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RESUMO

CARCACTERIZACAO BIOLOGICA E MOLECULAR DE POPULACOES
CLONAIS DE CEPAS DO Trypanosoma Cruzi : 21SF — BIODEMA TIPO I, E
COLOMBIANA - BIODEMA TIPO Illl, ISOLADOS DE CAMUNDONGOS
INFECTADOS, TRATADOS COM BENZONIDAZOL E NAO CURADOS

ISA RITA BRITO DE MORAIS

As cepas e clones do Trypanosoma cruzi apresentam diferentes aspectos de
resisténcia e susceptibilidade aos quimioterapicos. Varios estudos vem sendo
desenvolvidos para avaliar a resposta de diversas drogas em diferentes cepas
protétipos dos Biodemas tipos I, Il e lll, de acordo com a caracterizacao
biolégica. Resultados vém demonstrando que cepas protétipos do Biodema
Tipo | (cepas Y e Perunana) apresentam uma alta susceptibilidade ao
tratamento com Benzonidazol e Nifurtimox; cepas do Biodema Tipo |l
(protétipo: cepa 21SF) demonstram média susceptibilidade; as cepas do
Biodema Tipo Il (cepa Colombiana) sdo altamente resistentes. Considerando
que as cepas do T.cruzi sdo populacées multiclonais complexas, que diferem
nas suas caracteristicas genéticas e bioldgicas, clones de duas cepas do
T.cruzi foram avaliadas com o objetivo de investigar se 0 uso da quimioterapia
anti—T.cruzi poderia estar levando a selec¢édo de clones resistentes que poderao
ou nao diferir nos seus caracteres biolégicos e moleculares. No presente
trabalho investigamos os caracteres biol6gicas e moleculares de clones da
cepa Colombiana (Biodema Tipo Ill) e 21SF (Biodema Tipo Il) do T. cruzi,
isolados de animais tratados e ndo curados em comparacao com clones
isolados de animais nao tratados, com o intuito de investigar se estes clones
resistentes a quimioterapia apresentavam diferencas em suas caracteristicas
que pudessem estar justificando tal resisténcia. Para isto, 18 clones foram
isolados de camundongos infectados da cepa Colombiana e 8 clones foram
isolados de camundongos infectados com a cepa 21SF. Os resultados
mostraram que as caracteristicas biolégicas dos clones isolados da cepa
Colombiana foram mantidas; clones da cepa 21SF mostraram diferentes niveis
de parasitemia quando comparados com a cepa parental. As caracteristicas
moleculares foram avaliadas a partir dos fragmentos do k-DNA de cada clone
isolado, que foram submetidos a técnica de RFLP, utilizando as enzimas de
restricdo RSA |, HINF | e ECO RI. A andlise dos fragmentos de restricao das
cepas parentais e dos respectivos clones demonstrou grande similaridade
entres os mesmos. A possibilidade de investigar a estrutura molecular
utilizando outras técnicas moleculares, podera contribuir para demonstrar
diferengas na resisténcia dos clones isolados de animais tratados e ndo nao
curados, como visto na discussao.

Palavras chaves: Trypanosoma cruzi; Clones; K-DNA; Esquizodemas.



ABSTRACT

BIOLOGICAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF CLONAL
POPULATIONS OF Trypanosoma cruzi: 21SF — BIODEME TYPE Il AND
COLOMBIAN STRAIN - BIODEME TYPE lll, ISOLATED FROM INFECTED
MICE, TREATED WITH BENZONIDAZOLE AND NOT CURED.

ISA RITA BRITO DE MORAIS

Different strains and clones of Trypanosoma cruzi present differents degrees
of susceptibility to treatment with chemotherapic drugs. Several studies have
been developed to evaluate the response to different drugs concerning the
strains prototypes of the Biodemes Types |, Il and Ill according to the biological
characterization. Results have shown that the strains prototypes of the
Biodeme Type | (Y and Peruvian strains) disclosed a high susceptibility to
treatment with Benznidazole and Nifurtimox; strains of the Biodeme Type I
(prototype: the 21SF strain) showed a medium susceptibility; the strains of the
Biodeme Type Il (Colombian strain) were highly resistant. However a
variability was detected according to the phase of infection in which the clones
were isolated, and varied from 0% to 23,5% for the clones isolated in an early
phase and 0% to 16.0% for those isolated in a late phase of infection. This
indicates that the clonal populations could differently respond in different
phases of treatment. In the present study we investigated the biological and
molecular characters of clones of the 21SF strain (Biodeme Type Il ) and of the
Colombian strain (Biodeme Type Ill) isolated from mice treated with
Benznidazole, but not cured , in comparison with clones isolated from
untreated mice, with the objective of to investigate possible differences in the
biological and molecular characteristics of these resistant clones. For that 18
clones were isolated from mice infected with the Colombian strain and 08
clones isolated from those infected with the 21SF strain. Results have shown
that the biological characteristics were maintained in the Colombian strain;
clones of the 21SF strain showed different levels of parasitemia as compared
with the parental strain. This behavior is peculiar to clones isolated from the
21SF as shown in previous studies with clones isolated from untreated mice.
The molecular characteristics were evaluated through the restriction fragment
length polymorphism (RFLP) of the k DNA for each isolate clone, using
restriction enzymes RSA |, HINF | and ECO RI. Analysis of restriction fragments
from the clones an from the parental strains demonstrated a high similarity
between them. The possibility of to investigate the molecular structure through
other molecular techniques could contribute to disclose differences in the
resistant clones isolated from treated uncured mice as seen in the discussion.

Key words: Trypanosoma cruzi; Clones; K-DNA; Esquizodemes.



1. INTRODUCAO

1.1 A Doenca de Chagas

A Doenca de Chagas, causada pelo Trypanosoma cruzi, é caracterizada
por apresentar duas fases com curso clinico bastante variavel: a fase aguda e
a fase crbnica. A fase aguda pode ser sintomatica ou assintomatica, e inicia-se
através das manifestagdes locais, quando o T. cruzi penetra na conjuntiva
ocular (Sinal de Romana) ou na pele (chagoma de inoculacdo). Estas lesdes
aparecem em 50% dos casos agudos dentro de quatro a dez dias apds a
picada do inseto, regredindo em um ou dois meses. As manifestagdes gerais
sdao representadas por febre, edema localizado e generalizado,
esplenomegalia, poliadenia, hepatomegalia e, as vezes, insuficiéncia cardiaca
e perturbagdes neuroldgicas. Apds a fase aguda, os sobreviventes passam por
um longo periodo assintomatico, que € chamada de fase crénica indeterminada
(latente) e é caracterizada pelos seguintes parametros: positividade de exames
sorolégicos e/ou parasitoldégicos; auséncia de sintomas e da doenca;
eletrocardiograma normal; coracdo, es6fago e célon radiologicamente normal.
Porém, cerca de 30 a 40% destes pacientes, apds permanecerem
assintomaticos por varios anos, apresentam sintomatologia relacionada com o
sistema cardiocirculatério (forma cardiaca), trato digestivo (forma digestiva), ou

ambos (forma cardiodigestiva) (NEVES, 2005).



1.2 - O Trypanosoma cruzi

Apbs o centenario da sua descoberta por Carlos Chagas em 1909, o
Trypanosoma cruzi, ainda tem sido encontrado em boa parte dos paises
americanos. As zonas de maior endemicidade estdo na América do Sul, onde
0s paises mais afetados sdo: Brasil, Argentina, Equador e Venezuela. Estima-
se que existam 16-18 milhdes de pessoas infectadas com T.cruzi e mais de
100 milhdes vivem em risco de adquirir a doenca em todo o mundo (World
Health Organization, 2002).

Este protozodario conhecido por causar alteragdes celulares, tissulares,
patolégicas e imunoldgicas no hospedeiro vertebrado, pertence a Ordem
Kinetoplastida > Familia Trypanosomatidae > Género Trypanosoma < seccao
Stercoraria> Subgénero Schyzotripanum (MYLER, 1993), e apresenta em seu

ciclo vital, as formas amastigota, epimastigota e tripomastigota (Figura 01).
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Figura 01- Represntacdo esquematica das formas evolutivas do T.cruzi. (a)
forma amastigota; (b) forma epimastigota; (c) forma tripomastigota.

Fonte:http://parasitology.informatik.uni-wuerzburg.de

Em hospedeiros vertebrados ocorrem tripomastigotas sanguicolas e

amastigotas intracelulares, enquanto que em hospedeiros invertebrados € em



meios de cultura predominam as formas epimastigotas que depois passam a
tripomastigotas metaciclicos. Quando o inseto suga um vertebrado, ingere
formas tripomastigotas sanguicolas, iniciando-se assim o ciclo de
desenvolvimento caracteristico da espécie. Na porcao anterior do intestino
médio do hemiptero, os tripomastigotas sanguicolas transformam-se em
epimastigotas. Ao chegarem a porcao posterior do intestino médio, encontram
um meio favoravel, onde se instalam e mantém a infeccao durante toda a vida
do inseto, restabelecendo a capacidade reprodutiva do flagelado, através de
uma multiplicacdo ativa por divisdo binaria. Quando os epimastigotas chegam
ao intestino posterior do triatomineo, depois de algum tempo, sofrem nova
diferenciacdo retomando a forma tripomastigota. A transformacdo de
epimastigotas em tripomastigotas metaciclicos (metaciclonogénese) € um

passo crucial no ciclo de vida do T. cruzi (REY, 2002).

1.3 HETEROGENEIDADE DO Trypanosoma cruzi

Varios estudos sobre a biologia do T.cruzi apontam para uma
grande diversidade de comportamento, podendo essa espécie ser encontrada
em diferentes hemipteros, reservatérios silvestres e domésticos. Estudos da
biologia molecular deste parasito indicam que a reproducdo sexuada nao
ocorre, ou ocorre muito raramente, apontando para o fato de que variacdes
bioldgicas e genéticas encontradas podem ser explicadas pela evolugcéao

independente de multiplas linhagens clonais (TIBAYRENC et al., 1986).



A observacdo de formas tripomastigotas no sangue de animais
infectados, indica a existéncia de um polimorfismo no T.cruzi. Estudos
observaram a existéncia de cepas que apresentam um predominio de formas
delgadas, outras com predominio de formas largas e outras, em que, a medida
gue a infeccao se prolonga as formas largas passam a predominar (ANDRADE,

1974).
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Fonte: www.fiocruz.br

1.4 - O GENOMA DO T.cruzi

Como uma caracteristica de organismos eucariontes, o Trypanosoma
cruzi apresenta dois genomas: o nuclear e o mitocondrial, sendo este ultimo
denominado de K-DNA ou DNA do cinetoplasto (Figura 02).

Uma caracteristica peculiar do genoma do T. cruzi é a diploidia no seu

namero de cromossomos, apesar da reprodugdo ser basicamente clonal



(TIBAYRENC et al, 1986 ). Nos tripanossomas, esses Cromossomos nao se
condensam completamente durante a divisdo celular, o que dificulta a analise
citogenética (SOLARI, 1995), devido a diferengas encontradas na histona H1
desses organismos: € menor, dissocia-se facilmente da cromatina e apresenta

propriedades hidrofilicas peculiares (ASLUND et al., 1994).

