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RESUMO

Este estudo visou mensurar formas tripomastigotas e epimastigotas de Trypanosoma cruzi das
cepas Bolivia, QM2, S.1.9 e Y por meio de microscopio 6ptico acoplado a um analisador de
imagens e programa Leica QWin. Para tanto utilizou-se os pardmetros definidos por DIAS,
FREITAS FILHO (1943) e BARRETO (1965): distancias da extremidade posterior ao meio do
nucleo (PN), do meio do nicleo a extremidade anterior do corpo (NA), comprimento do flagelo
(FL), comprimento total (T), largura (L), Area do Cinetoplasto (AC), Area do Ndcleo (NA) e
Indice Nuclear (IN). Mensurou-se 360 formas tripomastigotas sanguineas, 120 formas
epimastigotas de meio de cultura LIT e 120 formas epimastigotas de fezes de triatomineo de T.
cruzi de cada uma das cepas Bolivia, QM2, S.1.9 e Y. Os oito parametros definidos para
caracterizacdo das formas tripomastigotas sanguineas foram mensurados anteriormente ao pico
de parasitemia, durante o pico e posteriormente ao pico de parasitemia para as formas
tripomastigotas sanguineas. As quatro cepas de 7. cruzi mostraram percentual distinto de formas
finas, intermedidrias e largas das formas tripomastigotas sanguineas. De acordo com os
parametros morfométricos as formas foram classificadas em fina, intermedidria e larga no que se
refere a largura e curta, intermedidria e longa com relacdo ao comprimento. As mensuragdes das
formas tripomastigotas sanguineas de 7. cruzi das cepas Bolivia, QM2, S.I.9 e Y quanto a
largura mostraram os seguintes resultados: as formas finas variaram entre 0,6 e 1,3um;
intermedidrias entre 1,4 e 2,1um; largas entre 2,2 e 5,5um. Quanto ao comprimento total obteve-
se para a forma curta variacdo entre 13,5 e 19,5um; para a forma intermedidria entre 19,6 e
24, 7um; para a forma longa entre 24,8 e 43,8um. As formas epimastigotas de meio de cultura
LIT apresentaram as seguintes mensuragdes quanto a largura: formas finas entre 1,1 e 1,7um,
formas intermedidrias entre 1,8 e 2,8um, forma larga entre 2,9 e 5,0um; quanto ao comprimento
total obteve-se para forma curta variacao entre 13,0 e 23,2um, forma intermedidria entre 23,3 e
31,3um, forma longa entre 31,4 e 43,7um. As mensuracdes das formas epimastigotas de fezes de
triatomineo quanto a largura variaram entre 0,7 e 1,8um para forma fina, 1,9 e 3,3um para forma
intermedidria, 3,4 e 7,5um para forma larga; quanto ao comprimento total variaram entre 11,1 e
19,1ym para forma curta; 19,2 e 32,5um para forma intermedidria; 32,6 e 51,1um para forma
longa.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, morfometria, cepas.



ABSTRACT

This study aimed the measurement of trypomastigotes and epimastigote of Trypanosoma cruzi
from Bolivia strains, QM2, S.1.9 and Y by means of an optical microscope coupled to an image
analyses program called Leica QWin. The following parameters defined for DIAS, FREITAS
FILHO (1943) & BARRETO (1965) were used for these measurements: distance from the
posterior extremity to the middle of the nucleus (PN), from the middle of the nucleus to the
anterior extremity of the body (NA), flagellum length (FL), total length (T), width (L),
kinetoplast area (AC), nucleus area (NA) and nuclear index (IN). 360 blood-stream forms were
measured, 120 epimastigote forms in the LIT culture mean and 120 epimastigote forms from
triatomine feces of 7. cruzi for each of the Bolivia strains, QM2, S.1.9 and Y. All eight defined
parameters for trypomastigote forms characterization were measured before the parasitemia
peak, during the peak and after the parasitemia peak. The four 7. cruzi strains showed to be
distinct when comparing the percentage in the thin, intermediary and large forms of
trypomastigotes. According the morphometric parameters the forms were classified as thin,
intermediary and wide regarding width, and short, intermediary and long regarding length. The
measurements of trypomastigote blood stream forms of 7. cruzi from Bolivia strains QM2, S.1.9
and Y regarding width showed the following results: the thin form varied from 0.6 to 1.3um; the
intermediary from 1.4 to 2.1um; wide from 2.2 to 5.5um. Now the total length obtained for the
short form varied from 13.5 to 19.5um; for the intermediary form from 19.6 to 24.7um; for the
long form from 24.8 to 43.8um. The epimastigote forms in the LIT culture mean presented the
following measurements related to width: thin forms between 1.1 and 1.7um, intermediary forms
between 1.8 and 2.8um, wide form between 2.9 and 5.0um; regarding total length the variation
obtained for the short form was between 13.0 and 23.2um, for the intermediary form between
23.3 and 31.3um, and for the long form between 31.4 and 43.7um. The measurements for the
epimastigote forms of triatomine feces regarding width varied from 0.7 to 1.8um for the thin
form, 1.9 to 3.3um for the intermediary form, 3.4 to 7.5um for the wide form; regarding total
length between 11.1 to 19.1um for the short form; 19.2 to 32.5um for the intermediary form;
32.6 to 51.1um for the long form.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, morphometry, strains.
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1 INTRODUCAO

A tripanossomiase americana ou doenca de Chagas é um dos mais importantes
problemas de Satide Publica na América Latina. Ocorre desde o sul dos EUA até o sul da
Argentina e Chile. Segundo a Organizacao Mundial de Satde, estima-se a existéncia de 16 a
18 milhdes de individuos infectados por Trypanosoma cruzi e 120 milhdes em risco de
adquirir a infec¢ao (WHO, 2005).

A doenca de Chagas foi descrita e estudada, nos aspectos essenciais por
CHAGAS, 1909, quando participava da campanha antimaldrica, nos servi¢os de constru¢do
da Estrada de Ferro Central do Brasil, em Lassence, no norte de Minas Gerais. Chagas
descreveu o agente etioldgico da parasitose, vérios aspectos da doenga e identificou o inseto
transmissor.

