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RESUMO

A doenca de Chagas, causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi,
foi descrita pelo pesquisador brasileiro Carlos Chagas em 1909. E transmitida ao
homem por insetos hemipteros conhecidos como “barbeiros” dos quais os géneros
mais importantes sdo Panstrongylus, Rhodnius e Triatoma. Essa zoonose
representa um risco para aproximadamente 20 milhdes de pessoas em todo o
mundo, principalmente na América Latina. Para tentar explicar as diferentes
manifestagdes observadas na doenga de Chagas, varios estudos foram realizados
com intuito de averiguar as possiveis correlagbes entre as formas clinicas com a
variabilidade genética do parasito. Algumas hipdteses estdo relacionadas
provavelmente ao fato de a doenga ser um processo multifatorial, em que tanto
aspectos do parasito como do hospedeiro estdo inter-relacionados ou ainda a
escolha inadequada de alvos como marcadores de patogenicidade na tentativa de
estabelecer a correlacdo entre as formas clinicas e a variabilidade genética do
parasito. Com o intuito de contribuir para ampliar o conhecimento sobre as
populagdes de T. cruzi, foi realizada a cinética de crescimento em meio LIT e o
estudo genotipico de seis cepas de T. cruzi isoladas de exemplares de R.
montenegrensis, T. rubrovaria e T. sordida por meio de marcadores genotipicos

utilizando as sequéncia dos genes 24Sa do DNA ribossomal, HSP60 e GPI.
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1. INTRODUGAO
1.1. A doenga de Chagas: aspectos historicos, biolégicos e
epidemiolégicos.

A doencga de Chagas, causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi,
foi descrita pelo pesquisador brasileiro Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas em
1909, enquanto trabalhava na campanha anti-malarica no municipio de Lassance —
MG, durante a construgéo da estrada de ferro Central do Brasil. Carlos Chagas n&o
s6 decifrou o ciclo bioldgico do parasito, revelando seus hospedeiros vertebrados e
invertebrados, mas também a epidemiologia e parte da patologia da doenga.

A area de abrangéncia da doenca de Chagas € ampla e representa um risco
para 20 milhdes de pessoas desde o sul dos Estados Unidos até o sul da Argentina,
sendo uma causa importante das mortes na América Latina, afetando cercade 6 a7
milhdes de pessoas (WHO, 2015).

No entanto, nas ultimas décadas, tem sido cada vez mais detectada nos
Estados Unidos, Canada, muitos paises da Europa Ocidental e alguns do Pacifico,
devido a mobilidade da populagéo entre a América Latina e o resto do mundo (WHO,
2015).

A principal via de transmissdo de T. cruzi ao hospedeiro vertebrado é a
vetorial. No intestino médio do triatomineo, as formas epimastigotas do parasito
multiplicam-se por divisdo binaria e, na regido posterior, diferenciam-se em formas
infectantes denominadas tripomastigotas metaciclicas (Chagas, 1909). A
transmissdao de T. cruzi ao homem ocorre durante o repasto sanguineo pela
deposigcao das fezes e ou urina do inseto vetor contendo a forma infectante sobre a
pele com ferimentos ou sobre a mucosa (Dias, 1934; Brener, 1972; Brener, 1976).

Além da via vetorial, o parasito pode ser também transmitido por transfusao
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sanguinea (Dias e Brener, 1984), pela via congénita (Chagas, 1911), transplante de
orgaos, acidentes laboratoriais e consumo de alimentos contaminados (WHO, 2015).

Para tentar explicar as diferentes manifestacdes observadas na doenca de
Chagas, varios estudos foram realizados com intuito de averiguar as possiveis
correlagbes entre as formas clinicas com a variabilidade genética do parasito.
Contudo, até o momento os resultados sdo bastante incipientes e controversos
(Breniere et al.,1985; Apt et al, 1987; Breniére et al., 1989; Vago et al., 2000; Lages-
Silva, 2001; Lages-Silva et al., 2006; D’Avila et al., 2006; D’Avila et al., 2009).

Algumas hipéteses que poderiam estar relacionadas a esse insucesso sao,
provavelmente, o fato de a doenca ser um processo multifatorial, em que tanto
aspectos do parasito como do hospedeiro estdo inter-relacionados ou ainda a
escolha inadequada de alvos no genoma do parasito utilizados como marcadores de
patogenicidade na tentativa de estabelecer a tdo desejada correlacdo entre as
formas clinicas com a variabilidade genética do parasito. Portanto, ainda séao
necessarios mais estudos nessa area para elucidacao dessas lacunas (Oliveira et al,
2012).

Nesse panorama, o parasito, certamente, tem um papel importante no
processo, e diferengcas na sua distribuicdo poderiam refletir na prevaléncia das
diferentes formas clinicas. Ja esta bem estabelecido que propriedades bioldgicas
especificas sejam mais associadas a certos grupos genéticos de T. cruzi (Toledo et
al.,2004; Toledo et al., 2002; Buscaglia et al., 2006), o que poderia influenciar a
resposta ao tratamento etiolégico, o curso da infeccao e, consequentemente as
manifestacdes clinicas (Macedo et al., 2004).