1.4.1- O DNA DO CINETOPLASTO (K-DNA)

Assim como em outros organismos eucariontes, o T. cruzi apresenta em
seu compartimento mitocondrial, moléculas circulares de DNA que codificam
RNAs ribossémicos e as enzimas envolvidas na respiracao celular. Entretanto,
diferentemente dos outros eucariontes, o compartimento mitocondrial dos
tripanossomas apresenta uma rede formada por milhares de moléculas
circulares de DNA denominada cinetoplasto (SIMPSOM, 1987).

O K-DNA é composto por dois tipos de moléculas circulares, que diferem
em tamanho e fungdo, denominadas de minicirculos e maxicirculos. Os
minicirculos sdo compostos por regides conservadas e variaveis, que nao
codificam peptideos, e podem variar entre cepas ou isolados do parasito
(Figura 03). Estudos demonstraram que sequéncias variaveis sdo transcritas
gerando pequenos RNAs denominados de RNA guias, que estao envolvidos no
processo de editoracdo dos RNAms das enzimas mitocondriais. Entretanto, nas
sequéncias que compdem o0s maxicirculos sdo encontrados 0s genes que
codificam proteinas e rRNAs mitocondriais, assemelhando-se com o DNA

mitocondrial dos demais eucariotos (MACINA et al., 1986; SIMPSOM, 1987).
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Figura 03 — Representagdo esquematica do minicirculo mostrando a
organizacdo das quatro regides conservadas (retdngulos em azul), de
aproximdamente 120 pares de base (pb) cada, contendo os blocos de
seqUéncias mais conservadas da molécula: BSC-1, BSC-2 e BSC-3 (retédngulos
em preto). As regides com sequéncias hiper-variaveis dos minicirculos de 330
pb (seta em vermelho) encontram-se intercaladas com as regides conservadas.

FONTE: www.fiocruz.br

1.5 CEPAS DO T. cruzi

Sao denominadas “cepas” do Trypanosoma cruzi amostras isoladas de
animais naturalmente infectados, de insetos vetores e de pacientes de
diferentes areas geograficas, que sejam mantidas no laboratério em
hospedeiros vertebrados, em insetos vetores, em meios de cultura ou em
criopreservacdao (ANDRADE, 1974). LUMSDEN (1970) definiu “cepa’, como
“uma populacdo derivada de um isolado, mantida em cativeiro em reprodugéo
continua por passagens seriadas, quer mecanica ou ciclica, em cultura ou em

animais de laboratorio”.



As cepas do T. cruzi sdao populacbes multiclonais complexas
(TIBAYRENC et al., 1986) que diferem nas suas caracteristicas genéticas e
bioldgicas, e também no seu comportamento em diferentes hospedeiros
vertebrados. [Estas cepas representam subespécies, baseada em
caracteristicas intrinsecas como composicao antigénica (ANDRADE et al.
1981), suscetibilidade a quimioterapicos ( ANDRADE & FIGUEIRA, 1977 ),
padrées isoenzimaticos ( MILES et al., 1980; ANDRADE et al.,, 1983;
TIBAYRENC & AYALA 1988 ) e perfil gendbmico do kDNA ( MOREL et al., 1980;

AVILA et al., 1980).

1.5.1 CLONES DO T.cruzi

O termo clone em relagcdo ao Trypanosoma cruzi, é utilizado para
identificar um isolado originado através da diferenciagdo mitdtica de um unico
parasito.

O estudo de populagbes clonais contribui para determinar a
homogeneidade clonal das cepas protétipos dos diferentes biodemas, quanto
ao seu comportamento biolégico, fenotipico, genotipico e resposta
quimioterapica dos clones isolados. CAMANDAROBA et al., (2001) analisando
sete clones isolados da cepa Colombiana do T. cruzi, na fase aguda avangada
da infeccao, verificaram uma homogeneidade fenotipica da cepa e dos seus
clones isolados, sugerindo a predominancia de um clone principal responséavel
pelo comportamento biolégico da cepa e dos clones. ANDRADE em 1999, ja

havia sugerido a presenca de clones principais numa mesma area endémica,



concluindo que os mesmos pudessem ser responsaveis pelas manifestagdes
da doenca e resposta quimioterapica em pacientes destas areas.

CAMPOS & ANDRADE (1996), avaliaram clones e sub-clones da cepa
21SF apds longo periodo de permanéncia em laboratério com passagens
sucessivas, confirmando a estabilidade da cepa e homogeneidade clonal da
mesma. Entretanto, mais adiante em 2005, CAMPOS et al. estudando a
susceptibilidade a quimioterapia com Benzonidazol de clones desta mesma
cepa, observaram uma variabilidade de resposta ao tratamento das populagdes
clonais, sugerindo que esta variabilidade estaria relacionada a resposta

quimioterapica com Benzonidazol e Nifurtimox das cepas deste biodema.

1.6 - CARACTERIZACAO DAS CEPAS DO T.cruzi

Com o objetivo de compreender as variagées de comportamento biolégico
e o perfil genético das cepas do parasito, diversos estudos que envolvem a
caracterizacao de cepas do T. cruzi vém sendo desenvolvidos por diferentes

autores, como serdo descritos adiante.



1.6.1 - BIODEMAS: CARACTERIZAGAO BIOLOGICA DO Trypanosoma

cruzi

A classificacao bioldgica foi a primeira correlacao feita de uma série
especifica de caracteres morfobiol6gicos e comportamentais no T.cruzi, sendo
recomendada pela World Helth Organization em 1986.

Os Biodemas representam Tipos morfobiolégicos e histopatolégicos de
cepas do T.cruzi, descritos por ANDRADE (1974), e que apresentam
caracteres biolégicos comuns, tropismo tissular diferenciado e lesdes
histopatoldgicas caracteristicas em animais experimentais (ANDRADE &
MAGALHAES, 1997).

A classificacdo das cepas do T.cruzi em trés diferentes Tipos bioldgicos
foi baseada em diferentes parametros como: perfil parasitémico, morfologia dos
parasitos no sangue periférico, viruléncia, patogenicidade e tropismo tissular.
Inicialmente designados apenas como Tipos I, Il e Ill, passaram a partir de
1997 a serem designados como Biodemas Tipos I, Il e Ill. Em resumo, as trés
caracteristicas basicas dos trés Biodemas séo: Tipo | — macrofagotropismo na
fase inicial da infeccdo, alta viruléncia com 100% de mortalidade até 12 dias,
maximo de parasitemia do 7° ao 12° dia e predominancia de formas delgadas
na fase inicial da infeccdo; Tipo [l — miotropismo com envolvimento
predominante do miocardio na fase aguda, predominancia de formas largas,
mas com percentagem significante de formas delgadas no sangue periférico,
piques parasitémicos do 12% ao 20° dias de infec¢do, quando a mortalidade
atinge o maximo; Tipo Il — miotropismo, com parasitismo e lesdes

predominantes em musculo esquelético, predominancia de formas largas;



piques parasitémicos do 25° ao 30° dia pos-infecgdo ou mais tardiamente e

mortalidade baixa até 30 dias.

1.6.2 - ZIMODEMAS: ESTUDO ISOENZIMATICO DE CEPAS DO

Trypanosoma cruzi

Os Zimodemas representam trés grupos de cepas, baseados no perfil
eletroforético de suas enzimas definido por MILES et al. (1980). A partir deste
trabalho, caracterizaram mais de 250 cepas isoladas de varios hospedeiros, no
Nordeste e Centro do Brasil, pela combinacdo do padrdo eletroforético de
ASAT (aspartato aminotransferase), ALAT (alanina aminotransferase), PGM
(fosfoglugomutase), GPI (glicose fosfatoisomerase), ME (enzima malica) e
G6PD (glicose 6-fosfato desidrogenase). A identificacdo das variacoes
isoenzimaticas das cepas, permitiu caracterizar grupos isoenzimaticos, depois
designados como “Zimodemas” (BARRETT et al. 1980, MILES et al. 1980),
sendo estabelecidos os Zimodemas 1, 2 e 3 (Z1, Z2, Z3).

ANDRADE at al. (1983), correlacionando os padrées de isoenzimas
propostos por MILES et al. (1980) para as enzimas PGM, GPI, ALAT e ASAT,
aos Tipos biolégicos ou Biodemas, demonstraram que a caracterizacdo
bioldgica tem correspondéncia com os perfis isoenzimaticos, sendo as cepas
Tipo Il e Tipo Il pertencentes aos zimodemas Z2 e Z1, respectivamente. As
cepas do Tipo | ndo foram enquadradas dentro da classificacao proposta por

MILES et al. (1980), sendo posteriormente identificadas ao zimodema Z2b .



1.6.3 ESQUIZODEMAS: ANALISE MOLECULAR DO Trypanosoma cruzi

Esquizodema corresponde ao padrdo eletroforético das bandas
representativas de fragmentos do DNA do cinetoplasto do T.cruzi, obtidos pelo
tratamento e digestdo com endonucleases de restricdo do K-DNA. O termo
“Esquizodema” foi criado por MOREL et al.(1980) a partir do vocébulo grego:
skhizo, que corresponde ao portugués: esquizo = separar, dividir, e demo =
populacéo.

De acordo com MOREL et al. (1986), os perfis eletroforéticos dos
esquizodemas, pelo polimorfismo do tamanho de fragmentos de restricdo ou
RFLP (restriction fragments length polymorphism), sdo marcadores bioquimicos
estaveis que podem ser usados para diferenciar populagdes muito relacionadas
de parasitos. Os perfis eletroforéticos sdo formados por bandas nitidas que
diferem no peso molecular e na intensidade, e sdo derivadas, principalmente,
dos minicirculos do K-DNA.

Como citado anteriormente, os primeiros trabalhos foram realizados na
década de 80, onde cepas isoladas de diferentes areas endémicas foram
caracterizadas pelos perfis de isoenzimas em diferentes zimodemas por MILES
et al. (1980) e perfil genémico do K-DNA por MOREL (1980). Neste ultimo,
foram estabelecidas as caracteristicas moleculares das cepas do T. cruzi,
através do estudo eletroforético dos minicirculos do k-DNA, com o uso de
enzimas de restricdo; o que permitiu estabelecer os esquizodemas, cujos perfis
podem diferenciar as cepas, mas ndo estabelece nenhuma classificagdo por

este método.



1.6.4 - GENOTIPOS DE ACORDO COM TAXONOMIA DE 1999: T.cruzi |

T.cruzill

Durante o simpésio comemorativo dos 90 anos da descoberta da
Doenca de Chagas na FIOCRUZ do Rio de Janeiro em 1999, foi realizado um
“Satellite Meeting”, em que uma classificacdo consensual foi proposta com o
objetivo de estabelecer uma distribuicdo geral das cepas do T.cruzi
(ANONYMOUS, 1999).

