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RESUMO

Analise Fenotipica e Genotipica de Clones da Cepa Colombiana do
Trypanosoma cruzi, Ilsolados na Fase Aguda, Precoce e Avancada da
Infecgdo. Investigagdo da Resposta a Quimioterapia.

As cepas do Trypanosoma cruzi sao constituidas por populagdes multiclonais,
heterogéneas, dipléides e apresentam polimorfismo nos fragmentos de restrigao
no minicirculo do KDNA e nos cromossomos do nDNA. Esta variabilidade genética
intraespecifica das cepas € correlacionada ao seu comportamento bioldgico,
tropismo tissular e a resposta aos quimioterapicos. A cepa Colombiana do T. cruzi,
protétipo do Biodema Tipo Ill, Zimodema Z1, classificada como T. cruzi | é
altamente resistente ao benzonidazol e ao nifurtimox. No presente estudo,
investigou-se a composi¢do clonal desta cepa. Foram estudadas em
camundongos o comportamento biolégico, o histotropismo, caracteres bioquimicos
e genéticos e a resposta ao benzonidazol de 12 clones. Foram isolados sete
clones no 30° dia de infecgdo, no pico da parasitemia (fase aguda avancada) e
cinco clones no 10° dia de infecgdo (fase aguda precoce). Os clones isolados
foram submetidos a passagens sucessivas em camundongos albinos Suigos para
a obtencdo do indéculo de 1x10° tripomastigotas, para infecgdo dos animais dos
grupos experimentais. O comportamento biolégico foi avaliado pela parasitemia,
estudo morfolégico dos parasitos e mortalidade dos animais infectados. Os
padrdes isoenzimaticos para os diversos clones foram obtidos pelas enzimas
ALAT, ASAT, PGM e GPIl. Os animais infectados com cada clone e com a cepa
parental foram submetidos ao tratamento com benzonidazol durante 90 dias na
dose de 100 mg/kg/dia. O estudo genético foi realizado pela amplificagao por PCR
de fragmentos de 330 pares de bases das por¢des varidveis do minicirculo do
kDNA e por RFLP. Os fragmentos foram digeridos com as enzimas de restricdo
Rsal, Eco Rl e Hinf |. No geral o estudo biolégico mostrou homogeneidade entre
os clones e entre os clones e a cepa parental. Houve variacdo na parasitemia
sendo que foi mais elevada em quatro dos sete clones isolados no 30° dia da
infeccdo e em trés dos cinco clones isolados no 10° dia. A caracterizacao
isoenzimatica incluiu os clones no mesmo Zimodema Z1, idéntico a cepa
Colombiana parental. O estudo genético mostrou que os clones e a cepa parental
apresentaram idéntico padrao de bandas nos fragmentos de restricio gerados
pelas enzimas de restricdo. O histotropismo dos clones foi ubiquitario e nao
restritivo, foram mais encontrados no musculo esquelético e miocardio, seguido
pela presenca de parasitos na parede intestinal, células de Kupffer e macréfagos
do bago, plexo de Auerbach e adipocitos. Todos os clones apresentaram-se
altamente resistente ao benzonidazol com indices de cura de 0% a 16, 7% (para
os clones isolados no 30° dia) e de 0% a 36,3% (para os clones isolados no 10°
dia). A cepa Colombiana do T. cruzi apresenta uma grande homogeneidade
populacional, sugerindo a predominancia de um clone principal responsavel pelas
caracteristicas da cepa.

PALAVRAS CHAVE: Genética. Clones. Trypanosoma cruzi. Quimioterapia.




ABSTRACT

Phenotypic and Genotypic Analysis of Clones of the Colombian Strain of
Trypanosoma Cruzi lIsolated in the Early and Late Phases of Acute Infection.
Investigation on the Response to Chemotherapy.

Strains of T. cruzi are heterogeneous multiclonal, diploid populations, presenting
high polymorphic restriction fragments of the kDNA minicircles and nDNA
chromosomes. This intra-specific genetic variability is correlated with the
biological behavior, tissue tropism and responses to chemotherapy. The
Colombian strain of T. cruzi, prototype of Type lll biodeme and Z1 zimodeme ,
classified as T. cruzi 1, is highly esistant to benznidazole and nifurtimox. In the
present study it was investigated the clonal composition of this strain to identify
whether there are an homogeneity or heterogeneity of the isolated clones,
considering different aspects: biological, biochemical and genetic, and the clonal
histotropism, as well as the susceptibility to chemotherapy with benznidazole. The
Clones have been isolated in two different phases of the acute infection in mice:
seven clones on the 30" day of infection, corresponding to the parasitemic peaks
(advanced acute phase) and five clones on the 10" day of infection (early acute
phase) and inoculated into newborn mice. Successive passages into Swiss albino
mice were done, to obtain the inoculum of 1 x 10° trypomastigotes for the infection
of the experimental groups of mice. Biological behavior was evaluated by the
parasitemic profiles, morphology of parasites in the blood and mortality indices.
Isoenzymic profiles of ALAT, ASAT, PGM and GPI were established for the several
clones. Treatment with Benznidazole was performed in experimental groups
infected with each clone and the parental strain, in the dose of 250mg/kg/day,
during 90 days. Genetic characterization was performed by the analyses of the
kinetoplast DNA (kDNA) of parental strain and the clones. Schizodeme was
established by comparative study of the 330-bp fragments amplified by polymerase
chain reaction (PCR) from the variable regions of the minicircles and by RFLP.
Fragments have been digested by restriction endonucleases Rsa l, Hinf | and Eco
RI. In general, biological characterization showed an homogeneity of the several
clones and amongst the clones and the parental strain, although with variations in
the parasitemia that was higher for four of the seven clones isolated in the 30™ day
and for three of five clones isolated in the 10™ day. Isoenzymic characterization,
confirms the clones into the zymodeme Z1, identical to the Colombian parental
strain. Genetic characterization demonstrated an homology of the bands profiles of
the restriction fragments from the minicircles of kDNA (RFLP) between the
parental strain and the 12 clones. Histotropism of the several clones was
ubiquitous and not restrictive, predominant for the skeletal muscles and
myocardium also present in the intestinal wall, Kupffer cells, macrophages of the
spleen, cells of the Auerbach’ plexus and adipocytes. All the clones were highly
resistant to chemotherapy with benznidazole with cure indices of 0% to 16% (for
the isolated in the 30" day) and 0% to 36,3% (for the isolated in the 10" day).The
overall analyses of the several parameters (genetic, biological, biochemical and
response to chemotherapy) have shown phenotypic and genotypic homogeneity, of
the Colombian strain and its clones, suggesting the predominance of a “principal
clone” responsible for these characteristics.

KEY WORDS - Genetic. Clones. Trypanosoma cruzi. Chemotherapy.




1 INTRODUGAO

A doenca de Chagas é considerada como um problema de Satide Publica na
América Latina. E uma doenca causada pelo parasito heteroxénico, o
Trypanosoma cruzi, um hemoflagelado tripanosomatideo que envolve no seu ciclo
de vida dois hospedeiros: os insetos hemipteros (triatomineos reduvideos) e varios
grupos de mamiferos incluindo o homem. Cepas do T. cruzi isoladas dos vetores,
dos reservatérios silvestres e de individuos humanos e estudadas no modelo
murino experimental foram classificadas em diferentes biodemas (Tipo |, Il e Ill)
(ANDRADE, 1974; ANDRADE & MAGALHAES, 1997), tendo sido determinados
os perfis isoenzimaticos dos mesmos (ANDRADE et al., 1983) e a resposta aos
quimioterapicos (ANDRADE et al., 1975, ANDRADE et al., 1985b). As cepas
isoladas de diferentes areas endémicas foram caracterizadas pelos perfis de
isoenzimas em diferentes zimodemas (MILES et al. 1980).

Foi demonstrado que as cepas sdo constituidas de populagbes multiclonais
(TIBAYRENC & AYALA, 2002), sdo heterogéneas, dipléides com auséncia de
sexualidade mendeliana e grande variabilidade intraespecifica (TIBAYRENC &
AYALA, 1991; RUIZ-GARCIA et al., 2001, BUSCAGLIA & NOIA, 2003) e com o
genoma altamente polimérfico (HENRIKSSON et al., 1996, 2002).

As cepas do T. cruzi podem apresentar clones com caracteristicas bioldgicas
homogéneas (MARQUES DE ARAUJO & CHIARI, 1988;: CAMPOS & ANDRADE,
1996, CAMANDAROBA et al.,, 2001) ou heterogéneas (POSTAN et al., 1986;

MARQUES DE ARAUJO & CHIARI, 1988; LAURIA-PIRES & TEIXEIRA, 1994). As
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cepas podem ser classificadas de acordo com suas caracteristicas genéticas em
diferentes esquizodemas (MOREL et al., 1980; MOREL & SIMPSON, 1980; AVILA
et al., 1990; CAMPOS et al., 1999). O estudo de populagdes clonais contribui para
determinar a homogeneidade clonal das cepas protétipos dos diferentes
biodemas, quanto ao seu comportamento bioldgico, fenotipico, genotipico e
resposta quimioterapica dos clones isolados. Neste sentido, CAMANDAROBA et
al,, (2001) analisando sete clones isolados da cepa Colombiana do T. cruzi
(protétipo do biodema Tipo Ill), na fase aguda avangada da infecgdo, verificaram
uma homogeneidade fenotipica da cepa e dos seus clones isolados, sugerindo a
predominancia de um clone principal responsavel pelo comportamento bioldgico
da cepa e dos clones.

A homogeneidade clonal também foi demonstrada por CAMPOS et al. (1996,
1999), analisando clones e subclones isolados da cepa 21SF, protétipo do
biodema Tipo Il, quanto ao comportamento biolégico e isoenzimatico e por meio
da analise do esquizodema. Isto sugere que ha um clone principal circulando na
area endémica do Recdncavo Bahiano, responsavel pelas caracteristicas das
cepas isoladas desta area endémica (CAMPOS et al., 1999).

Os estudos desenvolvidos no presente trabalho visam contribuir para o
conhecimento da estrutura clonal da cepa Colombiana, levando em conta
diferentes aspectos ligados ao parasito (biolégicos, bioquimicos e genéticos) e
aspectos da relagao parasito/ hospedeiro, como o histotropismo clonal e aspectos

ligados a suscetibilidade dos clones in vivo aos quimioterapicos.




1.1 Consideragdes gerais

O Trypanosoma cruzi, o agente etioldégico da tripanosomiase americana, foi
descoberto por Carlos Chagas em 1909 isolado do triatomineo Conorhinus
megistus, hoje conhecido como Panstrongylus megistus, durante a campanha
anti-paludica em Lassance, Minas Gerais (CHAGAS, 1909a,b). No laboratorio,
examinando o conteudo do intestino posterior de exemplares de conorrhinos
coletados em Minas Gerais, pdde verificar a presenga de numerosos flagelados
com caracteres morfolégicos de critidias (epimastigotas). A infec¢do experimental
foi inicialmente realizada em macacos da espécie Callithrix penicillata pelo Dr.
Oswaldo Cruz que, ap6és 20 a 30 dias, observou no sangue do primata, nimero
elevado de tripanosomas, de morfologia inteiramente diversa de qualquer das
espeécies conhecidas do género Trypanosoma. Outras infecgdes, por inoculagées,
foram realizadas em diversos animais de laboratério como os cées, cobaias,
coelhos e outros macacos, inclusive alimentando os triatomineos com sangue
desses animais infectados e realizando expansfes parasitarias em culturas
axénicas. Aos peculiares tripanosomas que foram observados no sangue, no
conteudo estomacal de triatomineos e em meios de cultura axénicas, Carlos
CHAGAS nomeou como Trypanosoma cruzi (CHAGAS, 1909a).

Entretanto, Carlos Chagas, ao observar formas esquizogénicas no pulmao de
cobaias infectadas pelo Trypanosoma cruzi, passou a descrevé-lo como sendo um
novo género: Schizotrypanum, denominando o parasito de Schizotrypanum cruzi.
Isto ndo foi, entretanto confirmado tendo sido verificado que se tratava do

protozoario Pneumocystis carini (CHAGAS, 1913). Foi corrigido o nome da
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espécie para Trypanosoma cruzi do subgénero Schizotrypanum, em homenagem
a Oswaldo Cruz (SOUSA,1999). Carlos Chagas (1909b) identificou, na mesma
época, que o flagelado era parasito do homem e o agente etiolégico de doencga
bem caracterizada por ele a qual nomeou como “Uma nova Tripanozomiase
Humana”. Descreveu também o primeiro caso de forma aguda da doenca em
crianga de dois meses de idade. A doenca foi posteriormente designada por ele
como “Tripanozomiase Americana”. Os seus contemporaneos a designaram como

“‘Mal de Chagas”.

1.2 A doencga de Chagas

1.2.1 Dados epidemiolégicos

A doenga de Chagas € uma zooantroponose causada pelo Trypanosoma
cruzi, de larga distribuigao geografica na América do Sul, Central e no sul da
América do Norte, atingindo 18 a 24,7 milhdes de individuos, sendo que 90
milhdes estdo expostos a infecgdo. Considerando o peso relativo da doencga de
Chagas, comparada com outras enfermidades transmissiveis na América Latina e
Caribe, e medida por “Anos de Vida Ajustados a Incapacidade (AVAI)", a doenca

de Chagas ocupa o quarto lugar apds as doencas respiratoérias, diarréicas e AIDS.

Em relagdo as enfermidades transmitidas por vetores, a doenga ocupa o primeiro
lugar, seguida da malaria, esquistossomose e leishmanioses (SILVEIRA, 2002).
Embora o controle de triatomineos reduvideos da espécie Triatoma infestans

tenha reduzido a transmissao vetorial no continente americano e no Brasil (DIAS,
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2002), a transmissdo transfusional tem sofrido aumento em alguns paises do
Pacto Andino, Cone Sul, América Central e, particularmente, no sul dos Estados
Unidos por intermédio de doadores de sangue e de imigrantes de paises da
América Latina (BARNABE et al., 2001b; SILVEIRA, 2002; LEIBY et al., 2002).

O programa de controle da doenga de Chagas no Brasil (PCDCh) teve inicio
em 1975, nas principais areas endémicas do pais, Rio Grande do Sul, Parana,
Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Mato Grosso, Bahia, Piaui e Pernambuco
Jinfestados pelo Triatoma infestans com um indice de triatomineos positivos para
o T. cruzi de 31,8%. Trés anos apés a implantacdo do programa, este indice foi
reduzido para 8,3% e de 1,77% até o ano 2000 (SILVEIRA, 2002). Os residuos de
transmissdo ainda se encontram nos estados da Bahia, Minas Gerais,
Pernambuco, Rio Grande do Sul e no Tocantins (SILVEIRA, 2002). A implantagao
do programa de eliminagdo do T. infestans (PETI) teve inicio em 1992 e visava
eliminar os triatomineos do domicilio humano por meio de borrifagcdo pelo DDT
para reducéo dos triatomineos e possibilidade de eliminagao da espécie (DIAS,
2002).

Nos paises que compdem o Pacto Andino, como Equador, Venezuela e Peru,
o indice de transmissao por transfusdo de sangue corresponde a 4,8% em uma
populagdo de soropositivos de 3.900.000, incluindo a Coldémbia. O indice de
doadores de sangue nos paises do Cone Sul (Argentina, Uruguai, Chile e Brasil),
infectados com o T. cruzi, atinge 7,3% com uma populacdo de soropositivos de 5.
997.000. O Chile, embora tenha ainda doadores de sangue infectado, € o unico
pais que se encontra livre da transmissdo vetorial da doengca de Chagas

(SCHOFIELD & DUJARDIN, 1997; FELICIANGELI et al., 2003).
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Na Colémbia, estima-se que 5% da populagdo esteja infectada, sendo que
20% dos individuos vivem em areas de risco com uma taxa de prevaléncia nos
bancos de sangue de 2,1 a 2,3% (SCHOFIELD & DUJARDIN, 1997; WHO, 2002).
No Brasil, estima-se que 10 a 40% da populagdo de individuos infectados
desenvolvam clinicamente a doenga, com 4,8 a 5,4 milhdes de individuos que
apresentam alteragdes clinicas atribuidas a doenga de Chagas, com uma taxa de
prevaléncia nos bancos de sangue de 0,73% (WHO, 2002).

Nos paises da América Central como Honduras, México, Guatemala, Costa
Rica e Belize, os doadores de sangue, infectados pelo T. cruzi, somam 13,45%,
com uma populagao de soropositivos de 4.167.000, indice considerado elevado no
continente americano. No Panama, ndo ha programa de controle de vetores
triatomineos (SCHOFIELD & DUJARDIN, 1997; GUZMAN-BRACHO, 2001).

Nos Estados Unidos, a doenga de Chagas é rara. A infeccdo com o T. cruzi
tem sido observada em mamiferos peri-domésticos (cdes, tatus, coatis e
marsupiais). Menos frequentemente, as cepas tém sido isoladas de triatomineos.
As principais espécies silvestres de triatomineos T. sanguissuga e T. protacta
encontram-se distribuidas, respectivamente, no sul e norte do pais. Os casos
positivos de soroprevaléncia (0,067%), em Los Angeles e Miami, sdo registrados
como sendo de doadores de sangue, imigrantes de paises nos quais a doencga de

CHAGAS é endémica (LEIBY et al., 2002).



1.2.2 Aspectos clinicos

A doenga de Chagas evolui clinicamente em duas fases: a fase aguda e a
fase cronica, sendo que esta inclui as formas indeterminada, cardiaca e digestiva.
A fase aguda comeg¢a quando o T. cruzi penetra na conjuntiva ocular, pele
causando uma reagao local ou por via oral e transfusdo sanguinea. Estas portas
de entrada podem ser diagnosticadas pela presenga do chagoma de inoculagéao
(na pele), e pelo sinal de Romana (no olho), que é representado por um edema
bipalpebral unilateral. Outros sintomas mais gerais ocorrem como febre,
polilinfadenopatia e miocardite. Ap6s a regressdo dos sintomas da fase aguda, o
paciente passa a uma fase assintomatica que representa a forma cronica
indeterminada que pode evoluir para uma forma crénica sintomatica, cardiaca ou
digestiva em cerca de 30% dos casos. Na fase cronica, os parasitos apresentam-
se subpatentes, detectaveis apds os testes parasitolégicos e pela positividade do
soro, para anticorpos anti-T. cruzi. A forma indeterminada é identificada por meio
de critérios diagnosticos, como a positividade sorolégica e/ou parasitolégica,
auséncia de sintomas, com eletrocardiograma normal, e estudo radiolégico do
coragao, eséfago e célon normais (RIBEIRO & ROCHA, 2000). A forma cronica
digestiva caracteriza-se por alteragdes do sistema nervoso parassimpatico (plexos
de Meissner e Auerbach) na parede intestinal e presenga das sindromes de
megaesdfago e megacélon (REZENDE & MOREIRA, 2000). A cardiopatia
chagasica cronica resulta de dano miocardico progressivo; 30% das
manifestagdes clinicas sao significativas, associando-se a morbidade e a

mortalidade dos pacientes (MARIN-NETO et al., 2000).
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1.2.3 Métodos diagndsticos na doenga de Chagas

Os diferentes métodos diagnésticos atualmente utilizados tém sido
amplamente testados e avaliados, por diferentes pesquisadores, como foi
extensamente re visto por GOMES (1996) e por LUQUETTI & RASSI (2000).

Os testes diagnosticos na doengca de Chagas humana sdo de muita
importancia, ndo s6 para o esclarecimento de casos clinicos individuais, como na
identificacdo da forma indeterminada, na confirmagdo etiolégica das
miocardiopatias e nas pesquisas epidemiolégicas em dareas endémicas. S&o
também indispensaveis para a avaliagdo de cura apds a quimioterapia, permitindo
assim avaliar a eficacia dos medicamentos em uso clinico.

De acordo com os autores GOMES (1996) e LUQUETTI & RASSI (2000),
os métodos mais utilizados no diagnéstico da doengca de Chagas sio os testes
parasitologicos (diretos e indiretos) e os testes sorolégicos convencionais (fixagédo
de complemento, hemaglutinacdo e imunofluorescéncia indireta e ELISA). Os
testes sorolégicos ndo convencionais sao utilizados para a detec¢do de complexos
imunes, antigenos circulantes do T. cruzi, antigenos liberados na fase aguda da
infeccdo (SAPA) (FRASH & REYES, 1990), antigenos repetitivos do citoplasma
(CRA) e do flagelo (FRA) (KRIEGER et al., 1992) e excretados e secretados pelos
tripomastigotas (TESA-ELISA) (UMEZAWA et al., 1999, 2001, 2004).

A PCR também tem sido utilizada por diferentes autores como teste
complementar aos testes parasitolégicos e sorolégicos, em pacientes humanos
com doenca de Chagas, submetidos ou ndo ao tratamento quimioterapico

(WINCKER et al., 1994; BRITTO et al., 2001). Embora a PCR apresente uma alta
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sensibilidade, os resultados obtidos por diferentes autores nem sempre tém sido
concordantes. WINCKER et al. (1994) em amostras de sangue de pacientes
humanos na fase crénica da infeccdo, demonstraram que a PCR apresenta altos
indices de positividade (96,5%). Os altos indices de positividade foram obtidos por
AVILA et al. (1990) em 56 amostras obtidas de varios hospedeiros e de pacientes
humanos de varias areas geograficas. BRITTO et al. (1995), verificaram que nove
dos 32 pacientes humanos submetidos a tratamento com Benzonidazol, atendidos
no Hospital Evandro Chagas (Rio de Janeiro), apresentaram PCR positiva os
quais permaneceram reativos com a sorologia classica. Em outros estudos para
avaliar a PCR em pacientes de Mambai (Goias) e de Sao Felipe (Bahia) que
foram submetidos ao tratamento com Benzonidazol foi verificado PCR positiva em
25 dos 76 pacientes (33%) em Unica reagdo da PCR o que revelou a eliminagao
dos parasitos em 67% (BRITTO et al., 1999b).

BRITTO et al. (2001) puderam demonstrar em amostras de sangue de 85
pacientes submetidos ao tratamento com Benzonidazol e nifurtimox (37 na fase
aguda e 48 na fase crénica indeterminada) a PCR positiva em 27% (10/37) e 35%
(17/48) respectivamente. A baixa sensibilidade da PCR foi detectada no grupo de
pacientes cronicos assintomaticos (grupo nao tratado) com positividade de 53%
confirmando a escassez de parasitemia na fase crénica da infeccéo.

Varias discrepancias nos resultados da PCR foram observadas por Solari et
al. (2001) em amostras de sangue de criangas e adultos com doen¢a de Chagas
do Chile e que foram submetidos ao tratamento com Nifurtimox. A PCR mostrou

positividade entre 69 a 100% em criancas e adultos, sendo atribuidos os varios
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resultados negativos da PCR nos pacientes adultos, ao pequeno volume de
sangue utilizado para a extracdo do DNA (1mL).

Os métodos diagndsticos também podem ser adaptados para os animais de
laboratério, ndo s6 para a confirmagao da infecgdo na fase crénica como para a
confirmacgéo de cura parasitologica e de negativagcao soroldgica.

Ressalta-se a importancia destes testes no presente trabalho (parasitemia
direta, xenodiagnéstico, hemocultura, PCR e imunofluorescéncia indireta) que tem
como um dos objetivos a investigagdo da suscetibilidade ao tratamento
quimioterapico de clones isolados de uma cepa do T. cruzi altamente resistente.
Os testes de cura usados em humanos podem ser adaptados para o uso nos

animais experimentais.

1.2.4 Taxonomia do Trypanosoma cruzi

O género Trypanosoma foi identificado, primeiramente, por GRUBY em
1843 (Apud PESSOA; MARTINS, 1977) no sangue de ra e posteriormente nos
répteis, passaros e mamiferos. O seu ciclo de vida envolve fases evolutivas
diferentes (esferomastigotas, epimastigotas e tripomastigotas) no trato intestinal e
glandula salivar dos seus hospedeiros invertebrados. Os principais hospedeiros
invertebrados sao as lesmas (Veronicellidae), as sanguessugas (Hirudinea), as
moscas ciclorrafas, os sifonapteros pulicideos, os insetos tabanideos e os
triatomineos reduvideos. Os hospedeiros vertebrados incluem uma grande

diversidade de animais € o homem.
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O Trypanosoma cruzi € um protozoario sangliineo, pertencente ao reino
Protista ou Protoctista e sub-reino Protozoa. Incluidos no filo Sarcomastigophora,
classe Mastigophora, s&o protozoarios flagelados, multiplicando-se por divisdo
binaria. Os tripanosomatideos pertencem a ordem Kinetoplastida, possuem o
cinetoplasto, uma estrutura do citoplasma que contém milhares de moléculas
circulares de DNA (kDNA) que codificam os RNA ribossémicos e as enzimas
envolvidas na respiragéo celular (FRANCO DA SILVEIRA, 2000) e uma Unica
mitocondria associada ao cinetoplasto. Os estagios evolutivos da espécie se
desenvolvem no trato intestinal dos insetos hemipteros reduvideos. Nesta ordem,
estdo agrupadas, além da espécie citada, as espécies dos complexos Leishmania
(LEVINE et al., 1980).

HOARE (1964 apud PESSOA; MARTINS, 1977) subdividiu os tripanosomas
em duas se¢des: Salivaria e Stercoraria. O género Schizotrypanum esta incluido
na secdo Stercoraria, porque o parasito se desenvolve na regido posterior do
transmissor (trato digestivo anterior, médio e ampola retal). A forma tripomastigota
apresenta 17 a 20pum de comprimento por 4 um de largura e a forma tipicamente
recurvada em forma das letras C ou U nos esfregagos sanglineos. O cinetoplasto
é terminal ou subterminal com a extremidade pontiaguda permitindo a
diferenciacédo em formas largas e delgadas além do formato do corpo celular.