Portanto, os estudos moleculares contribuem para evidenciar a variabilidade

de cepas de T. cruzi em determinada area e vem sendo utilizados no intuito de
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integrar os aspectos clinicos e epidemiolégicos da doenga de modo a orientar o
prognostico, diagndstico ou mesmo o tratamento da doenca de Chagas (Oliveira et
al., 2012).

1.2. Patologia e tratamento da doenga de Chagas

A doenga de Chagas apresenta duas fases. A fase inicial, aguda, dura cerca
de dois meses apds a infecgdo, na qual um grande numero de parasitos circulam no
sangue. Na maioria dos casos, os sintomas sdo ausentes ou leves, mas podem
incluir febre, dor de cabecga, ganglios linfaticos aumentados, palidez, dor muscular,
dificuldade em respirar, inchago abdominal ou dor no peito. Em menos de 50% das
pessoas picadas por um triatomineo, tem como caracteristica inicial, visiveis sinais
de lesdo na pele ou inchago arroxeado em uma das palpebras dos olhos (Souto et
al, 1996).

Na fase cronica, os parasitos estdo escondidos, principalmente no coracéo e
musculo digestivo. Até 30% dos pacientes sofrem de doencgas cardiacas e até 10%
sofrem problemas no trato digestivo (geralmente alargamento do eséfago ou cdlon),
alteragdes neuroldgicas ou ambos. Nos anos seguintes, a infeccdo pode levar a
morte subita ou insuficiéncia cardiaca causada pela destruicdo progressiva do
musculo cardiaco (WHO, 2015).

Uma vez que essa doenga afeta, em sua maioria, populagdes pobres, o
desenvolvimento de novas solugdes terapéuticas ndo € um negdcio atraente para as
grandes empresas farmacéuticas, e, atualmente, pode-se dizer que essa iniciativa
esta sendo extremamente negligenciada, sendo um fato muito preocupante devido
as necessidades dessas pessoas. Outra grande dificuldade é que o protozoario é

intracelular e, dessa forma, utiliza-se das préprias células do hospedeiro para se
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multiplicar, portanto para eliminar o parasito é necessario um farmaco que atravesse
a membrana plasmatica (Clayton, 2010).

Porém, existem dois medicamentos utilizados, o benzonidazol e o nifurtimox,
que so séo efetivos na fase aguda. Apresenta cerca de 80% de cura se tomados na
dose ideal, no tempo correto e no inicio da doenca. Entretanto, esses medicamentos
possuem efeitos adversos severos e podem se tornar resistentes em algumas cepas
do parasito, tornando-os mais patogénicos e dificeis de combater (Clayton, 2010).

1.3. Vetores da doenga

Os triatomineos estdo distribuidos essencialmente na regido Neotropical e
contam com 150 espécies (Galvao, 2014). No Brasil sdo encontradas 52 espécies,
mas apenas cinco dessas, Panstrongylus megistus, Triatoma brasiliensis, Triatoma
infestans, Triatoma pseudomaculata e Triatoma sordida possuem maior importancia
em termos epidemioldgicos pelo fato de colonizarem o peri ou intradomicilio. As 47
espécies nao domiciliadas promovem a circulacdo de T. cruzi em mamiferos que
vivem em ambientes silvestres (Coura e Dias, 2009). Podem ser carreadas
passivamente pelos homens para o interior do domicilio por meio da lenha ou,
mesmo, por cobertura vegetal de casas e anexos (Dias, 2000).

Com os resultados bastante satisfatérios em relacdo ao controle de T.
infestans, outros triatomineos de importancia secundaria, coletados no peridomicilio,
passaram a assumir maior relevancia. Dentre as espécies de triatomineos descritas,
T. sordida tem sido encontrada em cidades do Estado de Sao Paulo (Silva et al.,
2003).

A presenca de colbnias de T. sordida no peridomicilio pode sinalizar uma
iminente colonizagdo dessa espécie em um futuro proximo, caso as medidas de

controle sejam descontinuadas. Certamente a falta de cuidado do morador e a ndo
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notificagdo da ocorréncia desses insetos pela populacdo sao fatores que podem
contribuir com o aumento desses vetores (Silva et al., 2003).

Buscando racionalizar as operag¢des de controle dos vetores de T. cruzi, é
fundamental que se conheg¢a a dindmica populacional de cada uma das espécies
envolvidas (Silveira e Costa, 2000). Questdes como atividade sazonal, razgo sexual,
mobilidade, resposta comportamental a inseticidas, tempo de defecacdo apds
repasto, em funcdo da fonte alimentar devem ser esclarecidas, visando assim criar
condicdes favoraveis a erradicacdo dos vetores de uma das moléstias que produz o
maior 6nus de enfermidade entre as denominadas doencas tropicais (Pelli et al.,
2007).