Representantes de diferentes grupos de pesquisa propuseram uma
nova classificacdo para o em T.cruzi T.cruzi | e T.cruzi I, procurando incluir
além dos parametros biolégicos, bioquimicos e moleculares ja consolidados, as
classificacoes filogenéticas baseadas na analise de multiloci enzimaticos
(TIBAYRENC & AYALA, 1988), e as classificacbes em diferentes linhagens
baseadas no DNA ribossomal (SOUTO et al. 1996) e nos genes do mini-exon

(FERNANDES et al. 1999a:b).

1.6.5 - GENOTIPOS DE ACORDO COM TAXONOMIA PROPOSTA EM 2009

No ano de 2009, em um esforco para atualizar a nomenclatura do T.
cruzi e melhorar a comunicagao dentro da comunidade cientifica, foi realizado o
segundo “Satellite Meeting” onde um novo consenso foi proposto para a
taxonomia das cepas do T. cruzi, baseadas nas DTU’s (discrete typing units)

referidas comoT.cruzi | a VI, propostas por Tibayrenc (1983) e Brisse (1980)

(Zingales et al., 2009).



1.7 QUIMIOTERAPIA NA DOENCA DE CHAGAS

As principais drogas utilizadas no tratamento da Doencga de Chagas sao
o Nifurtimox (nitrofuranico) e o Benzonidazol (nitroimidazdlico).

O mecanismo de acdo do nifurtimox [3-metil-4(5°) nitrofurfurilideno-
amino tetrahidro 4H-1, 4-tiazine 1,1 didéxido] envolve a reducédo do grupo nitro
em radicais nitrodnions instaveis, que por sua vez reagem para produzir
metabolitos de oxigénio altamente tdxicos. O T.cruzi tem sido considerado
deficiente em mecanismos de desintoxicacdo para metabdlitos do oxigénio,
particularmente peroxido de hidrogénio (DOCAMPO, 1990; MARR &
DOCAMPO, 1986).

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 reducdo do grupo nitro que se liga a
macromoléculas (proteinas, lipideos, RNA, DNA), diminuindo a sua sintese e
aumentando sua degradacdao (MARR & DOCAMPO, 1986).

Experimentos realizados em epimastigotas da cepa Tulahuén do T. cruzi
demonstraram que na presenca do benzonidazol, metabdlitos altamente
reativos formam ligac6es covalentes no nDNA, kDNA, proteinas e lipideos
(DIAZ DE TORANZO et al., 1988).

GOIJMAN & STOPPANI (1985) demonstraram que o benzonidazol é
capaz de inibir a sintese de DNA, quebrando a fita de DNA do cinetoplasto e
nuclear, formando liga¢cdes covalentes com o kDNA, diminuindo a sintese de

macromoléculas. A reversao das alteracées nas fitas de DNA nuclear e do



cinetoplasto pode ser observada apds a incubacdo em meio de cultura na

auséncia da droga (GOIJMAN et al., 1985).

1.7.1 SUSCEPTIBILIDADE DE CEPAS E CLONES DO T. cruzi AOS

QUIMIOTERAPICOS

A susceptibilidade quimioterapica representa um importante parametro
para caracterizacdo de cepas, tendo em vista que as mesmas respondem de
modo diferente a acao dos quimioterapicos.

Diversos estudos demonstram que cepas e clones do T. cruzi
apresentam diferentes aspectos de resisténcia e susceptibilidade aos
quimioterapicos. ANDRADE et al. (1975); ANDRADE & FIGUEIRA (1977), ao
estudarem a susceptibilidade de cepas ao nifurtimox, demonstraram que cepas
de diferentes biodemas respondiam de modo diferente ao tratamento, e que as
cepas do Tipo Ill eram altamente resistentes a este quimioterapico.
Posteriormente, o estudo comparativo da resposta quimioterapica de diferentes
cepas dos biodemas Tipo I, Il e lll, demonstrou alta susceptibilidade para as
cepas do Tipo I, média susceptibilidade para as cepas do Tipo Il e alta
resisténcia para as cepas do Tipo Ill. Um outro estudo realizado numa area
endémica na regido central do Brasil, demonstrou que houve falha no
tratamento realizados em pacientes infectados com cepas do Tipo Ill, em
contraste com o realizados em pacientes infectados com cepas do Tipo I,
indicando que a falha no tratamento pode ter sido causada pela presenca de
clones resistentes ao tratamento quimioterapico, na cepa do T. cruzi

(ANDRADE et al., 1992).



ANDRADE et al, (1985) avaliando a resposta ao Benzonidazol e
Nifurtimox de diferentes cepas protétipos de biodemas Tipos I, 1l e
demonstraram que as cepas do Tipo | apresentaram susceptibilidade que
variou de 50% a 100%, enquanto que as cepas do tipo Il apresentaram
susceptibilidade que variou de 12,5 % a 100%, e as do tipo lll, de 0% a 16%.
Entretanto, quando os camundongos foram infectados com a cepa Colombiana
(Tipo IlIl) e submetida ao tratamento com MK-436 (2,5-nitroimidazole) os
indices de animais curados variaram de 80 a 100% (ANDRADE et al,1997).
TOLEDO et al. (1997) estudando cepas isoladas de pacientes humanos, de
triatomineos e de marsupiais didelfideos do Parana e de outras regides do
Brasil, mostraram que as cepas apresentaram um gradiente de susceptibilidade
que variou de 0% a 100%.

ANDRADE et al. (1992) demonstraram que havia uma correlagdo de
81,8% entre os resultados do tratamento em pacientes e camundongos,
quando fizeram um estudo comparativo das respostas quimioterapicas de
pacientes procedentes da regido central do Brasil e de camundongos
infectados com a cepa destes pacientes.

Os resultados da quimioterapia em camundongos imunossuprimidos e
tratados com a droga SCH 56592 (posaconazole) mostraram que a droga foi
capaz de induzir cura parasitolégica de 50 a 60% independente da cepa, em
comparagdo aos animais tratados com Benzonidazol (MOLINA et al., 2000).
Respondem de modo diferente ao Benzonidazol, os isolados obtidos de cées
infectados por longo tempo com as cepas Berenice e Colombiana estudados
no modelo murino experimental. Os isolados da cepa Berenice exibiram

diferentes graus de susceptibilidade, enquanto que os isolados da cepa



Colombiana (Col-A e Col-B) nao responderam ao tratamento (VELOSO et al.,
2001).

Entretanto, clones isolados da cepa Colombiana do T. cruzi altamente
resistente ao Benzonidazol em duas diferentes fases da infeccdo e tratados
com o Benzonidazol respondem com diferentes indices de cura variando entre
0% a 23,5% para os isolados na fase precoce (CAMADAROBA & ANDRADE,
2005), e entre 0% e 16,7% nos isolados na fase tardia (CAMANDAROBA et al.,
2003), indicando que as populacdes clonais permanecem resistentes durante o
curso da infeccdo, com aumento discreto do indice de cura quando tratamento
foi feito na fase precoce (10° dia de infecgao).

Ao analisar o resultado da quimioterapia com Benzonidazol, VELOSO et
al. (2001) obtiveram 0% de cura para os isolados da cepa Colombiana, obtidos
de caes infectados, e diferentes graus de susceptibilidade para os isolados da
cepa Berenice.

Recentemente foi analisada a susceptibilidade ao Benzonidazol de
sete clones da cepa Colombiana do T .cruzi (biodema Tipo lll), verificado que
0S mesmos apresentaram alta resisténcia ao Benzonidazol, comparavel ao
obtido com a cepa parental, sugerindo a predominancia de um clone principal
muito resistente a quimioterapia nesta cepa (CAMANDAROBA et al., 2003).

CAMPOS et al. (2005) investigando a susceptibilidade ao
Benzonidazol de cinco clones da cepa 21SF (biodema Tipo IlI) observaram que
os indices de cura variaram de 30% a 100% para os clones, e 25% para a cepa
parental, confirmando achados anteriores que demonstram que cepas € clones
pertencentes a este biodema apresentam uma média susceptibilidade ao

tratamento com este quimioterapico.



Como citado anteriormente, as drogas nitroheterociclicas como
Benzonidazol inibem a sintese de DNA, RNA e proteinas (GOIUMAN &
STOPPANI, 1985) e causam lesao reversivel no DNA (GOIJAMAN et al, 1985);
portanto € do nosso interesse investigar se clones isolados da cepa
Colombiana do T.cruzi resistentes ao Benzonidazol, apresentam polimorfismos
nas suas sequéncias, localizadas nas regides variaveis dos minicirculos do K-
DNA.

MARRETTO & ANDRADE (1994) com o intuito de observar se cepas
apds tratamento quimioterapico poderiam apresentar alteracées nos seus
padrées enzimaticos, analisaram o padrao de isoenzimas de cepas prototipos
dos biodemas Tipos |, Il e lll isoladas de camundongos tratados com
Benzonidazol e ndo curados, em comparacdo com os isolados dos controles
nao tratados, e comprovaram que os perfis isoenzimaticos eram idénticos nos
dois grupos, demonstrando que ndo houve selecdo clonal detectavel ou
alteracbes nos marcadores genéticos do parasito. No presente trabalho,
selecionamos clones de animais infectados com a cepa Colombiana e 21SF
tratados com Benzonidazol e ndo curados, com o intuito de observar se esses
clones que ultrapassaram a barreira quimioterapica apresentam polimorfismos
no padrao do K-DNA, em comparagdo com clones isolados de animais

controles nao tratados, através da técnica de RFLP



2. HIPOTESE DE INVESTIGACAO

Considerando as cepas do T.cruzi como policlonais € a homogeneidade
ou a heterogeneidade dos clones, com a presenca de um clone principal,
levanta-se a hipotese de que o0 uso de quimioterapicos anti -T.cruzi podera
levar a selecdo de clones resistentes que poderdo ou nao diferir da cepa

parental nos seus caracteres biol6gicos e moleculares.



3. JUSTIFICATIVA

A cepa Colombiana do T. cruzi tem mostrado uma alta resisténcia aos
quimioterapicos, o que ja foi comprovado anteriormente por ANDRADE &
FIGUEIRA (1970); ANDRADE & MAGALHAES (1997). Entretanto, observa-se
que os animais infectados com diferentes cepas do T.cruzi e tratados,
apresentam logo ap6s inicio do tratamento uma queda da parasitemia a qual
no espacgo de trés dias chega a niveis muito baixos ou sub-patentes. Apesar
disso, em alguns animais ndo ha cura parasitoldgica, indicando a persisténcia
de parasitos que nao respondem ao tratamento. Achamos que, a queda inicial
da parasitemia pode significar que existam clones que respondem bem ao
tratamento, permanecendo aqueles que sado altamente resistentes. Desse
modo, é de interesse investigar se 0s parasitos que permanecem durante o
periodo prolongado de tempo pés-tratamento, apresentariam diferencas
moleculares quando comparados com os clones n&o tratados.

Em trabalho anterior, MARRETO & ANDRADE (1994) investigando as
caracteristicas isoenzimaticas do T. cruzi em camundongos infectados e
tratados com Benzonidazol e Nifurtimox, demonstraram que ndo havia
diferengas fenotipicas das isoenzimas entre os grupos tratados e os controles
nao tratados.