As analises moleculares e filogenéticas do RNA ribossomal tém sugerido
modificagdes na classificacdo tradicional, reunindo a ordem Kinetoplastida
(Trypanosoma e Leishmania) no grupo Euglenozoa ao lado de Euglenophyta, um

fitoflagelado de vida livre (MEEUS & RENAUD, 2002).
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As andlises filogenéticas, através da expressdo de genes do RNA
ribossomal mitocondrial que compdem as subunidades 9S e 12S, os genes do
fator 1 alfa, trypanothione redutase, atubulina e fosfoglicerato cinase usando
mais de cinco espécies de tripanosomas também indicam que o género pode ser
monofilético (STEVENS et al., 1998; STEVENS & GIBSON, 1999 a,b). As relacdes
filogenéticas dos tripanosomas baseando nestas subunidades do RNA ribossomal
ndo apresentaram evidéncias de co-evolugdo entre os parasitos e seus
hospedeiros vertebrados e invertebrados tendo sido acompanhada de aquisigées

secundarias de seus hospedeiros e de habitats (MASLOV et al., 1996).

1.2.5. Variagoes intraespecificas do T. cruzi

A diferenca do comportamento de amostras do T. cruzi de diferentes
procedéncias foi registrada desde os estudos iniciais de BRUMPT & SILVA (1912),
pela inoculagdo em cobaios de amostra isolada em Minas Gerais por Carlos
Chagas e outra da Bahia, isolada por Piraja da Silva, tendo observado diferengas
na viruléncia das mesmas. Desde entdo, os parasitos provenientes de diferentes
areas endémicas e que foram isolados de pacientes humanos, de triatomineos, ou
provenientes dos reservatorios silvestres e mantidos no laboratério em culturas
axénicas e passagens sucessivas em camundongos, foram designados pelos
diferentes pesquisadores como cepas, estoques ou isolados do T. cruzi. Os
diversos estudos posteriores investigaram o comportamento de diferentes
amostras, assinalando as variacées de comportamento das mesmas. Os trabalhos

mais significativos foram os de BRENER (1965,1969); BRENER & CHIARI (1963),
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MELO; BRENER (1978) que chamaram a atengdo para o significado das
variagdes morfologicas e do tropismo tissular. Foram entado designadas cepas Y e
CL como cepas polares (BRENER, 1977). Os estudos de ANDRADE et al.
(1970b); ANDRADE (1974) representam a primeira tentativa de classificagdo de
cepas do T. cruzi, utilizando parametros morfobiolégicos e histopatologicos
(MOMEN, 1999).

Os estudos de TIBAYRENC & AYALA (1987); TIBAYRENC et al. (1990)
descreveram que a variabilidade intraespecifica € revelada pelos padroes de
isoenzimas, sugerindo que o T. cruzi é dipléide, heterogéneo, geneticamente
polimérfico e constituido de uma estrutura clonal manifestada com a perda da
sexualidade. Deve-se ressaltar que caso houvessem combinagdes ao acaso, 0s
padrées de isoenzimas seriam diferentes dos apresentados pelas cepas. A
presenca de genes alelos heterozigotos reflete a variabilidade dentro dos
individuos de uma mesma espécie. Esta variabilidade intraespecifica foi
consolidada pela caracterizagdo do kDNA obtendo-se os fragmentos de DNA do
cinetoplasto por enzimas de restricdo os quais permitiram a classificacdo das
cepas em esquizodemas (MOREL et al., 1980; AVILA et al., 1990).

A interpretacdo fenética dos zimodemas e a analise dos esquizodemos
permitem supor que os clones analisados sdo na realidade clones naturais

compondo a populagdo de uma cepa (TIBAYRENC & AYALA, 1987; 1988).
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1.2.6 Cepas do T. cruzi

O conceito de cepas do T. cruzi foi consolidado porLUMSDEN (1977) como
uma populagao derivada de um isolado, mantidas em laboratérios, em reprodugéo
continua por passagens sucessivas seriadas, quer mecanica ou ciclica, em cultura

ou em animais de laboratério.

1.2.7 Caracterizagao bioldgica de cepas do T. cruzi (Biodemas)

ANDRADE et al. (1970b) estudando os caracteres parasitologicos,
morfolégicos e as lesdes histopatolégicas produzidas por cepas procedentes de
diferentes areas geograficas (cepa Peruana, Sao Felipe e Colombiana)
demonstraram que as mesmas, além de diferirem no seu comportamento no
animal experimental quanto a patogenicidade, as curvas de mortalidade e de
parasitemia, também mostravam padrées morfolégicos diversos. Foi verificado
também que produziam diferentes lesdes tissulares. Esses caracteres, analisados
em conjunto, definiram padrdes para as cepas existentes, permitindo classifica-las
em Tipos morfobiol6gicos e histopatolégicos (Tipos I, Il e lif). Esta classificacao foi
recomendada pela Organizagdo Mundial de Saude (WHO,1986), como referéncia
para a classificagao de cepas do 7. cruzi.

O estudo de 23 cepas isoladas do Recdncavo Bahiano, por ANDRADE
(1974), consolidou a classificagao proposta em Tipos biologicos (Tipo I, Il e lll) e
permitiu demonstrar a presenga exclusiva de um mesmo tipo de cepa na referida

area endémica, o Tipo Il
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As cepas protétipos do Tipo | (cepas Y e Peruana) apresentam
multiplicacdo rapida com picos parasitémicos muito elevados entre 9 e 10 dias de
infeccdo; mortalidade de 100% entre 10 e 12 dias; predominancia de formas
delgadas e acentuado macrofagotropismo no inicio da infecgdo; predominancia
de formas largas e miotropismo na infeccdo avangada. As cepas protétipos do
Tipo Il (cepas 12SF, 21SF) apresentam multiplicagdo relativamente lenta com
picos de parasitemias irregulares entre 12 e 20 dias de infec¢ao; viruléncia muito
variavel com mortalidade média entre 20 e 25 dias; pequeno numero de formas
delgadas, e discreto macrofagotropismo no inicio da infec¢do; predominancia de
formas largas em todo o curso da infecgdo. Tropismo predominante para o
miocardio. A cepa protétipo do Tipo lil (cepa Colombiana), apresenta multiplicagao
mais lenta atingindo picos parasitémicos muito elevados entre 20 e 30 dias; de
inicio, quando foi primeiro submetida a caracterizacdo morfobioldgica (ANDRADE
et al., 1970b), esta cepa se apresentou com baixa viruléncia, com mortalidade nula
até 50 dias e predominancia de formas largas em todo o curso da infecgao.
Entretanto, ao se adaptar ao camundongo por passagens sucessivas, a viruléncia
desta cepa se tornou mais elevada, com mortalidade a partir do 30° dia e
apresentou formas delgadas no inicio da infecgdo. As cepas do Tipo Il sé@o
mibtropicas, apresentando lesées em maior grau no musculo esquelético e em
menor grau no miocardio.

Segundo ANDRADE (1974), ha uma nitida correlacdo entre os diversos
caracteres de uma mesma cepa, observando-se coincidéncia entre rapida

multiplicagcdo parasitaria, macrofagotropismo, e presenc¢a predominante de formas
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delgadas no inicio da infecgdo, por um lado e, por outro, multiplicagdo parasitaria
lenta, miotropismo e predominancia de formas largas.

ANDRADE et al. (1983) correlacionaram os padrées de isoenzimas,
propostos por MILES et al. (1980) para as enzimas PGM, GPI, ALAT e ASAT, aos
Tipos biolégicos ou biodemas. Foi demonstrado por estes autores que a
caracterizacao biolégica tem correspondéncia com os perfis isoenzimaticos sendo
que as cepas 12SF, 21SF (Tipo ll) pertencem ao zimodema Z2, a cepa
Colombiana (Tipo lll) pertence ao zimodema Z1. As cepas do Tipo | ndo foram
enquadradas dentro da classificagdo proposta por MILES (1980), sendo
posteriormente agrupadas dentro do zimodema Z2b.

A nomenclatura biodema foi posteriormente proposta para designar os
Tipos bioldgicos das cepas (ANDRADE & MAGALHAES, 1997), em extenso
estudo de 138 cepas isoladas de pacientes, ou de vertebrados naturalmente
infectados de distintas areas geograficas do Brasil e da América do Sul e Central.
Foram classificadas nos diferentes biodemas: biodema Tipo |, cepas de Sao
Paulo, Santa Catarina, Rio Grande do Sul e Argentina; biodema Tipo I, cepas de
Sao Felipe -BA , Mambai - GO; Montalvania — MG; biodema Tipo Ill, cepas do
Norte e Nordeste do Brasil, Honduras, Guatemala e Bolivia (ANDRADE et al.,

1985b; ANDRADE & MAGALHAES, 1997).

1.2.8 Inclusdo dos biodemas nos taxa T. cruzile T. cruzi ll

Os diversos estudos bioldgicos (biodemas) (ANDRADE & MAGALHAES,

1997), bioquimicos (zimodemas) (MILES et al, 1980), moleculares
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(esquizodemas) (MOREL et al., 1980), visando uma classificacado das cepas do T.
cruzi demonstraram que nao seria possivel estabelecer uma classificagéo geral
para cepas. Uma classificagdo consensual somente foi possivel, apos a realizagao
do Simposio Internacional sobre Avangos do Conhecimento da Doenga de Chagas
90 Anos Apods a Sua Descoberta (ANONYMOUS, 1999).

Os representantes de diferentes grupos de pesquisa propuseram uma nova
classificagdo para o T. cruzi, o qual foi agrupado em dois taxas: T. cruzi |l e |l
procurando incluir os parametros ja citados e mais as classificagdes filogenéticas
baseadas na analise de multiloci enzimaticos (MLEE) (TIBAYRENC & AYALA,
1988) e as classificagbes em diferentes linhagens baseadas no DNA ribossomal
(SOUTO et al., 1996) e nos genes de mini-exon (FERNANDES et al., 1999a,b).

A classificacao proposta em T. cruzi le T. cruzi Il (ANONYMOUS, 1999)
baseou-se nas classes da nomenclatura de Lineu que agrupa em:

“uma nova nomenclatura para designar diferentes categorias
subespecificas novas que sdo descobertas por novos métodos de
caracterizagdo de acordo com a multiplicidade de populagbes
funcionalmente diferentes que existam dentro de uma mesma
espécie morfolégica” (MOMEN, 1999. p.182).
De acordo com esta classificagdo (ANONYMOUS, 1999), as cepas do
biodema Tipo Il foram incluidas no Taxa T. cruzi Il e as do biodema Tipo |l foram
incluidas no Taxa T. cruzi |. Nao foi possivel enquadrar nos novos taxas o

biodema do Tipo | (ANDRADE & MAGALHAES, 1997) e as cepas do zimodema

Z3 (MILES et al., 1980).
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1.2.9 Comportamento de cepas no modelo murino

1.2.9.1 Viruléncia e patogenicidade

As cepas, apés isoladas e inoculadas em camundongos, podem apresentar
diferentes graus de viruléncia e patogenicidade. ANDRADE (1974), estudando
cepas do Recdncavo Baiano e de outras procedéncias do continente americano,
que apresentavam diferentes comportamentos biolégicos, sugeriu que a viruléncia
esta ligada a maior oumenor capacidade de multiplicagéo do parasito. De acordo
com ANDRADE (1974), a viruléncia é propria para uma determinada cepa, mas
pode variar dentro de certos limites, de acordo com inumeras variaveis, podendo
ser atenuada ou exaltada. A patogenicidade representaria a capacidade de
determinar lesbes tissulares que podem levar os animais a morte em diversas
fases da infecgdo, a depender dos setores atingidos. Portanto, a patogenicidade
seria um carater constante enquanto que a viruléncia seria um carater flutuante.

As cepas classificadas no biodema Tipo | sdao altamente virulentas e muito
patogénicas, levando-se em conta a sua ampla distribuicdo pelo organismo,
levando a altos niveis precoces de parasitemia e alta mortalidade.

As cepas classificadas no biodema Tipo Il variam quanto ao seu grau de
viruléncia, considerando-se os niveis parasitémicos e os indices de mortalidade,
porém sao muito patogénicas determinando intensa miocardite na fase aguda da
infecgdo experimental do camundongo. Desde os estudos iniciais, das cepas

isoladas no Recéncavo Bahiano (ANDRADE, 1974) as mesmas foram
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classificadas como de baixa, média e alta viruléncia, considerando-se os
parametros mortalidade dos animais infectados, niveis parasitémicos e
intensidade das lesdes.

A cepa Colombiana classificada no Tipo Ill pode ser considerada de baixa
viruléncia, apresentando uma evolugao lenta da parasitemia na fase inicial da
infeccdo, porém, ao mesmo tempo, sao altamente patogénicas, determinando nos
animais experimentais, lesdes intensas no miocardio e, em maior intensidade, em
musculo esquelético, com parasitismo e infiltrados inflamatérios mononucleares.

Tem sido demonstrada, em diferentes estudos, a manutencdo dos
caracteres biolégicos e isoenzimaticos das cepas protétipos, mantidas em
laboratorio por varios anos por passagens sucessivas em camundongos, em meio
de cultura axénico ou por criopreserva¢do. Um estudo da cepa 21SF (isolada em
Sao Felipe-Bahia) e de seus clones permitiu demonstrar, a manutengao dos
caracteres da cepa parental, muitos anos apés o seu isolamento e a homologia de
seus clones em relagdo a cepa original (CAMPOS & ANDRADE, 1996; CAMPOS
et al., 1999).

MAGALHAES et al. (1996); MAGALHAES & ANDRADE (1991) estudaram o
comportamento biolégico e isoenzimatico de trés cepas procedentes do
Recdéncavo Bahiano (19SF, 21SF e 22SF) pertencentes ao biodema Tipo |I, apos
passagem em espécies de triatomineos autéctones ou oriundos de outras areas
(Triatoma infestans e Panstrongylus megistus). Apos reisoladas e inoculadas em
camundongos, as cepas mantiveram o mesmo comportamento biolégico e o
mesmo perfil das isoenzimas, idénticos aos padrdes de cepas dos biodemas Tipo

Il, zimodema Il. Porém, foi observado um aumento da viruléncia, com as cepas
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apds passagens em triatomineos isoladas de Pastrongylus megistus e Triatoma
infestans.

Entretanto, outros estudos demonstram que as passagens em
camundongos podem selecionar populagdes, seja devido a uma heterogeneidade
de seus clones ou por uma infecgdo concomitante com diferentes cepas. Os
estudos de DEVERA et al. (2002, 2003) investigando o comportamento bioldgico,
bioquimico e molecular de 13 cepas do T. cruzi de Minas Gerais antes e apés
passagens em camundongos € em meio de cultura mostraram que nove cepas
apresentaram comportamento similar ao das cepas do biodema il e cinco foram
caracterizadas como biodema [ll. Segundo os autores em pelo menos oito cepas
houve algum tipo de sele¢do de parasitos por parte do camundongo e/ou cultura
apresentando um perfil distinto entre a cepa original e apés a manutencao. As
técnicas moleculares (RAPD e RFLP-ITS rDNA) apresentaram maior indice de
diversidade entre as cepas originais e suas correspondentes apds a manutencao.

GARZON et al. (2003) em estudos desenvolvidos com camundongos

+-

infectados com clone TcY7 com deleg¢do do gene Tc52 ™ em comparagao com a
cepa Y demonstraram que os animais infectados com clone TcY7 apresentaram

baixa viruléncia in vitro e in vivo traduzida por baixas parasitemias.
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1.2.9.2 Histotropismo

1.2.9.1.1 Mecanismos de invasao do parasito

Os mecanismos de invasdo do T. cruzi envolvem uma fase inicial de
adesao celular, a invasao e o escape do vacuolo parasitéforo (TAN & ANDREWS,
2002). Os estagios iniciais sao: 1) os tripomastigotas se ligam na superficie
celular; 2) os lisossomas da célula do hospedeiro sédo recrutados para os sitios de
unido e se inicia a fusdo com a membrana plasmatica; 3) formagao do vacuolo
parasitéforo intracelular (HALL, 1993; TAN & ANDREWS, 2002).

O T. cruzi invade as células do hospedeiro por duas vias: por meio dos
macrofagos ativados ou das células nao fagociticas. As formas tripomastigotas
quando sao fagocitadas pelos macréfagos transformam-se em amastigotas dentro
de vacuolo parasitéforo podendo sofrer a agdo dos produtos metabélicos dos
macréfagos como H,O, e OH™ e NO com destruicao dos parasitos intracelulares. A
fagocitose envolve a polimerizagdo de actina e formacdo de pseuddpodos
enquanto que nas células nao fagociticas o processo se realiza na auséncia de
microfilamentos de actina, com formagao de proje¢ées da membrana plasmatica
da célula do hospedeiro (DE SOUZA, 2000). Os estudos de ANDRADE &
GRIMAUD (1984), investigando as células cardiacas de camundongos infectados
pelo T. cruzi por meio de estudo com platina goniométrica a 0° de inclinagdo e a
um angulo de +60°, verificaram que o parasito apos a penetragdo no midcito néo
se encontra dentro do vacuolo fagocitico, mas em contato intimo com as

miofibrilas e organelas citoplasmaticas; esta observacéo feita in vivo néo pode,
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entretanto, excluir a possibilidade de que tenha se formado um vacuolo
parasitoéforo que tenha se desfeito rapidamente.

Durante o processo de invasao, os tripomastigotas expressam atividade de
trans-sialidase transferindo a-2,3-sialyllactose ligada ao acido sialico por ancoras
de glicosilfosfatidilinositol (GPI) para epitopos especificos de tripomastigotas
denominado de Ssp-3 (SCHENKMAN et al., 1991; SCHENKMAN et al., 1993;
SCHENKMAN et al., 1994)) e antigenos de superficie dos tripomastigotas (TSSA)
altamente antigénica durante a infec¢do experimental (DI NOIA et al., 2002). Foi
verificado por SCHENKMAN et al (1992) que as atividades de trans-sialidase e
neuraminidase podem ser mediadas pela mesma enzima do T. cruzi tendo sido
correlacionada a expressado dos genes que codificam glicoproteinas de 85-kDa
(ABUIN et al., 1999). As glicoproteinas sdo mucinas (TcMUC) glicosiladas e
proteinas ancoradas pela GPI, ricas em residuos de Thr (Treonina), Ser (Serina) e
Pro (Prolina) ligadas por O-glicanos e residuos de Nacetilglucosamina como foi
demonstrado por ACOSTA-SERRANO et al. (2001). CHUENKOVA & PEREIRA
(1995) associaram o papel da trans-sialidase com a viruléncia em camundongos
BALB/c os quais apresentaram altas parasitemias e mortalidade elevada. A
expressdo do gene vp85.1 da trans-sialidase tem sido correlacionada em clones
virulentos, sugerindo a participagdo da trans-sialidase vp85 na viruléncia do

parasito (WESTON et al., 1999).
PEREIRA & HOFF (1986), estudando a atividade da neuraminidase (trans-

sialidase) de varias epas do T. cruzi, mostraram que existe alta atividade da

mesma na cepa Colombiana quando comparada com a cepa Y e 12SF, o que
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pode estar associado com a maior capacidade de penetragdo dos parasitos
principalmente em musculo esquelético, da cepa Colombiana.

As formas tripomastigotas aderem a superficie celular com a participacao
dos componentes da matriz extracelular (ECM). A fibronectina e RGDS* (Arg-Gly-
Asp-Ser) participam como moléculas ponte para facilitar a unido do parasito com
a célula alvo (OUAISSI, 1988). Assim, os parasitos entram na célula alinhados
preferencialmente ao longo da membrana basal onde a fibronectina e os
receptores da célula hospedeira estao concentrados (NOISIN & VILLALTA,1989).

Estudos in vivo e in vitro sobre a interagdo do T. cruzi e os cardiomiécitos
tém demonstrado a participacao da fibronectina e de aminoacidos. CALVET et al.
(2004) verificaram que a interagcédo de cardiomiécitos e tripomastigotas do clone
Dm28c do T. cruzi com fibronectina (FN) e os peptideos sintéticos MRGDS (Met-
Arg-Gly-Asp-Ser) reduzem a infeccdo em comparagdo com o controle,
demonstrando o papel da fibronectina e dos aminoacidos no processo de invasao
do parasito.

As cisteinas proteases (CP) presentes em tripomastigotas tem sido associadas
a invasdo do parasito. Estudos desenvolvidos por APARICIO et al. (2004) com
cruzipaina dos clones DM28c, Sylvio X10/6 e do isolado G demonstraram que 0s
altos niveis de cruzipaina foram apresentados pelos clones Dm28 e Sylvio X10/6.

A participagcdo do calcio, proteinas de membrana e enzimas tem sido
associados com a invaséo do parasito dependente da proteina cinase, fosfolipase
C e IP3 (inositol-4,5-trifosfato), do aumento na concentragao do Ca*" citossosolico.
A cascata de sinalizagdo € iniciada com a participagéo da glicoproteina gp82 da

superficie celular dos parasitos (YOSHIDA et al., 2000; NEIRA et al, 2002) das
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formas tripomastigotas metaciclicas e mobilizagéo intracelular do Ca?* (MANQUE
et al., 2003).

Os fatores de viruléncia estido correlacionados com a expresséo das
glicoproteinas de membrana e com a penetragdo do parasito na célula hospedeira.
A reducdo da expressdo da glicoproteina gp82 e as atividades da cruzipaina e
trans-sialidase das formas tripomastigotas metaciclicas do clone CL-14, tem sido
associada com sua baixa viruléncia que seria devida a sua baixa capacidade de
invasdo (ATAYDE et al., 2004). Foram demonstrados através dos estudos de
CORTEZ et al. (2003); NEIRA et al., (2003) que camundongos infectados pelo T.
cruzi por via oral com tripomastigotas metaciclicas e deficientes em gp82 que os
animais desenvolveram baixas parasitemias em relagdo aos controles infectados
pelos parasitos que expressavam gp82. BASOMBRIO et al. (2002) verificaram que
a delecéo do gene gp72 clone do T. cruzi diminui a infectividade em camundongos
e insetos vetores. Entretanto, os estudos de MALAGA & YOSHIDA, (2001)
demonstram que gp90 nao esta associada com a invasao do parasito.

Recentemente, MORTARA et al. (2005) demonstraram in vitro que o
processo de invasao em células HelLa e Vero difere entre as formas amastigotas e
tripomastigotas das cepas G (7. cruzi l) e CL (T. cruzi Il). Os autores verificaram
que as projecdes de actina e o recrutamento de Ca** dos acidocalcisomas
dependente do fosfatidil inositol (IP) também diferem entre as formas infectivas de
diferentes cepas classificadas nos taxas T. cruzi | e ll.

Apos entrar na célula, em pH acido, os parasitos escapam para o citosol e
sd0 encontrados livres no citosol € a membrana do vacuolo aparece gradualmente

destruida em pH acido. O T. cruzi secreta uma proteina relacionada ao
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componente C9 do complemento e mostrou ter uma atividade formadora de poros.
Estes achados levam a uma proposta de que a dilaceracdo do vacuolo pelo T.
cruzi pode ser mediado por secre¢ao de proteina formadora de poro (HALL, 1993;
ANDREWS, 1994). O escape do compartimento fagolissomal se da através da lise
das membranas dos fagossomos por uma proteina TcTOX derivada do T. cruzi
facilitando o escape do parasita do vacuolo parasitéforo, permitindo que o parasito
penetre no citoplasma antes que possa ocorrer a fusdo com os lisossomas (HALL
& JOINER, 1993). A demonstracdo de que a formagdo de novos vacuolos
intracelulares circundando o T. cruzi contenha glicoproteina lisossomal IGPs abriu
novas perspectivas no processo de dilaceragdo vacuolar. IGPs A e B sdo as mais
abundantes, contém proteinas sializadas que forram o lado Iluminal dos
lisossomas dos mamiferos (ANDREWS, 1994). As formas tripomastigotas quando
saem da célula contém acido sidlico e rapidamente entram na corrente sangiiinea

expressando atividade de trans-sialidase (SCHENKMAN et al., 1991).

1.2.9.1.2 Histotropismo de cepas e clones do T. cruzi

O histotropismo de cepas do T. cruzi dos diferentes biodemas, na fase
aguda da infeccdo &€ um carater intrinseco das mesmas, tendo sido observado,

desde os estudos iniciais comparativos entre cepas Y e Colombiana (ANDRADE &

ANDRADE, 1966), no modelo do camundongo Suigo. Foram descritas marcantes
diferencas entre as referidas cepas, quanto ao tropismo tissular, a viruléncia e a
patogenicidade, sendo a cepa Y predominantemente macrofagotrépica. O

macrofagotropismo da cepa Y foi também confirmado por MELLO & BRENER
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(1978). Quanto as cepas dos biodemas Tipo i e Ill ha nitida predominancia de
miotropismo.

Como ja referido, as cepas dos biodemas Tipo Il e lll sdo caracteristicamente
miotrépicas, com predominancia do parasitismo do miocardio e do musculo
esquelético, e comprometimento da musculatura lisa do trato digestivo. Neste
caso, a capacidade de invasdo e de multiplicagdo intracelular das formas
metaciclicas do T. cruzi, esta na dependéncia de suas glicoproteinas de superficie.
As glicoproteinas de superficie tém importante papel porque estao envolvidas na
interacdo do parasito com as células do hospedeiro e sdo alvo da resposta imune
do hospedeiro vertebrado. Segundo PEREIRA & HOFF (1986) ha diferengas na
atividade da neuraminidase nas cepas do T. cruzi, sendo que a cepa Colombina
apresentou atividade mais elevada da neuraminidade em comparag¢ao com a cepa
Y e 12SF, o que pode estar associado com o miotropismo dessa cepa (PEREIRA
& HOFF, 1986). Em estudo de clone ndo virulento da cepa CL (clone CL-14),
ATAYDE et al. (2004) verificaram que o clone CL-14 (de baixa viruléncia), difere
da cepa CL (com elevada capacidade de penetrar ns células e se multiplicar)
devido a significante redugao da expressao da glicoproteina de superficie gp82.