1.4. Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909) é um protozoario hemoflagelado,
digenético, pertencente a ordem Kinetoplastida e a familia Tripanosomatidae.
Diversos trabalhos demonstraram que o T. cruzi apresenta-se como uma espécie
heterogénea, constituida por varias sub-populagdes do parasito que circulam, tanto
no ambiente doméstico como no silvestre, além de manter um intimo contato com os
seres humanos, animais reservatérios e vetores (Zingales et al.,, 1998; Macedo e
Pena, 1998; Miles et al., 2009; Yeo et al., 2011).

Apresenta um ciclo biolégico complexo, que inclui diferentes estagios no vetor
invertebrado e no hospedeiro vertebrado. As formas epimastigotas e tripomastigotas
metaciclicas sado encontradas no vetor, enquanto as formas tripomastigotas
sanguineas e amastigotas intracelulares no vertebrado. A transi¢cado entre uma forma
e outra envolve modificagdes morfoldgicas, na expressao génica e no ciclo celular
(Heath et al., 1990).

Devido aos problemas relacionados com a genotipagem de T. cruzi alguns
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trabalhos foram propostos com a finalidade de se chegar a caracterizagéo rapida e
segura dos isolados nas seis DTU(s) (Discrete Typing Units) desse parasito. Devido
a natureza hibrida de alguns desses grupos, os protocolos combinam diferentes
metodologias. Entre eles, o protocolo proposto por Lewis et al. (2009), que
representa, segundo os autores, uma metodologia simples e acurada, capaz de
identificar todos os gendtipos do parasito, avaliando os resultados do RFLP-PCR de
dois genes — HSP60 e GPI (Sturm et al., 2003; Gaunt et al., 2003) juntamente com
os padroes do 24Sa rDNA.

Trypanosoma cruzi possui uma estrutura genética que permite a subdivisdo
intraespecifica em seis grupos genéticos distintos, denominados Tcl, Tcll, Tclll,
TclV, TcV e TeVI (Zingales et al., 2009) que tem apresentado diferencas frente a
distribuicdo geografica, propriedades bioldgicas e susceptibilidade a drogas. E
conhecido o predominio das DTU’s Tcll e TcVlI em diversas regides brasileiras,
associados tanto ao ciclo doméstico como ao silvestre da doenga de Chagas, e
estando intimamente relacionados com as manifestagdes clinicas graves em
pacientes chagasicos cronicos.

Grandes esforgos tém se concentrado com o intuito de correlacionar a
variabilidade genética do parasito com suas caracteristicas biologicas,
epidemioldgicas e clinicas fundamentais, incluindo ainda a
resisténcia/susceptibilidade ao tratamento etiolégico, a fim de delinear perfis cepa-
especificos, que poderédo orientar as medidas de controle, 0 manejo do paciente
e/ou seu tratamento. Desse modo, é fundamental conhecer a variabilidade genética
e a estrutura populacional de qualquer agente patogénico em uma determinada
regidao, sobretudo em estudos epidemiolégicos, de evolugdo do parasito, de

diagndstico da doenca e seu prognaostico.



19

2. OBJETIVOS
v' Comparar a cinética de crescimento em meio de cultura LIT das cepas
QMMgs, QMM7, RON+1, RON3, Sis e Slg de Trypanosoma cruzi;
v' Caracterizagdo das cepas QMMs, QMM7, RON4, RONj;, Sls e Slg de
Trypanosoma cruzi por meio da sequéncia dos genes 24Sa do DNA

ribossomal, HSP60 e GPI.

3. MATERIAL E METODOS

As cepas QMM e QMMy foram isoladas a partir de exemplares de Triatoma
rubrovaria (Ribeiro et al., 2014) coletados no bairro de Macarrdao, municipio de
Quarai, Rio Grande do Sul por Rosa e colaboradores em 2008 (Figura 1a). As cepas
RON; e RONj3; foram isoladas em 2007, a partir de exemplares de Rhodnius
montenegrensis (Rosa et al., 2012) que foram coletados em 100 propriedades no
municipio de Monte Negro, Rondbnia (Figura 1b). As cepas Slse Slgforam isoladas
a partir de exemplares de Triatoma sordida (Ribeiro et al., 2014) coletados no
peridomicilio do Distrito de Santo Inacio no Estado da Bahia por Rosa et al. em 2004
(Figura 1c). A cepa Y, usada como controle positivo, foi isolada por xenodiagnéstico,

de um caso humano (Silva e Nussenzweig,1953).
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Figura 1. Municipio de Quarai — RS (a). Municipio de Monte Negro — RO (b). Distrito de Santo Inacio
—BA (c).

O isolamento das cepas foi realizado por meio de compressao abdominal de
triatomineos e as fezes obtidas foram diluidas em salina 0,9% e visualizadas em
microscopio 6ptico comum e foram mantidas por repiques sucessivos em meio de
cultura.

3.1. Meio de Cultura
O meio de cultura utilizado para o crescimento de T. cruzi foi o meio LIT (Liver
Infusion Tryptose) desenvolvido por Camargo (1964) e modificado por Martinez

(2004), conforme abaixo na Tabela I.
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Tabela I: Componentes utilizados para o preparo do meio de cultura LIT.

