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Resumo

A doenca de Chagas acomete milh6es de individuos na América Latina. A
migracdo de pessoas infectadas facilitou sua disseminagdo para outros
continentes. O protozoario parasito Trypanosoma cruzi é o agente etiolégico
da doenca no homem, transmitido por insetos triatomineos, conhecidos
como “barbeiros”. H4, ainda, outras formas de transmissdo, que incluem as
vias: oral, transfusional, congénita e acidental em laboratério. A doenca
apresenta fases aguda e crbnica e formas: indeterminada, cardiaca,
digestiva ou mista. A diversidade biolégica de T.cruzi poderia explicar a
diversidade clinica e respostas dos hospedeiros. Sendo assim, 0s objetivos
deste trabalho foram: caracterizar cepas de T. cruzi isoladas no estado de
Sao Paulo, por andlises morfométrica e molecular; correlacionar os
resultados obtidos na morfometria com aqueles verificados na
caracterizacdo molecular; verificar a capacidade infectiva de cepas de T.
cruzi em sistema de cultivo celular e ampliar o conhecimento sobre a
diversidade das cepas de T. cruzi, isoladas no estado de Sdo Paulo e as
possiveis diferencas entre as mesmas. Foram selecionadas 44 amostras,
provenientes de 25 hospedeiros humanos, 7 caes (7 aliquotas de sangue
total e 7 esfregacos em lamina), 2 animais silvestres (Didelphis albiventris e
Philander opossum) e 3 triatomineos (Panstrongylus megistus). As cepas
foram isoladas por hemocultura e xenocultura/cultura do trato intestinal de
triatomineos. A analise molecular foi realizada em todas as amostras do
trabalho, determinando as DTUs pelo FFLB. Deste total, 19 cepas foram
caracterizadas morfometricamente e 12 foram utilizadas na infeccéo
experimental em fibroblastos, linhagem NCTC. Na caracterizacao
morfomeétrica, os resultados apresentaram valores dentro ou muito proximos
dos intervalos de variacdo esperados para T. cruzi e certa homogeneidade
para a maioria dos parametros; na caracterizacdo molecular, foram
determinadas as DTUs Tcl (9 hospedeiros), Tcll/VI (25 hospedeiros) e Tclll

(1 hospedeiro), além de suspeita de infecgdo mista em alguns casos pela



presenca de fragmentos sugestivos para outros tripanossomatideos (T.
rangeli e Leishmania); a correlacdo dos dados morfométricos e moleculares
produziu resultados similares aqueles verificados na caracterizacao
morfométrica e todas as cepas internalizaram e produziram amastigotas,
quando inoculadas em células NCTC. Pode-se concluir que: a morfometria
apresentou valores compativeis para T. cruzi, pelos parametros observados,
e isoladamente ndo permitiu diferenciar cepas deste parasito; as DTUs
Tcll/VI, associadas aos ciclos domésticos e em pacientes com doenca de
Chagas cronica, foram caracterizadas na maioria das cepas isoladas dos
diferentes hospedeiros estudados; serd necessario continuar os estudos em
relacdo a hipotese de possiveis hospedeiros com infecgdo mista e a infecgao
em sistema de cultivo celular foi adequada e estavel para os propoésitos

deste estudo, substituindo o modelo animal.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, doenca de Chagas, interacoes
hospedeiro-patégeno, biometria, biologia molecular.



Abstract

Chagas’ disease affects millions of people in Latin America. The migration of
infected people has facilitated their spread to other continents. The parasite
protozoan Trypanosoma cruzi is the etiological agent of this disease in
humans, transmitted by triatomines insects known as "kissing bugs". Other
forms of transmission include: oral, transfusional, congenital and accidental
in the laboratory. The disease presents acute and chronic phases, and
indeterminate, cardiac, digestive or mixed forms. The biological diversity of T.
cruzi might explain the clinical diversity and hosts responses. Thus, the
objectives of this work were: to characterize strains of T. cruzi isolated in Sao
Paulo state, through morphometric and molecular analyzes; to correlate the
results obtained in the morphometry with those verified in the molecular
characterization; to verify the infective capacity of T. cruzi strains in cell
culture system and to expand the knowledge about the diversity of T. cruzi
strains, isolated in the Sdo Paulo state, and the possible differences among
them. 44 samples were selected from 25 humans hosts, 7 dogs (7 aliquots of
whole blood and 7 smears in slide), 2 sylvatic animals (Didelphis albiventris
and Philander opossum) and 3 triatomines (Panstrongylus megistus). The
strains were isolated by blood culture and xenoculture/culture of the intestinal
tract of triatomines. The molecular analysis was performed on all samples of
the work, determining the DTUs by FFLB. From these total, 19 strains were
morphometrically characterized and 12 were used in the experimental
infection in fibroblasts, NCTC lineage. In the morphometric characterization,
the results showed values within or very close to the expected ranges of
variation for T. cruzi and some homogeneity for most of the parameters; in
the molecular characterization were determined the DTUs Tcl (9 hosts),
Tcll/VI (25 hosts) and Tclll (1 host), besides suspicion of mixed infection in
some cases, by the presence of fragments suggestive of other
trypanosomatids (T. rangeli and Leishmania); the correlation of the

morphometric and molecular data produced similar results for those verified



in the morphometric characterization and all strains internalized and
produced amastigotes when inoculated into NCTC cells. It can be concluded
that the morphometry presented compatible values for T. cruzi, by the
observed parameters, and isolatedly did not allow to differentiate strains of
this parasite; the DTUs Tcll/VI, associated with the domestic cycles and in
patients with chronic Chagas' disease were characterized in the majority of
strains isolated from the different hosts studied; it will be necessary to
continue the studies in relation to the hypothesis of possible hosts with mixed
infection and the infection in cell culture system was adequate and stable for

the purposes of this study, replacing the animal model.

Keywords: Trypanosoma cruzi, Chagas disease, host-parasite interactions,
biometry, molecular biology.
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1. Introducéo

1.1. Doencga de Chagas

1.1.1. Epidemiologia

A doenca de Chagas ou tripanossomiase americana é uma infeccao
parasitaria causada pelo protozoéario Trypanosoma (Schyzotrypanum) cruzi,
gue pertence a classe Mastigophora, ordem Kinetoplastida e familia
Trypanosomatidae. Este parasito é transmitido de forma natural por insetos
hemat6fagos popularmente conhecidos como “barbeiros”, pertencentes a
ordem Hemiptera, familia Reduviidae, subfamilia Triatominae e cujos
géneros Triatoma, Panstrongylus e Rhodnius incluem a maioria das
espécies transmissoras (Rey, 2010).

Originalmente, a infeccdo por T. cruzi se caracterizava como uma
enzootia de animais silvestres, por meio da condicdo de interacdo parasito -
vetor - hospedeiros animais. Secundariamente, a medida em que o0 homem
invadiu e alterou os ecotopos de circulacdo do parasito, colocou-se em
situacao favoravel a transmissao para os seres humanos. De maneira geral,
para a América Latina, considerava-se entre essas alteracdes o
desmatamento, as atividades de carater extrativista, a agricultura extensiva e
a pecuaria ocorrida em fins do século XIX e grande parte do século XX. Nos
dias atuais, estas atividades ainda estdo presentes em areas mais isoladas
de muitos paises americanos. Como consequéncia dessa interacdo (parasito
- vetor - homem), a doenca de Chagas transformou-se em uma
antropozoonose, disseminando-se para grandes areas e muitas regides
como uma doenca de grande importancia, principalmente nas comunidades
mais pobres e desassistidas (Coura, 2007).

Hoje, a facilidade para o fluxo de pessoas de areas endémicas para

paises sem transmissao natural tem revelado grandes contingentes de
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individuos portadores da doenca no Canada, Estados Unidos e em muitas
outras regides da Europa (Hidron et al., 2010).

No estado de Sao Paulo, diferentemente do padrdo epidemioldgico
encontrado em outros estados brasileiros e regifes da América Latina, a
doenca de Chagas se apresentou em 2 padrdes especificos: o “sertanejo”,
gue ocorreu anteriormente ao desbravamento do sertdo paulista pela
cafeicultura e cujos vetores eram P. megistus e T. sordida e o de
transmissao por T. infestans, que ocorreu apds a introducao deste espécime
no estado - provavelmente entre os séculos XVIII e XIX, pelos tropeiros que
vinham do Sul do pais até Sorocaba, por uma rota comercial de muares e
equinos denominada “Caminho dos Muares” - e, de maneira efetiva, pela
cafeicultura no Planalto Ocidental Paulista, no final do século XIX, que
apresentou situacdo mais grave em relacdo a doenca, nas décadas
seguintes (Silva, 1986). Neste ultimo caso, 0s principais responsaveis pelo
favorecimento da endemia foram as elevadas taxas de densidade
demografica - provocadas pela méo-de-obra agricola e pela mobilidade da
populacdo em comparacdo com outras areas do interior brasileiro - e uma
grande dispersdo na organizacdo de empreendimentos agricolas (Keller,
1970; Monbeig, 1952).

Cabe ressaltar que a fronteira agricola paulista avancou para dentro
da maioria dos estados vizinhos, disseminando a transmissdo da doenca por
T. infestans no Centro-sul brasileiro em éareas onde a cafeicultura foi
estabelecida. Os estados afetados foram Parana, Minas Gerais e Goias
(Silva, 1986).

A situacao da endemia na regido comecou a se modificar em 1950,
guando o estado de S&o Paulo, ao investir fortemente na reabilitacdo da
decadente economia agraria, desenvolveu atividades de combate ao T.
infestans. Entretanto, o declinio da transmissdo comecou a ocorrer somente
a partir de 1960, quando as atividades foram intensificadas, depois que a
malaria deixou de apresentar a problematica que possuia na época (Silva et
al., 1998).
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Somada as ac¢bes tomadas pelo estado, estd a reestruturagdo do
espaco agrario na regiao, com um significativo éxodo rural, verificado a partir
de 1950, com o desaparecimento de cerca de 270 mil domicilios (IBGE,
1960; Silva, 1986). Concomitante a isto estd o processo de modernizacao da
agricultura, que apresentou maiores variedades de culturas e consumo de
fertilizantes defensivos, bem como maior mecanizagéo (IBGE, 1970).

Por volta de 1970, era possivel afirmar que a transmissdo natural da
doenca de Chagas havia sido interrompida, embora a doenca nao estivesse
erradicada (Silva e Dias Jr., 1969).

Decorridos muitos anos de intensa atividade de controle e
eliminacdo da transmissdo natural da doenca por T. infestans, o Brasil
recebeu, em 1995, um parecer referente a eliminacéo desse triatomineo no
estado, emitida pela OPAS (Silva et al., 1998) e, posteriormente, o
certificado de eliminacdo, em 2014 (BEPA, 2014).

A eliminacdo do principal vetor promoveu um olhar sobre as
espécies secundarias (T. sordida e P. megistus), mantendo a vigilancia
entomologica em constante atividade nas trés principais frentes: encontro
esporadico de exemplares de T. infestans, predominancia de T. sordida e
ocorréncia de P. megistus (Silva et al., 2011).

As estimativas de doenca de Chagas, no Brasil, variam de 1,9 a 4,6
milhdes de individuos infectados por T. cruzi (Hotez e Fujiwara, 2014,
Martins-Melo et al., 2014a), correspondendo a, aproximadamente, 1,0-2,4%
da populacéo (Dias et al., 2016) e permanecendo como uma das principais
causas de 6bitos por doencas infecciosas e parasitarias (Martins-Melo et al.,
2016).

No que diz respeito a estimativa global, cerca de 6 a 7 milhdes de
individuos estéo infectados por T. cruzi em todo o mundo, principalmente, na
América Latina, permanecendo como um importante problema de saude
publica e provocando um numero anual de 6bitos superior a 10 mil (WHO,
2018).
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1.1.2. Transmissao

Além da j& citada transmisséo natural de T. cruzi pelos triatomineos,
h& varios outros mecanismos conhecidos: por via oral, a partir da ingestao
de alimentos contaminados; transfusdo sanguinea; congénita; transplante de

orgédos e acidentes laboratoriais (Dias, 1979).

1.1.2.1. Por via oral

Segundo Shikanai-Yasuda e Carvalho (2012), a transmissao oral da
doenca de Chagas tem se tornado o principal mecanismo de infeccao por T.
cruzi na Bacia Amazonica e em regides cujo controle de triatomineos
domésticos e peridomesticos tem sido eficiente. Esta situagéo é corroborada
pelo grande nimero de surtos ocorridos onde, entre os anos de 1965-2010,
foram descritos 529 casos, distribuidos pelos estados do Acre, Amapa,
Amazonas, Bahia, Ceara, Maranhdo, Para, Paraiba, Rio Grande do Sul,
Santa Catarina e Tocantins (Ferreira et al., 2014).

No Brasil, este tipo de transmissdo e, consequentemente, 0
surgimento de surtos envolve a ingestdo de comidas, bebidas (caldo de
cana, por exemplo), sopas e frutas (como o acgai) contaminadas com fezes e
urina de triatomineos infectados (Shikanai-Yasuda e Carvalho, 2012), além
do consumo de carnes de animais silvestres, principalmente, de tatu e
gamba, que sdo conhecidos reservatorios de T. cruzi (Sangenis et al., 2015;
Yeo et al.,, 2005). Este ultimo caso ainda permanece como uma pratica
comum entre as populacdes rurais, motivada, principalmente, por fatores de

subsisténcia, mesmo com a caca sendo proibida por Lei (Sampaio, 2011).
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1.1.2.2. Transfusédo sanguinea

Confirmada pela primeira vez no Brasil por Freitas et al. (1952). Até
o final da década de 1970, estimava-se que, entre os 100 mil casos novos
da doenga por ano, 20 mil correspondiam a esta modalidade de transmissao
(Dias, 2006).

Embora tenha ocorrido a implantacdo de hemocentros, a partir de
1977 (Junqueira et al., 2005), e de legislacdo vigente para o controle de
gualidade do sangue transfundido, durante a década de 1980, o risco de
infecgdo por transfusdo ainda néo foi totalmente combatido (Silva e Luna,
2013).

Segundo Wendel (2005), os fatores envolvidos na problematica
acima referida sao: a deficiéncia na triagem clinica e soroldégica do sangue, o
nivel de cobertura de sorologia de infec¢des por T. cruzi, a sensibilidade dos
exames utilizados para diagnostico sorolégico e a prevaléncia da doenca na

regiao verificada.

1.1.2.3. Vertical ou congénita

A definicAo de caso congénito em criancas nascidas de maes
infectadas ocorre pela deteccdo do parasito no sangue do recém-nascido ou
a presenca de anticorpos ndo maternos em criancas apos seis a sete meses
de idade, desde que sejam excluidos outros mecanismos de transmissao
(Ministério da Saude, 2005).

Segundo Torrico et al. (2004), Salas et al. (2007) e Carlier et al.
(2011), a estimativa global da prevaléncia da infeccdo por T. cruzi em
gestantes varia de 1 a 40%.

No Brasil, esta forma de transmissdo ainda apresenta relativa
importancia, devido a caréncia de acdes preventivas para a mesma (Dias et
al., 2016). No pais, a prevaléncia de infeccédo esta estimada em 1,1%, com

taxa de transmisséao vertical de 1,7% (Martins-Melo et al., 2014b).
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1.1.2.4. Por transplante de 6rgéos

Esta circunstancia pode ocorrer a partir do doador portador de
doenca de Chagas ou pela reativacdo da parasitemia de um receptor
anteriormente infectado (Dias et al., 2011).

Os primeiros relatos desta modalidade de transmissdo datam do
inicio da década de 1980, principalmente pelo transplante renal (Chocair et
al., 1981). Desde entdo, a veiculacdo do parasito ja foi documentada em
transplantes de diversos érgaos, como coracgdo, figado, pancreas e medula

0ssea (Amato Neto et al., 2000).

1.1.2.5. Por acidentes laboratoriais

Este caso pode ocorrer entre profissionais de laboratério pela
realizacdo de trabalhos experimentais envolvendo mamiferos e triatomineos
infectados pelo parasito, culturas ou aerossoOis provenientes de materiais
contaminados. Além destes fatores, a veiculacdo pode ocorrer por
contaminacao cirargica, a partir de pacientes em fase aguda, e por auséncia
de boas praticas no transporte de materiais contaminados (Brener et al.,
1997; Amato Neto et al., 2000).

Segundo Amato Neto (2000), os fatores de risco presentes nesta
forma de transmissdo sao: desconhecimento, desatencdo, utilizacao
inadequada de equipamentos de protecdo individual, instalacbes

inadequadas e falta de capacitacdo por parte dos profissionais envolvidos.

1.1.3. Morfologia e ciclo biolégico de T. cruzi

Segundo de Lana e Tafuri (2005), os tripanossomatideos
apresentam um complexo fenébmeno de diferenciacdo celular, derivado de
mecanismos de adaptacao fisioldgica as condicbes ambientais em que estéo
submetidos. As principais estruturas presentes nesses protozodarios sao:

flagelo, bolsa flagelar, cinetoplasto (regido contendo o kDNA), nlcleo e

25



membranas celulares. A posi¢ao destas estruturas ao longo do corpo do
parasito, o seu formato celular, a existéncia e extensdo da membrana
ondulante determinam a forma evolutiva do mesmo. Assim sendo, T. cruzi
apresenta as formas epimastigota (alongada, com cinetoplasto anterior e
proximo ao nucleo e pequena membrana ondulante), tripomastigota
(alongada, com cinetoplasto posterior ao nucleo e membrana ondulante
extensa) e amastigota (arredondada ou oval, com flagelo curto e né&o
aparente). A Figura 1 mostra a representacdo esquematica das 3 formas

evolutivas observadas em T. cruzi.

-
:.,,.u..fﬂ“*‘d’? / ||'|

\’f ..