O tropismo de clones do T. cruzi foi estudado por MACEDO & PENA (1998)
e por ANDRADE L. et al. (1999), que tém mostrado, por meio de técnicas

moleculares, que um clone apresenta um tropismo preferencial para um

determinado 6rgdo ou tecido o que, segundo estes autores representaria um
“modelo clonal histotrépico”. No estudo de necrépsias de pacientes cronicamente
infectados com o T. cruzi VAGO et al. (1996 a,b, 2000) demonstraram a

possibilidade de identificar as assinaturas do DNA do T. cruzi de clones
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geneticamente diferentes no coracgao e trato digestivo, o que poderia explicar as
diferentes manifestacdes clinico-patoldgicas da doenca de Chagas. Porém, os
autores ndo puderam descartar, nestes casos, que os pacientes tenham sido
infectados com cepas diferentes na area endémica de origem.

Os estudos dos clones da cepa 21SF, protétipo do biodema Tipo Ii
(CAMPOS & ANDRADE,1996), bem como dos clones isolados previamente da
Cepa Colombiana (CAMANDAROBA et al., 2001) mostraram, entretanto a
capacidade de um mesmo clone parasitar diferentes 6rgéos e tecidos, ndo tendo

sido observado o tropismo restrito de um clone para um mesmo tecido.

1.2.10 Caracterizagao clonal de cepas do Trypanosoma cruzi

1.2.10. 1 Evolugao clonal do T. cruzi

De acordo com TIBAYRENC & AYALA (1987) ha trés hipéteses sobre a
origem e evolugao clonal do T. cruzi: 1) divergéncia ancestral e independente para
varios clones; 2) divergéncia ancestral de trés espécies bioldégicas com alguma
heterogeneidade entre os clones de cada espécie; 3) a origem dos clones €
recente, derivada da reprodugao sexual.

Dentre as hipéteses, a primeira € a mais aceita considerando que a
evolucdo clonal do T. cruzi foi ancestral e que numerosos clones associaram-se
ao longo do tempo. Isto foi confirmado, mais tarde, pelo estudo das isoenzimas,
que demonstrou que os clones apresentam heterozigotos fixos, ha auséncias de

combinacdes dipldides corroborada pelo equilibrio de Hardy-Weinberg
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(TIBAYRENC & AYALA, 1998). As cepas do T. cruzi sdo constituidas de
populagdes multiclonais, as quais representam populagbes independentes da
cepa original e evoluiram com caracteristicas proprias, bioldgicas e filogenéticas.

Os estudos genéticos, baseando-se nos /oci isoenzimatico de cepas do T.
cruzi e de outras espécies de Protozoa, demonstraram que séo constituidas de
uma estrutura complexa multiclonal (TIBAYRENC et al.,, 1986; TIBAYRENC &
AYALA, 1987; TIBAYRENC et al, 1990; TIBAYRENC & AYALA, 1991,
WALLIKER, 1991; JOHNSON, 1997; MORGAN et al., 1997; MAGESA et al., 2002;
TIBAYRENC & AYALA, 2002).

Estes estudos vieram consolidar a relevancia da reprodugdo clonal nos
protozoarios de importancia médica, demonstrando a estabilidade das suas
caracteristicas bioloégicas, fenotipicas e genéticas devido a auséncia de
cruzamentos entre os conjugantes. E evidente que ndo se podem descartar as
pressdes seletivas do meio ambiente e as mutagdes que possam vr a ocorrer
pressionando os parasitos a se adaptarem a novas situacdes ambientais.

TIBAYRENC et al. (1986), analisando 15 bci génicos de enzimas de 121
cepas do T. cruzi dos Estados Unidos, México e Chile e do sul do Brasil,
demonstraram que as cepas sdo dipldides, com reprodugdo clonal. Os autores
mostraram também que o mesmo genétipos clonal é encontrado em areas
geograficas distantes, em diversos hospedeiros. Nos seus varios /oci génicos,
apresentam heterozigotos fixos, os quais permanecem constantes de geragéo em
geragdo com auséncia da sexualidade mendeliana e de recombinagdes genéticas

(TIBAYRENC & AYALA, 1987).
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Esta clonalidade nao é restrita & ordem Trypanosomatida (T rypanosomae
Leishmania), com exceg¢ado dos tripanosomos africanos em que ha recombinacao
genética nas espécies Trypanosoma brucei e Trypanosoma congolense
(TIBAYRENC & AYALA, 1991). Essa clonalidade abrange outros Protozoa
pertencentes as ordens Diplomonadida (Giardia), Tricomonadida (Trichomonas) e
do subfilo Sarcodina da ordem Amoebida (Entamoeba) (TIBAYRENC et al., 1990).

A estrutura clonal tem sido proposta para o filo Apicomplexa na subclasse
Cocciidia e subordens Eimeriina (Toxoplasma gondii e Cryptosporidium parvum)
por meio das analises de genes do DNA ribossomal das suas subunidades (SSU)
e pelo estudo da RAPD (amplificagdo randémica do DNA polimérfico) de 18 cepas

dos parasitos (MORGAN et al., 1997).

1.2.11 Estrutura clonal das cepas do T. cruzi

Os clones, ao serem isolados de cepas do T. cruzi, podem ser semelhantes
ou diferentes em relacéo a cepa parental que lhes deu origem. Estudos bioldgicos,
bioquimicos e moleculares, realizados por diferentes autores, caracterizaram as
diferengas entre subpopulagées de uma mesma cepa (ENGEL et al., 1982
TANURI et al., 1985; MOREL et al., 1986; GOLDBERG & SILVA PEREIRA, 1983,

MARQUES DE ARAUJO & CHIARI, 1988).
DVORAK (1980), analisando o DNA total de epimastigotas e

tripomastigotas de cinco clones (CA-1/72, CA-1/73, Miranda/78, Miranda/80,
Sylvio-X 10/5 e CANIII), demonstrou que ha diferengas no contetudo do DNA dos

clones Sylvio-X10/5 e CANIll os quais foram marcados por mitramicina. Isto é
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indicativo de que os marcadores genéticos de cada populagéo clonal podem diferir
entre si.

A constituicdo antigénica de diferentes cepas e de clones, também pode
apresentar diferengas marcantes. BONGERTZ & DVORAK (1983), analisando os
antigenos de duas cepas, Tulahten e Y, e de seis clones WA-250/1, WA-250/2,
Esmeraldo/2, CANIIl/1 e CAN-I/2, por imunoeletroforese, demonstraram que
cada cepa contém antigenos cepa-especificos e cinco dos seis clones contém
antigenos clone-especificos.

POSTAN et al. (1983, 1984, 1986) estudando os clones Sylvio-X 10/7 e
Sylvio-X10/4 em camundongos isogénicos C3H/He e C3H/HEN, demonstraram
diferencas nos indices parasitémicos e na mortalidade dos animais infectados.
Esses mesmos clones e os clones Miranda/78 e Miranda/80, quando inoculados
nos ratos da linhagem Lewis, apresentaram diferengas nos indices parasitémicos
e de mortalidade (POSTAN et al., 1987).

MARQUES DE ARAUJO & CHIAR! (1988) demonstraram que os clones
isolados da cepa Y e CL sdo heterogéneos enquanto que os clones isolados da
cepa MR apresentam um comportamento homogéneo.

A diferenca de viruléncia de clones isolados de uma mesma cepa foi
registrada para a cepa CL por LIMA et al. (1990, 1995). Demonstraram estes
autores que o clone CL-14 isolado da cepa CL, quando inoculado em
camundongos BALBC/c nao determinou parasitemia e mortalidade e nao produziu
lesdes histopatoloégicas. Camundongos BALB/c inoculados com o clone CL-14
desenvolveram alta resisténcia contra a cepa Y, altamente virulenta, traduzida

pela sobrevivéncia dos animais e persisténcia da parasitemia negativa. Estes
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resuitados indicaram que o clone CL-14 pode ser utilizado para estudo de
imunidade adquirida na infecgao pelo T. cruzi e em pesquisas vacinais contra o T.
cruzi (LIMA et al., 1990).

CAMPOS et al. (1996), analisando 5 clones e 14 subclones isolados da
cepa 21 SF do Recbncavo Baiano, demonstraram homogeneidade no
comportamento biolégico entre os clones e subclones e a cepa parental. O estudo
bioquimico (isoenzimatico) e o perfil gendmico, pela analise do esquizodema,
confirmaram a similaridade entre a cepa parental, os clones e subclones. Estes
achados sugeriram a predominancia de um “clone principal” que circula em uma
mesma area endémica (ANDRADE, 1999).

TOLEDO et al. (2002) em 20 cepas, demonstraram que os genoétipos
clonais 19 vs 20; 32 vs 39, descritos por TIBAYRENC & AYALA (1988);
TIBAYRENC et al. (1996), baseando-se na variabilidade isoenzimatica,
apresentaram poucas diferengas genéticas em relagdo aos genoétipos mais
distantes (19 vs 32, 19 vs 39; 20 vs 32; 20 vs 39).

As lesbes histopatolégicas em camundongos Suigos também diferem na
infecgéo por clones com diferentes genétiposs cionais. Os gendétipos designados
por TIBAYRENC & AYALA (1988) como 19,20 e 39 mostraram diferengas no grau
de parasitismo no miocardio. Todos os clones apresentaram tropismo para
musculo esquelético com parasitismo intenso enquanto o baco e o figado
apresentaram parasitismo predominante, pelo genétipo clonal 39. Estes dados
indicam diferengas no comportamento biolégico de clones com diferentes padrées

genéticos (DIEGO et al., 1998).
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Considerando todos os aspectos supracitados, a evolu¢ao clonal do T.
cruzi, através do acumulo de mutacdes ao acaso, em diferentes linhagens clonais,
podem levar a divergéncias nas caracteristicas bioldgicas, incluindo relevantes
propriedades médicas como a viruléncia ou resisténcia as drogas anti chagasicas
(TIBAYRENC et al., 1986), nos aspectos epidemiolégicos e na apresentacao das
formas clinicas da doenga de Chagas (LAURENT et al.,, 1997; REVOLLO et al,,
1998; TOLEDO et al., 2002).

Portanto, estes clones naturais sdo geneticamente diversificados e exibem
continuas distancias genéticas, com agrupamentos arbitrarios definidos como
“major clones” (clones principais) por TIBAYRENC & BRENIERE (1988).

Para os nossos estudos, utilizamos o conceito de “clone principal’, o qual foi
empregado para identificar clones isolados das cepas protétipo dos diferentes
biodemas que apresentaram uma homogeneidade clonal quando analisadas do

ponto de vista biolégico, fenotipico e genotipico.

1.2.12 Diversidade genética do T. cruzi

1.2.12.1 Zimodemas

Os zimodemas sao padrdes isoenzimaticos que, em conjunto, caracterizam
o fenotipo das cepas, pela analise genética da mobilidade eletroforética de
enzimas multilocus em gel de amido.

Os trabalhos pioneiros de caracterizagdo dos zimodemas foram realizados

por MILES et al (1980, 1985, 1986 a, b) e BARRETT et al. (1980) os quais
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determinaram diferentes padrdes de isoenzimas das cepas de varias regides do
Brasil e do continente americano. A caracterizagdo isoenzimatica foi também
realizada por ROMANHA et al. (1979) e ROMANHA (1982), determinando os
padrdes eletroforéticos de seis loci isoenzimaticos para as enzimas G6PD, ASAT,
PGM, ALAT e GPI. ROMANHA et al. (1979), estudaram sete cepas do T. cruzi de
variadas origens, identificando quatro padrdes distintos (I, Il, Hll, 1V), aos quais
designou posteriormente (ROMANHA, 1982) como zimodemas ZA, ZB, ZC e ZD,
tendo procurado estabelecer correlagbes entre os mesmos e os descritos por
MILES et al (1980).

A variabilidade isoenzimatica de 524 cepas, procedentes dos Estados
Unidos da América até o sul do continente americano, foi determinada por
TIBAYRENC & AYALA (1988). Foi possivel demonstrar que todas as cepas
analisadas, além de apresentarem uma alta variabilidade genética, estrutura
dipléide e multiclonalidade, foram agrupadas em diferentes genétipos, sendo os
mais representativos, no continente americano, os genétipos 19, 20, 32 e 39.

As andlises isoenzimaticas de cepas do T. cruzi procedentes da Colémbia
indicaram a auséncia do equilibrio de Hardy-Weinberg e a existéncia de
desequilibrio de ligagdo (RUIZ-GARCIA et al.,, 2001) confirmando a sua
multiclonalidade. O estudo de autocorrelagdo espacial com as cepas procedentes
deste pais ndo permitiu o agrupamento das cepas originarias de Ricaurte,
Durania, Tibu e Sabalalarga, evidenciando que nao ha a presenga de um mesmo
gendtipos nas diferentes areas geograficas da Coldmbia. Mudangas no nivel das
enzimas de cepas originarias deste pais ja haviam sido detectadas por Rodrigues

et al. (1998) analisando os /oci enzimaticos da cepa BM Lopes e a presenga de
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polimorfismo em oito enzimas, sugerindo heterogeneidade para as cepas da
Coldmbia, ndo ocorrendo segregagao e recombinacdo génica (MARQUEZ et al.,
1998).

Embora ocorram diferengas genéticas entre as cepas da Colémbia, os
indices das distancias genéticas que as separam das cepas brasileiras sdo de
0,25 a 0,46, com uma identidade de 76% das enzimas de cepas silvestres de
ambos os paises, classificadas como Zimodema Z1 (BOGLIOLO et al.,, 1985;
EBERT, 1985).

CAMANDAROBA et al, (2001), analisando as enzimas ALAT e ASAT dos
clones C1 e C3 isolados da Cepa Colombiana, identificaram trés bandas
eletroforéticas para ALAT e duas bandas para ASAT, respectivamente, sugerindo
uma situagao de heterozigose para essas enzimas. A reversibilidade nos padrdes
de isoenzimas foi observada por ALVES et al. (1993) nos clones e subclones da
cepa Y de acordo com os padrdes de isoenzimas propostos por ROMANHA
(1982) e nos padroes de kDNA por CARNEIRO et al (1990). No entanto, as
mudancas ndo foram observada em clones da cepa Y isolados por
micromanipulagdo tendo sido considerados os resultados discrepantes aos
diferentes métodos de isolamento dos clones (plaqueamento e diluigéo)
(BARNABE & TIBAYRENC, 2004).

Embora os estudos dos Zimodemas indiquem que o T. cruzi seja dipléide,

que a sexualidade mendeliana esteja ausente ou muito rara (TIBAYRENC et al,,
1986), ndo se pode descartar alguma recombinacdo genética nos genes
glicoliticos (BOGLIOLO et al.,, 1996). As variagdes genotipicas observadas entre

as cepas da América Central e América do Sul seriam explicadas por diferengas
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na historia evolutiva e/ ou mudancgas genéticas nas cepas (HIGO et al., 2004); e
por clones hibridos do T. cruzi com capacidade de fusdo de gendétipos parentais,
perda de alelos, recombinagées homologas e heranga uniparental de maxicirculos
do kDNA (GAUNT et al., 2003).

Portanto, os estudos genéticos baseando-se nos perfis das isoenzimas tém
demonstrado que as cepas do T. cruzi sdo heterogéneas, formam heterozigotos
fixos, dipldides, com auséncia de sexualidade mendeliana e grarde variabilidade
intraespecifica (MILES & CIBULSKS, 1986b; TIBAYRENC et al.,, 1986; HIGO et
al., 1997, 199; AVILA et al., 1990; TIBAYRENC & AYALA, 1991; BRENIERE et al.,

2003).

1.212. 2 Genoma do T. cruzi

O genoma dos tripanosomas é composto de DNA nuclear e kDNA (DNA
mitocondrial). A organizagdo do genoma nuclear difere dos eucariotos mais
evoluidos; o envelope nuclear persiste durante a divisao celular, os fusos mitéticos
encontram-se dentro membrana nuclear e os cromossomos nao sao visualizados
(HECKER et al., 1995).

Todavia, cariétipos tém sido mapeados através da PFGE (eletroforese em
campo pulsado) permitindo separar os cromossomos intactos, revelando
polimorfismo genético com variagdes entre diferentes cepas e clones. Por essa
técnica tem se estimado 20 a 35 bandas cromossomais divididas em trés classes

para o Trypanosoma brucei (MELVILLE, 1997; GULL, 2001).
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As cepas e clones do T. cruzi apresentam aproximadamente 20 bandas dos
cromossomos 0s quais foram identificadas no clone CL Brener (CANO et al,
1985) nos clones CAI/72 e Sylvio X/10/7 (HENRIKSSON et al., 1996; ZINGALES
et al., 1997). HENRIKSSON et al. (2002) analisando 26 isolados e clones do T.
cruzi e hibridizados com sete marcadores diferentes verificaram polimorfismo no
tamanho dos cromossomos. Este numero de cromossomos tem sido estimado
considerando a possibilidade da fusdo de bandas e aneuploidias como foi

verificado por ZINGALES et al. (1997).

1.2.12. 3 Esquizodemas

Os trabalhos pioneiros de caracterizagdo genética molecular, de clones do
T. cruzi, isolados da cepa CL foram desenvolvidos por MOREL et al. (1980),
obtendo-se fragmentos de DNA, gerados pelas enzimas de restricdo Hinf |, Eco Rl
do DNA do cinetoplasto, designados como esquizodemas. Estes padrdes
eletroforéticos conhecidos como fingerprinting” (impressdo do DNA), permitem
identificar cepas e clones do 7. cruzi e de outros tripanosomatideos em grupos,
isto &, populagdes que tém a sequéncia similar de kDNA. (MOREL e SIMPSON,
1980; GONCALVES e MOREL, 1984; GONCALVES et al, 1990, 1991). Os clones
isolados da cepa CL designados de clone 10, 14, 18 e 20 exibiram idénticos
esquizodemas, enquanto que clones 11, 12 e 16 apresentaram diferentes padrées
de restricdo (MOREL et al., 1980).

O DNA do cinetoplasto ou mitocondrial do T. cruzi corresponde a 20-25%

do DNA da célula. Esta organizado em duas classes de moléculas: os minicirculos
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formam uma rede concatenada de tamanho pequeno (0,45 um) correspondendo a
10 a 20% do total do DNA da célula (LEON et al., 1980); e os maxicirculos que é o
genoma mitocondrial propriamente dito.

Os minicirculos estdo presentes em numero de 520 X 10® minicirculos de
1,42 Kb. Cada minicirculo é organizado em quatro regides conservadas e
pequenas repeticdes de 120 pares de bases (Pb) situado no intervalo de 90° e
quatro regides variaveis nao repetidas (STURM et al.,, 1989). Os iniciadores
(primers) P35 e P36 anelam na regido conservada do minicirculo amplificando
aproximadamente 330 pares de bases correspondentes a regido variavel (AVILA
et al, 1990). Cada minicirculo linearizado, apresenta uma regido espécie-
especifica, intercalada pela regido variavel e regido conservada (ROGERS;
WIRTH, 1987). AVILA & SIMPSON (1996) identificaram nas regides variaveis do
minicirculo do KDNA de duas cepas do 7. cruzi Sylvio X10/CL1 e CANIII/CL1 um
gene que codifica RNA guia (JRNA). As moléculas de gRNA prové a informacao
genética para o RNA editing dos transcritos mitocondriais (SHLOMAI (2004). Em
tripanosomas, o0 RNA editing envolve a adicdo e delegao de uridina para produzir
estrutura de leitura aberta traduziveis (KENDREW, 1994). Os estudos de
ZAVALA-CASTRO et al. (2000) tém demonstrado proteinas ligadas ao kDNA
sugerindo uma possivel fungédo na organizagao do DNA mitocondrial.

Os maxicirculos sao moléculas de tamanho grande (6 a 11um), produzindo
pequeno numero de coépias de 10-50 cépias de 36 Kb com peso molecular
linearizado de 26x10° (LEON et al., 1980). Correspondem ao DNA mitocondrial

responsavel pelos genes mitocondriais, codificam a sintese de RNA ribossomal e
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as subunidades de algumas proteinas mitocondriais envolvidas no transporte de
életrons e na sintese de ATP (LEON et al.,, 1980; MARR & DOCAMPO, 1986;
SHLOMAI, 2004).

A analise por RFLP (polimorfismo de tamanho dos fragmentos de restrigao)
foi a primeira técnica desenvolvida para avaliagdo dos fragmentos dos minicirculos
do kDNA do T. cruzi, amplificados pela PCR. Permite analisar a variabilidade
genética na seqiéncia nucleotidica da regidao correspondente a 330 pares de
bases do minicirculo revelando diferengas entre as cepas e clones e os clones do
T. cruzi entre si (STURM et al., 1989).

Os estudos de MOREL et al. (1980) mostraram que os fragmentos de
restricdo do DNA do cinetoplasto, das cepas polares Y e CL gerados pela enzima
de restricdo Eco RI, Hinf | apresentam padrdes de bandas diferentes (MOREL et
al., 1980; MOREL & SIMPSON, 1980). O estudo de isolados do T. cruzi de
diferentes origens (MOREL et al., 1980), demonstraram populag¢des heterogéneas
isoladas de pacientes chagasicos, representando misturas de cepas. A
possibilidade de selecdo de subpopulagdes foi também observada por MOREL et
al. (1986) em camundongos inoculados com diferentes cepas, tendo revelado
diferentes perfis eletroforéticos, dos parasitos colhidos apés diferentes passagens.
Outras cepas representam populagdes homogéneas, mostrando clones com perfis

idénticos, mesmo apoés diferentes esquemas de passagem. Entretanto, ndo foi

possivel estabelecer padrées de cepas pela caracterizagdo dos esquizodemas
(MOMEN, 1999).
AVILA et al., (1990), estudando os fragmentos de kDNA gerados por

enzimas de restricdo Eco Rl, Rsa |, Taq | e Hinfl de 56 cepas de diferentes areas
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geograficas da América do Sul e Central, classificaram estas cepas em diferentes
grupos, de acordo com o seu perfil esquizodémico.

VENEGAS et al. (1997), analisando os fragmentos de DNA gerados pelas
enzimas de restricdo Msp | e Eco RI, de cepas procedentes do Chile e isoladas de
triatomineos, classificaram as mesmas em quatro grupos (I, II, Ill, V), incluindo no
grupo | as cepas do zimodema Z1. Na regido Andina, GONZALEZ et al. (1995)
identificaram dois grupos (A e B) de esquizodemos por meio das enzimas Eco Ri
e Msp .

MACEDO et al. (1992) observaram diferengas entre a cepa Y e o clone
YP13 nos fragmentos gerados pelas enzimas de restricdo, porém nenhuma
diferenca foi verificada entre a cepa CL e o clone CL-14 isolado dessa mesma
cepa.

Foi demonstrado, por meio da RFLP, que os clones e subclones da cepa
21SF isolados na area endémica de Sao Felipe (Recéncavo Bahiano) apresentam
uma homologia clonal (CAMPOS et al., 1996). Sugere-se, com esses resultados,
que ha a predominancia de um clone principal responsavel pelas caracteristicas
bioldgicas, isoenzimaticas e moleculares das cepas isoladas desta area.

Em estudos de caracterizagdo molecular de 14 cepas de Minas Gerais
verificou que as cepas originais (lg 523-Cam, g 192-1, B84) apresentaram um
perfil de kDNA diferente apés a manutengdo no camundongo demonstrando a
heterogeneidade do genoma mitocondrial ndo sendo possivel estabelecer uma

relacdo entre esquizodemas e isoenzimas (DEVERA, 2002).
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1.2.13 Outras técnicas moleculares para o estudo do T. cruzi

Numerosas técnicas moleculares tém sido aplicadas no estudo do DNA
total, kDNA e nuclear do T. cruzi, como a tipagem por microssatélites, tipagem
pelo gene de mini-exon, LSSP-PCR, SSP-PCR, RAPD, RFLP-ITS rDNA :

O DNA satélite localiza-se no cromossomo, constituindo aproximadamente
9% do DNA nuclear e organizado em repeticbes em série ou consecutivas
(repeticdes em tandem). E um importante marcador genético para distinguir as
espécies do género Trypanosoma e caracterizar cepas e clones do T. cruzi
(OLIVEIRA et al, 1999, BASTRENTA et al., 1999). Os fragmentos de DNA
satélite obtidos por intermédio da RFLP, gerados pelas enzimas de restricdo Eco
RI, Hae lll e Hinf| e hibridizados com as sondas TCZ1 e TCZ2 de 24 cepas €
clones da América do Sul, confirmaram a existéncia de duas linhagens do T. cruzi
(linhagens 1 e 2) (BASTRENTA et al., 1999).

Os microssatélites sdo uma classe de DNA repetitivo com um a seis pares
de bases presente no genoma dos eucariotos, também conhecido como
sequencia simples repetitiva, sdo sequencias genémicas que consistem de mono,
di, tri e tetranucleotideos. Contém combinagdes de dimeros de nucleotideos (CA),.
(GT)n. A técnica foi designada de SSR-PCR com resultados excelentes sob
condigbes de baixa estringéncia usando o iniciador (CA)s RY, isto &, oito
repeticdes citosina (C ), Adenina (A) e purina-pirimidina (OLIVEIRA et al., 1997).

Os iniciadores de sequéncia simples repetida (CA)nRY amplificam regides
inter-microsatélites permitindo detectar as bandas hipervariaveis do DNA nuclear

de diferentes cepas do T. cruzi por meio da técnica SSR-PCR (MACEDO & PENA
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1998). A determinacdo de oito microsatélites polimérficos, citosina e adenina, do
DNA nuclear, de 54 cepas e clones isolados de uma ampla variedade de vetores e
mamiferos, confirmaram a diploidia e a multiclonalidade do T. cruzi.

