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RESUMO

A doenca de Chagas € uma zoonose que atinge mais de 7 milhdes de pessoas.
Trypanosoma cruzi, agente etiolégico dessa doenga, € um protozoario flagelado, com
ciclo evolutivo que compreende hospedeiros mamiferos e insetos hematofagos, os
triatomineos. Este projeto teve como objetivo o estudo biolégico, molecular, e
morfométrico das cepas Tsh 8 e Tv de Trypanosoma cruzi. O estudo molecular das
cepas Tsh 8 e Tv foi realizado pela técnica de FFLB, que indicou que pertencem a
mesma DTU I. O estudo biolégico da cepa Tv de T. cruzi consistiu na determinagéo do
periodo pré-patente, pico parasitémico, taxa de mortalidade, periodo de
desaparecimento das formas circulantes no sangue periférico e periodo de sobrevida
de camundongos Swiss infectados. O estudo morfométrico das formas epimastigotas
da cepa Tsh 8 e das formas tripomastigotas e epimastigotas da cepa Tv foi feito a partir
da mensuragao dos parametros: Comprimento total do parasito (CT), comprimento da
célula (CC), flagelo livre (FL), largura da célula (LC), area do cinetoplasto (AC), area do
nucleo (AN), distadncia da extremidade anterior ao nucleo (NA), distancia da

extremidade posterior ao nucleo (PN) e indice nuclear (IN=PN/NA).

Palavras-chave: biologia; Trypanosoma cruzi; morfometria; molecular;

cepas.



ABSTRACT

Chagas disease is a zoonosis that affects more than 7 million people. Trypanosoma
cruzi, the etiological agent of this disease, is a flagellated protozoan with a life cycle
that involves mammalian hosts and hematophagous insects, the triatomines. This
project aimed to study the biological, molecular, and morphometric characteristics of
the Trypanosoma cruzi strains Tsh 8 and Tv. The molecular analysis of the Tsh 8 and
Tv strains was performed using the FFLB technique, which indicated that they
belong to the same DTU I. The biological study of the Tv strain of T. cruzi involved
determining the pre-patent period, parasitemia peak, mortality rate, disappearance
period of circulating forms in peripheral blood, and the survival period of infected
Swiss mice. The morphometric study of the epimastigote forms of the Tsh 8 strain
and the trypomastigote and epimastigote forms of the Tv strain was carried out by
measuring the following parameters: total length of the parasite (CT), cell length
(CC), free flagellum (FL), cell width (LC), kinetoplast area (AC), nucleus area (AN),
distance from the anterior end to the nucleus (NA), distance from the posterior end to

the nucleus (PN), and nuclear index (IN = PN/NA).

Keywords: biology; Trypanosoma cruzi; morphometry; molecular; strains.
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1. Introducgao

1.1 Doencga de Chagas

Assim que descrita, a doenca de Chagas foi considerada uma questao
‘médico-cientifica” e social. Conhecida como “Moléstia tropical’, fora
caracterizada como “endemia dos sertdes” e como “doencga do Brasil”. Isso se
deve ao seu perfil caracteristico, que se mostrou bastante associado a identidade
nacional daquela época, 1909 (Kropf, 2009). As pesquisas dessa doenga foram
determinantes para o avango do conhecimento cientifico. Trypanosoma cruzi,
agente etiologico da doenga de Chagas, € um protozoario flagelado, com ciclo
evolutivo que compreende hospedeiros mamiferos e insetos hematéfagos da
ordem Hemiptera, subfamilia Triatominae que incluem trés principais géneros:
Panstrongylus, Rhodnius e Triatoma (De rezende, 1968). Atualmente sao
admitidas 159 espécies na subfamilia Triatominae (sendo 156 espécies vivas e
trés espécies fosseis) (Alevi et al, 2021; Guerra, 2016; Masarin, 2023; Ravazi,
2023; Sousa, 2024).

A doencga de Chagas é assim nomeada por se tratar de uma homenagem a
Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas, que em 1909, foi o responsavel por
divulgar ao mundo cientifico a existéncia da doen¢a no Brasil, além de descrever
seu agente causal e a identificacdo do inseto transmissor em seu trabalho

(Westphalen; Bisugo; Araujo, 2012).

A doencga de Chagas tem como agente etiolégico o protozoario flagelado
Trypanosoma (Schizotripanum) cruzi Chagas, 1909, em homenagem ao cientista
Oswaldo Cruz. Esse protozoario parasita diferentes espécies de triatomineos, os
quais atuam como vetores responsaveis pela transmissdo a mamiferos,
estabelecendo assim o ciclo silvestre de infeccdo (Coura, 2003). A infecao
humana tornou-se possivel a partir do processo de colonizagcdo e/ou invasao de
triatomineos, popularmente conhecidos como barbeiros nos ambientes
domiciliares. Esse contato com o homem ocorre em fungdo da necessidade
alimentar do vetor, o que justifica sua auséncia em ambientes desprovidos de
ocupacado humana. Além disso, fatores como o desmatamento e a consequente

reducao da disponibilidade de animais que, originalmente, constituiam suas fontes



naturais de alimento contribuem para aproximar os triatomineos dos domicilios
humanos (Forattini et al., 1981; Fé et al., 2009). A doencga é caracterizada como
uma antropozoonose e esta fortemente associada a contextos de desigualdade
socioecondmica, uma vez que o vetor apresenta maior incidéncia em areas rurais
de criacdo de animais, onde as habita¢des frequentemente apresentam condi¢des
estruturais rudimentares (Costa; Pacheco, 2008). Ademais, a transmissao oral
constitui um agravante nessas regides, sobretudo porque alimentos como o agai,
tipico da regiao Norte do Brasil ttm seu consumo amplamente relacionado a

ocorréncia de surtos de doenga de Chagas (Ferreira, 2016).