No presente trabalho, utilizaremos os clones isolados da cepa
Colombiana e 21SF do T.cruzi, procurando verificar os caracteres genéticos de

parasitos isolados de animais tratados com Benzonidazol e ndo curados.



O presente estudo permitird esclarecer se o0s clones embora
biologicamente semelhantes, podem apresentar diferencas genéticas
responsaveis pela maior ou menor resisténcia ao tratamento.

Estudos experimentais chamam a atencdo para a resisténcia e/ou
susceptibilidade das cepas e clones do T.cruzi ANDRADE et al (1992), em
estudo clinico experimental de onze cepas do T.cruzi, isoladas por
xenodiagndstico e por subinoculagéo a partir de pacientes desta mesma regiao
(central do Brasil), e que foram submetidos a quimioterapia, revelou uma taxa
similar entre pacientes e camundongos, uma coincidéncia de 80%.

Neste tocante, os achados dessa investigacao poderao contribuir para
uma melhor interpretacao dos estudos experimentais, assim como, dos casos

clinicos observados nas manifestacées da doenca de Chagas.



4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os caracteres biolégicos e moleculares de clones da cepa
Colombiana e da cepa 21SF do T .Cruzi isolados de camundongos tratados
com Benzonidazol e ndo curados, em comparag¢do aos clones isolados de

animais controles nao tratados.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Submeter ao tratamento com Benzonidazol os camundongos inoculados
com a cepa Colombiana, assim como os inoculados com a cepa 21SF

do T. cruzi e avaliar os indices de cura dos mesmos.

e Obter clones das sub-populagbes parasitarias de camundongos

infectados com a cepa Colombiana e com a cepa 21SF, tratados e néo

curados; assim como dos animais controles nao tratados.

e Fazer a caracterizacao biolégica dos clones isolados.

e Isolar o K-DNA dos clones e determinar a presenca de polimorfismo

genético entre os mesmos através da técnica do RFLP.



5. CONSIDERACOES ETICAS

Para realizacdo do presente estudo, o projeto foi submetido a avaliacéo
pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA), do Centro de Pesquisas
Goncalo Moniz / FIOCRUZ - Unidade Bahia, sendo seu n® de protocolo
005/2009. Todas as atividades relacionadas ao uso e manipulagdo desses

animais estao de acordo com as normas éticas exigidas pelo referido comité.



6. DESENHO EXPERIMENTAL

Grupo Tratado
25 animais: inéculo 50.000 |
Cepa Colombiana/ 21SF

P

A 4

90 dias tratamento
BZ 100mg/Kg/dia

\ 4

Grupo Controle Nao Tratado
25 animais: in6culo 50.000 IP
Cepa Colombiana/21SF

tratamento

Teste de Cura Parasitologico
45 dias apds o término do

A 4

Animais nao curados

\ 4

Isolamento dos Clones

A

\ 4

Clones isolados de
animais tratados

l

Clones isolados de
animais nao tratados

Formacao de grupos
experimentais para
Analise Bioldgica e

Molecular




7. MATERIAIS E METODOS

7.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados nos grupos experimentais, camundongos suicos albino,
nao isogénicos, de ambos os sexos com 20 a 25g de peso corporal, mantidos
em gaiolas e alimentados com ragdo padronizada. Esses animais foram
cedidos pelo Biotério do Centro de Pesquisas Gong¢alo Moniz / FIOCRUZ -
Unidade Bahia. O uso dos animais foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso

de Animais (CEUA — Protocolo n® 005/2009).

7.2 CEPAS DO Trypanosoma cruzi

A cepa Colombiana e 21SF do T.cruzi utilizadas no presente estudo sao
mantidas pelo Laboratério de Chagas Experimental Autoimunidade e
Imunologia Celular. Estas cepas sdo mantidas tanto por passagens sucessivas
em camundongos no Biotério do Centro de Pesquisas Gongalo

Moniz/CPgGM/FIOCRUZ, como por criopreservacao em nitrogénio liquido.

7.3 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Camundongos previamente infectados com a cepa Colombiana e
animais infectados com a cepa 21SF do T.cruzi foram eutanasiados. Vinte e
cinco camundongos suicos, ambos 0s sexos, nao isogénicos, recém

desmamados de 21 dias, foram inoculados via intraperetoneal (IP) com 50.000



formas tripomastigotas sanguicolas da cepa Colombiana do T.cruzi. O mesmo
foi feito para a cepa 21SF. Estes animais foram submetidos ao tratamento a
partir do 18° dia ap6s infeccao (animais infectados com a cepa colombiana), e
142 dia (animais infectados com a cepa 21SF), durante 90° dias, administrando
100 mg/Kg/dia de Benzonidazol, por entubagédo esofagica. Para a formacgéo do
grupo controle ndo tratado, foram utilizados vinte e cinco camundongos sui¢os,
nao isogénicos com idade entre 27 a 30 dias de nascidos — foram utilizados
animais mais velhos com o objetivo de poder avalia-los ainda com vida ao final
de 90 dias de infec¢do. Estes animais pertencentes a cada grupo controle
(Colombiana e 21SF) foram inoculados via intraperitoneal (IP) com 50.000

formas tripomastigotas sanguicolas das respectivas cepas do T.cruzi.

7.3.1 Testes de cura parasitolégicos

Os animais apés tratamento foram submetidos a parasitemia direta para
observacdo dos parasitos sanguicolas circulantes. Os animais que
apresentaram negativacdo parasitémica foram tratados com duas doses de
ciclofosfamida (CyCL - 250 mg/Kg/dia). Apés a administracdo das duas doses
de CyCL, os animais que apresentaram negativacdo parasitémica foram
submetidos ao xenodiagndstico, e tiveram o sangue coletado para cultura em

meio Warren e sub-inoculacdo em camundongos recém-nascidos.



7.3.2 Parasitemia Direta

Todos os animais sobreviventes foram avaliados quanto a presenca de

parasitos circulantes durante 30 dias, em 5uL de sangue periférico.

7.3.3 Xenodiagostico

Os animais que nao positivaram apos injecdo da dose do
imunossupressor  ciclosfosfamida  (CyCL), foram  submetidos ao
xenodiagnéstico, utilizando 3 ninfas de Rhodinus prolixus nao infectadas por
animal. Ao término do repasto com o sangue de cada animal, e apo6s 45 dias
do mesmo, as fezes dos barbeiros foram submetidos a exame direto no
microscépico entre lamina e laminula, e o material que apresentasse formas do

parasito, representava a nao cura do animal.

7.3.4 Hemocultura Diagnéstica e Sub-inoculacao

Os animais que apresentaram negativacdo parasitémica foram
eutanasiados ap6s anestesia com Ketamina- Xilasina 1:1, coletado durante o
sacrificio aproximadamente 500ul de sangue por puncéo cardiaca e distribuido
em trés tubos contendo previamente meio de cultura Warren estéril para
pesquisar a presenca de parasitos durante 60 dias. Destes mesmos animais,
coletou-se mais sangue e inoculou 0,1ul de sangue em camundongos recém-

nascidos com 10 dias de vida aproximadamente



7.4 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

7.4.1 Inoculo

Para a obtencdo das formas tripomastigotas sanguicolas, destinadas a
formacao dos grupos de estudo, foi utilizado o método de P1ZZl & PRAGUER
(1952), que consiste na analise de 5ul de sangue espalhado entre Iamina e
laminula 22 mm X 22 mm, fazendo-se a contagem das formas tripomastigotas
em 100 campos microscépicos, multiplicando-se o numero obtido por 37 que
corresponde ao fator de conversdo do microscopio 6tico, previamente
estabelecido através da medida do didmetro do campo microscopico 400 X e
da area de cada campo com o uso de uma lamina micrométrica, e
multiplicando-se, também, por uma constante 20.

Os inéculos obtidos tanto para a formacdo dos grupos para tratamento
quimioterapico com Benzonidazol, quanto para a formacado dos grupos
correspondentes a cada clone isolado para estudo biolégico e molecular, foram

de 5 x 10° tripomastigotas sanguicolas.

7.4.2 Parasitemia

O calculo do numero de formas tripomastigotas sanguicolas foi realizado
em sangue coletado da cauda dos camundongos que formavam os grupos de
estudos experimentais (quimioterapia e comportamento biolégico), sendo
determinado em uma amostra de no minimo, cinco animais, por exame direto

entre lamina e laminula, ao microscépio 6tico. A contagem foi realizada em dias



alternados, até 90 dias para os grupos de estudo para tratamento
quimioterapico (grupo tratado e grupo controle ndo tratado), até 30 dias para os
grupos de estudos de cada clone avaliado, sendo os resultados representados

pelas médias das contagens realizadas.

7.4.3 Mortalidade Cumulativa

Foi avaliada a mortalidade cumulativa pela contagem diaria dos animais
que morreram espontaneamente até 90 para o0s grupos experimentais que
correspondiam aos animais tratados e nao tratados com Benzonidazol. Para os
grupos experimentais que correspondiam a caracterizacdo biolégica e
molecular dos clones isolados, a mortalidade foi avaliada até 30 dias de

infeccéo.

7.4.4 Obtencao dos Parasitos Apos Tratamento Quimioterapico

Dos animais que positivaram apo6s a analise parasitémica, alguns foram
selecionados ao acaso, para a obtencdo dos parasitos resistentes. Estes
animais foram eutanasiados apds anestesia com ketamina- xilasina 1:1, e o
sangue coletado foi inoculado em camundongos jovens para expansao

parasitaria.



7.4.5 Isolamento dos Clones

Apos expansédo parasitdria, os animais inoculados com os parasitos de
animais positivados ap6s o tratamento, foram eutanasiados coletando-se o
sangue para ser utilizado na selecédo clonal através da técnica de DVORAK
(1985). Em seguida, os clones selecionados foram inoculados em
camundongos recém nascidos para expansdo clonal e representaram o0s
clones das sub-populacdes parasitarias que resistiram ao tratamento com
Benzonidazol.

Os animais que representavam o grupo controle ndo tratado, apés 90
dias de infecgédo, foram submetidos a tratamento com CyCL (250 mg/Kg/dia)
para a reativacdo da parasitemia. ApOs positivacdo, os mesmos foram
eutanasiados, e 0 sangue coletado foi utilizado para o isolamento dos clones
controles. Cada clone isolado foi inoculado em camundongos recém nascidos
para expansao clonal e representaram os clones controles isolados de animais

nao tratados.

7.5 CARACTERIZACAO BIOLOGICA E MOLECULAR DOS CLONES

7.5.1 Caracterizacao Bioldgica

Do total de clones isolados de animais tratados com Benzonidazol e nao

curados, foram escolhidos ao acaso 7 clones para que fossem formados

grupos experimentais de caracterizacdo biologica (5 clones da cepa

Colombiana e 2 clones da cepa 21SF). O mesmo foi feito com os 4 clones



isolados de animais controles nao tratados — 2 clones controles de cada cepa.
Para cada grupo representado por um clone, eram utilizados 20 camundongos
suicos nao isogénicos, com 21 dias de nascidos, ambos os sexos. O inoculo
utilizado para a formacado de cada grupo foi de 50.000 formas parasitarias.
Cada grupo foi acompanhado durante 30 dias de infec¢do, quanto a
parasitemia e mortalidade, sendo que alguns animais ao longo deste periodo

eram eutanasiados para a coleta dos érgaos para estudo histopatolégico.

