que existe uma correlagdo
entre os niveis de parasitemia e o tamanho do inoculo, verificada por experimentos
prévios realizados por nosso grupo (Figura 2A), partindo-se de um Clone A e um Clone
B, com diferentes niveis de viruléncia, o resultado esperado para a infec¢do mista
teorica A+B refletird a média de efeitos dos dois clones ou a natureza peculiar de um
deles, dependendo do parametro avaliado (Figura 2B). Portanto, para facilitar a
compreensdo da analise dos dados realizada nesse estudo, os resultados esperados para

cada um dos parametros avaliados nas infec¢cdes mistas foram os seguintes:

a) Infectividade, mortalidade e taxa de positividade da hemocultura: reflexo

do clone de maior viruléncia da mistura;

b) Periodo pré-patente: reflexo do clone de PPP mais curto;
c) Periodo patente: reflexo do clone de PP mais longo;
d) Pico maximo de parasitemia e area sob a curva: a média entre os valores

dos dois clones da mistura;

e) Dia do Pico maximo: o dia do pico do clone mais virulento da mistura, se
os niveis de parasitemia dos dois clones forem muito diferentes. Se as misturas
apresentarem niveis semelhantes o resultado esperado aproximara da média dos valores

dos dois clones;

f) Parasitemia: média dos valores dos dois clones da mistura.

Em relagdo as taxas de infectividade, mortalidade e positividade da hemocultura,
ndo foram encontradas diferencas significativas. Embora o comportamento biolégico
para esses parametros, aparentemente, tenha sofrido alteragdo em muitas das infecgdes
mistas (Tabela III), o tamanho da amostra utilizado nesse estudo foi insuficiente para

que o teste estatistico apresentasse diferenca significativa.
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FIGURA 2: A - Curvas de parasitemia do clone A para o indculo de 5.000 tripomasitogatas
sanguineos por animal (A), 10.000 TS/animal (2A) e a média tedrica de 2A (TA), demontrando existir

correlagdo entre o tamanho do indculo e os niveis de parasitemia. B - Curvas de parasitemia média das

infec¢cdes monoclonais pelos clones A e B e a infec¢do mista tedrica A+B.
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4.1 Analise Global dos parametros por Combinac¢ao Genotipica

A andlise geral dos dados demonstra que os parametros avaliados INF, MORT,
HEM+, PPP, PP, PMP, DPMP, PAR) apresentaram diferentes percentagens de
alteracdes significativas entre os valores esperados e observados nas infec¢des mistas
experimentais e tedricas variando de 4,2 a 79,2% (Figura 3), exceto para os parametros
infectividade e mortalidade.

Considerando-se todos os parametros relaciondados a parasitemia agrupados,
foram verificadas 11, 14, 11, 11, 15 diferengas significativas nas combinagdes
genotipicas 19+20, 19+39, 19+ 32, 20+39 e 39+32, respectivamente (Figura 4). Na
combinagdo 20+32, constituida de clones filogeneticamente mais distantes e com graus

de viruléncia mais distintos encontrou-se o menor numero de diferengas significativas

(seis).
100
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FIGURA 3: Percentagem de diferengas significativas entre os valores esperados e observados nos
parametros avaliados em infec¢des mistas por estoques clonais de Trypanosoma cruzi pertencentes aos
genotipos principais.
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FIGURA 4: Numero de diferengas significativas entre os valores esperados e observados em infecgdes
mistas por estoques clonais de Trypanosoma cruzi nas combinacdes genotipicas estudadas. PPP =
periodo pré-patente PP = periodo patente PM = pico maximo, DPM = dia do pico maximo, PAR =
parasitemia, S = somatoério de diferencas significativas por parametro avaliado.

4.2 Infectividade

As taxas de infectividade (INF) observadas em todas as infec¢des mistas foram
de 100% (Figura 5), sendo igual ou superior a do clone mais infectante da mistura,
quando considerada sua respectiva infeccdo monoclonal. Nao foram encontradas
diferencas significativas na anélise desse parametro. Entretanto, combinagdes de clones
dos genotipos 39 e 32 foram capazes de infectar todos os animais, ao contrario do
observado nas respectivas infecgdes monoclonais (Figuras 29A ¢ 30A).

As comparacdes entre os valores esperados e observados para todas as

infecgdes mistas estdo represetendas nas Figuras (8-24)A.
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FIGURA 5: Taxas de infectividade avaliadas em camundongos BALB/c em infec¢des monoclonais
(barras verdes) e mistas (barras vermelhas) por clones de Trypanosoma cruzi pertencentes aos genotipos
principais. As setas indicam efeito estimulatorio entre os clones dos gendtipos 39 e 32 nas infecgdes
mistas com taxas de infectividade de 100%, superiores ao valor esperado de 79,3%.

4.3 Mortalidade

As taxas de mortalidade (MOR) registradas para as infec¢des mistas variaram de
zero a 40% (Figura 6). Embora diferencas significativas ndo tenham sido detectadas em
relagdo aos valores esperados (Figuras 8-24A), pode-se notar que para algumas
combinagdes ocorreu aumento importante da taxa de mortalidade, tais como OPS21
clll + Cuicacll (Figura 9A), OPS21 cll1 + P209 cll (Figura 11A), OPS21 cll1 +
IVV cl4 (Figura 19A), Cuica cll + SO3 cl5 (Figura 21A). A combinagdo do clone
P209 cll (genodtipo 20) com clones do gendtipo 39 e 32, aparentemente resultou em um
efeito favoravel para os animais, levando a reducdo da mortalidade de 15,4% a zero
(Figuras 6, 22A, 24A e 26A), exceto para a mistura P209 cll + Bug2148 cll
(Figura 20A) com mortalidade de 16,7%.
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FIGURA 6: Taxas de mortalidade avaliadas em camundongos BALB/c em infecgdes monoclonais
(barrras verdes) e mistas (barras vermelhas) por clones de Trypanosoma cruzi pertencentes aos genotipos
principais. As setas vermelhas com litras brancas indicam efeito redutor da mortalidade nas infec¢des
mistas, quando clones dos genétipos 39 (setas brancas) sdo combinados ao clone P209 cll (seta
vermelha); enquanto as setas alaranjadas representam aumento das taxas de mortalidade nas infec¢des
mistas quando comparadas com suas respectivas infec¢des monoclonais.

4.4 Taxa de Positividade da Hemocultura

Em relagdo as taxas de positividade da hemocultura (Hem+) foi detectada
diferenca significativa em uma uUnica mistura representada pela combinagdo
OPS21 cll1 + S03 cI5 (P < 0.048), Figura 13A. Entretanto, a analise dos dados
demonstra uma reduc¢do na positividade da hemocultura em sete das 24 (29,2%)
infeccdes mistas estudadas, com taxas variando de 50 a 87,3% em relagdo ao esperado

de 100% de positividade (Figuras 7, 13A, 15A, 17A, 18A, 19A, 27A ¢ 30A).
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FIGURA 7: Taxas de positividade de hemocultura avaliadas em camundongos BALB/c em infecgdes
monoclonais (barras verdes) e mistas (barras vermelhas) por clones de Trypanosoma cruzi pertencentes
aos genotipos principais. As setas indicam redugdo na positividadeda hemocultura das infecgdes mistas

quando comparadas com o valor esperado para a respectiva infeccdo mista tedrica.

4.5 Periodo Pré-patente

O PPP médio apresentou 45,8% de alteragdes significativas nos valores
observados nas infec¢des mistas em relacdo aos valores esperados correspondentes
(Figura 3). Dessas, 16,6% (4/24) apresentaram parasitemia mais precocemente
(Figuras 9A, 14A, 16A ¢ 23A) ¢ 29,1% (7/24) mais tardiamente (Figuras 12A, 13A,
15A, 18A, 20A, 21A, 23A ¢ 29A) em relagdo ao esperado. O maior numero de
diferencas significativas foi observado nas combinagdes genotipicas 19+39 ¢ 20+39,
correspondendo a quatro e trés diferencas, respectivamente. A combinagdo 39+32 foi a

que apresentou menor grau de alteracdo para esse parametro (Figura 4).
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4.6 Periodo Patente

O periodo patente foi o segundo a apresentar mais elevado grau de alteragdes nas
infecgdes mistas. Foram observadas diferencas significativas em 66,7% das misturas
(Figura 3), das quais 37,5% (9/24) apresentaram PP mais long o (Figuras 9A, 10A,
12A, 14A, 15A, 21A, 23A, 25A e 27A) e 29,2% (7/24) mais curto (Figuras 13A, 17A,
19A, 28A, 29A, 30A e 31A) que o esperado. As misturas dos genotipos 19+39 e 39+32

apresentaram alteracdes significativas em todas as combinagdes estudadas (Figura 4).

