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RESUMO

Nesse trabalho, descrevemos a busca por marcadores moleculares que permitam
simultaneamente o diagndstico da doenga de Chagas e a classificacdo das cepas
segundo o fenodtipo de susceptibilidade a drogas, zimodema e/ou grupos | e |l do T.
cruzi. Inicialmente, selecionamos sequéncias repetitivas do DNA do T. cruzi e
iniciadores descritos para o diagnostico da doenga de Chagas. Analisamos as
sequéncias do elemento repetitivo E13, KDNA e o DNA satélite (195 pb). Os resultados
com o elemento repetitivo E13 e sequéncias do kDNA, mostraram uma grande
variabilidade dessas sequéncias, inviabilizando a busca de marcadores. Analisamos
160 sequéncias do DNA satélite de 195 pb de 12 cepas do T. cruzi previamente
caracterizadas segundo o fendtipo de susceptibilidade a drogas e zimodema. Estudos
de filogenia mostraram a existéncia de dois grupos distintos, associados com os grupos
| e Il do T. cruzi. Observamos a presenca de 8 polimorfismos exclusivos das cepas do
grupo | do T. cruzi. Desenhamos iniciadores especificos para estes polimorfismos. Um
sistema de PCR multiplex constituido pelos iniciadores TcSat 4 e Diaz 7 e 8 permitiram
a classificagdo das cepas de T. cruzi nos grupos | e Il. A sensibilidade foi de 10 fg, o
que corresponde a 1/30 do DNA de um parasito. Amostras de DNA de outros
tripanosomatideos nao produziram produto amplificado. Comparamos o perfil de
amplificacdo do DNA satélite de 30 cepas de T. cruzi e 24 amostras de sangue de
camundongos experimentalmente infectados com as cepas Colombiana (grupo ) e Y
(grupo Il) em papel de filtro. Em todas as amostras positivas foi possivel a identificagdo
dos grupos | e Il. Para validarmos a técnica com amostras de campo, utilizamos 7
amostras de DNA do creme leucocitario de pacientes na fase aguda da doenga de
Chagas e 15 amostras de fezes de Triatoma infestans em papel de filtro. As amostras
de pacientes foram grupo Il e as amostras de T. infestans grupo |. Esses resultados
estdo de acordo com os dados descritos na literatura que mostram uma associagao
entre cepas do grupo | do T. cruzi e o ciclo silvestre do parasito e entre cepas do grupo
Il e o ciclo doméstico. O PCR multiplex que desenvolvemos permite a classificacao das
cepas nos dois grupos principais de T. cruzi sem, entretanto correlaciona-las a
resisténcia a drogas. Apresentamos uma metodologia sensivel, especifica e rapida que
podera ser utilizada em amostras clinicas e de campo como ferramenta de diagndstico

molecular e classificacdo das cepas de T. cruzi.
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ABSTRACT

In the present work, we describe our search for molecular markers that allow the
diagnosis of Chagas’ disease and strain classification simultaneously according to the
drug susceptibility, zymodeme and/or groups | and Il of T. cruzi. We selected DNA
repetitive sequences from T. cruzi and primers described previously for diagnosis of
Chagas’ disease. We analyzed the sequences of the repetitive element E13, kDNA and
satellite DNA (195 bp). The sequences of the repetitive element E13 and the kDNA
were highly variable, making unfeasible the search for molecular markers.
Polymorphism of the 160 satellite DNAs (195 bp) from 12 T. cruzi strains from different
zymodemes and BZ susceptibility were determined. Phylogenetic studies showed the
existence of two groups of sequences, associated with the groups | and Il of T. cruzi.
The existence of 8 polymorphisms exclusive to T. cruzi | strains, lead us to design
specific primers for these polymorphisms. A system of PCR multiplex using primers
TcSat 4, Diaz 7 and 8, allowed the strain classification of T. cruzi in the groups | and II.
The sensibility was of 10 fg, that corresponds at 1/30 of the DNA of one parasite. This
PCR multiplex was T. cruzi specific, did not amplifying DNA from other tripanosomatids.
We compared the amplification of satellite DNA of 30 T. cruzi strains and 24 blood
samples from mice experimentally infected with the Colombian (group 1) and Y (group II)
strains in filter paper. The samples were classified in groups | and Il. In order to validate
the technique with field samples, we used 7 samples of Buffy coat DNA from patients in
the acute phase of Chagas’ disease, and 15 samples from naturally infected Triatoma
infestans feces collected in filter paper. The patients' samples were group Il and the
samples of T. infestans group |. Our results are consistent with the data described in the
literature that show an association between strains of T. cruzi | and the Sylvatic cycle of
the parasite and between strains of T. cruzi Il and the domestic cycle. The PCR
multiplex that we developed allows the T. cruzi DNA detection and the strain
classification without correlating them to drug resistance. We presented a sensitive,
specific and a fast methodology that can be used in clinical and field samples, as a tool

for molecular diagnosis and strain classification of T. cruzi simultaneously.
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1.0 INTRODUGCAO

1.1 Consideragoes gerais sobre a doen¢a de Chagas

A doenca de Chagas é uma doenga enzootica causada pelo protozoario parasito
Trypanosoma cruzi (familia: Tripanosomatidae, ordem: Kinetoplastida). A doenca se
estende do sul dos Estados Unidos até o sul da América do Sul (WHO, 2004). A
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) calcula que nos anos 80, antes do
estabelecimento dos bem sucedidos programas de controle, haviam entre 16 e 18

milhdes de pessoas infectadas com T. cruzi nas Américas (www.who.int/health-

topics/chagas.html). A incidéncia na época foi estimada em torno de 300.000 novos

casos por ano, alcangando em torno de 20% da populagdo em paises como a Bolivia.
Esses dados foram modificados nas ultimas décadas, especialmente devido aos
programas de controle em larga-escala com inseticidas piretroides. Os programas de
controle foram eficientes, uma vez que mostraram que os triatomineos sao altamente
sensiveis aos inseticidas piretroides e tem baixa variabilidade genética e consequente
baixa habilidade de resistir aos inseticidas (Schofield & Dias, 1999).

A doencga de Chagas comecgou a se expandir da regido andina no fim do século
19 e alcangou uma maior ascensdao na primeira metade do século 20. Ela atinge
pessoas que vivem em areas rurais isoladas, com precarias condi¢gdes sociais. Por
isso, informagdes epidemioldgicas suficientes sobre a magnitude ou sobre sua
existéncia nem sempre estdo disponiveis. A prevaléncia, morbidade e distribuigcao
geografica da doenca foram determinadas apenas quando a importancia diagnéstica de
reacdes sorologicas e eletrocardiograficas foram reconhecidas, e em muitos paises
cerca de um século foi necessario para isto ocorrer. Com as migragdes, muitas
pessoas infectadas sairam das zonas rurais para cidades (Mallimaci et al., 2001) e para
outros paises. Estima-se que algumas centenas de milhares de individuos chagasicos
vivem atualmente nos Estados Unidos, Europa e Asia.

Decisbes politicas levaram a criagdo de programas governamentais, primeiro no
sul do continente (Iniciativa do Cone Sul — 1991/92), e depois em paises das Américas
Andina e Central (Iniciativas da América Central e do Pacto Andino — 1997/98)
(Moncayo, 1999). Paralelamente ocorreu o melhoramento na qualidade das
transfusdes de sangue, também devido ao aumento de individuos infectados com HIV.

Como resultado, em cerca de 1,8 milhdes de militares recrutados na Argentina, por
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exemplo, a prevaléncia de sorologia positiva diminuiu de 5,8% em 1981 para 1,9% em
1993 (Segura et al., 2000).

No Brasil, uma investigacdo soroldgica nacional mostrou que havia 4,2% de
pessoas infectadas na zona rural e a mortalidade era de 5,1 por 100.000 habitantes
(Segura et al., 2000). Durante a ultima década, a prevaléncia de sorologia positiva em
criangas em idade escolar (7 a 14 anos) diminuiu para 0,14% (Silveira & Vinhaes,
1999). Em 2000, 10 dos 12 estados endémicos do Brasil foram certificados como livres
da transmissdo da doenca de Chagas vetorial e transfusional (WHO, 2000). O
Ministério da Saude tenta combater os focos da doenga de Chagas nos estados do Rio
Grande do Sul e na Bahia (Conselho Regional de farmacia do Tocantins, 2004).

A doenga de Chagas apresenta algumas caracteristicas associadas com a
origem geografica da cepa do T. cruzi, como: maior frequéncia de megaeséfago e
megacolon no Brasil central (Cabral et al., 1999) e rara ocorréncia ao norte do rio
Amazonas; diferengcas na resposta ao tratamento etioldgico, com altos niveis de cura
na Argentina, Chile e no estado do Rio Grande do Sul; menor indice de transmissao
congénita no Brasil comparado com Bolivia, Chile e algumas partes da Argentina.

Cerca de 100 espécies de mamiferos silvestres atuam como reservatorios da
doenca de Chagas. Ela é transmitida por insetos pertencentes a familia Reduviidae,
subfamilia Triatominae. Estes insetos infectam animais selvagens durante o repasto
sanguineo, mantendo dessa forma o ciclo silvestre da doenga (Kirchhoff et al., 2004).
Na luz do intestino médio do inseto vetor, o T. cruzi transforma-se em formas
epimastigotas, multiplica-se e diferencia-se em tripomastigotas metaciclicas, a forma
infectante para o homem. A transmissdo do T. cruzi ao homem ocorre através da
deposicao de fezes e urina do triatomineo infectado sobre a pele danificada e pelas
mucosas do hospedeiro no momento do repasto sanguineo. Os tripomastigotas
metaciclicos invadem diversos tipos de células do hospedeiro, transformam-se em
amastigotas, se multiplicam e apds um periodo aproximado de quatro dias, se
diferenciam em tripomastigotas, que rompem as células infectadas e sao liberados no
meio extracelular. Esses tripomastigotas podem invadir células adjacentes ou cair na
circulagdo sanguinea, onde serdo ingeridos pelo inseto vetor durante a alimentacgao,
mantendo o ciclo doméstico da doenga, ou irdo iniciar novos ciclos multiplicativos em

outros tecidos (Tanowitz et al., 1992) (Figura 1).
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Triatomine Bug Stages
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Figura 1: Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. Fonte: WHO, 2000.

Além da transmissao vetorial,

mecanismo responsavel por

aproximadamente 10% dos casos, € a transfusao sanguinea. O risco de adquirir a

infeccdo apos receber uma transfusdo de sangue de um doador infectado € de
aproximadamente 20% (Schmunis et al., 1999). Este é o principal mecanismo de
transmissao em zonas urbanas. O terceiro mais importante mecanismo de transmissao

€ a congénita, com aproximadamente 5.000 a 18.000 casos por ano. Este tipo de
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transmissdo também pode ocorrer fora das areas endémicas. Outros mecanismos
esporadicos de transmissédo incluem acidentes de laboratério e transplantes de 6rgéos
(Prata, 1994). Também foram descritos surtos de doenca de Chagas devido a
transmissao oral através de alimentos contaminados como carne, cana de acgucar ou
suco de agai (Euterpe oleracea) (Anais do XXI Annual Meeting of the Brazilian Society
of Protozoology, 2005).

A doenca de Chagas apresenta duas fases: aguda e crénica. A porta de entrada
da infeccao pode ser aparente ou inaparente. Quando aparente, pode ser ocular (sinal
de Romafa) ou cutanea (Chagoma de inoculagéo). Durante a fase aguda da doenga, o
parasito estd se disseminando e pode ser detectado por exame direto do sangue.
Entretanto, na grande maioria dos pacientes essa fase passa despercebida por causa
do ndo reconhecimento ou pela pobreza ou auséncia de manifestagdes clinicas (Rassi
et al., 2000). Em torno de 5 a 10% dos pacientes sintomaticos morrem durante esta
fase.

Os sinais e sintomas da fase aguda da doenca de Chagas normalmente
desaparecem apds 4 a 8 semanas. Na maioria dos individuos a resposta imune é
capaz de controlar a infecgao, resultando numa redugao drastica da parasitemia (Prata,
1994). A fase cronica da doenca de Chagas pode ser clinicamente evidente apds anos
ou décadas da infecgao inicial. Sintomas se desenvolvem em apenas 20 a 30% das
pessoas clinicamente infectadas. As demais pessoas podem permanecer
assintomaticas pelo resto da vida, caracterizando a forma indeterminada da doenca. As
manifestacbes mais comuns sdao o comprometimento do sistema cardiaco (forma
cardiaca), digestivo (forma digestiva) ou de ambos (forma cardio-digestiva) (Brener,
1987). A natureza das modificacbes miocardicas na fase cronica tem sido considerada
por alguns como um fendmeno autoimune (Michailowsky et al., 2003). Entretanto, a
persisténcia do parasito em tecidos também tem sido demonstrada (Vago et al., 2000).

Reativagdes da doenca de Chagas foram descritas em pacientes com leucemia
e com transplante de rins e coragédo. Imunossupressdées podem reativar a doenca de
Chagas, ocasionando proliferagdo do parasito, lesbes necroticas ou tumorais no
cérebro (75%), e intensificagdo de miocardites (44%). Isto tem freqUentemente ocorrido
em casos de coinfecggdgo com HIV e em transplantes de 6rgaos. O diagndstico
laboratorial € realizado de acordo com a fase da doencga, podendo o parasito ser
detectado no sangue durante a fase aguda; nos demais estagios a parasitemia € muito
baixa e o diagndstico é estabelecido por detec¢cao de anticorpos especificos usando

varias técnicas (Prata, 1994).
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1.2 Tratamento da doenga de Chagas

Na doenga de Chagas, raramente ocorre cura espontdnea e o tratamento
especifico € controverso. O tratamento da doenga de Chagas esta limitado ao derivado
2-nitroimidazdlico benzonidazol e ao derivado 5-nitrofurano nifurtimox. Ambos os
compostos fazem parte de uma mesma familia, a dos nitroheterociclicos, no entanto
possuem diferentes grupos quimicos e apresentam diferentes mecanismos de agao
contrao T. cruzi.

O nifurtimox é reduzido pela enzima tripanotiona redutase (Henderson et al.,
1988; Docampo et al., 1981). O radical gerado pode reagir com o0 oxigénio molecular
para gerar o anion superoxido (O;’) e este produzir peroxido de hidrogénio (H20,), pela
acao da enzima superéxido dismutase. Pode ocorrer a interagdo do H,O, com o Oy
produzindo o radical hidroxila (OH"). Este radical € um dos mais perigosos radicais de
baixa massa molecular, produzido por radiagbes ionizantes. Todos esses passos
podem causar danos ao DNA (Olive, 1978) e lipideos e formar perdxido organico
(Tappel, 1973; Docampo et al., 1981). Como o T. cruzi é deficiente nos mecanismos de
detoxificacao, ele se torna mais susceptivel a agao toxica destes compostos (Docampo
& Stoppani, 1979; Docampo et al., 1981; Morello, 1988).

O mecanismo de agao do benzonidazol ainda ndo esta claro. Sabe-se que ele
inibe o crescimento do T. cruzi sem estimular a producéo de O3 e H,O,. Assim, o efeito
tripanosomicida do benzonidazol ndo depende de radicais de oxigénio como o
nifurtimox (Moreno et al., 1982; Maya et al., 2003).

Ambas as drogas quando administradas na fase aguda da doenca tém
apresentado cura em 50-70% dos pacientes; entretanto, elas curam somente cerca de
8% dos pacientes na fase crbnica (Prata, 1994). Elas também causam varios efeitos
colaterais dose-dependente, podendo o tratamento ser interrompido. Os efeitos mais
comuns sao: hipersensibilidade, alteragbes do creme leucocitario e polineuropatia
periférica. Existe um consenso em torno do uso dessas drogas nas seguintes
circunstancias: na profilaxia de contaminagdes acidentais, durante a fase aguda da
doenca e em reativagdes da infeccdo em individuos imunossuprimidos. No entanto,
existem divergéncias em torno do tratamento especifico durante a fase crénica, devido

a duvidas acerca dos indices de cura (menos de 10% para alguns autores).
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1.3 Susceptibilidade e resisténcia a drogas

Diferencas na susceptibilidade de cepas do T. cruzi a drogas (HaberKorn, 1972;
Andrade, 1985; Filardi & Brener, 1987) pode explicar, em parte, diferengas na eficacia
das drogas no tratamento de hospedeiros vertebrados infectados com T. cruzi. A
existéncia de cepas naturalmente resistentes ao benzonidazol e ao nifurtimox foi
descrita anteriormente (Filardi & Brener, 1987). Além disso, diversos autores
demonstraram que diferengcas geograficas podem interferir na eficacia de regimes
terapéuticos (Rassi, 1992). A grande variabilidade genética das populagdes de
parasitos, a existéncia de cepas naturalmente resistentes, e a farmacocinética da droga
explicam, em parte, diferencas na eficacia do tratamento.

Em um estudo realizado por Murta et al., (1998), 45 cepas do T. cruzi sensiveis
e naturalmente resistentes ao benzonidazol e nifurtimox foram analisadas em relagao a
6 diferentes marcadores moleculares. Nesse estudo, o perfil heterozigoto (Zimodema
B), agrupou exclusivamente cepas sensiveis e ocorreu predominantemente em areas
geograficas onde o tratamento da doenca de Chagas tem sido relatado como mais
eficaz, demonstrando que este zimodema esta associado ao fenétipo de sensibilidade
do T. cruzi a drogas (Murta et al., 1998). O perfil isoenzimatico Z1 e Z2 foram
encontrados em populag¢des do T. cruzi sensiveis e naturalmente resistentes a drogas.
Também os estudos usando rDNA e MEX como marcadores mostraram que, as cepas
do T. cruzi foram divididas nos grupos 1 e 2, independentemente do seu fendtipo de
resisténcia a drogas, indicando que ndo existe correlagdo entre esses marcadores e
susceptibilidade do parasito a drogas (Murta et al., 1998).

A identificacdo de marcadores moleculares para susceptibilidade ou resisténcia
do T. cruzi a drogas pode ser Util no progndstico de cura da doenga de Chagas. E
possivel que com o uso de técnicas de biologia molecular, a detec¢cao da presenga do
parasito no sangue de pacientes chagasicos podera ser realizada simultaneamente

com a caracterizagao da susceptibilidade ou resisténcia da cepa do T. cruzi a drogas.

1.4 Variabilidade intra-especifica do T.cruzi

A grande variabilidade de sintomas na doengca de Chagas pode ser
correlacionada com cepas especificas ou com marcadores genéticos do hospedeiro,
embora seja provavel que ambos influenciem o curso da infecgdo (Sturm et al., 2003).

Estudos experimentais mostram uma grande diversidade intra-especifica no T. cruzi
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evidenciada por diferengas na morfologia de formas sanguineas (Brener, 1965),
viruléncia e patogenicidade (Tekiel et al, 1997), susceptibilidade a agentes
quimioterapicos (Brener et al., 1976; Filardi & Brener, 1987; Murta et al., 1998),
constituicdo antigénica e propriedades bioquimicas (Bongertz & Dvorak, 1983; Zingales
et al., 1984), propriedades imunoldgicas (Braga et al., 1993) e infectividade em células
hospedeiras (Doyle et al., 1984).

Do ponto de vista patoldgico, € importante determinar a variabilidade genética de
cepas isoladas de pacientes com doenga de Chagas. Os avangos moleculares
alcancados pela ciéncia tém tornado possivel o estudo da variabilidade do T. cruzi.
Esses polimorfismos tém se tornado ferramentas poderosas na avaliagdo da
epidemiologia molecular, na pesquisa basica (evolugdo e genética de populacdes) e
também na pesquisa aplicada (viruléncia, resisténcia a drogas e propriedades
imunoldgicas) (Tibayrenc, 1995).

Cepas ou isolados sao obtidos de vetores triatomineos ou hospedeiros
mamiferos incluindo humanos. Pacientes em areas endémicas podem estar infectados
por multiplos contatos com diferentes triatomineos e esses podem alimentar-se em
diferentes individuos infectados. Essa promiscuidade propicia a formagdo de
populagdes multiclonais em hospedeiros e vetores, levando ao isolamento de cepas
multiclonais correspondentes quando crescidas em cultura. Estudos moleculares tém
confirmado que algumas cepas do T. cruzi sao multiclonais, mas a prevaléncia geral de
multiclonalidade n&o € conhecida. Andlises de microsatélites (Oliveira et al., 1998)
demonstraram a multiclonalidade frequiente em cepas do T. cruzi.

A anadlise de isoenzimas (por Multilocus Enzyme Electrophoresis — MLEE) tem
sido usada por diversos autores para identificar populagdes de parasitos. A
caracterizagcdo de populagdes naturais do T. cruzi, inicialmente realizada com um
pequeno numero de marcadores de isoenzimas, sugeriu uma classificagdo em trés
grupos distintos que foram chamados zimodemas Z1, Z2 e Z3 (Miles et al., 1978,
1980). Estudos realizados por Romanha e cols (1979) e Romanha (1982) verificaram a
presenca de 4 zimodemas distintos, denominados ZA, ZB, ZC e ZD. A comparacgao dos
zimodemas descritos por Romanha com aqueles descritos por Miles, mostrou grande
similaridade entre os zimodemas ZA e Z2; enquanto que os demais zimodemas foram
distintos entre si. Desta forma, admite-se que no Brasil o T. cruzi esteja distribuido em
pelo menos 6 grupos isoenzimaticos principais: Z1, Z2 ou ZA, Z3, ZB, ZC e ZD.

Posteriormente, esses estudos foram estendidos para incluir 15 loci génicos

codificantes para enzimas de 121 isolados do T. cruzi, compreendendo ambos os ciclos
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domeéstico e silvestre e com uma grande distribuicdo geografica (dos EUA ao sudeste
do Brasil e Chile). Estas analises aumentaram para 43 o numero de cepas naturais
definidas por isoenzimas, ou “clonets” (Tibayrenc et al., 1986).

Com os avangos da biologia molecular, novas técnicas foram desenvolvidas
como o polimorfismo de tamanho de fragmentos de restricdo (RFLP) de kDNA (Morel et
al., 1980; Tibayrenc & Ayala, 1987), a avaliagao do cariétipo molecular (Henriksson et
al., 1995), DNA “fingerprinting” (Macedo et al., 1992), “Random Amplified Polimorphic
DNA” (RAPD) (Tibayrenc et al., 1993; Steindel et al., 1993) e microssatélites (Oliveira,
1998). Essas técnicas mostraram a alta heterogeneidade genética do parasito.