Epimastigote | | II*.,
i| ,u'll |1I' | Trypomastigote

V

Figura 1 Formas evolutivas de T. cruzi. Disponivel em: <
http://dna.kdna.ucla.edu/parasite_course-old/cruzi_files/subchapters/morphology and life

cycle.htm>

T. cruzi apresenta ciclo biolégico do tipo heteroxénico (Figura 2), se
multiplicando  extracelularmente nos hospedeiros invertebrados -
triatomineos - e intracelularmente nos vertebrados (de Lana e Tafuri, 2005).

Nos invertebrados, o parasito, quando ingerido pelo triatomineo
durante o repasto sanguineo deste, sofre transformacdes ao longo do tubo
digestivo do inseto, diferenciando-se em epimastigotas. Quando estas
formas atingem o intestino médio, multiplicam-se por divisdo binaria simples.
Ao alcancarem o reto, transformam-se em tripomastigotas metaciclicas, que

serao eliminadas nas fezes e urina (Brener, 1997).
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J& nos vertebrados, qualquer que seja 0 mecanismo de transmissao
do parasito, a forma tripomastigota necessita interagir e interiorizar em
alguma célula para dar continuidade ao seu ciclo biologico. Desta forma, o
parasito pode se introduzir em uma diversidade de tipos celulares, como
macrofagos, células epiteliais e musculares. Apos a interacdo e penetracao
na célula hospedeira, os tripomastigotas diferenciam-se em amastigotas e,
decorrido um periodo de laténcia de, aproximadamente, 20 a 30 horas,
multiplicam-se por divisdo binaria simples (Brener, 1997). Quando a célula
estiver preenchida, as amastigotas diferenciam-se em tripomastigotas
sanguineas, rompendo a célula hospedeira e atingindo a circulacao,
infectando células de diversos Orgaos ou tecidos existentes para cumprir

novo ciclo biolégico (de Lana e Tafuri, 2005).

Triatomine Bug Stages Human Stages
Triatomine bug takes a blood meal
(passes melayche typomastigetes in feces, e Metacyelic trypomastigotes
trypomastigates enter Bite wound o penetrate various cells at bite
mucosal membranes, such as the conjunctiva) wound site. Inside cells they
transform into amastigotes,

Metacyclic trypomastigotes
in hindgut

Multiply in midgut %

Triatomine bug takes
e a blood meal

o Amastigotes multiply
Trypomastigotes by binary fission in cells
can infect ather cells of infected tissues.

and transform into

intracellular amastigotes

in neew infection sites.

Clinical manifestations can

result from this infective cycle.
(O Erimastigotes (trypomastigotes ingested)

’@ Intraceliular amastigotes

E o transform into trypomastigotes,
then burst out of the cell
and enter the bloodstream

Al = Intective Stage
A\ = Diagnestic Stage

Figura 2: Ciclo biolégico de T. cruzi. Disponivel em: <

https://www.cdc.gov/dpdx/trypanosomiasisamerican/index.htm|>

1.1.4. Patologia

A doenca de Chagas apresenta as fases aguda e cronica.
Compreendem-se na fase cronica as formas: indeterminada, cardiaca,
digestiva e mista (Andrade et al., 2011).

A fase aguda é caracterizada pela elevada parasitemia e processos

inflamatorios focais, podendo ser sintomatica ou assintomatica, dependendo
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do estado imunolégico do hospedeiro (de Lana e Tafuri, 2005). Nos casos
sintomaticos, os pacientes podem apresentar uma variedade de agravos,
como o sinal de Romafia ou chagoma de inoculagéo - sinais de porta de
entrada do parasito no hospedeiro, caracteristicos da transmissao vetorial e
provocadas por reacdo inflamatéria - seguido de febre, adenopatia
generalizada, miocardite, hepatoesplenomegalia e, nos quadros mais
graves, meningoencefalite (Dias et al.,, 1956). Este Ultimo caso ocorre,
sobretudo, em situagcbes de reativagdo, acometendo individuos
imunocomprometidos (Ministério da Saude, 2005, 2017).

Importante salientar que a fase aguda da doenca, por transmisséo
oral, tem indicado diferencas quanto a sua evolucgao clinica, com relatos de
exantema cutadneo, hemorragia digestiva e quadros mais graves e
frequentes de insuficiéncia cardiaca. Além disso, a morbimortalidade dessa
modalidade de transmissdo € mais elevada em comparagdo com a vetorial
(Ministério da Saude, 2017).

Com relacéo a fase cronica, a forma indeterminada é caracterizada
pela auséncia de sinais e sintomas da doenca, com o0s pacientes
apresentando eletrocardiograma e radiografia de es6fago, célon e coracao
normais, porém, sorologia positiva para T. cruzi (Coura, 2007). Segundo
Andrade et al. (2011), esta forma pode persistir nos individuos infectados por
um periodo entre trinta e quarenta anos, onde cerca de 30 a 40% dos casos
evoluem para a forma cardiaca, digestiva ou mista.

A forma cardiaca, conhecida como cardiopatia chagasica crbnica
(CCCQC), é caracterizada pela destruicdo do tecido cardiaco e das células
nervosas locais, por processo inflamatoério. Estes danos, consequentemente,
reduzem a forca de contracdo do 6rgdo, causam sua hipertrofia e, em
estagios mais avancados da patologia, podem desenvolver nos pacientes
um quadro de insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC). Este quadro é
caracterizado pela incapacidade do coracdo em bombear volumes
adequados de sangue arterial - rico em oxigénio - para os demais 6rgédos e
tecidos do corpo, 0 que compromete 0 metabolismo e promove sintomas

clinicos variados, como insénia, dispneia de esfor¢o, congestéo visceral e
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edema nos membros inferiores. Posteriormente, os sintomas podem evoluir
para dispneia continua, anasarca e morte (Rey, 2010; Machado et al., 2012).

J4& a forma digestiva € representada pelo megaes6fago e
megacélon, caracterizados como dilatacbes permanentes e difusas com
alteracoes funcionais importantes, provocadas pela destruicdo dos tecidos e
neurdnios locais por processo inflamatorio. Estas lesdes promovem a
inibicdo da contracdo, descoordenacdo motora e alteracdes nos processos
de secrecdo e absorcdo dos érgdos (Matsuda et al., 2009; Pinazo et al.,
2010). Segundo Coura (2007), o progndstico para este tipo de manifestacéao
€ geralmente positivo e ndo progride a 6bito, com excecao de complicacdes
associadas e que, eventualmente, possam ocorrer, como cancer de esbfago

e necrose do colon, por exemplo.

1.1.5. Diagna@stico

1.1.5.1 Clinico

A suspeita de fase aguda da doenca de Chagas € determinada pelo
contexto epidemiologico e manifestacdes clinicas dos pacientes, enquanto
gue a de fase crbnica se da através de alteracdes cardiacas e/ou digestivas,
confirmadas pelo eletrocardiograma e raios-X, respectivamente. Entretanto,
o diagnostico laboratorial deve ser realizado para confirmar o diagnostico
clinico nos dois casos, mediante exames parasitolégicos e sorologicos (de
Lana e Tafuri, 2005).

1.1.5.2. Parasitoldgico

Modalidade diagndstica mais indicada para a fase aguda da doenca,
baseando-se, essencialmente, na demonstracdo da presenca do parasito no
sangue periférico, com sua sensibilidade variando de acordo com o nivel de
parasitemia encontrado (Luquetti e Castro, 1997; Luquetti e Rassi, 2000;

Ministério da Saude, 2014, 2017). Entretanto, também pode ser realizada na
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fase crbnica, pela utilizacdo dos métodos indiretos (Camargo e Takeda,
1979) relatados adiante.

Os exames realizados sdo: pesquisa a fresco de
tripanossomatideos, métodos de concentracdo (método de Strout, micro-
hematdcrito e creme leucocitério) e lamina corada de gota espessa ou de
esfregaco (Ministério da Saude, 2005, 2013, 2014, 2017). Ja os métodos
parasitolégicos indiretos sdo o xenodiagndstico e a hemocultura (Camargo e
Takeda, 1979).

A pesquisa a fresco € simples e de rapida execucéo, apresentando
maior sensibilidade que o esfregaco corado e podendo ser realizada
diretamente ao microscopio, com uma gota de sangue entre lamina e
laminula. O ideal para a realizacdo deste exame é a coleta com paciente
febril e dentro de 30 dias do inicio dos sintomas (Luquetti e Schmuiiis, 2017).

Os meétodos de concentragcdo apresentam baixo custo e sao
recomendados como diagnostico de primeira escolha para casos
sintomaticos superiores a 30 dias de evolucéo, pelo declinio da parasitemia
ao longo do tempo (Luquetti e Schmuiis, 2017).

O exame direto de lamina corada e de gota espessa ou esfregaco
sanguineo também pode ser realizado, porém, apresenta menor
sensibilidade em relacdo aos métodos anteriormente descritos (Luquetti e
Rassi, 2000; Ministério da Saude, 2014, 2017).

Com relacdo aos métodos indiretos, estes podem ser realizados
guando ha escassez de parasitos circulantes em pacientes sorologicamente
positivos. O xenodiagnostico pode ser empregado no controle do tratamento
especifico e no isolamento de cepas de T. cruzi. Tradicionalmente, esta
técnica € realizada 30 e 60 dias apds o repasto do sangue dos pacientes,
por ninfas de triatomineos de 3° ou 4° estadios de desenvolvimento
(espécies Triatoma infestans, Panstrongylus megistus e Rhodnius prolixus).
As fezes e a urina destes triatomineos, obtidas por compressdo de seus
abdémens com auxilio de uma pinc¢a, sdo depositadas em lamina de vidro
contendo uma gota de solucdo fisiolégica a 0,85% e examinadas ao

microscoOpio Optico para a pesquisa de formas epimastigotas e
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tripomastigotas metaciclicas de T. cruzi. Posteriormente, este procedimento
foi modificado, com objetivo de permitir o facil isolamento das cepas, auxiliar
no controle de qualidade do xenodiagnéstico empregado em laboratérios e
reduzir o tempo de exame para 25 a 30 dias apds o repasto sanguineo dos
triatomineos (Chiari e Galvao, 1997). Para tal propésito, o material biolégico
dos vetores - urina, fezes e intestino - foi semeado em meio LIT (Camargo,
1964) e denominado xenocultura (Bronfen et al., 1989).

A hemocultura consiste na coleta de um grande volume de sangue
de pacientes na fase cronica da doenca, seguida de lavagem das hemacias,
cultivo do sedimento em meio LIT e exame mensal em até 120 dias. Esta
técnica permite o isolamento de cepas de T. cruzi provenientes de seres
humanos, animais silvestres e domésticos, com a finalidade de caracteriza-
los por meio de diferentes metodologias, como morfoldgicas, bioldgicas e
moleculares (Chiari e Galvao, 1997).

Entretanto, a parasitemia subpatente da fase cronica da doenca de
Chagas torna o0os métodos parasitologicos indiretos pouco sensiveis,
implicando em auséncia de valor diagnostico para resultados negativos
(Castro et al., 2002; Ministério da Saude, 2005, 2014). Neste caso, 0
diagnostico para esta fase da doenca é, essencialmente, sorologico
(Ministério da Saude, 2005, 2013, 2014, 2017).

1.1.5.3. Sorologico

O diagnastico sorolégico constitui-se de metodologias utilizadas para
deteccdo de anticorpos anti-T. cruzi das classes IgM e IgG, circulantes no
soro dos pacientes. Embora possa ser realizada na fase aguda da doenca, €
mais indicada para a fase crbnica (Dias et al., 2016).

No Brasil, a realizacdo de testes soroldgicos para a fase aguda da
doenca de Chagas é dificultada pela falta de kits comerciais aprovados pela
ANVISA e escassez de controles positivos para anticorpos IgM (Ministério da
Saude, 2005, 2013, 2014). Assim, as metodologias utilizadas sao: IFI
(Camargo, 1966) para IgG, HAI (Cerisola et al., 1962) e ELISA (Voller,
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1975), além da recomendacédo para a implantagdo de IFlI para IgM, em
laboratérios de referéncia (Dias et al., 2016).

J& para a fase crbnica, deve-se realizar a detec¢do de anticorpos
anti-T. cruzi da classe IgG pela utilizacdo de um teste com elevada
sensibilidade, em conjunto com outro de elevada especificidade: HAI, IFl e
ELISA. O diagnostico da doenca é confirmado quando o paciente apresentar
exame reagente em pelo menos 2 testes (Luquetti e Rassi, 2000; Ministério
da Saude, 2013, 2017).

1.1.5.4. Molecular

Utilizado de maneira complementar aos diagndsticos parasitologico
e sorologico, o diagnostico molecular por PCR ou por PCR em tempo real
estd em processo de padronizacdo e refinamento, fornecendo ferramentas
para deteccédo, quantificacdo e genotipagem de T. cruzi, em variedades de
amostras biolégicas (Duffy et al., 2009; Ramirez et al., 2015). Além disso,
tem auxiliado no acompanhamento de pacientes em periodo de tratamento e
na compreensdo dos ciclos de transmissdo do parasito (Dumonteil e
Herrera, 2017).

Entretanto, a grande sensibilidade deste exame, somada a presenca
do DNA do parasito, com auséncia de infeccdo por parasitos vivos, é
propensa a fornecer resultados falsos positivos, dificultando a interpretacéo
dos mesmos (Dumonteil e Herrera, 2017). Por outro lado, a genotipagem
molecular, ainda, ndo € adequadamente sensivel, principalmente, em

amostras com baixa carga parasitaria (Garcia et al., 2017).
1.1.6. Tratamento

Os medicamentos benzonidazol e nifurtimox, ainda, permanecem
como os farmacos de escolha para o tratamento etiolégico da doenca de

Chagas, sendo mais recomendados para a fase aguda, com vistas a

reducéo ou eliminag&o precoce da infeccdo, de maneira efetiva (Sales Junior
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et al., 2017). Diferentemente da eficacia observada na fase aguda, ambos os
medicamentos apresentam indices de cura muito baixos na fase cronica
(Coura, 2003).

O benzonidazol é o mais utilizado no contexto brasileiro, devido a
maior experiéncia e disponibilidade no pais (Dias et al., 2016),
diferentemente do nifurtimox, cuja disponibilidade é menor e apresenta
poucas publicacdes avaliando seu uso (CONITEC, 2018).

Todavia, estes medicamentos podem trazer uma série de efeitos
colaterais para os pacientes, como dermatites, polineuropatia, anorexia,
entre outros, debilitando mais a saiude dos mesmos (Hidron et al., 2010;
Andrade et al., 2011). Neste contexto, ainda ha poucas drogas sendo
testadas em ensaios clinicos, com vistas a tornar o tratamento mais seguro e

produzir melhores resultados (Sales Junior et al., 2017).

1.2. Caracterizacao de T. cruzi

Apesar dos multiplos avancos no estudo sobre a doenca de Chagas,
nao se dispbe, ainda, de um tratamento totalmente eficiente, tampouco se
conhece a razdo da diversidade dos quadros clinicos e respostas do
hospedeiro. Uma das hipdteses pode estar relacionada a diversidade
biolégica das populacdes ou cepas’ de T. cruzi. Esta heterogeneidade
também pode explicar os resultados dispares, muitas vezes encontrados no
diagnostico e estudos com as diferentes cepas tem levado alguns autores a
sugerir que o parasito deveria ser chamado de “complexo cruzi” (Devera et
al., 2003).

Segundo WHO (1991), a caracterizacdo adequada de um isolado de
T. cruzi é fundamental para determinar o papel que esta cepa possa
desempenhar quanto a patogenia, suscetibilidade ao hospedeiro,
apresentacao clinica, morbidade e mortalidade, assim como sensibilidade a

guimioterapia especifica.

! Por definicdo, é uma populacdo derivada de um isolado, que se reproduz de forma continua por
passagens seriadas mecanicas ou ciclicas, em animais de laboratério ou meios de cultura (Lumsden,
1970).
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1.2.1. Caracterizagdo morfométrica

A observacao de variacdes morfologicas se constituiu numa das
primeiras estratégias para a caracterizacdo de T. cruzi (Brener, 1979).

Observou-se, inicialmente, que este parasito apresentava um
polimorfismo caracterizado pela presenca de formas largas e delgadas
(Chagas, 1909). Silva (1959) afirmava que apenas as formas delgadas eram
capazes de sobreviver no hospedeiro, quando inoculadas, ao passo que as
formas largas sofriam degeneracdo. Segundo Brener (1969), as formas
delgadas sao mais virulentas, podendo penetrar mais rapidamente do que as
formas largas. Howells e Chiari (1975) mostraram que as formas largas
estariam mais habilitadas para infectar triatomineos, desenvolvendo-se
muito bem no inseto vetor.

Segundo Rossi (2007), Chagas ja havia relatado o dualismo
morfologico das formas tripomastigotas. Assim, haveria uma forma com um
grande cinetoplasto, muito préximo ou exatamente na extremidade posterior
do parasito, com maior diametro transversal e o nucleo grande e ovoide, no
sentido longitudinal; ou menos esférico, muito menor, situado na
extremidade posterior do organismo. A outra forma apresentar-se-ia mais
larga do que a primeira, com um cinetoplasto mais ou menos esférico.

Ainda, segundo Rossi (2007), Chagas observara formas
tripomastigotas com cinetoplasto muito distante da extremidade posterior e
nacleo como longa faixa longitudinal. O pesquisador cogitou, entdo, que
essa diferenca traduzisse um dimorfismo sexual. O préprio Chagas veio,
mais tarde, a desconsiderar esta hipotese.