4.7 Pico Maximo de Parasitemia

Para o PMP foram observadas 62,5% (15/24) de diferencas significativas entre
os valores esperado e observado nas infec¢des mistas, sendo o segundo pardmetro a
apresentar maior grau de alteracdo. Ocorreram tanto efeitos de estimulacdo quanto de
inibicdo entre os clones da mistura. Em 25,0% (6/24) das infecgdes duplas foi
observado um aumento da parasitemia média no pico maximo (Figuras 8A, 9A, 12A,
15A, 21A e 23A), enquanto em 37,5% (9/24) foi observada reducdo neste valor
(Figuras 11A, 13A, 17A, 19A, 26A, 28A, 29A, 30A ¢ 31A). As alteracoes (Figura 4)
ocorreram em todas as combinagdes genotipicas em diferentes freqiiéncias: 4/4 (19+20
e 39+32), 3/4 (19+39), 2/4 (19+32 ¢ 20+39), 1/4 (20+32). Foi evidente a ocorréncia de
maior numero de diferencas significativas entre as combinagdes de clones
geneticamente mais relacionados (Figura 4). Efeitos de estimulacdo aconteceram na
combinagdo 19+20 (Figuras 8A, 9A e 11A) e inibicdo em todas as misturas da
combinac¢do 39+32 (Figuras 28A, 29A, 30A ¢ 31A).

4.8 Dia do Pico Maximo de Parasitemia

Considerando os parametros relacionados a curva parasitemia, o dia do pico
maximo foi o que apresentou menor numero de diferencas significativas entre os valores

esperados e observados nas infecgdes mistas (Figura 4). Foram verificadas alteragdes
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em 33,3% (8/24) das misturas sendo que dessas, 16,7% (4/24) apresentaram DPMP
precocemente (Figuras 17A, 19A, 28A, 31A) e 16,7% (4/24) mais tardiamente ao
esperado (Figuras 9A, 21A, 23A ¢ 26A). Nao foi encontrada correlacdo entre a
mudanga do DPMP e as combinagdes genotipicas (Figura 4). No entanto, elas

ocorreram em todas as combinagdes dos genotipos 19+20.

4.9 Parasitemia

A parasitemia média foi o parametro que apresentou a maior percentagem de
alteracdes. Diferengas significativas foram verificadas em 79,2% (19/24) das misturas
(Figura 3). A andlise das curvas de parasitemia média revela que alteracdes nos niveis
de parasitemia e no perfil da curva foram detectadas, sendo registrados tanto fenomenos
de aumento (Figuras 8A, 9A, 10A, 12A, 15A, 21A, 23A e 25A), quanto de decréscimo
da parasitemia (Figuras 11A, 13A, 16A, 17A, 19A, 24A, 26A, 28A, 29A, 30A ¢ 31A).
Apenas em cinco das 24 combinagdes ndo foram observados esses fenomenos (Figuras
14A, 18A, 20A, 22A e 27A), ou seja, ndo foram detectadas diferengas significativas
entre os valores esperados e observados para as infec¢des mistas.

Aparentemente, ndo houve correlacdo entre a natureza da alteracdo e a
combinag@o genotipica neste parametro.

Efeitos de estimulagdo foram detectados nas combinac¢des dos genotipos 19+20
(3/4 - Figuras 8A, 9A ¢ 10A), 19+39 (2/4 - Figuras 12A ¢ 15A), 20+39 (2/4 - Figuras
21A e 23A) e 20+32 (1/4 - Figura 25A), representando 33,3% (8/24) das infeccdes
mistas estudadas.

Efeitos de inibicdo entre os clones foram observados em 45,8% (11/24) das
infeccoes mistas, ocorrendo em todas as misturas da combinacao genotipica 39+32
(4/4 - Figuras 28A, 29A, 30A ¢ 31A) e em menor propor¢do nas combinagdes
19+32 (3/4 - Figuras 16A, 17A e 19A), 20+32 (2/4 - Figuras 24A e 26A), 19+20
(1/4 - Figuras 11A) e 19+39 (1/4 — Figura 13A). A mistura OPS21 cll11 + SO3 cl5
apresentou efeito inibitério reciproco entre os clones da mistura (Figura 13A). Embora

a infec¢do tenha sido comprovada em todos os animais por insistente pesquisa no exame
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a fresco ou hemocultura, a parasitemia foi sempre sub-patente e a quantificagdo dos
parasitos ndo foi possivel por exame a fresco segundo a metodologia de Brener (1962).
Diferengas significativas quanto a parasitemia ndo foram registradas somente
nas combinagdes dos gendtipos mais distantes filogeneticamente  19+32
(Gamba cll + MAS cll - Figura 18A), 20+39 (P209 cll + Bug2148 cll,

P209 cll + SO3 cl5 — Figuras 20A e 22A) e 20+32 (Cuica cll + IVV cl4 - Figura
27A).
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FIGURA 8: Parimetros avaliados em camundongos BALB/c em infecgdes monoclonais e suas
respectivas infeccdes mistas, experimental e tedrica, por clones dos gendtipos 19 e 20 representados por
Gamba cll (+ virulento) e P209 Cl1 (+ virulento).

A - INF = taxa de infectividlade, MORT = taxa de mortalidade ¢ HEM+ = taxa de positividade da
hemocultura, demonstrando nao ter ocorrido diferengas entre os valores esperados e observados na
infec¢do mista.

B - Curvas médias de parasitemia registrando efeito estimulador entre os clones da combinagdo.

C - PPP = periodo pré-patente, PP = periodo patente, PMP = pico méaximo de parasitemia e DPM = dia
do pico maximo de parasitemia expressos pela média + desvio padrio, diferenca significativa (*) entre os
valores esperado e observado na infec¢do mista foi verificada no parametro PMP.
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FIGURA 9: Parimetros avaliados em camundongos BALB/c em infec¢des monoclonais e suas
respectivas infecgdes mistas, experimental e tedrica, por clones dos gendtipos 19 e 20 representados por
OPS21 cll11 (- virulento) e Cuica cll (- virulento). A - INF = taxa de infectividade, MORT = taxa de
mortalidade e HEM+ = taxa de positividade da hemocultura, demonstrando nao ter ocorrido diferengas
entre os valores esperados e observados na infec¢do mista.

B - Curvas médias de parasitemia registrando efeito estimulador entre os clones da combinagio.

C - PPP = periodo pré-patente, PP = periodo patente, PMP = pico méaximo de parasitemia ¢ DPM = dia
do pico maximo de parasitemia expressos pela média + desvio padrdo, diferencas significativas (*) entre
os valores esperados e observados na infec¢do mista ndo foram verificadas em todos os parametros
avaliados.
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FIGURA 10: Parimetros avaliados em camundongos BALB/c em infec¢des monoclonais e suas
respectivas infeccdes mistas, experimental e tedrica, por clones dos genétipos 19 e 20 representados por
Gamba cll1 (+ virulento) e Cuica cll (- virulento). A - INF = taxa de infectividade, MORT = taxa de
mortalidade e HEM+ = taxa de positividade da hemocultura, demonstrando néo ter ocorrido diferengas
entre os valores esperados e observados na infec¢do mista.

B - Curvas médias de parasitemia registrando efeito estimulador entre os clones da combinagio.

C - PPP = periodo pré-patente, PP = periodo patente, PMP = pico méximo de parasitemia ¢ DPM = dia
do pico maximo de parasitemia expressos pela média + desvio padrdo, diferenca significativa (*) entre os
valores esperado e observado na infec¢do mista foi verificada no parametro PP.
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11,1+3,08 41,4+14,62 17,50+5,59* 36,4+10,83

FIGURA 11: Parimetros avaliados em camundongos BALB/c em infec¢des monoclonais e suas
respectivas infeccdes mistas, experimental e tedrica, por clones dos genétipos 19 e 20 representados por
OPS21 cll1 (- virulento) e P209cl1 (+ virulento).