Souto et al., (1996) demonstraram que amplificagdes de sequéncias distintas na
porgéo terminal 3’ do gene do RNA ribossomal 24Sa (rDNA) e sequéncia do mini-exon
indicam um polimorfismo em ambos os genes repetidos em tandem: 125 ou 110pb para
rDNA e 300 a 350pb para o mini-exon. Os autores observaram uma associagao dos
produtos de 125pb rDNA com o de 300pb do mini-exon (definido como grupo 1). Os
produtos de 110pb do rDNA com o de 350pb do mini-exon (definido como grupo 2) e a
presengca de ambos os produtos de amplificacdo do rDNA com o mini-exon do grupo 1
(grupo 1/2). Esses estudos mostram uma clara divisdao do T. cruzi em duas grandes
linhagens apresentando uma alta divergéncia filogenética.

Diversos isolados classificados por MLEE como Z1 e Z2 foram comparados com
os grupos 1 e 2 do T. cruzi e mostraram que os isolados classificados como Zimodema
1 estdo na linhagem 2, e os isolados do Zimodema 2 estdo agrupados na linhagem 1
(Souto, 1996). Outras analises sugerem que as cepas do T. cruzi podem ser divididas
em dois grupos principais. O fracionamento em bandas cromossémicas por PFGE e
hibridizacdo com diversas sondas indicaram uma certa correlacdo entre padrées de
caridétipo e os zimodemas classicos Z1 e Z2 (Henriksson, 1995). Analises de
isoenzimas e RAPD em cepas do T. cruzi (Tibayrenc, 1995) sugerem que T. cruzi pode
ser subdividido em duas linhagens filogenéticas principais, cada uma contendo
consideravel heterogeneidade. A analise filogenética do T. cruzi, baseada em
microsatélites revela uma grande distancia genética entre cepas, entretanto o padrao
de disperséo das cepas na rede Wagner esta de acordo com os dois grupos do T. cruzi
descritos por Souto et al. (1996) (Oliveira, 1998).

A auséncia de uma nomenclatura comum dificulta uma correlagdo com as
complexas manifestagdes clinicas e epidemiolégicas da doenga. Assim, em abril de
1999, durante o Simpdsio Internacional Comemorativo dos 90 anos da Descoberta da

Doencga de Chagas, no Rio de Janeiro, foi adotada a subdivisdo da espécie T. cruzi em
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duas linhagens principais, tendo sido oficializada uma nomenclatura inicial T. cruzi | e
T. cruzi Il. T. cruzi | é extremamente disperso dentro do ciclo silvestre e pode
representar a forma original do T. cruzi. Ele ndo é frequentemente encontrado em
paises do cone sul (Argentina, Brasil, Chile, Paraguai e Uruguai), mas é também a
unica forma encontrada em infecgbes humanas ao norte da regiao amazoénica. T. cruzi
Il € encontrado associado com pacientes e com Triatoma infestans. Ambos, T. cruzi | e
T. cruzi 1l estao associados com lesdes cardiacas em infecgdes humanas, mas foi visto
que apenas T. cruzi Il estda associado também com lesdes do trato digestivo
(Anonymous, 1999).

Alguns dos marcadores moleculares utilizados para classificagdo do T. cruzi e
sua correlagdo com os grupos principais T. cruzi | e T. cruzi Il estdo apresentados na
Tabela 1. Alguns grupos foram considerados como provaveis hibridos e, havendo a
possibilidade de uma classificagcdo errbnea nos grupos | e Il, foi estabelecido que
poderiam ser denominados apenas T. cruzi sem outra especificagcao, até que outros

estudos pudessem clarear as relagdes filogenéticas do grupo (Anonymous, 1999).

Tabela 1
Marcadores moleculares usados para caracterizagado de Trypanosoma cruzi, segundo

0s grupos principais T. cruzi |l e T. cruzi ll. Fonte: Macedo et al., 2004.

Biological and molecular markers used for characterization of Tiypanosoma cruzi sub-division @

T cruzi 1 T cruzi 1L Hybrid Reference

Type III Type 1T Type I Andrade (1974)
Strain-group 1 Strains-group 2 Miles et al. (1977)
Type 1 Type 2 Miles et al. (1978)

Zymodeme 1

Zymodeme A
Zymodeme 2

Zymodeme B
Zymodeme 3

Romanha et al.(1979)
Barret et al. (1980)

Group 1 Group 2 Ebert (1982)

Type 2 (PNA) Type 1 (WGA) Schottelius (1982)

Braz ZI Braz Z2 Bol Z2 Tibayrene & Miles (1983)
Group A GroupB Zillman & Ebert (1983)
Chilean Z1 Chilean Z2a Chilean Z2b Miles et al. (1984)
Isoenzyme strain (IS) 1 IS 2e 152 Tibayrenc et al. (1984)

Zymodeme 17

Zymodeme 30

Zymodeme 39

Tibayrenc & Ayala (1988)

DNA group 1 DNA group 2 Muhlpfordt & Berger (1990)
Ribodeme IT Ribodeme I Clark & Pung (1994)

Group I Group 1T Genotype 39 Tibayrenc (1995)

Lineage IT Lineagel Group 1/2 Souto et al. (1996)

Biodeme ITI BiodemeII BiodemeI Andrade & Magalhdes (1997)
Group I Group 1 Nunes et al. (1997)

st Major Clade 2nd Major Clade Lower Clade Tibayrene (1998)

Clade A Clade C Clade B Machado & Ayala (2001)
Clade A Clade C Clade B Augusto-Pinto et al. (2003)

a: modified from Momen (1999)
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1.5 Estrutura genémica do T.cruzi

O tamanho do genoma do T. cruzi foi estimado por diferentes métodos (analise
da cinética de renaturacdo, microfluorometria, citometria de fluxo, analises quimicas,
cariétipo molecular). Em estudos de renaturagdo, a complexidade do genoma do T.
cruzi foi estimada em 1,8 — 2,5 x 102 pares de bases (Castro et al., 1981; Lanar et al.,
1981). O conteudo total de DNA (nuclear e cinetoplasto) varia de 0,12 a 0,33pg por
célula (Lanar et al., 1981; Kooy et al., 1989; Thompson & Dvorak, 1989; McDaniel &
Dvorak, 1993).

Uma caracteristica marcante do T. cruzi € que o conteudo total de DNA varia em
diferentes cepas ou entre clones derivados de uma mesma cepa (Castro et al., 1981,
Lanar et al., 1981; Kooy et al., 1989; Thompson & Dvorak, 1989; McDaniel & Dvorak,
1993; Dvorak et al.,, 1982). Esta variabilidade pode ter implicagdes na organizagao
gendmica do parasito, como por exemplo, no numero de repeticbes de determinados
genes (Henriksson et al., 1996). O tamanho do genoma do T. cruzi é relativamente
superior ao de outros protozoarios parasitos, como por exemplo, Leishmania (45-65 x
10° pb) e T. brucei (25 x 10° pb). Porém, a complexidade do genoma do T. cruzi é
significativamente inferior a do genoma humano, cujo tamanho é da ordem de 3.000 x
10° pb (Silveira, 2000).

O material genético do T. cruzi esta organizado em pequenos cromossomos que
se condensam fracamente durante a divisdo celular. Desse modo, uma analise por
métodos convencionais de citogenética nao é possivel (Solari, 1980). O
desenvolvimento da técnica de eletroforese em gel de campo alternado (PFGE) tem
viabilizado a separagao de cromossomos intactos de eucariotos inferiores, como o T.
cruzi (Gibson & Miles, 1986; Henriksson et al., 1990, 1995 e 1996). Conforme
observado por PFGE, o genoma nuclear do parasito apresenta alta plasticidade. Os
tamanhos e numero de bandas cromossOGmicas variam entre cepas e clones do
parasito (McDaniel & Dvorak, 1993; Dvorak et al., 1982).

O cariotipo molecular do clone CL Brener, referéncia para o projeto genoma,
apresenta um perfil cromossdmico muito complexo, com 20 bandas cromossdémicas
abrangendo de 0,45 Mpb a 3,5 Mpb: 12 bandas de 3,5 a 1,0M pb e 8 bandas
cromossOmicas intermediarias de 0,45 a 1,0 Mpb. A distribuicdo de fluorescéncia do
brometo de etidio ndo € a mesma para todas as bandas cromossdmicas, indicando a

existéncia de uma mesma banda com dois ou mais cromossomos homélogos ou a
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existéncia de cromossomos heterélogos com o0 mesmo tamanho (aneuploidia) (Cano et
al., 1995; Santos, 1997).

Anadlises no cariétipo sugerem que o T. cruzi é dipléide e que seu genoma esta
distribuido em pares homodlogos de cromossomas, que geralmente diferem em
tamanho. A hibridizagdo de bandas cromossdémicas com sondas especificas de DNA
revelou uma grande diversidade no caridtipo entre cepas do T. cruzi. Henriksson et al.,
(1996) sugerem que a amplificacdo de sequéncias repetitivas de membros de familias
génicas contribui para uma maior variagdo de tamanho dos cromossomos. Elementos
repetitivos estdo envolvidos na geragdo de polimorfismos no tamanho cromossdémico
em outros protozoarios parasitos. Dois desses elementos altamente repetitivos sdo o
DNA satélite de 195pb e a repeticdo E13, que correspondem a aproximadamente 9% e
7% do genoma, respectivamente. Uma possibilidade interessante € que amplificagbes
de sequéncias repetitivas contribuam significativamente no aumento do tamanho dos
cromossomos em cepas pertencendo ao zimodema 2 classico (Henriksson, 1996).

Os dados do estudo de polimorfismo de tamanho dos cromossomas tém sido
usados para obter informagbes evolucionarias dos grupos do T. cruzi. Uma certa
correlagao foi encontrada entre pares de hibridizagao e a divisdo das cepas nas duas
linhagens principais (Henriksson et al., 1996; Pedroso et al., 2003). Anadlises da
variagao do tamanho dos cromossomas tém sido utilizadas para medir a distancia entre
duas espécies de Leishmania (Dujardin et al., 1995). Esta pesquisa foi baseada na
hipétese de que o genoma dos tripanosomatideos € dipldide e que o polimorfismo no
tamanho dos cromossomas € um reflexo de rearranjos dos genes. Os autores
assumem que quanto maior a diferenca no tamanho entre os cromossomas homaologos
de diferentes cepas, mais divergente serdo estas cepas (Dujardin ef al., 1995).

Recentemente foi concluido sequenciamento genémico da cepa CL-Brener do T.
cruzi (El-Sayed et al., 2005). Os autores mostraram que mais de 50% do genoma do
parasito é constituido de sequéncias repetidas, que incluem transposons e genes multi-
copias. Grande parte dos genes do T. cruzi que codificam proteinas estao presentes
em multiplas copias na célula. Genes que codificam proteinas “housekeeping” e
estruturais, RNA polimerases, histonas, cisteino-proteases, proteinas ribossomais,
actina, Hsp70, tubulinas, calmodulinas, ubiquitinas, antigenos de superficie e enzimas
da via glicolitica, estdo organizados como alelos repetidos em tandem no genoma do
parasito (Michels, 1990; Ullu & Nilsen, 1995, El-Sayed et al., 2005). Existe alguma

correlagdo entre o numero de copias de um gene e a quantidade de seu produto na



INTRODUCAO 12

célula. Proteinas e RNA’s altamente abundantes sdo codificados por genes com
multiplas copias (Michels, 1990).

Estima-se que o genoma dipldide do T. cruzi contenha 22.570 proteinas, das
quais 12.570 representariam pares alélicos (El-Sayed et al., 2005). A maioria dos
genes codificadores de proteinas ou RNA caracterizados neste parasito estdo
presentes em duas ou mais copias. Estas cdpias podem estar localizadas em uma
unica regidao do cromossoma (um unico locus contendo 2 ou mais cépias do gene) ou
em diferentes cromossomas (2 ou mais loci contendo cada um deles duas ou mais
copias do gene) (Silveira, 2000). A tendéncia do T. cruzi em duplicar os seus genes e
agrupa-los em tandem pode estar relacionada com varios fatores. O genoma do T.
cruzi parece ser bastante flexivel, ocorrendo constantes modificacbes devido a
amplificacao e translocagado de sequéncias génicas. A presenga de multiplas cépias de
genes pode ser uma maneira encontrada pelo parasito de compensar eventuais perdas
essenciais durante essas mudancas do genoma. Essa organizagcdo em tandem
também pode estar relacionada com a transcrigdo policistrbnica existente em
tripanossomas, o que facilitaria a sintese e manutencao dos niveis de mRNAs na célula
(Silveira, 2000).

Ndo tém sido observadas as presencas de introns nos genes dos
tripanosomatideos, ou de elementos comuns nos promotores eucariotos, como caixas
TATA (Perry & Agabian, 1991; Ajioka & Swindle, 1993; Nakaar et al., 1994). Existe uma
tendéncia em se agrupar genes nao relacionados em certas partes do genoma de
tripanossomos, formando unidades de transcricdo  policistronicas. Os
tripanosomatideos transcrevem longos pré-mRNAs policistrdbnicos que devem ser
processados em mRNAs individuais antes de serem traduzidos (processo conhecido
como trans-splicing). Durante este processo, uma sequéncia nucleotidica lider,
conhecida como “splice leader” (SL) ou mini-exon, é transferida para a extremidade &’
de cada mRNA individual (Nilsen, 1992).

A sequéncia “splice leader” é derivada de um RNA codificado por genes
localizados em um ou dois cromossomas, dependendo da cepa do T. cruzi (Wagner &
So, 1990; Cano et al., 1995). A SL esta teoricamente presente em todos os mRNAs do
T. cruzi (Walder et al., 1986) e sua fungdo exata ainda ndo é conhecida. Existem
evidéncias de que a SL confere estabilidade ao mRNA, impedindo a sua degradacao,
auxiliando também a interagdo do mRNA com os ribossomas. Transcritos sem a SL

perdem a estabilidade e ndo sao traduzidos (Ullu et al., 1996; Silveira, 2000).
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Os mRNAs dos tripanosomatideos apresentam na extremidade 3’ uma cauda
composta de cerca de 30 residuos de adenina (cauda poli A). Porém, ao contrario dos
eucariotas superiores, os mMRNAs dos tripanosomatideos nao apresentam uma
sequéncia consenso para a adi¢gado dos residuos de adenina (Vanhame & Pays, 1995;
Silveira, 2000).

Varios mRNAs do T. cruzi possuem uma extensa regido 3’ nao traduzida (Franco
et al., 1993; Araya et al., 1994; Teixeira et al., 1995). Essa regido esta situada entre o
cbédon de terminacgao e o inicio da cauda poli A, chamada 3’ UTR (untranslated region).
Experiéncias com parasitos transfectados com o gene amastina mostraram a presenca
na regiao 3’ UTR de sequéncias especificas capazes de regular a expressao génica de
maneira estagio-especifica (Teixeira et al., 1995; Nozaki & Cross, 1995; Silveira, 2000).
Essas sequéncias podem interagir com fatores capazes de estimular ou inibir a
expressao génica, influenciando na estabilidade do mRNA (Silveira, 2000).

A regulacao da expressao génica no T. cruzi ocorre principalmente a niveis pés-
transcricionais. Essa regulagdo ocorre no nivel do processamento de transcritos
primarios (trans-splicing e poliadenilagéo), da estabilidade do mRNA ou dos produtos
da traducdo (Vanhame & Pays, 1995; Teixeira, 1998; Avila et al., 2001). Sabe-se que
os mMRNAs do T. cruzi podem ser estocados no citoplasma numa forma de reprimir a
transcricao (Goldenberg et al., 1985), sugerindo que a mobilizagdo do mRNA pelos
polissomas pode ser um mecanismo de regulagdo pés-transcricional da expressao de
alguns genes em tripanosomatideos (Avila et al., 2001).

Diversos estudos baseados em analises de polimorfismos de isoenzimas
(Bogliolo et al., 1996), analises de RFLP e PFGE (Henriksson et al., 1996; Bastrenta et
al., 1999) e microssatélites (Oliveira et al., 1998 e 1999), apresentam evidéncias
convincentes de que o T. cruzi é dipléide. No entanto, também tém sido apresentados
dados sugerindo a ocorréncia natural de aneuploidias em T. cruzi (McDaniel & Dvorak,
1993; Henriksson et al., 1996). Desvio significante do equilibrio de Hardy-Weinberg e
forte desequilibrio de anelamento sugerem que a reproducao sexual é rara ou ausente
e que a estrutura populacional envolve linhagens clonais independentes, com eventos
ocasionais de hibridizagdo (Ayala, 1993; Tibayrenc, 1995; Oliveira et al., 1998;
Bastrenta et al., 1999). Estudos com microssatélites mostraram que diversas cepas,
especialmente aquelas isoladas de fontes ndo humanas, apresentaram mais de dois

alelos em muitos /oci, demonstrando que eles s&o multiclonais (Oliveira, 1998).
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1.6 O kDNA do T. cruzi

Nos tripanossomatideos, a mitocéndria apresenta caracteristicas peculiares,
albergando uma rede complexa de moléculas circulares de DNA denominada de
cinetoplasto ou kDNA (Silveira, 2000). O kDNA consiste de uma rede de moléculas de
DNA circular que constitui cerca de 20 — 25 % do DNA total do parasito. O tamanho e a
forma do kDNA é variavel em diferentes estagios do desenvolvimento (Brener et al,
1992).

O kDNA é composto por dois tipos de moléculas circulares que diferem em
tamanho e fungdo: os minicirculos e maxicirculos. Os minicirculos possuem cerca de
1.400 pb e estdo presentes em 10.000 a 20.000 copias por célula. Eles possuem
quatro regides de 120 a 160 pb, conservadas entre si e entre diferentes isolados e
cepas do T. cruzi. Essas regides contém as origens de replicagdo do DNA. As regides
variaveis por sua vez tém cerca de 280 a 320 pb (Silveira, 2000).

Os maxicirculos possuem cerca de 40.000 pb de tamanho, e o numero de copias
por célula varia de 20 a 50. Os genes das proteinas mitocondriais (citocromo oxidases,
citocromo b, ATPases, NADH desidrogenase) e dos rRNAs mitocondriais estao
localizados no maxicirculo. Portanto, pode-se considerar o maxicirculo como sendo

analogo ao DNA mitocondrial dos demais eucariontes (Silveira, 2000).

1.7 Classificagao geral do DNA repetitivo

Sequéncias repetitivas de DNA constituem uma substancial proporgédo do
genoma de organismos superiores. Nestes organismos, essas sequéncias foram
denominadas “egoistas”, pois estdo mantidas apenas pela sua habilidade de se replicar
dentro do genoma. No entanto, uma explicagéo alternativa para sua manutencgéo é que
eucariotas tendem a preservar uma vasta abundancia de material genético redundante
que permita interagdes de genes e suas unidades regulatérias (Requena, 1996).

As sequéncias repetitivas podem ser divididas em dois grandes grupos:
repeticdes agrupadas em tandem e repeticbes dispersas. E provavel que estas
diferentes organizagbes gendmicas derivem dos processos de amplificagcdo que
geraram cada uma delas. Enquanto repeticdes em tandem podem originar outras por
recombinagdo ou por mecanismos de replicacdo diferencial, a existéncia da maioria
das sequéncias de DNA repetidas dispersas pode ser explicada por mecanismos de

retroposicao e transposicao (Requena, 1996; Wickstead et al., 2003).
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As sequéncias de DNA repetidas em tandem, ou DNA satélite, foram
subdivididas em trés classes. Microsatélites estdo organizados em repeticdes de 2-5
pb, com arranjos de tamanho médio de 100 pb. Minisatélites sdo constituidos por
arranjos com repeticdes em torno de 15 pb e tamanhos hipervariaveis entre 0,5-3,0kb.
A terceira classe, as sequéncias satélites (ou macrossatélites), compreendem unidades
de repeticdo de 5-200pb, tipicamente organizados como grupos de megabases
localizados em regifes heterocromaticas dos cromossomos (Requena, 1996).

Repeticbes dispersas representam geralmente coépias inativas de elementos
transponiveis atualmente ou historicamente ativos. Eles também apresentam trés tipos
principais. Elementos transponiveis por meio de DNA (DNA transposons) e duas
classes de retroelementos. Os retroelementos LTR (long terminal repeat), que sofrem
transcricao reversa a partir de intermediarios de RNA, duplicam-se e sao transpostos
como DNA de fita dupla. Por outro lado, os retroelementos non-LTR consistem de
pequenos (SINE) ou longos (LINE) elementos dispersos que sao transpostos por
transcricdo reversa de um mRNA diretamente no sitio de integragdo. Os retroelementos
LTR sao frequentemente referidos como retrotransposons e os non-LTR como
retroposons (Wickstead et al., 2003). Foi sugerido que a maquinaria enzimatica de
elementos LINE sdo responsaveis pela integracdo de elementos SINE e de

pseudogenes processados (Requena, 1996).

1.8 Elementos repetitivos em Trypanosoma cruzi

DNA satélite

A primeira sequéncia repetitiva nuclear descrita no genoma do parasito foi uma
sequéncia de DNA satélite, isolada como uma fracdo de DNA rapidamente
sedimentada apods centrifugagdo em gradiente de sacarose do DNA celular digerido
com Bspl (Requena, 1996). O tamanho da unidade de repeticao, € de 195 pb. O
numero de repeticbes foi estimado por “dot-blot” é de aproximadamente 120.000
repeticbes por genoma, baseado no conteudo de DNA de 0,33pg por célula do parasito
(Gonzalez, 1984).

Embora tenha sido postulado que esse elemento esteja localizado em
minicromossomos, experimentos usando PFGE tém demonstrado que tais
minicromossomos nao existem em T. cruzi, e as sequéncias de DNA satélites estédo

distribuidas em muitos, mas nao todos, os cromossomos do parasito (Requena, 1996).
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Elemento E13

Além do DNA satélite repetido em tandem, o genoma de T. cruzi contém
diversas familias de sequéncias de DNA repetitivas dispersas apresentando
caracteristicas de sequéncias SINE. A primeira destas sequéncias, isolada com base
nas propriedades da cinética de reassociagao de sequéncias de DNA repetitivas foi o
elemento E13 (Requena, 1996). O tamanho da sequéncia € de 1025 pb com o numero
de copias estimado por dot-blot de 1 e 2 x 10* copias por genoma (para a cepa
Maracay), o que corresponde a aproximadamente 6,7% do DNA total do parasito
(assumindo que este seja de 2,5 x 10® pb) (Requena et al., 1992).