A doenca de Chagas € uma zoonose transmitida por insetos hemipteros da familia
Reduviidae, subfamilia Triatominae, que compreendem 140 espécies classificadas em 18
géneros e 6 tribos (SCHOFIELD, 2000; GALVAO et al., 2003; FORERO et al., 2004;
COSTA et al., 2006; GALVAO e ANGULO, 2006; COSTA e FELIX, 2007; SANDOVAL et
al., 2007). A maioria das espécies de Triatominae sdo silvestres e algumas ocupam habitats

peridomiciliares como currais e galinheiros, também infestam casas.

z

T. cruzi, o agente etioldgico da doenca de Chagas, é um flagelado da ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, caracterizado pela presenca de um flagelo e um
cinetoplasto, uma organela especializada contendo DNA, localizado na mitocondria celular.
BRENER (1992) define a populagdo heterogénea de 7. cruzi como um pool de cepas que
circulam no ciclo silvestre e doméstico envolvendo humanos, vetores e reservatorios animais.

Os principais vetores no Brasil sdo: Triatoma sordida no Sudeste e Centro Oeste,
Triatoma pseudomaculata no Nordeste, Triatoma rubrovaria no Rio Grande do Sul
(SILVEIRA e VINHAES, 1998).

CHAGAS (1909) foi o primeiro autor a estudar a evolugdo de 7. cruzi no
hospedeiro invertebrado. A partir de entdo vdrios autores t€m descrito o encontro de formas
do parasita em outros 6rgdos, além do tubo digestivo do inseto.

No vetor 7. cruzi tem um ciclo evolutivo tnico, assexuado, em trés por¢des do
sistema digestorio: estdbmago, intestino e reto. No estdbmago, ou regido anterior do intestino
médio, ocorre a transformacio das formas sanguineas em arredondadas, com ou sem flagelo,
em transicdo ou ainda degeneradas. Na porcdo intestinal, ou intestino médio, acontece a

multiplicacdo das esferomastigotas e formas degenerativas (CHAGAS, 1935). Na porcdo
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retal, ou intestino posterior, ocorrem epimastigotas e formas metaciclicas, que de acordo com
BRUMPT (1912) sdo as Unicas infectantes.

KOLLIEN e SCHAUB (1997) estudaram a densidade de populagio e a
porcentagem de diferentes estdgios de desenvolvimento na infec¢do estabelecida por T. cruzi
em Triatoma infestans de grupos alimentados, ndo alimentados e induzidos a diurese por
adicao de hormonio diurético. Observaram que depois de alimentados, as porcentagens de
esferomastigotas e estdgios intermedidrios em forma de gota diminuiram, mas formas
epimastigotas e tripomastigotas aumentaram. Concluiram que a diurese induz ao
desenvolvimento de formas tripomastigotas metaciclicas de 7. cruzi origindrias de formas
epimastigotas.

Segundo CHAGAS (1935) a tripanossomiase americana pode ser considerada
uma infec¢do geral metastdtica. Apds a penetragdo do parasito, por meio do depédsito de fezes
contaminadas dos triatomineos, (BRUMPT, 1912), as formas tripomastigotas metaciclicas
introduzidas nos tecidos, mucosa conjuntival, mucosa bucal, englobadas por células do
sistema fagocitico mononuclear, transformam-se em amastigotas e iniciam a multiplicacao
por divisdes bindrias sucessivas (VIANNA, 1911; TORRES, 1917; DIAS, 1933), e que a
partir do foco inflamatério, sdo lancadas na circulacdo sanguinea, como forma flagelada.
Essas atingem outros tecidos, preferencialmente tecido cardiaco, muscular e nervoso. Esses
sdo os focos inflamatdrios secundarios que langcam na circulagdo novas formas parasitdrias,
caracterizando uma infeccao geral metastatica (CHAGAS, 1935).

Em relacdo a evolucdo de 7. cruzi no sangue periférico do homem, CHAGAS
(1909) relatou o dualismo morfoldgico das formas tripomastigotas:

a) uma forma, com grande cinetoplasto, muito proximo ou exatamente na
extremidade posterior do parasito, com maior diametro transversal e o nicleo grande, de
forma ovoéide, no sentido longitudinal.

b) A outra forma distingui-se da primeira pelo aspecto do cinetoplasto que € mais
ou menos esférico, muito menor, situado na extremidade posterior do organismo e com o
nucleo esférico; o plasma apresenta largura sensivelmente maior que na forma anterior.

Chagas observou ainda formas tripomastigotas com cinetoplasto muito distante da
extremidade posterior do organismo e nuicleo como longa faixa longitudinal. Julgou que esse
dimorfismo se tratasse de dualidade de sexos, importante do ponto de vista da multiplicagcdo
do parasito. Outros autores desconsideraram essa hipétese CHAGAS (1935), DIAS (1936),
DIAS e FREITAS FILHO (1943).
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Segundo PINTO (1942), T. cruzi quando em gota sanguinea entre lamina e
laminula, apresenta movimentos continuos que deslocam as hemécias por meio do flagelo
livre, dirigido sempre para a regido anterior do protozodrio. Esses movimentos sd@o bastante
tipicos da espécie, as formas finas atravessam o campo microscépico rapidamente a maneira
de uma seta, enquanto as formas largas se movem irregularmente em diversos sentidos,
permanecendo algum tempo num s6 campo microscopico.

DIAS E FREITAS FILHO (1943) com o objetivo de aprofundar o estudo
morfolégico de formas sanguineas, aplicando métodos biométricos de PEARSON (1914) e
HOARE E BROOM (1938), mediram tripanossomos, estabelecendo os seguintes parametros:

PN: distancia da extremidade posterior ao meio do nicleo;

NA: distancia do meio do nicleo a extremidade anterior do corpo;

FL: comprimento do flagelo livre;

T: comprimento total, constituido pela soma de PN, NA, FL;

IN: indice nuclear PN/NA = Quoeficiente de divisao de PN por NA.

Segundo SILVA (1959) o que mais caracteriza as formas tripomastigotas
sanguineas delgadas é a posicdo relativamente afastada do cinetoplasto da extremidade
posterior, 0 aspecto sinuoso do corpo do parasita, o flagelo curto e o niicleo difuso. Nas
formas largas o cinetoplasto € bastante préximo da extremidade posterior, o nicleo € ovéide e
mais denso e o flagelo mais longo. As formas intermedidrias tem caracteres intermediarios.
SILVA (1959) encontrou formas largas pequenas medindo cerca de 13um e formas largas
maiores medindo entre 20 e 22 um.