A - INF = taxa de infectividade, MORT = taxa de mortalidade ¢ HEM+ = taxa de positividade da
hemocultura, representando aumento consideravel da mortalidade na infec¢ao mista.

B - Curvas médias de parasitemia registrando efeito inibidor entre os clones da combinagao.

C - PPP = periodo pré-patente, PP = periodo patente, PMP = pico méximo de parasitemia ¢ DPM = dia
do pico maximo de parasitemia expressos pela média + desvio padrdo, diferenca significativa (*) entre os
valores esperado e observado na infec¢do mista foi verificada no parametro PMP.
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FIGURA 12: Parimetros avaliados em camundongos BALB/c em infec¢des monoclonais e suas
respectivas infecgdes mistas, experimental e tedrica, por clones dos gendtipos 19 e 39 representados por
Gamba cll (+ virulento) e Bug2148 cll (+ virulento).

A - INF = taxa de infectividade, MORT = taxa de mortalidade ¢ HEM+ = taxa de positividade da
hemocultura demonstrando ndo ter ocorrido diferengas entre os valores esperados e observados na
infec¢do mista.

B - Curvas médias de parasitemia registrando efeito inibidor entre os clones da combinagdo.

C - PPP = periodo pré-patente, PP = periodo patente, PMP = pico maximo de parasitemia e DPM = dia
do pico maximo de parasitemia expressos pela média + desvio padrdo, diferencas significativas (*) entre
os valores esperados e observados na infec¢do mista foram verificadas nos parametros PPP, PP ¢ PMP.
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FIGURA 13: Parimetros avaliados em camundongos BALB/c em infec¢des monoclonais e suas
respectivas infeccdes mistas, experimental e tedrica, por clones dos genétipos 19 e 39 representados por
OPS21 cll1 (- virulento) e SO3 cl5 (- virulento).

A - INF = taxa de infectividade, MORT = taxa de mortalidade ¢ HEM+ = taxa de positividade da
hemocultura, demonstrando redugao significativa da positividade da hemocultura na infecg¢do mista.

B - Curvas médias de parasitemia registrando efeito inibidor reciproco entre os clones da combinagio.

C - PPP = periodo pré-patente, PP = periodo patente, PMP = pico méximo de parasitemia ¢ DPM = dia
do pico maximo de parasitemia expressos pela média + desvio padrdo, diferencas significativas (*) entre
os valores esperados e observados na infec¢do mista foram verificadas nos parametros PPP, PP, PMP.
NR = nio registrado.
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FIGURA 14: Parimetros avaliados em camundongos BALB/c em infec¢des monoclonais e suas
respectivas infeccdes mistas, experimental e tedrica, por clones dos genétipos 19 e 39 representados por
Gamba cll (+ virulento) e SO3 cl5 (- virulento).

A - INF = taxa de infectividade, MORT = taxa de mortalidade ¢ HEM+ = taxa de positividade da
hemocultura, demonstrando nao ter ocorrido diferengas entre os valores esperados e observados na
infec¢do mista.

B - Curvas médias de parasitemia registrando efeito semelhante entre as infec¢des mistas experimental e
teorica.

C - PPP = periodo pré-patente, PP = periodo patente, PMP = pico méaximo de parasitemia e DPM = dia
do pico maximo de parasitemia expressos pela média + desvio padrio, diferencas significativas (*) entre
os valores esperados e observados na infeccio mista foram verificadas nos parametros PPP e PP.
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FIGURA 15: Parimetros avaliados em camundongos BALB/c em infec¢des monoclonais e suas
respectivas infeccdes mistas, experimental e tedrica, por clones dos genétipos 19 e 39 representados por
OPS21 cll1 (- virulento) e Bug2148 cll (+ virulento).

A - INF = taxa de infectividade, MORT = taxa de mortalidade ¢ HEM+ = taxa de positividade da
hemocultura, demonstrando redugdo da positividade da hemocultura na infecgdo mista.

B - Curvas médias de parasitemia registrando efeito estimulador entre os clones da combinagao.

C - PPP = periodo pré-patente, PP = periodo patente, PMP = pico méximo de parasitemia ¢ DPM = dia
do pico maximo de parasitemia expressos pela média + desvio padrdo, diferencas significativas (*) entre
os valores esperados e observados na infeccao mista foram verificadas nos pardmetros PPP, PP e PMP.
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FIGURA 16: Parimetros avaliados em camundongos BALB/c em infec¢des monoclonais e suas
respectivas infeccdes mistas, experimental e tedrica, por clones dos genétipos 19 e 32 representados por
Gamba cll (+ virulento) e IVV cl4 (+ virulento).

A - INF = taxa de infectividade, MORT = taxa de mortalidade ¢ HEM+ = taxa de positividade da
hemocultura, demonstrando nao ter ocorrido diferengas entre os valores esperados e observados na
infec¢do mista.

B - Curvas médias de parasitemia registrando efeito inibidor entre os clones da combinagao.

C - PPP = periodo pré-patente, PP = periodo patente, PMP = pico méaximo de parasitemia e DPM = dia
do pico maximo de parasitemia expressos pela média + desvio padrdo, diferenca significativa (*) entre os
valores esperado e observado na infec¢do mista foi verificada no parametro PPP.
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FIGURA 17: ParAmetros avaliados em camundongos BALB/c em infec¢des monoclonais e suas
respectivas infeccdes mistas, experimental e tedrica, por clones dos genétipos 19 e 32 representados por
OPS21 cll (- virulento) e MAS cl1 (- virulento).

A - INF = taxa de infectividade, MORT = taxa de mortalidade ¢ HEM+ = taxa de positividade da
hemocultura, demonstrando redugdo da positividade da hemocultura na infec¢do mista.

B - Curvas médias de parasitemia registrando efeito inibidor entre os clones da combinago.

C - PPP = periodo pré-patente, PP = periodo patente, PMP = pico méximo de parasitemia ¢ DPM = dia
do pico maximo de parasitemia expressos pela média + desvio padrdo, diferencas significativas (*) entre
os valores esperados e observados na infec¢do mista foram verificadas nos parametros PP, PMP e DPMP.
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FIGURA 18: Parametros avaliados em camundongos BALB/c em infec¢des monoclonais e suas
respectivas infec¢des mistas, experimental e tedrica, por clones dos genotipos 19 e 32 representados por
Gamba cll (+virulento) e MAS cll (- virulento).

A - INF = taxa de infectividade, MORT = taxa de mortalidade e HEM+ = taxa de positividade da
hemocultura, demonstrando redugdo da positividade da hemocultura na infec¢do mista.

B - Curvas médias de parasitemia registrando efeito semelhante entre as infecgdes mistas experimental
e teorica.

C - PPP = periodo pré-patente, PP = periodo patente, PMP = pico maximo de parasitemia e DPM = dia
do pico maximo de parasitemia expressos pela média + desvio padrio, diferenca significativa (*) entre
os valores esperado e observado na infec¢do mista foi verificada no pardmetro PPP.
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FIGURA 19: Parimetros avaliados em camundongos BALB/c em infec¢des monoclonais e suas
respectivas infeccdes mistas, experimental e tedrica, por clones dos genétipos 19 e 32 representados por

OPS21 cll1 (- virulento) e IVV cl4 (+ virulento).

A - INF = taxa de infectividade, MORT = taxa de mortalidade ¢ HEM+ = taxa de positividade da
hemocultura, demonstrando redugdo da positividade da hemocultura na infecgdo mista.

B - Curvas médias de parasitemia registrando efeito inibidor entre os clones da mistura.

C - PPP = periodo pré-patente, PP = periodo patente, PMP = pico méximo de parasitemia ¢ DPM = dia
do pico maximo de parasitemia expressos pela média + desvio padrdo, diferencas significativas (*) entre
os valores esperados e observados na infec¢ao mista foram verificadas nos parametros PP, PMP, DPMP.
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FIGURA 20: Parimetros avaliados em camundongos BALB/c em infec¢des monoclonais e suas
respectivas infeccdes mistas, experimental e tedrica, por clones dos genétipos 20 e 39 representados por
P209 cll (+ virulento) e Bug2148 cll (+ virulento).