Os estudos de caracterizacdo morfologica foram realizados por
outros autores, tais como: Dias e Freitas Filho (1943), Barretto (1965), Belda
Neto (1974) e Rimoldi et al. (2012). Basicamente, todos estes estudos
utilizaram os métodos biométricos de Pearson (1914), Hoare e Broom (1938)
e Hoare (1972), que se assentam sobre os parametros abaixo (Figura 3):

e L: comprimento total, constituido pela soma de PN, NA, F;

e PK: distancia da extremidade posterior ao meio do cinetoplasto;
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e KN: distancia do meio do cinetoplasto ao meio do nucleo;

e PN: distancia da extremidade posterior ao meio do nucleo constituido
pela soma de PK e KN;

e NA: distancia do meio do nucleo a extremidade anterior do corpo;

e F: comprimento do flagelo livre;

e NI: indice nuclear PN/NA = Quociente de divisdo de PN por NA;

e KI: indice cinetoplasmatico PN/KN = Coeficiente de divisdo de PN por
KN.

O NI determina a posi¢cdo do nucleo, em relacdo ao corpo do
parasito. Segundo Dias e Freitas Filho (1943), quando o resultado é igual a
1, significa que o nucleo se encontra na posi¢cdo central do corpo do
parasito; inferior a 1, esta na posicdo posterior e superior a 1, na posi¢cao
anterior.

Ja o KIl, proposto por Keymer (1967), determina a posi¢cdo do
cinetoplasto em relacédo ao corpo do parasito. Se o resultado for inferior a 2,
0 cinetoplasto estd mais proximo da posicao posterior terminal do que do
nacleo; se igual a 2, esta entre a por¢cao posterior € 0 nucleo; superior a 2,

préximo do nucleo.

Figura 3: Representacdo dos parametros morfométricos para tripanossomatideos, segundo
Hoare (1972).

Hoare (1972) resume os dados mensurais disponiveis de formas
sanguineas de T. cruzi pelas seguintes faixas, provadas para serem
encontradas em humanos:

e L:11,4puma 30,4 um (variacdo de media de 16,3 um a 21,8 um);
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e F:20puma 11,2 pm;
e Largura: 0,7 pma 5,9 pym;
e NIO9umal,7pum.

Estas medidas foram comparadas com as de organismos
semelhantes a T. cruzi, encontrados em diversos e presumiveis
reservatérios. Os resultados mostraram a mesma amplitude (Lumsden e
Evans, 1979).

Os estudos morfométricos, além de permitirem a caracterizacdo de
T. cruzi, permitem diferencia-lo de outros tripanossomas que possam ser
encontrados parasitando mamiferos. Assim, Zeleddn e Vieto (1958)
utilizaram o indice nuclear médio para a distingcdo entre duas espécies: T.
cruzi e T. vespertilionis.

Segundo Silva (1959), as formas tripomastigotas delgadas
caracterizam-se pelo posicionamento do cinetoplasto extremamente
afastado da extremidade posterior, contrastando com a posi¢cdo proximal
observada nas formas largas. Do mesmo modo, as formas largas
apresentam o flagelo curto, em relacdo as formas delgadas que apresentam
um flagelo mais longo. O nucleo das formas delgadas € difuso, enquanto
gque nas formas largas o0 nucleo apresenta-se ovoide. As formas
intermediarias tém caracteres intermediarios.

Brener e Chiari (1963) agruparam as formas morfologicas
sanguineas de T. cruzi em trés padrdes morfoldgicos:

1 - Padréo onde haveria predominancia de formas delgadas;

2 - Padrdo onde haveria predominancia de formas consideradas
classicamente como largas;

3 - Amostras que apresentam um grande numero de formas anormalmente
largas.

Por muito tempo, suspeitou-se que a variacdo morfolégica poderia
implicar em patologias mais ou menos graves. Belda Neto (1974),
entretanto, ao estudar a existéncia de correlacdo entre os dados biométricos

e 0 grau de patogenicidade de amostras de T. cruzi, ndo detectou correlacao
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entre os caracteres morfologicos, biolégicos e patogénicos de diversas
amostras de tripomastigotas.

Howells e Chiari (1975), utilizando camundongos Swiss como
modelos experimentais, conseguiram obter populacdes praticamente puras
de formas largas apoOs periodo de 24 a 48 horas da inoculacdo dos
parasitos, através da veia caudal. Estas formas largas circulantes
mostraram-se, significativamente, menos infectantes para camundongos do
gue a populacdo normal de tripomastigotas da mesma cepa, porém,
ocasionaram altos indices de infeccdo em triatomineos. Estes dados
levaram os autores a afirmar que tais parasitos ndo sdo estagios de
degeneracdo e, provavelmente, representam formas pré-adaptadas a
evolucao no vetor.

Apesar dos dados morfologicos serem importantes para a
caracterizacdo do parasito como Trypanosoma tipo cruzi, outros fatores
devem ser levados em consideracédo para a caracterizacao de seus isolados,
como fatores relacionados a sua biologia, taxa de sobrevivéncia e
mortalidade, adaptacdo em meios de cultura, patogenia e patologia (de
Sousa, 1999).

1.2.2. Caracterizacao biologica

A caracterizacdo biologica das cepas de T. cruzi é baseada na
viruléncia, patogenicidade, curvas parasitémicas, tropismo tissular e quadro
histopatolégico da infeccdo em animais de laboratério (Andrade e Andrade,
1979).

A viruléncia é compreendida como sendo a capacidade de
multiplicagdo do parasito, podendo mudar de acordo com o estado
imunologico do hospedeiro, sua idade, o inbéculo, os intervalos entre
passagens e outros fatores. Por sua vez, a patogenicidade é a capacidade
de uma determinada cepa provocar determinadas lesdes tissulares,

independentemente, do tamanho do inéculo (Andrade e Andrade, 1979).
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Os camundongos ainda sao utilizados como modelo experimental,
em razao das facilidades de criacdo, manejo e pela baixa agressividade.
Além disso, as diferentes linhagens e variacdes genéticas, obtidas com
camundongos, originam estudos que permitem simular a infeccdo em
diferentes estados de imunossupressao. Diversos animais foram utilizados
como modelos experimentais da doenca de Chagas, entre eles: o rato (Silva
et al., 1987), o cao (de Lana et al.,, 1992), o coelho (Silva et al., 1996) e
algumas espécies silvestres, como Calomys callosus (Borges et al., 1982).

Andrade (1976), apés diversos estudos em camundongos € com 0
objetivo de verificar as caracteristicas bioldégicas de diferentes cepas,
elaborou o esquema abaixo para a classificagdo das mesmas. A
pesquisadora agrupou-as em tipos ou biodemas:

e Tipo I: cepas de multiplicacao rapida, com picos parasitémicos precoces
e elevados entre 9 e 10 dias de infeccéo, alta viruléncia, alta mortalidade,
reticulotropismo na infeccdo aguda e miotropismo na infeccdo crénica.
Exemplos: cepas Y e Peruana;

e Tipo Il: cepas de multiplicacao lenta, com picos irregulares entre 12 e 20
dias de infeccéo, viruléncia variavel, discreto reticulotropismo no inicio da
infeccdo e tropismo para células cardiacas. Exemplo: cepa Sao Felipe;

e Tipo lll: cepas de multiplicacéo lenta, com picos parasitémicos elevados
entre 20 e 30 dias, baixa viruléncia, baixa mortalidade e miotropismo
durante toda a infeccdo. Exemplo: cepa Colombiana.

Entretanto, a cultura de células eucariotas também pode ser
utilizada, dependendo do estudo realizado. Elas sdo modelos biolégicos
menos complexos, em comparacdo aos modelos animais, e tendem a
fornecer resultados mais simplificados na resolucdo de determinadas
problematicas (Freshney, 2006).

Os dados produzidos, a partir deste modelo, podem ser muito Uteis
para estudos funcionais, bioquimicos e moleculares, bem como para andlise
de alvos farmacolégicos e producdo de anticorpos e vacinas, por exemplo
(Freshney, 2005). Além disso, ele apresenta vantagens em relacdo a

utilizacdo de animais, no que diz respeito ao controle do ambiente e
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homogeneidade da amostra. Com a implementacdo das CEUAs em
instituicbes de ensino e pesquisa, tornou-se uma alternativa para a
substituicdo do antigo modelo, desde que compativel/viavel para a linha de
pesquisa desenvolvida (Alves e Guimaréaes, 2010).

Por outro lado, a utlizacdo desta metodologia demanda
conhecimento prévio acerca das singularidades de cada linhagem, uma vez
gue a interpretacédo dos resultados obtidos seja particularmente dependente
do perfil biolégico da célula escolhida no estudo. Além disso, se faz
necessaria a utilizacdo de técnicas assépticas rigorosas, para impedir a
contaminacao por micro-organismos indesejaveis e garantir a fidelidade dos

resultados (Hesse e Wagner, 2000; Freshney, 2002).

1.2.3. Caracterizacao genética

T. cruzi possui seu genoma organizado em 2 sitios, sendo um no
nacleo e outro no cinetoplasto (Kikuchi, 2007). Este ultimo é composto por 2
classes de moléculas de DNA circulares denominadas minicirculos e
maxicirculos (Stuart e Feagin, 1992), que correspondem a aproximadamente
30% de todo o DNA celular do parasito (Vargas-Parada, 2010). Os
minicirculos sdo encontrados em torno de 5 mil a 10 mil cépias por célula
(Vargas-Parada, 2010) e compostos de 4 regibes conservadas e 4 regides
variaveis (Degrave et al., 1988). Nas regifes conservadas esta o sitio de
replicacdo do DNA, enquanto que nas regifes variaveis ha a producédo de
gRNAs, envolvidos na editoracdo dos mRNAs das enzimas mitocondriais
(Westenberger et al., 2006). Os maxicirculos sdo encontrados em torno de
25 a 50 coépias por célula (Vargas-Parada, 2010) e possuem 0s genes de
proteinas relacionadas com a respiracdo celular, além de rRNAs
(Westenberger et al., 2006). O tamanho do genoma varia, extensivamente,
entre cepas e clones da mesma cepa (Henriksson et al., 1996).

Os isolados de T. cruzi, provenientes de diversos hospedeiros

humanos, animais - silvestres e domésticos - e vetores, foram inicialmente
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agrupados através de perfis eletroforéticos de isoenzimas, de acordo com
semelhancas e diferencas apresentadas por eles (Martins, 2014).

Toye (1974), através de estudos pioneiros que avaliaram o perfil de
isoenzimas produzidos por dois sistemas enzimaticos (ASAT e ALAT),
demonstrou perfis diferenciados de bandas para os grupos analisados, o que
confirmou a existéncia de diversidade genética na espécie.

Miles et al. (1977), realizando outros estudos com isoenzimas,
analisaram cepas do nordeste brasileiro e determinaram 2 grupos de cepas,
denominados zimodemas. Estudos posteriores permitiram incluir um terceiro
zimodema (Miles et al., 1978, 1980, 1981a, b). O Zimodema 1 (Z1) agrupou
cepas de transmisséo silvestre, derivados de marsupiais e triatomineos,
enquanto que o Zimodema 2 (Z2) albergou isolados domésticos,
provenientes de humanos e animais domiciliados. O Zimodema 3 (Z3)
também estava associado a transmissao silvestre (Miles et al., 1978, 1980,
1981a, b).

Com o advento da biologia molecular e, consequentemente, da
técnica de PCR, inumeros trabalhos foram desenvolvidos, amplificando
diferentes alvos no genoma nuclear e mitocondrial de T. cruzi, com o
objetivo de classificar as subpopulactes dessa espécie de acordo com sua
identidade genética (Oliveira, 2012).

Neste cenario, os estudos foram iniciados por Morel et al. (1980),
utilizando a técnica de RFLP-PCR a partir do kKDNA de cepas provenientes
de vetores e pacientes humanos na Ameérica Latina. Os resultados
mostraram padrdes de bandas especificos para os grupos do parasito,
denominados esquizodemas.

Posteriormente, foram realizados trabalhos de genética de
populacdes pela utilizacdo da técnica RAPD (Steindel et al., 1993; Tibayrenc
et al., 1993) e estudos com isoenzimas (Tibayrenc et al., 1981; Tibayrenc e
Desjeux, 1983; Tibayrenc e Miles, 1983; Tibayrenc et al., 1984, 1985, 1986a,
1986b; Tibayrenc e Ayala, 1987, 1988), até que, em 1999, foi organizada a

primeira reunido para estabelecer uma padronizagédo na classificagao da
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espécie, com o intuito de facilitar as correlagdes dos resultados obtidos em

diferentes estudos (Anonymous, 1999).

Assim, as cepas de T. cruzi foram agrupadas em 3 linhagens, Tcl,
Tcll e T. cruzi:

e Tcl: incluia Zimodema 1 (Miles et al.,, 1977); Tipo lll (Andrade, 1974);
Ribodemas I/l (Clark, Pung, 1994); Grupo 1 (Tibayrenc, 1995) e
Linhagem 2 (Souto et al., 1996);

e Tcll: incluia Zimodema 2 (Miles et al., 1977); Zimodema A (Romanha et
al., 1979); Tipo Il (Andrade, 1974), Ribodema | (Clark e Pung, 1994);
Grupo 2 (Tibayrenc, 1995) e linhagem 1 (Souto et al., 1996);

e T. cruzi: isolados sem classificacdo. Incluia cepas hibridas ou com
caracterizacao inconclusiva, como o Zimodema 3 (Miles et al., 1978);
Zimodema B (Romanha et al., 1979); Tipo | (Andrade, 1974); grupol/2
(Souto et al., 1996); genotipo 39 (Tibayrenc, 1995).

Conforme as metodologias para caracterizacdo genética do parasito
foram se desenvolvendo e modernizando, outras subdivisbes puderam ser
observadas no interior da espécie, evidenciando maiores variacdes entre
membros das linhagens do parasito (Brisse et al., 2000; Toledo et al., 2002,
2003; de Freitas et al., 2006; Miles et al., 2009). Neste cenario, Brisse et al.
(2000) propuseram que T. cruzi fosse subdividido em seis sublinhagens,
denominadas DTUs: DTU | para a linhagem |, definida por Anonymous
(1999); DTU IlIb para a linhagem Il e DTUs lla, lic, Iid e lle para os isolados
inconclusivos, estabelecidos no consenso de 1999.

Tibayrenc (1998) havia proposto o termo DTU para distinguir
distintas linhagens filogenéticas. Por definicdo, € um conjunto de isolados
geneticamente semelhantes, que pode ser identificado por marcadores
moleculares comuns.

Em 2008, Hamilton et al. desenvolveram um novo método de
identificacdo de espécies, denominado FFLB. Inicialmente, testado para
tripanossomatideos africanos, cujos resultados permitiram a descoberta de
uma nova espécie dentro do subgénero Trypanosoma brucei (Hamilton et

al., 2008), foi, posteriormente, utilizado para a identificacdo e determinacgéo
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de linhagens genéticas de tripanossomatideos americanos (Hamilton et al.,
2011).

Podendo ser utilizado em diversos tipos de amostras bioldgicas, o
FFLB tem como alvo o gene ribossémico e o polimorfismo observado nas
subunidades maior (LSU) e menor (SSU) do rDNA (Figura 4). Esta
metodologia tem como finalidade a amplificacdo, por PCR, de 4 fragmentos
altamente variaveis (18S1 e 18S3 no SSUrDNA e 28S1 e 28S2 no
LSUrDNA), utilizando oligonucleotideos marcados com fluorécromos,
denominados primers. Através deste ensaio, sdo obtidos fragmentos de DNA
de tamanhos diferentes, que sao observados como picos quando analisados
por eletroforese capilar em sequenciador automatico (Figura 5). Assim
sendo, o conjunto de quatro picos constitui, em teoria, um perfil Unico para
cada espécie analisada (Hamilton et al., 2008), como apresentado na Tabela
1.

=

v y

18s 28s
Figura 4: O gene ribossébmico. Legenda: ETS - Espacadores Transcritos Externos; ITS -

Espacadores Transcritos Internos. Fonte: Sonnenberg et al. (2007), modificado.
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Figura 5: Exemplos de picos (eletroferogramas) visualizados para T. cruzi, pelo FFLB. Eixo
X: tamanho do fragmento, em pares de bases (pb); Eixo Y: intensidade da fluorescéncia.
Fonte: Hamilton et al. (2011), modificado.
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Tabela 1: Perfis de FFLB obtidos para tripanossomatideos americanos. Fonte: Hamilton et
al. (2011).

Fragment lengths (bp)

1851 1853 2851 2852

T. cruzi Tcl (formerly 1) 294-309  242-246  334-349  197-199
T. cruzi Tcll (formerly 11b) 302-303  240-241 348-351  213-215

T. cruzi Telll (formerly llc) 300-301 237 332-336 188-189
T.cruzi TclV (formerly lla)  286-288  239-240  321-325  204-207
T. cruzi TeV (formerly 11d) 300 236-237 334 189-190
T. cruzi TeVI (formerly lle)  302-303  240-241 350 214
T. cruzi TcBAT 317 239 335 189
Al T. cruzi cruzi 286-317 236-246 321-351 188-215
T. cruzi marinkellei 280 236 311 196
T. rangeli TrA 267-269 223 297-298  193-194
T. rangeli TrB 261 224 298 188
T. rangeli TrC 266 223 302 191
T. rangeli TrD 268 223 305 191,193
T. rangeli TrE 267 223 300 186
Al T. rangeli 261-269 223-224 297-305 186-194
Other trypanosomes/trypanosomatids found in South America

T. dionisii-like 259-261 227  304-310  203-208

T. theileri 233-234 216 250-251 183

T. evansi 209 234 291-292 199

T. lewisi 239 216 266 195

T. vivax 189 199 - 172

Unidentified 234 212 257 194

trypanosomatid
Blastocrithidia triatoma 344 222

Os achados, obtidos pelos diversos estudos realizados ao longo da
primeira década do século XXI, motivaram, em 2009 - ano do centenario da
descoberta da doenca de Chagas - a organizacdo do segundo consenso
taxondmico para T. cruzi, que estabeleceu uma nova classificacdo para a
espécie. Este consenso levou em consideracdo os trabalhos de Tibayrenc
(1998), determinando que o parasito fosse dividido em 6 grupos de DTUs:
Tcl, Tcll, Tclll, TclV, TcV e TcVI (Zingales et al., 2009). Posteriormente, foi
descoberto e incluido ao grupo um novo gendétipo, denominado Tcbat, que
estd associado a morcegos antropogénicos (Marcili et al., 2009; Zingales et
al., 2012; Lima et al., 2015).

