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RESUMO 
 

Oito estoques clonais de Trypanosoma cruzi, dois de cada um dos genótipos 

principais 19 e 20 (T. cruzi I), 39 (híbrido) e 32 (T. cruzi II) foram combinados em 24 

infecções mistas diferentes e estudadas em camundongos BALB/c. Em cada uma das 

infecções mistas, os animais foram inoculados com 5.000 tripomastigotas sanguíneos de 

cada clone por animal  e comparados com a corresponde infecção monoclonal cujo 

inóculo foi de 10.000 tripomastigotas do clone por animal. Foram analisados oito 

parâmetros: percentual de infectividade, percentual de mortalidade e percentual de 

positividade da hemocultura, período pré-patente, período patente, pico máximo de 

parasitemia, dia do pico máximo de parasitemia e parasitemia. Três comparações foram 

realizadas: (a) infecção monoclonal x infecção mista baseada nos valores esperados (b) 

infecção monoclonal x infecção mista baseada nos valores observados (c) valores 

esperados x valores observados para as infecções mistas. Ocorreram diferenças 

significativas na maioira dos parâmetros estudados, tendo sido observadas diferentes 

percentagens de alterações, variando de 4,2 a 79,2%. A parasitemia foi o parâmetro que 

apresentou maior pencentagem de alteração ocorrendo em praticamente todas as 

combinações genotípicas de T. cruzi. Foi observado aumento significativo em oito 

misturas e diminuição em 11, representando alterações em 19 das 24 combinações. Em 

um dos casos, foi observado efeito inibitório recíproco completo de um clone sobre o 

outro. A análise dos outros quatros parâmetros assosiados a parasitemia também 

demonstraram diferenças significativas entre os valores observados e esperados nas 

infecções duplas em diferentes proporções: 45.83% para PPP, 62.5% para PP, 66.6% 

para PMP e 33.3% para DPMP. Quando esses parâmetros foram considerados em 

conjunto, 11, 14, 11, 11, 15 e seis diferenças entre os valores observados e esperados 

foram detectadas nas combinações genotípicas 19+20, 19+39 19+32, 20+39, 39+32 e 

20+32, respectivamente. O menor número de diferenças significativas ocorreu 

exatamente na mistura 20+32, com clones filogeneticamente mais distantes e 

biologicamente mais distintos. Esses resultados enfatizam a importância de se 

considerar a possibilidade de ocorrência de infecções mistas e suas conseqüências para 

o hospedeiro, na patogênese e na evolução da doença de Chagas. 
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ABST RACT 
 

Eight Trypanosoma cruzi clonal stocks, two of each principal T. cruzi genotypes 

19 and 20 (T. cruzi I) and 39 (hybrid) and 32 (T. cruzi II) 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 T. 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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INTRODUÇÃO 

1.1 Aspectos Epidemiológicos e Clínicos da Doença de Chagas 
 

O Trypanosoma cruzi é um parasito intracelular obrigatório amplamente 

distribuído no continente americano, abrangendo regiões desde o norte dos Estados 

Unidos até o sul da Argentina (WHO, 1991). O ciclo desse parasito é primitivamente 

enzoótico, com diversas espécies de mamíferos silvestres e de triatomíneos albergando 

o parasito em uma inter-relação harmônica e equilibrada, estabelecida após anos de 

evolução (Barretto, 1979; Foranttini, 1980; Dias, 1993; Fernandes et al., 1998a). A 

interferência da ação humana em ambientes primitivos, através de intensa dispersão 

populacional e mudanças ecológicas drásticas, propiciou o contato de agentes vetores 

com hospedeiros susceptíveis em amplas áreas da América Latina, resultando no 

surgimento dessa enfermidade como zoonose. Isso perturbou fortemente a ecologia dos 

vetores e conduziu a uma reestruturação de focos naturais da doença com seu 

deslocamento para o ambiente doméstico. A doença de Chagas é um exemplo típico de 

uma moléstia que se estabeleceu como fruto da ação humana no ambiente e das 

desigualdades sociais, uma vez que a má qualidade das habitações facilitou a 

domiciliação dos vetores (Dias, 1992; Dias, 1993; Dias et al., 2002; Walter, 2003). Em 

regiões onde a ocupação de ecótopos primitivos não possibilitou o contato íntimo do 

vetor com o homem, seja pelas melhores condições de moradia ou pela menor 

capacidade de domiciliação do vetor, não se observou estabelecimento da doença (Dias, 

2000a). 

O advento da urbanização faz surgir um novo panorama, demonstrando ser a 

transfusão sangüínea uma importante via de transmissão da doença de Chagas, devido 

ao grande contingente de indivíduos chagásicos que migraram de regiões rurais 

endêmicas para as zonas urbanas em expansão (WHO, 1991; Dias, 1992). A 

transmissão congênita constitui o terceiro mais importante mecanismo de transmissão 

da doença de Chagas, com risco variando entre 0,5 a 10% em diferentes regiões 

geográficas (Dias, 2000a; Bittencourt, 2000).  

Estima-se que 13 milhões de pessoas estão infectadas pelo T. cruzi na América 

Latina e que 100 milhões estão em risco de contrair a infecção. A taxa de incidência é 

de 200.000 novos casos por ano e a taxa anual de morte, devido à forma cardíaca da 

doença, é aproximadamente de 21.000 casos (WHO, 2003). A iniciativa de Controle da 
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Doença de Chagas pelos países do Cone Sul e posteriormente por outras organizações 

reduziu substancialmente a incidência da infecção na América Latina (Moncayo, 2003). 

Contudo, a doença permanece como um sério problema de saúde pública, tanto pela 

falta de sustentabilidade das medidas de controle pelos órgãos governamentais, quanto 

pelo grande número de pessoas infectadas não diagnosticadas precocemente. Tais 

indivíduos podem desenvolver uma doença silenciosa, debilitante, com quadros clínicos 

complexos e diversos (Dias, 1992; Macedo, 1997), refratária ao tratamento específico, 

extremamente onerosa ao sistema de saúde e muitas vezes fatal.  

Em 2000, oito estados brasileiros receberam certificado de interrupção da 

transmissão  vetorial  do T. cruzi, concedido pela Organização Mundial de Saúde 

(WHO, 2000). Entretanto, por ser um país em desenvolvimento, sujeito a intensas 

transformações ambientais e albergando diversas espécies vetoras, o Brasil deve ser 

cauteloso e manter uma vigilância constante adaptada às condições epidemiológicas. No 

estado do Amazonas, que até recentemente era considerado livre da doença de Chagas, 

foram   registrados  38   casos   de  1969  a  1972   e  167  nos  últimos  oito  anos 

(Coura et al., 2002). Triatomíneos infectados têm sido encontrados no ambiente 

silvestre e no peridomicílio. Nesse estado, a infecção pelo T. cruzi é enzoótica e envolve 

uma variedade de mamíferos e pelo menos 10 a 16 espécies de triatomíneos silvestres. 

O intenso desflorestamento e as migrações humanas aumentam o risco de domiciliação 

de espécies vetoras e estabelecimento de novos focos de transmissão doméstica nessa 

região. Fernandes et al. (1999a) demonstraram em regiões próximas a grandes centros 

urbanos, na ilha de Jaguanum (RJ), que 90% dos marsupiais estão infectados pelo T. 

cruzi; segundo Lisboa et al. (2000) diversos espécimes de mico-leões dourados estão 

infectados pelo T. cruzi na Reserva de Poços das Antas, Rio de Janeiro.  

Considerando o panorama atual da doença de Chagas,  Dias (2000b) e Dias et al. 

(2002) apontam que essa endemia continuará incidindo, embora em proporções bem 

reduzidas, nas populações pobres e isoladas da América Latina, incapazes por si, de 

controlar a transmissão ou a doença. Atenção especial deverá ser dada em regiões que 

naturalmente convivem com o ciclo da doença, estabelecendo um sistema de vigilância 

epidemiológica efetivo, atenção médica e social aos milhares de infectados e avanços no 

tratamento específico/sintomático da doença.  

 3



INTRODUÇÃO 

Na história natural da doença de Chagas podem distinguir-se duas fases, uma 

aguda rápida e outra crônica de longa duração.  

A fase aguda dura cerca de quatro a 12 semanas, e os parasitos podem ser 

detectados diretamente no sangue periférico do indivíduo infectado. Essa fase da doença 

é inaparente em 90% dos casos. Casos graves são, geralmente, associados às crianças 

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).  

Após a fase aguda, o indivíduo evolui naturalmente para a fase crônica, 

caracterizada pela dificuldade de detecção do parasito no sangue periférico. A maioria 

dos indivíduos (50-70%) desenvolve a forma indeterminada da doença crônica, 

caracterizada por um longo período assintomático que pode durar por toda a vida. 

Entretanto, mesmo após um longo período assintomático, 25 % dos indivíduos podem 

desenvolver a forma cardíaca da doença de Chagas, 6% a forma digestiva e 3% podem 

sofrer envolvimento nervoso periférico (Coura 1983, 1985; Pereira 1985). Os fatores 

determinantes da doença sintomática não 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 T. cruzi enquadra-se no reino Protista, classe 

Kinetoplastidea, ordem Trypanosomatidae, gênero Trypanosoma – grupo Stercoraria e 

subgênero Schizotrypanum. 

A caracterização de populações de T. cruzi isoladas de diferentes origens e 

hospedeiros tem demonstrado uma grande diversidade de propriedades biológicas, 

bioquímicas, imunológicas, genéticas bem como de susceptibilidade a drogas. 
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1.2.1 Variabilidade Biológica 
 

As diferenças entre isolados de T. cruzi foram inicialmente demonstradas através 

da caracterização biológica, considerando-se a morfologia das formas sanguíneas, 

virulência, tropismo tecidual e patogenicidade.  

Chagas (1909) já descrevia diferenças morfológicas nas formas sanguíneas do 

parasito. Brener & Chiari (1963) e Brener (1965, 1969) confirmaram esses achados, 

demonstrando que formas delgadas, largas ou muito largas ocorriam em diferentes 

proporções nos diversos isolados do T. cruzi. Os autores verificaram que as formas finas 

são mais infectivas para células do hospedeiro vertebrado, mais sensíveis ao sistema 

imune e predominantes em cepas muito virulentas e macrofágicas. Em contrapartida, as 

formas largas são mais resistentes ao sistema imune, permanecendo mais tempo na 

circulação e mais presentes em cepas miotrópicas e de baixa virulência. Posteriormente, 

Brener (1977) sugeriu a classificação das cepas, baseado nos padrões da curva de 

parasitemia, em dois tipos polares: um pólo agressivo representado pela cepa Y e outro 

pólo mais brando representado pela cepa CL.  

Viannia (1911) verificou que o T. cruzi poderia ser encontrado em diferentes 

tecidos do hospedeiro vertebrado, embora os parasitos apresentassem certa preferência 

por grupos celulares específicos. Estudos de tropismo tecidual comprovaram essa 

observação e estabeleceram a existência de cepas miotrópicas, reticulotrópicas e outras 

que apresentam preferência por diferentes tecidos (Silva & Nussenweig, 1953; Andrade 

& Andrade, 1966; Brener, 1977; Melo & Brener, 1978, Amaral et al., 1975; Lenzi et al., 

1998). 

Diferenças quanto ao grau de virulência e patogenicidade (Bice & Zeledon, 

1970; Andrade, 1974; Andrade, 1985; Laura-Pires et al., 1997), composição antigênica 

(Nusseinweig & Goble, 1966) e sensibilidade a drogas (Brener et al., 1976; Filardi & 

Brener, 1987) também foram verificadas entre as cepas de T. cruzi. 

Andrade (1974), analisando essa variação entre isolados de T. cruzi sob o 

aspecto morfobiológico e comportamental em camundongos, propôs o primeiro critério 

de classificação para essa espécie. De acordo com esse estudo, três tipos foram 

estabelecidos: 
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 Tipo I – (cepa Y e Peruviana): multiplicação rápida, altos e precoces 

picos de parasitemia e mortalidade, predominância de formas finas e reticulotropismo 

na fase inicial da infecção;  

 Tipo II – (16 cepas isoladas no Recôncavo Baiano - Estado da Bahia): 

multiplicação lenta, picos irregulares de parasitemia entre 12 e 20 dias, predominância 

de formas largas ao longo da infecção, mas com formas finas em pequeno número na 

fase inicial, miocardiotropismo e lesões predominando no miocárdio; 

 Tipo III – (cepa Colombiana): multiplicação lenta, altos picos de 

parasitemia entre o 20o e 30o dias de infecção, baixas taxas de mortalidade, 

predominância de formas largas ao longo do curso da infecção com envolvimento 

predominante do músculo esquelético.        

 

1.2.2 Variabilidade Molecular 
 

Embora a caracterização biológica de isolados de T. cruzi seja essencial na 

determinação do papel das cepas na patogênese e terapêutica da doença (WHO, 1991), 

essa não constitui isoladamente uma ferramenta suficiente para a classificação 

sistemática de populações do parasito (Miles, 1979). O advento dos marcadores 

moleculares abriu novas perspectivas para o entendimento da doença de Chagas sob o 

ponto de vista da genética de população de parasitos, em uma visão integrada que 

engloba a diversidade genética dos três elos da cadeia epidemiológica (agente, vetor e 

hospedeiro). Isso permitiu correlacionar o impacto da variabilidade genética com 

propriedades biológicas do parasito, tais como patogenicidade, resposta terapêutica e 

epidemiologia da doença (Tibayrenc, 1998). 

A heterogeneidade intraespecífica do T. cruzi, ao nível 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 classificação das populações   

naturais de T. cruzi isoladas no nordeste e Brasil central em três grupos distintos 

denominados zimodemas principais Z1, Z2 e Z3.  
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Vários estudos sugerem que no Brasil, há localidades apresentando o ciclo 

doméstico e silvestre isolados, outras em que esses se sobrepõem ou ainda transmissão 

enzoótica com raro envolvimento humano (Miles et al., 1980). A caracterização de 

isolados dessas localidades tem demonstrado diferenças enzimáticas 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 doença aguda e crônica 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 mamíferos e vetores, mas, quando introduzidos nas 

casas, poderiam infectar o homem. O Z1 foi associado principalmente a mamíferos 

arbóreos e o Z3 a animais terrestres e tatus na Bacia Amazônica. 

Romanha et al. (1982) e Carneiro et al. (1990) caracterizando amostras isoladas 

da área endêmica de Bambuí/MG, encontraram quatro zimodemas distintos 

denominados ZA, ZB, ZC e ZD. O zimodema ZB foi encontrando em cepas silvestres e 

o ZA caracteristicamente no ciclo de transmissão doméstico; ZA corresponde ao Z2 de 

Miles (1978) e ZB um padrão heterozigoto gerado pela hibridização de ZA e ZC. 

Tibayrenc & Ayala (1986) estudando os perfis isoenzimáticos de 121 amostras 

isoladas de vários hospedeiros em amplas áreas geográficas da América e clonadas por 

técnica de micromanipulação, evidenciaram a grande diversidade genética entre as 

populações de T. cruzi. A análise de 15 locos enzimáticos demonstrou a existência de 

43 grupos genéticos distintos ou zimodemas, que foram denominados clones naturais. 

Esses dados demonstraram que a classificação inicial proposta em três grupos distintos 

não evidenciava satisfatoriamente a heterogeneidade genética do parasito, sendo que os 

Z1, Z2 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 

freqüência nos mais diversos hospedeiros e localidades geográficas, constituindo 53,7% 

dos isolados. Em decorrência dessa ubiqüidade, propuseram que esses deveriam 

apresentar importante papel na epidemiologia da doença, sendo estudados 

posteriormente em vários aspectos. Veas et al. (1991) propuseram a caracterização 

molecular de isolados de T. cruzi dos genótipos principais com base na amplificação da 

 7



INTRODUÇÃO 

região variável do kDNA e hibridização com sondas sub-específicas diretamente no 

sangue de humanos e reservartórios ou fezes de triatomíneos. 

Outros marcadores moleculares também têm demonstrado sucesso na detecção 

do polimorfismo genético em amostras de T. cruzi. A análise do kDNA com utilização 

de enzimas de restrição (RFLP – Restriction Fragment Length Polymorphism) 

evidenciou  que os  minicírculos são  heterogêneos em suas seqüências, podendo  ser 

utilizados   para   a    caracterização  de   diferentes      populações    do    T. cruzi 

(Morel et al., 1980). As populações caracterizadas por RFLP que apresentaram o 

mesmo perfil foram denominadas esquizodemas. As seqüências do minicírculo do 

kDNA mudam rapidamente, o suficiente para produzir diferenças entre cepas, mas não 

tão rapidamente que impeça uma análise laboratorial após estabelecimento de um 

estoque em hemocultura. Os resultados obtidos por essa técnica concordam com os 

perfis isoenzimáticos para os principais grupos, mas são mais discriminantes, 

demonstrando a existência de heterogeneidade dentro dos zimodemas. Sturm et al. 