A - INF = taxa de infectividade, MORT = taxa de mortalidade ¢ HEM+ = taxa de positividade da
hemocultura, demonstrando nao ter ocorrido diferencas entre os valores esperados e observados para a
infec¢do mista.

B - Curvas médias de parasitemia registrando efeito semelhante entre as infec¢des mistas experimental e
teorica.

C - PPP = periodo pré-patente, PP = periodo patente, PMP = pico méaximo de parasitemia e DPM = dia
do pico maximo de parasitemia expressos pela média + desvio padrdo, diferenca significativa (*) entre os
valores esperado e observado na infec¢do mista foi verificada no parametro PPP.

57



RESULTADOS

%

INF MOR HEM+

=

30000 -

25000 -

20000 -

15000 +

10000 -

5000 -

Nf de tripomastigotas/0.1mL de sangue

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Dias apos infecgao

Cuicacl]] m— Infecgdo Mista Teorica

SO3 ¢l Cuicacll +SO3 cl5
PPP PP PMP x 10° DPMP
20,0+7,07 11,2+12,50 9,8+6,34 24,0+5,92
C 26,3+25,94 1,5+2,26 4,4+3,58 12,0+4,40
20,0+7,07 11,2+12,50 7,145,62 18,7+8,05
11,0+2,93* 88,9+9,15% 35,0+6,64* 44.3+11,51*

FIGURA 21: Parimetros avaliados em camundongos BALB/c em infec¢des monoclonais e suas
respectivas infec¢des mistas, experimental e tedrica, por clones dos genotipos 20 e 39 representados por
Cuica cll (- virulento) e IVV cl4 (+ virulento).

A - INF = taxa de infectividade, MORT = taxa de mortalidade e HEM+ = taxa de positividade da
hemocultural, demonstrando aumento da mortalidade e da positividade da hemocultura na infecgdo
mista.

B - Curvas médias de parasitemia registrando efeito estimulador entre os clones da combinag3o.

C - PPP = periodo pré-patente, PP = periodo patente, PMP = pico méaximo de parasitemia e DPM = dia
do pico maximo de parasitemia expressos pela média + desvio padrdo, diferengas significativas (*) entre
os valores esperados e observados na infec¢do mista foram verificadas nos parametros PPP, PP, PMP ¢
DPMP.
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10,2+1,98 72,2+5,19 41,8+20,64 38,7+32,97

FIGURA 22: Parimetros avaliados em camundongos BALB/c em infec¢des monoclonais e suas
respectivas infeccdes mistas, experimental e tedrica, por clones dos genétipos 20 e 39 representados por
P209 cl11 (+ virulento) e SO3 cl5 (- virulento).

A - INF = taxa de infectividade, MORT = taxa de mortalidade ¢ HEM+ = taxa de positividade da
hemocultura, demonstrando redugdo da taxa de mortalidade na infec¢ao mista.

B - Curvas médias de parasitemia registrando efeito semelhante entre a infeccdes mistas experimental e
teorica.

C - PPP = periodo pré-patente, PP = periodo patente, PMP = pico méaximo de parasitemia e DPM = dia
do pico maximo de parasitemia expressos pela média + desvio padrio, diferengas significativas (*) entre
os valores esperados e observados na infeccdo mista ndo foram verificadas em nenhum dos parametros
estudados.
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FIGURA 23: Parimetros avaliados em camundongos BALB/c em infec¢des monoclonais e suas
respectivas infeccdes mistas, experimental e tedrica, por clones dos genétipos 20 e 39 representados por
Cuica cll (-virulento) e Bug2148 cll (+ virulento).

A - INF = taxa de infectividade, MORT = taxa de mortalidade ¢ HEM+ = taxa de positividade da
hemocultura, demonstrando aumento da positividade da hemocultura na infec¢ao mista.

B - Curvas médias de parasitemia registrando efeito estimulador entre os clones da combinagao.

C - PPP = periodo pré-patente, PP = periodo patente, PMP = pico méximo de parasitemia ¢ DPM = dia
do pico maximo de parasitemia expressos pela média + desvio padrdo, diferencas significativas (*) entre
os valores esperados e observados na infeccao mista foram verificadas nos pardmetros PPP, PP, PMP e
DPMP.
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FIGURA 24: Parimetros avaliados em camundongos BALB/c em infec¢des monoclonais e suas
respectivas infeccdes mistas, experimental e tedrica, por clones dos genétipos 20 e 32 representados por
P209 cll (+ virulento) e IVV cl4 (+ virulento).

A - INF = taxa de infectividade, MORT = taxa de mortalidade ¢ HEM+ = taxa de positividade da
hemocultura, demonstrando nao ter ocorrido diferengas entre os valores esperados e observados na
infec¢do mista.

B - Curvas médias de parasitemia registrando efeito inibidor entre os clones da combinagio.

C - PPP = periodo pré-patente, PP = periodo patente, PMP = pico méaximo de parasitemia e DPM = dia
do pico maximo de parasitemia expressos pela média + desvio padrio, diferengas significativas (*) entre

os valores esperados e observados na infeccao mista foram verificadas nos pardmetros PPP, PP, PMP e
DPMP.
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FIGURA 25: Parimetros avaliados em camundongos BALB/c em infec¢des monoclonais e suas
respectivas infec¢des mistas, experimental e tedrica, por clones dos genotipos 20 e 32 representados por
Cuica cll (- virulento) e MAS cll (- virulento).
A - INF = taxa de infectividade, MORT = taxa de mortalidade e HEM+ = taxa de positividade da
hemocultura, demonstrando ndo ter ocorrido diferengas entre os valores esperados e observados na

infecgdo mista.

B - Curvas médias de parasitemia registrando efeito estimulador entre os clones da combinag3o.

C - PPP = periodo pré-patente, PP = periodo patente, PMP = pico méaximo de parasitemia e DPM = dia
do pico maximo de parasitemia expressos pela média + desvio padrdo, diferenga significativa (*) entre

os valores esperado e observado na infec¢do mista foi verificada no parametro PMP.
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FIGURA 26: Parimetros avaliados em camundongos BALB/c em infec¢des monoclonais e suas
respectivas infeccdes mistas, experimental e teorica, por clones dos genotipos 20 e 32 representados por
P209 cll (+ virulento) e MAS cll (- virulento).

A - INF = taxa de infectividade, MORT = taxa de mortalidade e HEM+ = taxa de positividade da
hemocultura, demonstrando nao ter ocorrido diferencas entre os valores esperados ¢ observados na
infecgdo mista.

B - Curvas médias de parasitemia registrando efeito inibidor entre os clones da combinag3o.

C - PPP = periodo pré-patente, PP = periodo patente, PMP = pico méaximo de parasitemia e DPM = dia
do pico maximo de parasitemia expressos pela média + desvio padrio, diferengas significativas (*) entre
os valores esperados e observados na infec¢do mista foram verificadas nos pardmetros PMP ¢ DPMP.
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FIGURA 27: Parimetros avaliados em camundongos BALB/c em infec¢des monoclonais e suas
respectivas infecgdes mistas, experimental e tedrica, por clones dos gendtipos 20 e 32 representados por
Cuica cll (- virulento) e IVV c14 (+ virulento).

A — INF = taxa de infectividade, MORT = taxa de mortalidade ¢ HEM+ = taxa de positividade da
hemocultura, demonstrando ndo ter ocorrido diferengas entre os valores esperados e observados na
infec¢do mista.

B - Curvas médias de parasitemia registrando efeito semelhante entre as infecgdes mistas experimental e
teorica.

C - PPP = periodo pré-patente, PP = periodo patente, PMP = pico méaximo de parasitemia ¢ DPM = dia
do pico maximo de parasitemia expressos pela média + desvio padrio, diferenga significativa (*) entre os
valores esperado e observado na infec¢@o mista foi verificada no parametro PP.
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7,4+1,41 3,242,64% 6,7+2,82% 8,3+1,63*

FIGURA 28: Parametros avaliados em camundongos BALB/c em infec¢des monoclonais e suas
respectivas infeccdes mistas, experimental e teorica, por clones dos genotipos 39 e 32 representados por
Bug2148 cll (+ virulento) e IVVc14 (+ virulento).