A familia de elementos E13 é altamente polimérfica. Alguns membros dessa
familia podem estar dispersos como coépias isoladas enquanto outros estao
organizados em arranjos em tandem. Comparacdes de sequéncias do elemento E13
tém apresentado certa homologia com sequéncias do genoma de T. cruzi. Por
exemplo, foi observada homologia entre o elemento E13 e o pseudogene 24Sa rDNA,
com uma identidade de 77% das sequéncias na regido entre as posi¢des 1406 e 1527
do pseudogene. Uma regido do elemento E13 tem 73% de identidade com uma regiéo
localizada “upstream” do sitio aceptor de splice entre as posi¢cdes 162 e 246 do
fragmento de DNA contendo o gene do antigeno epimastigota especifico gp72.
Trabalhos de dois grupos independentes descreveram a existéncia de sequéncias de
DNA repetitivas homologas ao elemento E13, dentro de regides intergénicas de certos
agrupamentos de genes. Os polimorfismos existem provavelmente devido a alta taxa
de mudancgas evolutivas nas sequéncias ao nivel de nucleotideos. Isto foi observado na
maioria das unidades de repeticdo da familia E13, que ndo tém os mesmos sitios de
restricdo e cujos oligonucleotideos revelam diferentes padrbes de hibridizagdo com
DNA total. Além disso, os dados mostram claras diferengas entre os elementos E13 da

cepa Maracay e Y (Requena, 1992 e 1996).

SIRE

Requena (1996) descreveu uma sequéncia relacionada ao E13 na regido
intergénica de genes de H2a repetidas em tandem. Interessantemente, a sequéncia
relacionada ao E13 esta presente em apenas um de dois arranjos em tandem desses
genes. Vazquez e colaboradores encontraram um elemento de repetigdo longa de
428pb na regido intergénica de certos, mas n&o todos, genes de P2 de T. cruzi. O
elemento, nomeado SIRE (Short Interspersed Repetitive Element) tem 2.000 cépias por

genoma e apresenta 95% de identidade com os primeiros 122pb da seqiéncia do E13
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e é altamente conservado, em tamanho e sequéncia nucleotidica, com o elemento

repetitivo encontrado nos genes H2a (Requena, 1996).

C6

Araya et al. (1997) apresentou a caracterizagdo molecular de uma sequéncia de
DNA medianamente repetitiva, nomeada C6, isolada do genoma de Trypanosoma
cruzi. C6 € um elemento repetitivo composto por trés sub-regides, definidas com base
na similaridade com outras sequéncias gendmicas. A sub-regido 1, do nucleotideo 183
ao nucleotideo 281, possui 65% de identidade com o elemento repetitivo E22. A regido
central (sub-regido 2) de 962 pb, ndo apresenta homologia com outra sequiéncia de
DNA do parasito. A sub-regido 3, do nucleotideo 1243 ao nucleotideo 1433 apresenta

alta identidade com sequéncias repetitivas associadas a diversos genes de T. cruzi

24Sa rDNA, histona H2x, a proteina ribossomal P23 e a proteina transportadora de

hexose. A maior parte dessas homologias € devido a presencga na sub-regido 3 de uma
forma truncada do mével SIRE.

O numero de cépias do elemento C6 € de aproximadamente 1000 por genoma
hapldide, considerando um contetido gendmico hapldide de 1,8 x 10° pb. Ao se
hibridizar sondas de C6 com DNA gendmico digerido com varias enzimas de restrigao,
um perfil complexo de hibridizagbes foi obtido sugerindo um alto nivel de dispersao e
polimorfismos de restricdo da sequéncia C6.

Pequenos motivos repetitivos s&o comumente encontrados dentro de elementos
repetitivos extensos e podem estar implicados na recombinagéo e/ou em mecanismos
de conversdo génica. Entretanto, o mais interessante foi a presenca de uma forma
truncada de SIRE na terminacdo de elementos C6, E12 e E13. E possivel que SIRE e
sequéncias com a terminagao de C6 podem ter uma origem comum. Uma hipétese
plausivel € que C6 pode ter surgido pela inser¢do de sua porgdo central em um
elemento SIRE. N6s podemos especular que a unidade repetitiva C6 resulta de
recombinagdo (ou conversdo génica) envolvendo SIRE, seguido por amplificagdo
génica. Durante esse processo, SIRE perde parte de sua porgéo 5’. Retroposons em
geral tém uma tendéncia de inserir cada outro gerando composi¢des que sao capazes

por si proprias de se propagarem como simples transposons (Araya et al., 1997).

E12 e E22
Duas outras sequéncias genOmicas altamente repetitivas dispersas (nomeadas

E12 e E22) foram descritas no genoma de T. cruzi. O numero de copias dos elementos
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E12 e E22 € 5.600 e 7.200, respectivamente, por genoma. A analise da sequéncia do
E12 mostra que ela é formada por trés sub-regides com homologia com outras
sequéncias genOmicas. O elemento E22 foi isolado e seqienciado e apresenta
homologia com genes de T. cruzi previamente descritos. Os diferentes perfis de
hibridizagdo das bandas cromossémicas de T. cruzi, separadas por PFGE, hibridizadas
com os elementos E13, E12 ou E22 indicam que a distribuicdo cromossdmica de cada
um desses elementos varia significativamente. Também foi apresentado que esses
elementos repetitivos dispersos sao altamente polimérficos entre as cepas do parasito
(Requena, 1996).

RLE

Outro elemento, nomeado RLE (retroposon-like element), foi encontrado na
regidao intergénica separando dois genes ligados em tandem codificantes para a
glicosomal gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase de T. cruzi. A sequéncia RLE tem
317pb, e tem propriedades de elementos SINE. Formas truncadas desse elemento
repetitivo sdo também encontradas flanqueando regiées da repeticdo do gene. Analises
de southern blot usando RLE como sonda revelaram uma grande distribuicdo das
sequéncias relacionadas a RLE no genoma. Os autores observaram a existéncia de
uma limitada homologia de sequéncia entre os elementos RLE e E13 em uma regido

comum rica em T (Requena, 1996).

SRE

Trés outros tipos de sequéncias repetitivas, designadas elementos repetitivos
espacadores (SRE) foram identificadas no espaco intergénico ribossomal de T. cruzi.
Os elementos SRE sao formados por repeticdes relativamente pequenas (43-145pb)
mostrando mudangas em nucleotideos, variabilidades incluindo insercbes e delecdes
(Requena, 1996).

CZAR

No genoma de T. cruzi, um retrotransposon non-LTR sitio especifico de 6,0 kpb,
nomeado CZAR, foi descrito. Como outros retrotransposons non-LTR sitio especificos
de tripanosomatideos, os retrotransposons CZAR estdo localizados nos genes do

miniexon (Requena, 1996).
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L1Tc

Martin et al. (1995) caracterizou um cDNA (denominado L1Tc ou B11) de T. cruzi
(cepa Tulahuén) correspondente a um novo non-LTR (long Terminal Repeat). O
transcrito tem na regido 3' um fragmento de uma sequéncia de DNA altamente
repetitiva (E12A). Possui 3 provaveis ORF’s, das quais a ORF3 é codificante para uma
proteina “gag-like” mostrando motivos de cisteinas ndo usuais presentes em todos os
elementos non-LTR tripanosomatideos. Sequéncias com homologia para transcriptases
reversas sao encontradas em L1Tc. O numero de cépias do L1Tc é 2.000, cada
unidade tem 5kb e ele é encontrado disperso em diversos cromossomos no genoma de

T. cruzi.

1.9 Fungdes dos elementos repetitivos

Embora a fungao precisa das sequéncias repetitivas em genomas eucariéticos
permaneca obscura, a descricdo que as sequéncias de DNA repetitivas dispersas esta
também presente nos genomas de procariotos sugere um papel universal para esta
classe de sequéncias. Fungdes postuladas para as sequéncias repetitivas procarioticas
tém incluido papel na regulagdo génica, traducao diferencial de unidades genéticas
como em “operons” policistronicos e em retroregulagéo por estabilizagdo de mRNAs
ativos.

As sequéncias repetitivas podem estar envolvidas na regulagdo da expresséo
génica. De fato, o elemento RLE localizado em tandem com o gene gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase e o elemento SIRE localizado em tandem com o gene P2[3 estao
se constituiu no sitio aceptor 3’ para trans-splicing. Entretanto, uma vez que loci de P23
que nao possuem o elemento SIRE também estdo transcricionalmente ativos, sugeriu-
se que as diferentes distribuicbes de SIRE nos genes de P23 ribossomal podem
influenciar o nivel de expresséo génica ou a estabilidade dos transcritos.

Por outro lado, alguns elementos repetitivos dispersos tém atividade de promotor
transcricional e sua expressao é regulada durante o desenvolvimento. Uma vez que
sequéncias RIME-like estdo presentes no retrotransposon non-LTR L1Tc, com
homologia ao elemento RIME de T.brucei, elas podem funcionar como um promotor
interno. Se for este o caso, o T. cruzi “esconde” promotores que podem ser localizados
dentro de elementos transponiveis altamente abundantes no parasito. E interessante
observar, porém que o elemento repetitivo E12A presente na terminacdo 3’ do

retrotransposon L1Tc funciona como um sitio de adigdo de poli(A). A fungdo do
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elemento E12A pode ndo ser restrita a sinalizacdo para adicdo de poli(A) do
retrotransposon L1Tc, uma vez que o elemento tem sido encontrado associado a
outros locais do genoma. Os autores propdéem que eles podem influenciar na
estabilidade de RNAs, como tem sido registrado para elementos LINE presentes na

regiao 3’UTR do mRNA da caseina E de cabra (revisado por Requena, 1996).

110 Uso de elementos repetitivos no diagnéstico molecular da doenga de

Chagas e na classificagao de cepas

O significado biolégico ou funcional da maioria das sequéncias de DNA
repetitivas permanece obscura e especulativa. Em tripanosomatideos, as sequéncias
de DNA repetitivo tem sido alvo para pesquisas, uma vez que essas sequéncias podem
desempenhar um importante papel na estrutura genémica e na expressao génica, e
também podem ser usadas para deteccdo com alta sensibilidade de parasitos e
classificagdo das cepas. Certos elementos de DNA repetitivos podem ser empregados
como ferramentas versateis para diagnostico de patégenos. A maioria das sequéncias
altamente repetitivas isoladas do genoma de T. cruzi sao espécies-especificas e as
sondas derivadas dessas sequéncias podem ser usadas como excelentes ferramentas
para propositos de diagnostico. Também, a rapida mudanga evolutiva no padréo de
dispersao das sequéncias repetitivas tornam estas sequéncias uteis para estudos de
classificagdo de cepas (Martin, 1995; Requena, 1996).

Estudos realizados por Gonzalez et al. (1984) indicam o elemento repetitivo de
195 pb como candidato ideal para diagndstico da doenca de Chagas. Hibridizagdes de
sondas do elemento de 195 pb com seis diferentes cepas de T. cruzi (Y, CL, Peru,
Brasil e Tulahuén) foram positivas. Por outro lado, hibridizagbes com outros
protozoarios foram negativas, exceto com Leptomonas collosoma. Ensaios de “dot-blot”
utilizando esse fragmento de 195 pb como sonda foi capaz de detectar 20 pg de DNA
do parasito extraido de sangue de camundongo infectado. Segundo os autores, sondas
do elemento de 195 pb podem ser superiores as utilizadas para diagnéstico a partir de
DNA do cinetoplasto, pois apresenta menor variagdo dentro da espécie (Gonzalez,
1984).

Diversos estudos tém usado a tecnologia da Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) para detectar sequéncias de DNA de T. cruzi em sangue de pacientes
chagasicos cronicos. Moser et al. (1989) usou a sequéncia repetitiva de DNA de T.

cruzi (195 pb) nas reagdes de PCR para detectar o parasito. Os autores sugerem que o
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elemento de 195 pb é universalmente presente em T. cruzi. Os autores conseguiram
detectar o produto amplificado utilizando amostras de sangue contendo apenas oito
parasitos em 100 ul de sangue. Também foi detectado o DNA do parasito no conteudo
abdominal e em amostras de urina de insetos vetores. Nos testes de sensibilidade, ndo
foi observado a amplificacdo de DNA de Leishmania spp e de T. brucei. Os autores
mostram que a PCR do DNA satélite pode ser usada em estudos de larga escala de
prevaléncia de T. cruzi em insetos vetores e hospedeiros mamiferos.

Além do DNA satélite, tem sido proposto o uso do elemento E13 do T. cruzi para
diagndstico da doenga de Chagas. Requena et al. (1992) ao caracterizar o elemento
E13, mostraram que ele esta presente em diferentes cepas do T. cruzi (Maracay,
Tulahuén e Guateque). Também foi demonstrado que o elemento E13 esta ausente em
outros tripanosomatideos (Leishmania donovani infantum, Leishmania mexicana
mexicana e Trypanosoma rangeli ) € no genoma humano (Requena, 1992). Segundo
os autores, usando a PCR é possivel detectar por coloragcdo com brometo de etidio, o
elemento E13 com menos de 1/30 do DNA de um unico parasito (0,01pg) (Requena et
al., 1992).

Vidigal (1996) comparou diferentes protocolos na PCR utilizando iniciadores do
elemento repetitivo de 195 pb (DNA satélite) e do elemento E13. O autor mostrou que
através da PCR foi possivel detectar DNA de T. cruzi a partir de quantidades tao
pequenas quanto 0,1 fg (195 pb) e 10 fg (E13). A especificidade das técnicas também
foi confirmada pela auséncia de amplificacbes usando amostras de T. rangeli e
Leishmania spp.

Outro elemento repetitivo proposto para ensaios de diagnostico € o elemento C6.
Usando dois iniciadores conservados derivados da sequéncia repetitiva, na PCR, foi
detectada uma banda especifica de 344 pb para todas as cepas de T. cruzi testadas
(G, Y, DM30, CL e Tulahuén). O elemento C6 esta ausente em outros
tripanosomatideos (T. theileri, T. mega, T. equiperdum e T. rangeli), € pode ser usado
para propostas de diagnostico (Araya, 1997).

Com o objetivo de analisar a persisténcia e a localizagédo do DNA de T. cruzi em
tecido cardiaco de pacientes chagasicos, Olivares-Villagdbmez et al. (1998) utilizaram a
PCR para amplificar trés diferentes sequéncias de DNA de Trypanosoma cruzi. Uma
sequéncia de 122pb do minicirculo do cinetoplasto, uma sequéncia de 188pb da
sequéncia repetitiva satélite de 195 pb, e uma sequéncia dentro da ORF de um gene
que codifica uma proteina flagelar de 160 kDa. Foram estudados sete pacientes com

cardiomiopatia chagasica crbénica, além de quatro pacientes com a forma
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indeterminada e sete pacientes controles soronegativos para inflamacgao por T. cruzi.
Os autores mostraram que as sequéncias de DNA do minicirculo do cinetoplasto e a
sequéncia repetitiva satélite podem ser freqientemente detectadas em lesdes de tecido
cardiaco. A seqUéncia da proteina flagelar foi raramente detectada (2%).

Machado et al. (2000) apresentaram uma metodologia simples e pratica de
deteccao do T. cruzi e T. rangeli em amostras de fezes e hemolinfa de triatomineos.
Essa metodologia utiliza a PCR para amplificar o gene do mini-exon de T. rangeli e o
DNA satélite do T. cruzi. Os resultados encontrados pelos autores confirmam a alta
sensibilidade e especificidade do DNA satélite do T. cruzi.

Virreira et al. (2003) compararam a sensibilidade de varios conjuntos de
iniciadores comumente usados para detecgdao do T. cruzi por PCR. Entre esses
iniciadores, os autores testaram os pares TCZ 1 e 2 e Diaz 1 e 2, que amplificam o
DNA satélite do T. cruzi; e o par O 1 e 2, que amplifica uma regiao conservada do
elemento E13. Outros iniciadores para sequéncias do kDNA e para a proteina flagelar
F29 também foram testados. Os autores mostram que os iniciadores que amplificam o
DNA satélite detectaram DNA do parasito em todas as linhagens testadas e com a
mesma sensibilidade. Os outros iniciadores foram menos sensiveis e variaram de
acordo com as linhagens.

Os estudos citados acima sdo um exemplo da potencialidade do DNA repetitivo
para a detecgdo do T. cruzi e para o diagnostico da doenga de Chagas em diferentes
amostras bioldgicas do inseto vetor e do hospedeiro vertebrado.

Além do seu potencial uso para diagnostico, o DNA satélite diverge rapidamente
de uma espécie para outra e permite uma poderosa ferramenta para distinguir espécies
relacionadas do género Trypanosoma. T. cruzi esta presente como numerosos clones
naturais organizados em duas principais linhagens filogenéticas altamente polimérficas.

Estudos realizados por Bastrenta et al. (1999) compararam perfis de RFLPs de
DNA entre amostras de T. cruzi previamente caracterizadas por RAPD (7 loci) e MLEE
(22 loci), usando a repeticédo de 195 pb como sonda. Os polimorfismos de tamanho de
fragmentos de restricdo do DNA satélite foram analisados em 23 amostras de T. cruzi
com uma grande variabilidade filogenética. Os padrbes observados com as enzimas
Hinf | e Hae Ill suportam a existéncia de dois grupos. O dimorfismo observado neste
estudo esta associado as duas linhagens principais do T. cruzi (I e Il), fornecendo uma
nova evidéncia da divisdo de taxon de T. cruzi.

Elias et al. (2005) compararam as sequéncias nucleotidicas do DNA satélite de
seis cepas do T. cruzi (Silvio X10 c11, G, Y, Esmeraldo c13, CL-Brener e M6241 c16).
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Os autores mostraram que polimorfismos nas sequiéncias do DNA satélite permitem a
distingdo dos grupos | e Il do parasito. Também foi demonstrado que a cepa CL-Brener
possui sequéncias dos dois grupos, embora aproximadamente 2/3 sejam de

sequéncias do grupo Il.
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2.0 JUSTIFICATIVA

Apesar de uma consideravel reducao na incidéncia de infecgcdo humana por T. cruzi
em criangas e jovens, especialmente nos paises do cone sul, ainda ha cerca de 100
milhées de pessoas, isto €, 25% da populacao Latino-Americana, sob risco de adquirir
a doenca (WHO, 2004). Com o advento de novas tecnologias e uma maior
compreensdao dos diversos fatores relacionados a biologia do parasito e o
desenvolvimento da doenga, o uso de novas estratégias de prevengao, controle e
tratamento vém sendo discutidos.

Um dos desafios na pesquisa da doenga de Chagas tem sido correlacionar
marcadores moleculares das cepas de Trypanosoma cruzi com a epidemiologia da
doenca. Com relagcdo ao fendtipo de susceptibilidade ou resisténcia do T. cruzi a
drogas, estudos com rDNA e mini-exon realizados por Murta e cols (1998) utilizando
cepas de T. cruzi sensiveis e naturalmente resistentes ao Benzonidazol e Nifurtimox
nao apresentaram correlacdo entre os marcadores e o fendtipo de susceptibilidade ou
resisténcia. Encontrou-se, no entanto forte correlacédo entre susceptibilidade do T. cruzi
a drogas e cepas do zimodema B. Esse estudo sugere que o uso das técnicas de
biologia molecular torne possivel a confirmagao simultdnea da presencga do parasito no
sangue de pacientes chagasicos e a caracterizagdo de susceptibilidade da cepa de T.
cruzi a droga. Esses marcadores moleculares auxiliariam na prescricdo de esquemas
terapéuticos especificos para o tratamento de pacientes com infecgdes por cepas
sensiveis ou resistentes as drogas. Elias et al. (2005) mostrou que sequéncias
nucleotidicas do elemento repetitivo de 195 pb (DNA satélite) estdo associadas a cepas
dos grupos | e Il do T. cruzi. Marcadores mais sensiveis para os grupos de T. cruzi
também s&do importantes, pois além de contribuirem para estudos epidemioldgicos,
permitiriam a classificacdo do parasito sem a necessidade do isolamento das cepas.

A presengca de sequéncias repetitivas em milhares de copias por genoma
aumenta a sensibilidade, possibilitando sua utilizagdo em ferramentas de biologia
molecular. Através da reagcdo em cadeia da polimerase (PCR), com iniciadores
desenhados para amplificar o DNA satélite de T. cruzi foi possivel detectar DNA do
parasito a partir de 0,1 fg de DNA amostra (Vidigal, 1996). Essas e outras sequéncias
de DNA repetitivas sdo especificas do T. cruzi e apresentam alta sensibilidade no
diagnéstico da doenca de Chagas (Gonzalez et al., 1984; Requena et al., 1992 Araya
et al., 1997; Olivares-Villagbmez et al., 1998; Lane et al., 2003; Virreira et al., 2003).

Entretanto, ndo existem marcadores moleculares que permitam diagnosticar e
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classificar as cepas do T. cruzi quanto a susceptibilidade a drogas, zimodema e/ou

grupos de T. cruzi.
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3.0 OBJETIVO GERAL

Identificar marcadores moleculares para o diagndstico e classificagdo das cepas
do Trypanosoma cruzi quanto ao fenoétipo de susceptibilidade a drogas, zimodema e/ou

grupos l e ll do T. cruzi.

3.1 Objetivos especificos

e Selecionar sequéncias repetitivas de DNA com possibilidades de uso no

diagnostico e classificagao das cepas do T. cruzi.

e Estudar a variabilidade do perfii de amplificagdo dessas sequUéncias em

diferentes cepas do T. cruzi.

e Analisar os polimorfismos das sequéncias nucleotidicas do DNA satélite do T.

cruzi.

e Desenhar iniciadores especificos para os marcadores polimorficos selecionados

e avaliar os perfis de amplificagcéo utilizando esses iniciadores.
e Avaliar a sensibilidade e a especificidade da PCR multiplex utilizando os
iniciadores TcSat 4, Diaz 7 e Diaz 8, na detecgao e classificagao de cepas do T.

cruzi.

e Validar o uso da PCR multiplex em amostras clinicas e de campo.
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4.0 METODOLOGIA

4.1 Amostras de Trypanosoma cruzi e de outros Kinetoplastideos

Neste estudo utilizamos 30 cepas do T. cruzi que foram previamente
caracterizadas de acordo com sua susceptibilidade in vivo ao benzonidazol (BZ) e
nifurtimox (NFX) (Filardi & Brener, 1987) (Tabela 2). Algumas cepas também foram
previamente caracterizadas quanto ao perfil de isoenzimas, RAPD e polimorfismo dos
genes do RNA ribossomal 24Sa e do mini-exon (Murta et al., 1998). Estas cepas foram
isoladas de pacientes chagasicos agudos e crénicos e de outros hospedeiros
vertebrados e invertebrados de diferentes areas geograficas. Nas analises das
sequéncias nucleotidicas do DNA satélite, escolhnemos 12 cepas do T. cruzi, 8
susceptiveis (Barra Seca, Cl-Brener, Ernane, J, Luna, PNM, Quaraizinho e Romano) e
4 naturalmente resistentes ao BZ e NFX (Colombiana, Noel, VL-10 e Yuyu). Estas
cepas pertencem aos zimodemas Z1, Z2 e ZB. Todas as cepas foram obtidas do
criobanco de T. cruzi do Centro de Pesquisas René Rachou.