De acordo com Breniére et al. (2016), Tcl é a DTU que apresenta
ampla distribuicdo geogréfica (sul dos Estados Unidos ao norte da
Argentina), a mais frequentemente isolada em ciclos silvestres (também
presente em ciclos domésticos) e a responsavel pela transmisséo da doenca
de Chagas em regifes localizadas ao norte da Bacia Amazénica; Tcll, V e VI
estdo associadas aos ciclos domésticos e em pacientes do Cone Sul e
Bolivia, com quadro de doenca de Chagas crbnica; Tclll e IV sédo

encontradas em ciclos silvestres de floresta tropical (Figura 6) e Tcbat foli,
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primeiramente, identificado em morcegos, sendo posteriormente encontrado
em humanos (Marcilli et al., 2009; Ramirez et al., 2014a, 2014b). Além disso,
diferentes DTUs podem co-existir num mesmo vetor ou hospedeiro (Breniere
et al., 1998; Devillers et al., 2008).

Figura 6: Distribuicdo geografica aproximada das DTUs de T. cruzi em ciclos de

transmissdo domésticos e silvestres. Fonte: Zingales et al. (2012).

Diversos estudos também procuraram estabelecer diferencas nos
comportamentos biolégicos das DTUs (Téllez-Meneses et al., 2008; Suéarez
et al., 2009; dos Reis et al., 2012; Ragone et al., 2012). Ragone et al. (2012)
observaram que TcVI apresentou parasitemia superior a Tcl, em modelos
murinos.

Em uma revisdo de Zingales (2011), foi observado que todas as
DTUs podem promover a doenca de Chagas; Tcl ndo favorece a forma
digestiva e Tcll e V podem apresentar patogenicidade superior as demais,
promovendo as formas cardiaca e digestiva. Outros resultados também
apontaram uma viruléncia de Tcl superior as outras DTUs (Zingales et al.,
2012). Entretanto, estas caracteristicas ainda ndo podem ser consideradas
definitivas, uma vez que foram observadas em amostragens pequenas,
provenientes de determinadas regides endémicas (Zingales, 2011).

Para além do comportamento biolégico das linhagens de T. cruzi,

varios outros fatores também devem ser considerados, como: idade,
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genética do hospedeiro, origem geografica, entre outros (Burgos et al.,
2010).

No que diz respeito as relagBes evolutivas entre as DTUs, muito
ainda necessita elucidar, embora, de acordo com Westenberger et al. (2005)
e de Freitas et al. (2006), TcV e VI sao linhagens hibridas, resultantes de
processos de recombinacdo genética entre Tcll e Il (Figura 7). Além deste
caso, Tclll e IV podem ter se originado a partir de recombinagdes entre Tcl e
Il (Sturm et al., 2003; Ramirez et al., 2011). Com relacdo as Tcl e Il, estas
permanecem como linhagens puras que evoluiram, de forma separada, a
partir de um ancestral comum, em um periodo de, aproximadamente, 1 a 3

milhdes de anos atras (Sturm et al., 2003; de Freitas et al., 2006).

A. Two-Hybridization B. Three Ancestor

IAncestral Te

[ton | [ rer |[ren | Tom|
[ et | (e rem] [rev [rev1] [wen ] [t |[7ent] [rev] [revi][rem “TclV|
Homozygous Heterozygous Heterozygous
hybrids hybrids hybrids

Figura 7: Representacdo dos 2 principais modelos propostos para a origem das DTUs
hibridas. A: modelo de “Duas Hibridizagdes”, proposto por Westenberger et al., 2005; B:
modelo de “Trés Ancestrais”, proposto por de Freitas et al., 2006. Os retangulos indicam
DTUs distintas. As estruturas ovais representam a fusdo de duas células e permutagéo
génica e contribuicdo parental indicada pelas setas vermelhas. Fonte: Zingales et al. (2012).

Sendo assim, Breniere et al. (2016) afirmam que hospedeiros
vetores e animais silvestres desempenham um importante papel na
distribuicdo das DTUs, onde a relacdo diversidade de hospedeiros versus
condi¢cBes ambientais, provavelmente, mantém a diversidade do parasito e
promove o surgimento de novas variantes, ao longo do tempo, por meio da

selecao natural.
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2. Objetivo

2.1. Objetivo Geral
Caracterizar cepas de T. cruzi isoladas no Setor de doenga de
Chagas do Instituto Adolfo Lutz (IAL), Laboratério Central de Saude Publica

(LACEN) do estado de Sao Paulo.

2.2. Objetivos Especificos

Realizar caracterizagdo morfométrica e molecular em cepas de T. cruzi,

isoladas de diferentes hospedeiros;

e Correlacionar os resultados obtidos na morfometria com aqueles

verificados na caracterizacédo molecular;

e Verificar a capacidade infectiva de cepas de T. cruzi, em sistema de

cultivo celular;

e Ampliar o conhecimento sobre a diversidade das cepas de T. cruzi,

isoladas no estado de Sdo Paulo e as possiveis diferencas entre elas.
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Figura 8: Fluxograma das etapas anteriores e correspondentes ao trabalho.
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3.1. Amostras e Hospedeiros

O Setor de doenca de Chagas do IAL Central realiza o diagnéstico
laboratorial das amostras biolégicas a ele encaminhadas - provenientes de
diversos municipios e servicos de saude - por meio de técnicas
parasitolégicas, sorolégicas e moleculares. Além disso, desenvolve trabalhos
de campo em diferentes regides do estado de Sao Paulo, com o objetivo de
estudar a ecoepidemiologia da doenca, ao verificar a participacdo dos
animais silvestres e domésticos na transmissdo da mesma. O Setor também
atende demandas para a identificacdo de triatomineos silvestres ou
encontrados em domicilios, provenientes de diferentes regibes, e sua
possivel infeccéo natural por T. cruzi.

Sendo assim, foram selecionadas 44 amostras encaminhadas ao
setor de doenca de Chagas do IAL Central, no periodo entre maio de 2014 a
maio de 2017, cujo diagnadstico foi positivo para a presenca de T. cruzi, ou
sugestivo/ndo confirmatorio para o encontro de tripanossomatideos. Suas
procedéncias foram de (Tabela 2):

e 23 pacientes atendidos em diferentes servicos de saude (HC - Incor e
Reumatologia; Casa da AIDS e Complexo Hospitalar Edmundo
Vasconcelos), com quadros clinicos diversos (co-infectados,
transplantados, renais crénicos e com suspeita clinica) e diagndéstico
positivo para T. cruzi, por xenodiagnostico e hemocultura realizados no
IAL Central;

e 2 pacientes, residentes no municipio de llhabela, com suspeita de
contato com P. megistus e presenca de estruturas sugestivas de
tripanossomatideos no esfregaco sanguineo de ambos (Figura 9).
Entretanto, estes pacientes ndo apresentavam histéria pregressa da
doenca, nem registro de alteracdes eletrocardiograficas e sinais ou
sintomas. Corroborando com estes quadros clinicos, os exames a fresco,
sorologia anti-IgG e anti-IgM, xenodiagndstico, hemocultura e PCR em
tempo real, realizados no IAL Central, além de Nested PCR, realizado no

ICB/USP, também foram negativos. Diante destes resultados, foi decidido
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utilizar, neste trabalho, somente as amostras de esfregaco sanguineo,
para este grupo;

e 7 cdes, também residentes de Ilhabela?, que apresentaram 0 mesmo
diagnéstico dos dois pacientes acima descritos, no que diz respeito a
presenca de estruturas sugestivas de tripanossomatideos no esfregaco
sanguineo (Figura 10) e negatividade em outros exames parasitoldgicos,
sorolégicos e moleculares, realizados no IAL Central. Entretanto e
diferentemente dos pacientes, o Nested PCR foi positivo para presenca
de T. cruzi em um céo, mesmo resultado verificado na sorologia por Tesa
blot, realizada no IMT/USP, apenas nas amostras de sangue caninas.
Posteriormente, o DNA extraido da amostra positiva foi sequenciado e o
parasito caracterizado como Tcbat, no ICB/USP. Diante dos resultados,
foi decidido incluir, neste trabalho, tanto as aliquotas de sangue total,
guanto o material de esfregaco em lamina, totalizando quatorze amostras
para este grupo;

e 2 animais silvestres - Didelphis albiventris e Philander opossum -
capturados nos municipios de Santa Fé do Sul e llhabela,
respectivamente, com xenodiagnostico positivo para a presenca de
tripanossomatideos, realizado no IAL Central;

e 3 exemplares de Panstrongylus megistus, coletados nos municipios de
Tabodo da Serra, llhabela e Itapecerica da Serra, com exame de fezes
positivo para a presenca de tripanossomatideos e PCR em tempo real

confirmatdério para T. cruzi, realizados no IAL Central.

Até o momento da utilizacdo neste trabalho, parte das amostras
estava preservada em nitrogénio liquido a -200°C?, enquanto outras estavam

incubadas em estufa BOD a 25°C*.

2 Inicialmente, as amostras de llhabela ndo estavam incluidas na relagdo deste trabalho. Entretanto,
por terem sido provenientes de um caso que se revelou complexo e de dificil conclusdo, foram
posteriormente incluidas e submetidas a caracterizagdo, na busca por respostas.

% Provenientes dos dois animais silvestres e de alguns pacientes.

* Provenientes dos trés triatomineos e de alguns pacientes.
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Tabela 2: Amostras utilizadas e exames realizados anteriormente ao trabalho.

EXAMES REALIZADOS
Parasitoldgico Soroldgico Molecular
Codigo Hospedeiro Procedéncia Material Direto a Fresco |Esfregago em Lamina| Hemocultura | Xenodiagndstico | TESA blot | PCR | Sequenciamento
1 EP. HC-Incor Sangue Total X L
2 M.CG. Reumatologia Sangue Total X X**
3 ABS. HC-Incor Sangue Total X X**
4 EM. HC-Incor Sangue Total X X**
5 D.F.0. HC-Incor Sangue Total X X**
6 LS.AR. CHEV Sangue Total X X** X
7 M.CB. HC-Incor Sangue Total X X**
8 LM, Casa-AIDS Sangue Total X X** X**
9 1D.0. Casa-AIDS Sangue Total X X** X**
10 M.LBS. HC-Incor Sangue Total X X**
11 LM.P. Reumatologia Sangue Total X X**
12 VPS.L Casa-AIDS Sangue Total X X** X**
13 UJA. Casa-AIDS Sangue Total X X** X
14 JMS. Casa-AIDS Sangue Total X X** X
15 1.CP. Casa-AIDS Sangue Total X X** X
16 JR. HC-Incor Sangue Total X X**
17 ER.S.B. HC-Incor Sangue Total X X**
18 APN. HC-Incor Sangue Total X X**
19 D.S.F. Casa-AIDS Sangue Total X X** X**
20 AJA. Casa-AIDS Sangue Total X X** X**
21 M.CA. Reumatologia Sangue Total X X**
2 JS.C. HC-Incor Sangue Total X X**
23 AES. HC-Incor Sangue Total X X**
24 G.ABL Emilio Ribas Esfregaco de Sangue X*
25 B.M.M. Emilio Ribas Esfregaco de Sangue X*
26 Piriguete lhabela Esfregaco de Sangue X*
1B24 Piriguete llhabela Sangue Total X X X X** X* REAE
27 Pequena lhabela Esfregaco de Sangue X*
IB18 Pequena llhabela Sangue Total X X X X X
28 Pipoca lhabela Esfregaco de Sangue X*
1B21 Pipoca llhabela Sangue Total X X X X X
29 Chiquita llhabela Esfregaco de Sangue X*
1B22 Chiquita llhabela Sangue Total X X X X X
30 Jean Pierre llhabela Esfregaco de Sangue X*
1B20 Jean Pierre lhabela Sangue Total X X X X X
31 Duque llhabela Esfregaco de Sangue X*
1B23 Duque lhabela Sangue Total X X X X X
3 Gouda lhabela Esfregaco de Sangue X*
1B19 Gouda lhabela Sangue Total X X X X X
33 | Philander opossum llhabela Fezes de Triatomineos X X*
34 | Didelphis albiventris Santa Fé Fezes de Triatomineos X X*
35 P. megistus Tabodo da Serra Fezes X* X**
36 P. megistus llhabela Fezes X* X*
37 P. megistus Itapecerica da Serra Fezes X* X**

Legenda: [ Pacientes; [ Cdes; L1 Animais Silvestres; L1 Triatomineos; X: Exames realizados.
Resultados: *Presenca de tripanossomatideos; **Positivo p/ T. cruzi; ***Tcbat.

Cddigo:
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Numeracdo estabelecida na caracterizagdo molecular para representar as amostras
na eletroforese.




Figura 9: Estruturas sugestivas de tripanossomatideos, observadas em esfregaco
sanguineo dos pacientes de Ilhabela (aumento 1000x). A - C: G.A.B.L.; D - F: B.M.M.

Figura 10: Estruturas sugestivas de tripanossomatideos, observadas em esfregaco
sanguineo dos caes de Ilhabela (aumento 1000x): A e B: Chiquita; C e D: Duque; E e F:

Piriguete; G e H: Jean Pierre; I: Pipoca; J: Pequena; K e L: Gouda.
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3.2. Isolamento das Cepas

Do total de amostras utilizadas neste estudo, as técnicas para o
isolamento das cepas de T. cruzi foram aplicadas naquelas que
apresentaram positividade para este parasito e tripanossomatideos em
geral, pelos exames parasitolégicos - xenodiagnéstico, hemocultura® e
exame a fresco das fezes dos triatomineos silvestres - realizados
anteriormente ao trabalho. Sendo assim, em 28 amostras, divididas entre 23
pacientes, 2 animais silvestres e 3 triatomineos, procedeu-se o isolamento
das cepas, por meio das técnicas de hemocultura e xenocultura/cultura do
trato intestinal de triatomineos.

A hemocultura foi realizada nas amostras provenientes dos 23
pacientes que apresentaram quadros clinicos diversos, suspeita clinica ou
diagndstico positivo para T. cruzi.

A xenocultura/cultura do trato intestinal de triatomineos foi realizada
nas amostras de animais silvestres, a partir das fezes de triatomineos de
criacdo (Rhodnius neglectus), alimentados em campo com sangue dos
referidos animais e nas amostras provenientes de triatomineos silvestres

(Panstrongylus megistus), coletados nos 3 municipios anteriormente citados.

3.2.1. Hemocultura

Utilizou-se a técnica baseada na descrita por Chiari et al. (1989),
com modificacdes. Foram coletados 10-30 mL de sangue de cada paciente
em tubos heparinizados, transferidos para tubos de 50 mL e, imediatamente,
centrifugados a 2465 x g a 4°C por 10 minutos. Os plasmas foram
transferidos para tubos de 15 mL para serem estocados e utilizados em
reacdes sorologicas posteriores. O sedimento das hemacias, contendo a
camada leucocitéria, foi lavado uma vez com meio LIT (centrifugado a 1150

X g a 4°C por 20 minutos) e ressuspendido em 10 mL do meio de cultura,

® A hemocultura foi utilizada tanto para o exame parasitolégico quanto para o isolamento de cepas.
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sendo, posteriormente, distribuido em seis tubos de 15 mL contendo 4 mL
de LIT cada e incubado em estufa BOD a 25°C. Foram examinadas,
mensalmente, aliquotas de 10 uL da suspensdo de cada tubo, entre lamina

e laminula, durante 120 dias, ao microscopio 6ptico, aumento de 400x.

3.2.2. Xenocultura/Cultura do Trato Intestinal de Triatomineos

Utilizou-se a técnica descrita por Bisugo et al. (1998) e Chiari e
Galvao (1997) , onde foi retirado o trato intestinal dos triatomineos positivos
para T. cruzi e colocado em tubo contendo meio bifasico (BAB ou Ducrey,
acrescido de 2 mL de caldo BHI com 200 pL/mL de gentamicina e 5% de
urina humana estéril).

Os tubos semeados foram incubados em estufa BOD a 25°C, com a
primeira leitura realizada no 4° dia de semeadura. Leituras subsequentes

foram realizadas uma vez por semana, por 30 dias.

3.3. Cultura de Células

Das 28 cepas anteriormente isoladas, 22 foram inoculadas em
cultura de células LLC-MK2 (pacientes: A.B.S., AJ.A.,, AP.N., D.F.O,,
D.S.F., EM,, E.P, E.R.SB., I.M, JR., LSAR., M.CA, MC.B., MC.G,,
V.P.S.L.,, LM.P. e J.S.C.; animais silvestres: P. opossum - llhabela - e D.
albiventris - Santa fé do Sul; triatomineos: P. megistus - Tabodo da Serra,
Itapecerica da Serra e Ilhabela). Para tanto, utilizou-se a técnica descrita por
Kesper et al. (2000) e Reimédo et al. (2008), para a multiplicacdo dos
isolados, obtencdo de um maior nimero de formas tripomastigotas, posterior
caracterizacdo morfométrica e verificacdo da capacidade infectiva em
células NCTC.

Foi inoculado 1 mL de cada cepa em células LLC-MK2 previamente
estabelecidas, contendo 9 mL de meio RPMI-1640 e suplementadas com 2%
de soro fetal bovino. As garrafas foram mantidas em estufa a 37°C e 5% de

CO,, com trocas diarias do meio (10 mL de RPMI-1640 e 2% de soro fetal
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bovino), até que apresentassem quantidades suficientes de formas

tripomastigotas®, para a realizacdo de esfregacos em laminas.

3.4. Caracterizacdo Morfométrica

Procedimento técnico utilizado para a obtencdo das medidas dos
parasitos, em micrometros.