A — INF = taxa de infectividade, MORT = taxa de mortalidade ¢ HEM+ = taxa de positividade da
hemocultura, demonstrando redugdo da positividade da hemocultura na infec¢do mista.

B - Curvas médias de parasitemia registrando efeito inibidor entre os clones da combinagao.

C - PPP = periodo pré-patente, PP = periodo patente, PMP = pico méaximo de parasitemia e DPM = dia
do pico maximo de parasitemia expressos pela média + desvio padrio, diferencas significativas (*) entre

os valores esperados e observados na infec¢cdo mista foram verificadas nos pardmetros PP, PMP e
DPMP.
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FIGURA 29: Parimetros avaliados em camundongos BALB/c em infec¢des monoclonais e suas
respectivas infeccdes mistas, experimental e teorica, por clones dos genotipos 39 e 32 representados por
SO3 cl5 (- virulento) e MAS c11 (- virulento).

A - INF = taxa de infectividade, MORT = taxa de mortalidade e HEM+ = taxa de positividade da
hemocultura, demonstrando aumento na infectividade e diminuig¢do da positividade da hemocultura na
infecgdo mista.

B - Curvas médias de parasitemia registrando efeito inibidor entre os clones da combinagao.

C - PPP = periodo pré-patente, PP = periodo patente, PMP = pico méaximo de parasitemia e DPM = dia
do pico maximo de parasitemia expressos pela média + desvio padrio, diferengas significativas (*) entre
os valores esperados e observados na infeccdo mista foram verificadas nos parametros PP, PMP e
DPMP.
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FIGURA 30: Parimetros avaliados em camundongos BALB/c em infec¢des monoclonais e suas
respectivas infeccdes mistas, experimental e teorica, por clones dos genotipos 39 e 32 representados por
Bug2148 cll (+ virulento) e MAS c11 (- virulento).

A - INF = taxa de infectividade, MORT = taxa de mortalidade e HEM+ = taxa de positividade da
hemocultura, demonstrando aumento da positividade da hemocultura na infec¢do mista.

B - Curvas médias de parasitemia registrando efeito inibidor entre os clones da combinagao.

C - PPP = periodo pré-patente, PP = periodo patente, PMP = pico méaximo de parasitemia e DPM = dia
do pico maximo de parasitemia expressos pela média + desvio padrio, diferencas significativas (*) entre
os valores esperados e observados na infec¢ao mista foram verificadas nos pardmetros PP e PMP.
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FIGURA 31: Parimetros avaliados em camundongos BALB/c em infec¢des monoclonais e suas
respectivas infeccdes mistas, experimental e tedrica, por clones dos genétipos 39 e 32 representados por
SO3 cl5 (- virulento) e IVV ¢14 (+ virulento).

A - INF = taxa de infectividade, MORT = taxa de mortalidade ¢ HEM+ = taxa de positividade da
hemocultura, demonstrando nao ter ocorrido diferengas entre os valores esperados e observados na
infec¢do mista.

B - Curvas médias de parasitemia registrando efeito inibidor entre os clones da combinagao.

C - PPP = periodo pré-patente, PP = periodo patente, PMP = pico méaximo de parasitemia e DPM = dia
do pico maximo de parasitemia expressos pela média + desvio padrio, diferengas significativas (*) entre
os valores esperados e observados na infec¢do mista foram verificadas nos parametros PP, PMP e DPMP.
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As populacdes naturais do 7. cruzi demonstram um elevado grau de
polimorfismo genético, revelado por distintos marcadores moleculares que incluem
isoenzimas (Miles et al., 1977, Tibayrenc & Ayala, 1988), RAPD (Tibayrenc et al.,
1993; Steindel et al., 1993), RFLP do kDNA (Morel et al., 1980), minissatélites
(Macedo et al., 1992), SSR-PCR (Oliveira et al., 1997), LSSP-PCR (Vago et al.,
1996a), polimorfismo de genes de rRNA e mini-exons (Souto et al., 1996), dentre
outros.

Tibayrenc & Ayala (1988) sugeriram que esse polimorfismo ¢ decorrente de um
longo tempo de evolugdo clonal com ocorréncias ocasionais de troca genética. A
divergéncia evolucionaria acumulada entre os clones envolve genes que governam
importantes propriedades do parasito relacionadas a sua viruléncia, patogenicidade e
epidemiologia da doenca de Chagas. Conseqiientemente, uma boa correlagdo entre a
variabilidade genética do parasito e suas propriedades biologicas e, portanto, das
caracteristicas clinicas da doenga de Chagas seria esperada.

Embora, uma forte correlacdo entre a genética do parasito e suas propriedades
bioldgicas e susceptibilidade a quimioterapicos esteja bem estabelecida (Laurent et al.,
1997; Revollo ef al., 1998; Lana et al., 1998; Toledo et al, 2002 e Toledo ef al. 2003;
Toledo et al., 2004a,b), essa ainda ¢ fraca e inconclusiva em relagao as formas clinicas
da doenga ( Miles, 1981a; Apt ef al., 1987; Breniére et al., 1985; Breniére et al., 1989;
Montamat et al, 1996; Andrade et al., 1992). Também ja foi demonstrado que as
populagdes naturais do 7. cruzi podem ser constituidas de populagdes heterogéneas com
propriedades biologicas distintas, que poderiam interagir resultando em propriedades
novas mais adaptadas as condi¢des no hospedeiro ou em cultura (Finley & Dvorak,
1987; Lauria-Pires et al., 1996b; Lauria-Pires et al., 1997). Trabalhos experimentais em
infeccdes mistas t€ém confirmado este fenomeno (Pinto et al., 1998; Lana et al., 2000;
Franco et al., 2003).

Tais observagdes sugerem que a ocorréncia de infecgdes mistas na natureza, cuja
deteccdo vem sendo demonstrada nos ultimos anos, pode ser um fator importante,
influenciando as propriedades do parasito e com conseqiiéncias relevantes para o
hospedeiro, bem como na dindmica de sua transmissao (Pinto et al., 2000; Buscaglia,
2003). Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi verificar, em camundongos BALB/c,

o impacto de infec¢des mistas por estoques clonais de 7. cruzi, pertencentes a grupos
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genéticos distintos (filogeneticamente mais relacionados ou ndo), nas propriedades
biologicas do parasito, quando comparadas com as infec¢des monoclonais
correspondentes.

Os resultados obtidos permitem rejeitar a hipdtese nula de trabalho de que nao
ha interacdo entre os clones de uma mistura e demonstram claramente, que em infecgdes
mistas por clones de 7. cruzi ndo se pode prever o efeito resultante, baseado no que se
conhece das suas respectivas infecgdes monoclonais.

Diferentes taxas de alteragdo em relacao aos valores esperados foram observadas
para os parametros avaliados, que variaram de 4,2 a 79,2%. A taxa de infectividade foi
sempre igual ou superior ao clone mais infectivo da mistura. Embora diferengas
significativas ndo tenham sido observadas neste parametro em relagdo as infecc¢des
monoclonais, todas as infecgdes mistas apresentaram 100% de positividade no exame
de sangue a fresco. Clones do genotipo 32 e 39 quando combinados, foram capazes de
infectar todos os animais, ao contrario do observado com estes mesmos clones, nas
infeccdes monoclonais. Isso sugere um efeito estimulatério entre os clones das misturas
Bug2148 cll + MAS cll e SO3cl5 + MAS cll, nas quais o valor esperado de
infectividade nas infec¢des duplas seria de 79,3%.

Em nosso estudo, ndo foram detectadas diferencas significativas na mortalidade
dos animais, quando comparados os valores esperados e observados nas infec¢des
mistas. Isto se deve provavelmente ao fato dos estoques clonais utilizados serem de
baixa viruléncia e ainda ndo terem sido adaptados em camundongos ou mantidos em
passagens sucessivas, que poderiam resultar em aumento de sua viruléncia
(Brener & Chiari, 1963; Brener et al., 1974; Carneiro et al., 1990) refletindo inclusive
nas taxas de mortalidade.