Solugéo Quantidade
NaCl 4,09
KCl 0,49
Na,HPO, 8,0g
Glucose 2,09
Tryptose 5,09

Liver Infusion broth 5,09

Haemin (sigma) 25,0mg
Soro fetal bovino 100,0mL
H,O MiliQ gsp .1000,0mL

3.2. Manutengao das cepas em meio LIT

Apds o isolamento das cepas foram feitos repiques sucessivos para obter
6timo crescimento, visto que as fezes dos triatomineos possuem bactérias que em
contato com um meio de cultura rico em nutrientes podem impedir o crescimento de
T. cruzi. Portanto, feito o isolamento e a correta limpeza do meio, se torna
necessario fazer repiques a cada 30 dias para que as cepas nao entrem em fase de
declinio.

3.3. Cinética de crescimento em meio de cultura LIT

O estudo da cinética de crescimento foi realizado a partir da contagem das
formas de T. cruzi observadas em camara de Neubauer durante dez dias
consecutivos no microscépio optico. Para isso, foi necessario um inéculo inicial de
5x10° parasitos/mL.

A andlise da cinética é importante para definir a fase logaritmica de crescimento
de cada cepa de T. cruzi em meio de cultura, de modo a estabelecer a melhor data

para a extragcdo do DNA gendmico do parasito.
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3.4. Genotipagem das cepas de T. cruzi

Existem diversos marcadores moleculares disponiveis para a caracterizagao das
populagdes de T. cruzi e a escolha de tais marcadores ou alvos ainda n&do é um
consenso, mas, geralmente, a resolugao segura dos isolados do parasito em seus
seis subgrupos requer a combinacgao de diferentes metodologias, devido a existéncia
dos grupos hibridos em T. cruzi (Zingales et al., 2012). A identificagao inicial dos
grupos genéticos de T. cruzi foi realizada seguindo o triplice ensaio proposto por
Lewis et al.(2009). Essa metodologia explora a analise em conjunto dos perfis de
bandas gerados apds a amplificagdo do dominio D7 do 24Sa rDNA (Souto et al.,
1996) do perfil de corte gerado apds a digestdo dos produtos amplificados de dois
genes com suas respectivas enzimas de restricdo (HSP60/ECORV e GPI/Hhal) via
RFLP-PCR. Esse método demonstra ser eficiente, rapido e de baixo custo.

As metodologias de genotipagem estdo descritas abaixo. Todas as reagdes

foram carreadas empregando controle positivo em todas as etapas.

3.4.1. Extragao rapida de DNA gendémico

Para extrairmos o DNA dos parasitos foi necessario coleta-los em meio de
cultura LIT em fase log (cerca de uma semana de crescimento). Foi centrifugado
1,0mL de cultura a 3000 rpm durante 1 minuto. Retirou-se o sobrenadante que foi
lavado com 800uL de Tryps Wash Buffer (100mM NaCl, 3mM MgCl,, 20mM Tris-HCI
ph 7,5) para retirar o meio de cultura e foi centrifugado novamente a 3000 rpm
durante 1 minuto. Retirou-se o sobrenadante formado e este sofreu uma
ressuspensao em 250uL TELT Buffer (50mM Tris-HCI pH 8,0, 62,5mM EDTA, 2,5M

LiCl, 4% Triton X-100) que foi utilizado para lisar o parasito e uma extragao foi
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realizada com 250uL fenol/cloroférmio centrifugando a 16000 rpm durante 2 minutos.

A parte superior foi transferida para um novo tubo.

Em 250uL de cloroférmio foi realizado uma extracdo e em sequéncia foi
centrifugado a 16000 rpm durante 2 minutos. Novamente a parte superior foi

transferida para um novo tubo.

O DNA foi precipitado com 750uL de Alcool Etilico 100% e 25uL de Acido
acético 3M pH 7,0 através de centrifugagdo a 16000 rpm durante 2 minutos. Foi
necessario lavar com 500uL Alcool Etilico 70% e centrifugar com a mesma rotagéo
anterior durante 5 minutos e deixar secar ao ar livre. Por ultimo, foi realizada uma

ressuspensao em 30uL de H,O.

Para garantir que a extracao realizada foi bem sucedida, as amostras foram

quantificadas utilizando o aparelho NanoDrop™ Lite Spectrophotometer.