Barbosa-Labello, em 2010, conseguiu mostrar em seu trabalho, em que foi
utilizado um modelo animal, que o parasita era capaz de sobreviver na polpa do
acai por diferentes periodos e sob diferentes temperaturas, garantindo a sua
viruléncia e, consequentemente, sua capacidade de infecgao via alimento. O que
faz com que a regido amazonica brasileira possua um numero bastante alto de
surtos da doenga de Chagas em comparagao ao restante do pais. A transmissao
oral também esta associada ao consumo de diversos alimentos contaminados,
incluindo caldo de cana e leite materno, entre outros produtos capazes de atuar

como veiculos do parasito (Ferreira et al., 2014).

A transmissdo de Trypanosoma cruzi ao ser humano pode ocorrer nos
ambientes silvestre, peridoméstico e doméstico. No ciclo silvestre, a manutengao
do parasito depende da interacado entre triatomineos e mamiferos silvestres que
atuam como reservatoérios naturais. O ciclo peridoméstico, por sua vez, representa
uma extensido do ciclo silvestre, estabelecendo-se a partir da aproximacao de
triatomineos e animais domésticos que vivem nas imediagdes das residéncias
humanas, favorecendo a circulagdo do parasito entre espécies de diferentes
habitats. Ja o ciclo doméstico envolve animais que coabitam com o ser humano
— como caes, gatos e suinos, 0os quais podem igualmente atuar como
hospedeiros de T. cruzi. Os triatomineos ndo nascem infectados; tornam-se
portadores do parasito ao ingerirem sangue de um animal infectado. Embora
esses insetos possam se alimentar de uma ampla variedade de vertebrados,

incluindo aves (uma espécie reportada)(Martinez-Hernandez et al 2022, répteis,



anfibios e os mamiferos, esses sdo competentes para manter a infeccéo e

permitir a continuidade do ciclo de T. cruzi (Botto et 2022; Fernandes, 1994).

Durante o dia, os triatomineos permanecem ocultos em frestas, abrigos
escuros ou outras estruturas protegidas, emergindo a noite para se alimentar.
Geralmente, a hematofagia ocorre enquanto o ser humano esta dormindo. O ato
de succdo, por si sO, ndo provoca dor intensa nem ¢€ responsavel pela
transmissao do parasito, uma vez que o Trypanosoma cruzi esta presente nas
fezes do vetor, eliminadas logo apds a refeicdo sanguinea. Ao sentir desconforto
ou prurido no local da picada, o individuo tende a cocar a regido, facilitando a
entrada do protozoario por microlesbes cutaneas ou por mucosas adjacentes.
Esse processo constitui o principal mecanismo de infecgdo no ciclo vetorial

classico (Argolo; Felix; Pacheco; Costa, 2008).

1.2 Trypanosoma cruzi

Quando o parasita T. cruzi é eliminado pelas fezes do triatomineo, esse
encontra-se na forma tripomastigota metaciclica (a que é presente na porgao retal
do vetor), que se trata de uma célula alongada e com um flagelo, o que facilita
sua movimentagao. Nesse sentido, depois de adentrar o organismo do hospedeiro
vertebrado, a infecgdo de células vizinhas ocorre, e nessas células o parasita
assume a forma amastigota, que é arredondada. A forma amastigota se multiplica
de forma rapida, o que facilita o rompimento celular e a entrada na corrente
sanguinea. A forma do parasita nessa fase €& chamada de tripomastigota
sanguineo, que se dissemina e penetra células de diferentes tecidos e érgaos,

como tecidos musculares cardiacos e lisos (Dias e Coura, 1997).

Um triatomineo que se alimenta de um vertebrado contaminado, também
se infecta ao ingerir os tripomastigotas sanguineos. A forma que o parasita adota
no intestino médio do vetor é a epimastigota, que se multiplica. Ja no intestino
posterior do barbeiro, a forma epimastigota se transforma em tripomastigota
metaciclica, que é eliminada junto das fezes do vetor no momento de infecgdo do
hospedeiro vertebrado, o que possibilita o inicio de um novo ciclo. (Dias e Coura,
1997).

Diversas vias de transmiss&o de Trypanosoma cruzi sao reconhecidas,
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embora algumas apresentem maior relevancia epidemiolégica. Entre elas
destacam-se: a transmissao vetorial, que ocorre pelo contato direto entre o vetor e
o hospedeiro durante e apos a repasto sanguineo; a transmissdo congénita,
caracterizada pela passagem vertical do parasito, predominantemente por via
transplacentaria; e a transmiss&o oral/vetorial, resultante da ingestdo de alimentos
contaminados, como caldo de cana, acai e outros produtos suscetiveis a
contaminacgao, além da possibilidade de transmissao pelo leite materno. Também
podem ocorrer a transmissdo acidental, geralmente relacionada ao manuseio
inadequado de material biologico e ao uso incorreto de equipamentos de protecéo
individual; a transmissédo transplantar, decorrente do transplante de o6rgaos
infectados; e a transmisséo transfusional, historicamente associada ao processo
de ‘urbanizacdo dos chagasicos’, que elevou a frequéncia de doadores com
infeccdo cronica (Shikanai-Yasuda; Shiroma, 1990). Adicionalmente, embora
menos frequentes, sdo descritas a transmissao sexual e a transmissdo associada
ao manuseio de carcagas ou sangue de animais silvestres infectados,
especialmente em contextos de cacga, abate ou manipulacdo sem protecao
adequada(Xavier, et al, 2014)

Existem duas fases da doenca de Chagas, a aguda e a crbnica. A fase
aguda consiste em uma forma sintomatica ou assintomatica, frequente na
primeira infancia (Costa, 2013). Essa fase tem inicio quando ha o primeiro contato
do parasita com o vertebrado, nesse periodo, os sintomas e sinais clinicos
apresentados pelo individuo comecam depois de 8 a 10 dias apo6s a infecgao, que
sao o sinal de Romana e o chagoma de inoculacao. Os principais sintomas dessa
fase sao febre, astenia e cefaléia. Outros sintomas que podem ser percebidos sédo
linfonodomegalia generalizada e hepatoesplenomegalia, além de manifesta¢des
cardiacas. Esses sintomas normalmente desaparecem de forma breve (Colosio,
2007; Santos, 2011).