Franco et al. (2003), infectando ratos com um clone letal combinado a um clone
de baixa viruléncia, observaram 0% de mortalidade nos animais com a dupla infec¢do,
demonstrando haver interagao favoravel entre os clones da mistura para esse parametro.
O mesmo foi verificado em relagdo a combinagdo do clone P209 cll (gendtipo 20) com
clones dos gendtipos 32 e 39, exceto Bug2148 cll (gendtipo 39). Diminuicdo da
mortalidade também ocorreu nos animais infectados com clones desses genétipos

(20+39 ou 20+32), indicando um aparente efeito redutor da mortalidade pelos gendtipos
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32 e 39 (menos virulentos) sobre o genotipo 20 (mais virulento). Para duas das trés
combinagdes, foi observada concomitante reducdo na parasitemia.

A associagdo entre os parametros parasitemia e mortalidade tem sido
controversa na literatura. Se por um lado, diversos trabalhos registraram uma relagao
direta entre a taxa de mortalidade e os niveis de parasitemia (Lana et al, 1986;
Andrade et al., 1974; Veloso et al., 2000), outros trabalhos indicaram uma correlagao
fraca entre esses pardmetros (Wrighstsman et al., 1982; Wallace et al., 2001; Palau et
al., 2003) sugerindo ser esta caracteristica intrinseca do parasito mais do que do nivel
de parasitemia propriamente dita (Bestetti, 1997). Essa correlacdo também nao foi
observada nesse presente estudo. A mistura OPS21 cll1 + P209 cll foi a tUnica
combinagdo genotipica 19+20, que apresentou diminuicdo da parasitemia.
Curiosamente, esta foi a mistura onde se observou aumento mais evidente da taxa de
mortalidade em relagdo as infeccdes monoclonais. Neste caso, foi verificado que os
animais se mostraram bastante debilitados em todo o curso da infec¢do, sugerindo que
outros fatores estariam envolvidos na dinamica das infecgdes mistas.

Em relag@o a hemocultura, ocorreu redugdo em sua porcentagem de positividade
em sete das 24 infec¢des mistas experimentais, embora na grande maioria destas a
reducdo ndo tenha sido significativa. Essa redugdo, aparentemente, estava
correlacionada com os niveis de parasitemia, indicando evidente alteragdo no
comportamento bioldgico dos clones da mistura. Apenas em uma das misturas (OPS21
clll + SO3 cl5), foi verificada uma redugdo significativa na positividade da
hemocultura, que, curiosamente, apresentou efeito inibitorio reciproco entre os clones
da mistura para a maioria dos pardmetros avaliados. Todos os animais infectados com
essa mistura apresentaram exame a fresco positivo apos exaustiva pesquisa do parasito,
comprovando que a alteragdo ocorreu em decorréncia da interacdo entre os clones e/ou
com seu hospedeiro e ndo pelo insucesso da infecgao.

A parasitemia apresentou o maior nimero de diferengas significativas (19 em 24
combinagdes analisadas), provavelmente por refletir os demais parametros a ela
relacionados (PPP PP, PMP, DPMP). Foram verificadas alteracdes na maioria das
combinagdes genotipicas estudadas. Efeitos tanto de inibi¢do quanto de estimulagao
foram observados nas infec¢des mistas quando comparadas com os valores esperados.

Ao contrario do observado em nosso estudo, para a maioria das infec¢des mistas,
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Franco et al. (2003) ndo observaram tais alteragdes na parasitemia. Estes autores
trabalharam apenas com duas populagdes de 7. cruzi, uma hibrida (CL Brener) e outra
pertencente a linhagem 7. cruzi 11 (JG), sendo deste modo ndo representativas da grande
heterogeneidade genética deste parasito.

Combinagdes genotipicas 19+20, constituidas por clones filogeneticamente
relacionados, apresentaram em geral, efeito estimulatorio entre os mesmos, indicado
pelo aumento da parasitemia, que foi superior até mesmo ao clone mais virulento da
mistura. Entretanto, as combinagdes genotipicas 32+39, também relacionadas
geneticamente entre si, apresentaram efeito inibitorio entre os clones da mistura,
demonstrado pelo evidente decréscimo da parasitemia.

Clones dos grupos genéticos 19 e 20 (7. cruzi 1) sdo mais infectivos e virulentos
para camundongos quando comparados com clones dos genotipos 39 (hibridos) e 32 (7.
cruzi II) (Laurent et al., 1997; Toledo et al., 2002). Nas combinacdes 19+20,
aparentemente ocorre uma exacerbacao dos fatores de viruléncia nas infec¢des mistas e
no segundo caso (39+32) parece ocorrer exatamente o contrario. Toledo et al. (2002),
estudando o comportamento de clones do 7. cruzi dos gendtipos principais 19, 20, 39 e
32 de Tibayrenc e Breniere (1988), nesse mesmo modelo experimental, demonstraram
que clones dos gendtipos 39 e 32 sdo de menor viruléncia e também mais sensiveis a
resposta imunoldgica, sendo mais bem controlados por essa, podendo ser estes fatores
os responsaveis pelas diferencas observadas em relagdo a parasitemia entre as
combinacgdes 19+20 versus 39+32.

Nossos resultados, no geral, sugerem uma importante interacdo entre as
caracteristicas dos clones componentes das misturas € ndo somente uma justaposi¢ao.
Este fato foi previamente observado por Pinto et al. (1998) e Pinto et al. (2000), que
demonstraram interagdes entre clones de 7. cruzi pertencentes a diferentes genodtipos,
em infec¢des mistas de 7. infestans. Esses autores evidenciaram estimulacao ou inibi¢ao
reciprocas entre os clones da mistura. Curiosamente, clones pouco infectivos para o
vetor e com menor capacidade de completar seu ciclo evolutivo, quando associados aos
clones fortes para essas propriedades, foram capazes de permanecer no hospedeiro
invertebrado e as vezes estiveram até mais presentes. A relacdo quantitativa entre os
clones da mistura foi estimada indiretamente pela intensidade das bandas eletroforéticas

do perfil de isoenzimas e de RAPD (Pinto et al., 1998). Resultados semelhantes foram
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obtidos por Lana et al. (1998) estudando infec¢des mistas € monoclonais, com alguns
destes estoques clonais, em camundongos BALB/c. Essas observargdes registrando
alteragdes das propriedades do parasita em infec¢des mistas, tanto no vetor quanto no
hospedeiro vertebrado, evidenciam claramente que sua ocorréncia pode influenciar de
modo significativo a dinamica de transmissao do 7. cruzi.

Interacdes entre populagdes de 7. cruzi com comportamentos distintos
(Clone CL Brener e Cepa JG) também foram observadas em ratos experimentalmente
infectados (Franco et al., 2003). Os autores verificaram diferentes tropismos teciduais e
maior taxa de sobrevivéncia em infec¢des mistas, quando comparadas com as infecgoes
puras.

Estes trabalhos juntamente com os dados aqui obtidos, indicam que a interacao
entre clones em infecgdes mistas pode resultar em alteragdes significativas das
propriedades biologicas do parasito. Os fatores determinantes desse processo ainda
precisam ser elucidados e, provavelmente, mecanismos importantes relacionados a
modulagdo da resposta imunologica, competi¢do entre os clones da mistura e alteracao
da expressdo génica, tanto do hospedeiro quanto do parasito, podem estar envolvidos.

A capacidade de adaptar-se a novos ambientes € hospedeiros tem sido descrita
para muitas espécies. Em condi¢des de stress ou pressdes seletivas, cromossomos e
mincirculos tém apresentado evidéncias de plasticidade em 7. cruzi e Leishmania
(McDaniel & Dvorak, 1993). Variagdes no cariétipo de populagdes clonadas de 7. cruzi
foram observadas por Wagner & So (1990) ap6s cultivo foram associadas com aumento
na infectividade do variante em cultura celular. Alves ef al. (1996) também verificaram
mudanga no perfil de restricio de DNA e PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis) com
concomitante perda de infectividade, quando clones de 7. cruzi foram mantidos em
crescimento  exponencial ou apds subclonagem. Pacheco ef al. (1995) e
Pacheco & Brito (1999), verificaram evidéncia de polimorfismo na seqiiéncia de
minicirculos em clones, em modelo animal, controlando as fontes exogenas de
variabilidade, como reinfec¢do ou acumulo de multiplas infec¢des, por clonagem e
subclonagem do ino6culo inicial. Em alguns casos, esta mudanga reverteu ao padrdo
original e poderia estar associada a alteracao da viruléncia do parasito. O mesmo foi
observado por Alves ef al. (1993) em relagdo ao padrdo de isoenzimas e infectividade

de clones de T. cruzi apds subcultura e inoculagdo dos mesmos em camundongos.
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Mecanismos de trans-splicing e edigdo do RNA mitocondrial, ja descritos para 7. cruzi,
poderiam resultar, pelo menos teoricamente, na formagao de novas proteinas, inclusive
de superficie, que poderiam estar relacionadas com a interagdo e penetracao do parasito
com a célula hospedeira levando a altera¢ao de sua viruléncia.