Foi realizada uma eletroforese para a confirmacdo da extracdo do DNA
gendmico. As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1,0%
(50,0mL TAE; 0,5g de agarose) a 70V por 50 minutos em tampao TAE (40mM de
Tris-acetato; 2mM de EDTA, pH 8,0). Um processo de pds coloragao foi realizado
durante 40 minutos em um meio contendo 90,0mL de H,O MiliQ + 10,0mL NaCl 1M

+ 30uL GelRed® Nucleic Acid Gel Stain e, posteriormente, visualizado em luz UV.
3.4.2. Amplificagao do gene 24Sa rDNA - LSU rDNA
A reacao foi processada em um volume final de 50 uL contendo:

e 1,0uL DNA genbémico (10 — 100ng);
e 1,0uL ANTP (0,2mmol/L de cada);

e 5,0uL oligonucleotideo iniciador Forward D71 (1pmol/uL);
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e 5,0uL oligonucleotideo iniciador Reverse D72 (1pmol/uL);
e 3,0pL cloreto de magnésio (1,5mM).
e 0,5uL Taq DNA polimerase - High Fidelity PCR Enzyme Mix (2,5U);
e 50uL Tampao PCR 10x;

e H>O MiliQ g.s.p 50l

A amplificacdo do dominio divergente do gene 24 Sa rDNA foi realizada com
os oligonucleotideos iniciadores (Souto e Zingales, 1993):
» Forward: D71 5 - AAGGTGCGTCGACAGTGTGG - 3
> Reverse: D72 5 - TTTTCAGAATGGCCGAACAGT - 3’
A reacado de PCR para o gene LSU rDNA (24Sa rDNA) foi realizada em um
termociclador Gene Amp PCR System 9700 Applied Biosystems™ sob as seguintes
condicdes :

94°C por 3 min, — 1 ciclo
94°C por 1 min;
60°C por 1 min; 27 ciclos
72°C por 1 min;
72°C por 5 min. — 1 ciclo

Apos a amplificacéo, foi acrescido nas amostras o tampao de carregamento
(50% de glicerol; 0,4% de azul de bromofenol; 0,4% de xilenocianol) e submetidas a
eletroforese em gel de agarose a 3,0% (50,0mL TAE; 1,5g de agarose) a 70V por 50
minutos em tampao TAE (40mM de Tris-acetato; 2mM de EDTA, pH 8,0). Um
processo de poOs coloracdo semelhante ao anterior foi realizado e o gel foi,

posteriormente, visualizado em luz UV.
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3.4.3. RFLP-PCR (Restriction fragment length polymorphism) dos genes
HSP60 (Proteina do choque térmico) e GPl (Glicose 6-Fosfato

Isomerase)

O polimorfismo dos genes HSP60 (Proteina do choque térmico) e GPI
(Glicose 6-fosfato Isomerase) para as populagdes de T. cruzi foi avaliado segundo o

protocolo de Lewis et al. (2009).

A reagdo de PCR para os genes HSP60 e GPI foi realizada em um
termociclador Gene Amp PCR System 9700 Applied BiosystemsTM, com um volume
final de 50uL com os seguintes componentes:

e 1,0uL DNA genémico (10 — 100ng);

e 1,0uL ANTP (0,2mmol/L de cada);

e 5,0uL oligonucleotideo iniciador Forward (1pmol/ pL);

e 5,0uL oligonucleotideo iniciador Reverse (1pmol/uL);

e 4,0uL cloreto de magnésio (2,0mM).
e 0,5uL Taqg DNA polimerase - High Fidelity PCR Enzyme Mix (2,5U);
e 5,0uL Tampéao PCR 10x;

e H.0 MiliQ g.s.p 50pl

As sequéncias dos iniciadores empregados nas amplificagdes foram:

a) HSP60, descritos por Lewis et al., (2009):
» Forward 5’ - GTGGTATGGGTGACATGTAC - 3’
> Reverse 5 — CGAGCAGCAGAGCGAAACAT -3
b) GPI, descritos por Lewis et al., (2009):

> Forward: 5 — GGCATGTGAAGCTTTGAGGCCTTTTTCAG - 3’
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> Reverse: 5 — TGTAAGGGCCCAGTGAGAGCGTTCGTTGAATAGC - 3’

As condi¢des para amplificagdo dos genes foram:

94°C por 3 min;, — 1 ciclo

94°C por 30 seg; Y
64°C por 30 seg; » 4 ciclos
72°C por 1 min; )
94°C por 30 seg;

60°C por 30 seg; 28 ciclos

72°C por 1 min; )
72°C por 10 min.— 1 ciclo

Apods a amplificagcéo, foi acrescido nas amostras o tampao de carregamento
(50% de glicerol; 0,4% de azul de bromofenol; 0,4% de xilenocianol) e submetidas a
eletroforese em gel de agarose a 3,0% (50,0mL TAE; 1,5g de agarose) para o gene
HSP60 e em gel de agarose a 1,5% (50,0mL TAE; 0,75g de agarose) a 70V por 50
minutos em tampao TAE (40mM de Tris-acetato; 2mM de EDTA, pH 8,0). Um
processo de poOs coloracdo semelhante ao anterior foi realizado e o gel foi,

posteriormente, visualizado em luz UV.