A presenga do T. cruzi pode ser detectada diretamente nos tecidos e
orgaos do animal experimental e paciente na fase crénica da doenga de Chagas,
através da LSSP-PCR, utilizando um iniciador unico de baixa estringéncia
(OLIVEIRA et al.,, 1997). A caracterizagdo da assinatura do DNA de diferentes
cepas e clones do T. cruzi pode ser determinada nos diferentes tecidos e
identificada as vezes, por um tropismo preferencial para determinados setores do
organismo (VAGO et al., 1996b, 2000), tendo sido proposto por MACEDO & PENA
(1988) o “Modelo Histotropico Clonal”.

A RAPD é uma técnica mais sensivel do que a do DNA fingerprinting, no
entanto ndo é capaz de fornecer a mesma resolugdo nos perfis de bandas
eletroforéticas quando comparada com essa Ultima. A RAPD tem sido
correlacionada com os zimodemas e com os estudos do gene do mini-exon e do
RNA ribossomal (MACEDO & PENA, 1998).

DEVERA (2002) através da RAPD verificou que das 14 cepas originais de
Minas Gerais, duas delas demonstraram heterogeneidade e polimorfismo apds a
manutengdo no camundongo (cepas Be-25 e Ig 192-1) e duas, ap6s manutengéo
no meio LIT (P23-1 e BE-25).

Rodrigues et al. (2002) investigaram as distancias genéticas de seis cepas
da Colémbia utilizando as técnicas da RAPD e RFLP e dos 13 loci enzimaticos,
obtiveram os seguintes resultados: 0,61 a 0,99 (RAPD); 0 a 0,81 (RFLP); 0.10 a

0.55 (isoenzimas). Estes resultados indicam um elevado grau de variabilidade
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genética, nas cepas colombianas. E possivel que esta variabilidade genética entre
as seis cepas possa estar relacionada a diferentes formas clinicas da doencga de
CHAGAS na Colémbia (RODRIGUES et al., 2002).

O gene do mini-exon esta presente no genoma nuclear dos Kinetoplastida
em aproximadamente 200 cdpias arranjadas em sequéncias repetitivas Tipo
tandem, constituido por trés regides distintas: exon, intron e regido intergénica. O
exon é uma seqiéncia de 39 nucleotideos altamente conservada dentro da ordem
e & adicionada pés-transcri¢ao a todos os RNAs mensageiros nucleares. O intron
€ moderadamente conservado dentro do género ou sub-género e a regiao
intergénica é muito divergente entre as espécies (DEVERA, 2002).

Os estudos moleculares tém demonstrado que as cepas séo polimoérficas,
porém as andlises dos genes do mini-exon e do RNA ribossomal mostraram que
as mesmas podem ser incluidas em duas linhagens do T. cruzi (FERNANDES et
al., 1998 1999 a, b; NUNES et al, 1997; ZINGALES et al.,, 1999) e em seis
unidades tipicas distintas (DTU's) ( BRISSE et al., 2000 a, b).

RFLP-ITS-rDNA é uma técnica de tipagem da regido intergénica dos genes
ribossdmicos. O rDNA é encontrado como seqiiéncias repetitivas codificando para
uma subunidade maior e outra menor separada por espagadores nao transcritos
(NTS-non-transcribed spacer) e por regides nao codificadoras, chamadas de

espacadores internos transcritos (/TS-internal trancribed spacers) se

caracterizando por serem pequenas seqliéncias de grande variabilidade,

flanqueados por segmentos altamente conservados (DEVERA, 2002).
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1.2.14 Suscetibilidade de cepas e clones do T. cruzi aos quimioterapicos

1.2.14.1 Aspectos gerais

Desde a década de 70, as duas principais drogas em uso clinico no
tratamento da doenga de Chagas sao o nifurtimox (nitrofuranico) e o benzonidazol
(nitroimidazélico). Existe uma variagdo nos indices de cura, quando se consideram
casos de individuos humanos de diferentes areas geograficas, ou a infecgao
experimental com diferentes cepas.

O nifurtimox (3-metik4-(5’) nitrofurfurilideno-amino tetrahidro 4H-1,4-tiazine
1,1 diéxido, envolve a produgado de nitroanion por nitroredutases. Esta reagéo na
presenga do oxigénio produz radicais livres como perdxidos de hidrogénio e anion
superperéxidos que destroem o T. cruzi . Este parasito € parcialmente deficiente
em mecanismos de desintoxicacdo de radicais livres como as catalases e
glutationa peroxidase. Os hidroperdxidos, ao reagirem com o glutationa reduzido,
formam o glutationa oxidado e produtos reduzidos de hidroperéxidos: superéxido
dismutase, que catalisa o anion superoxido para formar H0; e 0; esta presente no
T. cruzi. (MARR & DOCAMPO, 1986; COURA & CASTRO; 2002)).

A redugdo metabdlica do grupo nitro tem um papel central na toxicidade do
nifurtimox. A primeira reacdo se da por meio da redugao do grupo nitro formando o
radical anion nitro (R-N02). A toxicidade desse radical pode ser por intermédio da
reacdo entre os préprios radicais entre si ou produzindo derivados nitrosos. A
segunda possibilidade de reacgdo seria a ligagéo covalente dos radicais livres com

as macromoléculas em condi¢des aerdbicas causando a quebra do DNA, inibindo
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a sintese de proteinas e acidos nucléicos, alteracbes estruturais e inibigdo do
crescimento. A terceira reagédo de oxidagao do radical nitroanion, na presencga de
0., resulta na regeneracao do grupo nitro, na produgéo do anion peroéxido, radicais
hidroxilas, peroxido de hidrogénio, superperoxido dismutase (MARR &
DOCAMPO, 1986). O estresse oxidativo sobre o T. cruzi, portanto, se da pela
producéo de radicais livres, peroxidagao de tecidos, deplecdo de moléculas anti -
radicais livres (MARR & DOCAMPO, 1986).

Embora existam similaridades no modo de acdo dos nitrofuranicos e
nitroimidazélicos, o nifurtimox e o benzonidazol diferem nos seus mecanismos de
toxicidade.

O benzonidazol (N-benzil-2-nitroimidazol-1-acetamida) inibe o processo
respiratério causando no parasito picnose nuclear, fragmentacdo e lise. A
destruicdo do parasito ocorre através da redugdo do grupo nitro que se liga as
macromoléculas: (proteinas, lipideos, RNA, DNA), inibindo o seu crescimento,
diminuindo a sua sintese e aumentando a sua degradac¢édo. Por outro lado, néo ha
formacao de H0; e 0; na incubagdo do benzonidazol com NADP(P)H e fragbes
subcelulares do parasito, nas mesmas condigdes experimentais para o nifurtimox.
Os danos oxidativos sobre o T. cruzi nao séo a principal agdo do Benzonidazol, no
entanto a producao de radicais livres somente ocorre em concentragdes muito
elevadas do quimioterapico atuando sobre o parasito (MARR & DOCAMPO,
1986).

O mecanismo de agdo foi estudado por POLAK & RICHLER (1978), por
intermédio da marcagdo das bases nitrogenadas por hidrogénio e carbono

radioativos, demonstrando que o benzonidazol inibe a sintese de proteinas e do



56

RNA e em menor intensidade no DNA. Diaz de Toranzo et al. (1988) observaram
que em epimastigotas da cepa Tulahten do T. cruzi ocorre uma biotransformacao
na presenga do benzonidazol em metabdlitos altamente reativos, formando
ligagbes covalentes no nDNA, kDNA, proteinas e lipideos. O benzonidazol
também inibe a sintese de DNA , quebrando a fita de DNA do cinetoplasto e
nuclear formando ligagdes covalentes com KkDNA diminuindo a sintese de
macromoléculas e causando a morte do parasito. (GOIJMAN & STOPPANI, 1985).
A quebra nas fitas de DNA nuclear e do cinetoplasto pela droga é reversivel apés
a incubacao em meio de cultura na auséncia da droga (GOIJMAN et al., 1985).

Assim, a toxicidade do benzonidazol se da pela redugéo do grupo nitro,
através de nitroredutases dependentes de 0, com produgdo de radical nitro anion
que cataliza a transferéncia de dois életrons na reagao. O ciclo do redox € a via
predominante da produgdo do radical nitro anion e representa a reacdo de
desintoxicacdo decorrente do benzonidazol. As ligagées covalentes entre o grupo
nitro e as macromoléculas aumentam a sua degradacgdo inibindo a sintese de
protéinas, RNA e DNA.

Embora os tripanosomatideos sejam parcialmente deficiente em enzimas
antioxidantes e, portanto, vulneraveis ao estresse oxidativo, Miller et al. (2003)
demonstraram que o sistema redox tiol tem papel importante no sucesso e
sobrevivéncia dos protozoarios parasitas. O sistema tripanotiona &€ baseado nos
conjugados bis-glutationil espermidina, tripanotiona e tripanotiona redutase
associados as flavoenzimas, semelhantes ao glutationa/glutationa redutase (GR)

0s quais protegem os parasitos do oxigénio reativo (ROS) tendo sido considerada
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a sua biossintese como um alvo para drogas anti-T. cruzi (COWMAN; CRABB,

2003).

1.2.14.2 Resposta aos quimioterapicos de diferentes cepas e clones do T.

cruzi

As cepas do T. cruzi respondem de modo diferente a agéo dos
quimioterapicos. ANDRADE et al. (1975); ANDRADE & FIGUEIRA (1977)
investigando a suscetibilidade de diferentes cepas ao quimioterapico nifurtimox
(Bay, 2502), demonstraram diferengas na resposta de cepas de diferentes
biodemas e a alta resisténcia das cepas do Tipo lll. Estudos de BRENER et al.,
(1976) e de FILARDI & BRENER (1982) confirmaram diferentes graus de
susceptibilidade de cepas do T. cruzi ao tratamento quimioterapico. O estudo
comparativo da resposta de diferentes cepas classificadas nos biodemas Tipo |, i,
Il (ANDRADE et al., 1985) consolidou os estudos anteriores, demonstrando alta
susceptibilidade para as cepas do Tipo |, média susceptibilidade para as cepas do
Tipo i e alta resisténcia para as cepas do Tipo |ll.

O tratamento quimioterapico continua ainda sendo um desafio em areas
geograficas onde predominam as cepas altamente resistentes aos quimioterapicos

de uso clinico, como as cepas do biodema Tipo lll, zimodema Z1.

Veloso et al. (2001), analisando o resultado da quimioterapia de isolados da
cepa Colombiana obtidos de caes infectados, também obtiveram 0% de cura, ao
contrario dos isolados obtidos da cepa Berenice que apresentaram diferentes

graus de susceptibilidade ao benzonidazol.
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Segundo MURTA et al. (1998), a cepa Colombiana do T. cruzi apresenta
um padrao monomorfico para os marcadores moleculares TcPGP (P-
glicoproteina), HGPRT (Hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase, rDNA
(codificador do RNA ribossomal) e mini-exon (MEX).

Foi demonstrado que o efeito do tratamento combinado (Benzonidazol+IL -
12) nos camundongos irfectados com a cepa Colombiana aumenta, in vivo, o
efeito anti-T. cruzi (MICHAILOWSKY, 1998). Estudos posteriores de FERRAZ et
al. (2005a) confirmaram que atiividade terapéutica do Posoconazol e Benzonidazol
¢é reduzida (com indice de cura de 38 e 35%) em camundongos deficientes de IL-
12 e infectados com a cepa Y do T. cruzi Os autores verificaram que o
Benzonidazol foi mais eficiente no tratamento de camundongos deficientes em LT
CD8" apresentando 67% de cura em comparagdo com os controles normais
tratados (86% de cura) (FERRAZ et al., 2005b).

A investigagao sobre a suscetibilidade a quimioterapia com o benzonidazol
foi feita em cinco clones isolados da cepa 21SF (biodema Tipo I, T. cruzi ll)
(CAMPOS et. al.,, 2004). Esta cepa foi previamente classificada como de média
suscetibilidade (ANDRADE et al., 1985). Os indices de cura variaram de 30% a
100% para os cinco clones sendo de 25% para a cepa parental. Os resultados
sugerem que a variabilidade de resposta ao tratamento das populagdes clonais
das cepas do biodema Tipo Il (T. cruzi ll) é responsavel pela grande variagcdo na
resposta a quimioterapia com benzonidazol e nifurtimox e pelo insucesso da
quimioterapia em uma percentagem de pacientes nas areas endémicas, mesmo
quando infectados com cepas do T. cruzi foram consideradas como de meédia a

alta suscetibilidade. Os resultados obtidos indicam a importancia da investigacao
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da resposta ao tratamento de populagdes clonais das cepas dos demais
biodemas. No presente trabalho, o problema implicito na resisténcia de cepas do
Biodema Tipo Il (T. cruzi I), as quais se encontram amplamente disseminadas nas
regides Norte e Nordeste do Brasil, além de outros paises da América do Sul e
Central (MILES & CIBULSKIS, 1986 a,b; ANDRADE & MAGALHAES, 1997), sera

investigado nos clones obtidos da cepa Colombiana, protétipo do biodema Tipo 111

1.2.14.3 Testes de cura: parasitologico, sorologico e molecular

A quimioterapia experimental utilizando o camundongo como modelo, tem
sido utilizada por inumeros pesquisadores, no sentido de avaliar a eficacia de
drogas ja existentes ou novos compostos, sendo importante a utilizagdo de boas
normas técnicas para a obtencgao de resultados consistentes e validos.

A avaliacdo da resposta aos quimioterapicos, depende do estabelecimento
de rigorosos critérios de cura. As técnicas utilizadas no presente estudo tém sido
validadas em numerosos trabalhos do grupo (ANDRADE et al., 1985; ANDRADE
et al., 1987; ANDRADE et al., 1992; ANDRADE & MAGALHAES, 1997).

Desta experiéncia ficou a certeza de que multiplos testes individuais devem
ser realizados, no sentido de detectar o parasito (testes parasitoldgicos), e de
avaliar a resposta sorolégica especifica. Estes testes sdo feitos em conjunto,
permitindo maior chance de detectar o parasito remanescente, mesmo que a
parasitemia seja subpatente. Recentemente a técnica da PCR com o objetivo de
detectar fragmentos do DNA do cinetoplasto tem sido também testada. Em estudo

prévio, foi avaliada a sensibilidade desta técnica em aliquotas conhecidas de
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parasitos, colocadas em pequeno volume de sangue, comparavel ao obtido de
cada camundongo submetido aos testes (CAMPOS et al. 2002). O teste
parasitoldégico direto mais utilizado no modelo murino € o exame do sangue
periférico com ou sem o uso de ciclofosfamida em dose elevada (250 mg/kg/peso),
para reativar a parasitemia. Como métodos indiretos sdo usada a hemocultura, o
xenodiagnostico e a subinoculacdo. Como teste sorolégico tem sido usada a
imunofluorescéncia indireta. A PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase) foi
também utilizada. No animal experimental sdo empregados os varios testes,
analisando os resultados de modo combinado, levando-se em consideracdo a
sensibilidade dos testes que € muito variavel.

A parasitemia direta consiste na pesquisa dos parasitos em 5 pL de sangue
a fresco com um anticoagulante. Outro método parasitoldgico é o de Strout o qual
consiste na concentragdo dos parasitos no sangue coletado por pungao venosa
apés centrifugacgao realizando-se a pesquisa dos parasitos no sedimento.

Os testes parasitologicos indiretos (hemocultura, xenodiagnéstico e
subinoculagéo) sdo realizados ap6s tratamento de longa duracdo sendo realizados
isoladamente ou de forma combinada, cujos resultados s&o mais precisos e
Seguros.

Frequentemente tem-se utilizado a pratica da hemocultura semeando

sangue dos animais tratados e com parasitemia negativa ou subpatente, em meio

de cultura Warren, avaliando-se o resultado pelo exame microscopico das

culturas.
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O xenodiagnéstico utiliza ninfas de hemipteros (triatomineos reduvideos) as
quais realizam o repasto sanguineo no camundongo testado. O contetudo intestinal
dos triatomineos é analisado entre 30 e 60 dias para a pesquisa dos parasitos.

Os métodos imunoldgicos se baseiam na deteccao de anticorpos anti-T.
cruzi e sao realizados por diferentes sistemas para visualizagdo das reacdes. No
modelo murino experimental tem sido verificado que a imunofiuorescéncia indireta
(IFl) desenvolvida para teste sorolégico em humanos (CAMARGO, 1966),
apresenta excelentes resultados. E uma técnica na qual os anticorpos presentes
no soro, quando colocados sobre uma lamina contendo antigeno de T. cruzi, séo
revelados por meio de imunoglobulina anti-lgG produzida em coelho, conjugada
com o isotiocianato de fluoresceina (FITC).

A amplificagdo dos fragmentos de DNA do nucleo e do cinetoplasto pela
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem sido usada como importante
ferramenta no diagnéstico da doenga de Chagas. Contudo, o nimero de parasitos
circulantes é crucial para a positividade da PCR diminuindo a sua sensibilidade em
amostras com escasso numero de parasitos ou em amostras de pacientes
submetidos ao tratamento quimioterapico (JUNQUEIRA et al., 1996; BRITTO et
al., 2001; SOLARI et al., 2001). Esta diminuicdo na sensibilidade da PCR foi
também verificada por Vargas et al. (1996) em amostras de sangue de ratos

infectados com a cepa Tulahuén em diluicbes decrescentes dos parasitos/mL

(1X10% a 1X1072) observando-se uma notéria diminuicdo dos fragmentos de 330
pares de bases nas maiores diluigdes.
A baixa sensibilidade na PCR foi observada por Araujo et al. (2002) quando

realizou apenas uma reagdo da PCR em amostras de sangue de cées infectados
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com a cepa Berenice T. cruzi (5-12 anos) ap6s a infecgcdo. Estes achados
sugerem que a PCR nao pode ser usada isoladamente como teste de cura,
havendo a necessidade da realizacdo da PCR em amostras sangue em série, com
testes repetidos.

A aplicacdo do teste da PCR no presente trabalho podera contribuir para
uma melhor avaliagdo deste método como teste de cura em camundorgo
submetido a quimioterapia e compara-lo com a eficacia dos demais testes

parasitologicos.

1.2.15 Hipdteses de investigacao

Considerando os diversos elementos apresentados na presente introdug¢ao
foram desenvolvidos nesta tese diferentes linhas de investigacdo que se
constituiram em hipétese de trabalho a seguir: 1) A hipétese de que as cepas que
apresentam caracteres estaveis apés longo periodo de manutengdo em
laboratorio apresentem uma composicdo clonal homogénea ou um alto indice de
similaridade clonal; 2) A hipétese de que esta “homogeneidade” represente a
predominancia de um “clone principal’; 3) A hipétese de que existe uma correlagéo
entre o comportamento biolégico de uma cepa e seu padrdo isoenzimatico e
genético; 4) A hipétese de que a resposta aos quimioterapicos esta correlacionado
ao padrao genético da cepa; 5) A hipétese de que uma mesma cepa pode
determinar o parasitismo de diferentes células e tecidos, embora com graus
variaveis; 6) A hip6tese de que clones homogéneos de uma mesma cepa podem

reproduzir o histotropismo da cepa parental.
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2 OBJETIVO GERAL

Fazer a caracterizagdo molecular de clones da cepa Colombiana do 7. cruzi
obtidos no 10° e 30° dias da fase aguda da infecgdo e correlacionar com as
propriedades biolégicas, com o histotropismo e em especial com a resposta ao

Benzonidazol.

2.1 Objetivos especificos

2.1.1 Investigar os caracteres biolégicos e moleculares de clones isolados na fase
aguda precoce da infecgdo com a cepa Colombiana (10° dia) e compara-los com

os clones isolados na fase aguda avangada (30°dia) de infecgao.

2.2.2 Investigar o histotropismo clonal da cepa Colombiana, comparando os

clones isolados nas duas fases (10° e 30° dias) e a cepa parental.

2.2.3 Avaliar a resposta ao benzonidazol de clones isolados em duas fases da

infeccao pela cepa Colombiana em comparagédo com a cepa parental.

2.2.4 Determinar os caracteres moleculares dos clones isolados nas duas fases da
infecgéo, através da RFLP da regido variavel do minicirculo do k-DNA do T. cruzi

amplificado pela PCR.
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3 JUSTIFICATIVAS

As cepas do T. cruzi apresentam diferengcas de comportamento o que
permitiu classifica-las de acordo com caracteres bioldgicos, bioquimicos e
genéticos, dando origem a multiplas classificagdes hoje consolidadas em T. cruzi |
e T. cruzi Il, embora com algumas exce¢des, ainda nao incluidas.

A fim de melhor compreender as referidas diferengas, torna-se de grande
importancia o estudo da composicdo clonal das cepas. Estas tém sido
classificadas quanto ao seu comportamento biolégico, em biodemas quanto ao
seu padrdo isoenzimatico em zimodemas e quanto ao padrdo do kDNA em
esquizodemas. Dados da literatura demonstram que existem cepas mantidas por
longo tempo em laboratério, por passagens em animais experimentais ou em
outros meios, que apresentam uma estabilidade de seus caracteres, enquanto
outras apresentam nitidas alteragdes quando mantidas em laboratério.

E de interesse investigar as caracteristicas dos clones isolados das cepas
protétipo, estaveis, com o objetivo de verificar se os mesmos reproduzem os
caracteres da cepa original e apresentam homogeneidade ou se ha uma
diversidade nas caracteristicas dos mesmos.

A homogenedade clonal poderia indicar a presenga de um “clone principal”,
responsavel pelo comportamento bioldgico, e molecular da cepa. Do mesmo
modo, a heterogeneidade dos clones poderia explicar a instabilidade de uma cepa

e as mudancas de comportamento em laboratério, sendo entdo uma
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demonstracdo da co-existéncia de diferentes populagdes clonais ou mesmo
indicagao de infeccao por diferentes cepas.

As caracteristicas de uma cepa podem ser melhor avaliadas pelo
conhecimento de sua estrutura clonal. E conhecida a diferenca de viruléncia entre
clones de uma mesma cepa, podendo-se atribuir a presenca de clones mais
virulentos, um maior grau de mortalidade dos animais infectados e/ou o
aparecimento de casos agudos graves em areas endémicas onde, predomina um
mesmo tipo de cepa.

No presente estudo a estrutura clonal da cepa Colombiana, incluida no
grupo T. cruzi I, caracterizada biologicamente no Biodema Tipo Iil e
isoenzimaticamente no Zimodema |, sera investigada. A caracterizagdo dos
clones, obtidos através do isolamento de uma unica forma sangiinea do parasito,
por micromanipulagéo, permitira o estudo detalhado desta cepa quanto aos seus
caracteres gendmicos, pela caracterizacdo do kDNA e sua correlagdo com os
caracteres biolégicos e bioquimicos.

A cepa Colombiana, do mesmo modo que outras cepas do biodema Tipo Il
apresenta aspectos de muito interesse para investigagéo, sendo um deles a sua
extrema resisténcia aos quimioterapicos em uso clinico (nifurtimox e benzonidazol)
(ANDRADE et al., 1975, 1985a). Desde os estudos iniciais feitos sobre a sua
resposta aos quimioterapicos, tem sido observada a manutengdo desta
resisténcia, o que sugere uma constancia deste carater, ao lado de outras
caracteristicas desta cepa. O isolamento dos clones da cepa Colombiana permitira
investigar a resposta de cada clone aos quimioterapicos e confirmar ou nao, a

existéncia na sua estrutura clonal, de populagbes que respondam ao
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quimioterapico, o que & importante para o tratamento. Além disto esta cepa tem
alta patogenicidade para o animal experimental na fase aguda da infec¢do, com
extensas lesbées necrético-inflamatorias em musculo esquelético e no miocardio
(FEDERICI et al., 1964 ; ANDRADE & MAGALHAES, 1997).

Na fase cronica a cepa Colombiana determina maior indice de lesdes no
miocardio e maior incidéncia de alteragbes eletrocardiograficas quando
comparada com cepas do biodema Tipo | e do Tipo Il (ANDRADE, 1990).

A maior viruléncia e a predominancia de formas delgadas, (como foi comprovado
com as cepas protétipo do biodema Tipo |: Y e Peruana), correspondem a uma
maior suscetibilidade aos quimioterapicos. Deste modo, é de interesse estudar o
comportamento de clones da cepa Colombiana, isolados em duas fases da
infeccao aguda: no 10° dia (predominancia ou presenca de formas delgadas) e 30°
dia (predominancia de formas largas) no sentido de investigar, sua resposta a
quimioterapia.

Fazendo-se a clonagem de uma cepa altamente resistente ao Benzonidazol em
uma fase precoce da infecg¢ao, isto €, no 10° dia, onde ha um nimero elevado de
formas delgadas, poderia haver chances, ao acaso de isolar clones susceptiveis
ao Benzonidazol Esta constatacdo poderia imprimir uma abordagem diferente a

quimioterapia da doenga de Chagas humana.
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Trypanosoma cruzi: Clones isolated from the Colombian strain, reproduce the
parental strain characteristics, with ubiquitous histotropism.

EDSON CAMANDAROBA, TORRICELI THE, DANIEL HUBER PESSINA, SONIA
G. ANDRADE.

Centro de Pesquisas Gongalo Moniz-Fiocruz, L.aboratory of Experimental Chagas'disease,

Autoimmunity and Cellular Immunology.