DIAS (1934) relatou que apds a inoculagdo de 7. cruzi em animais por via
intraperitoneal e subcutdnea, alguns tripanossomos passaram diretamente da corrente
sanguinea para os tecidos.

BRENER (1965) confirmou essas observacdes e sugeriu que formas finas sio
melhor adaptadas a entrar nas células teciduais. A inoculacdo direta de tripanossomos na
corrente sanguinea de camundongo normal demonstrou que uma porcentagem alta de formas
largas pode permanecer no sangue por quatro ou cinco dias resistindo ao ciclo tecidual, ja que
a maioria das formas finas penetra nos tecidos quatro a seis horas apds a inoculagdo. Esse
achado evidencia que cada forma de tripanossoma sanguineo pode ter um comportamento
bioldgico e que cada cepa caracteristica pode ter predomindncia relativa de uma ou outra
forma de tripanossoma. Diferencas mais surpreendentes no comportamento de formas finas e
largas foram observadas em camundongos em fase cronica da doenga de Chagas apds terem

sido inoculados intravenosamente. As formas finas sdo extremamente sensiveis aos
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mecanismos imunolégicos € nenhum tripanossomo foi detectado no sangue uma ou duas
horas apds a inoculacdo, ja que as formas largas persistiram no sangue de animais imunes por
mais de uma semana (BRENER, 1969).

BRENER e CHIARI (1963) agruparam as formas morfoldgicas sanguineas de 7.
cruzi em trés padroes morfolégicos:

1 - com predominancia de formas delgadas

2 - com predominancia de formas consideradas classicamente como largas

3 - amostras que apresentam um grande nimero de formas anormalmente largas.

Nas amostras nas quais predominam formas delgadas, essas apresentam
cinetoplasto bastante afastado da extremidade posterior, o flagelo curto e o nicleo alongado,
com localizagao mediana. Nas amostras com predominancia de formas largas, o cinetoplasto
tem localizag¢do terminal ou subterminal sendo o nicleo arredondado com localizagdo anterior
ou mediana. Nas amostras nas quais predominam formas largas, mas com grande nimero de
formas muito alargadas e morfologia peculiar, o cinetoplasto localiza-se na regido terminal ou
subterminal, o nudcleo € arredondado com tendéncia a localizacdo anterior e o citoplasma
apresenta-se intensamente vacuolizado.

As variagoes morfoldgicas de tripanossomos isolados de pessoas e animais quanto
ao comprimento e largura tem sido objeto de estudos de diversos investigadores, com a
finalidade de possivel caracterizagdo especifica das amostras. ZELEDON e VIETO (1958)
utilizaram o indice nuclear médio para a distin¢do entre duas espécies: T. cruzi e T.
vespertilionis. A variacdo dos dados biométricos e a grande diversidade de comportamento
bioldgico de T. cruzi levaram BARRETO (1965) a concluir que apesar dos dados biométricos
serem indispensdveis para caracterizagcdo do parasita, outros critérios devem ser considerados
para sua identificacdo: cultivabilidade, evolucdo no tubo digestivo de triatomineos,
infectividade para animais de laboratério, multiplicacao nos tecidos do hospedeiro vertebrado
e desenvolvimento de imunidade a outras amostras virulentas.

BELDA NETO (1973) ao estudar a existéncia de correlacdo entre os dados
biométricos e o grau de patogenicidade de amostras de 7. cruzi ndo detectou correlagdao
estreita entre os caracteres morfolégicos, bioldgicos e patogénicos de diversas amostras de
tripomastigotas. Nesse estudo o autor observou que o comprimento total médio da forma
tripomastigota variou entre os seguintes valores: 17,27um (amostra C.M.S.P.) e 22,67um
(amostra J.B.S.); largura média do corpo variou entre 1,16um (amostra E.F.S.) e 3,49um
(amostra B.P.O.) e o indice nuclear médio variou entre 0,90 (amostra G.G.) e 1,32 (amostra

J.B.S.).
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HOWELLS e CHIARI (1975) usaram camundongos normais como ‘“filtros
bioldgicos”, isto €, como modelos experimentais que permitem reter as formas delgadas nos
tecidos e, assim, obter populagdes praticamente puras de formas largas 24 a 48 horas apds a
inoculagdo endovenosa dos parasitas. Essas formas largas circulantes mostraram-se
significativamente menos infectantes para camundongos que a populacdo normal de
tripomastigotas da mesma cepa, mas produziram altos indices de infeccdo em triatomineos.
Esses dados levaram os autores a afirmar que tais parasitas ndo sdo estagios de degeneragao e,
provavelmente, representam formas pré-adaptadas a evolucdo no vetor. Essa sugestao estaria
de acordo com SILVA (1959).

RIBEIRO et al. (1982) descreveram a possibilidade de fracionamento de uma
cepa de T. cruzi, em duas subamostras, com caracteristicas morfoldgicas distintas, por meio
de centrifugacdo diferencial descrita por DEANE et al. (1976) e verificaram que a
constituicdo da populacao de 7. cruzi pode influir sobre o curso da infeccao.

BARATA et. al. (1988), descreveram o primeiro caso autéctone de
tripanossomiase americana do Estado do Acre, correlacionando a cepa isolada de caso
humano com triatomineos silvestres da drea. O estudo abrangeu caracterizacdo morfoldgica
das amostras (humana e silvestre) e demonstrou a importancia da biometria em estudos
epidemioldgicos.

A relagdo parasito-hospedeiro na doengca de Chagas é assunto amplamente
investigado e revela grande dificuldade quando se tenta correlacionar o polimorfismo de
T. cruzi com seu comportamento bioldgico, tanto no homem como em animais de
experimentacdo (FERRIOLLI et al., 1968; ANDRADE et al., 1970, COURA et al., 1966 e
BELDA NETO, 1974).

Quando estudadas em animais de laboratdrio, cepas de 7. cruzi isoladas de areas
geograficas diferentes (BRENER, 1977, MELO e BRENER, 1978; ANDRADE et al., 1985) e
clones de cepa de T. cruzi (PONSTAN et al., 1983, 1987; LIMA et al., 1990) t€ém induzido a
quadros clinicos diferenciados e reproduziveis da doenga de Chagas.