7.5.2 Histopatologia

Fragmentos de coragcdo e musculo esquelético dos camundongos
infectados com os clones da cepa Colombiana foram fixados em formol a 10%
e incluidos em parafina para obtencdo de seccbes de 5um, corados em
Hematoxilina e Eosina para estudo histopatolégico. Os camundongos
infectados com os clones da cepa 21SF nado foram avaliados quanto a

histopatologia.

7.5.3 Analise Molecular do K- DNA

7.5.3.1 Coleta e Preservacao das Amostras

Vinte e quatro amostras de sangue foram coletadas de camundongos

infectados com cada clone isolado, na fase aguda da infeccdo. Para a

preservacao das amostras, primeiramente foi preparada uma solu¢do num tubo

de ensaio contendo EDTA (Ks3) liquido, o qual foi adicionado 1,6 ml de PBS 1x



pH 7,0. Num tubo eppendorf foi adicionado aproximadamente 50ul da solugéo,
0,45 ml da amostra de sangue, e em seguida conservado no freezer a — 70°C,

por até 6 meses.

7.5.3.2 Extracao do K-DNA

Uma aliquota de 500 ul de sangue foi utilizada para a extracao do K-
DNA. As células foram tratadas com 100ug de proteinase K durante 2h a 65°C.
Posteriormente foi adicionado UltraPure™ Fenol: Cloroférmio: Alcool isoamilico
(Invitrogen™) & uma proporcéo de (25:24:1, v/v) e o DNA da fase aquosa foi
precipitado com etanol absoluto e lavado com etanol 70%. O DNA foi

quantificado e a sua qualidade foi avaliada em gel de agarose 1%.

7.5.3.3 Amplificacao da regiao variavel dos minicirculos do DNA do

cinetoplasto pela PCR

O DNA poveniente do cinetoplasto foi submetido a reacdo de
amplificagdo composta por 0,75 U de Tag DNA Polimerase; 10 mM de Tampao
pH 8,3; 50 mM KCI; 50 pmol de cada “primer” (oligonucleotideo sintético); 5,0
mM de MgCl,. 200 pM da mistura de DNTPs (deoxinucleotideos Trifosfatos);
agua ultra pura estéril, suficiente para o volume final de 50ul. A cada reacao foi
acrescida 2 ul de DNA, que correspondeu aproximadamente 50 ng/ul. A reagao
foi realizada em Termociclador (Eppendorf) e consistiu de um ciclo inicial de
desnaturacao de 5 minutos a 95° C, seguido por 35 ciclos compostos de 45

segundos a 94°C para desnaturacdo do DNA, 30 segundos a 60°C para o



anelamento dos “primers”, 30 segundos a 72°C para extensdo da fita de DNA e

uma etapa final de 10 min a 72°C.

7.5.3.4 Oligonucleotideos sintéticos (“primers”)

Oligonucleotideos sintéticos utilizados como “primers” foram o0s
seguintes:
P35: 5 AAATAATGT ACG GGG AGATGC ATGA 3
P36: 3° GGG TTC GAT TGG GGT TGG TGT 5
Estas seqléncias amplificam um fragmento de 330pb da regido variavel
do minicirculo, o qual representa uma regido varidvel mini-repitida do

minicirculo da molécula do K-DNA (AVILA et al., 1990).

7.5.3.5 Eletroforese em gel de agarose

Os fragmentos obtidos foram analisados através da eletroforese em gel
de agarose a 1% (Sigma-Aldrich®), em 100 ml de tampao TAE 1x (40 mM Tris-
acetato e TmM de EDTA pH 8,0), e coloracdo em brometo de etidio (10 mg/ml)
(Sigma-Aldrich®), e azul de bromofenol (0,25% [vol./vol.] xilenocianol em 40%
da solugdo aquosa de sacarose) com tampao de corrida TAE, durante 1h a 80
volts. O DNA foi visualizado sob luz ultravioleta e fotografado no sistema
“Quantity one”. O tamanho do fragmento amplificado foi de aproximadamente
330pb e o padrao utilizado como marcador de pares de bases foi o Ladder de
100 pb (Invitogen®). Durante a realizacdo de cada experimento foram incluidos

controles negativos em reacdao sem DNA. Todas as amostras positivas foram



testadas pelo menos duas vezes, confirmando a auséncia dos fragmentos nos

controles negativos.

7.5.3.6 Corte com enzimas de Restricao

Apbs a amplificacdo pela PCR, o produto gerado correspondente a
amostra de cada clone isolado, foi submetido a corte com enzimas de restri¢ao,
para o estudo do RFLP (restriction fragment lenght polymorphism), utilizando
as enzimas Rsa I, Hinf | e Eco RI, de acordo com o procedimento do fabricante
(marca). Os faragmentos de DNA foram separados por eletroforese vertical em
gel de poliacrilamida a 7%, corado com brometo de etidio e visualizado no
sistema Quantity One. Todas as imagens foram analisadas no GEL COMPAR
I, versdo 4.0, uma matriz de similaridade foi construida, utilizando o coeficiente

de Dice.



8. RESULTADOS

Os resultados foram avaliados atravées da andlise de diferentes
parametros, com o objetivo de estudar clones isolados de animais infectados
com a cepa Colombiana, tratados e nao curados, assim como da cepa 21SF
nestas mesmas condicées; em comparacdo com clones da mesma cepa
isolados de animais nao tratados. Os parametros utilizados foram analise da
parasitemia, mortalidade cumulativa e testes de cura parasitolégicos, sendo
que a caracterizagdo molecular permitiu analisar possiveis diferencas nos
clones isolados de animais tratados ndo curados, em compara¢cao com clones

isolados de animais nao tratados.

8.1 GRUPO TRATADO COM BENZONIDAZOL E CONTROLE NAO

TRATADO PARA ISOLAMENTO DOS CLONES

8.1.1 Analise da Parasitemia

Cepa Colombiana

Como esta expresso na figura (1), os camundongos infectados com a
cepa Colombiana submetidos ao tratamento com Benzonidazol 100 mg/Kg/dia
durante 90 dias, apresentaram uma curva parasitémica crescente a partir do 8°
dia de infeccado, atingindo pico elevado em torno do 18° dia, ocorrendo
diminuicdo brusca dos parasitos no sangue circulante a partir do 19° dia, que
coincide com o periodo do inicio do tratamento quimioterdapico, com

negativagdo parasitémica até o final do tratamento. Em comparagédo, os



camundongos infectados com a cepa Colombiana e nao tratados,
apresentaram uma curva parasitémica com ascensao inicial a partir do 8° dia
de infecgdo, com pico parasitémico no 20° dia de infecgdo, diminuindo o
namero de formas a partir deste dia, atingindo niveis muito baixos da

parasitemia ap6s o 30° dia de infeccéo.

Cepa 21SF

Como esta expresso na figura (2), os camundongos infectados com a
cepa 21SF submetidos ao tratamento com Benzonidazol 100 mg/Kg/dia
durante 90 dias, apresentaram uma curva parasitémica crescente a partir do 8°
dia de infeccédo, atingindo pico elevado em torno do 14° dia, ocorrendo
diminuicdo brusca dos parasitos no sangue circulante a partir do 15° dia, que
coincide com o periodo do inicio do tratamento quimioterapico, com
negativagdo parasitémica até o final do tratamento. O grupo controle nao
tratado apresentou pico parasitémico em torno do 16° dia, ocorrendo

diminuicao gradativa da parasitemia apés este periodo.

8.1.2 Mortalidade Cumulativa

Cepa Colombiana

A mortalidade cumulativa dos animais foi avaliada até 90 dias de

infeccdo. Nos camundongos tratados com Benzonidazol foi observada uma



mortalidade em tordo de 10%; em comparacdao ao grupo controle nao tratado

que foi em torno de 30% ao final de 90 dias de infecgdo (Figura 3).

Cepa 21SF

A mortalidade cumulativa dos animais foi avaliada até 90 dias de
infeccdo. Nos camundongos tratados com Benzonidazol foi observada uma
mortalidade em tordo de 15%; em comparacao ao grupo controle nao tratado

que foi em torno de 40% ao final de 90 dias de infecgdo (Figura 4).

8.1.3 Resultados dos Testes de Cura Parasitologicos

Os camundongos infectados com cada cepa e tratados durante 90 dias
com Benzonidazol, foram submetidos aos testes de cura parasitolégicos apds
45 dias do término do tratamento. Dos animais sobreviventes apds o periodo
de tratamento, apenas 13,04% apresentaram cura parasitolégica (grupo
infectado com a cepa Colombiana) [Tabelal]. Os animais sobreviventes
infectados com a cepa 21SF apresentaram 40,0% de cura parasitoldgica
[Tabela 2]. Os camundongos infectados com cada cepa, nao submetidos ao

tratamento quimioterapico, obtiveram 0,0% de cura parasitolégica.

8.1.4 Clones Obtidos

Dos animais ndo curados apds tratamento quimioterapico, o sangue

coletado de animais selecionados ao acaso foram submetidos a técnica de

clonagem, obtendo um total de 20 clones (16 clones Colombiana e 4 clones



21SF) ao final da clonagem. Ao final de 90 dias de infeccdo, foram isolados
também 6 clones a partir da cepa dos animais infectados com as respectivas
cepas e nao tratada (2 clones Colombiana e 4 clones 21SF). Estes ultimos
clones serviram de controles para as andlises comparativas com os clones

isolados de animais tratados e ndo curados (Tabela 3 e 4).

8.2 ANALISE BIOLOGICA, HISTOPATOLOGICA E MOLECULAR DOS

CLONES ISOLADOS

8.2.1 Analise bioldgica dos clones isolados

Sete clones obtidos dos animais tratados e n&o curados, foram
escolhidos ao acaso para andlise bioldgica, com intuito de observar se os
mesmos apresentavam comportamento semelhante ao da cepa parental — 5
clones correspondiam ao grupo infectado com a cepa Colombiana, e 2
correspondiam ao grupo infectado com a cepa 21SF . Quatro clones controles
isolados de animais ndo tratados também foram analisados quanto ao
comportamento bioldgico, sendo que 2 correspondiam ao grupo infectado com
a cepa Colombiana, e a outra metade correspondia ao grupo infectado com a
cepa 21SF. Para isso, foram feitos para cada clone, grupos experimentais com
20 camundongos suicos, de 21 dias de nascidos, ambos os sexos; avaliando o

comportamento destes clones durante 30 dias de infecc¢éo.



8.2.1.1 Parasitemia

Clones da Cepa Colombiana

Os animais infectados com cada um dos clones (tanto os isolados dos
animais tratados e nao curados, quanto os isolados dos animais controle nao
tratados), apresentaram curva parasitémica tipica da cepa Colombiana, com
picos parasitémicos que variaram entre o 19% e 25° dia de infeccdo, como

mostrado na figura 5.