Para os ensaios de validag&o da técnica, utilizamos um outro grupo de amostras:
a) 7 amostras de DNA de T. cruzi isoladas de pacientes na fase aguda da doencga,
vitimas do surto epidémico de doenga de Chagas ocorrido em Santa Catarina em
marco de 2005 (Pacheco et al., Anais do XXI Annual Meeting of the Brazilian Society of
Protozoology, 2005). Essas amostras foram gentiimente cedidas pelo Dr. Mario
Steindel da Universidade Federal de Santa Catarina; b) 24 amostras de sangue de
camundongos experimentalmente infectados com as cepas Y e Colombiana; c)
amostras de fezes de 15 triatomineos da espécie Triatoma infestans, coletados no
municipio de Mato Queimado — RS e d) amostras de DNA de Trypanosoma rangeli,
Leishmania braziliensis e Leishmania amazonensis, obtidas no Laboratorio de

Parasitologia Celular e Molecular do Centro de Pesquisas René Rachou.
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Tabela 2
Cepas e clones do Trypanosoma cruzi utilizadas neste trabalho, sua classificacdo

segundo o fendtipo de susceptibilidade a drogas e diferentes marcadores moleculares.

T. cruzi Origem' Hospedeiro Sus.? Z3 G.* rDNA® Mex®
Barra seca”* RGS T. infestans S 1 I 2 2
CA-I Arg Humano F.C. S 1 I 1/2 2
Colombiana* Col Humano F.C. R 1 I 2 2
DM-28 Ven D.marsupialis ND 1 I 2 ND
Quaraizinho* RGS T. infestans S 1 I 2 2
SC-14 SC P. megistus ND 1 I ND ND
Sc-28 SC D. marsupialis R 1 I ND 2
SC-42 SC D. marsupialis ~ ND 1 I ND ND
SC-51 SC P. megistus ND 1 I ND ND
Tehuantepec 17 Mex Triatomineo S 1 I ND ND
Yuyu* Ba T. infestans R 1 I 2 2
Chaninha MG F. domesticus S 2 Il 1 1
Exr 424/3 SP P. opossum S 2 Il 1 1
Exr 426/1 SP D. marsupialis S 2 Il 1 1
Ernane* Go Humano F.C. S 2 Il 1 1
Noel* MG Humano F.A. R 2 Il 1 1
PNM* MG Humano F.C. S 2 Il 1 1
Sao Felipe Ba Humano F.C. S 2 Il 1 1
SMJ Go Humano F.C. S 2 [l 1 1
VL-10* MG Humano F.C. R 2 Il 1 1
Y SP Humano F.A. MR 2 Il 1 1
CL RGS T. infestans S B Il 1 1
Cl-Brener* RGS T. infestans S B Il 1 1
FL RGS T. infestans S B [l 1 1
Ibarra Arg Humano F.C. S B Il 1 1
J* MG Humano F.A. S B [l 1 1
JA Go Humano F.C. S B Il 1 1
Luna* Arg Humano F.A. S B Il 1 1
MR RGS T. infestans S B Il 1/2 1
Romano* Arg Humano F.A. S B Il 1 1

1 — Origem das cepas: Arg- Argentina; Ba- Bahia; Col- Coldmbia; Go- Goias; Mex- México; MG-
Minas Gerais; RGS- Rio Grande do Sul; SC- Santa Catarina; SP- Sao Paulo; Ven- Venezuela. 2 —
Susceptibilidade in vivo das cepas do T. cruzi a droga (Filardi & Brener, 1987): S — sensivel; R —
Resistente; MR — Moderadamente Resistente. 3 — Zimodema das cepas do T. cruzi (Murta et al.,
1998). 4 — Grupo do T. cruzi (Anonymous, 1999). 5 — Marcadores moleculares rDNA 24S (rDNA) e
mini-exon (Mex) (Murta et al., 1998). ND — nao determinado. F.A. — Fase Aguda e F.C. — Fase
Cronica. * - cepas e clones selecionados para analise das seqiiéncias nucleotidicas.
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4.2 Seqiiéncias de DNA alvo e iniciadores especificos para diagnéstico e
classificacao de cepas do T. cruzi

Neste estudo, foram utilizados dois elementos repetitivos do DNA de T. cruzi: a
sequéncia repetitiva de 195pb conhecida como DNA satélite (100.000 a 120.000 copias
por genoma) e o elemento repetitivo de 1025 pb denominado E13 (10.000 a 20.000
copias por genoma). Essas duas sequéncias repetitivas correspondem a
aproximadamente 15% do DNA total do parasito, sendo importante alvo para
diagndstico da doenga, conforme descrito na literatura.

Os iniciadores utilizados estdo listados na Tabela 3. Os pares de iniciadores
Diaz 7 e 8 (Diaz et al.,, 1992) e O1-O2 (Requena et al., 1992), foram previamente
descritos na literatura. Os iniciadores TcE13 foram desenhados a partir da sequéncia
nucleotidica depositada no banco de dados (GenBank, accession number M74536). Os
iniciadores Tcsat foram desenhados a partir da analise das sequéncias do DNA satélite

do T. cruzi realizada nessa dissertacao.

Tabela 3
Iniciadores especificos para PCR do DNA satélite (195 pb) e elemento E13 do T. cruzi.
SEQ. S;"n‘:'i‘” INICIADORES REF.
Senso Diaz 7 5 CGCAAACAGATATTGACAGAG 3 Diaz et al.,
Anti Diaz8 5 TGTTCACACACTGGACACCAA 3’ 1992

DNA Anti TcSat1 5 TCATAATTCGAAACAAAAACA 3'
Satélite Sensp TcSat2 5 TGTTTCGAATTATGAATGGC 3 Presente
Anti TcSat3 5 TTTCGAGCGGCTGCTGCAC 3 dissertaco
Senso TcSat4 5" GCAGCCGCTCGAAAACTATCC 3
Anti TcSat5 5 ATGGTGCTGCACTCGGCG 3'

Senso 01 5' TGGCTTGGAGGAGTTATTGT 3' Requena et
Anti 02 5' AGGAGTGACGGTTGATCAGT 3' al., 1992
Senso TcE131 &' CCTTTTTTCCTAACTTGTTTGGT 3'
E13 Anti TcE132 5 ATTCGTCAGCCTGCTTCGTT 3' Presente
Senso TcE133 5 GCACGCATGGGAGGTAAGAT 3' dissertacdo
Anti TcE134 5 TGATGGTGTTGGCGAGCAGTC 3'
Senso TcE135 5 AGCTGCCCGGAAGATTATTATG 3'
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4.3 Extracao de DNA

a) método de fenol-cloroférmio

O sedimento de epimastigotas (aproximadamente 10® parasitos) foi
ressuspendido em tampao de extragao contendo 50 mM de Tris-HCI, 50 mM EDTA,
100 mM de NaCl e 0,5% de SDS, pH 8,0 e incubado com 100 pg/ml de proteinase K
por 12h a 37°C. Posteriormente, o DNA foi extraido com fenol/cloroférmio/alcool
isoamilico 1:1:24 e cloroférmio/alcool isoamilico 1:24 e precipitado pela adigdo de 3
volumes de etanol 100% e acetato de sédio 0,3 M a -20°C por 12h. O DNA foi entao
lavado 2X com etanol 70% e ressuspendido em 100 ul de tamp&o TE (Tris-HCI 10mM e
EDTA 1mM, pH 8,0). A concentracdo do DNA obtido foi determinada por

espectrofotdmetro considerando 1 unidade de absorbancia 260 nm = 50 ug/ml .

b) Método de lise — Amostras em papel de filtro

| - Sangue de camundongo

O sangue de camundongos experimentalmente infectados com T. cruzi foi obtido
por puncgao retro-orbital no pico de parasitemia. O numero de parasitos circulantes foi
estimado pelo método descrito por Brener (1965). Amostras de 5ul de sangue foram
gotejadas em papel filtro, secas a temperatura ambiente durante 30 minutos e
armazenadas em sacos plasticos a 4°C. No momento da extragdo, a area
correspondente a gota de sangue foi cortada e colocada em um tubo, onde em seguida
foram adicionados 100pl de agua deionizada. A amostra foi entdo aquecida a 70°C por
10 minutos e centrifugada por 3 minutos a 17.900 x g. O sobrenadante contendo o
DNA foi utilizado para PCR.

Il - Fezes de T.infestans

Fezes de T.infestans foram coletadas puncionando o abdémen do inseto. Essas
amostras foram diluidas em PBS e a presenca do T. cruzi foi monitorada em
microscopio 6tico. Triatomineos infectados e nao-infectados foram selecionados e uma
nova amostra de fezes foi coletada agora em papel de filtro. Adicionalmente coletamos
amostras de fezes da lamina para comparagao dos resultados. O DNA das amostras

em papel de filtro foram extraidas conforme item anterior.
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4.4 Reagao em cadeia da polimerase (PCR)

A PCR foi utilizada para amplificacdo dos fragmentos do DNA satélite e do
elemento E13 de T. cruzi. O conjunto de iniciadores utilizados encontram-se listados na
Tabela 3. Cada reacdo continha tampao de reagao (50mM KCI e 20mM Tris-HCI, pH
8,4); 1,9mM de MgCly; dNTPs (200 uM de cada um dos desoxirribonucleotideos)
(PROMEGA); 5 pmoles de cada iniciador; enzima Tag DNA polimerase
(INVITROGEN); diferentes concentragcdes de DNA de T. cruzi, em volume final de 10ul.
As reacdes foram realizadas no termociclador Mastercycler® utilizando diferentes ciclos
de amplificagdo de acordo com o fragmento de interesse. Os programas estao listados

na Tabela 4.

4.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida

Apds a PCR, 3upl do produto de PCR foi submetido a analise em gel de
poliacrilamida 6% ou 10%, de acordo com o tamanho do fragmento esperado e da
resolugdo das bandas. Para a polimerizacdo do gel foram utilizados persulfato de
aménio (APS) 10% (v/v) e TEMED (N,N,N’,N’ — tetrametil-etilenodiamina) 0,05% (v/v).
O produto de PCR foi misturado com igual volume de tampao de amostra de DNA 2X
(0,08% de azul de bromofenol, 0,08% de xilenocianol, 5% de ficol) e submetido a
corrida eletroforética em cuba contendo tampao TBE (89mM TRIS-base pH 8,0, 89mM
de acido bdrico e 2mM de EDTA). O gel foi fixado em 150ml de solugédo de etanol a
10% (v/v) com 0,5% de acido acético (v/v), e impregnado por nitrato de prata a 0,2%.
Finalmente, o gel foi lavado em agua deionizada e revelado em solugdo aquosa de
hidréxido de sédio 3% (p/v) com 0,5% de formaldeido (v/v), até o aparecimento das
bandas (Sanguinetti et al., 1994).
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Tabela 4

Programas utilizados na PCR do DNA satélite e do elemento E13 do T. cruzi.

REAGAO DE PCR

PGR. INICIADORES N° DE DESNAT. DES. ANEL. EXT. EXT.
CICLOS INICIAL FINAL
94°C 57°C 72°C
P1 Diaz7e 8
20" 15" 30"
p5 TcSat 2-4 95°C 60°C 72°C
TcSat4 Diaz7 e 8 20" 10" 15"
P3 TcSat1Diaz7e8 95°C 55°C 72°C
TcSat 1-3 20" 10" 15"
95°C
30 72°C -5
P4 TcSat 3 Diaz 7 5 95°C 5K9°C 72°C
TcSat1e5 20" 10" 20"
95°C 55°C 72°C
P5 O1e2
40” 1 1’
TcE131e?2
95°C 55°C 72°C
P6 TcE132e 3
1 30" 1
TcE134e5

PGR — Programa; DES — Desnaturagao; ANEL — Anelamento; EXT — Extensao.
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4.6 Purificagao do produto de PCR

Os fragmentos de DNA amplificados por PCR foram purificados utilizando o Kit
QlAquick (QIAGEN), de acordo com o protocolo do fabricante. Inicialmente foi
adicionado o tampao PB com detergente ao produto de PCR. A amostra foi submetida
a centrifugacdo em uma coluna. O DNA permaneceu ligado na coluna e os outros
componentes da reagdao de PCR (magnésio, tampao de reagao e outros) foram lavados
por centrifugagdo a 17.900 x g por 1 min com o tampé&o PE contendo etanol. O DNA foi
eluido apdés a adicdo de 50ul de agua deionizada aquecida a 95°C por 2 min e

centrifugagao da coluna.

4.7 Purificagao de DNA em gel de agarose 1%

Outra estratégia para purificar fragmentos de DNA foi submeter o produto de
PCR a eletroforese horizontal em gel de agarose 1%, corado com brometo de etidio,
excisar e purificar o fragmento de interesse utilizando o Kit QIAquick Gel Extraction
(QIAGEN), de acordo com o protocolo do fabricante. Apos cortar a banda do gel, foi
adicionado o tampao QG (1:5 v/v) e o tubo foi aquecido a 50°C para dissolver
completamente a agarose. Em seguida, foi adicionado isopropanol para precipitar o
DNA, e todo o volume foi colocado em uma coluna. Apds centrifugacdo o DNA
permaneceu ligado e foi adicionado novamente o tamp&do QG para remover todo o
resto de agarose. Para a lavagem, foi adicionado o tampao PE com etanol e a amostra
foi centrifugada a 17.900 x g por 1 min. A eluigdo do DNA foi feita com 50pl de agua

deionizada aquecida a 95°C por 2 min, seguido de centrifugagcéo da coluna.

4.8 Preparacao de bactérias competentes

Bactérias Escherichia coli da linhagem TOP 10F’ foram preparadas para a
transformagéo por choque térmico. Uma colénia de bactéria foi colocada em 5ml de
meio LB (peptona de caseina, extrato de levedura 0,5% e NaCl 10mM) e mantida por
12h a 37°C sob agitagdo. Dessa cultura saturada, 500ul de células foi incubado em
100ml de meio LB, a 37°C sob agitagdo por 2 a 3 horas. O crescimento das bactérias
foi monitorado através de medidas espectrofotométricas, até ser atingido 0,7 (ODgo).
Atingido este crescimento as bactérias foram incubadas no gelo por 10 minutos e

posteriormente centrifugadas a 4170 x g a 4°C por 10 min. O sedimento foi
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ressuspendido em 50ml de solugdo de CaCl, 100mM com HEPES 10mM, pH 7,0 e

mantido no gelo por 30 minutos. As bactérias foram novamente centrifugadas a 4700 x

g a 4°C por 7 minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspendido
em 2ml de solugdo de CaCl, 100mM com HEPES 10mM e glicerol 10%, pH 7,0. As
células foram mantidas no gelo por 2 horas e em seguida aliquotadas (100ul/tubo) e

armazenadas a -70°C.
4.9 Clonagem do DNA satélite (195 pb) no vetor TOPO

Para a clonagem dos produtos de PCR foi utilizado o vetor pCR®2.1-TOPO®
(INVITROGEN). Para a reagao de ligagao, 4ul do produto de PCR purificado foi
incubado com 1yl de tampao salino (fornecido pelo fabricante) e 1ul do vetor durante 5
minutos a temperatura ambiente. Todo o conteudo da ligagao foi incubado com 100l
de bactérias quimiocompetentes por 30 minutos no gelo. Em seguida a amostra foi
incubada a 42°C por 30 segundos e colocadas no gelo por 2 minutos. As bactérias
foram incubadas com 1ml de meio LB a 37°C sob agitagao por 1 hora. Posteriormente
elas foram plaqueadas em meio LB agar contendo 100ug/ml de ampicilina, 0,425ul/ml
de IPTG (Isopropyl-B-p-thiogalactopyranoside) 1M e 80pg/ml de X-Gal (5-bromo-4-
chloro-3-indolyl-B-p-galactopyranoside) e incubadas a 37°C. Foram selecionadas 10
colénias brancas de cada cepa clonada e a presenga do inserto de interesse foi

confirmada por PCR utilizando iniciadores especificos para o DNA satélite.
4.10 Extracao de plasmideos recombinantes

As colbnias de bactérias selecionadas foram crescidas a 37°C por 16 horas sob
agitacdo em 6ml de meio LB contendo 100ug/ml de ampicilina. Posteriormente uma
aliquota de 500yl foi criopreservada em glicerol 50% e o restante da cultura foi utilizada
para purificacdo do plasmideo utilizando o Kit QlAprep (QIAGEN), de acordo com o
protocolo do fabricante. A cultura foi centrifugada a 4170 x g a 4°C por 10 min e o
sobrenadante foi descartado. O sedimento de bactérias foi ressuspendido em 250ul de
tampao de ressuspensado. Posteriormente, foi adicionado 250ul de tampao de lise e
350ul de tampao de neutralizagdo. A suspenséao foi aplicada na coluna, centrifugada
por 10 min e o eluato descartado. A coluna foi lavada e o plasmideo recombinante foi

eluido em 50ul de agua deionizada aquecida a 95°C por 2 min e por centrifugacao da
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coluna. A presencga dos plasmideos foi confirmada em gel de agarose 1%, corado com

brometo de etidio.
4.11 Sequenciamento de DNA

Os plasmideos contendo o inserto de interesse foram sequienciados utilizando o
Kit terminator ET DYEnamic (Amersham Bioscience) e os iniciadores M13 forward &’
GTAAAACGACGGCCAG 3’ e iniciadores especificos para cada inserto. A reacao foi
realizada em uma placa de 96 pogos da seguinte forma: 4ul do Kit terminator ET
DYEnamic; 5,0 pmoles de iniciador e aproximadamente 150 ng de DNA em um volume
final de 10upl. As amostras foram submetidas a amplificacdo em termociclador
Mastercycler ®, com 25 ciclos de 20 seg a 95°C, 15 seg a 50°C e 1min a 60°C. Apos
esta etapa, as amostras foram precipitadas de acordo com o protocolo fornecido pelo

fabricante do kit, e sequienciadas em sequienciador capilar Megabace 500 (Amersham).
4.12 Analise e edigao de seqiiéncias

As sequéncias obtidas foram processadas utilizando o programa de identificacao
de bases Phred (Ewing & Green 1998; Ewing et al., 1998). Este programa é
responsavel pela leitura binaria dos cromatogramas gerados pelo sequenciador e
conversao em formato texto com uma taxa de erro menor que aquela atribuida pelo
programa de identificagdo de base padrao. O programa Phred também atribui valores
de qualidade as bases (valor de Phred = g = -10 x log10 (p), onde p é a probabilidade
estimada de erro de uma base), baseando-se na estimativa da taxa de erro e resolugao
do pico que foi calculado para cada base individualmente. Foram consideradas de boa
qualidade apenas as bases com valores de Phred igual ou superior a 20. Os arquivos
de saida gerados continham as sequéncias, valores de qualidade das sequéncias no
formato FASTA e um arquivo PHD.

As seqliéncias obtidas foram mascaradas contra a seqiiéncia do vetor pCR®2.1-
TOPO® utilizando o programa Cross_Match, que utiliza a implementagédo do algoritmo
Smith-Waterman-Gotoh (Smith & Waterman 1981; Gotoh 1982), substituindo a base
original por um x. Foi criado um arquivo com a extensao .fasta.screen contendo as
sequéncias mascaradas e o0 arquivo de qualidade foi renomeado para

fasta.screen.qual.
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Em seguida, as sequéncias do DNA satélite de T. cruzi mascaradas pelo
Cross_Match tiveram a sequéncia do vetor retirada e o restante foi alinhado usando o
programa de alinhamento multiplo de sequéncias Clustal X (Thompson et al., 1997).
Sequéncias de baixa qualidade, inferiores a 195 pb e partes de sequéncias que
excederam os 195 pb (ndo multiplos de 195) foram desconsideradas. Sequiéncias com
390 pb ou 585 pb foram divididas em unidades de 195 pb. Ao final, apenas sequéncias
de 195 pb correspondentes a unidade de repetichio do DNA satélite foram
consideradas. A edicao dessas sequéncias foi realizada com o programa Bioedit (Hall,
1999), que produziu arquivos de saida com a extensao .fasta. Discrepancias entre as
sequiéncias foram averiguadas por inspegdes visuais dos cromatogramas utilizando o
programa Gene Tool (http://www.doubletwist.com) e editadas manualmente, quando

necessario.

4.13 Montagem de arvores filogenéticas

Diferentes arvores filogenéticas foram construidas utilizando o programa MEGA
3 (Kumar et al., 2004). Utilizamos o algoritmo Neighbor-Joining e diferentes modelos,
como numero de diferencas, parametro Kimura 2, Tajima-Nei e Tamura-Nei. Arvores
filogenéticas foram construidas e comparadas nos diferentes modelos. Calculamos os
valores de “bootstrap” com 1000 replicagbes. Também construimos arvores usando o
programa Clustal X 1.81 (Thompson et al., 1997) e visualizamos usando o programa
TreeView (win 32), desenvolvido por Roderic D.M.

(http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/rod.html).

4.14 Desenho de iniciadores especificos

Iniciadores especificos para amplificar fragmentos de diferentes tamanhos do
DNA satélite e do elemento E13 do T. cruzi foram desenhados utilizando o programa
Gene Tool. O programa faz uma analise de oligonucleotideos indicados pelo usuario e
apresenta entre outras coisas um “score” para a qualidade do oligonucleotideo e
possiveis problemas em uma reagdo de PCR. Os critérios utilizados para escolha dos
iniciadores foram: os oligonucleotideos devem ter temperatura de anelamento “melting”
(Tm) entre 40°C e 60°C, com os melhores “scores” e preferencialmente que nao
formem dimeros, “hairpin” ou que apresentem outros sitios de anelamento no DNA do

T. cruzi.
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5.0 RESULTADOS

5.1 - Analise e escolha das sequiéncias para estudo

Com o objetivo de identificar sequéncias uteis para o diagnéstico e a
classificagdo das diferentes cepas de T. cruzi, fizemos uma busca na literatura e
selecionamos para nosso estudo trés sequéncias repetitivas de DNA (Tabela 5):

Como critérios para selegao das sequéncias, utilizamos: tamanho da sequéncia
repetitiva, numero de copias e a existéncia de outros estudos relatando seu uso para
diagnostico ou classificagdo de cepas.

Utilizando o banco de dados GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/) encontramos
varias sequéncias nucleotidicas dos trés elementos repetitivos selecionados (Quadro
1). As sequéncias listadas do DNA satélite (195 pb) e do minicirculo de kDNA foram
alinhadas e comparadas entre si. Para o alinhamento do minicirculo de kDNA,

consideramos apenas a regido delimitada pelos iniciadores S 35 e S 36.

Tabela 5

Sequéncias repetitivas do DNA do T. cruzi, selecionadas para este estudo.