A agdo patogénica varidvel do parasita para o hospedeiro, segundo ANDRADE et
al. (1970) se deve a varios fatores, dentre eles as caracteristicas morfoldgicas do agente.

Com o objetivo de estabelecer as caracteristicas bioldgicas e bioquimicas de um
numero significante de cepas de 7. cruzi de diferentes areas geograficas, ANDRADE (1974),
ANDRADE e MAGALHAES (1997) ao estudarem as caracteristicas biolégicas e
histopatologicas de camundongos infectados com essas cepas de 7. cruzi, incluiram as

mesmas em trés tipos ou biodemas: I, II, III:
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Tipo I — macrofagotropismo na fase inicial da infec¢do, alta viruléncia com 100%
de mortalidade em 12 dias, parasitemia méaxima entre o 7° e 12° dias e predominincia de
formas finas na fase inicial da infeccao;

Tipo II — miotropismo, especialmente envolvendo o coragdo, predominancia de
formas largas, mas com uma porcentagem de formas finas no sangue periférico, picos
parasitémicos entre o 12° e 20° dias, quando a mortalidade atinge o mdximo; este tipo de cepa
pode apresentar baixa, média ou alta viruléncia;

Tipo III — cepas miotrépicas, que parasitam principalmente o muisculo esquelético,
com predominancia de formas largas, picos parasitémicos de 25 a 30 dias ou mais tarde, baixa
mortalidade com até 30 dias.

Zimodemas sao populacdes de 7. cruzi que diferem entre si pelas propriedades de
algumas isoenzimas especificas, colocadas em evidéncia por técnicas eletroforéticas.
Zimodemas para mais de 250 cepas de 7. cruzi foram identificados como Z1, Z2 e Z3
baseados nos perfis isoenzimdticos de glicosefosfato isomerase (GPI), fosfoglicomutase
(PGM), aspartato aminotransferase (ASAT) e alanina aminotransferase (ALAT). O zimodema
7?2 foi associado ao ciclo doméstico; o zimodema Z1, € menos comumente o zimodema 7.3,
foram associados ao ciclo silvestre (MILES, M.A. et al, 1980).

Tipos bioldgicos (biodemas) foram correlacionados com zimodemas com excegao
do Tipo I que apresentou um perfil eletroforético peculiar ndo descrito previamente e que foi
identificado como Z2b (ANDRADE et al, 1983). Tipo Il de ANDRADE (1974) corresponde
ao Z2 segundo MILES (1980), e Tipo III ao Z1. Para cada biodema um quadro
histopatoldgico caracteristico foi mostrado. A predominancia do mesmo Tipo e Zimodema em
uma drea geogrdfica foram confirmadas. Assim foram detectadas cepas Tipo II entre casos
humanos do nordeste da Bahia e leste de Goids, Cepa Tipo III de caso humano do norte do
Brasil e América Central. (ANDRADE e MAGALHAES, 1997).

Os biodemas das cepas acima também foram correlacionados as lesdes
histopatoldgicas encontradas, considerando envolvimento cardiaco e neuronal. Esses achados
sugerem que o comportamento bioldgico junto aos modelos de isoenzimas e quadro
patolégico em hospedeiro vertebrado pode ser uma importante ferramenta para estabelecer
correlagdes entre comportamento de cepas e manifestacdes clinico-patoldgicas da doencga de
Chagas em diferentes dreas geograficas (ANDRADE, 1999).

SOUTO et al. (1996) analisaram uma ampla amostragem de 7. cruzi isolada de
hospedeiros vertebrados e invertebrados por amplificacdo de PCR de uma seqiiéncia de gene

de RNA ribossomal, uma seqiiéncia de genes mini-exon € DNA polimérfico ampliado
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randomicamente. Amplificacdo de rDNA e seqiiéncia de genes mini-exon indicaram um
dimorfismo com ambos os genes arranjados randomicamente: produtos de DNA de 125 ou
110 pares de bases e 300 ou 350 pares de bases produtos de mini-exon. Dentre isolados
individuais, uma de 3 associag¢des foi observada: o produto de rDNA com 125 pares de bases
com o produto de mini-exon com 300 pares de base, definido como grupo I; os produtos de
rDNA com 110 pares de bases com o produto de mini-exon com 350 pares de base, definido
como grupo II e a presenga de ambos os produtos amplificados de rDNA ( 125pb e 110pb)
com o produto mini-exon grupo I ( 300pb) definido como grupo V2. Esses estudos mostraram
uma clara divisdao de T. cruzi em duas grandes linhagens e por sua vez apresentam uma alta
divergéncia filogenética.

MARTINEZ (2003) estudou as cepas QG1 e QG2 caracterizando-as histoldgica,
molecular e morfologicamente. Quanto a avaliagdo morfoldgica incluiu andlise biométrica da
forma tripomastigota sanguinea, comparando-a com a cepa Y do 7. cruzi.

Como se pode constatar, a caracterizagdo morfoldgica e bioldgica do 7. cruzi é de
real importancia e tem sido objeto de estudo por varios pesquisadores, entre os quais DIAS e
FREITAS FILHO (1943), BELDA NETO (1974), SILVA (1959), BRENER (1969),
BARATA (1988), ANDRADE (1997), ZINGALES (1998).

Verificou-se que apesar da evolu¢do do conhecimento desse parasito desde
CHAGAS (1909), ainda ndo foram definidos parametros numéricos de modo a caracterizar as
formas finas, largas e intermedidrias de epimastigotas e tripomastigotas, que é o objeto deste

estudo.
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2 OBJETIVOS

- Mensurar e classificar formas tripomastigotas sanguineas de 7. cruzi, das cepas
Bolivia, QM2, S.1.9 e Y provenientes de camundongos Swiss infectados.

- Mensurar e classificar formas epimastigotas de 7. cruzi, das cepas Bolivia, QM2,
S.I.9 e Y obtidas de meio de cultura LIT.

- Mensurar e classificar formas epimastigotas de 7. cruzi, das cepas Bolivia, QM2,
S.1.9 e Y obtidas de fezes de triatomineo.