(1989) otimizaram essa metodologia, realizando diretamente a digestão com enzimas de 

restrição do fragmento de 330pb, contendo as regiões variáveis do minicírculo, 

amplificado pela reação em cadeia da polimerase (PCR). Essa estratégia aumentou a 

sensibilidade da técnica, possibilitando que o estudo de esquizodemas fosse realizado 

nas amostras biológicas, sem prévia expansão e manuseio em cultura. 

Variações no tamanho das bandas cromossômicas têm sido evidenciadas em 

diferentes populações de T. cruzi e constituem uma ferramenta útil 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 

(seqüências repetitivas em tandem de 10 a 15 nucleotídeos, presentes em milhares de 

cópias do genoma humano) obtiveram uma sonda mutilocal humana que reconhece 

regiões de minissatélite no genoma do T. cruzi. A hibridização dessa sonda com o DNA 

nuclear do parasito, digerido com endonucleases de restrição, gera um padrão complexo 

de bandas especificas, denominado de impressão digital do DNA (DNA Fingerprint), 

que apresenta elevada correlação com a análise de esquizodema. 

Polimorfismo no DNA genômico do parasito também foi detectado através da 

técnica de RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA). Essa metodologia consiste 
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em uma reação em cadeia da polimerase que utiliza pequenos iniciadores de seqüências 

randômicas, as quais podem amplificar fragmentos anônimos no DNA alvo, gerando um 

padrão múltiplo de bandas cepa-específico. Essa técnica mostrou-se mais sensível que 

as análises de esquizodema e de impressão digital do DNA por requerer somente de 0,1 

a 1,0ng de DNA total. Ela tem sido utilizada por diversos pesquisadores para a 

caracterização 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 T. cruzi 

previamente caracterizados por isoenzimas, ampliando a análise para 22 locos 

enzimáticos e utilizando 20 iniciadores aleatórios na análise 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 mutações pontuais na 

seqüência de um fragmento de DNA previamente amplificado. Utilizando um único 

iniciador, complementar a um sítio específico do DNA molde, em baixas condições de 

estrigência, esse hibridiza com diversos sítios de maneira independente, gerando um 

padrão complexo de fragmentos que constitui uma assinatura gênica. Vago et al. 

(1996a,b) utilizando essa metodologia para avaliar a região variável do minicírculo do 

kDNA do T. cruzi, demonstraram o polimorfismo de cepas diretamente nos tecidos do 

hospedeiro. Essa técnica apresentou boa correlação com o DNA fingerprint. 

A análise do genoma nuclear do T. cruzi tem demonstrado que as seqüências 

repetitivas representam aproximadamente 44% do DNA nuclear (Castro et al., 1981; 

Lanar et al., 1981), das quais muitas estão organizadas em tandem. Dentre elas estão os 

microssatélites, que correspondem a pequenas seqüências de DNA com motivos de 

repetição de até seis nucleotídeos, com elevado grau de polimorfismo em relação ao 

número  de  repetições  em  um  dado  loco. Aproveitando  esta   característica,   

Oliveira et al. (1997) aplicou a técnica de SSR-PCR (Single Sequence Repeat Anchored 

Primer PCR) para o estudo da variabilidade genética em T. cruzi, baseada na 

amplificação simultânea de vários locos entre as repetições (CA)n de microssatélites 

utilizando iniciador com repetições (CA)8RY ancoradas em um par de purina 
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pirimidina. De acordo com os autores, essa técnica produziu um perfil de múltiplas 

bandas, tão informativo e mais reprodutível que o RAPD. Posteriormente, Oliveira et al. 

(1998) caracterizaram oito locos polimórficos contendo microssatélites de repetição 

(CA)n e os validaram como importante ferramenta para estudos taxonômicos e de 

genética de população. Pimenta (2002) caracterizou quatro novos locos de 

microssatélites com repetições de tri e tetranculeotídeos aplicáveis ao estudo de 

polimorfismo em T. cruzi diretamente em tecidos infectados. 

 

 

1.3 Estrutura Populacional do Trypanosoma cruzi 
 

Estudos de caracterização molecular em T. cruzi permitiram demonstrar o seu 

elevado polimorfismo genético e que as cepas, circulando entre vários hospedeiros 

silvestres e  domésticos,  consistem  de  mais de  uma  sub-população do parasito 

(Morel et al., 1980; Deane et al., 1984; Tibayrenc et al., 1986; Marques de Araújo & 

Chiari, 1988; Carneiro et al., 1990; Oliveira et al., 1998). 

Tibayrenc & Ayala (1988) propuseram que o T. cruzi apresenta estrutura e 

evolução predominantemente clonal. Isto implica que a reprodução sexual ou 

recombinação genética é um fenômeno extremamente raro nesta espécie; tão raro que 

não é capaz de impedir a existência de clones naturais estáveis no tempo. Desse modo, a 

variabilidade genética do parasito expressa o longo tempo de evolução separada de 

múltiplos clones e poderia explicar a grande variabilidade biológica e clínica do agente 

etiológico da doença de Chagas. 

Diversos métodos de análise suportam a teoria clonal em T. cruzi, os quais 

permitem avaliar a ausência de segregação e de recombinação gênica, que são 

características dos organismos sexuados. Nesse sentido, Tibayrenc & Ayala (1988), 

analisando 21 isolados desse parasito, observaram que eles foram heterozigotos 

idênticos em três locos gênicos e apresentaram alguns dos correspondentes homozigotos 

ausentes, o que é incompatível com a ocorrência de segregação meiótica, que ocorre nos 

organismos sexuados. Ausência de recombinação é também fortemente reforçada, 

considerando que os genótipos em diferentes locos apresentaram forte desequilíbrio de 
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ligação. Se alelos em cada um dos 15 locos fossem combinados randomicamente, o 

número total de genótipos esperados seria de 7x1015, pois todos poderiam ocorrer em 

baixa freqüência. Entretanto, foram encontrados apenas 43 zimodemas, 16 dos quais 

diferindo em um único alelo. Além disso, alguns zimodemas (19, 20 e 39) foram 

amostrados repetidamente em diferentes regiões geográficas e períodos de tempo. O 

elevado grau de correlação observado entre os diversos marcadores nucleares e 

extranucleares também corrobora a ausência de recombinação. 

Embora um grande número de marcadores tenha evidenciado um elevado grau 

de divergência genética entre as populações de T. cruzi, mais recentemente, estudos têm 

indicado uma clara subdivisão 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, têm 

sua classificação controversa e requerem estudos mais detalhados (Anom, 1999). 

Genes do RNA ribossomal (rRNA) são altamente conservados e encontrados 

repetidos em tandem, separados por regiões não transcritas no genoma dos 

tripanosomatídeos (Ramirez & Guervara, 1987). A análise comparativa de seqüências 

gênicas dessa região demonstra um elevado grau de homologia exceto para a região 3’ 

do gene. Souto & Zingales (1993) desenhando iniciadores específicos para amplificar 

essa região, verificaram diferenças no tamanho dos produtos de amplificação entre 

diversas cepas de T. 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 expansão no número de isolados 

analisados permitiu demonstrar a existência de um terceiro grupo de cepas que 

apresentaram as duas bandas, sendo classificadas como Grupo 1/2 (Souto et al., 1996). 

Recentemente, Mendonça et al. (2002) analisando cepas pertencentes ao Z3, detectaram 

um fragmento de tamanho intermediário (117pb), correspondente a um novo tipo de 

rRNA. 

A tendência de agrupamento de cepas de T. cruzi em duas ou três linhagens 

principais tem sido observada por diversos autores. Tibayrenc et al. (1993) já 

demonstravam a convergência de isolados de T. cruzi de diferentes regiões geográficas 

da América Latina para duas grandes subdivisões, claramente comprovada em um 
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estudo posterior através da análise 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 T. cruzi em grupos 

denominados ribodemas I, II e III. Observou-se correlação entre os marcadores 

genéticos para as subunidades 18S e 24Sα 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 cópias repetidas em tandem no 

genoma dos tripanosomatídeos e são responsáveis pela codificação da seqüência “Splice 

Leader” (SL) presente na extremidade 5’ de todos os RNAs mensageiros. A análise 

comparativa de genes de mini-exons em cepas de T. cruzi, revelou dimorfismo na 

seqüência da região intergênica (Murthy et al., 1992). Souto et al. (1996) estudando o 

polimorfismo do espaçador não transcrito do gene de mini-exon em diversas cepas do 

parasito, demonstrou a existência de dois grupos que apresentaram produto de 

amplificação de 300pb ou 350 pb. A associação dos perfis observados para os genes do 

rRNA e  do  mini-exon,  permitiu  classificar  as  cepas  em  três  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 correlação desses marcadores com o RAPD 

distribuiu os isolados do Grupo 1 e 1/2 em um ramo da árvore 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 não apresentarem produto de amplificação para o gene do mini-exon. A 

clonagem e sequenciamento do gene de mini-exon para estas cepas, demonstraram 69% 

de homologia com a seqüência do gene de cepas do grupo 2, entretanto, continham uma 

inserção/deleção de 50pb na posição –80 em relação sítio inicial de transcrição e 

imediatamente abaixo da r egião transcrita. Essas cepas foram classificadas como  

Grupo 2’ e foram correlacionadas ao Z3 de Miles (Fernandes et al., 1998b). 

Oliveira et al. (1998)  utilizando microssatélites  para estudo  de filogenia  em  

T. cruzi, confirmaram resultados prévios baseados no domínio D7 do gene 24Sα 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 T. cruzi localiza-se em minicromossomos constituindo 

aproximadamente 9% do DNA nuclear e corresponde a uma longa seqüência em tandem 

de 195pb de repetição (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 útil 

para distinguir espécies relacionadas do gênero Trypanosoma (Ole-Mouyoi, 1987; 

Dickin & Gibson, 1989). Bastrenta et al. (1999) analisando 24 estoques de T. cruzi, 

previamente caracterizados para 22 locos enzimáticos e sete locos de RAPD, após 

digestão do DNA com enzimas de restrição e hibridização com uma sonda de 195pb 

para a região satélite, obtiveram dois padrões de RFLP correspondentes às 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 têm descrito 

a diversidade genética do T. cruzi, revelada por diferentes marcadores, por meio de 

terminologias inumeráveis. Isso tem dificultado a correlação entre a genética, a 

complexa epidemiologia e a manifestação da doença. Em decorrência desse fato, no 

Encontro Satélite ocorrido durante o “Simpósio Internacional sobre os Avanços do 

Conhecimento da Doença de Chagas 90 anos após sua descoberta”, optou-se pela 

padronização da nomenclatura para esse parasito. Como estudos recentes têm indicado a 

convergência para duas subdivisões, ficou estabelecido que as cepas serão designadas 

como: 

 

 T. cruzi I 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/III (Clark & Pung, 1994) e similares; 

 

 T. cruzi II 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 II 

(Andrade, 1974), Linhagem 1 (Souto et al., 1996), Grupo 2 (Tibayrenc et al., 1995), 

Ribodema I (Clark & Pung, 1994) e similares; 

 

 T. cruzi quando não forem previamente caracterizadas ou cuja 

caracterização seja inconclusiva. Assim, a designação de cepas aparentemente híbridas 

 13



INTRODUÇÃO 

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) deverá ser decidida após estudos adicionais. 

 

Entretanto o significado dessa subdivisão em duas grandes linhagens apresenta 

divergências de opinião (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 terapêutica e patogenicidade possa ser 

observada, algumas lacunas ainda permanecem para serem preenchidas. Por exemplo, 

ambas as linhagens têm sido isoladas de diferentes ciclos de transmissão. Enquanto,     

T. cruzi I tem sido identificado tanto em mamíferos silvestres na Bacia Amazônica, 

quanto no ciclo doméstico em países andinos, ambos dispersos por amplas regiões da 

América Latina, o T. cruzi II parece estar mais associado ao ciclo doméstico da doença. 

Contudo, diversos trabalhos têm demonstrando uma maior complexidade do 

ciclo natural do parasito. Fernandes et al. (1999a) e Jansen et al. (1999) revelaram a 

presença de ambas as linhagens no ciclo silvestre, em estudos realizados em isolados da 

Mata Atlântica Brasileira (RJ) e no estado da Geórgia (EUA), respectivamente. Uma 

clara associação das linhagens principais do T. cruzi com diferentes hospedeiros foi 

verificada, com o T. cruzi I encontrado preferencialmente em marsupiais e T. cruzi II 

em mamíferos placentários. Cepas do zimodema 3, que até então tinham sido 

encontradas somente em casos agudos e no ciclo silvestre, foram também registradas 

em indivíduos chagásicos crônicos no Equador (Garzón et al., 2002).  

No Brasil, parece haver uma associação preferencial de T. cruzi I com o ciclo 

silvestre e de T. cruzi II com o ciclo doméstico da doença (Zingales et al., 1998; 

Fernandes et al. 1998a, 1999a,b). Áreas com mais alta morbidade da doença apresentam 

a circulação de T. cruzi II, enquanto T. cruzi I é evidenciado em áreas onde a doença de 

Chagas é pouco freqüente e a morbidade baixa (Fernandes et al., 1998a). 

Variações geográficas na prevalência e forma clínica da doença de Chagas têm 

sido registradas. No Brasil, a forma indeterminada da doença de Chagas é mais comum, 

correspondendo a 70% dos casos, seguida pela forma cardíaca (20-30%)  e  digestiva 

(8-10%). Entretanto, no Brasil central e Chile, a forma digestiva é predominante, 

enquanto  esta  é   praticamente  inexistente  na Venezuela  e  América  Central 
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(Luquetti et al., 1986; Dias, 1992). Entretanto, os fatores determinantes dessa 

heterogeneidade de manifestações em diferentes regiões geográficas ainda não foram 

completamente conhecidos e, possivelmente, não podem ser explicados exclusivamente 

pela genética do parasito quando se consideram  apenas as  duas grandes linhagens  

filogenéticas do T. cruzi. 

Em relação à susceptibilidade a drogas, tem sido verificada uma maior 

resistência das cepas mais ao norte e centro do Brasil, quando comparadas àquelas 

isoladas especificamente ao sul do país, Argentina e Chile, coincidindo justamente em 

áreas onde há predomínio de T. cruzi I e T. cruzi II, respectivamente (Filardi & Brener, 

1987; Toledo et al., 1997; Apt et al., 1998; Apt et al., 2003). Trabalhos experimentais 

com amostras geneticamente caracterizadas reforçam essa tendência (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 subdivisões 

menores em T. cruzi em estudos dessa natureza. 

Diversos marcadores multilocos sugerem a existência de subdivisões em T. 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 reúnem estoques 

que são geneticamente similares e identificáveis por marcadores moleculares e 

imunológicos comuns. Essas subdivisões são denominadas DTU1 e DTU2 (Discrete 

Typing Unity 1 e 2). 

A DTU1 corresponde a todos os genótipos relacionados ao T. cruzi I, que 

formalmente foram identificados como zimodema Z1. Representa um amplo e 

heterogêneo grupo, cuja identificação tem mais baixo valor preditivo em suas 

propriedades, enquanto a DTU2 parece apresentar maior especificidade geográfica e 

epidemiológica, sendo, portanto, sua identificação mais informativa (Barnabé et al., 

2000; Tibayrenc, 2003). 

  A DTU2 apresenta várias subdivisões menores chamadas de DTUs menores, 

correspondendo a DTUs 2a, 2b, 2c, 2d e 2e, das quais 2d e 2e são linhagens híbridas 

estabelecidas após subseqüente propagação clonal (Brisse et al.,  2000a,b). As DTU2a e 

DTU2b correspondem aos Zimodemas principais Z3 e Z2, respectivamente. Os autores 

consideram que a especificidade biológica e epidemiológica de cada uma das 

subdivisões menores, incluindo os genótipos, provavelmente é mais informativa que as 
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DTUs maiores. Classificações baseadas em seqüências gênicas também reforçam essa 

subdivisão (Brisse et al., 2001; Henriksson et al., 2002)  ou  em  menor número 

(Robello et al., 2000; Kawashita et al., 2001; Machado & Ayala, 2001). 