NOME DA N° DE R
R pb . INICIADORES FRAGMENTO REFERENCIA
SEQUENCIA COPIAS
Diaz 7 Diaz et al.,
100.000 : 195 pb
. Diaz 8 1992.
DNA Satélite 195 pb -
TCZ 1 Moser et al.,
120.000 188 pb
TCZ 2 1989.
Elemento 10.000 - o1 Requena et al.,
1025 pb 250 pb
E13 20.000 02 1992.
Minicirculo 10.000- S35 Sturm et al.,

330 pb 330 pb
de kDNA 20.000 S 36 1989.
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Quadro 1

Cddigos de acesso das sequéncias repetitivas do DNA do T. cruzi

utilizadas neste trabalho.

SEQUENCIA CODIGO DE ACESSO
AY520089 AY520082 AY520075 AY520068
AY520088 AY520081 AY520074 AY327543
AY520087 AY520080 AY520073 AY188964
DNA satélite  AY520086 AY520079 AY520072 K00393
AY520085 AY520078 AY520071
AY520084 AY520077 AY520070
AY520083 AY520076 AY520069
Elemento E13 M74536
Minicirculo de  AF242560 AF242562 AF114153 U07846
kDNA AF242561 AF242563 AF399842 U07845

A Figura 2 representa o alinhamento das sequéncias do minicirculo de kDNA. As
barras verticais representam as posigdes nucleotidicas com pelo menos 90% de
identidade entre as seqiéncias. O tamanho do fragmento variou nas sequéncias
depositadas no banco de dados de 320pb a 340pb. Observamos que as sequiéncias
analisadas apresentam um nivel de variabilidade muito alto para os nossos estudos.
Nao encontramos regides conservadas no fragmento amplificado pelos iniciadores S 35
e S 36. Em uma avaliagao preliminar, clonamos e sequenciamos o produto de PCR
(utilizando os iniciadores S 35 e S 36) de trés cepas do T. cruzi (dados ndo mostrados).
Nossos resultados confirmaram a alta variabilidade das sequéncias mesmo quando
comparamos sequéncias de uma mesma colonia de bactérias transformadas. Diante

disso, ndo utilizamos esse fragmento em nossas analises.
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O elemento repetitivo E13 possui apenas uma seqiéncia nucleotidica descrita
no banco de dados, por isso ndo avaliamos previamente a variabilidade desse
elemento repetitivo. Dados da literatura, no entanto indicam o par de iniciadores O 1 e
O 2 para amplificar um fragmento de 250 pb do elemento E13 com alta sensibilidade e
especificidade para a detecgéo do T. cruzi (Requena et al., 1992; Vidigal, 1996).

O alinhamento das sequiéncias do DNA satélite esta representado pela Figura 3.
Ao contrario do segmento do kDNA analisado anteriormente, o DNA satélite do T. cruzi
apresenta regides conservadas e polimorficas regularmente distribuidas na sequéncia.
Este perfil € adequado ao nosso estudo, pois favorece o desenvolvimento de
ferramentas moleculares para classificagdo do parasito. Os iniciadores TCZ 1 e TCZ 2
sdo complementares a sitios mais conservados do DNA satélite comparado com os
iniciadores Diaz 7 e Diaz 8. No entanto, o fragmento amplificado pelos iniciadores TCZ
1 e TCZ 2 é de 188 pb, enquanto os iniciadores Diaz 7 e Diaz 8 amplificam um
fragmento de tamanho igual a unidade de repeticdo do DNA satélite (195 pb). Este fato
nos levou a escolha dos iniciadores Diaz 7 e Diaz 8 para nosso estudo.

Considerando as informacdes obtidas nesta primeira etapa, optamos por estudar
as sequéncias nucleotidicas do DNA satélite (DNA repetitivo satélite de 195 pb) e o
elemento repetitivo E13. Embora seja uma sequéncia abundante, optamos por nao
utilizar a sequiéncia do minicirculo de kDNA amplificada pelos iniciadores S 35 e S 36
devido a alta variabilidade encontrada na analise das sequéncias disponiveis em

bancos de dados.
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5.2 - Andlise do elemento repetitivo E13

5.2.1 — Anadlise dos iniciadores O 1 e 2 e desenho de novos
iniciadores.
A Figura 4 mostra o perfil eletroforético do fragmento de 250 pb do
elemento E13, amplificado com os iniciadores O 1 e 2. Observamos que das 6 cepas
do T. cruzi analisadas, trés (Colombiana, Yuyu e Ernane) amplificaram o fragmento.
Apesar de fazermos uma pesquisa exaustiva usando varias concentracdes de DNA,
ciclos e temperaturas de anelamento, observamos que algumas amostras do T. cruzi
nao amplificaram com estes iniciadores, sugerindo que existe um polimorfismo no sitio
de anelamento do iniciador. Observamos ainda a amplificacdo de outros produtos
préximos ao fragmento esperado de 250 pb. Considerando os resultados obtidos,
desenhamos novos iniciadores para amplificar um fragmento maior do elemento E13
em todas as amostras do T. cruzi. Os novos iniciadores, nomeados ordenadamente
TcE13 1 a 5, foram desenhados a partir da sequéncia nucleotidica do elemento E13
(GenBank, accession number M74536). A Figura 5 mostra a disposi¢ao dos iniciadores

na sequéncia nucleotidica do elemento E13.
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Figura 4

Perfil eletroforético (gel de poliacrilamida 6% corado com prata) do produto de
PCR do elemento E13 de 6 cepas do T. cruzi. Os iniciadores utilizados foram
O 1 e O 2. As cepas utilizadas estdo classificadas por zimodema. PM —
padrao de Peso Molecular ® X 174 digerido com a enzima Hae Ill (em pb);
CN — Controle Negativo (sem DNA).
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GAATTCTATATATTGAATG AGAATA A8z aTTG ANGCARTTA BCTAMEGAMTCTTTTI
TCE13 1 TcE13 S
T TATTGTT TG TT IO ATARATAATT TCAGGATCCGECCAGCTECCCGG ARG A,

TTATTATG TAT CGATATGTTTITTTT TGGATTACTCTGEGTGGTTCCTCCTGTCTECTTT
TG T G T A A G TE T T AGTETT TG TT TAGTAC GG A AT AT GEETAG
TTGAG G GEATATCTTTT T TTITITGACGTCATT IO TG TTAGGC Al A8 TG
GTCACTTTCGG ARG AT ACTC T ACAGCATGGCTCCTGATATT TIGGAGTCAT
TcEiS 3
CTCAGATGTAACGCCGGCACCACCGCCGTEGECACGTATEGEGAGGTALG ATGGA AT
GUGGEGLAGC AR GATATTGTGC TG ACATGTETUTEGTTGCATTTIGTTCTGTOG TGS
TEZCTTCAATGTGEGAAGAAG SAGGEGE ATGAATATTGE .ﬁ.-EG.*.T_FF-ZGTGG-?'I';:IIEIIB.‘-.G Ga
GTTATTG TG ACTTTT TG TATGATC TT GG T GG CTETETOTGCGECCATTGS
CTCCCCTGAGTEGACTTCGATGGC CATTTTTITTITIGTIGTT TG GGAG TAAS R AT AT
ATTGCGAGCGATG AL AT C A aCGTCATGCATGCGTGTTCAGGGAGGTATGTATTTG
GEGTGGAGTGCACAT ATGETEGATGTEGTETGAG ACGRAAGCGEGEGEGECTE AT TGAT
AR G:I': AT TTTICTEGAGAG TG TG TCTTATT T T T I T T TG TCEIZCTITIGTGT
CEGGEECACGAZGEGATTGE AGGCCACCETCOCACGASAGTCCTTGC GO ST ATAC &
CACTCTCATGC CACTETCG O GEAGTEGEEG TG ARAT AT TIGTGZ TG TT
TTGCAT TG G AT TATT TTTAT T TATTAT TG TGACGCCTICCTGTCCGEOGTG O
TcEiS | TcEIZ 2

ACTTTGATTGGATTGTEGTGGEGAC TG U TG AT AT C AT AAMTGAAGLAGGTTGA

[ e

Figura 5

Sequéncia nucleotidica do elemento E13 do T. cruzi (GenBank,
accession number M74536) e a disposi¢cado dos iniciadores O 1 e 2 e
TcE13 1 a 5 dentro da sequéncia. As bases destacadas em azul
representam os iniciadores senso; as bases destacadas em vermelho

representam os iniciadores antisenso.
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5.2.2 — Analises dos iniciadores TcE13 1 a 5.

O uso dos pares de iniciadores TcE13 1 e 2, TcE13 2 e 3 e TcE13 4 e 5,
permitiu-nos compreender um pouco mais da variabilidade do elemento repetitivo E13
em T. cruzi. Utilizamos esses iniciadores em reagdes de PCR com 1 pg de DNA molde
e os resultados estdo apresentados na Figura 6A. Observamos que o par de
iniciadores TcE13 1 e 2 nao amplificou nenhum fragmento nas cepas dos zimodemas 1
e 2. As cepas do zimodema B, porém, apresentaram varios fragmentos inespecificos.

Por outro lado, o par de iniciadores TcE13 2 e 3 amplificou varios fragmentos de
diferentes tamanhos nas cepas do T. cruzi pertencentes aos trés zimodemas
estudados, resultado de ligagdes inespecificas. Para esse par de iniciadores, o
tamanho do fragmento esperado é de 649 pb, porém um fragmento unico que
detectamos nas cepas do Z2 foi de aproximadamente 450 pb. Os perfis eletroforéticos
observados foram semelhantes entre cepas do mesmo zimodema.

Repetimos a PCR anterior utilizando diluicbes ao décimo de 1000 a 10 fg de
DNA da cepa Romano com o objetivo de visualizarmos com maior resolugdo os
fragmentos de DNA amplificados (Figura 6B). A menor quantidade de DNA molde
detectada foi de 10 fg. No entanto, tanto o par de iniciadores TcE13 1 e 2 quanto o par
TcE13 2 e 3 apresentaram muitos fragmentos inespecificos, alguns muito préximos do
tamanho esperado, 972 e 649 pb, respectivamente.

O terceiro conjunto de iniciadores testados foi o par TcE13 4 e 5, cujo fragmento
esperado era um fragmento de 902 pb. Semelhante aos anteriores, observamos a
presenca de varias bandas de tamanhos muito proximos, no entanto foi possivel
observar o produto amplificado em 5 das 6 cepas testadas. Também observamos
fragmentos inespecificos, alguns desses mais intensos que o fragmento esperado de
902 pb (Figura 6C).

A variabilidade dessa sequiéncia entre as cepas do T. cruzi e a semelhanca de
segmentos do elemento E13 com outras sequéncias do DNA do parasito, demonstrado
em nossos resultados, dificulta a busca de marcadores polimorficos nesse elemento
repetitivo. Devido a estes fatos, além da auséncia do produto de tamanho esperado em

algumas cepas, optamos por ndo continuarmos a analise do elemento E13.
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Figura 6

Perfil eletroforético (gel de poliacrilamida 6% corado com prata) do elemento E13 do T.
cruzi utilizando: A) os iniciadores TcE13 1 e 2 (canaletas 2 a 7), e TcE13 2 e 3
(canaletas 8 a 13). B) os mesmos iniciadores com diferentes quantidades de DNA
molde da cepa Romano (ZB). C) os iniciadores TcE13 4 e 5. As cepas utilizadas estao
classificadas por zimodema. O fragmento esperado em cada caso esta indicado a
direita. PM — padrao de Peso Molecular ® X 174 digerido com a enzima Hae Il (em
pb); CN — Controle Negativo (sem DNA).
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5.3 — Estudo do DNA satélite do T. cruzi

5.3.1 — Analise das sequéncias nucleotidicas do DNA satélite do T. cruzi.

5.3.1.1 — Identificagao de polimorfismos de seqiiéncias.

Utilizando o par de iniciadores Diaz 7 e 8, clonamos e sequenciamos o DNA
satélite de 12 cepas do T. cruzi (Tabela 2). @ Foram analisadas 160 sequéncias
nucleotidicas do DNA satélite selecionadas de acordo com os critérios especificados na
metodologia (ver item 4.12). O numero de seqUéncias analisadas por cepa esta

apresentado na Tabela 6.

Tabela 6
Distribuicdo por cepa das sequéncias do DNA satélite (195 pb) do T. cruzi,

utilizadas em nosso estudo.

) , N° SEQUENCIAS
CEPA Z.' Sus.
T.cruzil T.cruzill Total
Barra Seca 1 S 6 5 11
Colombiana 1 R 19 0 19
Yuyu 1 R 6 15 21
Quaraizinho 1 S 9 8 17
Romano B S 0 12 12
J B S 0 11 11
Luna B S 0 7 7
Cl-Brener B S 0 6 6
Noel 2 R 0 9 9
PNM 2 S 0 17 17
VL-10 2 R 0 15 15
Ernane 2 S 0 15 15
Total 40 120 160

1 — Zimodema das cepas do T. cruzi (Murta et al., 1998).
2 — Susceptibilidade in vivo das cepas do T. cruzi a droga (Filardi & Brener, 1987): S —

sensivel; R — Resistente.
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Comparamos os polimorfismos observados entre as seqiiéncias de cada cepa e
entre cepas em relagdo aos diferentes zimodemas, e fenétipo de susceptibilidade ao
BZ e NFX. Nossa expectativa seria detectar polimorfismos que poderiam ser utilizados
no diagnéstico da doenga de Chagas e na classificagdo das cepas. As Figuras 7 e 8
representam essas comparagdes. Cada nucleotideo nas figuras esta representado por
um “spot” colorido.

Metade das 160 sequéncias analisadas € idéntica a pelo menos uma outra
sequéncia da mesma cepa de origem. Essas sequéncias foram retiradas e as 80
sequéncias representativas foram depositadas no banco de dados GenBank
(Accession Number: DQ914442 a DQ914521 — ver Anexo 1) do “National Center for
Biotechnology Information” (NCBI). Estas sequéncias foram alinhadas utilizando o
programa de alinhamento multiplo de sequéncias Clustal X, conforme pode ser
observado no Anexo 2 deste trabalho. Observamos polimorfismos em 89 posigdes do
fragmento de 195 pb. A maioria desses polimorfismos esta limitada a um pequeno
numero de sequéncias e nao servem para o0 nosso estudo. Nao encontramos
polimorfismos associados com o fendtipo de resisténcia a drogas, porém encontramos
polimorfismos em 8 posicoes do DNA satélite que foram exclusivos em cepas do T.
cruzi pertencentes ao zimodema 1. A posigao, tipo e a freqliéncia desses polimorfismos
nas sequéncias analisadas esta apresentado na Tabela 7. Nenhuma sequéncia

apresentou simultaneamente os oito polimorfismos citados.
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Figura 7

Alinhamento das unidades repetitivas de 195 pb do DNA satélite do T. cruzi. As
sequéncias estao divididas em trés grupos de acordo com o zimodema das cepas de
origem. Os trés grupos sao, de cima para baixo: Z1, Z2 e ZB. Os nucleotideos estao
representados por “spots” coloridos: verde — Adenina; vermelho — Timina; azul —

Citosina; preto — Guanina.
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Figura 8

Alinhamento das unidades repetitivas de 195 pb do DNA satélite do T. cruzi. As
sequéncias estdo divididas em dois grupos de acordo com o fendtipo de
susceptibilidade das cepas de origem ao BZ e NFX. Os dois grupos séo, de cima para
baixo: cepas resistentes e sensiveis ao BZ e NFX. Os nucleotideos estédo
representados por “spots” coloridos: verde — Adenina; vermelho — Timina; azul —

Citosina; preto — Guanina.
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Tabela 7
Posicao, tipo e frequéncia dos polimorfismos do fragmento de 195 pb do DNA satélite

do T. cruzi, que foram exclusivos em cepas pertencentes ao zimodema 1.

CEPA BS Col Quara Yuyu

N° SEQ. 11 19 17 21

38 A/G 55 100 53 29
o) 51 G/C 45 100 47 10 —
(m] o o é
o s 52 G/A 27 0 6 5 Q 35
) < s
=TS 63 T/A 36 79 35 5 O o
w 2 ™
o 9 80 A/IG 45 100 53 29 w
L = g O
o o 105 A/C 55 100 53 29 =
g & £ 3
O 131 AIG 18 16 35 0 o

154 C/A 18 0 12 14

BS — Barra Seca; Col — Colombiana; Quara — Quaraizinho.

' — Freqliéncia calculada a partir da 160 seqiiéncias obtidas neste trabalho.
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5.3.1.2 — Relagoes filogenéticas entre as seqiiéncias.

Uma arvore filogenética foi construida utilizando as 160 sequéncias
nucleotidicas do DNA satélite de 12 cepas do T. cruzi (Figura 9 e Tabela 6).
Observamos a formacgao de dois ramos principais que estdo associados com os grupos
|l e Il do T. cruzi. Um dos ramos, delimitado por um circulo vermelho (Figura 9) contém
exclusivamente cepas do T. cruzi | (Zimodema 1). O outro ramo, bem maior, contém as
cepas do T. cruzi ll (Zimodemas 2 e B) e parte das sequéncias de cepas T. cruzi |. Das
quatro cepas T. cruzi | (Barra Seca, Colombiana, Yuyu e Quaraizinho) (Tabela 6), a
Colombiana foi a unica cujas sequéncias ficaram agrupadas exclusivamente no ramo T.
cruzi |, as outras trés também se distribuiram no ramo T. cruzi Il. O ramo da arvore
destacado pelo circulo vermelho agrupou aproximadamente 20% das sequéncias da
cepa Yuyu, 50% das sequéncias das cepas Barra Seca e Quaraizinho e 100% das
sequéncias da cepa Colombiana. Essa heterogeneidade sugere que existem
polimorfismos exclusivos no DNA satélite de cepas do grupo |, e que esses
polimorfismos néo estdo presentes em todas as unidades repetitivas. A tabela 6 mostra
que das 160 sequéncias de DNA satélite analisadas, 40 foram T. cruzi|l e 120 T. cruzi
Il. Todas as 36 sequéncias das cepas do zimodema B e as 56 do zimodema 2 foram T.
cruzi ll. Das 68 sequiéncias das cepas do zimodema 1, 40 foram T. cruzi |l e 28 T. cruzi
Il.
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PNM 02 (5)

BS 03 (2)

Qua 02 @)

T. cruzi Il
(n=120)

Arvore filogenética Neighbor-joining das 80 seqiiéncias representativas do DNA satélite

de 12 cepas do T. cruzi. O brago maior agrupa sequéncias de cepas dos grupos | e Il

do T. cruzi. O brago menor, delimitado por um circulo, agrupa apenas sequéncias de

cepas do grupo T. cruzi |. Entre parénteses ao lado do cdodigo de identificagdo das

sequéncias (ver Anexo 1) esta indicado o numero de sequéncias idénticas obtidas

neste trabalho. Cepas do T. cruzi: BS - Barra Seca, Col — Colombiana, Qua -

Quaraizinho, CLB — CL-Brener, Roma — Romano, Ern — Ernane.

* — Sequéncias de cepas do grupo T. cruzi | presentes no brago maior.



RESULTADOS 53

5.3.1.3 — Desenho de novos iniciadores.

A analise dos polimorfismos do DNA satélite do T. cruzi ndo revelou a presencga
de nenhum marcador molecular para o fendétipo de sensibilidade ou resisténcia a
drogas, um dos nossos objetivos. No entanto, alguns polimorfismos permitem a
distingdo de cepas pertencentes ao zimodema 1, comparado com cepas pertencentes
aos zimodemas 2 e B do T. cruzi. Desse modo, € possivel utilizar tais polimorfismos
para classificar os parasitos de acordo com os dois grupos principais: T. cruzi |
(zimodema 1, associado com o ciclo silvestre do parasito) e T. cruzi |l (zimodema 2,
associado com o ciclo doméstico do parasito).

As analises desses polimorfismos foram entdo utilizadas para o desenho
racional de novos iniciadores com a finalidade de por meio da reagdo de PCR,
detectarmos com alta sensibilidade o DNA do parasito e simultaneamente
classificarmos as cepas quanto aos grupos | e Il do T. cruzi.

Foram desenhados e testados cinco iniciadores, dois senso e trés antisenso,
complementares aos diferentes sitios polimorficos encontrados. A Tabela 3 apresenta a
sequéncia nucleotidica de cada um dos iniciadores, nomeados sequencialmente de
TcSat 1 a 5. A Figura 10 apresenta a disposi¢cao desses iniciadores no fragmento de
195pb do DNA satélite do T. cruzi. Os iniciadores foram desenhados utilizando o
programa Gene Tool (ver item 4.14). Eles foram desenhados preferencialmente
complementares as bases polimorficas caracteristicas de cepas do T. cruzi | na
extremidade 3’ do iniciador. Os iniciadores TcSat sdo complementares a seis dos oito
sitios polimorficos detectados. Nao foram desenhados iniciadores complementares aos
sitios polimérficos nas posi¢coes 131 (A/G) e 154 (C/A) que juntamente com 52 (G/A)

foram os menos frequentes.
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Diaz 7
1- CGCAAACAGATATTGACAGAGAGTGTCTCTGACTCCCGCCATTCATAATT

TcSat 1 TcSat 4
51- AAACAAAAACATAGACCACAGTGTGTGGTGCAGCAGCCGCTCGAAAA  -99

50

100- CGATCCGCCGAGTGCAGCACCATTGTGGGCAGGAGCTCGCGAAATTCCT -148

Diaz 8 I
149- CCAAGAAGCGGATAGTTCAGGGTTGTTTGGTGTCCAGTGTGTGAACA%:G -197
Diaz 7 TcSat 2 !
198- CAAACAGATATTGACAGAGAGTGTCTCTGACTCCCGCCATTCATAATTCAA -248
TcSat 3
249- AACAAAAACATAGACCACAGTGTGTGGTGCAGCAGCCGCTCGAAAACGA -297
TcSat b
298- TCLGCCGAGTGCAGCACCATTGTGGGCAGGAGCTCGCGAAATTCCTCCA -346
Diaz 8
347- AGAAGCGGATAGTTCAGGGTTGTTTGGTGTCCAGTGTGTGAACA -390

Figura 10

Sequéncia nucleotidica de duas unidades repetitivas do DNA satélite do T. cruzi (390
pb) e a disposicédo dos iniciadores Diaz 7 e 8 e TcSat 1 a 5 dentro da sequéncia. As
bases em azul representam os iniciadores senso; as bases em vermelho representam
os iniciadores antisenso. Os polimorfismos encontrados apenas em sequéncias de
cepas pertencentes ao zimodema 1 estdo em verde. A linha tracejada delimita a

unidade de repetigao de 195 pb.
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5.3.2 — Analises da PCR utilizando diferentes combinagoes de iniciadores.