Das 22 cepas inoculadas em LLC-MK2, em 19’ foi realizada a
morfometria (pacientes: A.B.S., AJ.A.,, AP.N., D.F.O.,, D.S.F., E.P,
E.R.SB., ILM,, J.R, LSAR., M.CA, M.C.B., M.C.G. e V.P.S.L.; animais
silvestres: P. opossum - lIlhabela - e D. albiventris - Santa fé do Sul,
triatomineos: P. megistus - Tabodo da Serra, Itapecerica da Serra e
llhabela). Para tanto, uma aliqguota do material de cultura de células,
contendo formas tripomastigotas de cada parasito isolado, foi submetida a
um esfregaco em lamina e corada pelo método panético rapido (Cardoso et
al., 2000), com o kit comercial Instant - Prov (Newprov). A lamina corada foi
observada em microscopio optico Olympus® CX31 (Olympus Corporation),
com aumento de 1000x. Os parasitos na forma tripomastigota foram
fotografados pela camera digital Olympus® SC30 (Olympus Corporation), de
3,3 megapixels de resolucdo, acoplada ao microscopio e medidos pelo
software Olympus cellSens™ Microscope Imaging (Olympus Corporation).

A morfometria foi realizada com base nos parametros indicados por
Hoare (1972):

e L: comprimento total, constituido pela soma de PN, NA, F;

e PK: distancia entre a extremidade posterior e 0 meio do cinetoplasto;

e KN: distancia entre 0 meio do cinetoplasto e o meio do nucleo;

e PN: distancia entre a extremidade posterior e o0 meio do nucleo,

constituido pela soma de PK e KN;

® N&o houve um periodo de tempo pré-estabelecido e padronizado, em dias, para o cultivo das cepas
em células LLC-MK2, na metodologia aqui aplicada, uma vez que o tempo para diferenciacdo e
proliferacao das formas tripomastigotas € variavel de isolado para isolado.

" Nao foi possivel realizar a morfometria em todas as cepas provenientes da cultura celular, por falta
de tempo habil para a concluséo deste trabalho.
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e NA: distancia entre o0 meio do nucleo e a extremidade anterior do corpo;

e F: comprimento do flagelo livre;

e NI: indice nuclear PN/NA = Coeficiente de divisdo de PN por NA;

e KiI: indice cinetoplasmatico PN/KN = Coeficiente de divisdo de PN por
KN.

A Figura 11 representa os limites de cada parametro morfométrico,
sobre uma fotografia modelo de T. cruzi utilizada neste estudo e registrada

pela camera digital anteriormente referida.

A B C

R

)

PK

KN

R
>

;/ )

PN

Figura 11: Representacdo dos parametros morfométricos em fotografia digital das cepas de
T. cruzi estudadas. A: Comprimento total (L); B: Distancia entre a extremidade posterior e 0
meio do cinetoplasto (PK); C: Distancia entre o meio do cinetoplasto e o meio do nucleo
(KN); D: Distancia entre a extremidade posterior e o meio do nicleo (PN); E: Distancia entre

0 meio do ndcleo e a extremidade anterior do corpo (NA); F: Comprimento do flagelo livre

(F).

Foram selecionados 30 parasitos, por cepa, critério baseado no
guantitativo estabelecido por Belda Neto (1974), Martins (2005) e Martins et
al. (2008). As medidas foram registradas em planilhas do Excel 2010
(Microsoft Corporation®), de onde se obtiveram as médias, os desvios
padréo e os intervalos de variagdo minimo e maximo, por cepa e entre todas

as cepas utilizadas no estudo (seiscentos parasitos). Em seguida, os valores
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da média para cada parametro morfométrico e a disperséo dos valores, por
parasito, foram representados em gréficos, produzidos pelo programa Past,
versao 3.21.

Uma amostra de cepa Y foi incluida na relagdo das amostras

mensuradas, para atribuir valores de referéncia aos resultados obtidos.

3.5. Caracterizacédo Molecular

Todas as 44 amostras do trabalho foram submetidas a extracédo de

DNA e posterior caracterizagdo molecular.

3.5.1. Extracao do DNA

3.5.1.1. De amostras de sangue

Procedimento realizado nas 7 amostras de sangue caninas, por
meio do kit QlAamp® DNA Mini Kit (Qiagen®).

As amostras de sangue, coletadas em EDTA, foram transferidas
para tubos de 15 mL e centrifugadas a 845 x g por 15 minutos. Apos a
retirada do plasma, foram adicionados 8 mL de PBS, seguido de
centrifugacéo a 845 x g por 15 minutos. Apos este tempo, 0s sobrenadantes
foram retirados e aos sedimentos de heméacias foi adicionado tampéo ACK,
na proporcao de trés vezes em relacdo ao volume de hemacias contido nos
tubos. As misturas foram incubadas sob agitacdo lenta, até a lise total das
hemécias. Apés mais uma centrifugacdo a 845 x g por 15 minutos e com
posterior retirada do sobrenadante, os precipitados foram transferidos para
tubos de 1,5 mL e a eles adicionados 20 uL de proteinase K e 200 uL de
buffer AL. As misturas foram agitadas em vértex por 15 segundos e
incubadas em banho-maria a 56°C, por 10 minutos. Apds esta etapa, a
purificacdo do DNA foi realizada de acordo com as recomendacbes do
fabricante. Foram adicionados 200 uL de etanol (96-100%), seguido de

homogeneizagcdo por 15 segundos. As misturas foram transferidas para

56



colunas Qlamp Mini Spin e centrifugadas a 6000 x g por 1 minuto. Em
seguida, as colunas foram transferidas para um novo tubo de 2 mL,
adicionados 500 pL de buffer AW1 e centrifugadas a 6000 x g por 1 minuto.
As mesmas foram novamente transferidas para outro tubo e adicionados 500
UL de buffer AW2 e centrifugadas a 20000 x g, por 3 minutos.
Posteriormente, foram colocadas em tubos de 1,5 mL, adicionados 50 pL de
buffer AE e incubadas em temperatura ambiente por 5 minutos, seguido de
centrifugagcéo a 6000 x g por 1 minuto.

3.5.1.2. De cultura de células e meio axénico

Procedimento realizado em 28 amostras, provenientes de 23
pacientes, 2 animais silvestres e 3 triatomineos, por meio do kit QlAamp®
DNA Mini Kit (Qiagen®).

As amostras foram transferidas para tubos de 1,5 mL e
centrifugadas a 6000 x g por 1 minuto. Os sobrenadantes foram retirados e
os pellets ressuspensos eml mL de PBS, com posterior centrifugacao a
6000 x g, por 1 minuto. ApGs esta etapa, foram adicionados as amostras 200
uL de buffer AL e 20 uL de proteinase K. As misturas foram agitadas por
vortex e incubadas em banho-maria a 56°C, por 30 minutos. A purificacdo
dos DNAs foi realizada de acordo com as instrucfes do fabricante, descritas
no item 3.5.1.1.

3.5.1.3. De esfregacos de sangue

Procedimento realizado nos 9 esfregacos de sangue, provenientes
dos 2 pacientes de Ilhabela e dos 7 cées, por meio do kit QlAamp® DNA
Mini Kit (Qiagen®).

As laminas foram colocadas sobre uma placa de Petri e adicionadas
gotas de PBS sobre esfregaco, para amolecer as estruturas. Posteriormente,
os esfregacos foram raspados com bisturi e depositados em tubos de 1,5

mL, contendo 50 pL de PBS, para diluicdo das amostras. Foram adicionados
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180 puL de buffer ATL e 20 pL de proteinase K, seguido de incubacdo em
banho-maria a 56°C, por 30 minutos. ApGs este tempo, foram adicionados
200 pL de buffer AL, seguido de agitacéo por vortex e incubacdo em banho-
maria a 70°C, por 10 minutos. A purificacdo dos DNAs foi realizada de
acordo com as instrucdes do fabricante, descritas no item 3.5.1.1.

3.5.2. Quantificacdo e armazenamento dos DNAs extraidos

As concentragfes e qualidade dos DNAs extraidos das amostras
foram avaliadas por espectrofotometria em Nanodrop ND100 (Thermo
Scientific®), em comprimento de onda 260 e 280 nm. Os DNAs foram

armazenados a -20°C, até o momento da utilizacao.

3.5.3. Diagnostico e identificacdo de tripanossomatideos, pelo método
FFLB

Etapa desenvolvida em colaboracdo com o Laboratério de Filogenia
e Taxonomia Molecular de Tripanossomatideos (ICB/USP), onde as
guarenta e quatro amostras do trabalho foram testadas para os marcadores
18S1, 18S3, 28S1 e 28S2.

As reacoes de PCR foram realizadas, separadamente, em 15 pL de
volume final, contendo 0,5 pL (100 pmoles/uL) de primers forward e reverse
de cada marcador, sendo um deles marcado com fluor6cromo (Tabela 3), 13
uL de Master mix (Invitrogen™ Platinum™ PCR SuperMix) e 1 uL de DNA
extraido das amostras. Controles positivos - Tcon 025E® - e negativos foram
incluidos em cada reacdo para garantir a confiabilidade dos resultados. As
misturas foram homogeneizadas por vortex e submetidas ao PCR, na
condicdo de 35 ciclos (95°C 45 seg., 62°C 30 seg., 72°C 60 seg.), com

desnaturacdo inicial e extensado final de 95°C 3 min. e 72°C 10 min.,

& Trypanosoma conorhini, parasito de Rattus sp. Por ser um tripanossomatideo diferente dos utilizados
neste estudo, teve como proposito garantir resultados confiaveis, ao minimizar riscos de contaminagéo
das amostras por utilizagdo de controles positivos de DNA de parasitos de mesma espécie.
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respectivamente, em termociclador Mastercycler™ Nexus Gradient
(Eppendorf™).

Posteriormente, 5 puL de cada reacgédo, incluindo marcador de peso
molecular (Thermo Scientific™ GeneRuler™ DNA Ladder Mix, ready-to-use
[100-10000pb]), foram homogeneizados em 4 pyL de Sample
buffer/GelRed™ (Biotium), diluicdo 1:2 (conforme especificacbes do
fabricante) e analisados por eletroforese em gel de agarose a 2% (3 g de
agarose + 150 mL de buffer TAE 1x). Fotografias dos géis foram obtidas em

transiluminador de luz UV.

Tabela 3: Primers 18S rDNA e 28 S rDNA utilizados para o FFLB. Fonte: Hamilton et al.
(2008), modificado.

Primer Primier sequence. IUBCVIUR base
codess W=A o T.R=Aor G

1851
1%5-11 ACCGWTTCGOGCTTTTGTTGG
15525 (blue ) * COGGTCTAAGAATTTCACCTC
18583
1%5-3f GACCRTTGTAGTCCACACTG
1854 (eneen ) © COCCCTGAGAT TG TAACCTC
2851
JES-1T (blug ) * GAAAGAGAGTGACATAGANT
285 2r TGTTTCAAGACGOGGTOGGOGE
52
RS2 iblack 1 * COCCCACCOGTOTTGAAATA
JRS-3r GGOTOCAAACAGGOUACACTC

Legenda: * Cor do fluorécromo.

3.5.3.1. Leitura, em sequenciador, dos fragmentos amplificados

Para a realizacdo desta etapa, os produtos da PCR foram,
previamente, diluidos com agua®, proporcionalmente a intensidade de banda
verificada na eletroforese™®.

Utilizaram-se placas de 96 pocos onde, em cada poco, foram

adicionados 9 pL de mix de marcador de peso molecular (Formamida +

° Exceto naqueles em que no foi possivel visualizar bandas.

1 Este procedimento foi necessario para que os picos produzidos pelo sequenciador n&o

extrapolassem em intensidade de fluorescéncia e dificultassem a interpretacao dos resultados.
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GeneScan™ 500 ROX™ dye Size Standard [Applied Biosystems™], diluicao
1:30) e 1,5 pL de DNA amplificado, seguido de homogeneizacgéo por vortex.
A leitura da placa foi realizada em sequenciador automético Applied
Biossystems™ 3500 Genetic Analyzer (Life Technologies™, S&o Paulo, SP,
Brasil) e os picos obtidos foram analisados no software Gene maper (Applied

Biossystems™).

3.6. Agrupamento das Cepas por DTU, Comparacao e Correlacdo dos
Dados Morfométricos Entre os Grupos

Procedeu-se, em planilha do Excel 2010 (Microsoft Corporation®), 0
agrupamento das 19 cepas utilizadas na morfometria, de acordo com a DTU
verificada na caracterizacdo molecular. Nos grupos foram determinadas: as
medias, os desvios padréo e os intervalos de variagdo minimo € maximo,
sobre os valores, anteriormente, obtidos na morfometria, relativos aos oito
parametros estudados (L, PK, KN, PN, NA, F, NI e KI). Em seguida, as
cepas foram analisadas em conjunto, pelos mesmos procedimentos acima
descritos.

Os valores da meédia para cada parametro morfométrico e a
dispersdo dos valores, por parasito, foram representados em graficos,

produzidos pelo programa Past, versao 3.21.

3.7. Verificacdo da Capacidade Infectiva das Cepas, em Células NCTC

Técnica baseada na descrita por Martinez-Diaz et al. (2001) e
Romanha et al. (2010), com modificacdes. Das 22 cepas inoculadas em
LLC-MK2, 12 foram selecionadas para este procedimento (pacientes: A.B.S.,
E.M., E.P.,, D.F.O,, AP.N.,, M.CA., LSAR., MC.G., ERSB. e JR;
triatomineos: P. megistus - Tabodo da Serra e llhabela), incluindo cepa Y de
referéncia. Para o ensaio, foram adicionados 500 uL de meio RPMI-1640
(Sigma-Aldrich®), contendo 4x103 células NCTC clone 929 (ATCC® CCL-

1™)/pogo, suplementadas com 10% de soro fetal bovino, em placa de 24
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pocos, sobre laminulas arredondadas estéreis. Apds incubacao overnight em
estufa a 37°C e 5% de CO,, foram adicionados 200 pL da suspenséo de
parasitos contendo 4x10” tripomastigotas/poco. Para cada cepa estudada,
foram utilizados controles negativos, em que néo foi adicionada a suspensao
de parasitos no poc¢o contendo as células. A placa foi incubada durante 2
horas e, apds este periodo, 0 meio, contendo parasitos que ndo penetraram
nas células, foi retirado e substituido por 500 uL de meio novo. A placa foi
novamente incubada, desta vez por um periodo de 72 horas, para a
estabilizacdo da infeccdo. Ao final deste tempo e confirmada a infeccéo, o
meio foi retirado e metanol adicionado em cada poco, para a fixacdo da
cultura por 5 minutos. Em seguida, o metanol foi retirado e o corante
Giemsa, na diluicdo 1:10, foi adicionado por 4 minutos. Apos este tempo, 0
excesso de corante foi retirado com H,O.

Com a placa seca, as laminulas, contendo os parasitos e o0s
controles negativos corados, foram vedadas com resina sobre laminas de
vidro e visualizadas em microscépio optico Olympus® CX31 (Olympus
Corporation), em aumento de 400x, para a verificacdo da internalizacdo dos
parasitos e sua transformacdo em amastigotas. As imagens foram
registradas pela camera digital Olympus® SC30 (Olympus Corporation),
através do software Olympus cellSens™ Microscope Imaging (Olympus
Corporation) e aprimoradas pelo programa Adobe® Photoshop CS3 (Adobe

Systems Incorporated).
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4. Resultados

4.1. Isolamento das Cepas

Em todas as amostras submetidas a hemocultura e xenocultura foi

possivel isolar as cepas.

4.2. Cultura de Células

Todas as cepas inoculadas em LLC-MK2 infectaram as células e
produziram formas tripomastigotas suficientes para a realizacdo da
caracterizacdo morfométrica e verificagdo da capacidade infectiva em
células NCTC.

4.3. Caracterizacdo Morfométrica

Os dados mensurais e estatisticos, isolados de 14 hospedeiros
humanos, 2 animais silvestres, 3 triatomineos e da cepa Y de referéncia, que
correspondem aos parametros morfométricos L, PK, KN, PN, NA, F, NI, Ki,
para as formas tripomastigotas de T. cruzi, estdo apresentados na Figura 12
e Tabela 4.

No estudo, foram analisadas as médias, desvios padréo e intervalos
de variacdo minimo e maximo obtidos por cepa - 30 parasitos - e entre todas
as 600 formas tripomastigotas analisadas, distribuidas segundo os grupos
de hospedeiros e cepa Y.

Nas Figuras 13-20, estdo representadas as médias para cada
parametro morfométrico observado, por cepa, e as dispersdes de medida,
verificadas em cada uma das 30 formas tripomastigotas, por hospedeiro e da

cepa.
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CepaY Paciente L.S.AR.