A fase crbnica pode se manifestar de forma assintomatica e sintomatica. A
primeira é caracterizada pela inexisténcia de manifestagdes clinicas relevantes.
Enquanto a forma sintomatica, faz com que os individuos, que antes eram
assintomaticos, passem a expressar complicagdes no sistema cardiovascular € no

digestdrio, além de uma intensa ativagdo do processo inflamatério (Gilber, 2007).
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1.3 Impacto na saude publica

Ja é fato que a doenga de Chagas é uma das enfermidades humanas que
mais se relaciona a fatores como o subdesenvolvimento. Calcula-se que em areas
endémicas existam mais de 7 milhdées de infectados, e cerca de 6 mil pessoas
morrem no mundo devido a complicagdes na fase crénica (Pereira-Silva; De
mello; Araujo-Jorge, 2022; Who, 2025).

Além do mais, existem discussdes e estudos sobre os diversos impactos
que a doenca de Chagas pode causar no ambito humano, que sao bastante
diversificados. Os principais impactos observados até aqui tém relacdo com
alteragdes comportamentais, cognitivas ou até psicossociais (mais presentes na

fase cronica) (Hueb; Loureiro, 2005).

1.4 Vetores/Triatominae

Os vetores de Trypanosoma cruzi, os triatomineos, popularmente
conhecidos como barbeiros, sdo insetos estritamente hematdéfagos. Apresentam
aparelho bucal reto, do tipo sugador, que n&o ultrapassa o nivel do primeiro par
de pernas; possuem cabecga alongada, antenas inseridas lateralmente e olhos
proeminentes. O tamanho corporal geralmente varia entre 2 e 3 cm, embora

possa oscilar de 0,5 a 4,5 cm, dependendo da espécie (Argolo, 2008).
Atualmente, sdo reconhecidas 159 espécies de triatomineos, incluindo trés

espécies fésseis, distribuidas em cinco tribos e 19 géneros (Rivas, 2022; Paiva et
al., 2025)

Em 2002 Papa, Jurberg, Carcavallo, Cerqueira e Barata descreveram uma
nova espécie de Triatominae, que foi denominada Triatoma sherlocki, coletada em
Santo Inacio, municipio de Gentio do Ouro, Bahia. Espécie essa que foi tema da
tese de doutorado de Cerqueira em 1982, desenvolvida e defendida no Instituto
de Ciéncias Biomédicas, USP, Sdo Paulo. Em 2009 Mendoncga et al. por meio de
reconstrugao filogenética concluiram que T. sherlocki faz parte do subcomplexo T.

brasiliensis e do complexo T. infestans.

T. vitticeps encontra-se distribuido no Brasil, nos estados da Bahia, Espirito
Santo, Minas Gerais e Rio de Janeiro (Lent & Wygodzinsky, 1979; Galvao, 2015)

e costuma estar mais proximo de areas vegetadas e com campo rupestre (Dias,
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2015). Essa espécie costuma estar presente em ambientes umidos e florestais.

Além de também preferir habitar ambientes intradomiciliares do que aqueles
peridomiciliares (Dias, 1989).
As cepas Tsh 8 e Tv de T. cruzi sdo mantidas no laboratério de

Parasitologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas/Unesp/Araraquara.



2. Objetivos

Estudar a parasitemia obtida a partir da infeccado de camundongos Swiss
com a cepa Tv de Trypanosoma cruzi isoladas no laboratério de Parasitologia, da

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas/Unesp/Araraquara.

Estabelecer estudos morfométricos das formas epimastigotas e
tripomastigotas da cepa Tv e da forma epimastigota da cepa Tsh 8 de

Trypanosoma cruzi.

Realizar a caracterizacdo molecular dessas duas cepas de T. cruzi por
meio da técnica Fluorescent Fragment Length Barcoding (FFLB), que se baseia

na amplificagdo de quatro regides variaveis dos genes 18S e 28Sa rRNA.
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3. Material e métodos

As cepas utilizadas para o estudo do projeto foram isoladas a partir de
fezes de Triatoma sherlocki coletadas no distrito de Santo Inacio, municipio de
Gentio do Ouro, BA. Enquanto a cepa Tv foi isolada de um espécime adulto de

Triatoma vitticeps coletado no municipio Grao Mogol, MG.

Essas cepas foram mantidas em meio de cultura LIT e, posteriormente,
foram alvo de genotipagem por meio dos genes 18S e 28Sa rRNA. Foi feita a
limpeza correta e indicada do meio LIT, a fim de evitar o decréscimo da cultura e
qualquer tipo de contaminagao. Ainda no que se refere a manutencdo das cepas

sem contaminacao, foram feitos repiques periddicos.

Com relagao a pesquisa in vivo, os camundongos da linhagem Swiss foram
infectados com tripomastigotas da cepa Tv por via intraperitoneal, o que tornou

possivel avaliar o desenvolvimento da doenca biologicamente.

Os estudos biométricos da forma epimastigota das cepas Tsh 8 e Tv, e da
forma tripomastigota da cepa Tv, foram feitos no laboratério de Parasitologia da

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP de Araraquara.