Diferentes combinagdes de iniciadores foram testadas nas reacées de PCR com
amostras de 10pg de DNA das cepas Colombiana e Quaraizinho do zimodema 1 (T.
cruzi 1), Noel e Ernane, do zimodema 2 e CL Brener e Romano, do zimodema B (T.
cruzi Il). As concentragdes de reagentes para PCR e os programas utilizados estao
sumarizados na metodologia (ver item 4.4). Paralelamente aos iniciadores testados
foram realizadas reacdes de PCR utilizando os iniciadores Diaz 7 e 8 como controle da

reagao.

5.3.2.1 - Analise dos iniciadores Diaz 7 e 8.

O par de iniciadores Diaz 7 e 8 foi utilizado como ponto de partida para reagdes
de PCR, clonagem e sequenciamento do DNA satélite do T. cruzi. Analises de
sequéncias depositadas em bancos de dados, sequenciadas em nosso laboratorio e de
produtos de PCR submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida mostram que
existe um grau razoavel de variabilidade nos sitios de anelamento desses iniciadores,
resultando em diferentes perfis de amplificacdo e/ou selecdo de sequéncias
especificas. Esta variabilidade é devida a ocorréncia de polimorfismos na seqiéncia
nucleotidica dos iniciadores que nao foram investigados em nosso trabalho.
Comparagdes entre sequéncias nucleotidicas do DNA satélite depositadas em bancos
de dados (Figura 11) mostram que no sitio de anelamento do iniciador Diaz 7 existem
polimorfismos preferencialmente localizados em cepas do zimodema 1 (7. cruzi ).
Polimorfismos no sitio de anelamento do iniciador Diaz 8 parecem ter pouca ou

nenhuma relagdo com os grupos do T. cruzi.
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Figura 11

Alinhamento dos sitios complementares aos iniciadores Diaz 7 e Diaz 8 em 105
sequéncias do DNA satélite (195 pb) do T. cruzi depositadas no banco de dados
GenBank. Os codigos de acesso as sequiéncias estédo indicados a esquerda. A linha

vermelha tracejada delimita os dois iniciadores, indicados na parte superior da figura.
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Comparamos os perfis de amplificacdo do DNA satélite de 30 cepas do T. cruzi
com os iniciadores Diaz 7 e 8 (Figura 12). Todas as cepas foram testadas na
concentracao de 1 pg de DNA molde. Verificamos que existem diferengas significativas
na intensidade dos fragmentos amplificados, em geral associadas a cepas do T. cruzi |.
Observamos também presenga do fragmento de 195pb em todas as 30 cepas
estudadas. Além do fragmento esperado de 195 pb, observamos a presenca de
multiplos desse fragmento que correspondem as unidades repetitivas em tandem. Esse
perfil de amplificagdo € comum em sequéncias repetitivas de DNA.

Para estudarmos a sensibilidade de detecg¢ao do fragmento de 195 pb por PCR
com os iniciadores Diaz 7 e 8, selecionamos 3 cepas dos zimodemas 1, 2 e B.
Comparamos os produtos amplificados por PCR utilizando diluicbes ao décimo (de
10.000 a 0,1fg) de DNA gendmico (Figura 13). Os resultados mostram que o limite de
deteccao de DNA foi de 1fg para a cepa Colombiana (Z1) e CL-Brener (ZB), e de 0,1fg
para a cepa Ernane (Z2). Estes resultados estdo de acordo com as nossas
observacgdes anteriores, que indicam uma maior intensidade das bandas amplificadas
nas cepas do T. cruzi do zimodema 2.

A especificidade da PCR foi analisada em relacado ao DNA de outros parasitos
como: T. rangeli, L. braziliensis e L. amazonensis. Como mostra a Figura 13, nenhum
produto amplificado foi observado para esses parasitos, confirmando a especificidade
da PCR. Este estudo esta de acordo com trabalhos descritos na literatura, onde esta
apresentado o potencial uso da sequéncia do DNA satélite do T. cruzi para o

diagnostico da doenca de Chagas (Vidigal, 1996).
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5.3.2.2 — Andlise dos iniciadores TcSat 1-5.

A Figura 14 mostra o produto amplificado por PCR de 6 cepas do T. cruzi
utilizando o par de iniciadores TcSat 1-5. Observamos um fragmento de tamanho
esperado (80 pb) com baixa intensidade nas cepas Z1 e em uma cepa ZB. Esse perfil &
inesperado, uma vez que a analise das sequéncias indicava a presenga desse
polimorfismo apenas em cepas do zimodema 1. Esse resultado foi repetido em outros
ensaios de PCR e outras cepas do T. cruzi, confirmando a heterogeneidade dessa
sequéncia também em cepas do ZB. Na figura, observamos também a presenca de
uma banda de 275 pb que pode corresponder a um fragmento amplificado entre
iniciadores anelados a unidades repetitivas adjacentes que € comum de ocorrer no
DNA satélite do T. cruzi. Observamos também que a PCR utilizando os iniciadores
TcSat 1-5 apresenta baixa sensibilidade. Utilizando 10 pg de DNA gendmico,

conseguimos amplificar apenas algumas cepas do parasito.
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Figura 14

Perfil eletroforético (gel de poliacrilamida 6% corado com prata) do DNA
satélite de 6 cepas do T. cruzi utilizando os iniciadores TcSat 1 e TcSat 5.
As cepas analisadas estdo classificadas segundo o zimodema. PM —
padrdo de Peso Molecular ® X 174 digerido com a enzima Hae Il (em
pb); CN — Controle Negativo (sem DNA).
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5.3.2.3 — Anadlises dos iniciadores TcSat 3, Diaz 7 e TcSat 1 e 3.

O uso dos iniciadores TcSat 3 e Diaz 7 nas reagdes de PCR permitiu a
amplificacdo de fragmentos de 98 pb em todas as cepas testadas, indistintamente do
zimodema ou grupo (Figura 15). Tentativas de aumentar a especificidade desses
iniciadores resultaram em perfis de bandas com menor intensidade ou ausentes em

todas as cepas sendo, portanto esse par de iniciadores inadequado ao propdsito de

diagnéstico.
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Perfil eletroforético (gel de poliacrilamida 6% corado com prata)
do DNA satélite de 6 cepas do T. cruzi utilizando os iniciadores
TcSat 3 e Diaz 7. As cepas analisadas estao classificadas
segundo o zimodema. PM — padrao de Peso Molecular ® X 174
digerido com a enzima Hae lll (em pb); CN — Controle Negativo
(sem DNA).

Testamos ainda o par de iniciadores TcSat 1-3, que amplificaria um fragmento
de 56 pb. No entanto nao foi observado produto amplificado em nenhuma das cepas do
T. cruzi utilizadas. Para confirmar este resultado, repetimos a PCR utilizando as
mesmas amostras e reagentes, trocando apenas o par de iniciadores para Diaz 7 e 8.

Observamos a amplificagdo do fragmento esperado de 195 pb.
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5.3.2.4 — Andlise dos iniciadores TcSat 2 e 4.

A PCR empregando os iniciadores TcSat 2-4 (Figura 16) apresentou o fragmento
esperado de 168 pb. Além da banda esperada, foram também observados outros
fragmentos maiores, que correspondem as unidades repetitivas em tandem do
fragmento esperado. Observamos esse perfil de amplificagdo nas cepas pertencentes
aos zimodemas 1 e B. Nenhum produto foi amplificado nas cepas do zimodema 2.

As primeiras analises dos iniciadores foram realizadas com apenas seis cepas
do T. cruzi, duas de cada zimodema. No entanto, devido a possibilidade de utilizarmos
este perfil em conjunto com outra PCR (outros iniciadores), resolvemos verificar o perfil
dos produtos de PCR utilizando um maior nimero de cepas. Os resultados deste
ensaio estdo apresentados na Tabela 8, onde o perfil eletroforético observado esta
representado na tabela pela presenga (+) ou auséncia (-) de produto amplificado.

Analisamos a presenca desse fragmento em 30 cepas do T. cruzi: 11 cepas
pertencentes ao Z1, 10 cepas Z2 e 9 cepas ZB. Observamos que duas cepas Z1 e trés
ZB nao apresentaram produto com esses iniciadores. Por outro lado, trés cepas Z2
amplificaram o fragmento de 168 pb.  Concluimos que a PCR do DNA satélite do T.
cruzi utilizando esse par de iniciadores ndo € adequada para a detecgdo e nem a
classificagdo das cepas.

As diferentes combinagbes de pares de iniciadores testados produziram perfis
de bandas n&o adequados para a classificacdo das cepas, uma vez que nao amplificou
exclusivamente o DNA de cepas zimodema 1. Assim, resolvemos avaliar os perfis de
amplificacdo por PCR em um sistema multiplex. Testamos dois conjuntos de
iniciadores: 1) TcSat 1 e os iniciadores Diaz 7 e 8; e 2) TcSat 4 e os iniciadores Diaz 7
e 8.
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Figura 16

Perfil eletroforético (gel de poliacrilamida 6% corado com prata) do DNA
satélite de 6 cepas do T. cruzi utilizando os iniciadores TcSat 2 e TcSat 4.
As cepas analisadas estdo classificadas segundo o zimodema. PM —
padrao de Peso Molecular @ X 174 digerido com a enzima Hae Ill (em
pb); CN — Controle Negativo (sem DNA).
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Tabela 8
Andlise do produto amplificado por PCR de 30 cepas do T. cruzi. Os iniciadores
utilizados foram o par TcSat 2 e 4. Os sinais + e — indicam respectivamente a

presenca e a auséncia de produto amplificado na cepa.

Cepa z' PCR Cepa Z.' PCR Cepa Z.' PCR
Cl-
Colombiana 1 + Ernane 2 - B +
Brener
Quaraizinho 1 + Noel 2 - Romano B +
Barra Seca 1 + VL-10 2 - J B +
CA-| 1 + Chaninha 2 - Luna B -
Yuyu 1 - PNM 2 + FL B +
Sao
17 wt 1 + 2 - CL B +
Felipe
SC-14 1 + smJ 2 - JA B -
Sc-28 1 + Y 2 - Ibarra B -
SC-42 1 + Exr 424 2 + MR B +
SC-51 1 + Exr 426 2 +
DM-28 1 -

1 — Zimodema das cepas do T. cruzi (Murta et al., 1998).
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5.3.2.5 — Andlises dos iniciadores TcSat 1 Diaz 7 e 8.

Utilizando o conjunto de iniciadores TcSat 1 e Diaz 7 e 8 (Figura 17),
observamos produto amplificado nas cepas pertencentes aos zimodemas 1 e B. No
entanto, uma cepa do zimodema 1 (Quaraizinho) ndo amplificou. Os fragmentos
observados correspondem ao produto amplificado de 195 pb dos iniciadores Diaz 7 e 8
e fragmentos de tamanhos multiplos de 195 pb. Nao foi observado em nenhum caso o
fragmento de 153 pb esperado como produto amplificado pelos iniciadores TcSat 1 e

Diaz 8. Diante desses resultados, excluimos a utilizagdo desses iniciadores em nossa

analise
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Figura 17

Perfil eletroforético (gel de poliacrilamida 6% corado com prata) do
DNA satélite de 6 cepas do T. cruzi utilizando os iniciadores TcSat 1,
Diaz 7 e 8. As cepas analisadas estao classificadas segundo o
zimodema. PM - padrao de Peso Molecular ® X 174 digerido com a

enzima Hae lll (em pb); CN — Controle Negativo (sem DNA).
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5.3.2.6 — Analises dos iniciadores TcSat 4, Diaz 7 e 8.

Diferente do perfil apresentado anteriormente, a PCR utilizando os iniciadores
TcSat 4 e Diaz 7 e 8 amplificaram um conjunto de fragmentos que permitiram a
distingdo de cepas do T. cruzi nos grupos | e Il. Conforme esta apresentado na Figura
18, o fragmento esperado de 111 pb resultado da amplificagdo com os iniciadores
TcSat 4 e Diaz 8 esta presente em todas as cepas do T. cruzi testadas.

Além do fragmento de 111pb, observamos a presencga do fragmento de 195 pb
que corresponde a amplificacéo dos iniciadores Diaz 7 e 8. No entanto, esse fragmento
esta presente apenas nas cepas do T. cruzi |l (zimodemas 2 e B). Outros fragmentos
de 306 e 390 pb, provavelmente resultados da amplificagdo entre iniciadores anelados
a sequéncias adjacentes, estdo presentes nas amostras. Este perfil foi confirmado em

varias reacdes de PCR utilizando um numero maior de cepas, como sera visto adiante.
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Perfil eletroforético (gel de poliacrilamida 6% corado com prata) do
DNA satélite de 6 cepas do T. cruzi utilizando os iniciadores TcSat 4,
Diaz 7 e Diaz 8. As cepas analisadas estdo classificadas segundo o
zimodema. Além dos fragmentos esperados de 111 pb e 195 pb,
multiplos das sequéncias também sao observados. PM — padrao de
Peso Molecular @ X 174 digerido com a enzima Hae Il (em pb); CN —
Controle Negativo (sem DNA).
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Para avaliarmos o uso dessa combinagcdo de iniciadores na PCR para a
deteccgao e classificagdo de cepas de T. cruzi, utilizamos um painel de 30 cepas do T.
cruzi, sendo 11 cepas do T. cruzi |l (Z1) e 19 cepas do T. cruzi Il (10 cepas do Z2 e 9 do
ZB). Os resultados deste estudo estdo apresentados na Figura 19. Todas as cepas
estudadas amplificaram o fragmento de 111 pb, que pode ser utilizado como controle
de amplificagcdo do DNA do T. cruzi na reacdo de PCR. Nenhuma das 11 cepas do T.
cruzi | apresentou o fragmento de 195 pb, enquanto que todas as cepas do T. cruzi |l
apresentaram esse fragmento. Este resultado estda de acordo com nossos resultados
anteriores e mostra que o uso da PCR com os iniciadores TcSat 4 e Diaz 7 e 8 pode
ser uma ferramenta util para deteccao e classificagao de cepas do T. cruzi.

Foram observadas diferengas significativas na intensidade das bandas em
algumas cepas do parasito analisadas. Estas diferengas nao tém relagcdo com os
grupos | e ll do T. cruzi ou zimodema.

Para avaliarmos os limites de detecgao e discriminagado das cepas do T. cruzi,
selecionamos as cepas Colombiana (7. cruzi 1) e Ernane (T. cruzi Il). Comparamos a
sensibilidade por PCR utilizando diluigdes seriadas ao décimo de DNA genbémico de
10.000 a 1 fg (Figura 20). Observamos que a quantidade de DNA minima para
deteccdo das bandas de 111 e de 195 pb foi de 10 fg para ambas as cepas. Os
resultados mostram que foi possivel discriminar as cepas dos grupos do T. cruzi nessa
faixa de concentracao de DNA.

Avaliamos a especificidade da PCR através de comparagdes entre o perfil
eletroforético de DNA em cepas do T. cruzi e dos parasitos: T. rangeli, L. braziliensis e
L. amazonensis (Figura 20). Nenhum produto amplificado foi observado nestes

parasitos na concentracao de 100 pg de DNA, confirmando a especificidade da PCR.
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Figura 19

Perfil eletroforético (gel de poliacrilamida 6% corado com prata) do DNA satélite de
30 cepas do T. cruzi utilizando os iniciadores TcSat 4, Diaz 7 e 8. As cepas
analisadas estao classificadas segundo os grupos do T. cruzi | e Il. As 30 cepas
utilizadas estao divididas nas Figuras A e B. Além dos fragmentos esperados de
111 pb e 195 pb, multiplos das sequéncias também s&o observados. PM — padrao
de Peso Molecular ® X 174 digerido com a enzima Hae Il (em pb); CN — Controle

Negativo (sem DNA).
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Perfil eletroforético (gel de poliacrilamida 6% corado com prata) do DNA satélite de
2 cepas do T. cruzi, com os iniciadores TcSat 4 e Diaz 7 e 8. Diluigbes ao décimo
das cepas Colombiana (T. cruzi |), e Emane (T. cruzi Il) estdo apresentadas na
Figura. Além dos fragmentos esperados de 111 pb e 195 pb, multiplos das
sequéncias também sao observados. A Figura também mostra a PCR utilizando
amostras de 100 pg de DNA de T. rangeli, L. braziliensis e L. amazonensis. PM —
padrédo de Peso Molecular ® X 174 digerido com a enzima Hae lll (em pb); CN —

Controle Negativo (sem DNA).
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5.3.3 — Analises com amostras tipicas de pesquisa de campo.

A fim de avaliarmos as possibilidades de uso do sistema de PCR multiplex em
amostras de T. cruzi de campo, utilizamos os iniciadores TcSat 4, Diaz 7 e 8 para a
detecgdo e discriminagdo das cepas do T. cruzi | e T. cruzi Il. As amostras
selecionadas foram: sangue de camundongos experimentalmente infectado com T.
cruzi e coletado em papel de filtro, DNA do creme leucocitario de pacientes chagasicos
na fase aguda e fezes de Triatoma infestans naturalmente infectados, depositadas em

papel de filtro.

5.3.3.1 — Ensaios com sangue de camundongos experimentalmente
infectado com T. cruzi e coletado em papel de filtro.

Camundongos C57 foram infectados com as cepas: Colombiana (7. cruzil) e Y
(T. cruzi Il) do T. cruzi. No pico da parasitemia, 16° dia de infeccdo para a cepa
Colombiana e 7° dia para a cepa Y, o sangue dos camundongos foi coletado do plexo
retro-orbital € o numero de parasitos/ul foi determinado pelo método de Brener.
Amostras de 5yl de sangue foram coletados em papel de filtro e o DNA extraido
conforme item 4.3b.

Em uma etapa preliminar, avaliamos a extracéo utilizando agua ou tampao TE
(Tris-EDTA) para a eluicdo, e a presenga ou auséncia de proteinase K na etapa de
extracdo. As amostras contendo proteinase K foram incubadas a 56°C por 30 minutos e
depois aquecidas a 94°C por 10 minutos para inativagao da enzima. Enquanto que as
amostras sem proteinase K apenas foram aquecidas a 70°C por 10 minutos. Nossos
resultados mostram que a extracdo sem proteinase K e a eluicdo em agua é a
metodologia mais adequada para extragdo de DNA de sangue em papel de filtro
(Figura 21).

Para avaliarmos se o DNA do hospedeiro poderia interferir na PCR multiplex,
foram realizados testes de especificidade e de inibicdo da reagdo pelo DNA do
camundongo. Nestes ensaios, foram utilizadas amostras de 10 ng de DNA purificado
de um camundongo nao infectado, sozinho ou misturado a diluigdes seriadas ao
décimo de 1 pg a 10 fg do DNA purificado das cepas Colombiana e Y. Nenhum produto
amplificado foi observado ao se utilizar o DNA de camundongo sozinho. Além disso, a
presenca do DNA do camundongo na reagdo ndo alterou a sensibilidade da PCR
multiplex (10 fg) mesmo ao utilizarmos uma concentracdo de DNA do camundongo 10°

vezes maior que a concentragdo de DNA do parasito. A Figura 22 mostra esses



RESULTADOS 71

resultados utilizando DNA purificado de camundongo e do T. cruzi, e também os
resultados de amostras de DNA de sangue de camundongos experimentalmente
infectados com as cepas Colombiana e Y, extraidas do papel de filtro e amplificadas
pela PCR multiplex (2 amostras de cada cepa).

Ao todo utilizamos 24 amostras de sangue de camundongos experimentalmente
infectados, 12 amostras de cada cepa. Observamos a presenca dos fragmentos de 111
pb para ambas cepas e o fragmento de 195 pb foi exclusivo para a cepa Y (T. cruzi ll).
Das 24 amostras testadas, 10 ndo amplificaram nenhum fragmento. Além disso,
observamos a presencga de um “rastro” uniforme em todas as amostras, provavelmente
devido a presenca de proteinas e demais restos celulares, resultante do processo de
extracdo. As 10 amostras que nao apresentaram produto amplificado foram re-
testadas, e permaneceram negativas. Além disso, fizemos uma nova extragcdo do DNA
do sangue dos camundongos e o resultado da PCR permaneceu negativo. Como
controle da reagdo de PCR, amplificamos todas as amostras com os iniciadores Diaz 7
e 8, que apresenta maior sensibilidade de detecgdo do DNA do parasito (0,1 fg) e
comparamos com o multiplex Diaz 7 e 8 adicionado do TcSat 4 (10 fg). Os resultados
mostraram que as amostras negativas para PCR multiplex também foram negativas
para PCR com Diaz 7 e 8 (dados nao mostrados).

A Tabela 9 resume os resultados das 24 amostras de DNA de sangue de
camundongo amplificadas por PCR multiplex. Nossos resultados mostraram que das
12 amostras de cada cepa, 8 amostras da cepa Colombiana e 6 da cepa Y foram
positivas para a PCR e permitiram a correta classificagao dos grupos do T. cruzil e T.
cruzi Il. O niumero de parasitos por microlitro de sangue das amostras variou de 0,2 a
3.922. No entanto a PCR somente apresentou produto amplificado quando utilizamos
amostras com pelo menos 20 parasitos por microlitro para a cepa Colombiana e 200
parasitos por microlitro para a cepa Y. Nestes ensaios, portanto, a sensibilidade de
deteccao da cepa Colombiana foi dez vezes maior que a sensibilidade da cepa Y.

Embora 75% das amostras da cepa Colombiana tenham apresentado resultados
positivos contra somente 50% das amostras da cepa Y, ndo podemos afirmar que o
sistema de PCR funciona melhor com cepas do T. cruzi l. A forma de coleta, tratamento
com anticoagulante e homogeneizagao, afeta o numero de parasitos presentes em
cada amostra. Além disso, a variabilidade do numero de cépias do DNA satélite e a
freqUéncia dos polimorfismos complementares aos iniciadores podem estar interferindo
na sensibilidade das cepas estudadas, sem, no entanto ter relagdo com o grupo do T.

cruzi a qual pertencem.
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Figura 21

Perfil eletroforético (gel de poliacrilamida 6% corado com prata)
do DNA satélite de sangue de camundongo infectado com a
cepa Y do T. cruzi, extraido de papel de filtro com e sem
proteinase K. Os iniciadores utilizados foram TcSat 4, Diaz 7 e
8. As canaletas 2, 3, 6 e 7 sdo de amostras eluidas em agua.
As canaletas 4, 5, 8 e 9 sdo das mesmas amostras eluidas em
TE. PM — padréo de Peso Molecular @ X 174 digerido com a
enzima Hae Il (em pb); CN — Controle Negativo (sem DNA).
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Figura 22
Perfil eletroforético (gel de poliacrilamida 6% corado com prata) da PCR multiplex

utilizando excesso de DNA de camundongo ao qual foram adicionadas quantidades
conhecidas de DNA do T. cruzi. A figura também mostra amostras de sangue de
camundongos experimentalmente infectados com as cepas: Colombiana (T. cruzil) e Y
(T. cruzi 1I1). Como controles foram utilizados DNA de camundongo nao infectado,
amostras de DNA padrdo das cepas Colombiana e Y e um controle negativo sem DNA.
As amostras utilizadas estao classificadas segundo os grupos do T. cruzi | e Il. PM —

padrdo de Peso Molecular ® X 174 digerido com a enzima Hae Il (em pb); CN —

Controle Negativo (sem DNA).
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Tabela 9
Andlise por PCR de 24 amostras de DNA extraido de sangue de camundongos

infectados com T. cruzi. Os iniciadores utilizados foram TcSat 4, Diaz 7 e 8.