3.4.4. Digestao de HSP60/EcoRV e GPI/Hhal

Os produtos obtidos dos genes HSP60 e GPI foram digeridos com as enzimas
EcoRV e Hhal, respectivamente. A reacao de digestdo com as enzimas de restricao
foram realizadas em um volume final de 20uL empregando:

e 10,0uL dos produtos amplificados de cada gene;

e 0,5uL EcoRV (0,25U/pL);
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e 0,5uL Hhal (0,25U/puL);
e 2,0ul de tampao NEB 3 e NEB 4 1X;
e 0,2ul de BSA (100ng/uL);
e HyO mili Q q.s.p. 20pL.
Foi necessario incubar o produto da digestdo enzimatica por 4 horas, a 37°C
e apos esse periodo foi aplicado 5,0uL do produto dos genes HSP60 e GPI, em gel
de agarose a 3,0% e a 1,5%, respectivamente.

3.4.5. Anadlise para Classificacao dos isolados nas respectivas DTU(s)

A classificacdo dos isolados em suas respectivas DTU(s) foi realizada
seguindo o tripé de analise proposto por Lewis et al. (2009), que combina os
resultados encontrados na avaliagdo do polimorfismo do gene 24Sa rDNA
juntamente com os produtos de corte do RFLP-PCR dos genes da HSP60 e da GPI,

conforme indicado no esquema abaixo:

245a rDNA 110pb 125ph 110ph 120pb 110pb ou 125phb
SEMpre |mpre sempre 110pb + 125pb
HSPEO-ECORV  lhanda 1lbanda  2bandas 1banda 3bandas 3bandas

$ $ ¥ ¥ ¥ ¥

GPI-Hhal 2bandas  3bandas 2bandas  3bandas dbandas dbandas

$ $ ¥ hd ¥ ¥

Classificacio Tel Tell Telll TelV Tev TeVvi

Figura 2: Tripé de classificagdo dos isolados de Trypanosoma cruzi em seus respectivos

DTU(s) proposto por Lewis et al. (2009).

Sendo assim, foi analisado o numero de pares de bases obtidas através da

amplificagdo da fragao 24Sa do rDNA e o numero de bandas obtidas pela digestao
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dos genes HSP60 e GPI e concluido em qual grupo se classificam as seis cepas

estudadas, segundo a subdivisao intraespecifica de T. cruzi.

4. RESULTADOS

Foi observada a cinética de crescimento das cepas QMMs, QMM7, RON¢, RON3,
Sls e Slgde T. cruzi. Evidenciou-se a variagcdo no crescimento das diferentes cepas
durante a multiplicacdo do parasito em meio de cultura LIT, conforme resultados

apresentados na Tabela Il, assim como na Figura 3.

Tabela Il: Resultado da curva de crescimento das seis cepas (106 parasitos/mL) em meio LIT.

Leitura QMMeg QMM;, RON; RON; Sls Slg
1° dia 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
2° dia 4,97 5,27 3,45 12,1 4,5 6,55
3° dia 6,95 7,02 4,97 17,5 8,30 11,5
4° dia 4,62 8,62 5,40 24,4 5,9 11,0
5° dia 8,02 9,77 4,22 24,3 9,75 11,6
6° dia 11,4 8,12 5,50 31,4 13,9 17,9
7° dia 13,9 17,6 7,12 34,6 17,2 241
8° dia 11,7 17,7 8,72 33,5 17,3 22,3
9° dia 13,3 13,4 7,77 30,3 16,3 20,8

10° dia 12,3 1,40 8,70 28,6 15,5 15,0
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Figura 3: Curva de crescimento em meio LIT das seis cepas de T. cruzi realizada durante

dez dias consecutivos

O DNA gendmico foi extraido seguindo o protocolo descrito por Lewis et al. (2009
L) e a quantificagdo da extragao resultou 35,4ng/uL de DNA gendmico para a cepa
Y, seguido de 109,5ng/uL, 90,7ng/uL, 64,7ng/uL, 81,3ng/uL, 163,1ng/uL, 70,2ng/uL
para as cepas Sls, Slg QMMs, QMM7, RONs e RONj3;, respectivamente. Foi realizada
a confirmagdo da extragdo em gel de agarose 1,0% (Figura 4), demonstrando que a
extragao foi realizada corretamente, sendo assim, as analises seguintes poderiam

ser realizadas.
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M Y Sls Sls QMM: QMM; RON1 RON:
[354] [1095] [90,7] [64.7] [B1.3] [163,1][70,2]

Figura 4: Analise da extracdo do DNA gendmico de T. cruzi segundo o protocolo descrito por Lewis
et al., 2009. Confirmagéo da extragao através de eletroforese em gel de agarose 1,0% corado por pds
coloragdo com GelRed® Nucleic Acid Gel Stain. A primeira coluna (M) corresponde ao peso
molecular 1kb Plus. A segunda coluna corresponde a cepa Y, utilizada como controle positivo. As
bandas seguintes correspondem as cepas Sls, Slg, QMMg, QMM7, RON4 € RON3, respectivamente. As
concentragcbes mostradas apresentam unidade de medida em ng/uL de DNA genémico.