Optou-se por estudar tais cepas com base em um conjunto de
caracteristicas bioldgicas, incluindo observagées de seu comportamento infectivo
em camundongos (Mus musculus, variedade Swiss) e em meio de cultura LIT,
além de analises moleculares destinadas a genotipagem por meio dos genes 18S
e 28Sa rRNA. A cepa Tv teve suas formas tripomastigota e epimastigota
avaliadas quanto a cinco caracteres biométricos, enquanto a cepa Tsh 8 teve suas
formas epimastigotas examinadas com base nos mesmos parametros. Desse
modo, busca-se ampliar o conhecimento sobre essas duas cepas de T. cruzi,
isoladas de Triatoma sherlocki e T. vitticeps, respectivamente, contribuindo para o
avanco cientifico, para o aprimoramento das estratégias de controle da doencga de

Chagas e para a formagao de recursos humanos especializados na area.

3.1 Meio de cultura

O meio de cultura utilizado para o crescimento do parasita foi o0 meio LIT
(liver infusion tryptose) contendo NaCl 75 mM; KCI 5,4 mM; Na2HPO4 62 mM,;
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glicose 0,2%; triptose 0,5% (Sigma-Aldrich); infusdo de figado 0,5% (BD, Brasil);
hemina 10 pg/mL; 10% SFB (Gibco); 59 mg/mL penicilina; 133 pg/mL
estreptomicina, ajustado para pH=7,2 (Camargo, 1964; Mantovani, 2022).

3.2 Animais

Camundongos da espécie Mus musculus da linhagem Swiss. Essa
linhagem trata-se de um tipo de camundongo heterogénico que é utilizado ha
muito tempo em pesquisas biomédicas e farmacologicas. Possui alta fertilidade,

prolificidade e produtividade. (Neves; Filho; Menezes, 2013).

3.3 Caracterizagcao Morfométrica das cepas Tsh 8 e Tv

Foram capturadas e mensuradas imagens de 35 formas epimastigotas de
cada uma das duas cepas de T.cruzi retiradas de meio LIT, além disso, também
se mensurou 35 formas tripomastigotas da cepa Tv, que foram obtidas do sangue

de camundongos contaminados durante o pico de parasitemia.

Os parametros morfolégicos da forma tripomastigota que foram
mensurados foram definidos por Dias e Freitas Filho (1943) e Barreto (1965):
Comprimento total do parasito (CT), comprimento da célula (CC), flagelo livre
(FL), largura da célula (LC), area do cinetoplasto (AC), area do nucleo (AN),
distdncia da extremidade anterior ao nucleo (NA), distancia da extremidade

posterior ao nucleo (PN) e indice nuclear (IN=PN/NA).

Para a forma epimastigota, foram mensurados os mesmos parametros da
forma tripomastigota descritos acima, mas adicionando parametros morfométricos
que foram preconizados anteriormente: a largura sendo (fina/intermediaria/larga:
1,1 a 1,7um / 1,8 a 28um / 2,9 a 5,0um), o comprimento total sendo
(curto/intermediario/longo: 13,0 a 23,2um /23,3 a 31,3um /31,4 a43,7um), a area do
nucleo (pequeno/intermediario/grande: 0,9 a 1,6um? / 1,7 a 29um? / 3,0 a
6,8um?), area do cinetoplasto (pequeno/intermediario/grande: 0,3 a 0,5um?/ 0,6 a
0,9um?/ 1,0 a 1,7um?) e indice nuclear (baixo/intermediario/alto: 0,1 2 0,3/ 0,4 a
0,8/0,9 a 0,22) (Rossi, 2007).

Tanto as formas epimastigotas retiradas de meio LIT a partir do 7° dia de
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in6culo, contando com o platdé de crescimento, quanto as formas tripomastigotas
coletadas no periodo agudo da infeccdo em que se encontra 0 maior numero de
formas, foram colocadas em lamina dentro da camara de fluxo laminar, fixadas

com alcool metilico e coradas por Giemsa segundo Rosenfeld (1974).

Figura 1: Forma tripomastigota de T. cruzi, cepa Tv, ajuste do zoom (a) e selegdo da
imagem por meio de microscopio optico, mensuragcao do comprimento da célula (CC) por
poly line (b). A seta esta indicando o nucleo. 14,128 ym indica o comprimento da célula.

a) b)

Fonte: Autoria propria (2023).
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Figura 2: Forma tripomastigota de T. cruzi, cepa Tv, sele¢cdo da imagem por meio de
microscopio éptico, (a) mensuragéo do comprimento total (CT) e (b) flagelo livre (FL) com
poly line. A seta estd indicando a posicdo do cinetoplasto. 19,379 um indica o

comprimento total da célula e 5,118 pym indica o comprimento do flagelo livre.

a) b)

Fonte: Autoria propria (2023).



Figura 3: Forma tripomastigota de T. cruzi, cepa Tv, sele¢cdo da imagem por meio de
microscopio optico, (a) mensuragéo da distancia da extremidade anterior ao nucleo (NA)
e (b) distancia da extremidade posterior ao nucleo (PN) por meio de poly line. A seta
indica o flagelo. 9,631 ym indica a distancia da extremidade anterior ao nucleo e 10,745
pum indica a distancia da extremidade posterior ao nucleo.

Fonte: Autoria propria (2023).
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Figura 4: Forma tripomastigota de T. cruzi, cepa Tv, sele¢cdo da imagem por meio de
microscopio 6ptico, (a) mensuragdo da area do cinetoplasto (AC) e (b) area do nucleo
(AN) com calculo da area. 1,829 um? indica a area do cinetoplasto e 3,119 ym? indica a

area do nucleo.

a) b)
Fonte: Autoria propria (2023).
Figura 5: Forma tripomastigota de T. cruzi, cepa Tv, selegdo da imagem por meio de

microscopio optico, mensuragao da largura da célula por meio de trago. 1,962 um indica
a largura da célula.

Fonte: Autoria propria (2023).