Recentemente, Sturm et al. (2003) realizaram uma análise comparativa de 10 

regiões gênicas de isolados de T. cruzi representativos das duas grandes subdivisões 

(Anon, 1999). Duas regiões intergênicas, denominadas HSP60 e 1F80, demonstraram 

polimorfismo e foram utilizadas para o desenho de sondas para identificação de novos 

isolados. Duas seqüências polimórficas foram encontradas em HSP60 e 

correlacionaram-se com a distinção entre T. cruzi I e T. cruzi II. Entretanto, 

polimorfismo no gene 1F18 revelou múltiplas subdivisões com as DTU2a e DTU2c 

apresentando  padrão  de  T. cruzi I, DTU2d e DTU2 e padrão de  ambos, T. cruzi I  e  

T. cruzi II. Esses dados sugerem que T. cruzi I e DTU2b parecem ser linhagens puras 

enquanto as subdivisões 2a/2c e 2d/2e são linhagens híbridas. 

Portanto, esses dados demonstram que nosso conhecimento das implicações 

epidemiológicas da variabilidade genética do T. cruzi ainda é insatisfatório. Um 

conjunto de esforços se torna ainda necessário a fim conhecer marcadores que possam 

melhor discriminar populações do parasito com características semelhantes. 

 

 

1.4 Impacto da Variabilidade Genética do Parasito sobre suas 
Propriedades Biológicas e Clínicas 
 

Lambrecht (1965) já considerava a premissa que o T. cruzi seria constituído de 

populações geneticamente heterogêneas e que essa diversidade poderia ser um dos 

fatores que modula a patogênese da doença. O desenvolvimento dos métodos 

moleculares para a caracterização do parasito permitiu demonstrar amplamente a 

variabilidade genética para essa espécie, resultando em intensas investigações na 

tentativa de correlacionar a genética do parasito com as suas propriedades biológicas e 

clínicas fundamentais. Esses estudos apontam algumas associações interessantes: 

 

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

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

Azanbuja, 1991); 

 comportamento biológico (Dvorak et al., 1980; Andrade et al., 1983;  

Andrade & Magalhães, 1997; Sanches et al., 1990); 

 sensibilidade a drogas (Andrade et al., 1985 ; Andrade et al., 1992;  

Murta et. al., 1998); 

 manifestações clínicas (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 T. cruzi I apresentam maior 

habilidade para infectar e completar seu ciclo de vida no inseto, que aquelas 

pertencentes ao T. cruzi II. 

Dvorak et al. (1980) estudando populações clonais provenientes de cepas 

isoladas de diversas origens, constataram correlação 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 último Z3. 

Sanchez  et al. (1990) estudaram in vitro a capacidade de cepas de T. cruzi, 

isoladas em regiões do Chile, Peru e Bolívia para diferenciar em tripomastigotas 

metacíclicos. Cepas classificadas como Z1 apresentaram maior nível de diferenciação, 

que variou entre 60 e 90%, enquanto as do Z2 demonstraram taxas muito heterogêneas. 

Tripomastigotas metacíclicos de ambos zimodemas foram infectivos para 

camundongos, sendo que aqueles pertencentes a Z1 produziram mais altos níveis 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 têm sido verificados por alguns autores. Ruiz et al. (1998) e Neira et al. (2002) 

encontraram que cepas de T. cruzi II infectam melhor humanos e células de macaco que 

cepas de T. cruzi I. Infecção em camundongos seguiram a mesma tendência, enquanto 

tripomastigotas metacíclicos de T. cruzi II foram mais infectivos, o mesmo inóculo para 

T. cruzi I não produziu parasitemia patente (Yoshida et al., 1983).  Essa discrepância 

pode ser atribuída a diferentes estoques de T. cruzi selecionados, variação nas condições 

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

T. cruzi (Toledo et al., 2002). 
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Andrade & Magalhães (1997),  estudando  o  comportamento  de 138 cepas  de 

T. cruzi isoladas de diversos hospedeiros e regiões geográficas, correlacionaram o 

comportamento biológico das cepas com seus respectivos perfis isoenzimáticos. 

Observou-se clara associação entre os Biodemas I (Andrade, 1974) e o Zimodema Z2b, 

Biodema II e Z2 e Biodema III e Z1.  Considerando a susceptibilidade a drogas, esses 

autores também constataram que cepas do Biodema I e II (T. cruzi II) apresentavam 

uma  elevada  ou parcial sensibilidade ao benznidazol e nifurtimox, enquanto o 

Biodema III  (T. cruzi I)  exibiu  um  elevado grau de resistência a essas drogas 

(Andrade et. al, 1985; Andrade et al., 1992). 

Murta et. al. (1998) estudando um marcador genético para resistência a droga 

em T. cruzi, verificaram que cepas pertencentes ao ZB apresentaram elevada 

susceptibilidade ao benznidazol independentemente da região geográfica de origem, 

enquanto cepas classificadas como Z1 ou Z2 foram tanto sensíveis, quanto resistentes 

ao tratamento. Quando correlacionadas aos perfis de genes de rRNA e mini-exon, 

nenhuma correlação foi verificada.  

Os trabalhos tentando correlacionar a genética do parasito à forma clínica da 

doença ainda são inconclusivos (Apt et al., 1987; Brenière et al., 1985; Breniére et al., 

1989), e apenas alguns apresentaram tal associação. Estudos isoenzimáticos de isolados 

de  T. cruzi  na  Argentina  têm  permitido  classificá-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 clínico produzido pelo parasita, Montamat et al. 

(1996) analisaram isolados de T. cruzi obtidos de 55 pacientes chagásicos crônicos da 

Argentina e demonstraram que apenas dois zimodemas, Z1 e Z12, são freqüentes e 

amplamente distribuídos em área endêmica. Esses diferem significantemente em sua 

patogenicidade. Pacientes infectados com Z1 tendem a permanecer assintomáticos por 

período de tempo mais longo do que aqueles infectados com Z12. Além disso, o risco 

para lesões cardíacas parece ser maior em pacientes abrigando Z12 do que Z1, 

indicando que naquela região a heterogeneidade das populações naturais do parasito 

apresentam correlação com a forma clínica do paciente. 

Vago et al. (2000) caracterizando por LSSP-PCR populações de T. cruzi 

presentes no coração de 13 pacientes com a forma cardíaca da doença Chagas e no 
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esôfago de quatro pacientes com a digestiva (três dos quais também apresentavam a 

forma cardíaca), verificaram que todas as amostras apresentaram uma assinatura de 

kDNA diferente para cada caso, demonstrando a grande variabilidade do T. cruzi. 

Entretanto, similaridades nos perfis de kDNA foram observadas entre pacientes da 

mesma região geográfica, sugerindo que  populações  geneticamente   relacionadas de 

T. cruzi, possivelmente, coexistem em uma região geográfica e podem estar 

determinando o desenvolvimento de uma mesma forma clínica. 

Considerando  que o T. cruzi apresenta evolução predominante clonal 

(Tibayrenc et al.,1993), espera-se uma evolução não-independente entre diferenças 

biológicas e divergência genética entre os clones naturais. Isso pressupõe que clones 

geneticamente mais próximos apresentariam características biológicas e clínicas mais 

semelhantes entre si, enquanto clones geneticamente mais distantes apresentariam 

propriedades mais distintas. Com o objetivo de comprovar tal hipótese, esse grupo de 

pesquisadores iniciou intensivas investigações com estudos bem estandardizados, 

empregando um número satisfatório de estoques clonais e representativos da 

heterogeneidade genética do parasito.  Nesse sentido, foram utilizados clones de T. cruzi 

representantes dos genótipos principais 19, 20, 32 e 39 (Tibayrenc & Breniére, 1988). O 

estudo filogenético desses clones demonstrou que clones do genótipo 19 e 20 (DTU1) 

são mais filogeneticamente relacionados entre si e distantes dos clones do genótipo 32 e 

39 (DTU2) também mais relacionados. Diversos ensaios in vitro e em camundongos 

experimentalmente infectados foram realizados a fim de verificar a hipótese de trabalho. 

Laurent et al. (1997) analisando o comportamento de 16 clones pertencentes aos 

genótipos 19, 20 e 39, avaliaram diferentes parâmetros em cultura e camundongos 

BALB/c. Diferenças significativas foram encontradas entre os grupos 19x20 e 20x39 

mais filogeneticamente distantes, demonstrando uma forte associação estatística entre 

genética e diferenças biológicas.  

Posteriormente, Revollo et al. (1998) trabalhando com 21 estoques clonais de   

T. cruzi  pertencentes  aos  genótipos 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 

genótipos 19 e 20 crescem mais facilmente em cultura, são 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 posição 

genética intermediária entre os grupos 19/20 e 32, apresentaram valores intermediários 

de sensibilidade a drogas. Entretanto, os autores observaram  grande desvio padrão entre 

os resultados obtidos com estoques clonais de um mesmo genótipo. 

A análise de 22 locos enzimáticos e por RAPD para representantes dos 

genótipos 19 e 20 demonstrou que esses diferem em um único alelo (correspondente à 

enzima 6-fosfogluconato desidrogenase, 6PGDH, E.C.1.1.1.44) e que diferenças 

estatísticas não foram observadas entre os mesmos para os parâmetros avaliados. Isso 

levou ao agrupamento desses genótipos, que passaram a ser referidos como genótipo 

19/20.  

Lana et al. (1998) estudaram o comportamento de 20 clones pertencentes aos 

genótipos principais em relação à sua capacidade de infectar e desenvolver  em 

Triatoma infestans. Foi constatada uma forte correlação entre marcadores genéticos e 

propriedades biológicas do parasito. Clones do genótipo 19/20 são mais infectivos para 

o inseto vetor e apresentam maior taxa de diferenciação e produção de flagelados, 

quando comparados com os clones pertencentes aos genótipos 39 e 32.  

Diego et al. (1998) verificaram correlação entre a distância genética e os 

achados histopatológicos em camundongos Swiss infectados por clones dos genótipos 

19, 20 e 39. Animais infectados com o genótipo 20 apresentaram importante 

comprometimento encefálico correspondendo a áreas inflamação e necrose. Parasitismo 

no baço e fígado foi encontrado apenas em animais infectados com o genótipo 39. O 

tropismo para o músculo esquelético foi acentuado para todos os genótipos e mais 

intenso que o cardiotropismo, que apresentou diferenças entre todos os genótipos. 

Entretanto, em decorrência desvio padrão no tropismo de clones de um dado genótipo, 

não foi possível suportar a hipótese de patogenicidade específica para zimodemas. 

Toledo et al. (2002) demonstraram, do mesmo modo, uma forte correlação entre 

divergência filogenética e propriedades biológicas. Os autores utilizando 20 estoques 

clonais, pertencentes aos genótipos 19, 20, 39 e 32, avaliaram comparativamente 14 

parâmetros em camundongos BALB/c durante a fase aguda e crônica da infecção. 

Genótipos mais relacionados (19x20 ou 32x39) apresentaram menor número de 

diferenças significativas do que genótipos geneticamente distantes (19 ou 20 versus 32 
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ou 39), exceto para a comparação 19x32. Clones do genótipo 20 foram os mais 

virulentos e patogênicos na fase aguda infecção, enquanto clones do genótipo 39 

apresentaram parasitemias mais heterogêneas, foram os únicos nos quais se detectou 

parasitismo tecidual durante a fase crônica da infecção, contudo, sem correlação com a 

intensidade do processo inflamatório. Clones do genótipo 32 foram os menos virulentos 

e patogênicos e indutores de baixa produção de anticorpos. 

Mais recentemente, Toledo et al. (2003, 2004a,b) avaliaram a ação do 

Benznidazol  e do Itraconazol em infecções experimentais em camundongos BALB/c. 

Esse estudo revelou que, em relação à sensibilidade ao Itraconazol, os resultados 

seguiram a mesma tendência de correlação entre a distância genética e as demais 

propriedades biológicas do parasito, já descrita para esses clones (Laurent et al., 1997; 

Revollo et al., 1998; Lana et al., 1998).  Clones dos genótipos relacionados 19 e 20 e 

distantes dos genótipos 39 e 32 apresentaram maior resistência ao tratamento (100% em 

ambas as fases da infecção), enquanto os genótipos 39 e 32 apresentaram menor 

resistência, especialmente o genótipo 32 (45 e 16% nas fases aguda e crônica, 

respectivametne). Em relação ao Benznidazol, observou-se que clones do genótipo 20 

foram totalmente resistentes ao tratamento, enquanto clones do genótipo 19 

apresentaram diferentes graus de sensibilidade. Dois padrões de resposta ao BZ foram 

observados para o genótipo 39, que apresentaram clones sensíveis a resistentes ao 

tratamento. Esse comportamento ambíguo foi observado também para as propriedades 

biológicas desses parasitos, o que pode ser devido ao fato desses clones serem 

geneticamente híbridos. Clones do genótipo 32 apresentaram um típico padrão de 

susceptibilidade ao Benznidazol. Quando esses estoques são agrupados nas duas 

linhagens genéticas do parasito, observa-se que clones pertencentes ao T. cruzi I são 

mais resistentes ao tratamento por ambos os fármacos, que clones pertencentes ao T. 

cruzi II, em ambas as fases da infecção.  

As análises tanto da resposta à terapêutica, quanto das propriedades biológicas 

do parasito, revelaram uma grande variabilidade entre os clones de um mesmo genótipo, 

demonstrando que apesar da correlação constatada, alguns clones não apresentaram 

comportamento típico dos representantes daquele grupo. Os genótipos 19 e 20 foram 

diferentes entre si em seis importantes parâmetros, embora fossem geneticamente muito 

próximos, permitindo considerá-los separadamente, ao contrário 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 subdivisões menores em T. cruzi e não apenas a 

classificação em dois grupos principais T. cruzi I e T cruzi II, em estudos que tentam 

correlacionar aspectos genéticos do parasito com sua biologia, patogenicidade, 

epidemiologia e susceptibilidade a drogas, devido a grande heterogeneidade observada 

entre os mesmos. 

 

 

1.5 Infecções Mistas 
 

A caracterização bioquímica e molecular de isolados de T. cruzi têm 

evidenciado, cada vez mais, a ocorrência de infecções mistas em humanos, reservatórios 

e vetores (Brenière 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 utilização de técnicas moleculares mais sensíveis, capazes de 

detectar o parasito diretamente no sangue de humanos ou fezes de triatomíneos, tem 

detectado a ocorrência de infecções mistas por clones dos genótipos principais em 

42,5% e 41,0% dos isolados provenientes de pacientes humanos da área endêmica no 

Chile (Solari et al., 2001) e de triatomíneos bolivianos (Bosseno et al., 2000), 

respectivamente. Esses dados demonstram a relevância das infecções mistas na 

epidemiologia da doença. Provavelmente, pessoas em áreas endêmicas são submetidas a 

várias reinfecções possibilitando a existência de um grande número de infecções mistas 

detectáveis no curso da doença. Contudo, as conseqüências das mesmas para o 

hospedeiro ainda precisam ser determinadas, tornando muito mais complexo o seu 

estudo. 

Na tentativa de elucidar estes aspectos, estudos de infecções mistas 

experimentais em vetores e hospedeiros vertebrados vêm sendo realizados e têm 

demonstrado resultados interessantes. Pinto et al. (1998), comparando a taxa de 

transmissão vetorial em T. infestans, em infecções mistas e monoclonais por clones dos 

genótipos principais, verificaram que não ocorre apenas uma justaposição entre os 

clones da mistura. Os resultados sugerem uma interação entre os clones, sendo 
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observados tanto efeitos de estimulação quanto de inibição recíprocas. Desse modo, 

clones do genótipo 32, que apresentam baixa infectividade e produção de flagelados no 

inseto vetor, quando combinados com clones do genótipo 19/20, que são fortes para 

essas propriedades, foram capazes de permanecer no hospedeiro invertebrado e às vezes 

até mais presentes do que aqueles de genótipo 19/20. A caracterização genética por 

isoenzimas e RAPD indicou a permanência das infecções mistas no vetor em 87% das 

combinações. Resultados análogos foram obtidos por Lana et al. (2000) ao estudar 

infecções mistas com alguns destes mesmos clones em camundongos BALB/c 

recuperados em cultura e identificados por esses mesmos marcadores. 

Franco et al. (2003), realizando infecções em ratos com misturas artificiais da 

cepa monoclonal JG (isolada de um paciente com megaesôfago) e o clone CL-Brener 

(miotrópico), observaram evidente redução na taxa de mortalidade, bem como alteração 

no tropismo tecidual dos estoques, quando comparadas com suas respectivas infecções 

isoladas. 

 

 

1.6 Justificativa 
 

Considerando a prevalência de infecções mistas em humanos e vetores e que a 

diversidade genética das populações de T. cruzi têm implicações biológicas relevantes, 

estudos mais detalhados de infecções mistas experimentais necessitam ser realizados 

possibilitando assim determinar o impacto das mesmas sobre as propriedades biológicas 

do parasito, epidemiologia e clínica da doença. 