A amplificacdo do dominio divergente 24Sa rDNA, HSP60 e GPI por meio da
técnica tripla de PCR, resulta em produtos de 110 — 125pb, uma, duas ou trés
bandas e de duas a quatro bandas, respectivamente. Essa técnica é utilizada para a
caracterizacao de cepas isoladas de humanos, triatomineos e animais reservatorios,
e indica a existéncia de heterogeneidade entre isolados de T. cruzi (Lewis et al.,
2009; Zingales et al., 2009).

A analise de heterogeneidade genética da fragdo 24Sa do rDNA (LSU -
rDNA) demonstrou que as cepas QMMs, QMM7, RON1e RON3; amplificaram DNA de
110pb e as cepas Sls e Slg amplificaram DNA de 125pb (Figura 5). O produto do
gene HSP60 amplificado apresentou uma banda no gel de agarose 3,0% (Figura 6)
para as cepas RONy, RONj3, Sls e Slo, € apresentou duas bandas para as cepas

QMM e QMMy. Para o gene GPI, observou-se a presenga de duas bandas no gel
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de agarose 1,5% para as cepas QMMgs, QMM;, RON4 e RON3e trés bandas para as
cepas Slse Slg (Figura 7).

Esses resultados estdo de acordo com os encontrados na literatura (Lewis et al.,
2009; Zingales et al., 2009) e classificam as cepas QMMs e QMM; como
pertencentes ao grupo Tclll, as cepas RONs1e RON3; como pertencentes ao grupo
Tcl e as cepas Sls e Slg como pertencentes ao grupo Tcll. Os resultados dos

produtos da amplificagao pela técnica de PCR sao mostrados nas Figuras 5,6 e 7.

500 ph

125 pb

110 pb

100 pb
50 nb

Figura 5: Analise do dimorfismo genético da fragdo 24Sa do rDNA de T. cruzi por PCR e eletroforese
em gel de agarose 3% corado por pds coloragdo com GelRed® Nucleic Acid Gel Stain. A primeira
coluna (M) corresponde ao peso molecular 50pb DNA Ladder. A segunda coluna corresponde a cepa
Y, utilizada como controle positivo, apresentando 125 pb. As cepas QMMg, QMM;, RON; e RON;
amplificaram DNA de 110 pb e as cepas Sls e Slg amplificaram DNA de 125 pb.
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M Y Sk Sls OMM; OMM; RON; RON;

Figura 6: Analise do dimorfismo genético do gene HSP60 de T. cruzi por PCR e eletroforese em gel
de agarose 3% corado por pés coloracdo com GelRed® Nucleic Acid Gel Stain. A primeira coluna (M)
corresponde ao peso molecular 1kb Plus. A segunda coluna corresponde a cepa Y, utilizada como
controle positivo, apresentando uma banda. As cepas QMMs e QMM; apresentaram duas bandas e
as cepas RON;, RONj3, Sls e Slgapresentaram uma banda.

M Y S5 Sls QMM; QMM; RON1 RON;

Figura 7: Analise do dimorfismo genético do gene GPI de T. cruzi por PCR e eletroforese em gel de
agarose 1,5% corado por pos coloracdo com GelRed® Nucleic Acid Gel Stain. A primeira coluna (M)
corresponde ao peso molecular 1kb Plus. A segunda coluna corresponde a cepa Y, utilizada como
controle positivo, apresentando trés bandas. As cepas QMMs, QMM7, RON, e RON; apresentaram
duas bandas e as cepas, Sls e Slgapresentaram trés bandas.

5. DISCUSSAO

5.1. Estudo da cinética de crescimento em meio LIT de T. cruzi
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A variacdo na cinética de crescimento foi observada por Rimoldi et al. em 2014,
através da observacao de onze cepas de T. cruzi. Trés cepas foram utilizadas como
referéncia, Bolivia (isolada de fezes de Triatoma infestans, proveniente de Vitichi por
Funayama e Prado Junior, 1974); Famema (cepa genuinamente mariliense isolada
em 1997, por meio de xenodiagnostico artificial por Martins et al., 2003) e Y (cepa
isolada de um caso humano por Silva e Nussenzweig em 1953). As cepas QMMS3,
QMMS5, S5, SI8, Tl e Tm foram isoladas a partir de formas flageladas do parasito no
intestino posterior de triatomineos (Ribeiro et al., 2014). As cepas SC90 e SC96
oriundas de reservatério silvestre e humano, respectivamente, foram isoladas por
Steindel et al.,, 2008 no Laboratério de Protozoologia da Universidade Federal de
Santa Catarina. Rimoldi, 2014 et al. mostraram que as cepas apresentaram pico de
crescimento que variaram do 7° ao 10° dia.

Os dados obtidos pelos autores acima suportam os resultados encontrados
neste trabalho no qual as cepas QMMs, RON3 e Slg possuem perfil de crescimento
semelhante com pico no 7° dia com 13,9x10° parasitos/mL, 34,6x10° parasitos/mL e
24,1x10° parasitos/mL, respectivamente, e as cepas QMM;, RON; e Sls possuem
mesmo perfil de crescimento com pico no 8° dia com 17,7x10° parasitos/mL,
8,72x10° parasitos/mL e 17,3x10° parasitos/mL, respectivamente. Demonstrando
assim a variabilidade bioldgica das diferentes cepas durante a multiplicagdo do
parasito em meio de cultura.