L | PK KN|PN NA|F [Nl |K L | PK KN|PN NA|F [Nl |K
Meédias | 1548|155 |3.56| 512 |6.84| 352|076 |1.44]| Wédias 16.3 |1.18 |4.38) 556 |7.39| 335/ 0.76 | 1.28

Desvios Padréo) 1,598 | 0,45 |0.48) 0.78 11.02| 0.6 {0,4]0,12 | Desvios Padréo) 1,819 0,51 | 0.77) 0.9 11,03 | 068 {0,13]0,13
Ma. 1846289 1452|739 858|485(1,02|1,65 Ma. 2064|228 |5,68) 7.83 | 965|502 (117 | 16
Win. 1244 10,071 2,7 3,88 14421229(0,5 | 1.4 Win. 12791 0,6112,85) 413 15.28| 234(0,% | 1,11

Paciente A.B.5. Paciente MC.A
L [PK KN[PN NA|F [N |K L | PK|KN|[PN NA|F [N |K
Wédias 16,88 11,19 |4.52( 571|684 | 434(084 1.7 Wédias 17131132143 [562|7,08| 443(081 1,32
Desvios Padrae| 1,295 0,35 [0.72) 0,66 | 0.77| 0.74]0.12 | 0,11 | Desvios Padréo| 1,952 | 04 | 0.6 | 0,61 10,95( 083|015 (013
Max. 1986214 | 6,7 [ 749 855|616 (1,18 [ 1,64 Max. 2741213 |598( 7,51 | 8,69 591(1.37 [1,62
Nin. 1428|072 |3.26] 4,51 | 515| 2,96 | 0,64 [ 1,12 Nin. 13,79 0,72 |2.88( 4,23 |3,99| 314|059 [ 1,15

Paciente A.J.A Paciente M.C.B.
L |PK KN|PN NA|F [NI|K L |PK KN|PN NA|F [NI|K
Wédias | 1457|092 1398 49 |576|391(087 |1.24] Wédias 1424 0,84 | 361 4.45/595| 384 (076 1.4
Desvios Padréo| 1635 | 041 |0.75) 0,8 |0,%4|075|0,47 | 0,12 | Desvios Padrée| 1,75 | 0,39 |0,74) 0,92 |1,02| 069|016 | 01
M. 1833|277 1593 6,84 | 7.45(639( 12 |1.68 M. 18921233 505|732 8 |531(1.06]152
Win. 1169 0,62 | 2.98) 3.72 | 4,02| 257 (0,63 1,12 Win. 1144 10511225) 2.9 4.04|242(049 1.1

Paciente AP.N. Paciente M.C.G.
L |PK KN|PN NA|F [HNI|K L |PK KN|PN NA|F [HNI|K
Wédias | 1658|159 |4,03) 561 1689|407 (0,82 14 Meédias | 14,98 1.2 [4.07] 527 |579(393]092] 13
Desvios Padréo) 2,014 | 0,61 0,6 | 0,91 11,05| 088 (0,13 |0,15 | Desvios Padréo) 1,314 10,39 | 0,61) 0.7 |0.78|072{0,42]0,12
M. 1997|312 |511( 7.22 | 9,01 | 6.28 1,08 [1.78 Max. 175429 | 5 |69 762|556 (1,16 1,68
Win. 1263 0,72 12,74 419 1466|195(0,59 | 1,18 Win. 121 | 0,76 12,69) 417 1 4,06| 302 | 0,61 1,17

Paciente D.F .0, Paciente V.P.SL.
L | PK KN|PN NA|F [Nl |K L | PK | KN|PN | NA|F | HNI|K
Wedias | 1672 1,7 |3.91| 561 | 765|346 074 14|  Wédias 129 0,85 |4.05) 49 |487]313[1.04 1,22
Desvios Padrao) 1741 0.54 | 0.63) 0.91 1 0.83 | 0.79{0.12 | 0.14 | Desvios Padréo| 1,368 | 0,21 | 0,6 | 0,62 | 0,91] 087 | 0,22 | 0,07
Max. 19,36 2.87 |543| 7.1 |9.45] 516 0.96 | 1,76 M. 1574149 5,23 593 | 6,99| 562 | 1,69 | 1,44
Win. 1336|073 | 2.6 [ 3.94 6,06 202 (049 [1.19 Win. 1045 0,5 |2,72) 347 | 3.47|178(0,69 1.1

Paciente D.5.F. Dipelphis abiventris - Santa Fédo Sul, SP
L | PK KN|PN NA|F | NI|K L (PK KN|PN NA|F [N |K
Meédias 116,29 0.93 | 4.66] 559 1634|436 0.9 1.1 Médias | 17421.36 |4.76) 612 | 7.44| 387 | 0.84 11,31
Desvios Padréo| 1,605 | 0,32 | 0.78) 0,83 | 1,01] 064 0,16 | 0,08 | Desvios Padrao| 1,939 0.53 | 1.1 | 1,11 [1.22{ 0,83|0,19 | 0,15
Max. 197312,02 1643/ 7,34 | 865| 568) 13 | 1.4 Max. 213312966831 108|549/1,16 |1.73
Win. 1331064 3,2 3,88 417|298 (0,64 1,12 Win. 13,78 0,72 | 2,87) 4,54 1512|202 0,5 | 1,14

Paciente E.P. Philander opossum - llhabela, SP
L | PK KN|PN | NA|F [N |K L |[PK|KN|PN | NA|F | NI|K

Médias | 1537|119 39(5,09699| 33 | 074|131 Médias | 1712|099 | 48| 5.796,98) 435|085 1.1
Desvios Padréo| 2,085(0.54 [1.01] 1,32 |1,18) 064 0,19 | 0,12 | Desvios Padréo| 1,957 | 0,28 | 0,96| 1,02 | 1,02 | 0,92 0,21 | 0,07
Max. 1862|262 |5.95| 7,46 | 8,67 4,58 | 1.1 [1.59 Max. 21,0119 |6.84| 7,74 | 9,05 6,64 | 1,57 1,38
Nin. 1097|064 |2.33( 3,07 |4,58| 215(0.44 [1,12 Min. 13,99] 0,59 | 3.04] 4,05 4,07 243 (0,55 [1,13

Paciente E.R.5 B. Panstrongylus megistus - Tabodo da Sema, SP
L | PK [KN|PN | NA[F NI | K L [PK|KN|PHN NA|F NI | Kl
Médias  |1529] 1 |3,96[4.96|613| 42 [083 (1,26 Meédias | 1663|146 (415)561( 7.3 | 372|079 ]1,37
Desvios Padrao| 1,303 | 04 | 0,6 | 0,65|0,84|081)0,18 | 0,12 | Desvios Padrao| 1.755| 0.5 |0.85] 0.83 [1.41] 0.9 |0.19|0.15
Max. 1817|212 | 517|596 | 87 | 534|132 |1,71 Max. 199 | 3,02 |616( 7,19 | 108| 575|132 [1.72
Min. 1274|055 |2,92| 3,59 |4,13| 223| 05 [1,11 Nin. 1319] 0,66 | 2.71[ 417 |5.01] 241[ 0,53 [1.13

Paciente LI, Panstrongylus megistus -llhabela, SP
L | PK KN| PN [NA|F [ NI| K L [PKKN|PHN | NA| F [HI|K

Meédias | 1469 0,85 |362) 447 | 63 | 393|072 1,24 Weédias | 1468 1,22 |397) 518 | 6,03| 347 | 0,67 |1,32
Desvios Padrao| 1442 | 0,31 |0,61) 0,79 | 0,96 | 0,71 | 0,13 | 0,08 | Desvios Padréo) 2411|041 |1.12| 1.3 |1.19| 066 |0.21 0.1
Max. 18,96 2,13 |5,76| 7,08 | 8.1 | 513|096 1,47 Max. 21,09)217 1632 7,65| 10 | 486( 14 [1.54
Win, 1247 0,55 2,72) 345 5,01| 282|048 | 1,14 Win. 1044 0,72 12,71) 3,56 14311 231(0.51 | 1,15

Paciente JR. Panstrongylis megistus -ltapecerica da Sema, SP
L | PK KN| PN [NA| F [ NI | K L [PK KN | PN |NA| F [ HI|KI

Wédas | 1552] 0,08 |3.85] 483 [6,51| 417 0,76 [1.27]  Wedias | 1344] 1.04 | 2,03] 3.97 |5.58] 389|073 135
Desvios Padréo| 2,066 | 0,45 |0,73| 0,81 |1,11] 093] 0,16 | 0,13 [Desvios Padrae| 1,812 | 0.4 051079 11 | 0,79 0.18 | 0,12
Wax. 1957|243 (571] 63 | 85 |677[129[1.67)  Max | 184 | 2.24]452] 66| 7,67 583[1.05] 17
Win. [11,06] 0,54 [241[ 330 [458] 206 044 ] 10 | Min. _ [1032]0.54]202] 282 [ 369] 261]0.47] 12

Figura 12: Morfometria das cepas de T. cruzi isoladas de hospedeiros humanos, animais
silvestres, triatomineos e cepa Y (referéncia). Intervalos de variagdo minimo e maximo,
médias e desvios padrao, observados por cepa (30 parasitos), referentes aos parametros

morfométricos estudados, em micrémetros (um)™.

™ Com excecao dos indices.

63



Tabela 4: Morfometria das cepas de T. cruzi, isoladas de hospedeiros humanos, animais silvestres,
triatomineos e cepa Y de referéncia. Intervalos de variagdo minimo e maximo, médias e desvios padréo,
observados por grupos de hospedeiros e correlacionados (geral), referentes aos parametros morfométricos

estudados, em micrometros (um)*.

Hospedeiros (m)
Param,etrlos Parametros Estatisticos |CepaY (um)| Humanos | Animais Silvestres | Triatomineos |  Geral
Morfométricos
(n=14) (n=2) (n=3) (n=20)
Int. de Variagdo (Min. - Max.) | 12,14- 1846 | 10,15- 21,74 13,78- 21,33 10,32-21,09 |10,15-21,74
L Médias 15,48 15,53 121 1492 15,61
Desvios Padrdo 16 2,03 1,94 2,39 2,14
Int. de Variacdo (Min. -Max.) | 0,77-289 | 051-312 059-295 0,54 - 3,02 051-312
PK Médias 1,55 1,12 1,17 1,24 1,17
Desvios Padréo 045 05 046 047 049
Int. de Variacdo (Min. -Max.) | 2,7-4,52 225-6,7 287-6,84 2,02-6,32 2,02-6,84
KN Médias 3,56 4,06 4,78 3,68 4,05
Desvios Padréo 048 0,77 1,02 101 0,87
Int. de Variacdo (Min. -Max.) | 3,88-739 | 296-783 4,05-831 282-765 | 282-831
PN Médias 512 518 595 4,92 522
Desvios Padrdo 078 094 1,07 121 1,02
Int. de Variacdo (Min. -Max.) | 442-858 | 347-9,65 407-10,75 369-10,79 | 347-10,79
NA Médias 6,84 6,46 721 6,3 6,53
Desvios Padréo 1,02 1,19 114 143 1,24
Int. de Variacdo (Min. -Max.) | 2,29-485 | 178-6,77 2,02- 6,64 2,11-583 178-6,77
F Médias 352 389 411 3,69 3,86
Desvios Padréo 06 0,86 09 08 0,85
Int. de Variacdo (Min. -Max.) | 055-1,02 | 044-1,65 055-157 047-14 044-1,65
NI Médias 0,76 0,82 0,84 08 082
Desvios Padréo 0,14 018 0,2 02 0,18
Int. de Variacdo (Min. -Max.) | 1,24-165 | 11-178 113-1,73 113-1,72 11-1,78
Kl Médias 1,44 1,29 1,26 1,35 13
Desvios Padrdo 012 013 013 013 0,14

Legenda: [] Valoresrelativosa L;
] Valores relativos a PN;
L] Valores relativosa NI;

[] Valores relativos a PK;
] Valoresrelativosa NA;
(] Valores relativosa Kl;

] Valores relativos a KN;
] Valores relativos a F;
n: nimero de hospedeiros.

12 Com excecao dos indices.
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Figura 13: Caracterizagdo morfométrica de cepas de T. cruzi isoladas de hospedeiros humanos (pacientes), animais
silvestres e triatomineos no estado de Sdo Paulo, Brasil. Mensuragoes relativas ao comprimento total (L). A: Grafico

de colunas: médias; B: Grafico de dispersdo: medidas relativas aos 30 parasitos de cada hospedeiro, representadas
por pontos.
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Figura 14: Caracterizacdo morfométrica de cepas de T. cruzi isoladas de hospedeiros humanos (pacientes), animais
silvestres e triatomineos no estado de S&o Paulo, Brasil. Mensuracdes relativas a distancia entre a extremidade
posterior e 0 meio do cinetoplasto (PK). Grafico de colunas: médias e desvios padrdo. A: Gréfico de colunas:
médias; B: Grafico de dispersdo: medidas relativas aos 30 parasitos de cada hospedeiro, representadas por pontos.
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Figura 15: Caracterizagdo morfométrica de cepas de T. cruzi isoladas de hospedeiros humanos (pacientes), animais
silvestres e triatomineos no estado de S&o Paulo, Brasil. Mensurag8es relativas a distancia entre o meio do
cinetoplasto e o meio do nucleo (KN). A: Gréfico de colunas: médias; B: Gréafico de dispersdo: medidas relativas aos
30 parasitos de cada hospedeiro, representadas por pontos.
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Figura 16: Caracterizacdo morfométrica de cepas de T. cruzi isoladas de hospedeiros humanos (pacientes), animais
silvestres e triatomineos no estado de S&o Paulo, Brasil. Mensuracdes relativas a distancia entre a extremidade
posterior e o meio do nucleo (PN). Gréafico de colunas: médias e desvios padréo. A: Grafico de colunas: médias; B:
Gréfico de dispersdo: medidas relativas aos 30 parasitos de cada hospedeiro, representadas por pontos.
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Figura 17: Caracterizagdo morfométrica de cepas de T. cruzi isoladas de hospedeiros humanos (pacientes), animais
silvestres e triatomineos no estado de Sao Paulo, Brasil. Mensuragdes relativas a distancia entre o meio do nicleo e
a extremidade anterior (NA). Gréfico de colunas: médias e desvios padrdo. A: Gréafico de colunas: médias; B: Grafico
de dispersao: medidas relativas aos 30 parasitos de cada hospedeiro, representadas por pontos.
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Figura 18: Caracterizacdo morfométrica de cepas de T. cruzi isoladas de hospedeiros humanos (pacientes), animais
silvestres e triatomineos no estado de S&o Paulo, Brasil. Mensuracgdes relativas ao comprimento do flagelo livre (F).

A: Gréfico de colunas: médias; B: Gréfico de dispersao: medidas relativas aos 30 parasitos de cada hospedeiro,
representadas por pontos.
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Figura 19: Caracterizagcdo morfométrica de cepas de T. cruzi isoladas de hospedeiros humanos (pacientes), animais
silvestres e triatomineos no estado de Sdo Paulo, Brasil. Valor do indice nuclear (NI), correspondente a posicdo do
nucleo no corpo do parasito. Grafico de colunas: médias e desvios padrdo. A: Gréfico de colunas: médias; B: Grafico de
dispersdo: medidas relativas aos 30 parasitos de cada hospedeiro, representadas por pontos.
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Figura 20: Caracterizagdo morfométrica de cepas de T. cruzi isoladas de hospedeiros humanos (pacientes), animais
silvestres e triatomineos no estado de Sado Paulo, Brasil. Valor do indice cinetoplasmatico (KI), correspondente a
posicdo do cinetoplasto em relagdo ao nucleo. Grafico de colunas: médias e desvios padrdo; A: Gréafico de colunas:
médias; B: Grafico de dispersdo: medidas relativas aos 30 parasitos de cada hospedeiro, representadas por pontos.
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4.4. Quantificacdo dos DNAs Extraidos
As concentragBes e qualidade dos DNAs extraidos das amostras
estao representadas na Tabela 5.

Tabela 5: Concentragdes dos DNAs extraidos das amostras, em nanogramas por microlitro
(ng/uL) e grau de pureza (260/280 e 260/230).

Cédigo Hospedeiro Concentragdo (ng/ul) 260/280 260/230
1 E.P. 18,63 1,8 9,92
2 M.C.G. 16,82 1,69 -5,76
3 A.B.S. 15,34 1,8 -8,06
4 E.M. 12,59 1,52 -2,31
5 D.F.O. 5,87 1,43 -1,04
6 L.A.S.R. 10,63 1,56 -2,64
7 M.C.B. 16,65 1,55 0,58
8 .M. 48,68 1,31 0,71
9 J.D.O. 4,53 1,89 0,34
10 M.L.B.S. 4,71 2,6 0,13
11 L.M.P. 50,01 1,42 0,93
12 V.P.S.L. 8,12 1,95 0,3
13 UJ.A. 18,37 1,44 0,38
14 J.M.S. 8,97 2,25 0,26
15 I.C.P. 13,81 1,6 0,73
16 J.R. 4,97 5,96 0,32
17 E.R.S.B. 15,74 2,05 0,16
18 A.P.N. 3,45 93,96 0,09
19 D.S.F. 7,67 2,07 0,57
20 A.J.A. 13,4 1,49 0,63
21 M.C.A. 5,24 3,25 0,23
22 J.S.C. 19,92 1,75 0,76
23 A.E.S. 3,82 2,48 0,27
24 G.A.B.L. 7,96 1,34 0,3
25 B.M.M. 0,43 0,58 -0,24
26 Piriguete 2,05 1,21 0,14

1B24 Piriguete 99,87 1,89 1,85
27 Pequena 1,92 0,8 -0,53
1B18 Pequena 77,75 1,92 1,67
28 Pipoca -0,77 0,84 -0,05
1B21 Pipoca 94,65 1,92 1,69
29 Chiquita 0,13 1,37 0,01
1B22 Chiquita 81,03 1,89 1,59
30 Jean Pierre 0,55 1,76 0,03
1B20 Jean Pierre 92,54 1,93 1,74
31 Duque -0,26 0,51 -0,02
1B23 Duque 87,94 1,93 1,8
32 Gouda -0,16 0,31 -0,01
1B19 Gouda 86,46 1,9 1,71
33 Philander opossum 35,82 2,29 1,44
34 Didelphis albiventris 20,25 2,48 0,45
35 P. megistus 11,64 1,84 2,33
36 P. megistus 17,28 1,77 2,14
37 P. megistus 12,86 2,65 0,5

Legenda: [ Pacientes; [ Cies; L1 Animais Silvestres; 1 Triatomineos;

260/280: Relacionado a presenca (DNA com indice inferior a 1,8) ou auséncia (DNA com
indice superior a 1,8) de proteinas;
260/230: Relacionado a presenga (DNA com indice inferior a 2,0) ou auséncia (DNA com
indice entre 2,0 e 2,2) de inibidores;

Cddigo: Numeragdo estabelecida na caracterizagdo molecular para representar as amostras
na eletroforese.
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4.5. Diagndstico e Identificacdo de Tripanossomatideos, pelo Método
FFLB

Os resultados da eletroforese para as regides 1851, 18S3, 28S1 e
28S2 estéo apresentados na Figuras 21 e 22.