Nesse sentido, o presente trabalho propõe estudar comparativamente infecções 

experimentais em camundongos BALB/c, monoclonais e mistas, utilizando diferentes 

composições de clones de T. cruzi previamente caracterizados molecularmente e 

apresentando distintos graus de divergência filogenética entre si, abrindo perspectivas 

para se entender o impacto dessas infecções tão comuns na natureza e inclusive no 

homem.  

 23



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2  OBJETIVOS 

 



OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 
 

Avaliar em camundongos BALB/c, o impacto de infecções mistas por clones de 

T. cruzi pertencentes a genótipos distintos sobre propriedades biológicas do parasito em 

comparação com as respectivas infecções monoclonais e se a divergência filogenética 

do parasito exerce papel relevante nesse processo.  

 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
2.2.1 Avaliar biologicamente infecções mistas pelo T. cruzi, considerando os 

parâmetros de virulência: infectividade, mortalidade, taxa de positividade de 

hemocultura, período pré-patente, período patente, pico máximo de parasitemia, dia do 

pico máximo de parasitemia e parasitemia, comparando-se: 

 

 

 (a) valores observados nas infecções monoclonais e mistas; 

 

(b) valores observados nas infecções monoclonais versus valores esperados nas 

infecções mistas; 

 

 (c) valores esperados versus valores observados nas infecções mistas. 
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ANIMAIS, MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Estoques Clonais de Trypanosoma cruzi 
 

Nesse estudo, foram utilizados oito estoques clonais de T. cruzi previamente 

caracterizados por isoenzimas e 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, originários de diversas regiões 

geográficas da América Latina (Tabela I), clonadas por técnica de micromanipulação e 

mantidas criopreservadas no “Laboratoire de Génetique des Maladies Infectieuses, 

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

 

 

Tabela I 
 

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

naturais ubíquos 19, 20, 39 e 32. 
 

Genótipos Clones Hospedeiros País Região 

19 
Gambacl1 

OPS21 cl1 

Didelphis marsupialis 

Homem, fase aguda 

Brasil  

Venezuela  

São Paulo 

Cojedes 

20 
Cuica cl1 

P209 cl1 

Opossum Cuica philander 

Homem, fase crônica 

Brasil 

Bolívia  

São Paulo 

Sucre 

39 
Bug2148 cl1 

SO3 cl5 

Triatoma infestans 

Triatoma infestans 

Brasil 

Bolívia 

Rio Grande do Sul 

Potosi 

32 
MAS cl1 

IVV cl4 

Homem, fase crônica 

Homem, fase crônica 

Brasil 

Chile 

Brasília 

Santiago 

 

 

 Os oito clones utilizados nesse trabalho foram selecionados entre 20 

estoques clonais de T. cruzi avaliados por Toledo et al. (2002) em camundongos 

BALB/c, tomando-se sempre o clone de maior e menor virulência de cada um dos 

genótipos estudados. Os clones dos genótipos 19 e 20 (DTU1) são filogeneticamente 

mais relacionados entre si e distantes dos genótipos 39 e 32 (DTU2) também 

geneticamente próximos entre si (Figura 1).  
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Os estoques clonais criopreservados foram descongelados, cultivados em meio 

LIT - Liver Infusion Tryptose (Camargo, 1964) à 28ºC e os tripomastigotas 

metacíclicos obtidos destas culturas, inoculados em camundongos albinos, de 20-30 

dias de idade, para obtenção de tripomastigotas sangüíneos.  
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OPS21 cl11 

 

 

DTU1  ou T. cruzi  I 
(19/2200) 
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URA 1: Dendograma mostrando a diver
ncentes aos genótipos principais em estudo, 
tica de Jaccard (1908), obtida pela análise iso
bayrenc et al., 1993.  

 

Infecções Experimentais 
 

Nos grupos experimentais foram 

as, de 28-30 dias de idade, proven

ógicas (CEBIO) da Universidade Fed

camundongo foi escolhida para se 
DTU2d
(39) 3399
IVV cl4 

DTU2b ou T. cruzi II  

(32) 
MAS cl1 

gência filogenética entre os oito clones de T. cruzi 
construído pela UPGMA, usando a matriz de distância 
enzimática de 22 locos genéticos e RAPD. Modificado 

utilizados camundongos BALB/c isogênicos, 

ientes do Biotério do Instituto de Ciências 

eral de Minas Gerais (UFMG). Esta linhagem 

obter dados comparáveis com os estudos 
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anteriores de infecções monoclonais (Toledo et al., 2002) também realizados neste 

modelo experimental. 

Para as infecções monoclonais, seis animais foram inoculados por via 

intraperitoneal com 10.000 tripomastigotas sangüíneos/animal e para as infecções 

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

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

clones foram combinados aos pares, resultando em 24 combinações de genótipos 

distintos (Tabela III). 

 

 

Tabela II 
Combinação dos clones representativos dos grupos genéticos 19, 20, 39 e 32 de Trypanosoma 

cruzi utilizados em infecções mistas de camundongos BALB/c. 

 

Mistura de 

genótipos 

                    

 Mistura de clones 

  

 + Virulento  

+ Virulento 

- Virulento 

- Virulento 

+ Virulento 

- Virulento 

  - Virulento 

+ Virulento 

 

19 + 20 

 

Gambacl1+ P209 cl1 

 

OPS21 cl11+ Cuica cl1

 

Gambacl1+ Cuica cl1 

 

OPS21 cl11+ P209 cl1 

 

19 + 39 

 

Gambacl1+ Bug2148 cl1 

 

OPS21 cl11+ SO3 cl5 

 

Gambacl1 + SO3 cl5 

 

OPS21 cl11+ Bug2148 cl1 

 

19 + 32 

 

Gambacl1+ IVV cl4 

 

OPS21 cl11+ MAS cl1

 

Gambacl1+ MAS cl1 

 

OPS21 cl11+ IVV cl4 

 

20 + 39 

 

P209 cl1+ Bug2148 cl1 

 

Cuica cl1+ SO3 cl5 

 

P209 cl1 + SO3 cl5 

 

Cuica cl1 + Bug2148 cl1 

 

20 + 32 

 

P209 cl1+ IVV cl4 

 

Cuica cl1+ MAS cl1 

 

P209 cl1 + MAS cl1 

 

Cuica cl1 + IVV cl4 

 

39 + 32  

 

Bug2148 cl1 + IVV cl4 

 

SO3 cl5 + MAS cl1 

 

Bug2148 cl1+ MAS cl1 

 

SO3 cl5 + IVV cl4 

+ Mais,  - menos. 
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3.3  Avaliações Parasitológicas 
 
 

3.3.1 Exame a Fresco 
 

A contagem de formas tripomastigotas sangüíneas foi realizada diariamente, 

pelo exame a fresco de 5µL de sangue, coletados da veia caudal do animal e contados 

segundo Brener (1962) para traçado 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 distribuído em dois tubos cônicos de 15mL contendo 3mL de LIT (Camargo, 1964). 

Os tubos foram incubados à 28ºC, homogeneizados a cada 48h e uma gota do sedimento 

foi analisada ao microscópio óptico em objetiva de 40x, a cada 15 dias até o 90o dia 

após a coleta. A hemocultura foi realizada para confirmação da infecção nos animais 

cujo exame a fresco foi negativo e para avaliação da taxa de positividade da 

hemocultura (+Hem). 

 
 
3.4 Parâmetros Avaliados 
 
 

3.4.1 Infectividade (INF) 
 

A infectividade foi determinada pelo exame a fresco até 30o dia após a 

inoculação (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 determinação da taxa de mortalidade os animais foram acompanhados 

diariamente e a mortalidade registrada até o 90od.a.i. e expressa em percentagem 

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

Para sua avaliação, a hemocultura foi realizada no 60od.a.i. e expressa em 

percentagem cumulativa de animais com hemocultura positiva. 

  

 

3.4.4 Período Pré-patente (PPP) 
 

O PPP corresponde ao período compreendido entre a inoculação e o primeiro dia 

de detecção do parasito no sangue periférico do animal através do exame a fresco e 

expresso em dias. 

 

 

3.4.5 Período Patente (PP) 
 

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

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

 

 

3.4.6 Pico Máximo de Parasitemia (PMP)  
 

O PMP corresponde ao máximo de parasitemia e expresso em número de 

tripomastigotas sangüíneos/0.1mL de sangue, detectado  pelo exame de sangue a fresco 

segundo a metodologia de Brener (1962). 

 
 

3.4.7 Dia do Pico Máximo (DPMP)  
 

O DPMP corresponde ao dia de ocorrência do máximo 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 negativação por cinco dias consecutivos. Infecções por clones de baixa virulência 

foram acompanhadas pelo menos até o 30od.a.i. As curvas de parasitemia representam a 

contagem média da parasitemia, por dia de infecção. 

 

 

3.5 Análise de Dados 
 

A hipótese nula explorada nesse trabalho é que não há interação entre os clones 

de uma dada mistura. Deste modo a análise dos dados para todos os parâmetros 

avaliados foi realizada em três níveis, comparando-se: 

 

(a) valores observados nas infecções monoclonais e mistas; 

 

(b) valores observados nas infecções monoclonais versus valores esperados nas 

infecções mistas; 

 

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

 

Para a análise estatística dos parâmetros PPP, PP, PM e DMP as amostras 

apresentaram variância homogênea e distribuição normal, sendo adotado o teste Anova 

para a comparação entre os valores observados para as infecções mistas e suas 

respectivas infecções monoclonais. Em alguns casos, quando a variância foi 

heterogênea, utilizou-se o teste de Mann-Whitney (MN), segundo Conares (1980).  

A comparação entre os valores esperados e observados para as infecções mistas 

experimentais, para os parâmetros mencionados acima, foi realizada através do teste de 

Student. 

A PAR foi analisada pelo teste não-parâmetrico Kolmogorov-Sminorv (KS), que 

compara a área sob a curva entre duas amostras (Conares, 1980).   
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As taxas de infectividade (IFN), mortalidade (MOR) e hemocultura positiva 

(+HEM) foram comparadas utilizando-se o teste não paramétrico do qui-quadrado (χ2) 

de Snedecor & Cochran (1989). 

Para todas as análises adotou-se o intervalo de confiança de 95%, sendo que 

diferenças significativas foram registradas quando o nível P de significância foi menor 

ou igual a 0,05 (P≤0,05). 
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RESULTADOS 

A hipótese nula explorada nesse trabalho é que não há interação entre os clones 

de T. cruzi de uma dada mistura. Dessa forma, considerando que existe uma correlação 

entre os níveis de parasitemia e o tamanho do inóculo, verificada por experimentos 

prévios realizados por nosso grupo (Figura 2A), partindo-se de um Clone A e um Clone 

B, com diferentes níveis de virulência, o resultado esperado para a infecção mista 

teórica A+B refletirá a média de efeitos dos dois clones ou a natureza peculiar de um 

deles, dependendo do parâmetro avaliado (Figura 2B). Portanto, para facilitar a 

compreensão da análise dos dados realizada nesse estudo, os resultados esperados para 

cada um dos parâmetros avaliados nas infecções mistas foram os seguintes: 

 

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

do clone de maior virulência da mistura; 

 

b) Período pré-patente: reflexo do clone de PPP mais curto; 

 

c) Período patente: reflexo do clone de PP mais longo; 

 

d) Pico máximo de parasitemia e área sob a curva: a média entre os valores 

dos dois clones da mistura; 

 

e) Dia do Pico máximo: o dia do pico do clone mais virulento da mistura, se 

os níveis de parasitemia dos dois clones forem muito diferentes. Se as misturas 

apresentarem níveis semelhantes o resultado esperado aproximará da média dos valores 

dos dois clones; 

 

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

 

Em relação às taxas de infectividade, mortalidade e positividade da hemocultura, 

não foram encontradas diferenças significativas. Embora o comportamento biológico 

para esses parâmetros, aparentemente, tenha sofrido alteração em muitas das infecções 

mistas (Tabela III), o tamanho da amostra utilizado nesse estudo foi insuficiente para 

que o teste estatístico apresentasse diferença significativa. 
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FIGURA 2: A - Curvas de parasitemia do clone A para o inóculo de 5.000 tripomasitogatas 
sanguineos por animal (A), 10.000 TS/animal (2A) e a média teórica de 2A (TA), demontrando existir 
correlação entre o tamanho do inóculo e os níveis de parasitemia. B - Curvas de parasitemia média das 
infecções monoclonais pelos clones A e B e a infecção mista teórica A+B. 
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4.1 Análise Global dos parâmetros por Combinação Genotípica 
 

A análise geral dos dados demonstra que os parâmetros avaliados  INF, MORT, 

HEM+, PPP, PP, PMP, DPMP, PAR)  apresentaram diferentes percentagens de 

alterações significativas entre os valores esperados e observados nas infecções mistas 

experimentais e teóricas variando de 4,2 a 79,2% (Figura 3), exceto para os parâmetros 

infectividade e mortalidade.  

Considerando-se todos os parâmetros relaciondados a parasitemia agrupados, 

foram verificadas 11, 14, 11, 11, 15 diferenças significativas nas combinações 

genotípicas 19+20, 19+39, 19+ 32, 20+39 e 39+32, respectivamente (Figura 4). Na 

combinação 20+32, constituída de clones filogeneticamente mais distantes e com graus 

de virulência mais distintos encontrou-se o menor número de diferenças significativas 

(seis). 
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FIGURA 3: Percentagem de diferenças significativas entre os valores esperados e observados nos 
parâmetros avaliados em infecções mistas por estoques clonais de Trypanosoma cruzi pertencentes aos 
genótipos principais.  
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FIGURA 4: Número de diferenças significativas entre os valores esperados e observados em infecções 
mistas por estoques clonais de Trypanosoma cruzi  nas combinações genotípicas estudadas. PPP = 
período pré-patente PP = período patente PM = pico máximo, DPM = dia do pico máximo, PAR = 
parasitemia, S = somatório de diferenças significativas por parâmetro avaliado. 
 
 
 
 
4.2 Infectividade 

 

As taxas de infectividade (INF) observadas em todas as infecções mistas foram 

de 100% (Figura 5), sendo igual ou superior a do clone mais infectante da mistura, 

quando considerada sua respectiva infecção monoclonal. Não foram encontradas 

diferenças significativas na análise desse parâmetro. Entretanto, combinações de clones 

dos genótipos 39 e 32 foram capazes de infectar todos os animais, ao contrário do 

observado nas respectivas infecções monoclonais (Figuras 29A e 30A). 

  As comparações entre os valores esperados e observados para todas as 

infecções mistas estão represetendas nas Figuras (8-24)A. 
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FIGURA 5: Taxas de infectividade avaliadas em camundongos BALB/c em infecções monoclonais 
(barras verdes) e mistas (barras vermelhas) por clones de Trypanosoma cruzi pertencentes aos genótipos 
principais. As setas indicam efeito estimulatório entre os clones dos genótipos 39 e 32 nas infecções 
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 infecções mistas variaram de 

zero a 40% (Figura 6). Embora diferenças significativas não tenham sido detectadas em 

relação aos valores esperados (Figuras 8-24A), pode-se notar que para algumas 

combinações ocorreu  aumento  importante da  taxa de  mortalidade,  tais  como  OPS21 

cl11 + Cuica cl1   (Figura 9A),   OPS21 cl11 + P209 cl1   (Figura 11A), OPS21 cl11 + 

IVV cl4 (Figura 19A), Cuica cl1 + SO3 cl5 (Figura 21A). A combinação do clone 

P209 cl1 (genótipo 20) com clones do genótipo 39 e 32, aparentemente resultou em um 

efeito favorável para os animais, levando a redução da mortalidade de 15,4% a zero 

(Figuras 6, 22A, 24A e 26A),  exceto   para a  mistura  P209 cl1 + Bug2148 cl1 

(Figura 20A) com  mortalidade  de 16,7%. 
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FIGURA 6: Taxas de mortalidade avaliadas em camundongos BALB/c em infecções monoclonais 
(barrras verdes) e mistas (barras vermelhas) por clones de Trypanosoma cruzi pertencentes aos genótipos 
principais. As setas vermelhas com litras brancas indicam efeito redutor da mortalidade nas infecções 
mistas, quando clones dos genótipos 39 (setas brancas) são combinados ao clone P209 cl1 (seta 
vermelha); enquanto as setas alaranjadas representam aumento das taxas de mortalidade nas infecções 
mistas quando comparadas com suas respectivas infecções monoclonais.    
 