5.2. Anadlise dos resultados obtidos em relagao a hibridizagao das linhas
de T. cruzi

Sabe-se que T. cruzi € predominantemente dipldide e se divide por fissao
binaria (EI-Sayed et al., 2005), entretanto a heterogeneidade de subpopulagdes que

constituem as cepas de T. cruzi vem sendo avaliada frente a diversos parametros
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como a cinética de crescimento de epimastigotas, comportamento no vetor, analises
de esquizodemas, zimodemas e DNA, composigao antigénica, comportamento em
animais isogénicos e infectividade para células de cultura (Dvorak et al., 1980;
Garcia., Dvorak, 1980; Morel et al., 1980; Dvorak et al., 1982; Brongertz., Dvorak,
1983; Postan et al.,1983).

Existe um modelo chamado ‘Two-Hybridization’ (Westenberger et al., 2005)
que defende a ideia de uma hibridizagdo entre os grupos de T. cruzi Tcl e Tcll,
resultando nos grupos Tclll e TclV, seguido de uma segunda hibridizagéao entre Tcll

e Tclll para a produgao de TcV e TcVI, como mostrado na Figura 8.

Ancestral Te
..--"'"f 1“‘-\-‘_"“"--._
Tcl Tell
HibridoI'TT
Mutactes
Tel || TelV § Telll Tell

HibndeIITII

tel |[ ey ffreit] [ 7ev |[rev] | en

Hibrido Hibrido

homozigodtico  heterozigotico

Figura 8. Modelo “Two-Hybridization” que evidencia as trocas genéticas durante a evolugao de T.
cruzi. Os retangulos indicam os diferentes “DTUS” e as caixas ovais indicam as fusdes entre duas
células e a troca de material genético. As linhagens mitocondriais s&o evidenciadas pelas diferentes
cores (Modificado de Zingales, B. et al., 2012).

Recentemente, com base na analise das por¢cbes que codificam os genes
24Sa rDNA, GPI e HSP60 por meio da reagdo de PCR as cepas de T. cruzi foram
divididas em seis grupos (Lewis et al. 2009; Zingales et al. 2009). As analises do
DNA das cepas coletadas em Quarai - RS as enquadram no grupo lll. As cepas

coletadas em Monte Negro - RO as enquadram no grupo | e as cepas coletadas em
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Santo Inacio - BA as enquadram no grupo Il, o mesmo grupo da cepa Y, utilizada
como controle positivo.

5.3. Eco-epidemiologia dos DTUs

As associagdes entre vetor, ecotopo e hospedeiro e os seis tipos de DTUs foi
discutida por Zingales, B. et al. 2012. Demonstraram que ha uma relevancia na
compreensao entre os diferentes DTUs e a eco-epidemiologia da doenga de

Chagas, como mostra a Figura 9.

Figura 9. Distribuicao aproximada dos DTUs de T. cruzi no ciclo doméstico e silvestre. (Modificado de
Zingales, B. et al., 2012).

As cepas RONs e RONj isoladas de Rhodnius montenegrensis coletados no
municipio de Monte Negro - RO foram identificadas como pertencentes a linhagem

Tcl, estando de acordo com Zingales, B. et al., 2012 em que refere Tcl como sendo
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encontrada no sul da América do Norte, América Central e a grande maioria da
América do Sul, abrangendo todo o territorio brasileiro.

As cepas Sls e Sly isoladas de Triatoma sordida coletados no municipio de
Santo Inacio - BA foram identificadas como pertencentes a linhagem Tcll, estando
também de acordo com Zingales, et al., 2012 em que refere Tcll como sendo
encontrada na regido central da América do Sul e parte da regido Nordeste do
Brasil.

Ja as cepas QMMs e QMM; de T. cruzi isoladas de Triatoma rubrovaria
coletados no municipio de Quarai — RS, objeto deste estudo, foram identificadas
como pertencentes a linhagem Tclll. Zingales, et al.,, 2012, admitem que Tclll
encontra-se na América do Sul, porém nao abrange a regido do Rio Grande do Sul.
Sendo assim, ainda ndo é possivel distinguir totalmente a historia ecologica e os
DTUs de T. cruzi devido ao grande numero de amostras e sua complexidade

biolégica e molecular (Zingales, et al., 2012).

6. CONCLUSAO

v" O estudo da cinética de crescimento mostrou que as cepas QMMs, RON3 e
Sly possuem mesmo perfil de crescimento com pico no 7° dia, e as cepas
QMMy7, RON e Sls possuem perfil de crescimento com pico no 8° dia.

v" Por meio da caracterizagdo molecular observou-se que as cepas RON; e
RON3; pertencem ao grupo Tcl, as cepas Sls e Slg pertencem ao grupo Tcll

enquanto que as cepas QMM e QMM; pertencem ao grupo Tclll.
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