FFLB 1851

a
"B
a2
S
s
e
g

Figura 21: Eletroforese em gel de agarose a 2% do DNA extraido das amostras de material
de cultura e esfregaco sanguineo (#1 - #37). Presenca de bandas de, aproximadamente,
400 pb para 18S1 e 28S1 e de 300 pb para 18S3 e 28S2, em diferentes intensidades. CN:
controle negativo; Tcon 025E - CP 1 e 2: controles positivos; e canaleta sem amostra.

1 Inicialmente, o marcador 18S1 foi utilizado como triagem, selecionando apenas amostras com
bandas visiveis na eletroforese para utilizagdo nos demais marcadores. Entretanto, devido a
complexidade verificada no diagnéstico das amostras de Ilhabela e problemas com a positividade de
alguns controles negativos, foi decidido re-introduzir algumas amostras no estudo e repetir outras.
Estas foram corridas juntamente com as sete amostras de sangue caninas. As informagfes e
resultados estédo apresentados na Figura 24.

70



Figura 22: Eletroforese em gel de agarose a 2% do DNA extraido das amostras de sangue
caninas (IB18 - I1B24), de cultura (#14) e esfregaco (#24, #25, #26 e #30). Presenca de
bandas de, aproximadamente, 400 pb para 18S1 e 28S1 e de 300 pb para 18S3 e 28S2.

CN: controles negativos.

Com relacdo aos resultados obtidos pela leitura em sequenciador
dos fragmentos amplificados, estes foram comparados a dados obtidos de
cepas previamente caracterizadas, registradas e organizadas pelo ICB/USP,
pela metodologia do FFLB.

A Tabela 6 mostra o tamanho dos fragmentos amplificados para

cada primer, em pares de bases, e as DTUs verificadas, por hospedeiro.
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Tabela 6: Fragmentos amplificados para 18S1, 18S3, 28S1 e 28S2. Cada primer apresentou fragmentos de
tamanhos especificos que, interpretados em conjunto, possibilitaram determinar as DTUs das cepas
isoladas dos diferentes hospedeiros. Alguns resultados indicaram a possibilidade de hospedeiros com
infeccdo mista, pela presenca de fragmentos sugestivos para T. rangeli e Leishmania.

Cadigo Hospedeiro it 0okt Resultados
1851 1853 2851 2852
1 EP. 299,300 241,242 346, 347, 349, 350, 351 212,213 T, cruzi VI
2 M.CG. 304, 305 245, 246 338, 339, 340, 341 196, 197 T, cruzi |
3 ABS. 299, 300, 301 241,242 349,350 212,213 T, cruzi VI
4 EM. 299,300 241,242 349,350 212,213 T, cruzi VI
5 D.F.0. 299,300 241,242 349,350 212,213 T, cruzi I)VI
6 LSAR. 299,300 241,242 348, 349, 350 212,213 T, cruzi I)VI
7 M.CB. 299,300 241,242 347, 348, 349, 350 212,213 T, cruzi VI
8 1M, 299,300 241,242 00 212,213 T, cruzi VI
9 JD.0. 300 241,242 347,348, 351, 352 212,213 T, cruzi VI
10 MLB.S. 300 241,242 346, 347, 349, 350 212,213 T, cruzi I)VI
1 LM.P. 300 241,242 346, 348, 349, 350 212,213 T, cruzi I)VI
12 VPSL 299,300 241,242 347, 348, 349, 350 212,213 T, cruzi I)VI
13 UJA. 299,300 241,242 347, 348, 349, 350 212,213 T, cruzi I)VI
14 JMS. 299,305 236, 244, 245 333,334, 336, 338, 339 189, 196, 197 T.cruzi I, T. cruzi
15 1.CP. 300 241,242 347, 348, 349, 350 211,213 T, cruzi VI
16 JR. 299,300 241,242 346, 347, 348, 350 212,213 T, cruzi VI
17 ERS.B. 300 241,242 348, 349, 350 212,213 T, cruzi I)VI
18 APN, 300 241,242 348, 349, 350, 351 212,213 T, cruzi VI
19 DS.F. 300 241,242 346, 347 212,213 T, cruzi VI
20 AJA 300 241,242 347,348, 349, 350 212,213 T, cruzi VI
A M.CA. 299,300 241,242 349,350 212,213 T, cruzi VI
n JS.C 299, 300 241,242 344,345, 347, 348, 349, 350 212,213 T, cruzi VI
23 AES. 300 241,242 348, 349, 350 212,213 T, cruzi VI
2@ GABL 236 214,216,232, 242 000 000 T. cruzi; Leishmania (?)
% BMM. 26 000 0o 180 Leishmania (?)
26 | Cdo Piriguete (Esfregao) 236 12 0 185,194 Leishmania (?)
1B24 Cdo Piriguete (Sangue) 299 25 000 181,204,213 T. cruzi
7 Cdo Pequena (Esfregago) 000 0 0" 0
IB18 Cdo Pequena (Sangue) 218, 226,299, 305 199, 200, 201, 214, 225, 246 (17} 181, 190, 194, 197, 198, 203 T. cruzi I; T. rangeli ; Leishmania (?)
28 Cdo Pipoca (Esfregaco) 00 0 0 0
1B21 Cdo Pipoca (Sangue) 218,299 236 000 000 T, cruzi
29 Cdo Chiquita (Esfregaco) 00 0 00 00
1B22 Cdo Chiquita (Sangue) 211, 218, 299, 305 225, 241, 242, 245, 246 000 181,188,190, 191,204,213 | T cruzi I;T. cruzi WVI; T. cruzi; T. rangeli
30 | CdoJean Pierre (Esfregago) 00 00 00 198 T.cruzi |
1B20 | Cdo Jean Pierre (Sangue) 217, 226, 294, 296, 299 199, 241, 242, 245 00 181, 196, 198 T. cruzi I; T. cruzi (Il/VI)
31 Cdo Duque (Esfregaco) 000 0 0 00
1B23 Cdo Duque (Sangue) 217,225,299 199,201, 225, 236, 245 0 181, 188, 190, 197, 204 T. cruzi I; T. cruzi; T. rangeli
32 Cdo Gouda (Esfregago) 000 0 0" 0
1B19 (4o Gouda (Sangue) 000 237 000 000
3 Philander opossum - 1.8. 300 241,202 348,349 212,213 T. cruzi 1I/VI
34 Didelphis albiventris - S.F. 299,300 241,242 347, 348, 349, 350 212,213 T, cruzi VI
35 P. megistus - T.5. 299, 304, 305 244, 245 333, 335, 336, 338, 339, 340 196 T.cruzi |
36 P. megistus - |.B. 299,300 241,242 348, 349, 350, 351 212,213 T, cruzi VI
37 P. megistus - 1.5. 299, 305 244, 245 332, 334, 335, 338, 339, 340 196, 197 T. cruzi |

Legenda: W Tcl; @ Tcll/VI; ™ Tclll; @ T. cruzi(nio foi possivel determinar DTU, especificamente)

[ Sugestivo para T. rangeli; M Sugestivo para Leishmania;

e e e Fragmentos ndao detectados; e e e Nio foi realizado PCR; === Resultados inconclusivos.
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4.6. Agrupamento das Cepas por DTU, Comparacao e Correlacdo dos

Dados Morfométricos Entre os Grupos

As cepas agrupadas por DTU e utlizadas na morfometria estéo
representadas na Tabela 7. Os dados morfométricos dos grupos, relativos
aos 8 parametros estudados (L, PK, KN, PN, NA, F, NI e Kl), estédo
representados na Tabela 8.

Nas Figuras 23-30, estdo representadas as médias para cada
parametro morfométrico observado e as dispersées de medida de cada

parasito estudado, por DTU.

Tabela 7: Cepas utilizadas na morfometria, agrupadas por DTUs verificadas na

caracterizacdo molecular.

copiGo HOSPEDEIRO pTU HDSII:'lE[I)::;ROS n;EOrI‘:LLJE:[I:gsR/‘::I:TLﬁJSo
2 M.C.G.
35 P. megistus - T.S. Tcl 3 90
37 P. megistus - L.S.
1 E.P. Tcll/VI
3 AB.S. Tcll/VI
5 D.F.O. Tcll/Vi
6 LS.AR. Tcll/VI
7 M.C.B. Tcll/VI
8 .M. Tell/VI
12 V.PS.L Tcll/VI
16 IR. Tcll/VI 16 480
17 ERS.B. Tcll/Vi
18 AP.N. Tcll/Vi
19 D.S.F. Tcll/VI
20 AJA. Tcll/VI
21 M.CA. Tell/VI
33 | Philander opossum -1.B. | Tcll/VI
34  |Didelphis albiventris -S.F.| Tcll/VI
36 P. megistus - 1.B. Tcll/v

Legenda: [ Cepas Tcl; [JCepas Tcll/VI.
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Tabela 8: Intervalos de variagdo minimo e maximo, médias e desvios padrédo, observados por

grupo de DTU e correlacionados (geral), referentes aos parametros morfométricos estudados,

em micrémetros (um)™.

DTUs
Param?tr.os Pardmetros Estatisticos TcliVI Geral
Morfométricos Tcl (n=3)
(n=16) (n=19)
Int. de Variagdo (Min. - Max.) | 10,32-19,9 | 10,15-21,74 |10,15- 21,74
L Médias 15,02 15,73 15,62
Desvios Padrdo 2,09 2,16 2,16
Int. de Variagdo (Min. - Max.) | 0,54 -3,02 051-312 | 051-312
PK Médias 1,23 1,13 1,15
Desvios Padrdo 0,46 0,49 0,49
Int. de Variagdo (Min. - Max.) | 2,02-6,16 2,25-6,84 | 2,02-6,84
KN Médias 3,72 414 4,08
Desvios Padrdo 0,87 0,87 0,88
Int. de Variagdo (Min. -Max.) | 2,82-7,19 29-831 | 2,82-831
PN Médias 4,95 5,27 5,22
Desvios Padrdo 1,05 1,03 1,04
Int. de Variagdo (Min. - Max.) | 3,69-10,79 | 3,47-10,75 | 3,47-10,79
NA Médias 6,22 6,57 6,52
Desvios Padrdo 1,35 1,22 1,25
Int. de Variagdo (Min. - Max.) | 2,11-5,83 178-6,77 | 1,78-6,77
F Médias 3,85 3,89 3,88
Desvios Padrdo 0,8 0,87 0,86
Int. de Variagdo (Min. - Max.) | 0,47-1,32 044-165 | 044-165
NI Médias 0,81 0,82 0,82
Desvios Padrdo 0,18 0,18 0,18
Int. de Variagdo (Min. - Max.) | 1,13-1,72 11-1,78 11-1,78
Kl Médias 1,34 1,28 1,29
Desvios Padrdo 0,13 0,13 0,13

Legenda: [] Valores relativosa L;
[ Valores relativosa PN;
[ Valores relativosa NI;

4 Com excecao dos indices.
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[] Valoresrelativos a PK;
] Valores relativosa NA;
] Valores relativosa Kl;

[] Valoresrelativos a KN;
] Valores relativosa F;
n: nimero de hospedeiros.
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Figura 23: Dados morfométricos, por DTU. Comparagao dos valores da média e dispersao
de medidas entre Tcl e Tcll/VI, relativos ao comprimento total (L). A: Grafico de colunas:
médias; B: Grafico de dispersdo: medidas de cada parasito (representadas por pontos)
pertencente as respectivas DTUs.
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Figura 24: Dados morfométricos, por DTU. Comparacgéo dos valores da média e dispersao
de medidas entre Tcl e Tcll/VI, relativos a distancia entre a extremidade posterior e 0 meio
do cinetoplasto (PK). A: Gréfico de colunas: médias; B: Gréfico de dispersdo: medidas de
cada parasito (representadas por pontos) pertencente as respectivas DTUs.
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Figura 25: Dados morfométricos, por DTU. Comparacéo dos valores da média e dispersao
de medidas entre Tcl e Tcll/VI, relativos a distancia entre o meio do cinetoplasto e o meio
do nudcleo (KN). A: Gréfico de colunas: médias; B: Gréfico de dispersédo: medidas de cada

parasito (representadas por pontos) pertencente as respectivas DTUs.
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Figura 26: Dados morfométricos, por DTU. Comparacgéo dos valores da média e dispersao
de medidas entre Tcl e Tcll/VI, relativos a distancia entre a extremidade posterior e 0 meio
do nudcleo (PN). A: Gréfico de colunas: médias; B: Gréfico de dispersédo: medidas de cada
parasito (representadas por pontos) pertencente as respectivas DTUs.
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Figura 27: Dados morfométricos, por DTU. Comparacéo dos valores da média e dispersao
de medidas entre Tcl e Tcll/VI, relativos a distancia entre o meio do nucleo e a extremidade
anterior (NA). A: Gréafico de colunas: médias; B: Grafico de dispersdo: medidas de cada
parasito (representadas por pontos) pertencente as respectivas DTUs.
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Figura 28: Dados morfométricos, por DTU. Comparacéo dos valores da média e disperséo
de medidas entre Tcl e Tcll/VI, relativos ao comprimento do flagelo livre (F). A: Gréfico de
colunas: médias; B: Gréfico de dispersao: medidas de cada parasito (representadas por
pontos) pertencente as respectivas DTUs.
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Figura 29: Dados morfométricos, por DTU. Comparacéo dos valores da média e dispersao
de medidas entre Tcl e Tcll/VI, relativos ao indice nuclear (NI), correspondente a posigao
do ndcleo no corpo do parasito. A: Grafico de colunas: médias; B: Grafico de dispersao:
medidas de cada parasito (representadas por pontos) pertencente as respectivas DTUSs.
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Figura 30: Dados morfométricos, por DTU. Comparacgéo dos valores da média e dispersao
de medidas entre Tcl e Tcll/VI, relativos ao indice cinetoplasmético (KI), correspondente a
posicdo do nucleo no corpo do parasito. A: Gréafico de colunas: médias; B: Gréfico de
dispersédo: medidas de cada parasito (representadas por pontos) pertencente as respectivas
DTUs.

78



4.7. Verificacdo da Capacidade Infectiva das Cepas, em Células NCTC

Na Figura 31, sdo apresentadas as imagens correspondentes aos
ensaios de infeccdo experimental em células NCTC, a partir de formas
tripomastigotas obtidas do cultivo de cepas de T. cruzi, em sistema celular
LLC-MK2, isoladas de 12 hospedeiros naturalmente infectados (2
triatomineos e 10 humanos). No estudo, também, foram incluidos um

controle negativo - sem infec¢do por T. cruzi - e cepa Y de referéncia.
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Figura 31: Células NCTC utilizadas na verificagdo da capacidade infectiva das 12 cepas
estudadas (aumento 400x). A: Controle Negativo; B: Cepa Y; C e D: triatomineos de
Tabodo da Serra e llhabela, respectivamente; E: A.B.S.; F: EMM.; G: E.P; H: D.F.O,; I
A.P.N.; J: M.C.A,; K: LS. AR,; L: M.C.G.; M: E.R.S.B.; N: J.R.

Verificou-se que todas as cepas inoculadas internalizaram e

produziram formas amastigotas.
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5. Discussao

Desde a descricdo de T. cruzi por Chagas (1909), variacbes das
caracteristicas morfolégicas da forma tripomastigota foram observadas por
inUmeros pesquisadores (Dias e Freitas Filho, 1943; Brener e Chiari, 1963;
Barretto, 1965; Silva, 1959; de Sousa, 1999).

Embora a morfometria constitua um importante método para a
caracterizacdo bioldgica das cepas, ainda ndo ha um consenso sobre a
relacdo do polimorfismo das formas tripomastigotas de T. cruzi com sua
parasitemia e/ou patogenia (Martins et al., 2008). De acordo com Ferriolli
Filho et al. (1968), as razbes para esta problematica podem estar
relacionadas a falta de padronizacdo de equipamentos, técnicas utilizadas e
formas de observacdo. Com isto, restam, somente, as observacdes e
analises pessoais de cada pesquisador (Martins et al., 2008).

No presente estudo, foram utilizados os parametros morfomeétricos
indicados por Hoare (1972), compostos pelas variaveis L, PK, KN, PN, NA e
F e pelos indices nuclear e cinetoplasmatico (NI e KI, respectivamente). A
partir das medidas obtidas, foram calculados parametros estatisticos, com
objetivos de estabelecer possiveis correlacdes e verificar semelhancas ou
diferencas significativas entre as cepas estudadas. Os parametros
estatisticos utilizados foram: média, desvio padréo e intervalo de variacédo
minimo e maximo (valores minimo e maximo obtidos para cada parametro
morfomeétrico estudado).

Este conjunto de metodologias permitiu, assim, realizar a
caracterizacdo morfométrica de 19 isolados de T. cruzi, além de cepa Y de
referéncia, totalizando o estudo de 600 parasitos. Os resultados obtidos para
a média, sobre os parametros morfométricos estudados, foram: L=15,61 um
(variacdo de 10,15 um a 21,74 ym); PK=1,17 um (variacdo de 0,51 pm a
3,12 um); KN=4,05 pm (variacdo de 2,02 um a 6,84 pum); PN=5,22 um
(variacao de 2,82 pum a 8,31 um); NA=6,53 um (variagao de 3,47 um a 10,79
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pum); F=3,86 um (variacdo de 1,78 um a 6,77 um); NI=0,82 (variagéo de 0,44
a 1,65) e KI=1,3 (variacdo de 1,1 a 1,78).