3.4 Caracterizagao Bioldgica da cepa Tv

Inicialmente, quatro camundongos com cerca de 21 dias da linhagem
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Swiss foram infectados com 20 pL de sangue contaminado, que possuia
aproximadamente 1,08.10* formas de tripomastigotas da cepa Tv, quantidade
padronizada anteriormente em camundongos matriz a partir de contagem na
Camara de Neubauer. Esses animais previamente infectados sofreram pungao
cardiaca durante a fase aguda da infecgdo para que fosse possivel concluir o

estudo nos quatro camundongos selecionados.

Os parametros considerados foram:

- periodo pré-patente;

- periodo patente;

- taxa de mortalidade;

- periodo de desaparecimento das formas circulantes;
- curva de parasitemia.

A contagem de formas tripomastigotas foi feita na cadmara de Neubauer. A
partir do 5° dia de infecgao, trés vezes por semana, foi coletado cerca de 5 uL de
sangue contaminado pelo corte da cauda e depositou-se na camara, que foi
recoberta com laminula, a fim de obter-se uma camada delgada de sangue da
forma mais homogénea possivel. Para fazer a contagem, um calculo
considerando o numero de quadrantes foi feito, os quatro quadrantes das
extremidades da camara foram os considerados. A partir disso, dividiu-se o
numero de formas tripomastigotas encontradas por 4, numero que representa a
quantidade de quadrantes considerados, multiplicou-se por 0,020, sendo estes os
20 yL inseridos na cdmara e, por fim, multiplicou-se por 104, sendo esse o fator de

corregcado da camara. (Counting chambers, [2020]).

Esse processo foi continuado até a negativacdo em trés exames
consecutivos ou por um periodo de 60 dias. Considerou-se, principalmente, o
periodo pré-patente, nivel de parasitemia e taxa de letalidade para determinar a

viruléncia da cepa.
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3.5 Caracterizagao Molecular (Fluorescent Fragment Length Barcoding -
FFLB) das cepas Tsh 8 e Tv

- Extracdo do DNA de Trypanosoma cruzi

O DNA das cepas Tsh 8 e Tv foram extraidos segundo o protocolo indicado
por Rodrigues et al, 2019. Para a cepa Tsh 8 e Tv, 5SmL do meio de cultura LIT
foram adicionados em um tubo, depois adicionou-se neste tubo 300 pL de Digsol
Buffer, que foi misturado levemente, posteriormente, foi adicionado 10 uL de
Proteinase K. O tubo foi homogeneizado e incubado “overnight” a 37°C,
adicionou-se 350 uL de acetato de amoénia e foi agitado em vortex por 15 minutos
fazendo pausas periddicas. Apds esse processo, o tubo foi centrifugado por mais
15 minutos a 14000 rpm a 10°C. O sobrenadante dessa mistura foi transferido
para outro tubo e descartado o tubo com pellet.

Foi acrescentado 1mL de etanol 100% ao tubo com sobrenadante e,
depois, por inversao, esse tubo foi homogeneizado e logo centrifugado por 15
minutos a 14000 rpm novamente. O etanol foi descartado cuidadosamente e,
posteriormente, acrescentou-se 1mL de etanol 70% que foi homogeneizado e
centrifugado da mesma forma que anteriormente, novamente o etanol foi
descartado com cuidado. O tubo foi seco por meio de bloco seco a 55°C, depois
de completamente seco, foi acrescentado 30 pL de TE, o tubo final foi deixado em
“overnight” a temperatura ambiente.

A amostra obtida foi quantificada em nanodrop e armazenada em - 20°C
até o dia da realizacao da técnica de FFLB, que foi utilizada para analisar os picos
associados as amostras de DNA obtidas e, a partir desta analise, foi possivel
classificar as cepas de acordo com a classificagdo das DTUs (Discrete Typing
Units).

3.6 Envelhecimento da cepa Tsh 8 em meio LIT

O repique dos meios contaminados foi feito de forma periddica, de 25 em
25 dias, a fim de manter as formas epimastigotas presentes em meio de cultura
LIT. Para o envelhecimento da cepa Tsh 8, o repique foi feito utilizando 1 mL do
meio de cultura contaminado com a cepa € 4 mL de meio LIT, esperou-se cerca

de 50 dias para que se pudesse visualizar a metaciclogénese de forma mais
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evidente, uma vez que conforme os dias passaram, o metabolismo das células
passou a ser mais intenso, o meio comecgou a ter menor quantidade de nutrientes
e o pH diminui, fatores que facilitaram o processo de metaciclogénese (Melo,
2012). Foi possivel observar algumas formas tripomastigotas por microscopia
optica, os meios foram centrifugados e o precipitado foi ressuspendido em sangue
de camundongo saudavel e inoculado via intraperitoneal em cerca de 4

camundongos de 20 dias.

3.7 Inducao do processo de metaciclogénese em meio de cultura TAU e
TAU-3AAG substituindo o meio LIT

O repique foi feito utilizando 1 mL do meio contaminado e 4 mL de meio de
cultura TAU, esperou-se cerca de 50 dias para que o0 processo de
metaciclogénese se desencadeasse com maior facilidade. Foi possivel observar
formas tripomastigotas por microscopia Optica, o meio de cultura foi centrifugado a
5000 rpm por 15 minutos a 5°C, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
ressuspendido em 0,5 mL de meio de cultura e inoculado por via intraperitoneal
em quatro camundongos da linhagem Swiss de cerca de 20 dias, também foi feita
a ressuspensdo do precipitado em 1 mL de sangue de camundongo saudavel
para a posterior inoculacao intraperitoneal em outros 4 camundongos de 20 dias.
O mesmo foi feito com o meio de cultura TAU-3AAG.