Cepa Amostra Paras/pl PCR* Cepa Amostra Paras/ul PCR*
Col_1 400 I Y_ 1 3922 -
Col_2 200 I Y 2 3052 I
Col_3 20 I Y_ 3 169 Il
Col 4 2 - Y 4 2000 Il
© Col_5 0,2 - Y 5 200 I
é Col_6 I v Y 6 20 -
£ Col_7 | Y 7 2 -
é_3 Col_8 - Y_8 0,2 -
Col 9 I Y 9 I
Col_10 I Y_10 -
Col_11 - Y_11 -
Col_12 I Y 12 I

* Produto de PCR caracteristicode T. cruzil ou T. cruzi ll
(-) = PCR negativo
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5.3.3.2 — Ensaios com DNA de creme leucocitario humano infectado

com T. cruzi.

As amostras de creme leucocitario de pacientes infectados com T. cruzi
foram coletadas e o DNA foi extraido no laboratério do Dr. Mario Steindel (Laboratoério
de Protozoologia, Universidade Federal de Santa Catarina). Em nosso estudo,
testamos 7 amostras de pacientes na fase aguda da doenga de Chagas. Estas
amostras foram tipadas por PCR utilizando os iniciadores dos genes do mini-exon e
subunidade 24S do RNA ribossomal (rDNA) (Pacheco et al., Anais do XXI Annual
Meeting of the Brazilian Society of Protozoology, 2005) e todas foram classificadas
como T. cruzi ll. Além disso, essas mesmas amostras foram submetidas a
caracterizagao isoenzimatica e foram classificadas como zimodema Z2.

Testes de especificidade e de inibicdo da reagcdo pelo DNA humano foram
realizados semelhantes aos ensaios descritos para o DNA de camudongo. Foram
utilizadas amostras de 24 ng de DNA humano purificado, sozinho ou misturado a
dilui¢des seriadas ao décimo de 1 pg a 10 fg do DNA purificado das cepas Colombiana
e Y. Da mesma forma que o DNA de camundongo, o DNA humano n&o € amplificado
pela PCR multiplex nestas concentragbes utilizadas, assim como ndo altera a
sensibilidade da PCR (10 fg) mesmo estando presente a uma concentragdo 2,4 x 10°
vezes maior que a concentracdo de DNA do parasito. A Figura 23 mostra esses
resultados da PCR multiplex utilizando DNA humano purificado e DNA do T. cruzi, e
também os resultados de 4 amostras de DNA do creme leucocitario de pacientes na
fase aguda da doenga de Chagas. Como controles da PCR, adicionamos amostras de
DNA gendémico de cepas padrao do grupo | (Colombiana) e Il (Y) do T. cruzi.

Observamos que todas as 7 amostras de pacientes apresentaram o perfil T.
cruzi ll, com a presenca do fragmento de 195 pb, semelhante a amostra padr&o grupo
Il. Todas as amostras testadas pertencem a cepas do T. cruzi ll, o que esta de acordo
com as andlises de isoenzimas, mini-exon e rDNA 24S. Esses dados corroboram com
os dados da literatura que mostram uma associagdo do grupo T. cruzi Il com o ciclo

doméstico do parasito.
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Figura 23

Perfil eletroforético (gel de poliacrilamida 6% corado com prata) da PCR multiplex
utilizando excesso de DNA humano ao qual foram adicionadas quantidades conhecidas
de DNA do T. cruzi. A figura também mostra amostras de DNA de creme leucocitario de 4
pacientes na fase aguda da doenca de Chagas. Como controles foram utilizados DNA
humano nao infectado, amostras de DNA padr&do das cepas Colombiana (T. cruzil) e Y
(T. cruzi 1) e um controle negativo sem DNA. PM — padréo de Peso Molecular ® X 174

digerido com a enzima Hae lll (em pb); CN — Controle Negativo (sem DNA).
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5.3.3.3 - Ensaios com fezes de triatomineos coletadas em papel de
filtro.

Testamos em NOsSSO Tabela 10

estudo, 15 amostras de fezes Analise por PCR de 15 amostras de DNA extraido

de Triatoma infestans coletados de fezes de T. infestans. Os iniciadores utilizados

no sitio Bondinha, no municipio foram TcSat 4, Diaz 7 e Diaz 8.
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foram diluidas em 5 pl de PBS Ti 12
| - -
antes de serem colocadas sobre Ti 13
| - -
o papel de filtro. N
bap _ Ti_14 - -
A Figura 24 representa o )
Ti_15 - -

perfil de amplificacdo por PCR
multiplex de 5 amostras de
fezes de T. infestans e 2 amostras de DNA padrao T. cruzi grupo | e Il. Os resultados
mostram que as trés primeiras amostras apresentaram perfil de amplificagéo T. cruzi
grupo |, semelhante ao grupo padrao |. A Tabela 10 mostra que a PCR multiplex foi
negativa para 4 amostras e foi positiva para as 11, confirmando os achados
microscopicos. Todas as amostras foram classificadas como T. cruzi |, o que esta de
acordo com os dados da literatura que mostram uma associagdo do grupo T. cruzi |

com o ciclo silvestre do parasito.
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Perfil eletroforético (gel de poliacrilamida 6% corado com prata) da PCR multiplex de 5

amostras de DNA extraidas de fezes de T. infestans coletados no municipio de Mato

Queimado — RS. Das 5 amostras, 3 apresentaram T. cruzi detectado por exame

microscopico e 2 amostras ndo possuiam o parasito. Como controles foram utilizadas

amostras de DNA padrdo das cepas Colombiana (T. cruzi 1) e Y (T. cruzi Il) e um

controle negativo sem DNA. PM — padréo de Peso Molecular @ X 174 digerido com a

enzima Hae Il (em pb); CN — Controle Negativo (sem DNA).
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6.0 DISCUSSAO

Atualmente, a doenga de Chagas continua sendo um importante problema de
saude publica por diversos motivos. Estima-se que 16 a 18 milhdes de pessoas estdo
infectadas com o T. cruzi e que 100 milhdes de pessoas estdo sob risco de infeccéo
nas Américas (WHO, 2004). E necessario manter controle em areas de habitat silvestre
e de novas moradias, como ao norte da América do Sul onde estdo sendo registrados
muitos casos de infecgcdo aguda (Afiez et al., 1999). Também é importante manter
acdes de controle em areas onde a doenca foi erradicada. A identificacdo de
triatomineos silvestres com potencial para se domiciliar € outra medida importante de
controle (Schofield et al., 1999).

O ressurgimento de muitos casos de infeccdo aguda e a ocorréncia de surtos de
infeccao oral do T. cruzi mostram a necessidade de métodos mais sensiveis e rapidos
de diagnodstico da doenca. A PCR tendo como alvos o DNA do cinetoplasto e o DNA
repetitivo nuclear do T. cruzi tem sido utilizada para a detecgdo do parasito em
pacientes chagasicos cronicos, infeccdo congénita e no acompanhamento poés-
tratamento especifico (Avilla et al., 1993; Virreira et al., 2003; Galvéo et al., 2003). No
entanto, a sensibilidade da PCR pode variar de acordo com a cepa do parasito e com o
tipo de amostra utilizada. Além disso, a PCR com os iniciadores descritos na literatura
fornece poucas informagdes para um estudo epidemioldgico da doenca de Chagas. A
classificagdo das cepas do T. cruzi seja por isoenzimas ou por marcadores de DNA,
necessita de grandes quantidades de amostras do parasito. Para isso, é necessario o
isolamento da cepa no hospedeiro, 0 que nem sempre € possivel. Considerando essas
dificuldades, buscamos no presente trabalho, identificar marcadores moleculares
sensiveis e especificos e que permitam classificar as cepas do T. cruzi quanto ao
fendtipo de susceptibilidade a drogas, zimodema e/ou grupos | e Il do T. cruzi.

Neste trabalho, descrevemos um sistema de PCR multiplex capaz de detectar o
DNA do T. cruzi a partir de 10 fg de DNA do parasito (1/30 do DNA total de um
parasito), e simultaneamente classificar a cepa quanto aos grupos principais | e 1. Com
esse sistema conseguimos detectar e classificar corretamente amostras de DNA
purificado de 30 cepas pertencentes a trés diferentes zimodemas do parasito (Z1, Z2 e
ZB), 14 de 24 amostras de sangue em papel de filtro de camundongos
experimentalmente infectados com cepas dos grupos | e Il do T. cruzi, 7 amostras de
pacientes na fase aguda da doenca de Chagas e 11 amostras de fezes de triatomineos

coletadas em papel de filtro.
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A diversidade genética do T. cruzi esta em parte associada a grande diversidade
de sinais clinicos e de respostas ao tratamento quimioterapico na doenga de Chagas,
sendo importante também para o diagndstico da doenga. Em nosso estudo,
observamos que os iniciadores utilizados para detecgao do T. cruzi, O 1 e 2 (Requena
et al., 1992) e Diaz 7 e 8 (Moser et al., 1989) apresentaram auséncia ou diminuigdo na
intensidade do produto amplificado em certas cepas do parasito. A PCR utilizando os
iniciadores O 1 e 2 amplificou apenas trés das seis cepas analisadas. As cepas nao
amplificadas pertencem ao grupo T. cruzi Il. Este resultado esta de acordo com outros
autores, que descreveram a falha dos iniciadores O 1 e 2 na amplificacdo de algumas
cepas da linhagem 2 do parasito (Virreira et al., 2003). Embora esta diversidade de
produto amplificado seja importante para a diversidade do parasito e para estudos de
classificagdo das cepas, esses iniciadores ndo sao adequados para o diagnéstico da
doenca de Chagas.

Por outro lado, Virreira et al. (2003) mostraram que a PCR utilizando os
iniciadores Diaz 1 e 2 amplificou com a mesma intensidade o fragmento de 195 pb de 7
cepas de T. cruzi. Esse fragmento corresponde a unidade repetitiva do DNA satélite do
T. cruzi. Nossos resultados com os iniciadores Diaz 7 e 8 mostraram amplificagdo do
DNA satélite do T. cruzi em todas as 30 cepas analisadas. No entanto, as cepas do T.
cruzi | apresentam um fragmento de 195 pb com menor intensidade comparado com
cepas do T. cruzi Il. A diferenca entre os iniciadores Diaz 1 e 2 e Diaz 7 ¢ 8 é de
apenas um nucleotideo a mais na extremidade 3’ do iniciador Diaz 7. Analises das
sequéncias nucleotidicas depositadas em bancos de dados nao mostram polimorfismo
nessa base. No entanto observamos trés bases polimérficas ao longo da sequéncia
complementar ao iniciador Diaz 7, sendo tipicos de sequéncias do T. cruzi |. Esses
polimorfismos podem diminuir a especificidade de anelamento do iniciador Diaz 7 na
sequéncia de cepas do grupo | do T. cruzi.

Diversos marcadores moleculares tém sido descritos para classificar as cepas
do T. cruzi. Estudos realizados por Miles et al. (1978 e 1980), Romanha et al. (1979) e
Romanha (1982), basearam-se nos perfis isoenzimaticos para classificar o parasito em
diferentes zimodemas. Posteriormente, marcadores genéticos foram utilizados para
classificar o T. cruzi a partir de sequéncias aleatorias (RAPD) (Steindel et al., 1993) ou
especificas no DNA do cinetoplasto (Morel et al., 1980) e no DNA nuclear (Souto et al.,
1996). Esses marcadores refletem a grande heterogeneidade de cepas do T. cruzi, no
entanto a necessidade de correlacionar a variabilidade genética com perfis fenotipicos

do parasito estimulou a busca por novos marcadores moleculares.
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Murta et al. (1998) caracterizou varias cepas do T. cruzi segundo diferentes
marcadores moleculares. Os autores mostraram que o perfil isoenzimatico heterozigoto
(zimodema B), esta associado ao fendétipo de susceptibilidade de cepas do T. cruzi ao
BZ. Essa correlagao entre o marcador isoenzimatico e o fenétipo de susceptibilidade a
drogas € importante para a quimioterapia da doenga de Chagas, pois com a
identificacdo de um marcador para o zimodema B, estariamos simultaneamente
identificando cepas sensiveis a drogas e assim contribuindo para a elaboragado de
esquemas terapéuticos mais eficientes. Essa possibilidade nos estimulou a buscar
marcadores mais sensiveis para o mesmo fendtipo ou para o zimodema. Nossos
resultados mostraram, porém que os polimorfismos encontrados no DNA satélite do T.
cruzi ndo estdo associados ao fenodtipo de susceptibilidade ou resisténcia a drogas,
mas estdo associados aos grupos | e Il do T. cruzi.

A classificagao do T. cruzi em grupos | e Il foi criada em 1999 por um grupo de
especialistas (Anonymous, 1999) como uma forma de padronizar a nomenclatura do
parasito. Os principais marcadores moleculares descritos foram agrupados em cepas
de T. cruzi | e Il. Essa classificagao é fortalecida por estudos filogenéticos utilizando
diferentes marcadores como polimorfismos dos genes do rDNA e mini-exon, perfis de
RAPD e RFLP do DNA gendmico do parasito, hibridizado com sondas especificas para
o DNA satélite (195 pb) do T. cruzi (Souto et al., 1996; Tibayrenc et al., 1993; Bastrenta
et al., 1999). Esses estudos indicam a existéncia de duas linhagens principais do
parasito. A importancia epidemiologica dessa classificagdo esta na ampla distribuigao
de cepas do T. cruzi | dentro do ciclo silvestre do parasito e de cepas do T. cruzi Il no
ciclo doméstico. Além disso, T. cruzi | também é a unica forma encontrada em
infeccdes humanas ao norte da floresta amazénica e T. cruzi |l esta associado a lesdes
do trato digestivo (Prata, 2001). Neste ponto, a PCR multiplex que desenvolvemos
pode contribuir de forma rapida e pratica, para os estudos epidemiolégicos da doenca
de Chagas.

O DNA repetitivo do T. cruzi apresenta duas importantes caracteristicas para o
nosso estudo: alto numero de copias no genoma do parasito, e alta frequéncia de
polimorfismos. Essas caracteristicas aumentam a sensibilidade de deteccdo da
sequéncia e sao alvos importantes para a classificacdo de cepas. As sequéncias
altamente repetitivas conhecidas como elemento E13 e DNA satélite (195 pb) do T.
cruzi ja foram estudadas por diversos autores, que recomendam O seu uso para

diagnéstico e classificagdo de cepas do parasito (ver item 1.9, Introdugao).
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Apenas uma sequéncia nucleotidica do elemento repetitivo E13 do T. cruzi esta
descrita na literatura (Requena et al., 1992). Assim, a variabilidade dessa sequéncia
nao era conhecida. Por outro lado, o DNA satélite do T. cruzi possui varias sequéncias
depositadas em bancos de dados, permitindo a analise das mesmas. Nao estava clara
no inicio do nosso trabalho, a existéncia de polimorfismos associados aos grupos | e |l
do T. cruzi; no entanto posteriormente novas sequéncias foram depositadas e foi
possivel identificar tais polimorfismos. A existéncia de regides conservadas ao longo do
DNA satélite do T. cruzi favorece o uso de iniciadores especificos complementares a
sitios polimorficos da sequéncia, para amplificar fragmentos do DNA satélite contendo
esses polimorfismos.

Comparamos a variabilidade intra-especifica da regido do kDNA do T. cruzi
flanqueada pelos iniciadores S 35 e S 36. O kDNA do T. cruzi € um importante alvo
para diagnodstico molecular da doenga de Chagas (Galvao et al., 2003) e para a
classificacdo de esquizodemas (Sturm et al., 1989). Os iniciadores S 35 e S 36 por sua
vez amplificam tipicamente um fragmento de 330 pb em T. cruzi e um fragmento de
760 pb em T. rangeli, possibilitando a identificacdo de espécie e de infecgdes mistas
(Vargas et al., 2000). Apesar dessa ser uma regidao promissora para o nosso estudo,
analisamos a variabilidade dessas sequéncias depositadas em bancos de dados, e
verificamos que ela é incompativel com a nossa proposta. Em uma analise preliminar, o
produto de PCR amplificado com esses iniciadores foi clonado e sequenciado. No
entanto, n&do conseguimos sequéncias nucleotidicas de boa qualidade, mesmo apds
varias tentativas. A alta freqiéncia de polimorfismos no fragmento amplificado
provavelmente causou o erro de definicdo de bases pelo MegaBace. Esse resultado
mostra que o fragmento de kDNA amplificado por PCR nao é adequado para analises
de polimorfismos, devido a sua alta variabilidade. Desse modo, optamos por nao
analisar as sequéncias do kDNA neste trabalho. A alta variabilidade encontrada na
regido variavel do minicirculo n&o exclui a possibilidade de que a regido conservada do
kDNA possa ser utilizada para o diagnéstico e classificagao das cepas.

A andlise do elemento E13 mostrou que a variabilidade entre cepas também é
alta neste elemento repetitivo. Nenhum dos pares de iniciadores testados foi capaz de
amplificar satisfatoriamente o fragmento esperado em todas as cepas testadas. O
elemento E13 se encontra disperso pelo genoma do T. cruzi, podendo ou n&o estar
organizado em tandem (Requena et al., 1992). Ele foi identificado a partir de suas
propriedades cinéticas de reassociacao. Ele apresenta polimorfismos inter e intracepas.

Além disso, o elemento E13 possui homologia de 120 nucleotideos da extremidade 5’
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com a regiao 3’ terminal de outro elemento repetitivo, o elemento SIRE (Requena et al.,
1992 e 1996). Essa variabilidade pode ser de grande importancia para a regulacao
génica do parasito, uma vez que a familia de elementos repetitivos dispersos pelo
genoma do T. cruzi se encontra frequentemente associada a eventos de transposi¢cao
genética. Além disso, muitos elementos repetitivos carregam sequéncias promotoras e
reguladoras, participando assim da ativacdo ou desativagdo de genes (Aksoy, 1991;
Novak et al, 1993; Requena et al., 1994; Vazquez et al., 1994). Apesar dessa
possibilidade de uso para a classificacdo de cepas do T. cruzi, a variabilidade
observada no elemento E13 impede o uso de iniciadores especificos com propdsitos de
diagnostico.

A similaridade entre o elemento E13 e SIRE explica a existéncia de ligacdes
inespecificas observadas em nossas reagdes de PCR. SIRE é um elemento repetitivo
amplamente distribuido no genoma do T. cruzi e esta relacionado a regides
intergénicas, como os genes TcP2B3 e H2a (Vazquez et al., 1994; Requena, 1996) e a
outros elementos repetitivos, como E13, C6 e TcRel (Requena, 1996; Vazquez et al.,
1999). Desse modo, iniciadores complementares a sitios na regido homoéloga desses
elementos repetitivos irdo se anelar em diferentes regides do genoma do parasito e
amplificar diferentes fragmentos inespecificos.

Estudos anteriores com o DNA satélite mostraram que existem polimorfismos
entre repeticdes de uma mesma cepa e entre cepas diferentes (Gonzalez et al., 1984).
Polimorfismos entre repeticoes de uma mesma cepa podem diminuir a sensibilidade de
deteccao das sequéncias. Os polimorfismos entre cepas por outro lado, permitem o
agrupamento dessas cepas (por linhagem, zimodema, fenétipo de resisténcia a drogas
etc.). Desse modo, diversos estudos tém demonstrado que esse elemento repetitivo é
um bom alvo para diagndstico molecular da doenga de Chagas e que pode ser utilizado
para estudos taxondmicos (Gonzalez et al., 1984, Vidigal, 1996; Olivares-Villagbmez et
al., 1998; Bastrenta et al., 1999; Lane et al., 2003; Virreira et al., 2003). Uma
metodologia utilizada para o isolamento e analise de sequéncias nucleotidicas do DNA
satélite foi descrita por Elias et al. (2005). Os autores utilizaram a digestdo enzimatica
com a enzima Sac | para cortar o DNA satélite em fragmentos de 195 pb. Esses
fragmentos sao submetidos a eletroforese em gel de agarose, purificados, clonados e
sequenciados. Em nosso trabalho, clonamos e sequenciamos o fragmento do DNA
satélite de 12 cepas do T. cruzi, amplificados por PCR. Nossa metodologia tem a
desvantagem de selecionar negativamente as sequUéncias que apresentem

polimorfismos nos sitios de anelamento dos iniciadores. Mesmo que ocorra um
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pareamento imperfeito com os sitios polimoérficos, os iniciadores “mascaram” a
presenca desses polimorfismos. Nossos resultados, assim como as analises de
sequéncias depositadas em bancos de dados, mostram que existem polimorfismos no
sitio de anelamento do iniciador Diaz 7. Embora esses polimorfismos possam estar
presentes em todas as cepas do T. cruzi, eles sdao mais freqientes em cepas
pertencentes aos zimodemas Z1 e ZB. Como o iniciador Diaz 7 ndo é perfeitamente
complementar a esses polimorfismos, a reacdo de PCR tera como molde sequéncias
nao polimoérficas ou com pareamento imperfeito. No entanto, nosso objetivo era
detectar o parasito por PCR e tentar buscar um marcador para susceptibilidade a
drogas ou perfil isoenzimatico do T. cruzi, utilizando essa seqliéncia. Diante disso,
investigamos a presenga de polimorfismos no produto amplificado por PCR.

Um dos objetivos da dissertagao foi identificar polimorfismos associados ao
fendtipo de susceptibilidade ou resisténcia do T. cruzi a drogas. Com este marcador,
poderiamos detectar o DNA do parasito e classificar as cepas quanto a sensibilidade a
drogas. A analise de 160 sequéncias nucleotidicas de 12 cepas do parasito mostrou
que nao existem polimorfismos associados a esse fendétipo no DNA satélite do T. cruzi.
Considerando a natureza do DNA repetitivo do T. cruzi, a probabilidade de
identificarmos tais polimorfismos seria maior em sequéncias classificadas como do tipo
SINE (Short Interspersed Nuclear Element), cujo papel na regulagdo génica foi descrito
para alguns genes (Requena, 1996).