Clones da Cepa 21SF

Os animais infectados com cada um dos clones (tanto os isolados dos
animais tratados e nao curados, quanto os isolados dos animais controle nao
tratados), apresentaram curva parasitémica muito divergente da cepa parental,

com picos mais tardios e irregulares, como mostrado na figura 6.

8.2.1.2 Mortalidade Cumilativa

A mortalidade cumulativa dos clones isolados dos dois grupos
analisados variaram bastante ao final de 30 dias, como mostrado nas figuras 7
e 8. Apenas um grupo de animais inoculados com um dos clones da cepa

Colombiana, ndo apresentou mortalidade ao final deste periodo.



8.2.2 Analise Histopatoldgica

Os cinco clones escolhidos aleatoriamente, isolados de animais
infectados com a cepa Colombiana, tratados e nao curados, foram avaliados
quanto a histopatolgia dos fragmentos de coracao e musculo esquelético. Os
camundongos infectados com cada clone apresentaram na maioria dos casos
alteragbes inflamatdrias intensas, com destruicdo de fibras, constatando a
presenca de lesdes necroticas de células cardiacas, correspondendo a densos
infiltrados inflamatérios com presenca de ninhos e por vezes restos
parasitarios. Em musculo esquelético houve também presenca de grandes
infiltrados inflamatérios, presenca de ninhos parasitarios, destruicao de fibras
musculares, além de algumas areas de necrose (Figuras 9 a 13). Nao foram
avaliados quanto a histopatologia os camundongos infectados com os clones

da cepa 21SF.

8.2.3 Analise molecular do K-DNA dos clones isolados

Todos os 26 clones isolados, assim como as cepas parentais, foram

avaliados quanto ao perfil do k-DNA. Para esta investigacao foi extraido o DNA

mitocondrial das amostras de sangue de cada isolado.

8.2.3.1 Amplificacao pela PCR (Reacao em Cadeia da Polimerase)

A amplificacao pela PCR revelou a presencga de fragmentos de 330pb da

amplificagcdo dos fragmentos dos minicirculos do K-DNA, para todos os clones



isolados. O controle negativo ndo apresentou aparecimento de bandas,
demonstrando que ndo houve contaminagéao por DNA ex6geno (Figura 14, 15 e

16).

8.2.3.2 Analise pelo Polimorfismo no Comprimento dos Fragmentos de

Restricao (RFLP)

Os perfis das bandas dos minicirculos do K-DNA (fragmentos de
restricdo), dos clones isolados de animais infectados pela cepa Colombiana,
gerados a partir dos cortes com as enzimas de restricado Eco RI, Hinf | e RSA |
estdo demonstrados nas Figuras 17, 18 e 19. Os fragmentos dos clones
isolados de animais infectados com a cepa 21SF foram gerados pelas enzimas
de restricdo Eco Rl e Hinf | (Figuras 20 e 21). As imagens dos géis foram
submetidas ao programa de analise GEL COMPAR®, e as amostras dos
clones isolados de animais tratados e ndo curados apresentaram 99,99% de
similaridade, quando comparados entre si e quando comparados com as
amostras dos clones controles isolados de animais ndo tratados com

Benzonidazol.



9. DISCUSSAO

A quimioterapia da doenca de Chagas desde a década de 50 tem sido
baseada na utilizagdo de farmacos das classes dos nitrofuranos (Nifurtimox) e
nitroimidazélicos (Benzonidazol), desenvolvidos empiricamente ha décadas
atréds. Estes compostos tém atividade na fase aguda e na fase crdnica
(ANDRADE et al, 1992), apesar de existirem poucos estudos que indique se o
tratamento especifico é eficiente na fase cronica da doenca; com exce¢ao do
Projeto BENEFIT que estd em andamento (COURA & BORGES-PEREIRA,
2011) o qual congrega numerosas equipes internacionais que desenvolvem um
estudo multicéntrico no sentido de avaliar o efeito do tratamento especifico em
individuos na fase crénica da doenca, com o Benzonidazol. Entretanto,
devemos considerar que a eficacia do tratamento quimioterapico varia em
diferentes regibes geograficas, provavelmente devido as diferencas de
susceptibilidade nas diferentes cepas do T.cruzi (ANDRADE et al., 1985;
FILARDI & BRENER, 1987).

Pesquisas que envolvem a quimioterapia combinada anti-parasitaria em
diversas parasitoses vem sendo coordenadas por VANNIER-SANTOS na
Fundagéo Gongalo Moniz / FIOCRUZ. Atualmente, trabalho em colaboracao do
Laboratério de Chagas Experimental Autoimunidade e Imunologia Celular e do
Laboratério de Biomorfologia Parasitaria (CPqQGM / FIOCRUZ) vem sendo
desenvolvido, avaliando a associacao do Benzonidazol e outros farmacos com
acao anti- T.cruzi no tratamento da doenca de Chagas experimental.

Como ja citado anteriormente, a classificacao utilizada até entdo para

nortear os trabalhos que envolvam o estudo de cepas do T.cruzi foi feita por



ANDRADE em 1974, onde cepas foram agrupadas quanto as suas
caracteristicas biolégicas em diferentes Biodemas (I, Il e lll), identificando as
cepas do Biodema Tipo | como susceptiveis ao tratamento quimioterapico, as
do Biodema Tipo Il como medianamente susceptiveis, e as dos Biodema Tipo
[l como resistentes.

Um dos primeiros trabalhos onde houve a observacdo do
desenvolvimento de resisténcia quimioterapica em cepas do T.cruzi foi referido
por AMREIN em 1964. Desde entdo, diferentes estudos buscam investigar
quais 0os mecanismos envolvidos na susceptibilidade quimioterapica que
pudessem estar justificando tal resisténcia em diferentes cepas do T.cruzi. Em
seu estudo, AMREIN tratou culturas da cepa Tulauhen com doses
gradualmente crescentes de Nitrofurazona, observando a resisténcia destas
cepas aos nitrofurdnicos, mesmo apds passagem em triatomineos
artificialmente alimentados com formas de cultura, ou apds passagem em
meios de cultura. Em nosso trabalho, utilizamos a cepa Colombiana que é
altamente resistente ao tratamento quimioterapico e a cepa 21SF que
apresenta média susceptibilidade, e obtivemos apenas 13,04% de cura
parasitolégica para a cepa Colombiana e 40% de cura na cepa 21SF quando
tratamos com Benzonidazol durante 90 dias, resultados compativeis com
outros trabalhos utilizando estas mesmas cepas como referéncia.

Em 1977, ANDRADE et al. procurando investigar o grau de resisténcia
da cepa Colombiana em comparagdo com a resisténcia inicial que a mesma
apresentava, inoculou a cepa em camundongos os quais foram submetidos a
tratamento com o mesmo quimioterapico da primeira passagem (Bay 2502,

Nifurtimox) e ap6s 4 passagens sem nenhum tratamento, observando nitida



acentuacao da resisténcia desta cepa, ndo s6 na primeira passagem como
apds 4 passagem em camundongos sem tratamento. Estudo realizado com
cepas isoladas de pacientes da regiao Central do Brasil (Montalvania MG), as
quais foram analisadas ap6s infecgcdo experimental de camundongos
(ANDRADE et al,, 1992), demonstraram que houve falha no tratamento
realizado em pacientes infectados com a cepa do Biodema Tipo I,
confirmando em humanos a resisténcia deste Biodema, enquanto os pacientes
em que as cepas foram caracterizadas como Biodema Tipo Il houve indice
elevado de cura.

Em nosso estudo, conseguimos realizar o isolamento clonal na cepa
Colombiana (protétipo do Biodema Tipo lll), e na cepa 21SF (protdtipo do
Biodema Tipo Il), incluidas na Taxonomia proposta em 1999 como Tcruzi | e
Tcruzi Il respectivamente, de acordo com ANONYMOUS (1999).

Foram obtidos 18 clones da cepa Colombiana, sendo que destes, 16
clones altamente resistentes foram isolados de animais infectados tratados e
nao curados, e 2 clones isolados de animais infectados nao tratados. Na cepa
21SF, protétipo do Biodema Tipo Il, T. cruzi Il de acordo com Anonymus
(1999), foram isolados 8 clones, sendo que destes, 4 isolados de animais
tratado e ndo curados, e 4 isolados de animais nao tratados. O fato de néo
identificarmos na literatura outro trabalho que fizesse o isolamento de clones
que ultrapassaram a barreira quimioterapica, provavelmente nos permitira
investigar se estes clones podem representar uma selecdo de clones
resistentes, responsaveis por conferir a resisténcia as cepas Colombiana e 21
SF, sendo, portanto, importante o conhecimento das caracteristicas biolégicas

e estrutura molecular destes isolados. Em 1994 MARRETTO & ANDRADE



analisaram o padréo isoenzimatico de cepas protétipos dos Biodemas Tipos |,
Il e lll isoladas de camundongos tratados com Benzonidazol e ndo curados, em
comparagdo com os isolados dos controles ndo tratados, e comprovaram que
os perfis isoenzimaticos eram idénticos nos dois grupos.

Diversos estudos experimentais vém demonstrando uma grande
similaridade no comportamento de clones e da cepa parental, em especial os
da cepa Colombiana, o que nos impulsiona a estudar mais detalhadamente
quais seriam as caracteristicas intrinsecas que permitem alguns clones
sobreviverem ap6s um estresse oxidativo pelo Benzonidazol, conferindo assim
a resisténcia a cepa Colombiana. Um estudo que avaliou a variacao da
susceptibilidade quimioterapica da cepa Colombiana em 7 isolados do T.cruzi,
demonstrou que houve uma homogeneidade fenotipica e uma alta similaridade
com a cepa parental (CAMANDAROBA et al., 2003). CAMPOS & ANDRADE
(1996) analisando o comportamento biol6gico e isoenzimético de clones e sub-
clones da cepa 21SF do T. cruzi, demonstraram que houve similaridade no
comportamento biolégico dos clones quando comparados com a cepa parental,
apresentando uma pequena variabilidade nos perfis parasitémicos e no padrao
isoenzimaticos dos mesmos. Em nosso estudo, os clones isolados de animais
infectados com cepa 21SF, tratados e nao curados, apresentaram divergéncia
nos perfis parasitémicos quando comparados com a cepa parental.

Em nosso estudo, selecionamos aleatoriamente alguns clones para que
fossem avaliados quanto ao comportamento biol6gico, chegando a conclusao
de que os clones isolados da cepa Colombiana apresentaram caracteristicas
bioldgicas compativeis com as caracteristicas das cepas parentais. Isto ficou

confirmado com o estudo histopatolégico dos 6rgaos e tecidos dos animais



infectados com os clones isolados de animais infectados com a cepa
Colombiana, tratados e ndo curados, cujas lesées histopatoldégicas eram bem
acentuadas no miocardio e musculatura esquelética, bem caracteristicas do
Biodema Tipo Il

Buscando compreender os diferentes comportamentos das cepas do
T.cruzi e conseqgientemente o que estaria levando a maior ou menor
susceptibilidade destas cepas aos tratamentos quimioterapicos, diversos
estudos passaram a incluir em suas investigacées o estudo molecular destes
parasitos, tentando correlacionar esta analise as caracteristicas fenotipicas
apresentadas nos diferentes isolados. Portanto, em nosso trabalho,
investigamos o K-DNA dos diferentes clones isolados, através dos fragmentos
gerados na digestdao enzimatica pelas enzimas RSA I, ECO Rl e Hinf |,
chegando a concluséo de que nao foram detectadas diferencas nos fragmentos
gerados por cada um dos 26 clones testados, que pudessem estar justificando
uma maior resisténcia quimioterapica ao Benzonidazol, considerando que a
maior parte destes clones resistiu a barreira quimioterapica deste farmaco
altamente toxico a estrutura do T. cruzi.