Em uma analise individual das cepas, que correspondeu a 30
parasitos para cada uma, pode-se determinar aquelas que tiveram as
menores e maiores médias, por parametro verificado: 12,9 pym (V.P.S.L.) e
17,42 pm (D. albiventris) para L; 0,84 pym (M.C.B.) e 1,7 (D.F.O.) para PK;
2,93 um (P. megistus - Itapecerica da Serra) e 4,8 pm (P. opossum) para
KN; 3,97 um (P. megistus - Itapecerica da Serra) e 6,12 um (D. albiventris)
para PN; 4,87 um (V.P.S.L.) e 7,65 pm (D.F.O.) para NA; 3,13 um (V.P.S.L.)
e 4,43 pm (M.C.A.) para F; 0,72 (I.M.) e 1,04 (V.P.S.L.) para NI e 1,21
(D.S.F. e P. opossum) e 1,44 (D.F.O.) para Kl.

Estes resultados, quando comparados aos intervalos de variacao de
Hoare (1972) para L (11,4 um a 30,4 um), F (2,0 um a 11,2 um) e NI (0,9 um
a 1,7 pm), encontraram-se dentro ou muito proOximos a estas faixas,
indicando concordancia com as variagdes morfométricas observadas em T.
cruzi, no passado. As pequenas diferencas verificadas podem ser explicadas
por 2 importantes fatores: a) as formas tripomastigotas utilizadas nos dados
verificados por Hoare (1972) foram provenientes do sangue de mamiferos,
enquanto que as deste estudo foram obtidas a partir de cultura de células
LLC-MK2 e anteriormente submetidas a passagens em meios de cultura
axénicos (LIT); b) T. cruzi pode apresentar distintos perfis de infeccao e
comportamentos biologicos, relacionados a fatores intrinsecos dos
hospedeiros, dos préprios parasitos e do ambiente (Roque e Jansen, 2014).
Este dltimo item também pode explicar, em parte, as diferencas
morfométricas observadas entre as cepas isoladas a partir dos grupos de
hospedeiros compreendidos nessa metodologia, que foram humanos,
animais silvestres e triatomineos.

Contribuindo com os dados acima mencionados, o desvio padréao
gue, por definicdo, expressa o quanto um conjunto de dados € uniforme
(quanto mais proximo de zero, mais homogéneos séo os dados), apresentou
resultados que indicaram homogeneidade para os parametros morfométricos
PK (0,49), KN (0,87), F (0,85), NI (0,18) e Kl (0,14). Mesmo PN e NA terem
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apresentado valores acima destes (1,02 e 1,24, respectivamente) e
indicando uma homogeneidade menor, ainda permaneceram proximos e nao
discrepantes, principalmente, levando-se em consideracdo que foram
mensurados 600 parasitos, provenientes de diferentes hospedeiros e
organismos, incluindo pacientes com quadros clinicos diversos (co-
infectados, transplantados e renais cronicos). O parametro menos
homogéneo verificado foi L (2,14 um). Entretanto, este resultado é esperado
para T. cruzi, uma vez que 0 parasito, como anteriormente mencionado,
constitui populagfes altamente heterogéneas e polimorficas, apresentando
uma faixa muito ampla para esta variavel, conforme ja verificada por Hoare
(2972).

A partir do levantamento de outros estudos envolvendo morfometria
(Brener e Chiari, 1963; Belda Neto, 1974; Martins, 2005; Rossi, 2007;
Martins et al., 2008), pode-se observar que 0s resultados apresentados por
eles, também, se encontraram dentro ou proximos da variagcdo de Hoare
(1972) e nao foram conflitantes com aqueles aqui obtidos, no sentido de
apresentarem valores proximos e/ou ndo discrepantes das medias e
intervalos de variacdo para o0s parametros que foram possiveis de
comparacdo em cada estudo realizado. Todavia, cabem as mesmas
ressalvas apontadas quando da comparacao dos resultados aqui verificados
com os valores apresentados por Hoare (1972), uma vez que 0s autores
acima referidos realizaram suas observacdes em formas tripomastigotas
provenientes do sangue de mamiferos, especificamente, camundongos, e
nédo das obtidas em culturas celulares.

Importante ratificar que o parametro largura nao foi aqui estudado e,
portanto, as cepas nao foram classificadas quanto a sua forma, ou seja,
entre fina, intermediaria ou larga. Isto se deveu, exclusivamente, pela linha
de trabalho adotada, que seguiu os parametros de Hoare (1972). Contudo,
sera interessante incorporar esta varidvel em estudos posteriores, com
vistas a fornecer maiores subsidios aos resultados.

A heterogeneidade dos isolados de T. cruzi, no que diz respeito a

morfologia, patogenicidade, viruléncia, conteldo genético, entre outras
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caracteristicas, tem sido observada h& décadas e estimulou, ao longo do
tempo, diversos estudos de epidemiologia molecular e de genética de
populacdes, tornando o parasito um dos principais modelos utilizados para
estas linhas de pesquisa. Consequentemente, tornou-se um dos modelos
mais notoérios, quanto a sua evolugdo e estrutura populacional (Zingales,
2011).

Este parasito possui um padrédo evolutivo, predominantemente,
clonal, em que os descendentes - progénie - apresentam identidade genética
igual ou muito semelhante a linhagem parenteral (Zingales, 2011). Porém,
podem ocorrer, de maneira ocasional, eventos de recombinagdo genética,
promovendo o surgimento de linhagens hibridas (Gaunt et al., 2003; Lewis et
al., 2009). Até o momento, sédo reconhecidos 6 grupos de DTUs (Tcl-VI),
além do genotipo Tcbat. Dentre estes, ha um consenso por parte das 2
principais teorias de formacdo das DTUs, que TcV e VI sédo linhagens
hibridas, resultantes de eventos de recombinacdo genética entre Tcll e Tclll
(Westenberger et al., 2005; de Freitas et al., 2006).

Estas teorias podem explicar, em grande parte, a dificuldade em
diferenciar linhagens parenterais das linhagens hibridas, ao serem utilizadas
técnicas moleculares para a determinacdo das DTUs. Como exemplo, ha o
caso de Tcll e VI, visto que ndo podem ser diferenciadas pelo FFLB por
apresentarem fragmentos de DNA de mesmo tamanho (Hamilton et al.,
2011).

Os resultados moleculares deste trabalho corroboraram com as
teorias propostas por Westenberger et al. (2005) e de Freitas et al. (2006),
visto que o FFLB, mesmo utilizando primers altamente sensiveis, nao
permitiu diferenciar Tcll e VI, justamente por estas linhagens apresentarem
fragmentos de DNA de mesmo tamanho. Por outro lado, esta técnica
molecular permitiu diferenciar Tclll e V. Além disso, o predominio das
linhagens Tcll e VI verificado no grupo de cepas estudadas -
majoritariamente isoladas de hospedeiros humanos - confirmou o que foi
anteriormente descrito na literatura (Zingales et al., 2012; Breniéere et al.,

2016) sobre o padrao de transmissao e perfil de hospedeiros caracteristicos
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para estas DTUs, relacionadas aos ciclos de transmissdo domeésticos e
pacientes com quadro de doenca de Chagas crbnica. Todavia, nao foi
possivel incluir neste trabalho informacdes referentes aos municipios de
origem dos pacientes cujas amostras foram utilizadas, nem as vias de
transmissao pelas quais adquiriram a infeccdo. Estes dados enriqueceriam
os achados moleculares, fornecendo parametros de correlacdo mais amplos
para esta andlise.

Quanto as DTUs verificadas nas cepas isoladas dos 3 triatomineos e
2 animais silvestres, os resultados obtidos corresponderam aos padrdes
epidemioldgicos relatados por Barretto (1979) e Coura (2007), que se
referem aos ciclos silvestres em um ambiente de equilibrio entre vetores e
hospedeiros, seguido de perturbacdo e alteracdo destes ciclos pela
introducdo de construgcbes e domicilios em areas de mata, promovendo,
assim, modificacdo das dinamicas de transmissdo para um padréao
domestico ou peridomeéstico. Neste cenario e no que diz respeito a Tcl, cujo
padrdo €, predominantemente, silvestre, os 2 exemplares de P. megistus,
verificados para esta DTU e provenientes dos municipios de Tabodo da
Serra e Itapecerica da Serra, foram encontrados e coletados no interior de
domicilios localizados em areas de preservacdo ambiental. Uma
caracteristica de destaque dos condominios que albergam estes domicilios &
a espacializacdo das residéncias, mais distantes entre si se comparadas
com areas urbanas. Esta transformacdo ambiental, com o estabelecimento
de verdadeiras “ilhas”, favorece o risco ou possibilidade de manifestacdo de
comportamentos sinantropicos por reservatorios silvestres e vetores de T.
cruzi nos domicilios, ou seja, o encontro de espécimes do inseto no interior e
ao redor das habitacdes.

Ja Tcll/VI, verificada nas cepas isoladas de P. opossum e D.
albiventris capturados nos municipios de llhabela e Santa Fé do Sul,
respectivamente, e em um dos exemplares de P. megistus, também
proveniente de llhabela, pode ser compreendida por 2 fatores: a) a
modificacdo do ambiente, acima mencionada, consequentemente, altera a

dindmica dos ciclos de transmissao, promovendo a inclusdo de hospedeiros
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humanos neste processo e b) a sinantropia, caracteristica destes animais
silvestres, favorece o deslocamento do inseto vetor para onde estes
mamiferos estdo, por serem sua fonte de alimentagdo. Sendo assim, tanto
0S animais quanto 0s vetores podem acessar o ambiente urbano,
modificando o ciclo e favorecendo um novo padrao de transmissao.

Os demais resultados da caracterizacdo molecular levantaram a
hipétese de possiveis hospedeiros com infeccdo mista, envolvendo
diferentes DTUs de T. cruzi e outros tripanossomatideos (Tcl e Tclll; T. cruzi
e Leishmania; Tcl, T. rangeli e Leishmania; Tcl, Tcll/VI, T. cruzi e T. rangeli;
Tcl e T. cruzi [Tcll/VI]; Tcl, T. cruzi e T. rangeli). Entretanto, para a maioria
destes resultados, a falta de evidéncias apresentada pelos 4 marcadores
utilizados - auséncia ou quantidade insuficiente de fragmentos de DNA
detectados pelo sequenciador - ndo permitiu determinar, com preciséo,
todas as DTUs de T. cruzi que este grupo de hospedeiros poderia
apresentar, além de nado confirmar, totalmente, a presenca de outros
tripanossomatideos (T. rangeli e Leishmania). Neste contexto, os DNAs,
extraidos a partir das amostras de sangue total caninas, apresentaram maior
namero de fragmentos detectados entre os marcadores, em comparacao
aqueles extraidos de esfregacos sanguineos, cujos resultados revelaram
escassez ou auséncia de fragmentos. Isto pode ter ocorrido devido a pouca
guantidade de material de esfregaco e a perda gradativa do mesmo durante
as etapas de extracdo e purificacdo do DNA, além da provavel presenca de
inibidores de PCR, provenientes do corante utilizado (pandético rapido). Esta
interferéncia dos corantes em reac6es moleculares ja fora observada por
Barea et al. (2004).

Importante salientar que, embora a caracterizacdo molecular tenha
determinado as DTUs de todas as cepas isoladas em cultura, de maneira
conclusiva, meios de cultura ou organismos de seres vivos podem selecionar
uma determinada populacdo de parasitos e, com o tempo, eliminar outra que
também possa estar presente. Esta caracteristica ja havia sido observada
por Morel et al. (1986) ao analisarem os perfis eletroforéticos de DNA de

diferentes cepas de T. cruzi, isoladas por hemocultura e inoculadas em
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modelos murinos, que foram acompanhados por um periodo de 2 anos. Os
resultados do referido estudo mostraram que, ap6s determinado periodo de
tempo, o perfil inicialmente observado foi substituido por outro, indicando
seletividade por parte do organismo dos animais.

Em outras palavras, ndo se pode afirmar que as amostras, aqui
utiizadas e que foram cultivadas em meios axénicos e celulares,
albergavam, originalmente, uma UuUnica populagdo de T. cruzi. Seria
necessario extrair o DNA das amostras a partir do material original - sangue
de hospedeiros vertebrados e fezes de triatomineos - e, posteriormente,
proceder a caracterizacdo molecular, numa tentativa de verificar quantas
DTUs, de fato, poderiam existir.

No que diz respeito a correlacdo entre os resultados morfomeétricos e
moleculares, agrupando as cepas mensuradas de acordo com a DTU
verificada, observou-se que 0s grupos apresentaram médias muito proximas
para todos os parametros morfométricos estudados: 15,02 um (Tcl) e 15,73
(Tcli/VI) para L; 1,23 pum (Tcl) e 1,13 um (Tcll/VI) para PK; 3,72 um (Tcl) e
4,14 pm (Tcll/V]) para KN; 4,95 um (Tcl) e 5,27 um (Tcll/VI) para PN; 6,22
um (Tcl) e 6,57 um (Tcll/VI) para NA; 3,85 um (Tcl) e 3,89 (Tcll/VI) para F;
0,81 (Tcl) e 0,82 (Tcll/VI) para NI; e 1,34 (Tcl) e 1,28 (Tcll/VI) para KI.
Quando as cepas foram analisadas em conjunto, os resultados obtidos para
média e desvio padrdo foram, respectivamente, L=15,62 um e 2,16; PK=1,15
pm e 0,49; KN=4,08 pum e 0,88; PN=5,22 um e 1,04; NA=6,52 pm e 1,25;
F=3,88 um e 0,86; NI=0,82 e 0,16; e KI=1,29 e 0,13. Estes valores sdo muito
semelhantes aos anteriormente descritos na caracterizagcdo morfométrica,
uma vez que a Unica diferenca destes para aqueles estd na exclusdo da
cepa Y de referéncia dos calculos, produzindo resultados discretamente
diferentes. Assim sendo, a homogeneidade entre as cepas permaneceu
inalterada.

Estas observagBes permitiram concluir que a caracterizacao
morfométrica, se utilizada de maneira isolada, ndo possibilita diferenciar

cepas de T. cruzi, independentemente, da linhagem genética a qual
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pertencem, necessitando, assim, correlacionar diferentes metodologias para
produzir uma caracterizagédo adequada dos isolados obtidos.

A infeccdo experimental em fibroblastos da linhagem NCTC, por
algumas cepas de T. cruzi, foi realizada apenas em carater qualitativo para
verificar a capacidade infectiva destes isolados, no que se refere a
penetracdo nas células, diferenciacdo para formas amastigotas e
multiplicagdo por reproducdo assexuada. Os resultados mostraram que
todas as cepas infectaram os fibroblastos, satisfazendo os objetivos
propostos nesta abordagem. Contudo, néo foi possivel avaliar a viruléncia
das cepas por um viés quantitativo, uma vez que fibroblastos apresentam
alto potencial de proliferacdo. Consequentemente, as incontaveis ceélulas
produzidas se sobrepunham e dificultavam a visualizacdo, tornando inviavel
estabelecer um quantitativo de células infectadas e a carga parasitaria que
albergavam. O reduzido numero de cepas utilizado para este propésito foi
devido ao tempo decorrido para a producdo de formas tripomastigotas -
variavel de cepa para cepa - e 0 periodo necessario até a finalizacao do
experimento, aproximadamente, 4 dias. Além disso, para cada ensaio
utilizou-se apenas duas cepas previamente inoculadas em LLC-MK2, por
guestdo de controle do experimento para evitar riscos de contaminacao ou
resultados inadequados. Esta metodologia foi, posteriormente,
descontinuada, pelo exiguo tempo para o desenvolvimento deste trabalho e
a necessidade de ser incluido um maior numero de cepas para a

caracterizacdo morfométrica.
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. Conclusodes

A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que:
Na caracterizacdo morfométrica, os valores observados estiveram de
acordo com o intervalo de variagdo esperado para T. cruzi e
apresentaram certa homogeneidade pelo desvio padréo, para a maioria
dos parametros analisados. Ao serem agrupadas as cepas mensuradas,
de acordo com as DTUs obtidas, resultados similares foram verificados;
Isoladamente, a caracterizacdo morfométrica ndo permitiu diferenciar
cepas de T. cruzi. Foi necessario correlacionar diferentes metodologias
para produzir uma caracterizacdo adequada dos isolados obtidos;
O sistema de cultivo em linhagem celular LLC-MK2 foi adequado e
estavel, em substituicdo ao modelo animal, para a producéo de formas
tripomastigotas, com vistas a caracterizacdo morfométrica e infeccdo em
células NCTC,;
As formas tripomastigotas, cultivadas em células LLC-MK2, infectaram
células NCTC, diferenciando-se em amastigotas e multiplicando-se
intracelularmente;
Na caracterizagcdo molecular das cepas de T. cruzi estudadas foram
determinadas as DTUs Tcl, Tcll/VI, Tclll;
Para 21 das 25 cepas isoladas de hospedeiros humanos com diagndstico
ou suspeita de infeccdo por T. cruzi foram caracterizadas as DTUs
Tcll/VI, associadas aos ciclos domésticos e pacientes com quadro de
doenca de Chagas cronica,;
Alguns hospedeiros - principalmente os pacientes e cées de llhabela -
apresentaram resultados sugestivos para a presenca de infec¢cdo mista,
envolvendo diferentes DTUs de T. cruzi e outros tripanossomatideos (Tcl
e Tclll; T. cruzi e Leishmania; Tcl, T. rangeli e Leishmania; Tcl, Tcll/VI, T.
cruzi e T. rangeli; Tcl e T. cruzi [Tcll/VI]; Tcl, T. cruzi e T. rangel).
Entretanto, sera necesséario continuar os estudos em relacdo a esta

hipétese;
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Das cepas isoladas nas amostras provenientes da fauna silvestre, 2
foram caracterizadas como Tcl (P. megistus de Tabo&o da Serra e
Itapecerica da Serra) e 3 como Tcll/VI (P. megistus e P. opossum de
llhabela e D. albiventris de Santa Fé do Sul), estando associadas aos

ciclos silvestres e domésticos, respectivamente.
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