3.8 Imunossupressao dos camundongos utilizando ciclosporina

A imunossupresséo foi feita em cinco camundongos de aproximadamente
21 dias, que receberam quantidades de ciclosporina relativas ao seu peso, de
acordo com a bula do medicamento (15 mg/kg), por sete dias seguidos. Apdos o
periodo estabelecido, a cultura envelhecida de LIT com a cepa Tsh 8 (o
precipitado ressuspendido com sangue de camundongo saudavel) foi inoculada

nos camundongos via intraperitoneal, cerca de 15 yL em cada camundongo.
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4. Resultados

4.1 Caracterizagdao Morfométrica das cepas Tve Tsh 8

- Caracterizagao das formas tripomastigotas da cepa Tv

As laminas com o sangue dos camundongos infectados foram coradas pelo

meétodo de coloragdo May Grunwald Giemsa para mensuragéo da cepa Tv.

Observa-se a seguir as fotomicrografias das formas parasitarias

tripomastigotas da cepa Tv de T. cruzi.

Figura 6: Fotomicrografias (100 X) referentes as formas tripomastigotas
sanguineas da cepa Tv de T. cruzi mensuradas.

(1) (2) 3) 4) (5)
(6) (7) (8) 9)

(10)
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(31) (32) (33) (34) (35)

Fonte: Autoria prépria (2023).

- Caracterizagao das formas epimastigotas das cepas Tv e Tsh 8

As formas epimastigotas das cepas Tv e Tsh 8, obtidas por meio de cultura
LIT, foram coradas pelo método de coloragdo May Grunwald Giemsa. Foi
observada a variabilidade das estruturas, principalmente, a posicao do
cinetoplasto e do nucleo, o comprimento total, as distancias das extremidades
anterior e posterior ao nucleo, as areas do nucleo e do cinetoplasto e o indice
nuclear.

Observa-se abaixo as fotomicrografias das formas epimastigotas das

cepas Tv e Tsh 8 de T. cruzi (Figuras 7 e 8).

Figura 7: Fotomicrografias (100 X) referentes as formas epimastigotas da cepa Tv de T.
cruzi mensuradas.

(1) (2) (3) (4) ()
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Fonte: Autoria propria (2023).

Figura 8: Fotomicrografias (100 X) referentes as formas epimastigotas da cepa Tsh 8 de
T. cruzi mensuradas.

(1) ) (©) (4) ()



(6)
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(31) (32) (33) (34) (35)

Fonte: Autoria propria (2023).

O comprimento das formas epimastigotas mensuradas puderam ser
diferenciadas em formas finas, intermediarias e largas, como € possivel observar
na figura abaixo. Os parametros utilizados para realizar essa classificagdo foram
preconizados por Rossi, 2007.

Figura 9: Fotomicrografias das formas epimastigotas de T. cruzi (100 X) da cepa Tsh 8:

(a) forma fina, (b) forma intermediaria e (c) forma larga.

(@) (b) ()

Fonte: Autoria propria (2023).

Os resultados referentes a avaliagdo morfométrica de 35 formas
tripomastigotas da cepa Tv e de 35 formas epimastigotas das cepas Tv e Tsh 8, a
partir de um analisador e mensurador de imagem baseado em parametros
estabelecidos anteriormente por Dias e Freitas Filho (1943) e Barreto (1965),

estdo representados nas Figuras 10 e 11.
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Figura 10: Resultados da analise morfométrica feita em 35 formas epimastigotas e 35

formas tripomastigotas da cepa Tv de T. cruzi.

. L. Cepa Tv
Parametros Morfométricos ..
Minimo (pum) Maximo (pm) Média * DP (pm)
Tv Epimastigota Tv Tripomastigota Tv Epimastigota Tv Tripomastigota Tv Epimastigota Tv Tripomastigota
CcT 14,021 12,643 43,04 24,135 26,548 + 6,439 17,379 + 2,767
cC 8,116 7,454 24,793 17,417 14,947 + 4,296 13,428 +1,891
FL 5,533 1,341 19,247 9,588 12,119 + 3,671 4,321 +1,713
LC 1,334 1,265 3,604 2,869 2,350+ 0,569 2,119 + 0,362
AC* 0,502 1,032 4,775 3,019 1,656 + 0,803 2,065 + 0,485
AN* 0,775 0,554 5,453 6,136 1,639 + 0,974 2,200+ 1,164
NA 7,885 3,658 25,845 14,418 17,114 + 4,543 8,205 + 2,238
PN 4,191 1,97 26,448 12,601 9,732 +4,131 10,286 + 1,506
IN 0,246 0,448 2,565 3,433 0,658 + 0,439 1,425 + 0,580

Fonte: Autoria prépria (2023).

Figura 11: Resultados da analise morfométrica feita em 35 formas epimastigotas da cepa
Tsh 8 de T. cruzi.

Parametros Morfométricos Cepa Tsh 8 Epimastigota

Maximo (um) Minimo (um) Média + DP (um)

cT 39,911 19,102 29,063 + 4,966
cC 23,667 8,847 15,616 + 4,434
FL 22,168 7,081 14,601 + 3,419
LC 3,391 1,661 2,482 + 0,590
AC* 4,735 0,459 1,710 + 0,843
AN* 3,111 1,117 2,150 £ 0,838
NA 34,504 10,643 22,996 + 5,768
PN 19,67 1,102 6,86 + 3,937
IN 0,73 0,071 0,351 + 0,338
wo_ |J.m2

Fonte: Autoria propria (2023).

4.2 Caracterizagao Biolégica da cepa Tv

O comportamento da cepa Tv nos camundongos da linhagem Swiss foi

praticamente constante, observou-se um aumento do numero de formas
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tripomastigotas de forma lenta e continua até o pico da parasitemia ser atingido,

apos isso, a queda do numero de formas também se deu de forma regular,
chegando ao desaparecimento total de formas no sangue periférico. A cepa Tv
apresentou 100% de infectividade. Os valores relacionados aos parametros
estabelecidos anteriormente para o desenvolvimento do estudo biolégico da cepa

Tv estao referidos na Figura 12.