Summary

Clonal histotropism and biological characters of five clones isolated during

the early acute phase of the infection of Swiss mice with the Colombian strain of

Trypanosoma cruzi (T. cruzi I) , Biodeme Type lll, were investigated. Five clones

were isolated from mice at the 10" and two at the 30" day of infection with the

Colombian strain. Isolation was performed by micromanipulation and injection of

one trypomatigote blood form into newborn mice, followed by passages into

suckling mice for obtaining the inocula for the experimental groups. Mice infected

with parental strain were also studied. All the clones have shown the basic

characteristics of Biodeme Type I, with the same patterns of parasitemia, tissue

tropism, morphological characters and isoenzymic profiles, such as the parental

strain. Histotropism was most intense to myocardium and skeletal muscles, with

intense lesions found in the advanced phase QO™ to 30" day of infection). Both

parental strain and the clones, were seen to parasitize several organs and tissues;

amastigote nests were identified in the cytoplasm of macrophages, adipose cells,

smooth muscle of intestinal wall and Auerbach ‘s neuronal plexus. The findings of

the present study confirm the homology of the clones isolated from the Colombian

strain, with predominance of a “major clone” and an ubiquitous tissue distribution

of parasites belonging to a same clone.

Key words: Trypanosoma cruzi, Clonal histotropism , Colombian strain, Biodeme

Type lll, Clones of T.cruzi.
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Strains of Trypanosoma cruzi are multiclonal populations that can be
grouped into few discrete types, differing in pathogenicity and virulence, as well
as n histotropism and response to chemotherapy. These characteristics are
correlated with the grouping of T. cruzi strains into the different Biodemes Types |,
Il and Il ( Andrade, 1974, Andrade and Magalhaes,1997) and Zymodemes Z1, Z2
and Z3 (Miles et al. 1980), now included as groups: T. cruzi | and T. cruzi Il
(Momen, 1999). Tissue tropism is an intrinsic characteristic of strains of T. cruzi
of the three biodemes and, probably, results from their clonal composition. Several
studies on the clonal composition of T. cruzi, have been performed, based on
biological and isoenzymic characteristics, showing either a clonal homogeneity
(Dvorak et al. 1980, Goldberg and Silva Pereira, 1983, Gomes et al. 1991) or
heterogeneity (Engel et al. 1982, Marques de Araudjo and Chiari, 1988, Lima et al,
1990). In previous investigations (Camandaroba et al. 2001), it has been shown
that clones isolated from the Colombian strain at the peak of parasitemia (30" day
of infection) disclosed phenotypic homogeneity and high similarity with the parental
strain, high resistance to chemotherapy (Camandaroba et al. 2003) as well as the
same histotropism (Camandaroba et al. 2001). Also the genetic characterization
of the clones, both isolated in the 10" and 30" day of infection by the restriction
fragment length polymorphism (RFLP) (Camandaroba et al. submitted to
publication), have disclosed genotypical homogeneity of these clones. The
parasites originated from the muiltiplication of one clone in the vertebrate model,
can be distributed through several organs and tissues. These observations are not

“

in keeping with the recently proposed theory of a “ clonal histotropic model
(Macedo and Pena, 1998), which suggested that each clone of one strain is
destined to one specific tissue. These studies were based on the molecular
characterization of the clones using the “low stringence single specific primer”

(LSSP-PCR) method. The “excluding presence” of one genetic population, either in
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the myocardium or in the digestive tract, was described in several studies (Vago et
al. 1996 a,b, 2000). In the present investigation, a detailed study on the biological
behavior and the histotropism of clones of the Colombian strain, isolated in the 10"
day of infection, as well as of two clones isolated in the 30™ day, has been
performed, by direct search of intracellular amastigotes in several organs and
tissues, by histopathological and immuno-histochemical methods. Results have
indicated that cloned populations, isolated by micromanipulation (Dvorak, 1985),
from one single trypomastigote blood form, showed a disseminated distribution,
combined with a preferential tropism for skeletal muscles, reproducing the behavior
of the parental strain, in which parasitism of multiple organs has also been
described.

These results confirm the hypothesis of predominance of a “principal clone”
(Andrade, 1999), in those strains that show a clonal homology at the phenotypic
and genetic levels, as previously demonstrated with the clones isolated from the
21SF strain (Campos et al. 1996, 1999).

MATERIAL AND METHODS

Parental strains and Clones of T. cruzi strains

For the present investigation, five clones of the Colombian strain, isolated in
the 10™ day of infection (CI-ColC8, CI-Col-C10, CI-CLCol-C 13, CI-Col-C14, CI-Col-
C15), and two clones previously isolated (Camandaroba 2001) in the 30" day of
infection (C-Col-C1 and CI-Col-C5), have been used. The clones were obtained by
micromanipulation (Dvorak 1985), by isolating one single parasite, from peripheral
blood of mice infe cted with the Colombian strain of T. cruzi (parental strain).
Citrated blood, collected from infected mice was centrifuged in a refrigerated
centrifuge at 900 g, for separation of erythrocytes and leucocytes; the supernatant
was examined in a Neubauer chamber for evaluation of parasites concentration.
Dilution was performed with PBS, pH7.2 and drops of 1ul were distributed in the
wells of titration plaques and examined on an inverted microscope. By
micromanipulation a single trypomastigote form was isolated with 1 mi syringe and
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inoculated into one 8-day-old mouse. From positive animals, successive passages
into suckling mice were performed for each clone. Clones were maintained by
cryopreservation into liquid Nitrogen until re-inoculation into groups of suckling
mice, for obtaining the inocula for the groups of study. The parental strain was
maintained in laboratory, by successive passage into mice and inoculated into the
study group.

The clones isolated by the 10" day of infection were submitted to biological
characterization through the infection of mice, by the evolution of parasitemia on
the 7" to 50" day after infection, by the cumulative mortality and isoenzymic
profiles of parasites isolated through haemoculture.

Histotropism - was investigated by examination of several organs and
tissues: heart, skeletal muscle, intestinal tract, liver, spleen, spinal cord and
sympathetic ganglia.

As control, the parental Colombian strain was studied under the same
methods.

Experimental groups: For the parental strain and each clone, one group of
25 Swiss mice weighing 10 to 15g were used, in a total of 8 experimental groups.
One control group was inoculated with the parental strain: Col-Parental.

Inoculum- 1 x 10° trypomastigotes blood forms obtained from mice

inoculated with each clone or the parental strain were inoculated intraperitoneally
into the animals of each experimental group.
Biological parameters. parasitemic profiles, morphology of parasites in peripheral
blood, in the early infection, and cumulative mortality were evaluated in the several
groups inoculated with the clones isolated at the 10" day of infection. The clones
isolated at the 30" day of infection, have been previously characterized under the
same parameters (Camandaroba et al. 2001). Parasitemia was evaluated in five
animals from the 7" to the 50™ day of infection and expressed as the means
obtained in five mice each day.

Cumulative mortality was evaluated from the 30 to 50™ day of infection.
Morphology — evaluation of the percentage of slender and broad forms of parasites
in peripheral blood during the course of infection was performed in blood smears

stained with May Grunwald-Giemsa staining method.
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Isoenzymic characterization: was performed according to the method previously
described (Miles et al, 1980, Andrade et al. 1983); briefly, parasites from culture
in Warren medium were washed four times, with centrifugation at 2000g in buffer
trissKRT, pH 7.3, and enzymic extracts were prepared and stored into liquid
Nitrogen as ‘pearls”. The following isoenzymes were tested: alanine
aminotransferase (ALAT-E.C.2.6.1.2); aspartate aminotransferase (ASAT-
E.C.26.1.1); glucose-phosphate isomerase (GPFE.C.5.3.1.9); phospho-
glucomutase (PGM-E.C.2.7.5.1). Electrophoresis was performed according to the
method of Miles et al (1980).

Statistical analysis- Means of parasitemia were evaluated between the
parental strain and clones in the early phase (12" to 14™ days), in the intermediary
phase (17" to 19" days) and in the late phase of acute infection (25™ day) by the
comparative non parametric Mann-Witney test, using the Biostat program.

For comparative evaluation of the mortality of infected mice with parental
strain and clones, a non-parametric Fisher test was applied, using the program Epi
info 6.

Evaluation of the survival time was performed by the non-parametric
Kaplan-Meier test.

The predominance of the different morphological parasite forms (broad and
slender forms) in peripheral bood of mice infected with the parental strain
(Colombian strain) and its clones was evaluated in the 14" and 20" days post-
infection by the non parametric test (X 2 chi-square test), with the signficance level
of p=0,005.

Histotropism - From each experimental group, 03 mice were sacrificed in
the 10", 14" 20", 25" and 30" day post-infection. Complete necropsies were
performed and fragments of the myocardium, skeletal muscle, esophagus,
intestinal tract, spleen, and liver were formalin fixed, paraffin embedded and
sections stained with hematoxylin and eosin. For the identification and study of the
sympathetic ganglia and of the spinal cord, section of the vertebral column at the
lombar region, was taken. For that, two longitudinal sections were made 0.5 cm
away from the vertebral lateral apophyses on each side, and two horizontal cuts as

previously described (Souza et al,1996). After fixation in 10% formalin, the tissues
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having the vertebra with the spinal cord in its center were cut in two to three blocks,
decalcified in 5% EDTA and then divided longitudinally, embedded in paraffin and
sections stained with hematoxylin and eosin.

Immunohistochemistry for immunolabeling of T. cruzi forms. paraffin
sections were treated with purified, specific anti-T.cruzi IgG produced in rabbits in
the dilution of 1:300 overnight at € C. After three washes with PBS, the tissues
were incubated with 1:20 dilution of goat normal serum, followed by incubation with
peroxidase-conjugated goat anti-rabbit IgG antibody (DAKO P448) in the dilution of
1:800 during 30 minutes at 37° C. The color was developed with 0.6 mg/l 3,3'-
diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB)+ 0.012% DMSO and 0.001% HO, at
room temperature. Sections were counterstained with 1% methyl-green for 15
minutes, dehydrated and mounted in Canadian balsam.

Results of histopathological and immunohistochemical evaluation of the
tissues parasitism were expressed as (+) mild parasitism; (++); moderate

parasitism; (+++) intense parasitism.

Results

Parasitemia , cumulative mortality and morphology of parasites - are expressed in
the Figures 1, 2a, 2b for the parental strain and clones. Parasitemic peaks varied
between the 27" to the 37" day for the parental strain and Clones C-Col-C8, Cl-
Col-C10, CI-Col-C13 and CI-Col-C15. Earlier peaks occurred with the clones CI-
Col-C13 (22" day) and CHCol-C14 (17" day).

Comparative analysis of the parasitemic levels between the parental strain
and its clones, by the Mann-Whitney non parametric test, did not reveal statistically
significant differences, with the following exceptions: the clone CI-Col-14 in the
early phase of infection and the clone CI-Col-5 in the intermediary and late phases
(Table 1).

Morphological aspects — The majority of the clones showed a predominance of
broad forms from the 14" day of infection. However, predominance of slender

forms in the 14" day of infection (75%) was detected in the parental strain (Col-
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Parental) and a significant number of slender forms were also seen at the 14" day
for the clone CI-Col-C14 (48%).

Comparative analysis between the percentages of slender or broad forms in the
parental strain and its clones in the 14" an 20" days of infection revealed
significant differences by the X% chi-square non-parametric test.

Cumulative mortality — Varied between the several clones, from 40 to 100%.
Viruience of the several clones and parental strain varied, considering the
parameters: cumulative mortality, survival time and levels of parasitemia; Col-
Parental (parental strain), clones CICol-C13 and CI-Col-C14 showed higher
virulence than the clones CI-Col-C8, CI-Col-C10 and CI-Col-C-15.

Clones CI-Col-C-1 and CHCol-C5, isolated in the 30" day of infection, also differed
in virulence, as previously demonstrated (Camandaroba et al. 2001). Clone Cl-
ColC1 showed high virulence, determining high mortality rate (100%) of the
infected mice, high parasitemia and presence of slender forms in the 14" day of
infection.

The statistical analysis of the cumulative mortality, demonstrated significant
difference between the Colombian strain and the clones CI-Col-C8, CI-Col-C10,
Cl-Col-C13 and Col-Col-C14 (Fischer exact Test).

Survival analysis- Survival analysis in mice infected with Colombian strain and
clones demonstrated significant differences between Colombian strain and clone
Cl-Col-C8 as compared with clones CI-Col-C10, Ci-Col-13, C+Col-14, CI-Col-C14,
Cl-Col-C15 (Klapan-Meyer non parametric Test).

Isoenzymic profiles — The patterns of isoenzymes ALAT, ASAT, PGM and GPi
reproduce the same profiles as seen previously for the Colombian strain and the
clones isolated in the 30" day, with the profile of Zymodeme 1 ( Camandaroba
2001).

Histopathological lesions (Figures 3, 4)
Parental strain and clones — The progressive histopathological study in mice

inoculated either with the parental Colombian strain or with the clones isolated from

early infection (10™ day), showed variable aspects, considering the intensity of the
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parasitism and degree of inflammation in the myocardium and skeletal muscle.
These lesions were generally mild or absent at the 10" and 14" day of infection,
increasing in severity from the 20" to 25" day and becoming very intense in the
30" day post-infection. The evolution of these lesions was similar to that observed
in mice infected with the Colombian parental strain. An increasing severity of the
lesions in the myocardium and skeletal muscles was observed, with the presence
of nests of amastigotes in the myocytes, and inflammatory lesions, corresponding
to the rupture of the parasitized cells. An intense diffuse infiltration of the
myocardium and skeletal muscle with mononuclear cells, was seen in the
advanced phase of infection (20" to 30" day) (Figure 3)). Para-vertebral
sympathetic ganglia and para-sympathetic peri-cardiac ganglia were involved by
the inflammatory infiltrate present in the muscles and adipose tissue, but no
parasites were found in these structures (Figure 4 D).

Histotropism — Table 2 registers the presence of intracellular amastigotes in
several tissues of mice infected either with the parental strain or the clones isolated
in the 30" days of infection (C/-Col-C1 and CI-Col-C5) or in the 10™ day of
infection. Parasites were seen in sections stained with hematoxylin and eosin
(Figure 3 and 4) and in sections submitted to histochemistry for the identification of
T. cruzi forms (Figure 5). Parasites were identified in the skeletal muscle and
myocardium (Figure 3 A-F); macrophages in the spleen and liver (Figures 4 E, F),
in adipocytes ( Figure 4 A ); in satellite and neuronal cells of nervous ganglia of
the Auerbach plexus (Figures 4 B, C and 5 A, D, E ), smooth muscle of the
intestinal wall (Figures 5 C, F); interstitial cells of the intestinal submucosae (
Figure 5 B). The intensity of the parasitism varied between the several organs,

being consistently more intense in the heart and skeletal muscles.

Discussion

Classically, macrophages are the first barrier to T. cruzi invasion after
infection, either in man or in the experimental animals. Parasites actively

phagocytosed can be destroyed or can develop within the phagocyte cytoplasm.
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This is followed by dissemination of parasites in the vertebrate organism, and their
intracellular multiplication in different tissues. The histotropism is a hallmark of the
different strains of T. cruzi and this means a predominance of parasite
multiplication into one tissue, but not excluding its multiplication in other tissues.
Macrophages, skeletal and cardiac muscles, or intestinal smooth muscles, are the
preferential sites of parasite multiplication. Strains of T. cruzi, which were
biologically and biochemically characterized and classified into three biodemes
(Andrade & Magalhdes, 1997), showed different histotropism during the acute
infection in mice.

The predominant tropism of one biodeme is preserved, independently of the
mouse strain used as observed with the Colombian strain when inoculated into six
different inbred mouse strains: DBA/1, C3H, B/10, BALB/c, AKR and A/J, always
presenting a defined skeletal muscle tropism (Andrade et al. 1985). Concomitantly,
parasites are present in low number, in several other tissues, as the spleen, liver,
neuronal ganglia, smooth muscles and adipose tissue. In the present study, the
same tropism of the parental strain has been observed with the isolated clones.

The clones isolated in the 10" day of infection varied in virulence, evaluated
by the mortality indices, survival time and parasitemic levels. Considering these
parameters, the parental strain as well as clones CI-Col-C13 and CI-Col-C14 were
the most virulent, with high mortality and high levels of parasitemia. Predominance
of slender forms in the early phase (14" days) indicates a rapid multiplication as
has been seen with the parental strain and the clone CI-Col-C14. The statistical
analysis of the parametrs of virulence above, demonstrated what at exacerbation
of the virulence of Colombian strain and clones are traduced by high parasitemias
on differents phases early, intermediate and late, exception on early phase
between Colombian strain and clone CI-Col-C5. The virulence are traduced by
significance difference (p=0,005) on slenders and broad forms in differents phases
of infection (140 and 200 days) between Colombian strain and clones through X2
Chi-square Test. Significant difference (p=0,05) were verificated on mortality
cumulative between Colombian strain and clones righ virulence. Survival analysis
confirm previous results of mortality what clone CI-Col-C8 apresented high level
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de survival considering Colombian strain and others clones through of the Kaplan-
Meier Test non parametric.

This coincided with the presence of macrophagotropism in the spleen and
liver. The parameters of infectivity, pathological lesions and histotropism
demonstrate the similarity between the clones and respective parental strain.
Previous studies from our laboratory have demonstrated the clonal homogeneity of
the 21 SF strain, biodeme Type |l both at phenotypic characterization (Campos
and Andrade, 1996) and schizodeme analysis (Campos et al. 1999). The
Colombian strain, biodeme Type |l also demonstrated a clonal homology
(Camandaroba et al. 2001), confirmed by the genetic characterization
(Camandaroba et al. manuscript submitted to publication). These studies indicated
that even considering the strains as discrete type unities (DTUs), as defined by
Tibayrenc and Ayala (2002), they presented clear tropism for different types of
cells.

In the present investigation, we could demonstrate that clones isolated from
the Colombian strain, reproduced the pathological involvement of the heart and
skeletal muscles as well as the histotropism for the cells of several tissues, as seen
with the parental strain, either when isolated from an early phase of infection or at
the peak of parasitemia. These data are not in accordance with the theory of the
“clonal histotropic model” that has been described by Macedo and Pena (1998),
followed by others ( Andrade et al. 1999, 2002). In the pioneering studies by Vago
et al (1996 a, 2000 b) they suggested that among the multiclo nal population
infecting an individual, there could be clones with specific tropism to different
tissues. In the study of necropsy specimens, from T. cruzi chronically infected
individuals, Vago et al (1996 a,b, 2000) have shown the possibility to directly
identify in the heart and digestive tract tissues, the presence of genetically
different parasites by the technique of LSSP-PCR. However, the possibility that
these patients had been infected with different strains, has not been discharged by
the authors. Franco et al.(2003) by inoculating rats with a mixture of two different
T. cruzi populations: monoclonal JG strain and the CL-Brener clone have shown,
at the end of acute phase, the presence in the heart of only JG strain kDNA,

while skeletal muscle and rectum exhibited only CL-Brener kKDNA. In the chronic
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infection, JG appeared in the heart and other organs previously parasitized by CL-
Brener strain. These results, seems to confirm that different strains or clones can
present different tropism. However, the presence of the JG monoclonal strain, in
several tissues is a demonstration that the same clone can parasitize different
types of cells, as shown in the present study.

It is known that reinfection can occur in patients living in endemic areas;
experimentally, parasites of double infection, have been re-isolated from mice
infected with different strains of T. cruzi (Andrade et al. 1968, Deane et al. 1985).
In endemic areas, domiciliary invasion by sylvatic triatominae is responsible for the
presence of infections with different strains, as it has been shown in patients from
Montalvania, MG (Luquetti et al. 1986, Andrade et al. 1992).

In the present study, we have demonstrated, by direct identification of
parasites in the tissues, that clones derived from one single trypomastigote,
isolated by micromanipulation and inoculated into mice, determine the parasitism
of the cells of different organs and tissues, and disclosed the same distribution and
histotropism as the parental strains. These findings suggest that the tissue
distribution of one clone, similarly to the Colombian parental strain, is ubiquitous

and not restrictive.
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LEGENDS

Figures 1 and 2 a, b— Profiles of parasitemia, cumulative mortality and morphology
of parasites in peripheral blood from mice infected with the parental strain
Colombian or and clone Cl-Col-C1 (Fig. 1); clones CI-Col-C5 and CI-Col-C8 (Fig.
2a) and clones CFCol-C10 and CI-Col-C13 (Fig. 2b). Peaks of parasitemia:
occurred at the 27" to 37" day post infection. Earlier peaks were seen in the
infection with the CFCol-C13 (22th day) and Cl-Col-C14 (17" day) (data not
shown). Morphlogical aspects: slender forms were predominant in the 14" day
(75%) of infection with the parental strain (Col-Parental) and had a significant
number of slender forms (48%) in the animals infected with clone Ci-Col-C14. The
other clones showed predominance of broad forms since the 14™ day. Mortality
was high (100%) for the parental strain (Col-Parental) and clones CI-Col-C13 and
Cl-Col-C14.

Figure 3-Histopathological lesions of myocardium and skeletal muscle from mice
infected with the Colombian strain and clones: A- P-Col (Parental strain)— Skeletal
muscle showing focal destruction of parasitized myocell and focal infiltration with
polymorphonuclear neutrophils, corresponding to destroyed amastigotes. H & E
400X. B—Clone CI-Col-C10-Section of the heart with intracellular parasites,
necrotic myocytes and mononuclear cells infiltrates in substitution of destroyed
cardiac cells. H & E 400X. C- Clone CI-ColC10- Skeletal muscle showing
parasitized myocyte, cellular disintegration and mononuckar cells infiltration. H & E
400X. D - Clone Cl-Col-C-14 - intense parasitism of skeletal muscle, necrosis of
myocytes and mononuclear cells infiltration. H & E 400X. E — CI-Col-C10- Section
of the myocardium with intracellular parasites and focal area of infiltration with
polymorphonuclear  neutrophils  corresponding to intracellular parasite
disintegration. H & E 400X. F- Clone CI-Col-C15— Myocardium with dense
parasitism of cardiac myocell, and interstitial diffuse and focal infiltration with
mononuclear cells. H & E 400X.
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Figure 4 — Histotropism of clones of the Colombian strain: A — Clone CFCol-C15 —-
Adipocytes @rrows) in the pericardiac connective tissue, containing amastigotes
of T. cruzi, H & E 400X. B-Clone CFCol-C5- Neuronal cells of the para-sympathetic
ganglium of the Auerbach plexus in the intestinal wall containing amastigote
forms of T. cruzi. H & E 1000X. C-Clone CCol-C1- Satellite cell of the Auerbach
plexus neuronal ganglium, containing intracellular amastigotes of T. cruzi. (Arrows
and insert) H & E 400X. D-Clone CI-ColC15- Sympathetic para-vertebral ganglium
,showing dense interstitial infiltration with lymphocytes, and vacuolization of
neuronal cells. H & E 400X. E-Clone CI-Col-C1- Section of the spleen showing
vacuolized macrophage in the lymphoid follicle, containing parasites. H & E 400X.
F-Clone CI-Col-C1- Macrophage in the hepatic sinusoid, containing amastigotes of
T. cruzi H & E 1000X.

Figure 5 — Immuno-histochemical labeling of T. cruzi amastigotes by peroxidase:
A — Clone CIColC5 - Section of intestine showing amastigote forms of T. cruzi in
the Auerbach plexus. 400X. B-Clone CI-Col-C15 — Presence of parasites in the
submucosa of the intestine. 100X. C- P-Col (Parental strain) — Amastigotes of T.
cruzi in the smooth muscle of intestinal wall. 400X. D clone CIl-Col-C15 and E (P-
Col) — Presence of amastigotes in the Auerbach plexus of the intestine. 400X. F -
Section of the intestine, showing amastigotes of T. cruzi in smooth fibers of the
intestinal wall.100X.



18

Tab.1 The statistical analysis (Mann-Whitney Test non parametric) of the parasitemia means and standard error of early,
intermediate and late phases in mice infected with Colombian strain and clones isolated on the 10" and 30™ days of

infection.
Parameter CS vs Col-C1 CS vs Col-C5 CS vs Col-C8 | CS vs Col-C10 CSvs Col-C13 CS vs ColC14 CS vs Col-C15
X+ SE Xt SE Xt SE Xt SE Xt SE X+ SE X+ SE
Early phase 5.40 £ 1.96 5.40+1.96 5.40+1.96 5.40+1.96 5.40+1.96 5.40+1.96 5.40+1.96
7.40+£4.30 2.00+1.14 4.20%1.52 7.40+£3.76 11.00+3.14 110.40+37.66 20.60+4.99
p value p=0.7 p=0.1 p=0.6 p=0.9 p=0.1 p=0.009 p=0.09
Intermediate 113.00+69.62 113.00+69.62 | 113.00£69.62 | 113.00+69.62| 113.00 £ 69.62 | 113.00+69.62 | 113.00+69.62
Phase 217.80+169.10 | 16.40+14.18 | 37.80+18.87 | 244.20+98.62 | 114.20 £ 44.07 | 193.40+108.26] 88.20+19.83
p value p=0.9 p=0.04 p=0.3 p=0.3 p=0.4 p=0.9 p=0.4
Late 329.80+104.18{ 329.80+104.18| 329.80+104.18 329.80+104.18| 329.80+104.18 | 329.80+104.18] 329+104.18
Phase 333.75+215.60] 158.40+£59.72 | 59.60+26.44 | 543.20+467.70 415.80+91.54 61.50+22.62 | 387.40+118.29
p value
p=0.9 p=0.04 p=0.3 p=0.3 p=0.4 p=0.9 p=0.4

X-parasitemia mean; SE- standard error; CS- Colombian strain; Col-C: clones
Significant level a=0,05
No of significant differences on the early , intermediate e late phases between Colombian strain and clones CFCol-C1, C
Col-C5, CI-ColC8, CI-Col-C10, CI-Col-C13 e CI-Col-C15.
Significant difference on the early phase between colombian strain and clone CI-Col-C15 and intermediate phase betwenn
Colombian strain and CHCol-C5
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Evaluation of parasitemia, mortality and morphological aspects
of clones isolated from the Colombian strain of Trypanosoma
cruzi

Figure 1
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Schizodeme analysis of clones of T. cruzi Colombian strain — Edson Camandaroba et al.

Schizodeme Analysis of Clones of the Colombian Strain of Trypanosoma
ruzi, by Comparative Analysis of the PCR-Amplified Minicircles Variable
Regions of Kinetoplast DNA.