 
 
 

4.4 Taxa de Positividade da Hemocultura 
 

Em relação às taxas de positividade da hemocultura (Hem+) foi detectada 

diferença  significativa  em  uma  única  mistura  representada  pela  combinação  

OPS21 cl11 + S03 cl5 (P < 0.048), Figura 13A. Entretanto, a análise dos dados 

demonstra uma redução na positividade da hemocultura em sete das 24 (29,2%) 

infecções mistas estudadas, com taxas variando de 50 a 87,3% em relação ao esperado 

de 100% de positividade (Figuras 7, 13A, 15A, 17A, 18A, 19A, 27A e 30A).  
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FIGURA 7: Taxas de positividade de hemocultura avaliadas em camundongos BALB/c em infecções 
monoclonais (barras verdes) e mistas (barras vermelhas) por clones de Trypanosoma cruzi pertencentes 
aos genótipos principais. As setas indicam redução na positividadeda hemocultura das infecções mistas 
quando comparadas com o valor esperado para a respectiva infecção mista teórica. 
 
 
 
4.5 Período Pré-patente 

 

O PPP médio apresentou 45,8% de alterações significativas nos valores 

observados nas infecções mistas em relação aos valores esperados correspondentes 

(Figura 3). Dessas, 16,6% (4/24) apresentaram parasitemia mais precocemente 

(Figuras 9A, 14A, 16A e 23A) e 29,1% (7/24) mais tardiamente (Figuras 12A, 13A, 

15A, 18A, 20A, 21A, 23A e 29A) em relação ao esperado. O maior número de 

diferenças significativas foi observado nas combinações genotípicas 19+39 e 20+39, 

correspondendo a quatro e três diferenças, respectivamente. A combinação 39+32 foi a 

que apresentou menor grau de alteração para esse parâmetro (Figura 4). 
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4.6 Período Patente 
 

O período patente foi o segundo a apresentar mais elevado grau de alterações nas 

infecções mistas. Foram observadas diferenças 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 genótipos 19+39 e 39+32 

apresentaram alterações significativas em todas as combinações estudadas (Figura 4). 

 

 

4.7 Pico Máximo de Parasitemia 
 

Para o PMP foram observadas 62,5% (15/24) de diferenças significativas entre 

os valores esperado e observado nas infecções mistas, sendo o segundo parâmetro a 

apresentar maior grau de alteração. Ocorreram tanto efeitos de estimulação quanto de 

inibição entre os clones da mistura. Em 25,0% (6/24) das infecções duplas foi 

observado um aumento da parasitemia média no pico máximo (Figuras 8A, 9A, 12A, 

15A, 21A e 23A), enquanto em 37,5% (9/24) foi observada redução neste valor 

(Figuras 11A, 13A, 17A, 19A, 26A, 28A, 29A, 30A e 31A). As alterações (Figura 4) 

ocorreram em todas as combinações genotípicas em diferentes freqüências: 4/4 (19+20 

e 39+32), 3/4 (19+39), 2/4 (19+32 e 20+39), 1/4 (20+32). Foi evidente a ocorrência de 

maior número de diferenças significativas entre as combinações de clones 

geneticamente mais relacionados (Figura 4). Efeitos de estimulação aconteceram na 

combinação 19+20 (Figuras 8A, 9A e 11A) e inibição em todas as misturas da 

combinação 39+32 (Figuras 28A, 29A, 30A e 31A). 

 

 

4.8 Dia do Pico Máximo de Parasitemia 
 

Considerando os parâmetros relacionados à curva parasitemia, o dia do pico 

máximo foi o que apresentou menor número de diferenças significativas entre os valores 

esperados e observados nas infecções mistas (Figura 4).  Foram verificadas alterações 
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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 e 26A). Não foi encontrada correlação entre a 

mudança do DPMP e as combinações genotípicas (Figura 4). No entanto, elas 

ocorreram em todas as combinações dos genótipos 19+20. 

 

 

4.9 Parasitemia 
 

A parasitemia média foi o parâmetro que apresentou a maior percentagem de 

alterações. Diferenças significativas foram verificadas em 79,2% (19/24) das misturas 

(Figura 3). A análise das curvas de parasitemia média revela que alterações nos níveis 

de parasitemia e no perfil da curva foram detectadas, sendo registrados tanto fenômenos 

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 e 31A). 

Apenas em cinco das 24 combinações não foram observados esses fenômenos (Figuras 

14A, 18A, 20A, 22A e 27A), ou seja, não foram detectadas diferenças significativas 

entre os valores esperados e observados para as infecções mistas. 

Aparentemente, não houve correlação entre a natureza da alteração e a 

combinação genotípica neste parâmetro.  

Efeitos de estimulação foram detectados nas combinações dos genótipos 19+20 

(3/4 - Figuras 8A, 9A e 10A), 19+39 (2/4 - Figuras 12A e 15A), 20+39 (2/4 - Figuras 

21A e 23A) e 20+32 (1/4 - Figura 25A), representando 33,3% (8/24) das infecções 

mistas estudadas. 

Efeitos de inibição entre os clones foram observados em 45,8% (11/24) das 

infecções mistas,  ocorrendo em todas as misturas da combinação genotípica  39+32 

(4/4 - Figuras 28A, 29A, 30A e 31A) e  em  menor  proporção  nas  combinações 

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 cl11 + SO3 cl5 

apresentou efeito inibitório recíproco entre os clones da mistura (Figura 13A). Embora 

a infecção 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 quantificação dos 

parasitos não foi possível por exame a fresco segundo a metodologia de Brener (1962). 

Diferenças significativas quanto a parasitemia não foram registradas somente 

nas   combinações   dos  genótipos   mais distantes   filogeneticamente   19+32    

(Gambá  cl1  +   MAS cl1  -  Figura  18A),  20+39   (P209  cl1  +   Bug2148  cl1,   

P209 cl1 + SO3 cl5 – Figuras 20A e 22A) e 20+32 (Cuica cl1 + IVV cl4 - Figura 

27A). 
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 PPP PP PMP x 103 DPMP 
GGaammbbaa  ccll11  19,4+6,37 54,4+11,68 31,4+18,80 52, 8+15,30 
P209 cl1 9,6+3,92 58,1+15,15 73,87+52,71 26,4+7,96 

IInnffeeccççããoo  MMiissttaa  TTeeóórriiccaa  9,6+3,97 58,1+15,15 54,4+43,23* 40,3,+18,14 

 
 
C 

Gambacl1 + P209 cl1 5,6+1,63 41,4+14,62 170,8+22,87* 30,2+4,02 
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FIGURA 8: Parâmetros avaliados em camundongos BALB/c em infecções monoclonais e suas 
respectivas infecções mistas, experimental e teórica, por clones dos genótipos 19 e 20 representados por 
Gamba cl1 (+ virulento) e P209 Cl1 (+ virulento). 
 A - INF = taxa de infectividade, MORT = taxa de mortalidade e HEM+ = taxa de positividade da 
hemocultura, demonstrando não ter ocorrido diferenças entre os valores esperados e observados na 
infecção mista.  
B - Curvas médias de parasitemia registrando efeito estimulador entre os clones da combinação.  
C - PPP = período pré-patente, PP = período patente, PMP = pico máximo de parasitemia e DPM = dia 
do pico máximo de parasitemia expressos pela média + desvio padrão, diferença significativa (*) entre os 
valores esperado e observado na infecção mista foi verificada no parâmetro PMP.     
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 PPP PP PMP x 103 DPMP 

OOPPSS2211  ccll1111 16,4+4,90 23,0+6,40 11,0+8,12 31,2+7,89 
Cuica cl1 20,0+7,07 11,2+12,50 9,8+6,34 24,0+5,92 

IInnffeeccççããoo  MMiissttaa  TTeeóórriiccaa  16,4+4,90 23,0+6,40 10,4+6,90 28,7,+7,38 

 
 
C 

OPS21 cl11 + Cuíca cl1 10,9+2,64* 56,0+6,91* 35,0+14,39* 38,1+8,13* 
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FIGURA 9: Parâmetros avaliados em camundongos BALB/c em infecções monoclonais e suas 
respectivas infecções mistas, experimental e teórica, por clones dos genótipos 19 e 20 representados por 
OPS21 cl11 (- virulento) e Cuica cl1 (- virulento). A - INF = taxa de infectividade, MORT = taxa de 
mortalidade e HEM+ = taxa de positividade da hemocultura, demonstrando não ter ocorrido diferenças 
entre os valores esperados e observados na infecção mista. 
B - Curvas médias de parasitemia registrando efeito estimulador entre os clones da combinação. 
C - PPP = período pré-patente, PP = período patente, PMP = pico máximo de parasitemia e DPM = dia 
do pico máximo de parasitemia expressos pela média + desvio padrão, diferenças significativas (*) entre 
os valores esperados e observados na infecção mista não foram verificadas em todos os parâmetros 
avaliados.  
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 PPP PP PMP x 103 DPMP 

GGaammbbaa  ccll11  19,4+6,37 54,4+11,68 31,4+18,80 52, 8+15,30 
Cuica cl1 20,0+7,07 11,2+12,50 9,8+6,34 24,0+5,92 

Infecção Mista Teórica 19,4+6,37 54,4+11,68 23,7+18,59 52,8+15,30 

 
 

C 

Gamba cl1 + Cuíca cl1 20,5+6,04 79,7+9,29* 25,16+8,23 52,2+14,37 
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FIGURA 10: Parâmetros avaliados em camundongos BALB/c em infecções monoclonais e suas 
respectivas infecções mistas, experimental e teórica, por clones dos genótipos 19 e 20 representados por 
Gamba cl11 (+ virulento) e Cuica cl1 (- virulento). A - INF = taxa de infectividade, MORT = taxa de 
mortalidade e HEM+ = taxa de positividade da hemocultura, demonstrando não ter ocorrido diferenças 
entre os valores esperados e observados na infecção mista. 
B - Curvas médias de parasitemia registrando efeito estimulador entre os clones da combinação. 
C - PPP = período pré-patente, PP = período patente, PMP = pico máximo de parasitemia e DPM = dia 
do pico máximo de parasitemia expressos pela média + desvio padrão, diferença significativa (*) entre os 
valores esperado e observado na infecção mista foi verificada no parâmetro PP. 
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 PPP PP PMP x 103 DPMP 
OOPPSS2211  ccll11  16,4+4,90 23,0+6,40 11,0+8,12 31,2+7,89 
P209 cl1 9,6+3,92 58,1+15,15 73,87+52,71 26,4+7,96 

IInnffeeccççããoo  MMiissttaa  TTeeóórriiccaa  9,6+3,92 58,1+15,15 45,9+51,54 26,4+7,96 

 
 
C 

OPS21 cl11 + P209 cl1 11,1+3,08 41,4+14,62 17,50+5,59* 36,4+10,83 
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FIGURA 11: Parâmetros avaliados em camundongos BALB/c em infecções monoclonais e suas 
respectivas infecções mistas, experimental e teórica, por clones dos genótipos 19 e 20 representados por 
OPS21 cl11 (- virulento) e P209cl1 (+ virulento). 
A - INF = taxa de infectividade, MORT = taxa de mortalidade e HEM+ = taxa de positividade da 
hemocultura, representando aumento considerável da mortalidade na infecção mista. 
B - Curvas médias de parasitemia registrando efeito inibidor entre os clones da combinação. 
C - PPP = período pré-patente, PP = período patente, PMP = pico máximo de parasitemia e DPM = dia 
do pico máximo de parasitemia expressos pela média + desvio padrão, diferença significativa (*) entre os 
valores esperado e observado na infecção mista foi verificada no parâmetro PMP.  
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FIGURA 12: 
respectivas infecçõ
Gamba cl1 (+ viru
A - INF = taxa 
hemocultura demo
infecção mista. 
B - Curvas médias
C - PPP = períod
do pico máximo d
os valores esperad
 
 

 

                  Gamba cl1 cl1                        Infecção Mista Teórica 

                  Bug2148 cl1                          Gamba c11 + Bug2148 cl1
 PPP PP PMP x 103 DPMP 

bbaa  ccll11  19,4+6,37 54,4+11,68 31,4+18,80 52,8+15,30 
148 cl1 7,2+1,40 4,10+1,63 7,8+2,48 8,6+1,65 
iissttaa  TTeeóórriiccaa  7,2+1,40 54,4+11,68 19,0+17,53 52, 8+15,30 

 Bug2148 cl1 11,8+2,64* 68,2+4,32* 56,0+19,49* 42,0+7,78 

Parâmetros avaliados em camundongos BALB/c em infecções monoclonais e suas 
es mistas, experimental e teórica, por clones dos genótipos 19 e 39 representados por 

lento) e Bug2148 cl1 (+ virulento). 
de infectividade, MORT = taxa de mortalidade e HEM+ = taxa de positividade da 
nstrando não ter ocorrido diferenças entre os valores esperados e observados na 

 de parasitemia registrando efeito inibidor entre os clones da combinação.  
o pré-patente, PP = período patente, PMP = pico máximo de parasitemia e DPM = dia 
e parasitemia expressos pela média + desvio padrão, diferenças significativas (*) entre 
os e observados na infecção mista foram verificadas nos parâmetros PPP, PP e PMP. 
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RESULTADOS 

 

 PPP PP PMP x 103 DPMP 

OOPPSS2211  ccll1111  16,4+4,90 23,0+6,40 11,0+8,12 31,2+7,89 
SO3 cl5 26,3+25,94 1,5+2,26 4,4+3,58 12,0+4,40 

IInnffeeccççããoo  MMiissttaa  TTeeóórriiccaa  16,4+4,90 23,0+6,40 7,7+6,86 22,6+11,86 

 
 
C 

OPS21 cl11 + SO3 cl5 54,1+17,67* 0,11+0,33* 0,55+1,67* NR 
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                  OPS21 cl11                       Infecção Mista Teórica 

                  SO3 cl5                            OPS21 c111 + SO3 cl5 

A A 

FIGURA 13: Parâmetros avaliados em camundongos BALB/c em infecções monoclonais e suas 
respectivas infecções mistas, experimental e teórica, por clones dos genótipos 19 e 39 representados por 
OPS21 cl11 (- virulento) e SO3 cl5 (- virulento). 
A - INF = taxa de infectividade, MORT = taxa de mortalidade e HEM+ = taxa de positividade da 
hemocultura, demonstrando redução significativa da positividade da hemocultura na infecção mista. 
B - Curvas médias de parasitemia registrando efeito inibidor recíproco entre os clones da combinação. 
C - PPP = período pré-patente, PP = período patente, PMP = pico máximo de parasitemia e DPM = dia 
do pico máximo de parasitemia expressos pela média + desvio padrão, diferenças significativas (*) entre 
os valores esperados e observados na infecção mista foram verificadas nos  parâmetros PPP, PP, PMP. 
NR = não registrado. 
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RESULTADOS 

 

 PPP PP PMP x 103 DPMP 

GGaammbbaa  ccll11  19,4+6,37 54,4+11,68 31,4+18,80 52,8+15,30 
SO3 cl5 26,3+25,94 1,5+2,26 4,4+3,58 12,0+4,40 

IInnffeeccççããoo  MMiissttaa  TTeeóórriiccaa  19,4+6,37 54,4+11,68 21,8+20,06 52,8+15,30 

 
 
C 

Gamba cl1 + SO3 cl5 11,6+2,43* 88,7+4,32* 22,0+5,32 47,0+17,34 
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                  Gamba cl1                        Infecção Mista Teórica 

                  SO3 cl5                            Gamba c11 + SO3 cl5 

FIGURA 14: Parâmetros avaliados em camundongos BALB/c em infecções monoclonais e suas 
respectivas infecções mistas, experimental e teórica, por clones dos genótipos 19 e 39 representados por 
Gamba cl1 (+ virulento) e SO3 cl5 (- virulento).  
A - INF = taxa de infectividade, MORT = taxa de mortalidade e HEM+ = taxa de positividade da 
hemocultura, demonstrando não ter ocorrido diferenças entre os valores esperados e observados na 
infecção mista. 
B - Curvas médias de parasitemia registrando efeito semelhante entre as infecções mistas experimental e 
teórica.  
C - PPP = período pré-patente, PP = período patente, PMP = pico máximo de parasitemia e DPM = dia 
do pico máximo de parasitemia expressos pela média + desvio padrão, diferenças significativas (*) entre 
os valores esperados e observados na infecção mista foram verificadas nos parâmetros PPP e PP. 
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RESULTADOS 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 PPP PP PMP x 103 DPMP 

OOPPSS2211    ccll1111 16,4+4,09 23,0+6,40 11,0+8,12 31,2+7,89 
Bug2148 cl1 7,2+1,40 4,10+1,63 7,8+2,48 8,6+1,65 