- Determinar os padrdes numéricos para caracterizar as formas tripomastigotas
sanguineas quanto a largura em finas, intermedidrias e largas, bem como epimastigotas de
meio de cultura LIT e de fezes de triatomineo de 7. cruzi, das cepas Bolivia, QM2, S.19e Y,

por meio de estatistica descritiva.
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3 MATERIAL E METODOS

Com o intuito de mensurar as distancias da extremidade posterior ao meio do
nicleo (PN), do meio do nicleo a extremidade anterior do corpo (NA), comprimento do
flagelo livre (FL), comprimento total (T), largura (L), Area do Cinetoplasto (AC), Area do
Ntcleo (AN), Indice Nuclear (IN) das formas tripomastigotas e epimastigotas de T. cruzi,
segundo parametros definidos por DIAS, FREITAS FILHO (1943) e BARRETO (1965),

adotou-se os seguintes procedimentos:

3.1 Caracterizacao das cepas utilizadas

Foram mensuradas as seguintes cepas de 7. cruzi: Bolivia, QM2, S.1.9 e Y. As
cepas sdo mantidas em camundongos Swiss, por inoculagdo subcutdnea, em repiques
quinzenais, no Laboratorio de Parasitologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas UNESP-
Campus de Araraquara.

¢ (Cepa Bolivia

A cepa Bolivia foi isolada de fezes de Triatoma infestans, proveniente de Vitichi
— Bolivia (FUNAYAMA e PRADO JUNIOR, 1974). As caracteristicas morfoldgicas dessa
cepa sdo: predominancia de formas largas, membrana ondulante com poucas ondulacdes,
flagelo relativamente curto. Como caracteristicas bioldgicas apresentam alta patogenicidade e
viruléncia para camundongos brancos e jovens, com periodo pré-patente variando entre 2 e 5
dias, niveis parasit€micos elevados, com picos varidveis entre o 12° e 33° dia apds a
inoculagdo, precocidade de parasitemia maxima e elevada taxa de letalidade. Caracterizada
como Zimodema 1, linhagem 2, T. cruzi I MILES (1988), SOUTO (1996) & SATELLITE
MEETING (1999).

e (Cepa QM2

A cepa QM2, isolada por ROSA et al (2003), a partir de fezes de Triatoma
rubrovaria, provenientes do municipio de Quarai, bairro Macarrao, Estado do Rio Grande do
Sul, caracterizada por MARTINS (2005). Apresenta parasitemia patente entre o 3° e 7° dia
pos infecgdo, pico parasitémico entre o 17° e 19° dia com morte dos animais, porcentual de
mortalidade de 80% no pico e predominio de formas largas, classificacdo fenotipica : tipo II ,
tropismo tissular pelo musculo esquelético, cardiaco e figado. Classificada como Zimodema 1,

linhagem 2, T. cruzi I MILES (1988), SOUTO (1996) & SATELLITE MEETING (1999).
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e (Cepas S.1.9
A cepas S.1.9 foi coletada e isolada por ROSA et al (2004), de fezes de ninfas e
adultos de Triatoma sordida, capturados no distrito de Santo Inicio, Bahia. O contetdo
intestinal dos triatomineos infectados foi inoculado intraperitonealmente em camundongos.
Alguns parametros morfoldgicos, bioldgicos e moleculares estdo sendo avaliados.
e CepayY
A Cepa Y, foi isolada de um caso humano de doenca de Chagas por meio de
xenodiagndstico, por FREITAS (1950) e caracterizada por SILVA E NUSSENZWEIG
(1953). Apresenta elevado porcentual de mortalidade e periodo pré-patente de 1 a 8 dias, na
dependéncia do ndmero de flagelados inoculados e da idade do camundongo. A mortalidade é
de 94,9%, e o tempo de sobrevida dos animais é de 8 a 21 dias. Observa-se edema e paralisia
nos membros dos animais inoculados. De acordo com ANDRADE (1974) a cepa Y classifica-
se como Tipo I, pela rdpida multiplicacdo, altos e curtos picos de parasitemia e mortalidade,
predominancia de formas finas e macrofagotropismo na fase inicial da infecc¢ao.
A caracterizacdo da cepa Y é Zimodema 2b, linhagem 1, 7. cruzi Il MILES (1988),
SOUTO (1996) & SATELLITE MEETING (1999).

3.2 Estabelecimento das curvas parasitémicas de 7. cruzi das cepas Bolivia,
QM2,S.19eY.

Utilizou-se camundongos Swiss, machos, com idade compreendida entre 23 - 25
dias, pesando ao redor de 20g. Para cada cepa utilizou-se 5 camundongos e cada grupo foi
inoculado com 2x10%, 1x103, 1x102, 2x103 tripomastigotas/mL das cepas Bolivia, QM2, S.1.9
e Y de T. cruzi, respectivamente (Figura 01).

As curvas foram estabelecidas de modo hd saber o dia em que ocorre o pico
parasitémico, pois se estabeleceu mensurar as formas tripomastigotas de cada uma das quatro
cepas de T. cruzi em trés momentos: periodo anterior ao pico, pico parasit€émico e periodo
posterior ao pico.

Foram realizados vdrios experimentos para obtencdo da curva parasit€émica em
camundongo para cada cepa, as contagens das formas tripomastigotas foram feitas de acordo
com o método de BRENER, 1962 (BELDA NETO, 1973; ANDRADE, 1974), com correcdo
dos intercampos (MARTINS, 1999), de tal forma que foram colocados 5 uL de sangue da
cauda de camundongo infectado em lamina de 25 x 76mm, recoberta com laminula de
22x22mm. A mesma foi examinada em microscopio 6ptico comum Carl Zeiss Jena, Jenamed

com objetiva de 40X e ocular de 10X, contando-se as formas em 20 campos em cada um dos
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quatro cantos da laminula e 20 campos em sua parte central, totalizando 100 campos
microscopicos. A superficie da laminula corresponde a 1555 campos microscopicos, entdo o
nimero de formas encontrado no exame de 100 campos multiplicado pelo fator 15,55 € o
numero de tripanossomos contidos em 5 pL.