Edson LP Camandaroba, Eliana AG dos Reis, Mitermayer G dos Reis, Sonia
G Andrade+.

Laboratério de Chagas Experimental, Autoimunidade e Imunidade Celular e Laboratério de
Patologia e Biologia Molecular. Centro de Pesquisas Gongalo Moniz, Fiocruz. Rua Valdemar
Falcao, 121,40295-001.

The Colombian strain of Trypanosoma cruzi, prototype of biodeme Type I
and zymodeme 1 (T. cruzi I) has been cloned in two phases of acute infection:
early phase (10 days of infection) and advanced acute phase (30 days). Twelve
clones were obtained by micromanipulation and previously characterized according
with its biological and biochemical characteristics and response to treatment with
benznidazole showing an homology between the several clones and the parental
strain. Molecular characterization was performed by the analyzes of the
kinetoplast DNA (kDNA) of parental strain and the clones. Schizodeme was
established by comparative study of the 330-bp fragments amplified by polymerase
chain reaction (PCR) from the variable regions of the minicircles, and digested by
restriction endonucleases Rsa |, Hinf/ and Eco RI (restriction fragment length
polymorphism-RFLP). In the parental strain and the 12 clones, the bands’ profiles
of the restriction fragments from the minicircles of kDNA (RFLP) were identical for
the clones as compared with the parental strain and amongst the clones isolated
in two different phases of infection. The present results indicate an homology
between the clones and suggest the predominance of a “principal clone” in the
composition of  this strain, responsible for its biological and biochemical
characteristics and the resistance to chemotherapy.

Key words: Trypanosoma cruzi — Colombian strain — clones —molecular characterization —
schizodeme — clonal structure.

+Corresponding author. Fax:071 -356.4320. E. mail: sgandrade
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The characteristics of Trypanosoma cruzi populations, circulating in nature,
has been investigated by different researchers, who defined several methods for
the identification of their variations and diversities. The main classifications that
emerged from these studies were based on several biological (Andrade, 1974) ,
isoenzymic (Miles et al, 1980) , or genetic (Morel et al, 1980) parameters. Other
studies, using different methods also contributed to the classification of the
populations of T. cruzi. The biological characteristics, including histotropism,
responses to chemotherapy and correspondence with zymodeme characters
(Andrade et al. 1983) leads to classification into three biological Types or
Biodemes (Andrade, 1974, Andrade & Magalhdes, 1997). Isoenzymic
characterization included strains from different geographical areas into the
zymodemes:Z1, Z2 and Z3 (Miles et al, 1980).The isoenzymic profiles (15 gene
loci) studied by Tibayrenc & Ayala, (1988) demonstrated a high genetic variability
of 645 T. cruzi samples. Combined studies on the isoenzymes profiles and
randomly amplified polymorphic DNA (RAPD) showed clear correlations between
genetic structure and biological behavior (Revollo 1998); Souto et al (1996), based
on ribosomal RNA and the mini-exon, have divided T. cruzi into two lineages.
Tentative to systematize these classifications, has been developed in a “Satellite
Meeting” (1999), during the International Symposium to commemorate the 90™
anniversary of the discovery of Chagas disease. It gave origin to the recent
classification into two groups: T. cruziland T. cruzi Il (Momen, 1999).

The molecular characterization of strains and clones of this parasite, was
first performed by Morel et al, (1980) by means of the schizodeme analysis, based
on the electrophoretic separation of restriction-endonuclease generated fragments
of the kinetoplast DNA, (restriction fragment length polymorphism-RFLP),obtaining
the electrophoretic profiles, also known as “restriction fingerprints” (Morel et al,
1986). The schizodeme method using total kinetoplast DNA represents the method
of choice for distinguishing different stocks and strains of this parasite (Avila et al.
1990). According with these authors, the polymerase chain reaction (PCR) can be
used to amplify the fragments of kDNA minicircles of T. cruzi, allowing its direct



detection and genotype classification (Avila et al, 1990). In the present
investigation the RFLP was used to characterize the schizodemes paterns of
several clones isolated from the Colombian strain of T. cruzi, after amplification, by
polymerase chain reaction (PCR) of the variable portions of the kDNA.
Investigations on the clonal structure of the Colombian strain of T. cruzi has
demonstrate, in previous studies (Camandaroba et al, 2001), the presence of an
homology of the clones isolated in the 10" and in the 30" day of infection, with the
parental strain, considering the biological, histopathological and isoenzymic
characters. However some clones differed in their virulence and in the percentage
of slender forms in the early infection. Response to chemotherapy with
Benznidazole of the strains of Biodeme Type lll have shown a high resistance for
this type of strain (Andrade et al, 1985). The clones isolated in the 30" day of
infection, was identical to the parental strain with cure rates of 0 (nule) to
16%,confirming its resistance (Camandaroba et al, 2003). Clones isolated in the
10" day, also demonstrated a high resistance, although with a slight increase in its
susceptibility to treatment, with cure rates of 0 (nule) to 30% (data not published).

It seems important to identify the genetic profiles of the twelve isolated
clones, being seven isolated in the advanced acute infection, and five in the early
phase of acute infection, and to correlate the findings, with the degree of virulence
and the response to chemotherapy. The presence of a “principal clone”, that
predominates in the composition of one T. cruzi strain (Andrade, 1999), has been
previously suggested by the analysis of the biological and isoenzymic characters
of different Biodemes (Campos and Andrade,1996, Campos et al,1999,
Camandaroba et al, 2001). The present study was performed with the objective of
to investigate whether the molecular structure of the Colombian strain corresponds
to the clonal homology previously described (Camandaroba et al. 2001).

MATERIAL AND METHODS

Isolation of total kDNA — KDNA was extracted from the parental Colombian strain
ant its clones, using the Genomic kit (GFX™ from Pharmacia. Parasites were

obtained from axenic culture in Warren medium, cryopreserved and 100 pl were



transferred to a filtration column connected to an eppendorf tube and were added
with 34l of lysis buffer plus 134 ul of extraction buffer. The samples were then
centrifuged at 8.000 r.p.m This was followed by a second washing with lysis and
extraction buffers. The samples were then centrifuged with Wash solution
(Pharmacia) at 12.000 rpm during 3 min followed by addition of 50ul of ultra-pure
and sterile water at 70° C, with centrifugation at 9.000 rpm. The samples were
maintained into a cold chamber until use.
Amplification by PCR (polymerase chain reaction) - was performed in 100ul
reaction mixture containing 10 mM Tris HCI (pH 8.4), 50 mM KCI, 2.0 mM MgCl,,
200 uM of each dNTP, 2ul DNA (~0.5u9), 2.5 U of Taq polymerase (Perkin Elmer-
Cetus Corporation) 2 pmols of previously described oligonucleotide primers (Avila
et al. 1990). After an initial 5 min denaturation step at 94° C, 35 cycles of
amplification were performed on DNA Thermal Cycler (Perkin Elmer-Cetus gene
Amp PCR System 9600) with a step program consisting of 45 sec. Denaturation at
94° C, 45 sec annealing at 55° and 1 min extension at 72° C. Additional 10 min
extension step at 72° C was performed at the end of reaction. Each PCR round had
a negative control (ultra-pure water) and serum normal of human patient. In order
to confirm the results, PCR products of the predicted size (330 bp) were separated
by electrophoresis in a 2% agarose gel.

kKDNA analysis - was performed by comparative study of the restriction
fragment length polymorphism (RFLP) obtained from the digestion of amplified
minicircle DNA variable region by Rsa I, Hinf | and Eco Rl restriction
endonucleases, according to the manufacturer’s procedures( Pharmacia Biotec)
The DNA fragments were separated by electrophoresis in a 7% polyacrylamide
gel onthe system electrophoresis vertical (Pharmacia Biotech) and ethidium

bromide stained (Pharmacia Biotech), and visualization in the system Eagle eye |.



RESULTS

PCR amplification of the twelve clones isolated from Colombian strain in
two different phases of infection revealed the presence of 330bp fragments from
the k-DNA amplified minicircles of every clone as shown in Figure 1.

The bands’ profiles of the restriction fragments from the minicircles of
kDNA (RFLP) obtained through digestion with the enzymes Hinf| (Figs. 2A, 2B))
Rsa | (Fig. 3), and Eco Rl (data not included) are shown in the Figures 2 and 3.
They were identical for the clones as compared with the parental strain and

amongst the clones isolated in two different phases of infection (Figs. 2, 3).

DISCUSSION

The clonal structure of T. cruzi strains has been proposed by Tibayrenc et
al, (1986) and Tibayrenc & Ayala (1988). According to those authors, T. cruzi
strains are natural clones and the natural selection, favouring only certain geretic
patterns of combinations could account for a limited number of isoenzyme strains
represented by three major clones. Revollo et al (1998) , confirmed a correlation
between the biological characteristics and phylogenetic variability of T. cruzi by
multilocus enzyme eletrophoresis and random amplification of polymorphic DNA.

Results of the present study confirmed the clonal homology of the
Colombian strain of T. cruzi previously detected by the biological and isoenzymic
characterization (Camandaroba et al, 2001). Molecular analysis, through PCR

amplification of the variable portions of the kDNA minicircles and characterization



of the restriction fragment length polymorphism (RFLP) have shown identical
electrophoretic profiles, after digestion with the restriction enzymes Hinf |, Rsa |
and Eco RIl. The Colombian parental strain and the 12 clones presented the same
schizodeme. Avila et al (1990) analyzing the profiles obtained by enzyme
digestion of 56 strains from South and Central America dassified then into
different schizodemes : S1, S2, S3, S4, S5, S6 . The Colombian strain referred by
these authors was included into the group S4 . However, tentative to establish a
correspondence with the profiles of the bands obtained for the Colombian
parental strain and the clones, in the present study, was not accomplished,
probably because of technical variations in the methods used in the investigations.

Albeit the similarity of the genetic profiles of the isolated clones, a variation
in the degree of virulence between them, has been registered for the clones
isolated in the 30™ day of infection (Camandaroba, et al,2001) and for those
isolated in the 10" day of infection (data not included)). Some of these clones
have determined in mice, high levels of parasitemia, and the presence of a
significant number of slender forms in the early phase of infection. This confirms
the hypothesis that the virulence is a variable parameter, independent of the
biological or genetic characteristics of the T. cruzi strain (Andrade, 1974).
Resistance to chemotherapy has been detected in the infection with the several

clones. These data confirm the importance of genetic characters in the response

to chemotherapy (Toledo et al, 2003) and confirmed the high resistance of strains
of Biodeme Type I (T. cruzil), previously demonstrated (Andrade et al. 1985).
Findings of the present study support the hypothesis that a “principal clone”

(Andrade, 1999, Camandaroba et al, 2001) predominate in the Colombian strain



and is responsible for its behavior and tissue tropism , confirmed by the molecular
characterization, using the schizodeme analysis of the PCR amplified minicircles
of kinetoplast DNA, as previously described for the Clones of the 21SF strain ,

(Campos et al, 1999) .
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LEGENDS

Figure 1- PCR amplification of twelve clones isolated from the Colombian
strain in two different phases of infection: M- Mark ladder ; CP-parental strain.
NC .- Negative Control (normal human serum); NCy - Negative Control (ultra-pure
water).

Clones isolated in the 30™ day of infection : Cl-CoL-C1; CI-Col-C2; CICol-C3; CI-
ColC4; CI-Col-C5; CI-Col-C8; CI-Col-C7

Clones isolated in the 10" day of infection: CI-Col-C8; CI-Col-C10; CI-Col-C13;
CI-Col-C14; CI-Col-C15.

Figure 2A - Schizodeme patterns from twelve clones of the Colombian strain,
isolated in two different phases of infection, digested by Hinf | restriction enzyme:
CP-parental strain. Clones isolated in the 30™ day of infection:C-Col-C1; CI-Col-
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C2: CI-Col-C3; CI-ColC4; CI-Col-C5; CI-CokC8; CI-Col-C7. Clones isolated in the
10" day of infection:Cl-CokC8; C I-Col-C10; CI-Col-C13; CI-Co+C14; CI-Col-C15.

Figure 2B-Schizodeme patterns of eight clones isolated from the Colombian strain
in two different phases of infection, digested by Hinf | restriction enzyme: ;
Colombian strain; Clones isolated in the 30" day of infection: CI-Col-C1; CI-Col-C2;
CI-Col-C3: CI-Col-C4; clones isolated in the 10" day of infection: C-Col-C8; CI-
ColC10; CI-Col-C13; CI-Col-C14.

Figure 3- Eight clones schizodeme patterns from the Colombian strain, isolated
in two different phases of infection, digested by RSA | restriction enzyme:
Colombian strain; clones isolated in the 30™ day of infection: CI-Col-C2; CI-Col-C3;
Cl-Col-C4: CI-Col-C5; Clones isolated in the 10" day of infection: CI-Col-C8; ClI-
ColC7; CI-Col-C10; CI-Col-C13.
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 % 3 11 12 13 1415

330 pb

M-Molecular marker Ladder; 1- Cl-<Col-C1; 2- CI-Col-C2; 3- CI-Col-C3; 4- CI-
Col-C4; 5- CI<ColC5; 6- CLColC6; 7- CI-Col-C7; 8- CI-Col-C8; 9- CI-Col-C10;
10- CI-Col-C13; 11- CI-Col-C14; 12- CI-Col-C15; 13- Colombian strain; 14-
NC1- negative control: normal human serum; 15- NC2- Negative control:

Figure 2A
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M1 12 13

1- Colombian strain; 2- CI-Col-C1; 3- CI-Col-C2; 4- CI-Col-C3; 5- CI-Col-C4;
6- CLColC5; 7- CI-Col-C6; 8CI-Col-C7; 9 CI-Col-C8; 10- CI-Col-C10; 11-

CI-Col-C13; 12- CI-ColC14; 13- CI-Col-C15
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Figure 2B

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

M- Molecular marker Ladder ; 1- Colombian strain; 2- CI-Col-C1; 3-
Cl-Col-C2; 4- CI-Col-C3; 5- CI-Col-C4; 6- CI-Col-C8; 7- CI-Col-C10;
8-C|-Col-C13: 9- CIColC14

?
S

Figure 3

Molecular marker Ladder ; 1- Colombian strain; 2- CI-Col-C2; 3-
CI-Col-C3; 4- CI-Col-C4; 5- CI-Col-C5; 6- CICol-C8; 7- CI-Col-C7;
8-CI-Col-C10: 9- CI-Col-C13
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Trypanosoma cruzi: susceptibility to chemotherapy with benznidazole of
clones isolated from the highly resistant Colombian strain

Trypanosoma crusi: suscetibilidade a quimioterapia com o benzonidazol de
clones isolados da cepa Colombiana, altamente resistente

Edson L.P. Camandaroba ', Eliana A.G. Reis 2, Marilda S. Gongalves?,
Mitermayer G. Reis ? and Sonia G. Andrade'

Abstract The present investigation was performed to evaluate the susceptibility of seven clones isolated from the
highly resistant Colombian strains, prototype of Biodeme Type Ill. Seven clones previously obtained, showed a
phenotypic homogeneity and high similarity with the parental strain. Eight groups of 30 mice were inoculated with
one of seven clones or the parental strain; 20 were treated with benznidazole (100mg/kg/day) and 10 were untreated
controls. Cure evaluations were done by parasitological and serological tests and PCR. Cure rates varied from 0%
(null) to 16.7%. Correlation between positivity of parasitological and serological tests with positive PCR reached
37%. The results demonstrated the high resistance of the clones, suggesting the predominance of a highly resistant
principal clone in this strain. The findings apparently indicate that the possibility of cure is minimal for patients
infected with this biodeme; a fact that could affect the control of Chagas’ disease through treatment of chronically
infected people.

Key-words: Chagas’ disease. Trypanosoma cruzi. Clones. Chemotherapy. Resistance. Benznidazole.

Resumo A presente investigagado visa avaliar a suscetibilidade ao benzonidazol de sete clones isolados da cepa
Colombiana do Trypanosoma cruzi, protétipo do biodema il , altamente resistente aos quimioterdpicos. Os clones
préviamente obtidos apresentavam homogeneidade fenotipica e alta similaridade com a cepa parental. Oito
grupos de 30 camundongos foram inoculados com cada um dos sete clones e a cepa parental,20 foram tratados
com benzonidazol 100mg/kg/dia e 10 foram controles ndo tratados. A avaliagdo da cura foi feita por testes
parasitoldgicos, soroldgicos e o PCR. Os indices de cura variaram de 0%(nulo) a 16,7%. Correlagdo entre a
positividade dos testes parasitologicos e soroldgicos com a da PCR alcangou 37%. Os resultados demonstraram
a alta resisténcia dos clones, sugerindo a predominéncia de um clone principal, muito resistente a quimioterapia
nesta cepa. Isto indica que as possibilidades de cura de pacientes infectados com este biodema sdo minimas, o
que podera interferir no controle da doenga através do tratamento de individuos cronicamente infectados.

Palavras-chaves: Doenca de Chagas. Trypanosoma cruzi. Clones. Quimioterapia. Resisténcia. Benzonidazol.

Among endemic areas of Chagas’ disease in Brazil,
in which transmission by the vector insect is only partially
controlled, 5 million people are estimated to be chronically
infected®. Treatment of infected people in endemic areas
has been recommended by the National Health
Foundation of Brazil for acute or recent chronic cases'
as well as for congenital and accidental infections and
for children with positive serology. It is also indicated for
patients with acquired immmunodeficiency syndrome
(AIDS) and for those undergoing organ transplantation

or receiving immunosuppressive drugs, which present
a risk for reactivation of latent infection with T. cruzi®.
However, success of treatment with currently used drugs
(Nifurtimox or Benznidazole) is limited by the prevalence
of T. cruzi strains resistant to these chemotherapeutics®52'.
It has been shown that resistance is correlated with
biological characteristics of the parasite. The Type |lI
biodeme, of which the prototype is the Colombian strain,
is highly resistants. Strains isolated from mice previously
treated with benznidazole showed increased resistance
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to treatment with the same drug?, suggesting the selection
of resistant clones to explain the persistence of infection
in treated mice. Marretto and Andrade?? investigated this
possibility by studying the isoenzymic profiles of the
Colombian strain isolated from treated mice, but no
phenotype differences were detected by comparison of
the isoenzymic profiles. Murta & Romanha?* performed
the in vivo selection of nitroderivates-resistant clones from
the Y strain, and concluded that the resistance of the
strain could be related to the sensitive/resistant clone ratio
in the population.

Considering that T. cruzi strains are complex clonal
populations?, it is important to evaluate the susceptibility
to treatment of a representative number of individual
clones. A previous study'* demonstrated the identity of
seven clones obtained from the Colombian strain, based
upon biological behavior or isoenzymic profiles. The
possibility of the predominance of a principal clone, as
representative of strains circulating in a single endemic
area, has been recently suggested? '¢. This could be
decisive for the success of treatment of chronic patients,
considering the possibility of predominance of a highly

resistant principal clone in one geographical area.
Although the Colombian strain has been characterized
as resistant, the presence of susceptible clones cannot
be ruled out. In a population of parasites with mixed
susceptibilities, a partial response to treatment could
be expected in infected individuals, with a decrease in
the parasite load. In the present study, in which the seven
clones of the Colombian strain were tested for
susceptibility to benznidazole, results obtained in mice
were evaluated by various parasitological tests, as well
as by polymerase chain reaction (PCR). This test has
been recently included for the diagnosis of chronic
infection in humans'™ ' '2and as a cure test in treated
patients'. An evaluation of the sensitivity of this test
has been performed in the blood containing known
aliquots of trypomastigotes'’. However, the sensitivity
of PCR for post-treatment detection of sub-patent
parasitemia in mice has not been previously evaluated,
in comparison with the standard tests. The present study
examined the susceptibility to chemotherapy of
individual clones from a resistant strain and the value
of PCR as a cure test.

MATERIAL AND METHODS

Experimental animals. For the present study, 240
Swiss outbred mice were used. Maintenance and care
of experimental animals complied with the Centro de
Pesquisas Gongalo Moniz/FIOCRUZ guidelines for
humane use of laboratory animals.

Trypanosoma cruzi strain: the Colombian strain®
biologically characterized as Biodeme Type I
Zymodeme 1423 and recently included into the group
T. cruzi 1® was used for all the experiments.

Clones from the Colombian strain: clones were
obtained by isolation of a single form according to
Dvorak'® from peripheral blood of Swiss outbred mice,
infected with the parental strain as previously
described'.

Identification of the isolated clones: seven clones
were isolated and denominated as follows: CI-Col-C1,
C2, C3, C4, C5, C6 and C7.

Chemotherapy: eight experimental groups of 30 mice,
weighing from 10 to 12g, were infected with 5 x 104 to 1 x
10° trypomastigotes from the parental strain or one of
the seven clones (Table 2). Twenty infected mice from
each group were submitted to chemotherapy and 10
remained as untreated controls. Benznidazole (N-benzyl-
2-nitro-1-imidazole-acetamide) 100mg/kg of body weight /
day was administered daily by gavage, from 20 days post
infection up to 90 days. Following treatment, parasitemia
was evaluated on alternate days, and the results were
evaluated as the mean obtained in five mice from each
experimental group. Parasitemia of infected non-treated
controls was similarly evaluated.

Evaluation of treatment: a total of 83 mice that
survived from the treatment groups were submitted to
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parasitological tests and serological examination to
detect cure rates. Parasitemia was examined for 30 days
following the end of treatment, to detect positivity by
direct examination. The mice that maintained a negative
parasitemia were submitted to the parasitological cure
tests: subinoculation and haemoculture; serology and
PCR were also used as cure tests. A total of 21 untreated
mice that survived from the eight groups (Table 1) were
similarly evaluated during the post-treatment period.

Subinoculation: citrated blood from each mouse
(0.5mi) was intraperitoneally inoculated into 5 suckling
mice. Blood examination was performed until 20
days post inoculation to detect the presence of
trypomastigotes.

Haemoculture: this was performed in Warren axenic
medium?® with 0.5ml of blood directly collected from the
heart, and the cultures were examined after 45 days.

Serological test: indirect immunofluorescence test
(IFT) was performed using as antigen, culture forms of
T. cruzi in Warren medium, washed three times by
centrifugation with PBS pH 7.2, formalin fixed and
mounted on glass slides. Sera were tested in decreasing
concentrations, from 1:10 to 1:640. Fluoresceinated anti-
mouse rabbit IgG secondary antibody was diluted at 1:80.

Polymerase chain reaction (PCR): a total of 54
samples of blood were obtained from treated mice, 7
infected with the parental strain and 47 with the clones.
As controls, 5 samples from untreated mice infected with
the parental strain were tested by PCR.

The blood samples (500ml) were strored at 4°C in
1:1 guanidine 6M/EDTA 0.2M pH 8.0 solution for a
maximum of 30 days until processing.
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Isolation of the kinetoplast DNA (kDNA) was
performed according to Wincker et al?®. For amplification
of a 330 bp fragment primers P35: 5’AAA TAA TGTACG
GG (T/G)GAGATG CATGA 3 and P36: 5GGG TTC
GAT TGG GGT TGG TGT3'd NTPs and 2.5U of Taq
Polymerase (Perkin Elmer Cetus Corporation ) were
added to the isolated k DNA. After an initial 5 min
denaturation step at 94°C, 35 cycles of amplification were
performed in a Thermal Cycler (Perkin-Elmer-Cetus gene
Amp PCR System 9600) with a step program consisting
of 45 sec denaturation at 94°C, 45 sec annealing at 55°C
and 1 min extension at 72°C and 1 min extension at 72°C.
The product of PCR electrophoresed in 2% agarose gel

in TAE buffer (0.04M Tris-acetate, 0.001 M EDTA) and
stained with ethidium bromidium. As DNA ladder, 100 base
pair marker (Amersham Pharmacia Biotech) was used.
Each PCR batch included a negative control (blood sample
from uninfected mouse) and a positive control (culture
forms of T. cruzi). In order to confirm the specificity of the
amplified fragment it was analyzed by dot blot hybridization
using allele specific probe P67 (5TGGTTTTGGGG(C/G
O(G/C)(T/G)TCAA(A/C)TTT 3). Labeling the 5’ end of the
oligonucleotide probe was performed using the radioactive
nucleotide [g*?P]JATP and the T4 polynucleotide kinase
enzyme (Kit Ready-To-Go T4 Polynucleotide kinase —
Pharmacia Biotech) and autoradiography was performed.

RESULTS

Parasitemia. As shown in Figures 1a, 1b, 1c and 1d,
parasitemic levels of treated animals markedly decreased
in the different experimental groups during treatment
Negative parasitemia (by direct blood examination) was
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Figure 1 - Parasitemia in mice infected with T. cruzi (Colombian strain and its clones):

untreated control (dashed line

f and treated with benznidazole C(solid line): a) parental
strain, b) clone CI-Col-C1, ¢) clone CI-Col-C2, d) clone Cl-Col-C3. A

marked decrease
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Untreated controls showed negative parasitemia (by
direct blood examination, from the day 37 on). In the
post treatment phase positive parasitemia to direct blood
examination was detected in 11/21 mice (52.3%).

Mortality. Cumulative mortality and the number of
survivors in the different experimental groups are
expressed in Table 1. Peak mortality occurred at day 30
of infection, and decreased with treatment, except for
the mice infected with clone C1, with high mortality. The
untreated mice showed a significantly higher mortality
when compared with the treated animals, except for

Clone C2, with low mortality. From 160 treated mice
83 animals survived (mortality rate 48%) and from 80
untreated mice, 21 survived (mortality rate 73%).

Parasitological cure tests. Positivity of at leastone
test (direct blood examination, subinoculation into
newborn mice or haemoculture) was defined as cure
failure; positive parasitological tests were present in
50% to 100% of the mice examined 30 days after the
end of treatment, for the parental strain and the 7
clones (Table 2).The untreated controls were 100%
positive by parasitological tests.