IInnffeeccççããoo  MMiissttaa  TTeeóórriiccaa 7,2+1,40 23,0+6,40 8,9+5,03 16,1+11,88 

 
 
C 

OPS21 cl11 + Bug2148 cl1 10,6+2,45* 60,6+6,48* 19,4+7,29* 23,2+10,86 
 

 

 

B 

                  OPS21 cl11                        Infecção Mista Teórica 

                  Bug2148 cl1                      OPS21 c111 + Bug2148 cl1 
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FIGURA 15: Parâmetros avaliados em camundongos BALB/c em infecções monoclonais e suas 
respectivas infecções mistas, experimental e teórica, por clones dos genótipos 19 e 39 representados por 
OPS21 cl11 (- virulento) e Bug2148 cl1 (+ virulento).  
A - INF = taxa de infectividade, MORT = taxa de mortalidade e HEM+ = taxa de positividade da 
hemocultura, demonstrando redução da positividade da hemocultura na infecção mista.  
B - Curvas médias de parasitemia registrando efeito estimulador entre os clones da combinação.  
C - PPP = período pré-patente, PP = período patente, PMP = pico máximo de parasitemia e DPM = dia 
do pico máximo de parasitemia expressos pela média + desvio padrão, diferenças significativas (*) entre 
os valores esperados e observados na infecção mista foram verificadas nos parâmetros PPP, PP e PMP. 
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RESULTADOS 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 PPP PP PMP x 103 DPMP 

GGaammbbaa  ccll11 19,4+6,37 54,4+11,68 31,4+18,80 52,8+15,30 
IVV cl4 19,1+15,7 36,4+21,63 23,2+21,63 33,7+5,33 

IInnffeeccççããoo  MMiissttaa  TTeeóórriiccaa 19,1+15,7 54,4+11,68 27,3+19,76 43,8+17,77 

 
 
C 

Gamba cl1+ IVV cl4 6,6+2,45* 56,5+9,81 29,0+8,29 52,3+4,32 
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FIGURA 16: Parâmetros avaliados em camundongos BALB/c em infecções monoclonais e suas 
respectivas infecções mistas, experimental e teórica, por clones dos genótipos 19 e 32 representados por 
Gamba cl1 (+ virulento) e IVV cl4 (+ virulento).  
A - INF = taxa de infectividade, MORT = taxa de mortalidade e HEM+ = taxa de positividade da 
hemocultura, demonstrando não ter ocorrido diferenças entre os valores esperados e observados na 
infecção mista.  
B - Curvas médias de parasitemia registrando efeito inibidor entre os clones da combinação.  
C - PPP = período pré-patente, PP = período patente, PMP = pico máximo de parasitemia e DPM = dia 
do pico máximo de parasitemia expressos pela média + desvio padrão, diferença significativa (*) entre os 
valores esperado e observado na infecção mista foi verificada no parâmetro PPP. 
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RESULTADOS 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 PPP PP PMP x 103 DPMP 

OOPPSS2211  ccll1111 16,4+4,09 23,0+6,40 11,0+8,12 31,2+7,89 
MAS cl1 8,9+1,37 11,2+3,2 17,0+6,53 15,4+4,59 

IInnffeeccççããoo  MMiissttaa  TTeeóórriiccaa 8,9+1,37 23,0+6,40 15,1+7,4 20,4+9,35 

 
 
C 

OPS21 cl11+ MAS cl1 16,0+21,75 1,3+1,03* 4,1+2,04* 8,2+3,27* 
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FIGURA 17: Parâmetros avaliados em camundongos BALB/c em infecções monoclonais e suas 
respectivas infecções mistas, experimental e teórica, por clones dos genótipos 19 e 32 representados por 
OPS21 cl1 (- virulento) e MAS cl1 (- virulento).  
A - INF = taxa de infectividade, MORT = taxa de mortalidade e HEM+ = taxa de positividade da 
hemocultura, demonstrando redução da positividade da hemocultura na infecção mista. 
B - Curvas médias de parasitemia registrando efeito inibidor entre os clones da combinação.  
C - PPP = período pré-patente, PP = período patente, PMP = pico máximo de parasitemia e DPM = dia 
do pico máximo de parasitemia expressos pela média + desvio padrão, diferenças significativas (*) entre 
os valores esperados e observados na infecção mista foram verificadas nos parâmetros PP, PMP e DPMP. 
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RESULTADOS 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 PPP PP PMP x 103 DPMP 

GGaammbbaa  ccll11 19,4+6,37 54,4+11,68 31,4+18,80 52,8+15,30 
MAS cl1 8,9+1,37 11,2+3,2 17,0+6,53 15,4+4,59 

IInnffeeccççããoo  MMiissttaa  TTeeóórriiccaa 8,9+1,37 54,4+11,68 23,5+15,02 52,8+15,30 

 
 
C 
 

Gamba cl1+ MAS cl1 15,4+6,27* 54,4+5,94 30,0+24,24 44,6+13,67 
 

FIGURA 18: Parâmetros avaliados em camundongos BALB/c em infecções monoclonais e suas 
respectivas infecções mistas, experimental e teórica, por clones dos genótipos 19 e 32 representados por 
Gamba cl1 (+virulento) e MAS cl1 (- virulento). 
A - INF = taxa de infectividade, MORT = taxa de mortalidade e HEM+ = taxa de positividade da 
hemocultura, demonstrando redução da positividade da hemocultura na infecção mista. 
B - Curvas médias de parasitemia registrando efeito semelhante entre as infecções mistas experimental 
e teórica.  
C - PPP = período pré-patente, PP = período patente, PMP = pico máximo de parasitemia e DPM = dia 
do pico máximo de parasitemia expressos pela média + desvio padrão, diferença significativa (*) entre 
os valores esperado e observado na infecção mista foi verificada no parâmetro PPP. 
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RESULTADOS 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 PPP PP PMP x 103 DPMP 

OOPPSS2211  ccll1111 16,4+4,09 23,0+6,40 11,0+8,12 31,2+7,89 
IVV cl4 19,1+15,7 36,4+21,63 23,2+21,63 33,7+5,33 

IInnffeeccççããoo  MMiissttaa  TTeeóórriiccaa 16,4+4,09 23,0+6,40 18,9+18,13 32,8+12,63 

 
 
C 

OPS21 cl11 + IVV cl4 17,4+19,23 1,/+2,39* 3,8+2,17* 11,8+5,50* 
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FIGURA 19: Parâmetros avaliados em camundongos BALB/c em infecções monoclonais e suas 
respectivas infecções mistas, experimental e teórica, por clones dos genótipos 19 e 32 representados por 
OPS21 cl11 (- virulento) e IVV cl4 (+ virulento).  
A - INF = taxa de infectividade, MORT = taxa de mortalidade e HEM+ = taxa de positividade da 
hemocultura, demonstrando redução da positividade da hemocultura na infecção mista.  
B - Curvas médias de parasitemia registrando efeito inibidor entre os clones da mistura. 
C - PPP = período pré-patente, PP = período patente, PMP = pico máximo de parasitemia e DPM = dia 
do pico máximo de parasitemia expressos pela média + desvio padrão, diferenças significativas (*) entre 
os valores esperados e observados na infecção mista foram verificadas nos parâmetros PP, PMP, DPMP. 
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RESULTADOS 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 PPP PP PMP x 103 DPMP 

PP220099  ccll11 9,6+3,92 58,1+15,15 73,87+52,71 26,4+7,96 
BBuugg22114488  ccll11 7,2+1,40 4,10+1,63 7,8+2,48 8,6+1,65 

Infecção Mista Teórica 7,2+1,40 58,1+15,15 37,16+47,84 26,4+7,96 

 
 
C 

P209 cl1 + Bug2148 cl1 11,1+3,94* 48,8+4,97 38,6+17,74 30,8+8,44 
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FIGURA 20: Parâmetros avaliados em camundongos BALB/c em infecções monoclonais e suas 
respectivas infecções mistas, experimental e teórica, por clones dos genótipos 20 e 39 representados por 
P209 cl1 (+ virulento) e Bug2148 cl1 (+ virulento). 
A - INF = taxa de infectividade, MORT = taxa de mortalidade e HEM+ = taxa de positividade da 
hemocultura, demonstrando não ter ocorrido diferenças entre os valores esperados e observados para a 
infecção mista. 
B - Curvas médias de parasitemia registrando efeito semelhante entre as infecções mistas experimental e 
teórica. 
C - PPP = período pré-patente, PP = período patente, PMP = pico máximo de parasitemia e DPM = dia 
do pico máximo de parasitemia expressos pela média + desvio padrão, diferença significativa (*) entre os 
valores esperado e observado na infecção mista foi verificada no parâmetro PPP. 
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RESULTADOS 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 PPP PP PMP x 103 DPMP 

Cuica cl1 20,0+7,07 11,2+12,50 9,8+6,34 24,0+5,92 
SO3 cl5 26,3+25,94 1,5+2,26 4,4+3,58 12,0+4,40 

Infecção Mista Teórica 20,0+7,07 11,2+12,50 7,1+5,62 18,7+8,05 

 
 
C 

Cuica cl1 + SO3 cl5 11,0+2,93* 88,9+9,15* 35,0+6,64* 44,3+11,51* 

 
FIGURA 21: Parâmetros avaliados em camundongos BALB/c em infecções monoclonais e suas 
respectivas infecções mistas, experimental e teórica, por clones dos genótipos 20 e 39 representados por 
Cuica cl1 (- 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 infecção 
mista. 
B - Curvas médias de parasitemia registrando efeito estimulador entre os clones da combinação. 
C - PPP = período pré-patente, PP = período patente, PMP = pico máximo de parasitemia e DPM = dia 
do pico máximo de parasitemia expressos pela média + desvio padrão, diferenças significativas (*) entre 
os valores esperados e observados na infecção mista foram verificadas nos parâmetros PPP, PP, PMP e 
DPMP. 

 

0

5000

10000

15000

20000

25000

30000

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Dias após infecção

N
º  d

e 
tri

po
m

as
tig

ot
as

/0
.1

m
L 

de
 s

an
gu

e

0

20

40

60

80

100

%

INF MOR HEM+

                  Cuica cl11                        Infecção Mista Teórica 

                  SO3 cl5                            Cuica c11 + SO3 cl5 

B 

A 

 58 
 



RESULTADOS 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 PPP PP PMP x 103 DPMP 

P209 cl1 9,6+3,92 58,1+15,15 73,8+52,71 26,4+7,96 
SO3 cl5 26,3+25,94 1,5+2,26 4,4+3,58 12,0+4,40 

Infecção Mista Teórica 9,6+3,92 58,1+15,15 47,1+53,05 26,4+7,96 

 
 
C 

P209 cl1 + SO3 cl5 10,2+1,98 72,2+5,19 41,8+20,64 38,7+32,97 
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FIGURA 22: Parâmetros avaliados em camundongos BALB/c em infecções monoclonais e suas 
respectivas infecções mistas, experimental e teórica, por clones dos genótipos 20 e 39 representados por 
P209 cl11 (+ virulento) e SO3 cl5 (- virulento). 
A - INF = taxa de infectividade, MORT = taxa de mortalidade e HEM+ = taxa de positividade da 
hemocultura, demonstrando redução da taxa de mortalidade na infecção mista.  
B - Curvas médias de parasitemia registrando efeito semelhante entre a infecções mistas experimental e 
teórica.  
C - PPP = período pré-patente, PP = período patente, PMP = pico máximo de parasitemia e DPM = dia 
do pico máximo de parasitemia expressos pela média + desvio padrão, diferenças significativas (*) entre 
os valores esperados e observados na infecção mista não foram verificadas em nenhum dos parâmetros 
estudados. 
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RESULTADOS 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 PPP PP PMP x 103 DPMP 

Cuica cl1 20,0+7,07 11,2+12,50 9,8+6,34 24,0+5,92 
Bug2148 cl1 7,2+1,40 4,10+1,63 7,8+2,48 8,6+1,65 

Infecção Mista Teórica 7,2+1,40 11,2+12,50 8,5+4,05 15,4+9,96 

 
 
C 

Cuica  cl1 + Bug2148  cl1 12,7+5,78* 48,0+5,29* 69,2+26,72* 40,5+4,89* 
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FIGURA 23: Parâmetros avaliados em camundongos BALB/c em infecções monoclonais e suas 
respectivas infecções mistas, experimental e teórica, por clones dos genótipos 20 e 39 representados por 
Cuica cl1 (-virulento) e Bug2148 cl1 (+ virulento).  
A - INF = taxa de infectividade, MORT = taxa de mortalidade e HEM+ = taxa de positividade da 
hemocultura, demonstrando aumento da positividade da hemocultura na infecção mista.  
B - Curvas médias de parasitemia registrando efeito estimulador entre os clones da combinação. 
C - PPP = período pré-patente, PP = período patente, PMP = pico máximo de parasitemia e DPM = dia 
do pico máximo de parasitemia expressos pela média + desvio padrão, diferenças significativas (*) entre 
os valores esperados e observados na infecção mista foram verificadas nos parâmetros PPP, PP, PMP e 
DPMP. 
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RESULTADOS 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 PPP PP PMP x 103 DPMP 

P209 cl1 9,6+3,92 58,1+15,15 73,8+52,71 26,4+7,96 
IVV cl4 19,1+15,7 36,4+21,63 23,2+21,63 33,7+5,33 

Infecção Mista Teórica 9,6+3,92 58,1+15,15 47,1+53,05 26,4+7,96 

 
 
C 

P209 cl1 + IVV cl4 7,6+1,30 61,8+14,79 35,5+17,82 36,5+9,71 
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FIGURA 24: Parâmetros avaliados em camundongos BALB/c em infecções monoclonais e suas 
respectivas infecções mistas, experimental e teórica, por clones dos genótipos 20 e 32 representados por 
P209 cl1 (+ virulento) e IVV cl4 (+ virulento).  
A - INF = taxa de infectividade, MORT = taxa de mortalidade e HEM+ = taxa de positividade da 
hemocultura, demonstrando não ter ocorrido diferenças entre os valores esperados e observados na 
infecção mista.  
B - Curvas médias de parasitemia registrando efeito inibidor entre os clones da combinação. 
C - PPP = período pré-patente, PP = período patente, PMP = pico máximo de parasitemia e DPM = dia 
do pico máximo de parasitemia expressos pela média + desvio padrão, diferenças significativas (*) entre 
os valores esperados e observados na infecção mista foram verificadas nos parâmetros PPP, PP, PMP e 
DPMP. 
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RESULTADOS 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 PPP PP PMP x 103 DPMP 

Cuica cl1 20,0+7,07 11,2+12,50 9,8+6,34 24,0+5,92 
MAS cl1 8,9+1,37 11,2+3,2 17,0+6,53 15,4+4,59 

Infecção Mista Teórica 8,9+1,37 11,2+12,50 14,7+7,14 18,1+9,96 

 
 
C 

Cuica cl1 + MAS cl1 7,0+2,67 49,2+11,99 10,8+3,76* 14,3+6,33 

 
FIGURA 25: Parâmetros avaliados em camundongos BALB/c em infecções monoclonais e suas 
respectivas infecções mistas, experimental e teórica, por clones dos genótipos 20 e 32 representados por 
Cuica cl1 (- virulento) e MAS cl1 (- virulento).  
A - INF = taxa de infectividade, MORT = taxa de mortalidade e HEM+ = taxa de positividade da 
hemocultura, demonstrando não ter ocorrido diferenças entre os valores esperados e observados na 
infecção mista.  
B - Curvas médias de parasitemia registrando efeito estimulador entre os clones da combinação. 
C - PPP = período pré-patente, PP = período patente, PMP = pico máximo de parasitemia e DPM = dia 
do pico máximo de parasitemia expressos pela média + desvio padrão, diferença significativa (*) entre 
os valores esperado e observado na infecção mista foi verificada no parâmetro PMP. 
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RESULTADOS 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 PPP PP PMP x 103 DPMP 

P209 cl1 9,6+3,92 58,1+15,15 73,8+52,71 26,4+7,96 
MAS cl1 8,9+1,37 11,2+3,2 17,0+6,53 15,4+4,59 

Infecção Mista Teórica 8,9+1,37 58,1+15,15 40,9+44,00 26,4+7,96 

 
 