Figura 12: Caracteristicas biolégicas da cepa Tv de T. cruzi apés infeccao intraperitoneal

em camundongos Swiss com formas tripomastigotas

CepaTv
Camundongos (formas/0,02 mL) Periodo pré-patente (dias) Parasitemia Maxima (n2/ml) Dia Fase Aguda (dias) Observagdes
Inéculo 1,08.10"
c1 11 2,64.10° 200 17 cronicidade
c2 11 1,94.10° 232 17 cronicidade
c3 11 2,21.10° 230 17 cronicidade
c4 11 1,69.10° 230 14 cronicidade

Fonte: Autoria propria (2023).

A cepa Tv teve uma variagdo da parasitemia que foi de 1,69.10* a 2,64.104
formas tripomastigotas por mL de sangue infectado, a fase aguda teve duracéo de
14-17 dias e a taxa de letalidade foi de 0% (Tab. 3). Também existem dados que
mostram que o periodo pré-patente foi de 11 dias, a parasitemia maxima foi de
2,64.10* formas de tripomastigotas no 20° dia de infecgdo e houve evolugdo do

parasita para cronicidade em 100% dos animais.

No perfil parasitémico da cepa Tv é possivel observar o periodo
pré-patente, o pico parasitémico e o desaparecimento das formas analisadas
(Figura 13).

Figura 13: Curva de parasitemia (C1, C2, C3 e C4) observada em camundongos Swiss
inoculados com a cepa Tv de T. cruzi. O eixo X indica os dias apds o inéculo e o eixo Y o
n° de tripomastigotas/mL de sangue 10*.



PERFIL PARASITEMICO

——C1 =—8—(2 c3 Cc4

O = N W RO~ 00 WD

112 1492 179 2192 239 262 299 3282 359 38%2 4192 4492 509
DIAS APOS INOCULO

Fonte: Autoria propria (2023).

4.3 Caracterizagao molecular da cepa Tsh 8 e Tv

A amplificacdo de quatro regides variaveis dos genes 18S e 28Sa rRNA,
que sao partes da técnica de FFLB, pode ser representada pelo esquema feito

abaixo:

Figura 14: Sequéncia do codigo de rRNA. As partes amarelas representam as
regides analisadas pela técnica de FFLB.

Fonte: Autoria propria (2023).
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A analise das amostras de DNA, obtidas das cepas de Tsh 8 e Tv, a partir
da técnica de FFLB mostrou que os picos encontrados sao pertencentes ao

subtipo genético Tcl.

34



5. Discussao

5.1 Estudo Morfométrico

As formas tripomastigotas e epimastigotas de T.cruzi possuem muitas
variagdbes quanto as mensuragdes, o que foi possivel observar durante o
desenvolvimento do estudo morfométrico das cepas Tv e Tsh 8. Entretanto, ainda
nao existe um consenso sobre a variagdo das formas das cepas e a sua
patogenicidade (Martins et al., 2008). O estudo demonstrou grandes variagées em
relagdo a alguns parametros especificos das formas tripomastigotas e
epimastigotas da cepa Tv quando comparadas, como o comprimento do flagelo
livre (FL) e o comprimento total (CT), mas também tiveram os outros parametros
com valores regulares.

Quando outros estudos relacionados a morfometria (Brener e Chiari, 1963;
Belda Neto, 1974; Martins, 2005; Rossi, 2007; Martins et al., 2008) s&o
levantados, € possivel concluir que os resultados possuem um padréo de
variagdo, estando proximos da variagcdo de Hoare (1972) e semelhantes aos
resultados obtidos aqui neste trabalho. E importante ressaltar que as principais
diferencas notadas neste estudo em relacdo aos outros trabalhos podem ser
justificadas devido a fonte de obtencdo e manutencao das formas existentes nas
demais analises. Por outro lado, o estudo da forma tripomastigota deste trabalho
foi feito de forma semelhante aos demais, com sangue de mamifero

(camundongo).

A cepa Tsh 8 na forma epimastigota possui grande variagao de valores nos
parametros de flagelo livre (FL), comprimento celular (CC), distédncia da
extremidade anterior ao nucleo (NA), distancia da extremidade posterior ao nucleo
(PN) e area do cinetoplasto (AC), indicativo de alguns polimorfismos, dai a
classificagdo de parametros preconizados anteriormente por Rossi em 2007.
Entretanto, o significado real desse polimorfismo ainda néo foi estabelecido, ndo
se sabe se ha um comportamento bioldgico distinto associado ou se trata apenas
de variagbes morfolégicas (Brener e Chiari, 1963; Andrade, S. G. et al., 1997).

Os hospedeiros podem funcionar como critério para os aspectos

relacionados a morfologia das cepas de T. cruzi, sendo meios seletivos, além de
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diversos outros fatores como o meio-ambiente e localizagdo geografica (Rimoldi,
2010).

5.2 Estudo Biolégico

Apesar da infecgdo de hospedeiros vertebrados por T. cruzi se
desenvolverem de forma tipica e semelhante entre si, existe grande variabilidade
em relagcdo a velocidade do desaparecimento das formas tripomastigotas
sanguineas, uma vez que as formas mais finas tém capacidade de desaparecer
mais rapidamente da circulagdo (Brener, 1977), o que nado acontece com as

formas mais largas de tripomastigotas.

Foi importante constatar que a parasitemia maxima encontrada nos
animais permaneceu relativamente constante entre os quatro camundongos
selecionados para o estudo, o que pode ser associado ao fato do inéculo ter sido
padronizado anteriormente em relagdo a quantidade de parasitas inoculados

existentes.

A cepa Tv de T. cruzi apresentou periodo pré-patente curto. Esse periodo
foi de 11 dias. O resultado se assemelha com alguns estudos como o de Nai et al.
(2006) que ao estudar quatro cepas de T. cruzi isoladas de pacientes chagasicos
cronicos procedentes de diversas areas geograficas, também observou periodo

pré-patente curto, entre 5 e 9 dias.