Table 1- Cumulative mortality of mice infected with the Colombian strain of T. cruzi and 7 clones untreated and treated with

benznidazole.

Experimental groups

Cumulative mortality

treated” untreated™™
Days infection 30 60 90-120 survivors number 20-90 survivors number
% % % %

Parental strain 40.0 0.0 0.0 12 20.0 8
CI-Col-C1 60.0 65.0 80.0 4 60.0 4
Cl-Col-C2 10.0 0.0 0.0 18 0.0 10
Cl-Col-C3 40.0 0.0 0.0 12 100.0 0
CL-Col-C4 75.0 0.0 0.0 5 90.0 1
Ci-Col-C5 50.0 0.0 0.0 10 80.0 2
CL-Col-C6 60.0 0.0 0.0 8 100.0 0
CL-Col-C7 30.0 0.0 0.0 14 80.0 2
Total 83 21

* Initial number: 20 mice; **Initial number: 10 mice

Table 2- Cure rates in mice infected with Trypanosoma cruzi (Colombian strain and 7 clones), treated with
benznidazole, based on parasitological and serological tests.

Positive Cure

Identification inocula Mice (#) Positive cases(#) parasitol tests % serology * % rates * %
Col Strain 5 x10* 12 12 84.0 88.8 0.0
CI-Col-C1 5 x10* 4 4 100.0 100.0 0.0
Cl-Col-C2 1x10° 18 18 100.0 100.0 0.0
Cl-Col-C3 5 x10* 12 10 66.6 69.0 16.7
Cl-Co!-C4 5 x10* 5 5 100.0 100.0 0.0
Cl-Col-C5 1x10% 10 50.0 100.0 0.0
CI-Col-C6 1x10°% 8 62.5 100.0 0.0
Cl-Col-C7 5 x10* 14 14 69.0 100.0 0.0
Total 83 80

®: Titters of Indirect immunofluorescence tests: 1:20 to 1:640
b Combined data of parasitological and serological results

Col Strain = Colombian parental strain. CI-Col-C = Clone Colombian strain

Serologic reaction. the indirectimmunofluorescence
test (IFT) revealed positive results for 94% of treated
animals 30 days after the end of treatment (Table 2 ); the
minimal titer considered as positive was 1:20 . Titers varied
from 1:20 to 1:640 for the parental strain and the seven
clones (Tables 3 and 4). Untreated controls showed
positive IFT with titers varying from 1:80 to 1:640.

Polymerase chain reaction. The PCR amplification
and hybridization revealed the presence of 330bp
fragments from the kDNA amplified minicircles as shown
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in Figures 2, 3 and 4; 29.2% of blood samples obtained
from treated mice were positive by PCR versus 40% of
the controls (infected, not treated).

Cure rates. Cure rates were established by the
combination of parasitological test results and IFT titers,
from the titter of 1:20 (Table 2). Following this criterion
the parental strain and all the clones with the exception
of Clone C3 presented 0% cure. Clone C3 showed 16.7%
cure. Comparison between the results of parasitological
cure tests, serological tests and PCR are expressed in
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Table 3- Comparison of results og)arasi!o/ogical tests, serology and PCR in mice infected with
submitte

the Colombian parental strain an

to benznidazole therapy.

Parasitological tests Serological Molecular
Mice (#) Parasitemia® subinoculation hemoculture IIF titers® test/PCR
03 neg neg neg 1:20 *
04 neg neg neg 1:640 neg
05 neg pos neg 1:320 '
06 neg pos pos 1:640 neg
07 neg pos neg 1:40 pos
08 neg pos neg neg pos
09 neg pos neg 1:160 neg
10 pos . . . .
11 neg pos neg 1:320 pos
12 neg pos neg 1:320 *
14 neg pos pos 1:640 pos
15 pos " . * .

*Test not done

. Cases with positive direct parasitemia were not submitted to the other tests

®-Indirect immunofluorescence test

Table 4- Comparison of results of parasitological tests, serology and PCR in mice infected with

the clone CI-Col-C7, treated with benznidazole.

Parasitological tests Serological Molecular
Mice (#) Parasitemia® subinoculation hemoculture |IF titers® test/PCR
1 neg pos pos 1:320 neg
2 neg pos pos 1:320 neg
3 neg v neg 1:640 neg
4 pos pos * * B
5 neg * pos 1:640 pos
6 neg ® pos 1:640 pos
7 neg pos pos 1:640 neg
8 neg pos pos 1:640 pos
9 neg pos neg 1.640 neg
10 neg pos pos 1:640 neg
11 neg pos pos 1:640 pos
12 neg neg neg 1:640 pos
13 neg pos pos 1:640 pos
14 neg neg neg 1:160 neg

* Test not done

a: Cases with positive direct parasitemia were not submitted to the other tests

b |Indirect immunofluorescence test

Tables 3 and 4 for mice infected with the parental strain
or clone C7 as examples of the results from different
tests, obtained in groups infected with several clones.

Correlation between parasitological tests and
PCR. In mice with positive parasitological tests (from

which samples were tested by PCR) 37% were
positive by PCR and 57% were negative. In mice with
negative parasitological tests, samples tested by PCR
were negative in 3.7% and positive in 1.8% (Tables 3
and 4).

DISCUSSION

Analysis of the biological behaviour of clones isolated
from the Colombian strain, prototype of Type lll,
Zymodeme 1 of T. cruzi, showed clonal homogeneity'.
This was considered suggestive of the predominance
of a principal clone?*®, according to the concept of
Tibayrenc et af® and Tibayrenc and Breniere?. Studies
of Revollo et aP’ have shown a clear relationship

between the genetic profiles of clonal populations of
T. cruzi and its biological characteristics, including the
response to chemotherapy.

In the present investigation, the homogeneity of
biological characteristics and isoenzyme patterns of
seven clones as previously described', corresponded
to similar resistance to chemotherapy. Treatment of
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M1l 2 32456 7 85100111213 15

33 bp

M 10 171819 202122 23 24 26

Fi,qure 2 - k DNA Amplification: a: clone CI-Col-C2: samples 1 to 11 and clone

CI-Col-C7: samples 12 to 14. b: Clone Cl-Col-C7: samples 16 to 22 and Positive

control (culture forms of T. cruzi): 25. Negative control (blood of normal mouse): 24.

I;Ioeg%t/ve control (ultra pure water without DNA samples): 23. M: marker ladder:
p.

M26 27282830 31323334 135 38

A
330 by

100 bp

MITIRIWA0 414243 444540 47 48 49

Figure 3 - k DNA amplification: a: clone CI-Col-C1 samples 26 to 30 and clone ClI-
Col-C3: samples 31 to 34 and clone Cl-Col-C4: samples 35 and 36. b: clone Cl-
Col-C5: samples 37 to 46. Positive control ( culture forms of T. cruzi): 49. Negative
control (blood of normal mouse): 48. Negative control (ultra pure water without
DNA samples): 47. M-marker ladder: 100 bp.

206



Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical 36: 201-209, mar-abr, 2003

A
B
C
b
F
G
H
| 2 3 4 o 6 1 8 9 10 t 12
A Col ColP  UC UC  UC UC ColN ColN CIP ColP ColN - ColN
B L CIN QP CGIN CIN UIP CIN COIN H0 ON rC X
k& CIN CIN CIN CIN CIN X car P CN  CIN CiN - P
D ap N CN CIN OGN CIN ON CIN OIN H NC PC
E CiN QP Cwp ae ar o o o CGIN CIN (& (&4
¥ ar X CIN G CIN Qi AP CIN - CIN P CIN CIN  CIN
G Cir CIN cwp X HH X CN X rC X X CIN
H X X X X X X X X X X X X

Legemds: CHP- clones PUR positive: CiN-clones PCR negative: CollP- Treated parental strain PCR positive; ColNs treated
parental stin PCR negative: UC- untreated control; PC- positive control:NC- control negative( blood of normal mice);
Hy0- ultre pure water ; Xowithout DNA sample;

Figure 4 -Hybridization by dot-blot technique with allele s)pgcific probe P67 from the conserved re,qion within the minirepeats of
T.cruzi k DNA minicircles. DNA samples from blood of infected mice, either with the parental T. cruzi strain or its clones;
untreated or with benznidazole therapy, positive control (culture forms) and negative control.

207



Camandaroba ELP et al

infected mice has a clear effect on parasitemia, which
decreases to a sub-patent level. The seven clones of
this strain although similar according to several biological
parameters, revealed differences in the virulence',
clones C1, C3, C4 and C6 revealing the highest levels
of parasitemia and mortality and clones C2, C5 and C7
the lowest virulence. This is reflected in the mortality
rates in the treated animals. The parasitological tests
revealed persistence of infection confirming the
resistance to treatment of this strain and its clones.
Results of cure tests indicate a low percentage (37%)
of concordance between the positivity of the combined
serologic plus parasitological tests and PCR. These
findings point to a difficulty in the use of PCR as.a cure
test in mice, considering the small volume of blood
sample obtained from each mouse, resulting in the low
sensitivity observed in the present study. A previous
study by Campos et al'’ investigated the sensitivity of
PCR to reveal the presence of known aliquots of
trypomastigotes added to the blood of normal mice in
vitro. The findings indicated a high sensitivity of PCR to
detect even one trypomastigote in the biood, but
examination of several samples may be necessary. In
the present study, only one sample of 500ul was
examined for each mouse. Furthermore, in the other
parasitological tests (subinoculation of blood into
newborn mice, haemoculture or xenodiagnosis), parasite

multiplication occurs, increasing the possibilities of
detecting low levels of parasitemia in the treated mice.

The predominance of resistant clones in T. cruzistrains
is probably, responsible for the treatment failure, as seen
in the endemic area of Central Brazil® in patients infected
with strains of the biodeme Type lll, Z 1 (T. cruzit) contrasted
to those infected with biodeme Type Il , Z 2 (T. cruzi Il}.
Failures of clinical treatment of patients who carried T. cruzi
strain of biodeme Type lll, was believed to be related to
the resistance of this strain type to anti-Chagas drugs.
Concordance between the results obtained in patients and
the experimental results obtained in mice infected with the
same isolated strains was subsequently documented for
81.8% of the cases®. Clones obtained from the 21 SF strain
(Type 11)** , have shown a medium susceptibility to
treatment with benznidazole (data nqt published) similar
to the behavior of the parental strain. This could suggest
that treatment of patients with this type of strain can be
successful and confirms the importance of the clonal
structure of the parasite strain.

Predominance of resistant clones, as now
demonstrated for the Colombian strain, may occur with
other strains with the same characteristics, included in
the biodeme Type 1114 This fact may represent a serious
challenge to Chagas’ disease contrg in endemic areas,
where a high incidence of chronically infected patients
is detected by serological or PCR tests'%.
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4 DISCUSSAO

As diferengas que tém sido detectadas nas cepas do T. cruzi estdo baseadas
em caracteres intrinsecos, como a composi¢ao antigénica (ANDRADE et al.,, 1981), a
suscetibilidade aos quimioterapicos (ANDRADE et al., 1975; BRENER et al., 1976),
padrdes isoenzimaticos (MILES et al., 1980, ANDRADE et al., 1983; TIBAYRENC &
AYALA, 1988), no perfil gendmico do kDNA (MOREL et al., 1980; AVILA et al., 1990).
Entretanto foi o estudo das relagdes parasito-hospedeiro que permitiu identificar
claras diferengcas no determinismo das lesdes tissulares, na dependéncia do
tropismo, viruléncia e patogenicidade das cepas do T. cruzi (ANDRADE et al., 1970;
ANDRADE, 1974; ANDRADE & ANDRADE, 1976; ANDRADE et al.,, 1985b). Estes
achados permitiram classificar as cepas em tipos distintos, posteriormente
designadas como biodemas (ANDRADE & MAGALHAES, 1997). A partir dos estudos
de TIBAYRENC & AYALA (1988), foi sugerida uma estrutura clonal para as cepas do
T. cruzi, baseada na existéncia de linhas clonais, pela analise eletroforética multiloci
de 15 genes que codificam as isoenzimas (MLEE) de 121 cepas de diferentes areas
geograficas. De acordo com estes autores, as cepas do T. cruzi séo clones naturais
e uma selecdo natural, favorecendo apenas alguns padrées genéticos de
combinacao seria responsavel pela existéncia de um numero limitado de cepas que
seriam os “major clones” ou “clones principais” (TIBAYRENC & BRENIERE, 1988).
Baseados neste conceito, diferentes autores tém procurado correlacionar o
comportamento biolégico de cepas com os padrdes filogenéticos. Os estudos sobre

as distancias genéticas entre os clones, quando correlacionadas com diferentes
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parametros biolégicos (REVOLLO et al.,, 1998) confirmaram as correlagdes
bioquimicas estabelecidas por ANDRADE et al. (1983) através do estudo
isoenzimatico. Também a correlagdo da resposta aos quimioterapicos com o0s
padrées moleculares das cepas e clones foi confirmado por TOLEDO et al. (2002).

O interesse na caracterizacdo de clones de cepas protétipos de diferentes
biodemas, reside na possibilidade de se identificar a sua homogeneidade ou
heterogeneidade clonal e na identificacdo de caracteres genéticos capazes de serem
correlacionados com os diferentes aspectos clinicos, epidemiologicos e a resposta
aos quimioterapicos.

No presente estudo procurouse estabelecer os caracteres genéticos, dos
clones da cepa protétipo do biodema Tipo lll: cepa Colombiana.

Sete clones da cepa Colombiana, isolados aos 30 dias de infec¢do, quando a
parasitemia atinge o seu pico maximo, e investigados quanto aos aspectos
biolégicos, bioquimicos e isoenzimaticos, com o objetivo de caracterizar as suas
populagbes e estabelecer a homogeneidade ou heterogeneidade das mesmas
(CAMANDAROBA et al.,, 2001) mostraram as caracteristicas basicas do biodema
Tipo lll, embora com variagdes quanto a viruléncia, correlacionada com os niveis
parasitémicos e os indices de mortalidade. Os dados obtidos na caracterizagéo dos
clones isolados no 30° dia de infecgdo (CAMANDAROBA et al., 2001), permitiram

sugerir a homogeneidade clonal com a predominancia de um clone principal na cepa

Colombiana do T. cruzi. Cada clone representa uma unidade reprodutiva para as
geragdes que o sucedem, devido a sua reprodugdo por divisdo binaria, com auséncia
de trocas genéticas (TIBAYRENC & AYALA, 1988) ou com minimas possibilidades

desta ocorréncia, como registrado por BOGLIOLO et al. (1996). A identificacdo da
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homogeneidade ou heterogeneidade clonal, bem como a identificagdo dos caracteres
genéticos e sua correlagdo com os caracteres biolégicos, sdo importantes para a
compreensdao do papel das cepas do T. cruzi e da sua influéncia sobre as
manifestacgdes clinicas da doenga de Chagas.

No presente estudo, além dos clones isolados no 30° dia, outros foram
isolados em uma fase precoce da infecgdo (10° dia), tendo em vista a possibilidade
de que, a presenca de uma maior multiplicagdo parasitaria de alguns clones nesta
fase, com picos mais precoces de parasitemia e apresentando um nimero
significante de formas delgadas. Isto poderia significar uma maior suscetibilidade aos
quimioterapicos e/ou diferengcas genéticas em relagdo aos clones isolados mais
tardiamente, numa fase em que predominam as formas largas. Juntamente com os
clones obtidos no 30° dia, os isolados no 10° dia foram submetidos & caracterizacio
genética, utilizando-se a técnica do RFLP e estes dados foram correlacionados com
o comportamento biolégico. Deste modo, procurouse verificar se clones isolados em
diferentes fases da infeccdo apresentariam variagdes quanto ao comportamento
biolégico de um modo geral e, particularmente, quanto ao histotropismo clonal. Os
caracteres biolégicos e bioquimicos semelhantes foram confirmados pelo padrao dos
esquizodemas obtidos em todos os clones que foram isolados no 10° e no 30° dia de
infeccdo (Manus crito incluido).

Além disto, foi investigada a resposta ao quimioterapico Benzonidazol, como
mais um elemento para identificar possiveis diferengas em clones isolados em fase
precoce da infeccdo em comparacdo com a cepa parental.

Foi demonstrado que os clones isolados no 10° dia de infecg@o apresentam as

caracteristicas biol6gicas e isoenzimaticas do biodema Tipo ill, bem como o0 mesmo
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padrao genético. E interessante observar que houve nitida variacdo da viruléncia
entre os clones, tanto nos isolados aos 30 como aos 10 dias de infeccdo. Entretanto,
o fator viruléncia, aumentando a mortalidade e determinando em alguns casos, picos
precoces de parasitemia e presenga de formas delgadas, ndo foram suficiente para
alterar os caracteres gerais do biodema, nem os caracteres bioquimicos e
moleculares. Como ja foi referido, o fator viruléncia & variavel e ndo deve ser
considerado como suficiente para diferenciar cepas ou clones. Além disto, fatores
ligados ao hospedeiro poderédo condicionar a exaltacdo da viruléncia de patégenos,
como ocorre em pacientes imunossuprimidos (aidéticos ou transplantados em uso de
imunossupressores) em que se observa uma reativagdo da doenca de Chagas
cronica assintomatica, com proliferagcao parasitaria e desenvolvimento de uma forma
aguda da doenca (ROCHA et al., 1994; FERREIRA, 1994). Também no modelo
experimental foi demonstrada exaltagdo da viruléncia da cepa Colombiana, quando
os camundongos foram imunossuprimidos com corticoide ou por bloqueio de células
do sistema fagocitico mononuclear, por inje¢bes intra-peritoneais de tinta da China
(ANDRADE et al., 1972).

No presente estudo, a cepa Colombiana parental adquiriu nas passagens em
laboratério, uma maior viruléncia quando comparada com os estudos iniciais, porém
manteve as demais caracteristicas deste biodema. Os seus clones mantiveram os
caracteres basicos quando se consideram o tropismo tissular e a patogenicidade, a
predominancia de formas largas, a resisténcia aos quimioterapicos, além das
caracteristicas isoenzimaticas e genéticas. A presenca de populagcdes clonais
pertencentes a um mesmo clone principal, porém variando no grau de viruléncia,

pode explicar as variagbes de viruléncia de uma mesma cepa. Os perfis
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isoenzimaticos dos diversos clones estudados representam o padrdo do zimodema 1
(Z1) para a cepa parental e os clones isolados no 10° dia, semelhante ao observado
com os clones isolados no 30° dia de infecgao.

Os 12 clones da cepa Colombiana, isolados em duas fases diferentes da
infeccdo e a cepa parental apresentaram o mesmo padrdo molecular, isto é, o
mesmo esquizodema. Os achados do presente estudo confirmam a hipétese de que
um clone principal (ANDRADE, 1999; CAMANDAROBA et al., 2001) predomina na
cepa Colombiana, através da sua caracterizagao genetica.

Esta homologia clonal foi anteriormente observada por CAMPOS et al. (1999)
analisando clones e subclones isolados da cepa 21SF (Sdo Felipe-Bahia) obtendo
um indice de similaridade de 80 a 100% nos fragmentos de kDNA sugerindo a
presenga de um clone principal em circulagdo na area endémica do Recéncavo
Bahiano (Sao Felipe, BA) (CAMPOS & ANDRADE,1996). Isto explicaria a
estabilidade dos caracteres biolégicos e isoenzimaticos de cepas desta area (todas
incluidas em um mesmo biodema Tipo ).

A cepa Colombiana representa cepas de alta patogenicidade e alta resisténcia
aos quimioterapicos. Estas mesmas caracteristicas foram demonstradas para as
cepas isoladas de pacientes chagasicos de Montalvania, MG, as quais foram
incluidas no biodema Tipo Ill. Estas cepas mostraram alta resisténcia aos

quimioterapicos quando inoculadas em camundongos, com resultado comparavel ao

que foi detectado nos pacientes tratados com benzonidazol (ANDRADE et al., 1992).
Considerando os varios resultados acima descritos, aspectos particulares
foram investigados tais como o histotropismo clonal e a resposta aos

quimioterapicos.
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Os clones mantiveram o tropismo predominante para musculo esquelético e
miocardio, como o observado para a cepa parental, e alta patogenicidade,
determinando no camundongo, extensas lesGes necrético-inflamatérias. Este
histotropismo, predominante em miocardio e musculo esquelético, tem sido uma
caracteristica de cepas do biodema Tipo lll, mas isto ndo significa a presencga
exclusiva dos parasitos em um Unico érgao ou tecido. O tropismo predominante de
um biodema é mantido, independentemente da linhagem do camundongo como foi
observado com a cepa Colombiana inoculada em seis diferentes linhagens de
camundongos isogénicos (ANDRADE et al., 1985b). A presenca de parasitos em
outros tecidos, porém de maneira discreta, tem sido registrada, como em musculo
liso da parede intestinal, macréfagos de bago e do figado, células gliais do cérebro e
plexo de Auerbach no intestino.

Um aspecto, investigado no presente trabalho, diz respeito ao "modelo
histotropico clonal” do 7. cruzi, cujas bases foram propostas por MACEDO & PENA
(1998), segundo as quais, cada clone constituinte de uma cepa se destina a um
determinado tecido, de uma maneira restritiva. O tropismo diferencial de cepas e
clones foi estudado pelos referidos autores em animais experimentais usando a
técnica do “low stringence single specific primer” (LSSP-PCR) (MACEDO & PENA,
1998, ANDRADE L. et al.,, 1999, 2002). Estes estudos, entretanto, nao foram
confirmados na presente investigagdo, tendo sido demonstrado que os clones
isolados da cepa Colombiana (CAMANDAROBA et al., manuscrito incluido),
mostraram um tropismo ubiquitario para varios 6rgaos e tecidos. Os estudos iniciais
de VAGO et al. (1996a,b, 2000), em material de necropsia de casos humanos da

doenca de Chagas, demonstraram a possibilidade de se identificar diretamente nos
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tecidos (coragéo e tubo digestivo) a presenga de formas do T. cruzi geneticamente
diferentes, pela técnica de LSSP-PCR. Utilizando esta técnica, sugerem que o
tropismo excludente dos diferentes clones poderia explicar diferentes manifestacdes
da doenga de Chagas. Entretanto, nos casos humanos de areas endémicas, 0s
autores (VAGO et al. 1996 a, b) ndo puderam descartar a possibilidade de dupla
infeccdo com diferentes cepas, considerando-se a possibilidade de re-infecgbes
(MACEDO, 1976), conforme comprovado experimentalmente (ANDRADE &
ANDRADE, 1968; DEANE et al., 1984), o que poderia levar ao isolamento de cepas
com diferentes padrées genéticos em um mesmo hospedeiro.

O isolamento por meio de micromanipulagéo, de uma forma Unica do parasito,
o qual se multiplica por injegdo em camundongo recém-nascido constituindo-se em
um clone, permite afirmar que a populagdo de um mesmo clone pode se distribuir por
diferentes 6rgaos e tecidos o que vem a demonstrar que a sua distribuicdo €
ubiquitaria e nao restritiva. Estes achados sao contrarios ao “Modelo clonal
histotrépico”.

A resposta aos quimioterdpicos nitrofuranicos e nitroimidazoélicos em uso
clinico tem mostrado resultados irregulares, com variagées geograficas nos indices
de cura, como revisto por COURA & CASTRO (2002). Estas diferengas tém sido
atribuidas as diferentes cepas do T. cruzi. A caracterizagao experimental de cepas
mais ou menos resistentes, (ANDRADE et al., 1975, 1985; FILARDI & BRENER,
1982) tem contribuido para a melhor compreensdo do fator resisténcia a
quimioterapia.

As cepas de biodema Tipo Iil, ttm sido caracterizadas como altamente

resistentes aos quimioterapicos nifurtimox e benzonidazol. Entretanto, quando os
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animais infectados sdo submetidos ao tratamento, ha, entre 48 e 72 horas, um nitido
efeito do medicamento, com uma queda em crise da curva parasitémica, atingindo
niveis subpatentes. Isto poderia indicar a presenca de alguns clones que
responderiam ao medicamento e dai a queda inicial da parasitemia. Entretanto, os
testes parasitolégicos (hemocultura diagnéstica, xenodiagnéstico, subinoculagéo),
revelam a persisténcia da infecgdo confirmando a alta resisténcia da cepa e dos
clones ao tratamento.

No presente trabalho, CAMANDAROBA et al. (2003) (manuscrito incluido),
investigando a resposta ao benzonidazol de sete clones da cepa Colombiana do T.
cruzi, isolados na fase avangada da infeccdo, demonstraram que os indices de cura
variaram de 0 a 16.7% entre a cepa parental e os seus clones, indicando a alta
resisténcia dos clones ao quimioterapico. O indice de cura de 16.7% obtido para o
clone CI-Col-C3 foi similar ao obtido para a cepa Colombiana do T. cruzi em estudos
anteriormente realizados por ANDRADE et al. (1985). Isto sugere que o clone CICol-
C3 apresenta o mesmo grau de suscetibilidade da cepa parental. Quando os clones
foram isolados na fase precoce da infecgdo (CI-Col-C8, CI-COL-C10, C-COL-C13,
CI-COL-C14, CI-Col-C15), inoculados em camundongos e submetidos ao tratamento
com Benzonidazol, houve um aumento discreto da susceptibilidade com os indices
de cura variando de 0% a 36,3% entre a cepa e os clones (CAMANDAROBA et al.,
manuscrito em preparacgao).

Neste trabalho, além dos testes de cura convencionais (subinoculagcdo do
sangue em camundongos recém-nascidos, hemocultura e teste sorolégico de
imunofluorescéncia indireta), foi também realizada a PCR para a avaliacao de cura

dos animais tratados. Foi detectada uma baixa percentagem (37%), de concordancia
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entre os testes parasitolégicos convencionais, e a PCR com predominancia de
positividade dos testes convencionais.