No inicio dos experimentos, as cepas Bolivia, QM2, S.1.9 e Y foram semeadas e
mantidas em meio de cultura LIT (Liver Infusion Tryptose), em estufa a 28°C e repicadas
quinzenalmente. Na fase final logaritmica, isto é 15 dias apds o repique, foram retirados para
in6culo 0,2 mL com 3x10°parasitas/mL e inoculados em camundongos Swiss machos e
jovens com peso corpdreo médio entre 17 e 20g, com idade de 23 a 25 dias, obtidos junto ao
Biotério Central da UNESP, Campus de Botucatu, SP. Ap6s duas passagens em camundongos
separados em 4 grupos de 3 com as cepas Bolivia, QM2, S.1.9 e Y de T. cruzi, foram
infectados 20 animais separados em 4 grupos de 5 com 2x104, 1x103, 1x102, 2x103
tripomastigotas/mL para as cepas Bolivia, QM2, S.1.9 e Y, respectivamente (Figura 01). As
leituras foram feitas nos seguintes dias: 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27, 30, 33, 36, 39 ¢ a
contagem de tripomastigotas foi realizada segundo o método de BRENER (1962), com
correcdo de intercampos (MARTINS, 1999), sendo o resultado expresso em ndmeros de
tripomastigotas/mL. Entre os dias 2 a 4 anteriores ao pico parasitémico, no dia do pico
parasitémico e 2 a 4 dias posteriores a este, para cada amostra de 7. cruzi em estudo, foi feito
o corte de cauda do animal, para 4 camundongos, com preparo de 4 a 6 laminas por
camundongo, coradas por Giemsa segundo Rosenfeld (1947), conforme demonstrado na

Figura 02.
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Figura 01. Obtencédo de indculo para estabelecimento das curvas parasitémicas das cepas Bolivia, QM2, S.19e Y de T. cruzi.
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3.3 Obtencao de formas tripomastigotas sanguineas destinadas a afericao de
tamanho.

Figura 02. Obtencdo de formas tripomastigotas sanguineas das cepas Bolivia, QM2, S.19e Y.

3.4 Obtencao de formas epimastigotas de 7. cruzi das cepas Bolivia, QM2,
S.I.9 ¢ Y em meio de cultura LIT.

Para obtencao das formas epimastigotas, foi utilizado meio de cultura LIT (Liver

Infusion Tryptose), proposto por CAMARGO (1964) com a seguinte formulagao:

Na2HPO4.7TH20......cccciiiiiniiiiiiiiienene 8,0g
NACT e 4,0g
KClLoiieeeeeeecee e 0,4g
GIUCOSE. ..covveeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeens 2,0g
TrIYPLOSE.ccneviieeeiieeeeeiee et 50¢g
Caldo de infuso de figado..........ccccveeveneennne 5,0g
Hemina................... 25mg/20mL TrisBase.. 0,1N
Soro fetal bOVINO........coceeveeriiiniieniieieene 100mL

Agua Milli Q......... QSP -, 1.000 mL
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Dissolver as substancias, sob agitacdo, em aproximadamente 850 mL de dgua
destilada. Ajustar o pH para 7,2 — 7,5 com HCI, adicionar o soro fetal bovino, completar o
volume para 1.000mL e inativar todo o meio a 68°C por 60 minutos. Esfriar. Filtrar em
membrana 0,22pum ( 500 mL Filter System — Coming 430769 0,22um CA).

O meio deve ser distribuido em frascos estéreis e mantido a 4°C (caso seja usado
dentro de duas semanas) ou congelados a -20°C por véarios meses. Para o uso, manté-lo a
28°C.

Inoculacio e crescimento:

Foram inoculados 7,5 x 10° parasitas/mL em erlenmeyer com 50 mL de meio
LIT. Durante os primeiros quatro dias de cultivo ocorre a fase logaritmica da multiplicacdo ou
crescimento celular, em que predominam macicamente formas epimastigotas, sendo muito
rara a presenca de formas tripomastigotas (ARAUIJO et al, 2000).

As formas epimastigotas utilizadas para mensuragdo foram coletadas do meio de
cultura, quando ocorreu o platd de crescimento. Dessa forma, o frasco contendo o meio de
cultura foi levado para uma camara de fluxo laminar, posteriormente coletou-se trés mL que
foram centrifugados a 1000 rpm por cinco minutos, do sedimento coletou-se quatro gotas que
foram colocadas em lamina em camara de suta, fixadas com alcool metilico e coradas por

Giemsa segundo Rosenfeld (1947), conforme Figura 03 demonstrada abaixo:

meio LIT
- 3mL sedimento  15pming o esfregago . . .
cepas Bolivia, —e 1000 rpm = —— I,‘:m]l,nf,i L;;n i Giemsa 2° Rosenfeld
QM2 5 cdmara de suta
519
y

Figura 03. Obtencdo de formas epimastigotas das cepas Bolivia, QM2, S.1.9 ¢ Y em meio de cultura LIT.

3.5 Obtencao de formas epimastigotas de 7. cruzi das cepas Bolivia, QM2,
S.1.9 e Y de fezes de triatomineo.

Quando a parasitemia do camundongo Swiss infectado se tornou elevada, um dos
animais foi anestesiado com tribromoetanol a 2,5% e contido com a finalidade de servir como
fonte de infeccdo. 10 ninfas de 4° estddio de Triatoma infestans e 10 ninfas de 4° estadio de
Rhodnius negletus, foram deixadas alimentar por 15 a 20 minutos. Terminado o prazo da
hematofagia, o camundongo foi morto com overdose anestésica. As ninfas foram obtidas
junto ao Insetdrio da Faculdade de Saude Publica, localizado no SESA (Servico Especial de

Saude de Araraquara). Apds 15 dias as fezes desses triatomineos foram coletadas e, na
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presenca de formas epimastigotas de 7. cruzi, centrifugadas a 1000 rpm por cinco minutos, o
sedimento foi colocado em lamina em camara de suta, fixadas por dlcool metilico e coradas

por Giemsa segundo Rosenfeld (1947), conforme esquema abaixo (Figura 04):

| camundongo no plco parasitémico
{cepa Bolivia, Q.M.2, 519eY)

Xenodiagndstico com
10 ninfas de Triafome pyfesioms
10 ninfas de Fhodaus neglens

15 dias

coleta de fezes

diluigio em salina

1 (W pmy 57

J

sedimento {3ml)

|

lamina em camara de suta

|

estregago

|

Giemsa 2 Rosenfeld
Figura 04. Obtencio de formas epimastigotas das cepas Bolivia, QM2, S.1.9 e Y de fezes de triatomineo.