C 

P209 cl1 + MAS cl1 6,9+2,80 54,3+8,89 10,0+0,00* 51,7+14,96* 
 

FIGURA 26: Parâmetros avaliados em camundongos BALB/c em infecções monoclonais e suas 
respectivas infecções mistas, experimental e teórica, por clones dos genótipos 20 e 32 representados por 
P209 cl1 (+ virulento) e MAS cl1 (- virulento).  
A - INF = taxa de infectividade, MORT = taxa de mortalidade e HEM+ = taxa de positividade da 
hemocultura, demonstrando não ter ocorrido diferenças entre os valores esperados e observados  na 
infecção mista.  
B - Curvas médias de parasitemia registrando efeito inibidor entre os clones da combinação. 
C - PPP = período pré-patente, PP = período patente, PMP = pico máximo de parasitemia e DPM = dia 
do pico máximo de parasitemia expressos pela média + desvio padrão, diferenças significativas (*) entre 
os valores esperados e observados na infecção mista foram verificadas nos parâmetros PMP e DPMP. 
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RESULTADOS 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 PPP PP PMP x 103 DPMP 
Cuica cl1 20,0+7,07 11,2+12,50 9,8+6,34 24,0+5,92 

IVV cl4 19,1+15,7 36,4+21,63 23,2+21,63 33,7+5,33 
Infecção Mista Teórica 19,1+15,7 36,4+21,63 18,4+18,12 30,0+13,16 

 

 

C 

Cuica cl1 + IVV cl4 6,3+1,86 70,2+8,60* 20,8+3,76 33,3+16,54 
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FIGURA 27: Parâmetros avaliados em camundongos BALB/c em infecções monoclonais e suas 
respectivas infecções mistas, experimental e teórica, por clones dos genótipos 20 e 32 representados por 
Cuica cl1 (- virulento) e IVV c14  (+ virulento).  
A – INF = taxa de infectividade, MORT = taxa de mortalidade e HEM+ = taxa de positividade da 
hemocultura, demonstrando não ter ocorrido diferenças entre os valores esperados e observados na 
infecção mista. 
B - Curvas médias de parasitemia registrando efeito semelhante entre as infecções mistas experimental e 
teórica. 
C - PPP = período pré-patente, PP = período patente, PMP = pico máximo de parasitemia e DPM = dia 
do pico máximo de parasitemia expressos pela média + desvio padrão, diferença significativa (*) entre os 
valores esperado e observado na infecção mista foi verificada no parâmetro PP. 
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RESULTADOS 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 PPP PP PMP x 103 DPMP 

Bug2148 cl1 7,2+1,40 4,10+1,63 7,8+2,48 8,6+1,65 
IVV cl4 19,1+15,7 36,4+21,63 23,2+21,63 33,7+5,33 

Infecção Mista Teórica 7,2+1,40 36,4+21,63 15,1+16,17 33,7+5,33 

 
 

C 

Bug2148 cl1 + IVV cl4 7,4+1,41 3,2+2,64* 6,7+2,82* 8,3+1,63* 
 

FIGURA 28: Parâmetros avaliados em camundongos BALB/c em infecções monoclonais e suas 
respectivas infecções mistas, experimental e teórica, por clones dos genótipos 39 e 32 representados por 
Bug2148 cl1 (+ virulento) e IVVc14 (+ virulento).  
A – INF = taxa de infectividade, MORT = taxa de mortalidade e HEM+ = taxa de positividade da 
hemocultura, demonstrando redução da positividade da hemocultura na infecção mista.  
B - Curvas médias de parasitemia registrando efeito inibidor entre os clones da combinação. 
C - PPP = período pré-patente, PP = período patente, PMP = pico máximo de parasitemia e DPM = dia 
do pico máximo de parasitemia expressos pela média + desvio padrão, diferenças significativas (*) entre 
os valores esperados e observados na infecção mista foram verificadas nos parâmetros PP, PMP e 
DPMP. 
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RESULTADOS 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 PPP PP PMP x 103 DPMP 

SO3 cl5 26,3+25,94 1,5+2,26 4,4+3,58 12,0+4,40 
MAS cl1 8,9+1,37 11,2+3,2 17,0+6,53 15,4+4,59 

Infecção Mista Teórica 8,9+1,37 11,2+3,2 13,1+8,26 14,5+4,66 

 
 
C 

SO3 cl5 + MAS cl1 45,3+22,73* 0,3+0,51* 5,0+0,00* 17,0+1,41* 
 

FIGURA 29: Parâmetros avaliados em camundongos BALB/c em infecções monoclonais e suas 
respectivas infecções mistas, experimental e teórica, por clones dos genótipos 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 diminuição da positividade da hemocultura na 
infecção mista. 
B - Curvas médias de parasitemia registrando efeito inibidor entre os clones da combinação.  
C - PPP = período pré-patente, PP = período patente, PMP = pico máximo de parasitemia e DPM = dia 
do pico máximo de parasitemia expressos pela média + desvio padrão, diferenças significativas (*) entre 
os valores esperados e observados na infecção mista foram verificadas nos parâmetros PP, PMP e 
DPMP. 
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RESULTADOS 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 PPP PP PMP x 103 DPMP 

Bug2148 cl1 7,2+1,40 4,10+1,63 7,8+2,48 8,6+1,65 
MAS cl1 8,9+1,37 11,2+3,2 17,0+6,53 15,4+4,59 

Infecção Mista Teórica 7,2+1,40 11,2+3,2 12,6+6,80 12,2+4,90 

 
 
C 

Bug2148 cl1 + MAS cl1 17,7+20,81 1,8+1,8* 4,2+2,04* 11,8+1,80 
 

FIGURA 30: Parâmetros avaliados em camundongos BALB/c em infecções monoclonais e suas 
respectivas infecções mistas, experimental e teórica, por clones dos genótipos 39 e 32 representados por 
Bug2148 cl1 (+ 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 infecção mista. 
B - Curvas médias de parasitemia registrando efeito inibidor entre os clones da combinação. 
C - PPP = período pré-patente, PP = período patente, PMP = pico máximo de parasitemia e DPM = dia 
do pico máximo de parasitemia expressos pela média + desvio padrão, diferenças significativas (*) entre 
os valores esperados e observados na infecção mista foram verificadas nos parâmetros PP e PMP. 
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RESULTADOS 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 PPP PP PMP x 103 DPMP 

SO3 cl5 26,3+25,94 1,5+2,26 4,4+3,58 12,0+4,40 
IVV cl4 19,1+15,7 36,4+21,63 23,2+21,63 33,7+5,33 

Infecção Mista Teórica 19,1+15,7 36,4+21,63 16,5+16,18 33,7+5,33 

 
 
C 

SO3 cl5 + IVV cl4 15,1+18,36 3,8+3,54* 5,3+3,44* 11,2+2,05* 
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FIGURA 31: Parâmetros avaliados em camundongos BALB/c em infecções monoclonais e suas 
respectivas infecções mistas, experimental e teórica, por clones dos genótipos 39 e 32 representados por 
SO3 cl5 (- virulento) e IVV c14 (+ virulento).  
A - INF = taxa de infectividade, MORT = taxa de mortalidade e HEM+ = taxa de positividade da 
hemocultura, demonstrando não ter ocorrido diferenças entre os valores esperados e observados na 
infecção mista. 
B - Curvas médias de parasitemia registrando efeito inibidor entre os clones da combinação. 
C - PPP = período pré-patente, PP = período patente, PMP = pico máximo de parasitemia e DPM = dia 
do pico máximo de parasitemia expressos pela média + desvio padrão, diferenças significativas (*) entre 
os valores esperados e observados na infecção mista foram verificadas nos parâmetros PP, PMP e DPMP. 
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DISCUSSÃO 

           As populações naturais do T. 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 é decorrente de um 

longo tempo de evolução clonal com ocorrências ocasionais de troca genética. A 

divergência evolucionária acumulada entre os clones envolve genes que governam 

importantes propriedades do parasito relacionadas à sua virulência, patogenicidade e 

epidemiologia da doença de Chagas. Conseqüentemente, uma boa correlação entre a 

variabilidade genética do parasito e suas propriedades biológicas e, portanto, das 

características clínicas da doença de Chagas seria esperada.  

Embora, uma forte correlação entre a genética do parasito e suas propriedades 

biológicas e susceptibilidade a quimioterápicos esteja bem estabelecida (Laurent et al., 

1997; Revollo et al., 1998; Lana et al., 1998; Toledo et al, 2002 e Toledo et al. 2003; 

Toledo et al., 2004a,b), essa ainda é fraca e inconclusiva em relação às formas clínicas 

da doença ( Miles, 1981a; Apt et al., 1987; Brenière et al., 1985; Brenière et al., 1989; 

Montamat et  al., 1996; Andrade et al., 1992). Também já foi demonstrado que as 

populações naturais do T. cruzi podem ser constituídas de populações heterogêneas com 

propriedades biológicas distintas, que poderiam interagir resultando em propriedades 

novas mais adaptadas às condições no hospedeiro ou em cultura (Finley & Dvorak, 

1987; Lauria-Pires et al., 1996b; Lauria-Pires et al., 1997). Trabalhos experimentais em 

infecções mistas têm confirmado este fenômeno (Pinto et al., 1998; Lana et al., 2000; 

Franco et al., 2003). 

Tais observações sugerem que a ocorrência de infecções mistas na natureza, cuja 

detecção vem sendo demonstrada nos últimos anos, pode ser um fator importante, 

influenciando as propriedades do parasito e com conseqüências relevantes para o 

hospedeiro, bem como na dinâmica de sua transmissão (Pinto et al., 2000; Buscaglia, 

2003). Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi verificar, em camundongos BALB/c, 

o impacto de infecções mistas por estoques clonais de T. cruzi, pertencentes a grupos 
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genéticos distintos (filogeneticamente mais relacionados ou não), nas propriedades 

biológicas do parasito, quando comparadas com as infecções monoclonais 

correspondentes. 

Os resultados obtidos permitem rejeitar a hipótese nula de trabalho de que não 

há interação entre os clones de uma mistura e demonstram claramente, que em infecções 

mistas por clones de T. cruzi não se pode prever o efeito resultante, baseado no que se 

conhece das suas respectivas infecções monoclonais.  

Diferentes taxas de alteração em relação aos valores esperados foram observadas 

para os parâmetros 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 diferenças 

significativas não tenham sido observadas neste parâmetro em relação às infecções 

monoclonais, todas as infecções mistas apresentaram 100% de positividade no exame 

de sangue a fresco. Clones do genótipo 32 e 39 quando combinados, foram capazes de 

infectar todos os animais, ao contrário do observado com estes mesmos clones, nas 

infecções monoclonais. Isso sugere um efeito estimulatório entre os clones das misturas 

Bug2148 cl1 + MAS cl1 e SO3cl5 + MAS cl1, nas quais o valor esperado de 

infectividade nas infecções duplas seria de 79,3%. 

 Em nosso estudo, não foram detectadas diferenças significativas na mortalidade 

dos animais, quando comparados os valores esperados e observados nas infecções 

mistas. Isto se deve provavelmente ao fato dos estoques clonais utilizados serem de 

baixa virulência e ainda não terem sido adaptados em camundongos ou mantidos em 

passagens  sucessivas, que  poderiam  resultar  em   aumento  de  sua  virulência  

(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 virulência, observaram 0% de mortalidade nos animais com a dupla infecção, 

demonstrando haver interação favorável entre os clones da mistura para esse parâmetro. 

O mesmo foi verificado em relação à combinação do clone P209 cl1 (genótipo 20) com 

clones dos genótipos 32 e 39, exceto Bug2148 cl1 (genótipo 39). Diminuição da 

mortalidade também ocorreu nos animais infectados com clones desses genótipos 

(20+39 ou 20+32), indicando um aparente efeito redutor da mortalidade pelos genótipos 
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32 e 39 (menos virulentos) sobre o genótipo 20 (mais virulento). Para duas das três 

combinações, foi observada concomitante redução na parasitemia.  

A associação entre os parâmetros parasitemia e mortalidade tem sido 

controversa na literatura. Se por um lado, diversos trabalhos registraram uma relação 

direta entre a taxa de mortalidade  e os  níveis de parasitemia (Lana et al., 1986; 

Andrade et al., 1974; Veloso et al., 2000), outros trabalhos indicaram uma correlação 

fraca entre esses parâmetros (Wrighstsman et al., 1982; Wallace et al., 2001; Paláu et 

al., 2003) sugerindo ser esta característica intrínseca do parasito  mais do que do nível 

de parasitemia propriamente dita (Bestetti, 1997).  Essa correlação também não foi 

observada nesse presente estudo. A mistura OPS21 cl11 + P209 cl1 foi a única 

combinação genotípica 19+20, que apresentou diminuição da parasitemia. 

Curiosamente, esta foi a mistura onde se observou aumento mais evidente da taxa de 

mortalidade em relação às infecções monoclonais. Neste caso, foi verificado que os 

animais se mostraram bastante debilitados em todo o curso da infecção, sugerindo que 

outros fatores estariam envolvidos na dinâmica das infecções mistas. 

Em relação à hemocultura, ocorreu redução em sua porcentagem de positividade 

em sete das 24 infecções mistas experimentais, embora na grande maioria destas a 

redução não tenha sido significativa. Essa redução, aparentemente, estava 

correlacionada com os níveis de parasitemia, indicando evidente alteração no 

comportamento biológico dos clones da mistura. Apenas em uma das misturas (OPS21 

cl11 + SO3 cl5), foi verificada uma redução significativa na positividade da 

hemocultura, que, curiosamente, apresentou efeito inibitório recíproco entre os clones 

da mistura para a maioria dos parâmetros avaliados. Todos os animais infectados com 

essa mistura apresentaram exame a fresco positivo após exaustiva pesquisa do parasito, 

comprovando que a alteração ocorreu em decorrência da interação entre os clones e/ou 

com seu hospedeiro e não pelo insucesso da infecção. 

A parasitemia apresentou o maior número de diferenças significativas (19 em 24 

combinações analisadas), provavelmente por refletir os demais parâmetros a ela 

relacionados (PPP PP, PMP, DPMP). Foram verificadas alterações na maioria das 

combinações genotípicas estudadas. Efeitos tanto de inibição quanto de estimulação 

foram observados nas infecções mistas quando comparadas com os valores esperados. 

Ao contrário do observado em nosso estudo, para a maioria das infecções mistas, 
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Franco et al. (2003) não observaram tais alterações na parasitemia. Estes autores 

trabalharam apenas com duas populações de T. cruzi, uma híbrida (CL Brener) e outra 

pertencente à linhagem T. cruzi II (JG), sendo deste modo não representativas da grande 

heterogeneidade genética deste parasito. 

Combinações genotípicas 19+20, constituídas por clones filogeneticamente 

relacionados, apresentaram em geral, efeito estimulatório entre os mesmos, indicado 

pelo aumento da parasitemia, que foi superior até mesmo ao clone mais virulento da 

mistura. Entretanto, as combinações genotípicas 32+39, também relacionadas 

geneticamente entre si, apresentaram efeito inibitório entre os clones da mistura, 

demonstrado pelo evidente decréscimo da parasitemia.  

Clones dos grupos genéticos 19 e 20 (T. cruzi I) são mais infectivos e virulentos 

para camundongos quando comparados com clones dos genótipos 39 (híbridos) e 32 (T. 

cruzi II) (Laurent et al., 1997; Toledo et al., 2002). Nas combinações 19+20, 

aparentemente ocorre uma exacerbação dos fatores de virulência nas infecções mistas e 

no segundo caso (39+32) parece ocorrer exatamente o contrário. Toledo et al. (2002), 

estudando o comportamento de clones do T. cruzi dos genótipos principais 19, 20, 39 e 

32 de Tibayrenc e Brenière (1988), nesse mesmo modelo experimental, demonstraram 

que clones dos genótipos 39 e 32 são de menor virulência e também mais sensíveis à 

resposta imunológica, sendo mais bem controlados por essa, podendo ser estes fatores 

os responsáveis pelas diferenças observadas em relação à parasitemia entre as 

combinações 19+20 versus 39+32. 

Nossos resultados, no geral, sugerem uma importante interação entre as 

características dos clones componentes das misturas e não somente uma justaposição. 

Este fato foi previamente observado por Pinto et al. (1998) e Pinto et al. (2000), que 

demonstraram interações entre clones de T. cruzi pertencentes a diferentes genótipos, 

em infecções mistas de T. infestans. Esses autores evidenciaram estimulação ou inibição 

recíprocas 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 às vezes estiveram até mais presentes. A relação 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 infecções mistas e monoclonais, com alguns 

destes estoques clonais, em camundongos BALB/c. Essas observarções registrando 

alterações das propriedades do parasita em infecções mistas, tanto no vetor quanto no 

hospedeiro vertebrado, evidenciam claramente que sua ocorrência pode influenciar de 

modo significativo a dinâmica de transmissão do T. cruzi.  

Interações  entre  populações  de T. 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 sobrevivência em infecções mistas, quando comparadas com as infecções 

puras.  