A utilizacdo de enzimas de restricdo na caracterizacao de diferentes
cepas e clones do T.cruzi vem sendo adotada desde a década de 80, e
representa uma ferramenta eficiente na deteccdao de diferengcas em isolados
deste parasito. Um dos pioneiros nesta investigacao foi o trabalho relizado por
Morel et al. (1980), os quais denominaram os perfis eletroforéticos obtidos com
cepas de diferentes procedéncias como Esquisodemas, que representa o
padrao de restricdo dos minicirculos do K-DNA, gerados a partir da digestao

com enzimas de restricdo. Analisando produtos de digestdo das enzimas RSA |



e HINF | do K-DNA de clones e da cepa parental 21SF, CAMPOS et al. (1999)
encontram um alto grau de similaridade entre os fragmentos destes isolados,
que variou de 80 a 100%. VELAZQUEZ et al. (2008) analisaram a diversidade
destas regides hipervariaveis do minicirculo do K-DNA do T. cruzi e sua
influéncia nos tipos de cepas, utilizando como ferramenta de investigacao tanto
as enzimas de restricdo, quanto clonagem plasmidial seguida de PCR semi-
quantitativa, e verificaram uma freqiéncia de 40% destas sequéncias na cepa
CL-Brener, com 97% de identidade entre elas. Em estudo anterior, TELLERIA
et al. (2006) ja haviam utilizado clonagem plasmidial para segregar 170
sequéncias de regides hipervariaveis do K-DNA, obtidas de 19 isolados do T.
cruzi QOs produtos da clonagem foram submetidos a técnica de
sequenciamento, mostrando padrbes de sequéncias que apareciam numa
frequéncia de 40% na cepa CL-Brener, com 97% de identidade entre as
mesmas.

Levando em consideracao outros estudos moleculares os quais também
buscavam elucidar os mecanismos de resisténcia de cepas aos farmacos
comumente utilizados no tratamento de doencas causadas por
tripanossomatideos, WILKINSON e colaboradores (2007) demonstraram que
tripanossomos apresentam uma enzima mitocondrial nitroredutase tipo | (NTR
) que tem a capacidade de metabolizar um grande numero de drogas
nitroheterociclicas, e que a reducédo na atividade desta enzima pode conferir
resisténcia tanto no T. cruzi como no Trypanosoma brucei para agentes
tripanocidas como o Benzonidazol e Nifutimox.

Portanto, a importancia da elucidacdo dos mecanismos envolvidos na

maior ou menor resisténcia quimioterapica em cepas do T. cruzi, nos conduz a



prosseguir nas investigacdes buscando diferentes ferramentas moleculares que
nos permitam maior sensibilidade na detecgdo de possiveis diferencas no
material biolégico dos diferentes isolados aqui segregados. Mais adiante,
faremos o estudo destas regides do k-DNA utilizando as técnicas de clonagem
através de plasmidio, seguida de sequenciamento de DNA. Serdo feitas
também técnicas que permitam identificar em diferentes linhagens os isolados
do T. cruzi, através da técnica de investigacdo do rRNA e gene do mini-exon
(ZINGALES et al., 1998; FERNANDES et al., 1999).

Portanto, apesar de nao terem sido detectadas diferencas nos clones
através das técnicas moleculares aqui realizadas, que pudesse estar
justificando uma maior resisténcia quimioterapica nestes isolados; a indicacédo
na diferenca do padrao de parasitemia entre os clones da cepa 21SF e a cepa
parental, podera nos permitir investigar se existe alguma relacdo destes clones
com a composicao clonal de cepas resistentes a quimioterapia, haja vista que
0S mesmos apresentaram curvas parasitémicas caracteristicas das cepas do

biodema Tipo lII.



10. CONCLUSOES

1) Os clones do Trypanosoma cruzi isolados de camundongos
experimentalmente infectados pela cepa Colombiana do T. cruzi (Biodema Tipo
[Il) tratados e ndo curados, com o Benzonidazol, mantiveram os caracteres
bioldgicos correspondentes a evolucao parasitémica, aos indices de

mortalidade e ao quadro histopatoldgico da cepa parental.

2) As caracteristicas moleculares dos clones isolados dos camundongos
infectados com a cepa Colombiana, tratados e ndo curados, apresentaram os
perfis de RFLP conservados, através da digestdo das enzimas de restricao

RSA I, ECO RI e HINF I, nao diferindo da cepa parental.

3) Os clones do Trypanosoma cruzi isolados de camundongos
experimentalmente infectados pela cepa 21SF do T. cruzi (Biodema Tipo Il)
tratados com o Benzonidazol e ndo curados, apresentaram diferencas quanto
ao comportamento bioldgico correspondente a evolugado parasitémica em
comparacdo com a cepa parental, apresentando curvas parasitémicas
caracteristicas de cepas do biodema Tipo Ill, altamente resistentes a

quimioterapia.

4) A andlise molecular dos clones isolados dos camundongos infectados com a
cepa 21SF, tratados e nao curados, demonstrou os perfis de RFLP

conservados, através da digestdo das enzimas de restricdo ECO Rl e HINF I.



5) Novos estudos empregando técnicas que permitam identificar diferentes
linhagens do T. cruzi através da caracterizagdo dos diferentes gendtipos
presentes na sua composicao (Zingales et al. 2009)

, bem como o sequenciamento dos componentes dos clones isolados, seréo
necessarios para demonstrar fatores intrinsecos capazes de esclarecer a

resisténcia ao tratamento quimioterapico em diferentes cepas do T. cruzi.
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ANEXOS



Figura 1 — Curva parasitémica de camundongos infectados com a cepa
Colombiana do Trypanosoma cruzi, grupo tratado com Benzonidazol

100mg/Kg/dia durante 90 dias, e grupo controle nao tratado.

Figura 2 - Curva parasitémica de camundongos infectados com a cepa 21SF
do Trypanosoma cruzi, grupo tratado com Benzonidazol 100mg/Kg/dia durante

90 dias, e grupo controle nao tratado.
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Figura 3 — Mortalidade cumulativa dos animais infectados com a cepa
Colombiana do Trypanosoma cruzi, grupo tratado com Benzonidazol

100mg/Kg/dia durante 90 dias, e grupo controle nao tratado.

Figura 4 - Mortalidade cumulativa dos animais infectados com a cepa
Colombiana do Trypanosoma cruzi, grupo tratado com Benzonidazol

100mg/Kg/dia durante 90 dias, e grupo controle nao tratado.
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Tabela 1 — Testes de cura parasitolégico dos animais infectados com a cepa
Colombiana do Trypanosoma cruzi, sobreviventes apdés o periodo de
tratamento com Benzonidazol 100mg/Kg/dia, 45 dias apdés o término do

tratamento.

Tabela 2 - Testes de cura parasitolégico dos animais infectados com a cepa
21SF do Trypanosoma cruzi, sobreviventes apds o periodo de tratamento com

Benzonidazol 100mg/Kg/dia, 45 dias apds o término do tratamento.



Tabela 1 — Teste de cura parasitologico da cepa Colombiana.

RESULTADOS DOS TESTES DE CURA PARASITOLOGICOS*

CEPA COLOMBIANA
Ident.** Pasasit.***  Xeno.*™™ Subinocu.*** Hemocult.*** Resultado
A Posit NR NR NR Positivo
B Posit NR NR NR Positivo
C Posit NR NR NR Positivo
D Posit NR NR NR Positivo
E Posit NR NR NR Positivo
F Neg Neg Neg Neg Negativo
G Posit NR NR NR Positivo
H Neg Posit Neg Posit Positivo
I Posit NR NR NR Positivo
J Neg Posit Neg Neg Positivo
L Posit NR NR NR Positivo
M Posit NR NR NR Positivo
N Neg Posit Neg Neg Positivo
o Neg Neg Neg Neg Negativo
P Posit NR NR NR Positivo
Q Posit NR NR NR Positivo
R Neg Posit Neg Neg Positivo
S Neg Posit Neg Neg Positivo
T Posit NR NR NR Positivo
U Neg Neg Neg Neg Negativo
\') Neg Posit Neg Neg Positivo

* 45 dias p6s-término do tratamento.

** |dentificacdo dos camundongos submetidos a tratamento quimioterapico.
*** Testes avaliados apds dose quimioterapica de Ciclofosfamida.
Legenda: Posit (positivo); Neg. (negativo); NR: Nao realizado



Tabela 2- Teste de cura parasitolégico da cepa 21SF.

RESULTADOS DOS TESTES DE CURA PARASITOLOGICOS*

CEPA 21SF
Ident.** Pasasit.*** Xeno.™ Subinocu.”™ Hemocult.”** Resultado
A Posit NR NR NR Positivo
B Neg NR NR NR Negativo
C Posit NR NR NR Positivo
D Posit NR NR NR Positivo
E Neg NR NR NR Negativo
F Posit NR NR NR Positivo
G Neg NR NR NR Negativo
H Neg NR NR NR Negativo
| Posit NR NR NR Positivo
J Posit NR NR NR Positivo

* 45 dias pos-término do tratamento.

** |dentificacdo dos camundongos submetidos a tratamento quimioterapico.
*** Testes avaliados apds dose quimioterapica de Ciclofosfamida.
Legenda: Posit (positivo); Neg. (negativo); NR: Nao realizado



Tabela 3 — Numero de clones obtidos da cepa Colombiana do Trypanosoma
cruzi, isolados de animais tratados com Benzonidazol e ndo curados, e animais

controles nao tratados.

Tabela 4 - Numero de clones obtidos da cepa 21SF do Trypanosoma cruzi,
isolados de animais tratados com Benzonidazol e nao curados, e animais

controles nao tratados.



Tabela 3 — Numero de clones obtidos da cepa Colombiana, isolados de animais

infectados tratados com Benzonidazol e ndo curados e animais controles ndo tratados.

IDENTIFICAGAO DOS CLONES ISOLADOS DA CEPA COLOMBIANA

Identificacao do Animal Clones

CI-COL / T1**

CL-COL / T2**

CL-COL / T3**

A* CL-COL / T4**

CL-COL / T5**

CL-COL / T6**

B* CL-COL /T7*

CL-COL / T8**

CL-COL / T9**

c* CL-COL / T10**

CL-COL /T11**

CL-COL / T12**

CL-COL /T13**

D* CL-COL / T14*

CL-COL / T15**
E*

CL-COL/T16**

CL-COL / NTA****
Controle Nao Tratado***

CL-COL / NT2****

Total 18 Clones

*

Animais infectados tratados com Benzonidazol 100 mg/Kg/dia durante 90 dias e
nao curados.