3.6 Fixacao e coloracao das formas epimastigotas e tripomastigotas 7. cruzi
das cepas Bolivia, QM2, S.19e Y.

e Materiais: Laminas, laminas extensoras, pipeta automadtica, ponteiras,
lapis, etiquetas, suporte para laminas, suporte para coloracdo, provetas,
funis, papel de filtro, 6leo de imersdo.

¢ Reagentes:

Corante de Giemsa ( Azur Eosina Azul de Metileno Segundo Giemsa ),

Metanol (alcool metilico) e Agua destilada
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¢ Preparo de Reagentes e Solucoes:

Corante Giemsa segundoRosenfeld

GIeMSA (PO).vvreeerrreeireeeiieeerreeerreeesreeeieee e 0,97¢
May-Grunwald..........cocovereriieeniieeiieeiee e 0,53¢g
Metanol P.A.......cccooiiiiieee 1000mL

Acondicionar em frasco ambar . Validade: 5 anos.
¢ Procedimento:

Limpar a lamina com gaze seca (lamina lavada e desengordurada).

Com pipeta automadtica aplicar uma gota de sangue (5uL), na extremidade de uma
lamina e com lamina extensora arrastar essa gota para trds até que o rebordo da lamina seja
preenchido. Em seguida impelir a lamina extensora para frente em um angulo de
aproximadamente 45°, em um s6 movimento firme e uniforme, sem separar uma lamina da
outra, até que o sangue fique perfeitamente distribuido na lamina. Esperar secar, fixar com
alcool metilico e identificar a 1amina.

¢ C(Coloracao dos esfregacos:

Procedimento:

- Colocar a lamina com o esfregago sobre o suporte para coloragao.

- Cobrir a l1amina com 1 mL do corante Giemsa segundo Rosenfeld.

- Esperar cinco minutos.

- Colocar sobre o corante 2 mL de dgua destilada previamente fervida, tomando o
cuidado de ndo deixar cair o corante. Homogeneizar, tombando ligeiramente o suporte de
coloracdo. Esperar dez minutos.

- Desprezar o corante e a 4gua destilada.

- Lavar a 1amina com 4gua corrente.

- Limpar o verso da lamina com uma gaze.

- Colocar a lamina no suporte para secar.

¢ Equipamento:
As laminas coradas foram observadas microscopio optico comum Carl Zeiss Jena,

Jenamed com 6leo de imersao para avaliagao qualitativa das formas encontradas.
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3.7 Mensuracao das formas epimastigotas e tripomastigotas de 7. cruzi das
cepas Bolivia, QM2, S.1.9e Y.

As mensuragdes foram feitas nas formas epimastigotas obtidas de meio de cultura
LIT, formas epimastigotas obtidas de fezes de triatomineos e formas tripomastigotas
sanguineas (obtidas de sangue de camundongo infectado), que foram previamente fixadas
com &lcool metilico e coradas pelo método de Giemsa segundo Rosenfeld. Essas laminas
foram examinadas em microscopio Leitz DMRXE com objetiva de imersdo com aumento

100x e ocular 10x/25.

I de formas analizadas

Tripomastigotas 120
Epunastigotas de 120
mmeis LTT

Epunastigotas de 120
triatotite o

Tabela 01. Obtencdo do nimero de formas tripomastigotas analizadas em cada periodo (PA,
P e PP), e formas epimastigotas analizadas em LIT e triatomineo com as cepas Bolivia, QM2,
S19eY.

Foram capturadas imagens de 120 formas obtidas de quatro laminas por cepa para
formas epimastigotas de 7. cruzi oriundas de meio de cultura LIT e para formas epimastigotas
coletadas de fezes de triatomineo. Mensurou-se 120 formas de tripomastigotas obtidas de
sangue de camundongo em cada um dos periodos estabelecidos: anterior ao pico parasit€émico,
no pico parasit€mico e posterior ao pico parasit€mico (Tabela 01). A mensuracao foi realizada
em analizador de imagem computadorizado Leica Qwin, utilizando o software LEICA LIDA
( Leica Image Database and Archive System).

De cada uma das formas epimastigotas e tripomastigotas de 7. cruzi mensurou-se
os seguintes parametros definidos por DIAS e FREITAS FILHO (1943) e BARRETO (1965),
que descreve-se abaixo:

- distancia da extremidade posterior ao meio do nicleo (PN);
- distancia da extremidade anterior ao meio do nicleo (NA);
- comprimento do flagelo livre (FL);

- comprimento total (T=PN+NA+FL);

- largura do corpo (L);

- Indice Nuclear (IN=PN/NA).
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3.8 Analise Estatistica

Apds as mensuracdes das larguras, comprimentos, dreas dos cinetoplastos, dreas
dos nucleos, indices nucleares de cada uma das formas obtidas das cepas Bolivia, QM2, S.1.9
e Y foram construidas distribuicdes de freqiiéncias conjuntas para cada categoria, ou seja,

a) tripomastigotas no periodo anterior ao pico parasitémico,

b) tripomastigotas no periodo do pico parasit€émico,

¢) tripomastigotas no periodo posterior ao pico parasitémico,

d) epimastigotas em meio de cultura LIT,

e) epimastigotas em fezes de triatomineo.

O agrupamento das medidas, dentro de cada categoria, foi realizado por meio de
quartis utilizando o programa Microsoft Excel 2002. De acordo com esse procedimento o 1° e
0 4° quartis englobam, respectivamente, os primeiros e os ultimos 25% do total das medidas.

No intervalo entre estes extremos ficam os 50% restantes (formas intermediarias).
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4 RESULTADOS

4.1 Estudo morfologico de formas tripomastigotas de 7. cruzi.

A observacao das laminas coradas pelo método de Giemsa segundo Rosenfeld
para mensuragdo das formas tripomastigotas das cepas Bolivia, QM2 e Y de 7. cruzi permitiu
obter imagens das formas finas, intermedidrias e largas, que sdo mostradas nas figuras 05, 06

e 07.

(a) (b) (©
Figura 05. Fotomicrografias das formas tripomastigotas de 7. cruzi da cepa Bolivia: (a) forma fina,
(b) forma intermedidria e (c) forma larga.