Diferentes padroes de expressdes génicas em cepas de 7. cruzi estdo sendo
descritos, sugerindo diferentes capacidades de adaptagdo do parasito ao ambiente, no
caso hospedeiro vertebrado. Isso implica que diferentes expressdes genotipicas
poderiam resultar em propriedades especificas para diferentes populacdes (Cortez ef al.,
2003; Dost et al., 2004). As ecto-ATPases Mg’ -dependentes estio presentes na
superficie do 7. cruzi e, aparentemente, estdo relacionadas a viruléncia desse patdgeno,
podendo estimular a adesdo a células hospedeiras. Diferentes niveis de expressdo e
isoformas dessa enzima tém sido descritos para distintas populagdes de parasitos
(Silverman et al., 1998; Barros et al., 2000) e em diferentes células de uma mesma
populagdo de T. cruzi (Bisaggio et al, 2003), que podem refletir diferencas na
infectividade. Dost et al. (2004) estudaram os niveis de transcritos de mRNA em
diferentes cepas de 7. cruzi, quantificados por RT-PCR, para seis genes possivelmente
relacionados a alteragdes patoldgicas durante a infeccdo. Diferentes padroes de
expressdo foram revelados em todas as cepas para cada um dos genes analisados. Além
disso, diferentes populagdes de 7. cruzi modulam a expressdo génica da célula
hospedeira de modo especifico, resultando na produgdo de diversos componentes, que
irdo determinar o sucesso da interacdo com a célula hospedeira e o curso da infecg¢ao
(Burleigh & Woolsey, 2002).

E provavel que a complexa interagdo resultante da modulagdo da expressdo
génica da célula hospedeira, induzida pelo 7. cruzi, e as estratégias de evasdo da
resposta imune influencie o curso de infec¢do e seja determinante na sobrevivéncia do
patogeno. Na superficie dos tripomastigotas sao expressas glicoproteinas abundantes e
heterogéneas, com afinidades para diferentes proteinas da matriz extracelular,
relacionadas a adesdo e internalizagdo em células hospedeiras (Yoshida et al., 2000;
Ruiz et al., 1998; Santori et al., 1996; Schenckman, 1993; Zingales et al., 1985).
Provavelmente, multiplos caminhos de sinalizagdo sdo integrados para coordenar a

invasdo, suportar a replicacdo intracelular e influenciar o tropismo tecidual do parasito

(Burleigh & Woolsey, 2002).
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Durante a invasao da célula, o 7. cruzi expdoem moléculas funcionais que se
tornam alvos da reposta imune e podem contribuir para sua eliminacdo. (Palau et al.,
2003). Entre essas moléculas estdo varios membros da familia de proteinas SAPA,
trans-sialidases, neuramidases, glicoproteinas mucinas-Like cuja expressao difere entre
as diversas populagdes de 7. cruzi e forma evolutiva do parasito (Sheneckman et al.
1991; Frasch, 1994; Ruiz et al., 1998; Frasch, 2000). Anticorpos reconhecendo essas
proteinas e neutralizando a atividade de trans-sialidases foram encontradas no soro de
humanos e animais infectados pelo 7. cruzi (Pollevick et al., 2000; Leguizamén et al.,
1994a, b).

Considerando o importante papel do sistema imune no controle da parasitemia
(Brener e Gazzinelli, 1997) e que diferentes cepas do 7. cruzi apresentam graus distintos
de susceptibilidade a anticorpos (Krettli et al., 1982), ou mesmo induzem resposta
imune diversas (Tarleton 1990; Tarleton et al., 1992), possivelmente este tem
participagcdo importante nas alteragdes observadas nas infec¢des mistas experimentais.
Desse modo, a resposta imune estimulada por um clone do parasito em infec¢des
mistas, poderia influenciar a relagdo do outro clone com a célula hospedeira.

Nesse sentido, em infec¢des mistas pelo 7. cruzi, intricados mecanismos podem
estar relacionados, incluindo reacdes cruzadas entre anticorpos e integracdo de
caminhos de vias de sinalizacdo que resultam em diferencas nas expressoes génicas,
ativados por distintos clones do parasito presentes na mistura. Isso poderia
parcialmente, explicar as alteragdes das propriedades bioldgicas do 7. cruzi em
infeccdes mistas observadas nesse estudo.

Quando todos os parametros relacionados a parasitemia foram agrupados
(PPP, PP, PMP, DPMP, PAR), verificou-se 11, 14, 11, 11, 6 e 15 diferengas
significativas nas combinagdes genotipicas 19+20, 19+39, 19+32, 20+39, 20+32 e
39+32, respectivamente. Embora, ndo se possa estabelecer uma correlagdo clara entre o
tipo de efeito observado (estimulagdo/inibigdo) entre as misturas, constata-se que as
combinagdes genotipicas 20+32, constituidas de clones filogeneticamente mais distantes
e com graus de viruléncia mais distintos, foram justamente as que apresentaram o menor
numero de diferencas significativas. Diferencas significativas para a parasitemia, um
dos mais importantes pardmetros de viruléncia, ndo foram encontradas somente em

cinco das 24 infec¢des mistas estudadas, consistindo exatamente em combinagdes
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filogeneticamente mais distantes 19+32, 20+32 e 20+39, o que sugere menor
interferéncia de um clone sobre o outro nestes casos.

Diversos autores t€ém demonstrando a relevancia da variabilidade genética do
T. cruzi em suas propriedades bioldgicas fundamentais. Correlagdo entre o padrao de
isoenzimas de cepas do 7. cruzi e o comportamento biologico foi verificado por
Carneiro et al., 1991; Dvorak, 1980; Andrade et al., 1992; Andrade et al., 1997, bem
como a sensibilidade a drogas.

O T. cruzi apresenta estrutura e evolucao clonal e como tal pode ser considerado
como subdivisdes genéticas estaveis (Tibayrenc et al., 1986; Tibayrenc & Ayala, 1988).
Essa estrutura clonal pressupde uma correlacdo entre genética e as diferentes
propriedades do parasito. Diversos trabalhos empregando os mesmos estoques clonais
de T. cruzi utilizados nesse estudo, corroboram esta hipdtese e demonstram uma forte
ligacdo entre a distdncia genética e as propriedades biologicas em cultura acelular e
celular (Laurent ef al., 1997; Revollo et al., 1998) comportamento e patogenicidade em
camundongos e vetores (Laurent ef al., 1997; Lana et al., 1998; Toledo et al., 2002) e
susceptibilidade a drogas in vitro (Revollo et al., 1998) ¢ in vivo (Toledo et al., 2003;
Toledo et al., 2004a,b)

Considerando que nas infec¢des mistas os clones podem apresentar relagdes
simbidticas ou também de competicdo e que clones geneticamente mais proximos
apresentam propriedades biologicas mais semelhantes, seria esperado, como observado
nesse trabalho, que clones filogeneticamente mais distantes e, portanto, de propriedades
mais distintas, apresentassem menor grau de competicdo entre si, corroborando a
hipotese de trabalho de que a divergéncia filogenética do 7. cruzi exerce impacto sobre
as propriedades bioldgicas do parasito em infec¢cdes mistas no hospedeiro vertebrado,
como verificado em relagdo as infecgdes monoclonais (Toledo ef al., 2002).