Tendo em vista a alta sensibilidade da PCR para a detec¢cdo de numero
minimo de parasitos, a explicacdo para o baixo indice de concordancia encontrado
reside, provavelmente, na auséncia de formas parasitarias nas amostras que
representam uma fragdo (500ul) do sangue coletado de cada animal tratado e com
parasitemia direta negativa. Em estudo anterior deste laboratério (CAMPOS et al.,
2002), em que se investigou a sensibilidade da PCR para detectar formas
tripomastigotas, usando aliquotas conhecidas, contendo 1 a 50 parasitos, colocados
em amostras de 500ul de sangue de camundongo normal, a PCR revelou produtos
de 330 pares de base nos controles positivos e nas amostras contendo 3 a 50
tripomastigotas. Quando apenas uma amostra contendo 1 ou 2 tripomastigotas foi
examinada, os resultados foram negativos. Entretanto nos experimentos em que 10
amostras contendo 1 parasito e 10 amostras contendo 2 parasitos foram
examinadas, 9/10 amostras foram positivas, confirmando a alta sensibilidade da
reagdo, porem com a necessidade de sua repeticdo. Deste modo, no presente
trabalho, o exame de uma unica amostra de cada animal, mostrou baixo indice de
positividade. A alta sensibilidade dos testes parasitolégicos convencionais (62,5% a
100%) deve-se ao fato destes testes permitirem a multiplicagdo dos raros parasitos
possivelmente presentes, quer seja pela inoculagdo no camundongo recém -nascido,
no meio de cultura ou no triatomineo (nos casos em que o xenodiagndstico é
também realizado). Experimentalmente, VARGAS et al. (1996), testando diferentes

diluicbes de sangue de camundongos infectados determinaram a positividade da
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PCR pela identificagdo de fragmentos de 270 pares de bases, até a diluicdo de 1 x
102 parasita/mL, porém nao deixa claro qual o nimero de parasitos em cada amostra
nem informa o numero de amostras examinadas para a obtencéo destes resultados.
O teste da PCR tem sido utilizado para o diagndstico da doen¢a de Chagas em areas
endémicas ou como critério de cura. Nem sempre ha concordancia entre os
resultado obtidos com o xenodiagnostico e a sorologia, quando comparados a PCR.
JUNQUEIRA et al. (1996), ao analisarem 60 pacientes chagasicos comparando os
testes parasitolégicos e a PCR observaram que quatro casos apresentaram
xenodiagnoéstico positivo e PCR negativo. BRITTO et al. (2001) ao compararem os
indices de cura de 85 pacientes com doenca de Chagas, verificaram que os
pacientes na fase aguda da infeccdo apresentaram 86% de xenodiagnéstico negativo
e PCR positiva em 5/32. O resultado de 83% para o xenodiagnéstico negativo foi
verificado nos pacientes na fase crénica indeterminada e PCR positiva em 9/40. O
grupo placebo apresentou 36% de PCR positiva. Quando os resultados da PCR
foram comparados com o xenodiagnéstico em trés estados brasileiros, em pacientes
com sorologia positiva, foram observados diferentes indices de positividades. O
xenodiagndstico apresentou positividade de 24,5% (Minas Gerais), 13% (Paraiba) e
34% (Piaui). A PCR apresentou positividade de 96,5% (Minas Gerais), 44,7%
(Paraiba) e 59,4% (Piaui). No Estado do Amazonas, xenodiagnostico e PCR
revelaram a positividade de 2,4% e 10%, respectivamente, sugerindo um baixo nivel
de parasitemia nesta regido (BRITTO et al., 1999).

No animal experimental, em que sao feitas triagens de drogas os testes de
cura tém papel relevante. Sao realizados individualmente, utilizando-se varios testes

parasitologicos e soroldgicos. Seria do maximo interesse que se pudesse contar
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com a reagao da PCR nos laboratérios que pesquisam a eficacia de drogas contra o
T. cruzi. Entretanto, algumas peculiaridades dos experimentos realizados em
animais, fazem com que seja necessaria uma validacdo dos testes usualmente
aplicados em humanos, para o seu uso nas avaliagdes feitas em camundongos. Os
resultados de triagens de drogas em camundongos devem ser realizados
individualmente e dai as dificuldades ja discutidas, quanto ao volume de sangue
disponivel.

Um outro aspecto de relevancia refere-se ao numero de reagbes da PCR
requeridas para a positivagdo. Como foi referido anteriormente, em estudos
realizados por ARAUJO et al. (2002) com cées infectados com a cepa Berenice (Be-
62 e Be-78) do T. cruzi ap6s 5-12 anos foi verificado a baixa sensibilidade da PCR
quando foi feita apenas uma reagdo. A positividade da PCR alcangou 67 a 100%
com no minimo duas amostras de sangue e em nove reagdes da PCR repetidas da
mesma amostra. Vale ressaltar ainda que em alguns casos como dos caes 1,2e6 a
positividade somente foi observada apds 5 e 6 extragdes de DNA.

Os estudos ultraestruturais realizados por ANDRADE & FREITAS (1987) em
miocélulas cardiacas de camundongos infectados com cepas de biodema Tipo Ill e
tratados com o nifurtimox, observaram intensas alteracdes das amastigotas, com
vacuolizagdo do citoplasma, tumefagdo mitocondrial e enrugamento da membrana e

lesbes das miocélulas cardiacas em torno dos parasitos desintegrados. No

tratamento com nifurtimox ou com o benzonidazol os ninhos parasitarios ainda
remanescentes continuam a sofrer ruptura e as formas amastigotas resistentes que
escapam da acdo da droga, transformam-se em tripomastigotas e sdo langadas na

corrente sangilinea sendo detectadas nos testes parasitologicos, no xenodiagnéstico



126

e na subinoculagdo em camundongos recém-nascidos. No teste do xenodiagnoéstico
com cinco ninfas de triatomineos observou-se que apenas 1 ou 2 ninfas
apresentaram positividade para T. cruzi, em razdo do numero reduzido de parasitos
circulantes.

Muitas vezes, foi observado xenodiagnostico negativo no camundongo, porém
com titulos de anticorpos positivos anti-T. cruzi. Apesar da importancia das reacgdes
sorolégicas como testes de cura tem que levar em conta que este teste pode
permanecer positivo mesmo em animais curados, o que pode ser explicado pela
persisténcia de antigenos parasitarios como demonstrado por ANDRADE et al.
(1991). Estes autores demonstraram em camundongos infectados com cepas do
biodema Tipo Il e parasitologicamente curados que t persisténcia dos antigenos
parasitarios do T. cruzi sequestrados pelas células dendriticas foliculares do bago
mantendo a meméria imunolégica.

A predominancia de clones resistentes em uma cepa do T. cruzi é
provavelmente responsavel, pela falha do tratamento de pacientes chagasicos, como
visto em areas endémicas da regido Central do Brasil (ANDRADE et al. 1992) em
pacientes infectados com cepas de biodema Tipo I, Z1 (T. cruzi l) contrastando com
aqueles infectados com cepas do biodema Tipo I, Z2 (. cruzi Il). Neste trabalho
(ANDRADE et al. 1992) falhas no tratamento clinico de pacientes que s&o infectados

com cepas de biodemas Tipo lli, foram relacionados a resisténcia desse tipo de cepa

as drogas antichagasicas. Vale ressaltar a concordancia entre os resultados do
tratamento de pacientes chagasicos na area endémica de Montalvania-MG, e de
cepas deles isolados e inoculadas em camundongos, cuja correlagéo foi de 81,8%

(ANDRADE et al., 1992).
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Outras cepas com as mesmas caracteristicas, incluidas no biodema Tipo lll
apresentam também elevado grau de resisténcia. Este fato podera representar um
sério desafio para o controle da doenga de Chagas nas areas endémicas, onde ha
uma alta incidéncia de pacientes cronicamente infectados detectados pelos testes
sorolégicos e por PCR (ANDRADE, et al., 1996; WINCHER et al., 1994).

Embora se tenha detectado um indice de cura ligeiramente mais elevado nos
animais infectados com os clones isolados no 10° dia de infecgdo, a um nivel de
36,3%, (manuscrito em preparagao), este é ainda considerado um indice muito baixo
de cura, confirmando a alta resisténcia dos clones da cepa Colombiana.

Os resultados obtidos demonstram a correlagdo entre as caracteristicas
genéticas e a resposta aos quimioterapicos, levando-se em conta a homogeneidade
clonal desta cepa e a sua correlagdo com a uniformidade da resposta ao tratamento.
Considerando os dois genotipos principais: T. cruzi | e T. cruzi Il, TOLEDO et al.
(2003), verificaram a alta resisténcia dos clones incluidos no grupo T. cruzi | do qual
fazem parte a cepa Colombiana e seus clones.

Estes dados estdo também coerentes com o modelo clonal postulado para o
T. cruzi por TIBAYRENC & AYALA (1988), que prevém uma correlacdo entre as
divergéncias dos genotipos clonais do T. cruzi e suas propriedades biologicas

inclusive a resposta aos quimioterapicos.
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5 CONCLUSOES

1) A caracterizagao biolégica e bioquimica dos clones isolados no 10° dia de infecgao
mostrou uma homogeneidade entre os mesmos, correspondendo a uma similaridade
com a cepa parental, idéntica ao observado com os clones isolados no 30° dia de

infeccao.

2) A caracterizagdo dos esquizodemas por meio da PCR-RFLP de 14 clones isolados
da cepa Colombiana, protétipo do Biodema Tipo Il (T. cruzi 1) no 10° e no 30° dias de
infeccdo, demonstrou uma homogeneidade clonal e a identidade entre os clones e a

cepa parental.

3) O histotropismo da cepa Colombiana e dos clones foi demonstrado em diferentes
6rgaos e tecidos, sendo ubiquitario e néo restritivo, com parasitismo predominante
em musculo esquelético e miocardio, ndo se comprovando o tropismo de um clone

para um so tipo de célula.

4) A resposta terapéutica ao Benzonidazol, dos clones isolados no 30° dia de
infeccéo foi semelhante a da cepa parental e confirmou a alta resisténcia da cepa
Colombiana e dos seus clones ao tratamento quimioterapico, variando os indices de
cura de 0 a 16.7% e de 0% a 36,3% entre a cepa e os clones isolados no 10° dia de

infecgao.
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ARTIGO

Clonal structure of Trypanosoma cruzi Colombian strain (biodeme
TypelIll): biological, isoenzymic and histopathological
analysis of seven isolated clones

Estrutura clonal da cepa Colombiana do Trypanosoma cruzi (Biodema Tipo III): analise
biolégica, isoenzimatica e histopatoldgica de sete clones isolados

Edson Luiz Paes Camandaroba', Rozdlia Figueira Campos?, Juracy Barbosa Magalhaes'
and Sonia G. Andrade’

Abstract The clonal structure of the Colombian strain of Trypanosoma cruzi, biodeme Type Ill and zymodeme
1, was analyzed in order to characterize its populations and to establish its homogeneity or heterogeneity.
Seven isolated clones presented the basic characteristics of Biodeme Type lll, with the same patterns of
parasitemic curves, tissue tropism to skeletal muscle and myocardium, high pathogenicity with extensive
necrotic-inflammatory lesions from the 20" to 30" day of infection. The parental strain and its clones C1, C3,
C4 and C6, determined the higher levels of parasitemia, 20 to 30 days of infection, with high mortality rate up
to 30 days (79 to 100%); clones C2, C5 and C7 presented lower levels of parasitemia, with low mortality rates
(7.6 to 23%). Isoenzymic patterns, characteristic of zymodeme 1, (Z1) were similar for the parental strain and
its seven clones. Results point to a phenotypic homogeneity of the clones isolated from the Colombian strain
and sug%est the predominance of a principal clone, responsible for the biological behavior of the parental
strain and clones.

Key-words: Trypanosoma cruzi. Colombian strain. Clonal structure. Clones. Biodemes. Zymodemes.
Histopathology.

Resumo A estrutura clonal da cepa Colombiana do Trypanosoma cruzi, biodema Tipo Ill e zimodema 1, foi
analisada com o objetivo de caracterizar as suas populagbes e estabelecer a homogeneidade ou
heterogeneidade das mesmas. Foram isolados sete clones, os quais apresentaram as caracteristicas bdsicas
do biodema Tipo Ill, com o mesmo padrdo de curvas parasitémicas, tropismo tecidual para musculo esquelético
e miocdrdio, alta patogenicidade, com extensas lesdes necrotico-inflamatdrias, do 20° ao 30’ dia de infecgéo.
A cepa parental e os clones C1, C3, C4 e C6 apresentaram os niveis mais elevados de parasitemia entre 20
e 30 dias pos-infecgdo e alto indice de mortalidade até 30 dias (79 a 100%); os clones C2, C5 e C7 apresentaram
niveis mais baixos de parasitemia com baixa mortalidade ate 30 dias (7,6 a 23%). Os padroes isoenzimaticos
foram caracteristicos do zimodema 1 (Z1) para a cepa parental e os sete clones. Os achados do presente
trabalho indicam uma homogeneidade fenotipica entre os clones isolados da cepa Colombiana e sugerem a
predominéncia de um clone principal, responsavel pelo padrdo de comportamento biolégico da cepa parental
e dos clones.

Palavras-chaves: Trypanosoma cruzi. Cepa Colombiana. Estrutura clonal. Clones. Biodemas Zimodemas.
Histopatologia.

The Colombian strain of T. cruzi has been used in
experimental investigations since the pioneering studies
of Federici et al'?. They described the progressive
myocarditis occurring in mice as well as the main
features of chronic disease in the murine model.
Comparative studies of the biological behavior and
histopathological lesions produced by the Colombian,
Y'7 and Sao Felipe strains' showed marked differences

in tissue tropism, virulence and pathogenicity®. These
strains came to represent the prototypes for three
different biological types or biodemes: |, Il, Iil. The
Colombian strain was isolated from a human case
originating in Colombia'? and was typed as Biodeme
Type |l and identified as zymodeme Z1 by Andrade et
af, according to the isoenzymic patterns of Miles et al'*.
This classification corresponds to the recently
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established taxa T. cruzil, as referred by Momem's. Another
characteristic of Biodeme Type lll is its resistance
to chemotherapy with benznidazole and nifurtimox®.

Since T. cruzi strains represent multiclonal
populations'®, investigation of their structure should
contribute to define the homogeneity or heterogeneity of

its clonal constitution. This seems crucial to clarify a
possible role of parasite strains in the clinical manifestations
of Chagas’ disease. Inasmuch the possibility of a
predominance of principal clones, as representative of
strains circulating in one endemic area, has been
recently suggested?®1°.

MATERIALS AND METHODS

T. cruzi strain. The Colombian strain, maintained in our
Laboratory by successive passages into mice for several
years, has been used in the present investigation.
Cloning of the strain. To obtain a single parasite, citrated
blood taken from mice infected with the parental strain,
on the 30" day of infection, was centrifuged at 900g
and parasites in the plasma counted in a Neubauer
chamber after dilution in PBS, pH 7.2. The volume of
iml was distributed in multi-well microtiter culture
plates and examined with an inverted microscope. By
micromanipulation, a single trypomastigote form was
isolated and intraperitoneally inoculated into an
approximately 8-day-old suckling mouse. From 10 to
30 days after inoculation the peripheral blood was
examined for the presence of trypanosomes. They were
then defined as clones''. Seven clones were isolated
by this method and named as: CI-Col-C1, C2, C3, C4,
C5, C6 and C7 respectively. The blood of these mice
was inoculated individually into groups of mice with 10
to 12g body weight. After 3 to 13 passages into mice,
inocula (5x10* to 1x10°) were obtained for the infection
of the experimental groups and used for biological,
isoenzymic and histopathological characterization of the
clones to be compared with the parental strain. One
group of mice, having the same body weight, was
inoculated with the parental strain for comparison.

Biological characterization - Parasitemia was
evaluated on the 7" to 50" day after infection, by
microscopic examination of 5ml of fresh tail blood,
between glass and coverslips, and counted in 50

microscopic fields (400X). The parasitemic levels were
expressed as logarithms of the media of parasites in
peripheral blood of 5 mice.

Cumulative mortality was evaluated from 30 to 50 days
after infection. Morphology of trypomastigotes in peripheral
blood was evaluated by the percentage of slender and
broad forms, as seen in smears stained with the May
Grinwald-Giemsa method.

Histopathological study. Three to five infected mice
were sacrificed after 14, 20, 25and 30 days post-infection
(p.i). Fragments of the myocardium and skeletal muscle
were fixed into 10% formalin and embedded in paraffin.
Five-micrometer thick sections were stained with
hematoxylin and eosin and microscopically analyzed.

Isoenzymic characterization. Enzymic extracts were
obtained by hemoculture in axenic Warren culture
medium from each clone. Parasites from culture were
washed four times, with centrifugation at 2000g in
buffer Tris-KRT pH 7.3 and enzymic extracts were
prepared and stored in liquid nitrogen as pearls.
The following isoenzymes were tested: alanine
aminotransferase (ALAT-E.C.2.6.1.2); aspartate
aminotransferase (ASAT-E.C.2.6.1.1); glucose-phosphate
isomerase (GPI)-E.C.5.3.1.9);phosphoglucomutase
(PGM-E.C.2.7.5.1). Electrophoresis was performed
according to the method of Miles et al'“.

Statiscal analysis. For comparative evaluation of the
mortality of mice infected with parental strain and clones
a non-parametric Fisher test was applied.

RESULTS

The biological behavior of the seven clones isolated
from the Colombian strain were analyzed in comparison
with the parental strain, taking into account several
parameters, as follows: parasitemia, morphology of
parasite in peripheral blood, cumulative mortality of the
infected animals, tissue tropism and histopathological
lesions. The parental strain and the seven clones have
shown the parasitemic profiles of the Type Il strain, with
a slow increase in the number of parasites and with
peaks of parasitemia between 20 and 30 days p.i.
(Figures 1A and B). By taking the media for 5 mice, the
parasitemic peaks were considered as high, above 500
trypomastigotes/50 microscopic fields (400X) or as
medium, from 100 to 500 trypomastigotes. The strains
with high parasitemic levels determined high mortality
rates; medium parasitemic levels, coincided with low
mortality. As shown in Table I, the cumulative mortality
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of mice infected with the parental strain and the seven
derived clones, expressed as percentage of dead
animals, varied from a low (7.6 to 23%) to a high level
(100%). Mortality up to 30 days of infection was low for
the clones C2, C5 and C7 and high for the parental strain
and the clones C1, C3, C4, C6 (100%). These findings
indicate different degrees of virulence for the several
clones investigated.

Morphological study of peripheral blood
trypomastigotes showed a predominance of
slender forms on the 10" day of infection for the
parental strain and clones C3, C5 and C7, and
broad forms from the 14!" day onwards. The clones
C1, C4 and C6 showed a predominance of slender
forms up to the 14 day of infection. The parental
strain and its 7 clones presented a predominance
of broad forms by the 20" day of infection.
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Table 1 - Cumulative mortality in mice infected with the Colombian strain of Trypanosoma cruzi and its clones (30 days of infection).

Experimental groups Inoculum Mice number Mortality Mortality (%)
Parental strain 1x10° 25 9/90 100.0
CiI-Col-C1 5x10* 18 11/11 100.0
CI-Col-C6 1x10° 25 14/14 100.0
ClI-Col-C3 5x10* 25 12/13 92.3
ClI-Col-C4 1x10° 25 15/19 78.9
ClI-Col-C7 1x10° 25 3/13 23.0
Cl-Col-C2 1x10° 25 113 7.6
ClI-Col-C5 1x10° 25 1/13 7.6

Comparison of percentage of mortality between clones and parental strain has shown significant differences for clones C7, C2, C5 (p< 0.01 Fischer test).

Isoenzymic characterization.The electrophoretic
patterns obtained for the parental strain and its clones,
regarding the enzymes PGM, GPI, ALAT and ASAT,
reproduced the profiles already described for the

Biodeme Type |l1I7, corresponding to zymodeme Z1'

(Figures 2, 3 and 4). Clone C1 revealed 3 bands with

the enzyme ALAT (Figure 4A); clone C3 revealed 2

bands with the enzyme ASAT (Figure 4B).
o

Figure 2A and 2B - Isoenz/mlc profiles for PGM of the Colombian parental strain and the clones Cl-Col-C3 and C4 in comparison with

prototypes of Biodemes | (Per), Il (21SF), Il (Col).

Figure 3A and 3B - Electrophoretic isoenzymic
compared with the Biodemes |, Il, lll respéctively: Per, 21SF, Col.

atterns for GPI of the Colombian parental strain and the clones Cl-Col-C2 and C7 as
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Figure 4A and 4B - Isoenzymic profiles for ALAT and ASAT of the Colombian

arental strain and the clones Cl-

Col-C1, C2, C3, C4 in comparison with the prototypes of Biodemes |, Il, Ill. A 3-band profile of ALAT in clone C1

C.
and a 2-band profile for A
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AT in clone C3 represent alternative patterns for these enzymes.
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Histopathological study. Study of the tissue lesions
and parasite tropism was comparatively performed for
the parental strain and its clones. The parental strain
determined progressive skeletal muscle and
myocardium lesions, from the 14" day of infection, with
slight mononuclear infiltration and low parasmsm of
myocytes. By the 20" day of infection a progressive
parasitism of myocardiocytes was seen, with focal
myocyte necrosis and diffuse mononuclear-cell
infiltration (Figure 5A). Tissue parasitism and destruction
of myocells with dense inflammatory infiltration were
prominent in skeletal muscles and progressive until 30
days of infection (Figure 5B).

Histopathological lesions determined by each one of the
seven clones, from 14 to 30 days of infection, showed the
same evolution and histopathological aspects of the parental
strain. For the seven clones, parasitism and inflammatory
infiltration were present at 14 and 20 days p.i., varying from
slight to moderate in keeping with the virulence of the clone.
Necro-inflammatory lesions were more prominent in
skeletal muscles and intensified up to the 30" day of
infection. In general, this late phase exhibited parasite
and myocell disintegration, together with severe
mononuclear-cell infiltration and rare preserved
parasites (Figures 5C,D, E and F).

Figure 5A and 5B - Cardiac and ! le I in mica fected with the Col | strain: A - Diffuse and moderate myocarditis

and pr of p ites in rhe di yocytes (250X); B - necrosis of skeletal muscle cells wnh lear infiltrate; p ofa Iarge nesl

of ig in a d. I le cell (400 X ); Figure C and D - Clona CI Col-C4: C - y rditis and of

p ites in cardi: y el (250X), D Skelstﬂ/ le cell with ii i " and the p of

polymorph and y cells infiltration (400X ); Figun Eand F Clone CI Col Cs E- Intsnss destructive lesions of the
keletal with p ite debris and i Il ani Y mlimallon ( 250X) F-
y howing intense lear infiltration and the pr of focal disir g of parasitized myocell with ii polymorp

infiltration (250X).
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DISCUSSION

T. cruzi strains represent multiclonal populations, as
described by Tibayrenc et af°. based on the multiloci
isoenzymic profile of 121 strains from different geographical
areas. Macedo and Pena'® suggest that multiclonal
strains are formed by clonally propagating organisms
with different tissue tropisms, correlated with
complementary molecular interactions between the
invading clones of T. cruzi and the host tissues. Clonal
populations can be homogeneous or heterogeneous. It
has been admitted that a limited number of principal
clones could be circulating within different geographical
areas'®. The present study has demonstrated a
homogeneity of the clones obtained from the Colombian
strain, both considering its biological behavior and
isoenzymic profiles. On analyzing the behavior of the
Colombian strain after long period of maintenance in
laboratory, by successive passages into mice, an
increased virulence was detected, which was revealed
by high mortality up to 30 days of infection. The
Colombian strain, as initially described?® was
characterized by a slow progression of parasitemia, that
reached high levels by the 20" to 30™ day of infection,
with predominance of broad parasite forms from the
initial phase of infection and low mortality up to 30 days
p.i. Activation of parasite virulence, evaluated in infected
mice, either after macrophage blockade with Indian Ink
or treatment with corticoid, results in earlier increasing of
parasitemia and the presence of slender parasitic forms®.

However, considering the profiles of parasitemia, the
tissue tropism and pathogenicity pattern, the biological
behavior of the Colombian strain was maintained. The
seven clones, with the same biological patterns of the
parental strain, exhibited different degrees of virulence,
as expressed by high levels of parasitemia and elevated
mortality; however as has been previously
demonstrated', virulence is not a stable character, and
therefore cannot independently be used for strain
characterization. The same type of strain can present
different degrees of virulence, evaluated by the levels
of parasitemia and the rate of mortality of infected
animals. The several strains isolated from Sao Felipe,
BA classified as Biodeme Type |, could either exhibit
low virulence, without mortality by the 20" day of
infection; medium virulence, with 50% mortality or high
virulence, with 100% mortality by 20 days of infection.
However, comparative histopathological study revealed
that lesions determined by the parental strain and its
clones disclosed the same pattern of pathogenicity:
same tissue tropism, with predominant involvement of
skeletal muscles, intense myocarditis and high tissue
parasitism. These findings suggest that when a
predominant principal clone is present the histotropism
of the strain and of the clones is similar, confirming the
stability of strain behavior. The isoenzymic profile of
Biodeme Type lIl represents the same pattern of
zymodeme 1 as described by Miles et al'*. The
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isoenzymic patterns for GPl and PGM represent the
same profile for the parental strain and ciones,
representing a homozygosis for these enzymes.
However, the presence of a profile of three bands for
ALAT in the clone C1 and two bands for ASAT in the
clone C3 represents alternative patterns, as previously
demonstrated’ . According to Miles et af'%, of the 11
enzymes which did contribute to the separation of the
zymodemes, four gave alternative patterns within individual
zymodemes; as for ALAT, up to four ancillary, prominent
bands were seen in zymodeme 1 (Z!)'%; and ASAT has
been described with one or two bands, for Z17'4.

The p