**  Clones isolados dos respectivos animais tratados com Benzonidazol e nao
curados.

*** Animais controles infectados e n&o tratados.

**** Clones isolados de animais controles ndo tratados apés 90 dias de infecgao.



Tabela 4 — Numero de clones obtidos da cepa 21SF, isolados de animais infectados

tratados com Benzonidazol e ndo curados e animais controles ndo tratados.

IDENTIFICACAO DOS CLONES DA CEPA 21SF

IDENTIFICACAO DO ANIMAL CLONES
A* CL-21SF/ T1**
CL-21SF/T2**
B*
CL-21SF/T3**
C*
CL- 21SF/T4*
CONTROLE NAO TRATADO*** CL-21SF/NT1****
CL-21SF/NT2****
CL- 21SF/NT3****
CL- 21SF/NT4****
TOTAL: 8 CLONES

*  Animais infectados tratados com Benzonidazol 100 mg/Kg/dia durante 90 dias e
nao curados.

**  Clones isolados dos respectivos animais tratados com Benzonidazol e nao
curados.

*** Animais controles infectados e nao tratados.

**** Clones isolados de animais controles ndo tratados apds 90 dias de infecgéo.




Figura 5 — Curva parasitémica dos animais infectados com os clones da cepa
Colombiana isolados de animais tratados com Benzonidazol e ndo curados.
Clones isolados de animais tratados nao curados: CL-COL/T2, CL-COL/T5, CL-
COL/T7, CL-COL/T9 e CL-COL/T10. Clones isolados de animais nao tratados:

CL-COL/NT1 e CL-COL/NT2.

Figura 6 - Curva parasitémica dos animais infectados com os clones da cepa
21SF isolados de animais tratados com Benzonidazol e ndao curados. Clones
isolados de animais tratados nao curados: CL- 21SF/T1 e CL-21SF/T2. Clones

isolados de animais nao tratados: CL- 21SF/NT1 e CL-21SF/NT2.
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Figura 7 — Mortalidade cumulativa dos camundongos infectados com os clones
da cepa Colombiana isolados de animais tratados com Benzonidazol e nao
curados, e clones isolados de animais controles ndo tratados. Clones isolados
de animais tratados ndo curados: CL-COL/T2, CL-COL/T5, CL-COL/T7, CL-
COL/T9 e CL-COL/T10. Clones isolados de animais néo tratados: CL-COL/NT1

e CL-COL/NT2.

Figura 8 - Mortalidade cumulativa dos camundongos infectados com os clones
da cepa 21SF isolados de animais tratados com Benzonidazol e ndo curados, e
clones isolados de animais controles n&o tratados. Clones isolados de animais
tratados ndo curados: CL- 21SF/T1 e CL-21SF/T2. Clones isolados de animais

nao tratados: CL- 21SF/NT1 e CL-21SF/NT2.
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Figura 9 - Seccdes de coragdo e de musculo esquelético de camundongos
infectados com o clone CL- COL/T5, isolado de animais infectados com a cepa
Colombiana, tratados e nado curados, sacrificados no 20° dia de infeccao,
corados com H & E (400X) — Miocéardio — A: seccOes de tecido cardiaco
apresentando destruicdo tecidual, com presenca de muitos ninhos parasitarios
e infiltrado inflamatdrio intenso e difuso. B e D: miocardio com presenca de
ninhos parasitarios, e infiltrados inflamatério intenso e difuso. C: presenca de
ninho parasitario sendo destruido pelo infilirado inflamatério — Musculatura
Esquelética — E: fibras musculares totalmente destruidas com presenca de
ninhos parasitarios. F: infiltrado inflamatério focal e difuso, com presenca de

parasitos.
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Figura 10 - Seccbes de coracdo e de musculo esquelético de camundongos
infectados com o clone CL- COL/T10, isolado de animais infectados com a
cepa Colombiana, tratados e nao curados, sacrificados no 20° dia de infeccao,
corados com H & E (400X) — Miocéardio - A: secgdes de miocardio com
presenca de muitos ninhos parasitarios, com infiltrado inflamatério intenso e
difuso, tecido cardiaco totalmente destruido; B: secgdes de miocardio com
presenca de infiltrado inflamatério difuso, com muitos ninhos parasitarios; C:
presenca de ninho parasitario sendo destruido pelo infiltrado inflamatério; D:
infiltrado inflamatério difuso com presenca de ninhos parasitarios. Musculatura
Esquelética: E, F: infiltrado inflamatdrio com destruicdo tecidual e presenca de

ninhos parasitarios.
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Figura 11- Seccbes de coracdo e de musculo esquelético de camundongos
infectados com o clone CL- COL/T2, isolado de animais infectados com a cepa
Colombiana, tratados e nado curados, sacrificados no 20° dia de infeccao,
corados com H & E (400X) — Miocardio — A; B: miocardio totalmente destruido
com presenca de parasitos; C: infiltrado inflamatério focal e difuso, com
presenca de muitos parasitos; D: grande regido de necrose, com focos
inflamatérios difusos — Musculatura Esquelética — E: grande regido de necrose,
com presenca de foco inflamatério; F: infiltrado inflamatorio poli e mononuclear

com restos parasitarios e presenca de células sarcolemais.
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Figura 12 — Seccdes de coracdo e de musculo esquelético de camundongos
infectados com o clone CL-COL/T2, isolado de animais infectados com a cepa
Colombiana, tratados e nao curados, sacrificados no 20° dia de infeccao,
corados com H & E (400X) — Miocéardio — A; B: infiltrado inflamatério difuso,
com presenca de ninhos parasitarios e destruicdo tecidual; C: infiltrado
inflamatério perivascular com presenga de parasitos; D: infiltrado inflamatério
com destruicao tecidual - Musculatura Esquelética - E: infiltrado inflamatorio
difuso, com fibras musculares destruidas em processo de calcificagcdo; F:

infiltrado inflamatério focal polimorfonuclear.
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Figura 13 - Seccbes de coracdo e de musculo esquelético de camundongos
infectados com o clone CL- COL/T9, isolado de animais infectados com a cepa
Colombiana, tratados e nado curados, sacrificados no 20° dia de infeccao,
corados com H & E (400X) — Miocardio - A: seccdes de miocardio com
infiltrado inflamatério focal e presenca de parasitos; B: seccdes de tecido
cardiaco com grande infiltrado difuso e focal; C e D: infiltrado inflamatério
difuso com presenca de necrose — Musculatura Esquelética - E: seccdes de
tecido muscular com infiltrado inflamatério poli e mononuclear; F: grande

infiltrado inflamatdrio com presenca de restos parasitarios.
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Figura 14 — Amplificacao pela PCR e revelacdo em gel de agarose: K-DNA das
amostras dos clones isolados dos animais infectados com a cepa Colombiana.
Amostras dos clones isolados de animais tratados e n&o curados: CL-COL (T1
a T16). Amostras dos clones isolados de animais ndo tratados: CL- COL (NT1

e NT2).

Figura 15 - Amplificacédo pela PCR e revelacdo em gel de agarose: K-DNA das
amostras dos clones isolados dos animais infectados com a cepa Colombiana.
Amostras dos clones isolados de animais tratados e n&do curados: CL- COL
(T13 a T16). Amostras dos clones isolados de animais nao tratados: CL- COL

(NT1 e NT2) — Melhor demonstradas.



Figura 14

MT1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12

M Ti13 T14 T15 T16 NT1 NT2CP CN

Figura 15

M Ti13 T14 T15 T16 NT1 NT2CP CN

330 pb—

PCR; M =Marcador 100 pb ;T1 a T16 = Clones Cepa Colombiana
isolados de animais tratados ndo curados; NT1 e NT2 = Clones
cepa Colombiana isolados de animais néo tratados ; CP = Cepa
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Figura 16 - Amplificacdo pela PCR e revelacdo em gel de agarose: K-DNA das
amostras da cepa 21SF e dos clones isolados dos animais infectados com a
cepa 21SF. Amostra dos clones isolados de animais tratados e ndo curados:
CL- 21SF (T1 a T4). Amostras dos clones isolados de animais n&o tratados:

CL-21SF (NT! E NT2). Cepa parental: CP.
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Figura 17 — Revelacao em gel de poliacrilamida dos fragmentos de restricao do
K-DNA dos clones isolados da cepa Colombiana, pela técnica de RFLP,
utilizando a enzima ECO R1. Amostras dos clones isolados de animais tratados
e nao curados: CL-COL (T1 a T16). Amostras dos clones isolados de animais

nao tratados: CL- COL (NT1 e NT2).
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Figura 18 - Revelacdo em gel de poliacrilamida dos fragmentos de restricao do
K-DNA dos clones isolados da cepa Colombiana, pela técnica de RFLP,
utilizando a enzima HINF 1. Amostras dos clones isolados de animais tratados
e nao curados: CL-COL (T1 a T16). Amostras dos clones isolados de animais

nao tratados: CL- COL (NT1 e NT2).
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Figura 19 - Revelacdo em gel de poliacrilamida dos fragmentos de restricao do
K-DNA dos clones isolados da cepa Colombiana, pela técnica de RFLP,
utilizando a enzima RSA 1. Amostras dos clones isolados de animais tratados e
nao curados: CL-COL (T1 a T16). Amostras dos clones isolados de animais

nao tratados: CL- COL (NT1 e NT2).
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Figura 20 — Revelagédo em gel de poliacrilamida dos fragmentos de restricdo do
K-DNA da cepa Colombiana, pela técnica de RFLP, utilizando as enzimas ECO

R1, HINF 1 e RSAT1.



Figura 20

Amostras 1, 2 e 3 -revelagdo em gel de poliacrilamida dos
fragmentos de restricdo do K-DNA da cepa Colombiana,
pela técnica de RFLP, utilizando as enzimas RSA |, HINF |,
ECO Rl respectivamente.M: Marcador.




Figura 21 - Revelacdo em gel de poliacrilamida dos fragmentos de restricao do
K-DNA dos clones isolados da cepa 21SF, pela técnica de RFLP, utilizando a
enzima ECO R1. Amostra dos clones isolados de animais tratados e nao
curados: CL- 21SF (T1 a T4). Amostras dos clones isolados de animais nao

tratados: CL-21SF (NT1 E NT2). Cepa parental: CP.

Figura 22 - Figura 20 — Revelagdo em gel de poliacrilamida dos fragmentos de
restricdo do K-DNA da cepa 21SF, pela técnica de RFLP, utilizando a enzima
HINF |. Amostra dos clones isolados de animais tratados e ndo curados: CL-
21SF (T1 a T4). Amostras dos clones isolados de animais ndo tratados: CL-

21SF (NT1E NT2). Cepa parental: CP.
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RFLP com a enzima de restricao Hinf I. M: Marcador
Ladder (25 pb); CP: Cepa parental 21 SF; T1, T2, T3,
T4: Clones do Grupo Tratado; NT1, NT2, NT3, NT4:
Clones do Grupa Nao-tratado