Atualmente, o desenvolvimento de métodos moleculares mais sensiveis que
permitem caracterizar diretamente as populacdes de 7. cruzi presentes no sangue e
demais tecidos dos vertebrados ou fezes de triatomineos, tem comprovado a relevancia
das infec¢des mistas na epidemiologia da doenca (Bosseno et al, 2000; Vago et al.,
2000; Solari et al., 2001). Individuos vivendo em &rea endémica sdo provavelmente

submetidos a vdrias reinfec¢des, que aumentam o numero de infec¢des mistas
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detectaveis no curso da doenca (Breniére et al., 1998). Entretanto, o impacto dessas
infecgOes mistas ainda precisa para ser elucidado.

Esse trabalho representa um importante avanco para o entendimento das
infecgdes mistas e demonstra nitidamente, que a interacdo entre os clones da mistura
pode resultar em alteracao das propriedades bioldgicas do parasito e conseqiientemente,
do curso da infecgao.

As cepas de 7. cruzi ndo sdo necessariamente populagdes homogéneas e
diferentes clones podem apresentar, como revelado por diferentes estudos, diferengas na
sua composicdo antigénica (Breniére et al., 1991), viruléncia (Postan et al., 1983;
Lauria-Pires et al., 1997), padroes de isoenzimas (Golderberg & Pereira, 1983;
Montamat et al., 1996; Lauria-Pires et al, 1996a) e constituigdo génica
(Lauria-Pires et al., 1996a; Morel et al., 1980; Deane et al., 1984; Carneiro et al. 1990;
Oliveira et al., 1998). Andrade & Magalhaes (1997) definiram cepas como populagdes
estaveis que representam o equilibrio entre multiplos clones com predominancia de um
comportamento biologico. Entretanto, em decorréncia da alteracdo das pressdes do meio
ou hospedeiro, uma populacdo particular do parasito pode mudar seu comportamento
com o tempo, levando a alteragdes no comportamento da cepa como um todo
(Carneiro et al., 1990; Alves et al., 1993; Veloso et al., 2001). Lauria-Pires et al. (1997)
demonstraram que o padrao de comportamento de um estoque parental, em relagdo a
cinética de crescimento e diferenciagdo em meio acelular, ndo ¢ necessariamente o
mesmo observado para as linhagens subclonais subseqiientes. Esses dados sugerem que
o comportamento de uma infeccdo mista ¢ determinado pela interacdo dos clones
presentes na mistura e seu ambiente, corroborando os resultados encontrados nesse
estudo.

Embora grandes avangos tenham sido alcangados em relagdo ao entendimento
dos fatores determinantes da forma clinica da doenca de Chagas e no sucesso de seu
tratamento, esses ainda permanecem insatisfatorios e inconclusivos. As conseqiiéncias
da variabilidade genética, nestes aspectos, podem ser dificeis de serem avaliadas em
decorréncia das infec¢des mistas, encontradas tanto no ciclo silvestre como doméstico
da doenga, ignoradas antes do emprego dos marcadores moleculares hoje disponiveis.

A caracterizagdo de sub-populacionais de 7. cruzi isoladas de pacientes,

reservatorios e vetores em areas endémicas podera revelar diferentes padroes de
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combinagdes genéticas na mistura original, permitindo assim encontrar melhores
correlacdes com a epidemiologia da doenga, tais como capacidade de desenvolver no
vetor ou vertebrado e serem transmitidas entre estes; evolucdo da infeccdo e
manifestagdes clinicas da doenga e susceptibilidade a quimioterapicos. Os resultados
aqui encontrados ressaltam ainda mais a importancia de se considerar as infecgdes
mistas, tdo freqlientes na natureza, tanto em animais reservatorios e vetores,
(Tibayrenc et al., 1985; Bosseno et al., 1996; Solari et al., 1998; Bosseno et al., 2000)
bem como no homem (Breniére et al., 1985; Lauria-Pires et al., 1996a; Solari et al.,

2001; Torres et al., 2003) e suas diversas conseqiiéncias para o hospedeiro.
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As propriedades bioldgicas de clones de Trypanosoma cruzi pertencentes aos
gendtipos principais em infeccdes mistas foram diferentes daquelas
teoricamente esperadas, para a maioria das infec¢des estudadas em relagdo as

respectivas infec¢cdes monoclonais.

Os dados obtidos sugerem a ocorréncia de interagdes entre os gendtipos
envolvidos na mistura e ndo somente uma justaposicao. Essa interagdo resulta
em fendmenos de estimulacdo ou inibicdo entre os clones da mistura,
comprovados pela alterag@o significativa dos parametros avaliados em relagao

aos esperados para as infec¢des mistas.

A natureza dos efeitos de estimulacdo ou inibi¢do observados ndo apresenta
uma correlacdo direta com divergéncia filogenética do parasito. Efeitos
estimulatorios e inibitérios da parasitemia foram observados em todas as
combinagdes genotipicas estudadas, independentes da distdncia genética dos
clones da mistura, exceto para a combinagdo 39+32 em que foram observados

somente efeitos inibitérios.

A divergéncia filogenética dos clones presentes em infec¢cdes mistas parece
desempenhar um forte impacto sobre as propriedades do parasito, quando
consideradas em conjunto. Combinag¢des de clones geneticamente mais
distantes apresentaram menor grau de alteragdes nas propriedades biologicas
em infeccdes duplas, quando comparadas como o resultado esperado e
tomando como base as respectivas infec¢des monoclonais. Efeitos semelhantes
ao esperado foram encontrados somente em combinagdes de clones

geneticamente mais distantes.

Os dados sugerem a necessidade de se considerar o impacto das infec¢des
mistas por clones de 7. cruzi com caracteristicas genéticas distintas sobre o
hospedeiro, tanto na evolucdo da doenca, quanto na sua epidemiologia e na

resposta a terapéutica.
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7.1 Identificacao dos clones isolados de infeccoes mistas nao tratadas
por hemocultura

Os parasitos recuperados através da hemocultura, foram mantidos em
crescimento exponencial em meio LIT e o sedimento lavado em solu¢do salina
tamponada, congelado a —70°C para posterior analise pelo perfil de isoenzimas, RAPD e
microssatélites. A caracterizacdo dos clones encontradas no animal permitird avaliar a
dindmica de interacdo entre os clones da mistura e interpretar os fendmenos de inibi¢ao
e estimulagdo observados nas infecgdes mistas.

O emprego de diferentes metodologias para a identificacdo dos clones permitira

verificar o grau de correlagdo entre os marcadores moleculares utilizados neste estudo.

7.2  Identificacdo dos clones isolados de infeccoes mistas nlio tratadas
em eluato de sangue

Amostras de sangue de cada animal, retirado pelo plexo venoso retro-orbital,
foram coletados aos 60 dias apos inoculacio em Guanidina-HCI/EDTA 6 M e
conservados a temperatura ambiente. Essas amostras serdo submetidas a extragdo de
DNA e aquelas positivas na PCR (fragmento de 330 pb de minicirculos do kDNA do
parasito) serdo analisados por microssatélites, polimorfismo dos genes de rRNA e
subunidade II da Citocromo oxidase (CollI).

Esta caracterizagdo possibilitard comparar os resultados obtidos diretamente do
sangue com o encontrado apds isolamento e cultivo do parasito em meio LIT,
permitindo assim verificar se 0 manuseio do parasito em cultura altera a composi¢ao

original da populagao.

7.3 Identificacdo dos clones presentes nos tecidos do hospedeiro

Dois animais de cada uma das 24 infecgdes mistas estudadas foram necropsiados
entre 30-35 dias apos inoculacdo (d.a.i) e outros dois animais entre 120-125 (d.a.i).

Todos tecidos foram coletados, processados e armazenados a —70°C. Esse material abre

&3
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perspectivas para o estudo do tropismo tecidual em infecgdes mistas, utilizando um
grande nimero de amostras e combinagdes representativas da diversidade genética do

parasito.

7.4 Tratamento de infeccoes mistas

Considerando a importancia de infecgdes mistas em humanos (Solari et al., 2001)
e a complexidade e dificuldade oferecidas a terapéutica, o estudo do tratamento e de
infecgdes mistas experimentais, constituidas de populagdes caracterizadas
geneticamente € que representem a divergéncia filogenética do parasito, podera
constituir em uma importante ferramenta para o melhor entendimento a resposta ao

tratamento.
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