Neste trabalho, identificamos polimorfismos no DNA satélite do T. cruzi
amplificado por PCR, associados aos grupos | e |l do parasito. Outros autores também
mostraram uma associagao entre sequéncias do DNA satélite de cepas do T. cruzi com
os grupos | e Il. Bastrenta e cols. (1999) utilizando a metodologia de RFLP detectaram
dois perfis de restricdo da sequéncia de DNA satélite associados as duas linhagens
principais do parasito. Recentemente, Elias e cols. (2005) através da analise das
sequéncias nucleotidicas do DNA satélite do T. cruzi, observaram que as cepas foram
separadas em dois ramos filogeneticamente distintos. Entretanto, ndo esta descrito na
literatura uma metodologia para diagndstico e classificagdo das cepas nos grupos do T.
cruzi, simultaneamente. Por esse motivo, identificamos nas sequéncias do grupo 1 do T.
cruzi, polimorfismos associados a discriminagdo dos dois grupos e desenhamos
iniciadores complementares a esses sitios polimorficos. Como a maioria das cepas do
T. cruzi | apresentou sequéncias nos dois grupos, ndo desenhamos iniciadores
especificos para T. cruzi ll. Estudamos ainda a possibilidade de utilizar enzimas de

restricdo para cortar especificamente os sitios polimérficos do T. cruzi I. No entanto,
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esta seria uma opgao mais cara e envolveria um numero maior de etapas, comparado
a uma reacao de PCR.

Estudos filogenéticos empregando o DNA satélite do T. cruzi tém demonstrado a
existéncia de dois grupos de sequéncias distintos, associados com cepas dos grupos
de T. cruzil e Il (Elias et al., 2005). Estes estudos também mostram que seqiéncias da
cepa CL-Brener estao presentes nos dois grupos. Utilizando 115 cepas classificadas
por meio de rDNA como grupo 1/2, lenne et al. (Anais do XXI Annual Meeting of the
Brazilian Society of Protozoology, 2005) mostraram que estas cepas tinham sequéncias
nos dois grupos de T. cruzi. Entretanto, em nossa analise das 160 sequéncias do DNA
satélite, observamos que as sequiéncias da cepa CL-Brener estdo presentes apenas no
ramo T. cruzi Il. Além disso, observamos que trés das quatro cepas T. cruzi |
analisadas foram classificadas por rDNA como grupo 2. Entretanto elas apresentaram
sequéncias em ambos os ramos. Para verificarmos se a presenga de algumas
sequéncias de cepas do T. cruzi | no ramo Il ocorreu devido ao mascaramento de
polimorfismos nos sitios de anelamento dos iniciadores, modificamos as sequéncias
nucleotidicas das cepas do T. cruzi | agrupadas no ramo T. cruzi Il, inserindo nelas os
mesmos polimorfismos observados no sitio de anelamento dos iniciadores Diaz 7 e 8
das sequéncias depositadas em bancos de dados. Nao observamos alteragcbes na
disposicdo das sequéncias nos dois ramos principais. Concluimos entdo que a
presenca dessas sequéncias nos dois grupos do T. cruzi nado € devido ao
sequenciamento do produto de PCR, mas polimorfismos de fato (dados nao
mostrados).

Das 4 cepas de T. cruzi | estudadas, apenas as seqliéncias da cepa Colombiana
foram agrupadas exclusivamente no ramo do T. cruzi |. Essa cepa foi isolada de um
paciente na fase cronica da doenga de Chagas, enquanto as demais cepas T. cruzi |
foram isoladas de Triatoma infestans. Estudos moleculares tém confirmado que
algumas cepas de T. cruzi sao multiclonais, mas a frequéncia da multiclonalidade ainda
ndo é conhecida (Oliveira et al., 1998). E possivel que algumas destas cepas sejam
multiclonais, e que o hospedeiro vertebrado ao ser infectado pode agir como um “filtro
bioldgico”, selecionando populagdes de parasitos. Assim, a heterogeneidade do DNA
satélite de cepas isoladas de hospedeiros invertebrados pode nao ser encontrada no
hospedeiro vertebrado. Sequiéncias do DNA satélite da cepa Silvio x10 (Z1) estao
depositadas nos bancos de dados e estdo presentes apenas no grupo | de T. cruzi
(Elias et al., 2005). Essa cepa, assim como a cepa Colombiana, foi isolada de um

paciente na fase cronica, reforcando a hipotese. Entretanto, essa hipétese teria que ser
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mais bem investigada utilizando um maior numero de amostras Z1 provenientes de
varios hospedeiros.

Alguns dos polimorfismos encontrados apenas em cepas do zimodema 1
ocorreram com uma frequiéncia muito baixa dentro das cepas, o que pode comprometer
a sensibilidade da PCR. Assim, desenhamos iniciadores apenas para os polimorfismos
mais freqlientes nas seqiiéncias estudadas. Esses iniciadores possuem uma ou duas
bases polimorficas, preferencialmente localizadas na extremidade 3’ do iniciador.
Nosso objetivo era combinar a PCR com os iniciadores Diaz 7 e 8, que amplificou o
DNA satélite de todas as cepas do T. cruzi testadas, com outra PCR, utilizando os
iniciadores desenhados, para amplificar apenas um fragmento do DNA satélite de
cepas do T. cruzi |. Em nosso estudo, testamos varias combinagdes desses iniciadores.
Entretanto, os resultados mostraram auséncia de amplificacdo de algumas cepas,
presenca de varios fragmentos inespecificos e perfil indefinido. Esses resultados
ocorreram provavelmente devido a diferengas na temperatura de anelamento dos
iniciadores, associado a frequéncia variavel dos polimorfismos no DNA satélite das
cepas do T. cruzi. Nossos estudos mostram claramente que a heterogeneidade
detectada por PCR com esses iniciadores TcSat do DNA satélite do T. cruzi é maior
que a observada pela analise das sequéncias de DNA. Os estudos filogenéticos
mostram a existéncia de dois grupos de sequéncias do DNA satélite distintos. No
entanto, dados da literatura e obtidos com esse trabalho sugerem que os dois tipos de
sequéncias do DNA satélite possam estar presentes em cepas de ambos os grupos do
parasito, porém com diferengas quanto a frequéncia de cada tipo de sequéncia nos
grupos l e ll do T. cruzi.

Com o sistema PCR multiplex esperavamos a amplificagdo do fragmento de 111
pb (flanqueado pelos iniciadores TcSat 4 e Diaz 8) apenas em cepas do T. cruzi | e do
fragmento de 195 pb (flanqueado pelos iniciadores Diaz 7 e 8) em cepas dos dois
grupos. O perfil observado, no entanto mostra que os polimorfismos no sitio de
anelamento do iniciador TcSat 4 esta presente em todas as cepas do T. cruzi, e nao
apenas em T. cruzi |. Acreditamos que este perfil encontrado nas diferentes cepas do
T. cruzi esta relacionado a frequéncia de sitios complementares aos iniciadores e a
variagao quantitativa do DNA satélite em T. cruzi | e Il. Elias et al. (2003) mostrou que o
conteudo de DNA satélite da cepa Silvio x10 (7. cruzi |) € quatro a seis vezes menor
que o das cepas Y e CL-Brener (T. cruzi Il). Desse modo, em cepas do T. cruzi ll, a
abundancia do DNA satélite é suficiente para que ambos os iniciadores senso (TcSat 4

e Diaz 7) se liguem a seus respectivos sitios e amplifiquem os fragmentos de 195 e de
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111 pb. Em cepas T. cruzi |, o numero de repeticdes € menor e a competicdo por sitios
complementares favorece o iniciador TcSat 4, amplificando o fragmento de 111 pb. Um
importante fator para a selecao preferencial do iniciador TcSat 4 é a temperatura de
anelamento maior que a de Diaz 7, permitindo que ele se anele a seu respectivo sitio
complementar antes e com maior facilidade que o iniciador Diaz 7.

Embora o perfil eletroforético esperado para a PCR utilizando os iniciadores
TcSat tenha sido diferente do observado, foi possivel discriminar cepas do T. cruzil e |l
utilizando o conjunto de iniciadores TcSat 4 e Diaz 7 e 8. Observamos um fragmento de
111 pb em todas as cepas do T. cruzi, e um fragmento de 195 pb apenas em cepas do
T. cruzi |l. Esse sistema de PCR multiplex foi utilizado para amplificar 30 cepas de T.
cruzi isoladas de 6 espécies de hospedeiros em 9 localidades de 4 paises diferentes.
Do total de cepas analizadas, 11 foram classificadas como T. cruzi | (Z1) e 19 como T.
cruzi Il (10 Z2 e 9 ZB). Diferengas na quantidade de produto amplificado foram
observadas entre as cepas e refletem a heterogeneidade do niumero de repeti¢gdes do
DNA satélite. Uma caracteristica importante dessa PCR €& a amplificagdo do fragmento
de 111 pb em todas as cepas estudadas, o que pode ser utilizado para indicar a
presenca do DNA de T. cruzi na amostra.

A PCR multiplex que descrevemos nesta dissertacdo € bastante sensivel
gquando comparada a outras técnicas de diagndstico molecular. Utilizando amostras de
DNA gendmico do T. cruzi, foi possivel amplificar o DNA satélite do parasito a partir de
10 fg de DNA, que corresponde a aproximadamente 1/30 do DNA de um parasito. Essa
sensibilidade € igual a de outros iniciadores utilizados para diagnéstico da doenga de
Chagas, como O 1 e 2 (Vidigal, 1996) e S 35 e 36 (Kirchhoff et al., 1996), que
amplificam fragmentos do elemento E13 e do kDNA, respectivamente. Os iniciadores
Diaz 7 e 8 apresentam uma sensibilidade da PCR ainda maior, aproximadamente 0,1 e
1 fg dependendo da cepa do T. cruzi. Entretanto, utilizando o sistema multiplex temos a
grande vantagem de detectar e caracterizar a cepa nos dois diferentes grupos | e Il do
T. cruzi. A tipagem feita por meio do rDNA e genes do mini-exon necessita de maiores
concentragcdes de DNA, em torno de 100 pg. Esse valor é aproximadamente 10.000
vezes maior comparado com o sistema multiplex (10 fg) que desenvolvemos neste
trabalho. Essa sensibilidade, no entanto pode variar significativamente se
considerarmos que a quantidade do DNA satélite varia muito nas diferentes cepas do
parasito. Um outro ponto importante € que o cultivo dos parasitos em meio LIT para
obtengdo de maior quantidade de material, pode selecionar uma determinada

populagdo do parasito, ndo refletindo mais a heterogeneidade populacional original
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(Veloso et al., 2005). A especificidade dessa PCR multiplex foi confirmada pela
auséncia de amplificacdo ao utilizarmos amostras de DNA de parasitos
filogeneticamente proximos (T. rangeli e Leishmania spp.). Esse resultado esta de
acordo com estudos anteriores que descrevem o DNA satélite do T. cruzi como uma
sequéncia especifica do genoma desse parasito (Moser et al., 1989; Vidigal, 1996;
Virreira et al., 2003).

Utilizando amostras de DNA extraido de sangue de camundongo infectado com
T. cruzi coletado em papel de filtro, conseguimos detectar o DNA do parasito a partir de
100 parasitos/ 5yl de sangue para a cepa Colombiana e 1000 parasitos/ 5ul para a
cepa Y. Nao podemos afirmar que este seja o limite de sensibilidade da PCR multiplex
utilizando amostras de DNA extraidas de papel de filtro, uma vez que as amostras
testadas com menor numero de parasitos também foram negativas em reagbes de
PCR utilizando os iniciadores Diaz 7 e 8. A grande vantagem de se utilizar amostras de
sangue em papel de filtro estda na facilidade de coleta e manuseio da amostra no
campo e na simplicidade do método de extracdo, que economiza tempo e custo.

Uma diminuicdo na sensibilidade de detec¢cdo é esperada devido a perdas
durante a extracdo do DNA e a inibigdo parcial ou total da PCR provocada por
proteinas e outros componentes celulares da amostra. E importante observar que o
DNA de camundongo néo é amplificado e nem interfere na sensibilidade de detecgéo
do DNA do T. cruzi, o que foi demonstrado por meio dos testes de especificidade e
inibicdo da PCR multiplex com DNA purificado de camundongo. O pequeno volume de
sangue utilizado e a dificuldade em se homogeneizar esse tipo de amostra também
interferem no resultado. Moser et al. (1989) utilizando DNA extraido de 100 ul de
sangue infectado detectou o DNA satélite do T. cruzi a partir de 8 parasitos presentes
na amostra. Em nosso estudo nao testamos a sensibilidade de deteccdo em um
volume maior de sangue (adicionando quantidades conhecidas do parasita). Esses
experimentos deverao ser realizados para complementar os dados de sensibilidade.

A PCR multiplex foi positiva para 7 amostras de DNA de creme leucocitario
provenientes de pacientes na fase aguda da doenca de Chagas devido ao recente
surto dessa doenca no estado de Santa Catarina em 2005. A caracterizagao dessas
amostras por isoenzimas e por PCR com iniciadores do rDNA e mini-exon, mostrou que
elas pertencem ao grupo do T. cruzi Il (Pacheco et al., Anais do XXI Annual Meeting of
the Brazilian Society of Protozoology, 2005). Nossos resultados com a PCR multiplex
também mostraram que todas as amostras séo classificadas como T. cruzi |l. Desse

modo, a PCR multiplex utilizando os iniciadores TcSat 4 e Diaz 7 e 8 ndo somente
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contribuiu como um novo marcador molecular, mas também permitiu a classificagao
das cepas do parasito nos grupos | e Il sem a necessidade de isolamento da cepa
correspondente. Assim como para o DNA de camundongo, os testes de especificidade
e inibicdo da PCR multiplex com DNA humano mostraram que este ndao é amplificado e
nem interfere na sensibilidade de detecgao do DNA do T. cruzi, indicando que a PCR
multiplex pode ser utilizada em amostras clinicas e de campo sem a interferéncia do
excesso de DNA do hospedeiro.

Testamos também amostras de DNA extraidas de fezes de T. infestans
coletadas em papel de filtro. Machado et al. (2000) descreveu o uso desse tipo de
amostra como um meétodo rapido e pratico para detecgédo do T. cruzi e T. rangeli no
inseto vetor. Comparamos neste caso amostras de fezes positivas e negativas para o
T. cruzi, e utilizamos o exame microscopico a fresco como padrao ouro. Observamos
nesse estudo preliminar, utilizando 15 amostras, uma sensibilidade e especificidade de
100%. O perfil eletroforético mostrou claramente que todas as amostras positivas foram
classificadas como cepas do T. cruzi l.

Um problema observado na pesquisa de campo € a identificacdo de infeccdes
mistas com diferentes gendtipos do parasito. A presenga de multiplos gendtipos ja foi
observada em insetos e mamiferos, inclusive humanos (Bosseno et al, 1996; Solari et
al, 2001). A ocorréncia destas infeccbes mistas varia em diferentes areas geograficas e
sua prevaléncia na natureza ainda nao esta esclarecida. A PCR multiplex que
descrevemos nao é capaz de discriminar infecgcdes mistas de cepas do T. cruzi | e Il
Neste caso, o perfil eletroforético da PCR seria semelhante a cepas do T. cruzi ll. Esta
limitagdo também ocorre com outras reacdes de PCR para diagnéstico e classificagao
das cepas (Vargas et al, 2000; Chiurillo et al, 2003; Yeo et al, 2006). Entretanto, como
nosso objetivo € detector e classificar T. cruzi nos grupos | e Il, a grande maioria das
infeccbes mistas ja observadas (entre T. cruzi e T. rangeli e entre os subgrupos de T.
cruzi llae) ndo interfere em nossas analises. Além disso, as amostras com perfil
eletroforético de T. cruzi | em nossa PCR multiplex, sabidamente ndo apresentam
infeccdes mistas entre T. cruzi | e T. cruzi ll, sendo possivel desta forma estimar a
prevaléncia de T. cruzi Il e a prevaléncia minima de T. cruzi | em uma populacéo
mesmo na ocorréncia de infecgdes mistas dos dois grupos. Esta anadlise é
particularmente importante em estudos com um grande numero de amostras ou onde
nao foi possivel o isolamento do parasito.

Neste trabalho, ndo encontramos no DNA satélite do T. cruzi marcadores

moleculares capazes de identificar amostras com perfil isoenzimatico heterozigoto (ZB).



DISCUSSAO 90

Estas amostras pertencem ao grupo T. cruzi ll, como foi anteriormente descrito (Murta
et al., 1998; El-Sayed et al., 2005). O perfil ZB é particularmente interessante porque
esta associado com o fendtipo de susceptibilidade do T. cruzi ao BZ. Seria interessante
no futuro buscarmos um marcador molecular por PCR para diferenciar o zimodema
destas amostras.

A PCR multiplex que descrevemos é uma metodologia sensivel, especifica e
pratica, que pode ser utilizada em diferentes tipos de amostras biologicas para a
deteccdo e classificacdo do T. cruzi. Resumidamente, ela permitiu a distincdo dos
grupos | e Il do T. cruzi em amostras de DNA gendémico de 30 cepas do parasito, 14
amostras de DNA extraido de sangue de camundongos em papel de filtro, 7 amostras
de DNA de creme leucocitario humano e 11 amostras de DNA extraido de fezes de T.
infestans. Essa metodologia classificou corretamente todas as amostras do parasito e
foi especifica para T. cruzi, nao amplificando o DNA dos hospedeiros nem de outros
tripanosomatideos. A sensibilidade de deteccao variou em fungcédo da cepa, do tipo de
amostra utilizada e da metodologia de extragdo de DNA da amostra. No entanto ndo
sofreu interferéncia do excesso de DNA do hospedeiro e essa variacdo nao
desqualificou seu uso em nenhum dos nossos estudos. Por estes motivos, acreditamos
que esta PCR multiplex € uma ferramenta util para o diagnéstico e para estudos

epidemiolégicos da doenca de Chagas.



CONCLUSOES



CONCLUSOES 91

7.0 CONCLUSOES

v" O fragmento do kDNA do T. cruzi amplificado pelos iniciadores S 35 e S 36 (330
pb) é altamente varidvel e ndo serve para a classificagao das cepas do parasito.

v O elemento E13 de T. cruzi apresenta polimorfismos que podem ser utilizados
para a classificacdo de cepas do parasito, entretanto ndao encontramos
iniciadores ideais para diagnostico por PCR.

v Nao foram identificados marcadores para o fenétipo de susceptibilidade a drogas
ou zimodema, no entanto o DNA satélite de T. cruzi possui marcadores para a
classificacdo de cepas segundo os grupos | e Il do parasito.

v' Sequéncias nucleotidicas do DNA satélite do T. cruzi amplificado pelos
iniciadores Diaz 7 e 8 possuem polimorfismos encontrados apenas em cepas do
grupo | do parasito.

v Estudos filogenéticos utilizando as sequéncias nucleotidicas do DNA satélite do
T. cruzi mostram a existéncia de dois ramos filogeneticamente distintos
associados com os grupos | e Il do parasito.

v' Perfis de amplificacdo do DNA satélite do T. cruzi sugerem que os polimorfismos
encontrados em sequéncias nucleotidicas de cepas do grupo | do T. cruzi
também estdo presentes em cepas do grupo Il, porém com freqléncias
diferentes.

v' A PCR multiplex utilizando os iniciadores TcSat 4 e Diaz 7 e 8 é um método
sensivel e especifico para o diagnostico e classificagao de cepas do T. cruzi e

pode ser utilizada em amostras clinicas e de campo.

Conclusao final:

v A PCR multiplex que desenvolvemos é capaz de detectar e classificar as
cepas do T. cruzi a partir de quantidades minimas de DNA. Nosso estudo
mostra que sequéncias de DNA repetitivo sdo ideais para diagndéstico
molecular da doenga de Chagas e podem ser utilizadas para a classificagao

das cepas do T. cruzi.
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ANEXO 1:

Caddigo de identificagao utilizado neste trabalho e “Accession Number” das sequéncias
nucleotidicas obtidas e depositadas no banco de dados GenBank.

CEPA cODIGO DE N° SEQUENCIAS ACCESSION NUMBER
IDENTIFICACAO IDENTICAS OBTIDAS (GenBank)
BSO1 3 DQ914442
BS02 2 DQ914443
BS03 2 DQ914444
Barra Seca BS04 1 DQ914445
BS05 1 DQ914446
BS06 1 DQ914447
BS07 1 DQ914448
Qua01 5 DQ914449
Qua02 4 DQY914450
Qua03 2 DQ914451
Qua04 1 DQ914452
Quaraizinho Qua05 1 DQ914453
Qual6 1 DQ914454
Qua07 1 DQY914455
Qua08 1 DQ914456
Qua09 1 DQ914457
Col01 4 DQ914458
Col02 4 DQ914459
Col03 3 DQ914460
Col04 2 DQ914461
Colombiana Col05 1 DQ914462
Col06 1 DQ914463
Col07 1 DQ914464
Col08 1 DQ914465
Col09 1 DQ914466
Col10 1 DQ914467
YuyuO1 7 DQ914468
Yuyu02 4 DQ914469
Yuyu03 3 DQ914470
Yuyu Yuyu04 2 DQ914471
Yuyu05 2 DQ914472
Yuyu06 2 DQY914473
Yuyu07 1 DQ914474
CIBO1 4 DQ914475
CL-Brener CiB02 1 DQ914476
CIB03 1 DQ914477
JO1 3 DQ914478
Jo2 1 DQ914479
JOo3 2 DQ914480
J Jo4 1 DQ914481
JO5 1 DQ914482
JO6 1 DQ914483
Jo7 1 DQ914484
JO8 1 DQ914485
Luna01 3 DQ914486
Luna02 1 DQ914487
Luna Luna03 1 DQ914488
Luna04 1 DQ914489
Luna05 1 DQ914490
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Romano

Noel

VL-10

Ernane

PNM

Roma01
Roma02
Roma03
Roma04
Roma05
Noel01
Noel02
Noel03
Noel04
Noel05
Noel06
Noel07
VL10-01
VL10-02
VL10-03
VL10-04
VL10-05
VL10-06
VL10-07
VL10-08
VL10-09
Ern01
Ern02
Ern03
Ern04
Ern05
PNMO01
PNMO02
PNMO03
PNMO04
PNMO05

S A NI, DN, aaa N DN, AW a N DD

DQ914491
DQ914492
DQ914493
DQ914494
DQ914495
DQ914496
DQ914497
DQ914498
DQ914499
DQ914500
DQ914501
DQ914502
DQ914503
DQ914504
DQ914505
DQ914506
DQ914507
DQ914508
DQ914509
DQ914510
DQ914511
DQ914512
DQ914513
DQ914514
DQ914515
DQ914516
DQ914517
DQ914518
DQ914519
DQ914520
DQ914521
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