Neste estudo foi possivel verificar que a parasitemia maxima da cepa Tv foi
atingida entre os dias 20° e 23° com cerca de 2,12.10* formas tripomastigotas, e
com a fase aguda atingida entre 14-17 dias. A curva de parasitemia seguiu uma
constancia em que as formas aumentaram de forma lenta e regular, com algumas
pequenas quedas, mas depois seguiu aumentando em diregao ao pico, decaindo
de forma também constante até atingir a completa cronicidade.

O grau de viruléncia da cepa Tv mostrou-se bastante alto, visto que muitos
animais morreram antes dos 10 primeiros dias de infeccdo, o que dificultou o
estudo completo até a fase de cronificagdo. Apds mais experimentos conduzidos,
foi verificada alta agressividade da cepa para os animais de laboratério

infectados, que mostravam pelo ralo, pele arroxeada e 6rgéos visivelmente
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edemaciados ao final do estudo. Ademais, a taxa de letalidade foi alta, quando
considerados os 8 primeiros camundongos, que nao sobreviveram até parte
relevante do estudo. Os quatro camundongos que permaneceram vivos seguiram

até a cronificagdo com taxa de mortalidade de 0%.

5.3 Estudo Molecular

Trypanosoma cruzi esta relacionado a um clado denominado de “clado
T.cruzi”, que é composto por representantes do subgénero Schizotrypanum, entre
outras espécies de Trypanosomatidae. O clado em que T. cruzi se insere €&
bastante heterogéneo, portanto, possui uma grande variedade de espécies de
Trypanosoma, que possuem varios hospedeiros mamiferos e com diferentes

distribuicao geografica (Jansen et al, 2017).

As informagbes sobre a variabilidade genética e as relagdes filogenéticas
entre as linhagens do parasita crescem, isso é devido ao rapido surgimento de
técnicas e metodologias moleculares utilizadas para a identificacdo dos diferentes
subtipos genéticos de T. cruzi, além de estabelecer relagdes entre esses
(Maldonado, 2018). Por meio de analises capazes de codificar genes especificos
do parasita, as cepas de T. cruzi foram divididas em sete grupos (Lewis et al.
2009; Zingales et al. 2009; Marcili et al. 2009). Os subtipos genéticos existentes
sdo chamados de DTUs, Unidades Discretas de Tipagem, e trata-se de um
conjunto de populagdes geneticamente semelhantes e que sao identificados por
marcadores genéticos, moleculares e imunolégicos em comum (Jansen et al,
2017).

As analises das duas cepas estudadas neste trabalho feitas pela técnica
FFLB se enquadram no grupo |, que é um dos gendtipos mais antigos de T. cruzi,
também conhecido como sendo um dos primeiros, assim como o grupo Il
Estudos apontam que as DTUs | e Il se separaram entre 3 e 10 milhdes de anos

atras (Jansen et al, 2017).

E sabido que a DTU Tcl é bastante dispersa e muito frequente na natureza,
possui uma grande variedade de hospedeiros mamiferos e vetores, pode ser vista
desde o Chile até territorios estadunidenses (Lima et al, 2014). A DTU Tcl ja foi
associada aos ciclos de transmissao silvestre e arboreo, entretanto, ja foi isolada
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em mamiferos e triatomineos variados, e conseguiu ser encontrada em todos os
extratos florestais. Trata-se de uma DTU muito heterogénea, que pode ser
encontrada em paises da América do Sul, e em regidées do Norte do Brasil. O
grupo Tcl ja foi dividido em outros quatro grupos, ou os chamados haplétipos, que
foram encontrados em infeccdo humana, em triatomineos que habitam ambientes
silvestres e em ciclos de transmissdo do parasita em ambientes peridomiciliares.
Novas populagdes e gendtipos de Tcl sdo descritos e associados a ambientes

silvestres e domésticos (Honorato, 2020).

38



6. Conclusao

O conjunto de estudos desenvolvidos e estabelecidos por este trabalho traz
importantes consideragbes sobre o protozoario Trypanosoma cruzi, que € o
agente causal da doengca de Chagas, que podem colaborar para o
desenvolvimento futuro de demais analises relacionadas a essa doenga que ainda

se mostra muito presente na América Latina.

Os resultados morfométricos encontrados revelam a variagdo significativa
observada nos parametros analisados, o que reforca a existéncia de
polimorfismos. A morfologia € influenciada tanto pela genética da cepa quanto por

pressoes seletivas do hospedeiro e do ambiente.

Os dados bioldgicos obtidos revelam a alta agressividade e a viruléncia da
cepa Tv, o que é demonstrado pelo curto periodo pré-patente e por uma taxa de
letalidade precoce. Além disso, a rapida progressao da infeccdo somada ao
aparecimento de sinais clinicos severos, definem a cepa Tv como um modelo de
estudo muito relevante para casos agudos da Doenga de Chagas, o que permite a

determinagao da gravidade e do desfecho de caso clinico.

O estudo molecular mostrou-se extremamente relevante, uma vez que a
identificacdo das cepas estudadas como pertencentes a DTU Tcl reafirma a
importancia deste gendtipo na dindmica da Doenga de Chagas no Brasil.
Conclui-se que as cepas Tsh8 e Tv inserem-se em uma linhagem evolutivamente
ancestral e muito versatil, as quais sdo capazes de transitarem com sucesso entre
ciclos silvestres e peridomiciliares. A classificagcdo demonstra a heterogeneidade
biolégica das cepas, visto que este € um grupo reconhecido por uma vasta
distribuicdo geogréafica e alta capacidade de infecgdo. Dessa forma, pode-se
concluir que o grupo Tcl é um componente persistente e adaptavel, cujo
monitoramento genético torna-se essencial para entender os mecanismos de

disperséo e os diferentes cenarios de transmissao da cepa.
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