Estes trabalhos juntamente com os dados aqui obtidos, indicam que a interação 

entre clones em infecções mistas pode resultar em alterações significativas das 

propriedades biológicas do parasito. Os fatores determinantes desse processo ainda 

precisam ser elucidados e, provavelmente, mecanismos importantes relacionados à 

modulação da resposta imunológica, competição entre os clones da mistura e alteração 

da expressão gênica, tanto do hospedeiro quanto do parasito, podem estar envolvidos.  

A capacidade de adaptar-se a novos ambientes e hospedeiros tem sido descrita 

para muitas espécies. Em condições de stress ou pressões seletivas, cromossomos e 

mincírculos têm apresentado evidências de plasticidade em T. cruzi e Leishmania 

(McDaniel & Dvorak, 1993). Variações no cariótipo de populações clonadas de T. cruzi 

foram observadas por Wagner & So (1990) após cultivo foram associadas com aumento 

na infectividade do variante em cultura celular. Alves et al. (1996) também verificaram 

mudança no perfil de restrição de DNA e PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis) com 

concomitante perda de infectividade, quando clones de T. cruzi foram mantidos em 

crescimento    exponencial   ou   após  subclonagem.  Pacheco  et al.   (1995)   e 

Pacheco & Brito (1999), verificaram evidência de polimorfismo na seqüência de 

minicírculos em clones, em modelo animal, controlando as fontes exógenas de 

variabilidade, como reinfecção ou acúmulo de múltiplas infecções, por clonagem e 

subclonagem do inóculo inicial. Em alguns casos, esta mudança reverteu ao padrão 

original e poderia estar associada à alteração da virulência do parasito. O mesmo foi 

observado por Alves et al. (1993) em relação ao padrão de isoenzimas e infectividade 

de clones de T. cruzi após subcultura e inoculação dos mesmos em camundongos. 
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Mecanismos de trans-splicing e edição do RNA mitocondrial, já descritos para T. cruzi, 

poderiam resultar, pelo menos teoricamente, na formação de novas proteínas, inclusive 

de superfície, que poderiam estar relacionadas com a interação e penetração do parasito 

com a célula hospedeira levando a alteração de sua virulência. 

Diferentes padrões de expressões gênicas em cepas de T. cruzi estão sendo 

descritos, sugerindo diferentes capacidades de adaptação do parasito ao ambiente, no 

caso hospedeiro vertebrado. Isso implica que diferentes expressões genotípicas 

poderiam resultar em propriedades específicas para diferentes populações (Cortez et al., 

2003; Dost et al., 2004). As ecto-ATPases Mg2+-dependentes estão presentes na 

superfície do T. cruzi e, aparentemente, estão relacionadas à virulência desse patógeno, 

podendo estimular a adesão a células hospedeiras. Diferentes níveis de expressão e 

isoformas dessa enzima têm sido descritos para distintas populações de parasitos 

(Silverman et al., 1998; Barros et al., 2000) e em diferentes células de uma mesma 

população de T. cruzi (Bisaggio et al., 2003), que podem refletir diferenças na 

infectividade. Dost et al. (2004) estudaram os níveis de transcritos de mRNA em 

diferentes cepas de T. cruzi, quantificados por RT-PCR, para seis genes possivelmente 

relacionados a alterações patológicas durante a infecção. Diferentes padrões de 

expressão foram revelados em todas as cepas para cada um dos genes analisados. Além 

disso, diferentes populações de T. cruzi modulam a expressão gênica da célula 

hospedeira de modo específico, resultando na produção de diversos componentes, que 

irão determinar o sucesso da interação com a célula hospedeira e o curso da infecção 

(Burleigh & Woolsey, 2002).  

É provável que a complexa interação resultante da modulação da expressão 

gênica da célula hospedeira, induzida pelo T. cruzi, e as estratégias de evasão da 

resposta imune influencie o curso de infecção e seja determinante na sobrevivência do 

patógeno. Na superfície dos tripomastigotas são expressas glicoproteínas abundantes e 

heterogêneas, com afinidades para diferentes proteínas da matriz extracelular, 

relacionadas à adesão e internalização em células hospedeiras (Yoshida et al., 2000; 

Ruiz et al., 1998; Santori et al., 1996; Schenckman, 1993; Zingales et al., 1985). 

Provavelmente, múltiplos caminhos de sinalização são integrados para coordenar a 

invasão, suportar a replicação intracelular e influenciar o tropismo tecidual do parasito 

(Burleigh & Woolsey, 2002). 
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Durante a invasão da célula, o T. cruzi expõem moléculas funcionais que se 

tornam alvos da reposta imune e podem contribuir para sua eliminação. (Palau et al., 

2003). Entre essas moléculas estão vários membros da família de proteínas SAPA, 

trans-sialidases, neuramidases, glicoproteínas mucinas-Like cuja expressão difere entre 

as diversas populações de T. cruzi e forma evolutiva do parasito (Sheneckman et al. 

1991; Frasch, 1994; Ruiz et al., 1998; Frasch, 2000). Anticorpos reconhecendo essas 

proteínas e neutralizando a atividade de trans-sialidases foram encontradas no soro de 

humanos e animais infectados pelo T. cruzi (Pollevick et al., 2000; Leguizamón et al., 

1994a, b).  

Considerando o importante papel do sistema imune no controle da parasitemia 

(Brener e Gazzinelli, 1997) e que diferentes cepas do T. 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 

participação importante nas alterações observadas nas infecções mistas experimentais. 

Desse modo, a resposta imune estimulada por um clone do parasito em infecções 

mistas, poderia influenciar a relação do outro clone com a célula hospedeira. 

Nesse sentido, em infecções mistas pelo T. cruzi, intricados mecanismos podem 

estar relacionados, incluindo reações cruzadas entre anticorpos e integração de 

caminhos de vias de sinalização que resultam em diferenças nas expressões gênicas, 

ativados por distintos clones do parasito presentes na mistura. Isso poderia 

parcialmente, explicar as alterações das propriedades biológicas do T. cruzi em 

infecções mistas observadas nesse estudo.  

Quando  todos os parâmetros relacionados à  parasitemia  foram agrupados 

(PPP, PP, PMP, DPMP, PAR), verificou-se 11, 14, 11, 11, 6 e 15 diferenças 

significativas nas combinações genotípicas 19+20, 19+39, 19+32, 20+39, 20+32 e 

39+32, respectivamente. Embora, não se possa estabelecer uma correlação clara entre o 

tipo de efeito observado (estimulação/inibição) entre as misturas, constata-se que as 

combinações genotípicas 20+32, constituídas de clones filogeneticamente mais distantes 

e com graus de virulência mais distintos, foram justamente as que apresentaram o menor 

número de diferenças significativas. Diferenças significativas para a parasitemia, um 

dos mais importantes parâmetros de virulência, não foram encontradas somente em 

cinco das 24 infecções mistas estudadas, consistindo exatamente em combinações 
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filogeneticamente mais distantes 19+32, 20+32 e 20+39, o que sugere menor 

interferência de um clone sobre o outro nestes casos. 

Diversos autores têm demonstrando a relevância  da  variabilidade genética  do 

T. cruzi em suas propriedades biológicas fundamentais. Correlação entre o padrão de 

isoenzimas de cepas do T. cruzi e o comportamento biológico 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 evolução clonal e como tal pode ser considerado 

como subdivisões genéticas estáveis (Tibayrenc et al., 1986; Tibayrenc & Ayala, 1988). 

Essa estrutura clonal pressupõe uma correlação entre genética e as diferentes 

propriedades do parasito. Diversos trabalhos empregando os mesmos estoques clonais 

de T. cruzi utilizados nesse estudo, corroboram esta hipótese e demonstram uma forte 

ligação entre a distância genética e as propriedades biológicas em cultura acelular e 

celular (Laurent et al., 1997; Revollo et al., 1998) comportamento e patogenicidade em 

camundongos e vetores (Laurent et al., 1997; Lana et al., 1998; Toledo et al., 2002) e 

susceptibilidade a drogas in vitro (Revollo et al., 1998) e in vivo (Toledo et al., 2003; 

Toledo et al., 2004a,b) 

Considerando que nas infecções mistas os clones podem apresentar relações 

simbióticas ou também de competição e que clones geneticamente mais próximos 

apresentam propriedades biológicas mais semelhantes, seria esperado, como observado 

nesse trabalho, que clones filogeneticamente mais distantes e, portanto, de propriedades 

mais distintas, apresentassem menor grau de competição entre si, corroborando a 

hipótese de trabalho de que a divergência filogenética do T. cruzi exerce impacto sobre 

as propriedades biológicas do parasito em infecções mistas no hospedeiro vertebrado, 

como verificado em relação às infecções monoclonais (Toledo et al., 2002). 

Atualmente, o desenvolvimento de métodos moleculares mais sensíveis que 

permitem caracterizar diretamente as populações de T. cruzi presentes no sangue e 

demais tecidos dos vertebrados ou fezes de triatomíneos, tem comprovado a relevância 

das infecções mistas na epidemiologia da doença (Bosseno et al., 2000; Vago et al., 

2000; Solari et al., 2001). Indivíduos vivendo em área endêmica são provavelmente 

submetidos a várias reinfecções, que aumentam o número de infecções mistas 
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detectáveis no curso da doença (Breniére et al., 1998). Entretanto, o impacto dessas 

infecções mistas ainda precisa para ser elucidado.  

Esse trabalho representa um importante avanço para o entendimento das 

infecções mistas e demonstra nitidamente, que a interação entre os clones da mistura 

pode resultar em alteração das propriedades biológicas do parasito e conseqüentemente, 

do curso da infecção.  

As cepas de T. cruzi não são necessariamente populações homogêneas e 

diferentes clones podem apresentar, como revelado por diferentes estudos, diferenças na 

sua composição antigênica (Breniére et al., 1991), virulência (Postan et al., 1983; 

Lauria-Pires et al., 1997), padrões  de  isoenzimas   (Golderberg & Pereira, 1983; 

Montamat  et  al.,  1996; Lauria-Pires  et  al.,  1996a)   e   constituição   gênica   

(Lauria-Pires et al., 1996a; Morel et al., 1980; Deane et al., 1984; Carneiro et al. 1990; 

Oliveira et al., 1998). Andrade & Magalhães (1997) definiram cepas como populações 

estáveis que representam o equilíbrio entre múltiplos clones com predominância de um 

comportamento biológico. Entretanto, em decorrência da alteração das pressões do meio 

ou hospedeiro, uma população particular do parasito pode mudar seu comportamento 

com  o  tempo, levando a alterações 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 padrão de comportamento de um estoque parental, em relação à 

cinética de crescimento e diferenciação em meio acelular, não é necessariamente o 

mesmo observado para as linhagens subclonais subseqüentes. Esses dados sugerem que 

o comportamento de uma infecção mista é determinado pela interação dos clones 

presentes na mistura e seu ambiente, corroborando os resultados encontrados nesse 

estudo.  

Embora grandes avanços tenham sido alcançados em relação ao entendimento 

dos fatores determinantes da forma clínica da doença de Chagas e no sucesso de seu 

tratamento, esses ainda permanecem insatisfatórios e inconclusivos. As conseqüências 

da variabilidade genética, nestes aspectos, podem ser difíceis de serem avaliadas em 

decorrência das infecções mistas, encontradas tanto no ciclo silvestre como doméstico 

da doença, ignoradas antes do emprego dos marcadores moleculares hoje disponíveis.  

A caracterização de sub-populacionais de T. cruzi isoladas de pacientes, 

reservatórios e vetores em áreas endêmicas poderá revelar diferentes padrões de 
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combinações genéticas na mistura original, permitindo assim encontrar melhores 

correlações com a epidemiologia da doença, tais como capacidade de desenvolver no 

vetor ou vertebrado e serem transmitidas entre estes; evolução da infecção e 

manifestações clínicas da doença e susceptibilidade a quimioterápicos. Os resultados 

aqui encontrados ressaltam ainda mais a importância de se considerar as infecções 

mistas, tão  freqüentes na natureza, tanto em animais reservatórios  e vetores, 

(Tibayrenc et al., 1985; Bosseno et al., 1996; Solari et al., 1998; Bosseno et al., 2000) 

bem como no homem (Brenière et al., 1985; Lauria-Pires et al., 1996a; Solari et al., 

2001; Torres et al., 2003) e suas diversas conseqüências para o hospedeiro. 

 

 

 

 79 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

6 CONCLUSÕES 

 
 
 
 
 
 

 



CONCLUSÕES 

 
 
 

 As propriedades biológicas de clones de Trypanosoma cruzi pertencentes aos 

genótipos principais em infecções mistas foram diferentes daquelas 

teoricamente esperadas, para a maioria das infecções estudadas em relação às 

respectivas infecções monoclonais.  

 
  Os dados obtidos sugerem a ocorrência de interações entre os genótipos 

envolvidos na mistura e não somente uma justaposição. Essa interação resulta 

em fenômenos de estimulação ou inibição entre os clones da mistura, 

comprovados pela alteração significativa dos parâmetros avaliados em relação 

aos esperados para as infecções mistas. 

 

 A natureza dos efeitos de estimulação ou inibição observados não apresenta 

uma correlação direta com divergência filogenética do parasito. Efeitos 

estimulatórios e inibitórios da parasitemia foram observados em todas as 

combinações genotípicas estudadas, independentes da distância genética dos 

clones da mistura, exceto para a combinação 39+32 em que foram observados 

somente efeitos inibitórios.  

 

 A divergência filogenética dos clones presentes em infecções mistas parece 

desempenhar um forte impacto sobre as propriedades do parasito, quando 

consideradas em conjunto. Combinações de clones geneticamente mais 

distantes apresentaram menor grau de alterações nas propriedades biológicas 

em infecções duplas, quando comparadas como o resultado esperado e 

tomando como base as respectivas infecções monoclonais. Efeitos semelhantes 

ao esperado foram encontrados somente em combinações de clones 

geneticamente mais distantes.  

 

 Os dados sugerem a necessidade de se considerar o impacto das infecções 

mistas por clones de T. cruzi com características genéticas distintas sobre o 

hospedeiro, tanto na evolução da doença, quanto na sua epidemiologia e na 

resposta a terapêutica. 
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7.1 Identificação dos clones isolados de infecções mistas não tratadas 
por hemocultura 
 

Os parasitos recuperados através da hemocultura, foram mantidos em 

crescimento exponencial em meio LIT e o sedimento lavado em solução salina 

tamponada, congelado a –70oC para posterior análise pelo perfil de isoenzimas, RAPD e 

microssatélites. A caracterização dos clones encontradas no animal permitirá avaliar a 

dinâmica de interação entre os clones da mistura e interpretar os fenômenos de inibição 

e estimulação observados nas infecções mistas. 

O emprego de diferentes metodologias para a identificação dos clones permitirá 

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

 

 

7.2 Identificação dos clones isolados de infecções mistas não tratadas 
em eluato de sangue 

 

Amostras de sangue de cada animal, retirado pelo plexo venoso retro-orbital, 

foram coletados aos 60 dias após inoculação em Guanidina-HCl/EDTA 6 M e 

conservados a temperatura ambiente. Essas amostras serão submetidas à extração de 

DNA e aquelas positivas na PCR (fragmento de 330 pb de minicírculos do kDNA do 

parasito) serão analisados por microssatélites, polimorfismo dos genes de rRNA e 

subunidade II da Citocromo oxidase (CoII). 

Esta caracterização possibilitará comparar os resultados obtidos diretamente do 

sangue com o encontrado após isolamento e cultivo do parasito em meio LIT, 

permitindo assim verificar se o manuseio do parasito em cultura altera a composição 

original da população.   

 

 
7.3 Identificação dos clones presentes nos tecidos do hospedeiro 
 

Dois animais de cada uma das 24 infecções mistas estudadas foram necropsiados 

entre 30-35 dias após inoculação (d.a.i) e outros dois animais entre 120-125 (d.a.i). 

Todos tecidos foram coletados, processados e armazenados a –70ºC. Esse material abre 
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perspectivas para o estudo do tropismo tecidual em infecções mistas, utilizando um 

grande número de amostras e combinações representativas da diversidade genética do 

parasito.  

 
 
7.4 Tratamento de infecções mistas 

 

Considerando a importância de infecções mistas em humanos (Solari et al., 2001) 

e a complexidade e dificuldade oferecidas à terapêutica, o estudo do tratamento e de 

infecções mistas experimentais, constituídas de populações caracterizadas 

geneticamente e que representem a divergência filogenética do parasito, poderá 

constituir em uma importante ferramenta para o melhor entendimento à resposta ao 

tratamento. 
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