(d) O] ®
Figura 06. Fotomicrografias das formas tripomastigotas de 7. cruzi da cepa QM2: (d) forma fina,
(e) forma intermedidria e (f) forma larga.

(® (h) )
Figura 07. Fotomicrografias das formas tripomastigotas de 7. cruzi da cepa Y: (g) forma fina,
(h) forma intermedidria e (i) forma larga.
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4.2 Estudo morfologico de formas epimastigotas de T.cruzi.

As formas epimastigotas da cepa S.I1.9 de T. cruzi obtidas de meio de cultura LIT
e coradas pelo método de Giemsa segundo Rosenfeld permitiu observar a variabilidade de

posicao do cinetoplasto, que é mostrada na Figura 08.

(a) (b) (©) (d

(e)

Figura 08. Diversidade de posi¢des do cinetoplasto em formas epimastigotas da cepa S.1.9 de T. cruzi (a, b, ce
d ), comparativamente a forma tripomastigota (e).

4.3 Mensuracao das formas tripomastigotas de 7. cruzi.

As curvas parasitémicas tiveram picos parasitémicos como segue: de 8x10°
tripomastigotas/mL no 14° dia para a cepa Bolivia, diante desse resultado padronizou-se
coletar sangue do camundongo infectado nos dias 11° para dia anterior ao pico parasitémico e
17° para o dia posterior ao pico; a cepa QM2 teve pico parasitémico com 7x10°
tripomastigotas/mL no 14° dia, padronizou-se coletar sangue do camundongo infectado nos
dias 12° para o periodo anterior ao pico e 16° para o dia posterior ao pico; a cepa S.1.9 teve
seu pico parasitémico no 25° dia com 4x102? tripomastigotas/mL, padronizou-se coletar sangue
do camundongo infectado nos dias 23° para o periodo anterior ao pico parasitémico e 27° para
o dia posterior ao pico; a cepa Y teve seu pico parasitémico no 12° dia, com 4x10°
tripomastigotas/mL, padronizou-se coletar sangue do camundongo infectado nos dias 8° para

o dia anterior ao pico e 16° para o dia posterior ao mesmo (Figura 09 e Tabela 02).
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Figura 09. Estabelecimento das curvas parasitémicas das cepas Bolivia, QM2, S.1.9 ¢ Y de T. cruzi.

Os dias do experimento foram os seguintes:

Dhaz apds o mdculo

Cepa Bolivia 11° 14° 17°
Cepa QM2 12° 14° 16°
Cepa 5.1.9 23" 25" 27"
Cepa ¥ o 12° 16°

Tabela 02. Dias estabelecidos para cada cepa de 7. cruzi baseados nas curvas parasitémicas

obtidas de camundongos Swiss infectados com as cepas Bolivia, QM2, S.19e Y.

Para a cepa S.I.9 nao foi possivel capturar e mensurar as formas tripomastigotas
sanguineas nos periodos anterior e posterior ao pico parasitémico devido a baixa parasitemia,
que foi da ordem de 10? em todos os experimentos, entdo esta cepa foi analisada apenas no

pico parasitémico, isto é, com 120 formas tripomastigotas.
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Como planejado, a execucao dos experimentos foi realizada nos periodos anterior
ao pico parasit€mico, pico parasitémico e periodo posterior ao pico parasit€émico para as
formas tripomastigotas sanguineas, com excecdo da cepa S.I.9. Os resultados dessas
mensuragdes estdo sumarizados nos Apéndices A, B e C. Na escolha dos intervalos de
medidas, foi usado o critério de agrupamento de todas as mensuracdes, das cepas Bolivia,
QM2 e Y, estabelecendo-se trés intervalos: do valor minimo ao 1° quartil, do 1° quartil ao 3°
quartil e do 4° quartil ao valor maximo, estes intervalos estdo sumarizados na Tabela 03 e se
referem aos parametros drea do cinetoplasto (AC), drea do nicleo (NA), largura (L), flagelo
(FL), distancia da extremidade anterior ao meio do nicleo (NA), distincia da extremidade

posterior ao meio do nicleo (PN), comprimento total (T), indice nuclear (IN).

Tabela 03. Resultados estatisticos em quartis das mensuragdes de formas
tripomastigotas sanguineas de 7. cruzi das cepas Bolivia, QM2, S.19e Y.

Mensuracfio A CY AN:2 L FL PR )&, T [
25% I Ifinima 02 07 06 40 373 2,2 135 05
17 quartil 0,7 2,1 1.4 72 638 44 196 11
S0% | Mediana 0,9 26 18 B3 7B 54 220 14
v 3% quartil 1,1 21 2,1 103 87 6,6 247 18
25%0 IMé:mna 2.6 &7 55 248 118 11,1 438 35
*area do cinetoplasto, *4rea do rieleo, L : laroura, FL : flagelo, PH: disténeia da extrernidade
posterior an roein do ricleo, MoA.  distdneia da extreraidade anterior ao meio do wicleo,
T: compriraento total = PHAMA+FL, TN indice rmclear.

Os intervalos de medidas estabelecidos, quanto a largura para todas as cepas
estudadas, situaram-se entre 0,6 a 1,3um para as formas finas (quartil inferior), 1,4 a 2,1 pm
para as formas intermedidrias (interquartis), 2,2 a 5,5 um para as formas largas (quartil

superior) sumarizados na Tabela 03.

Os resultados das mensuracdes efetuadas para as formas tripomastigotas de 7.

cruzi da cepa Bolivia estdao sumarizados no Apéndice A.

As freqiiéncias de formas finas, intermedidrias e largas de formas tripomastigotas
sanguineas de 7. cruzi da cepa Bolivia, foram determinadas no 11°, 14° e 17° dias, estdo

indicadas no Apéndice A e Figura 10:
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Figura 10. Freqiiéncia das mensuragdes de largura das formas
tripomastigotas de 7. cruzi da cepa Bolivia, nos periodos
anterior ao pico, pico parasit€émico e posterior ao pico.

As freqiiéncias de formas finas, intermedidrias e largas de formas tripomastigotas
sanguineas de 7. cruzi da cepa QM2, foram determinadas no 12°, 14° e 16° dias, estdo

indicadas no Apéndice B e Figura 11:

= 507
-
5 40
i
E
2, 20
8
g
P4 Pico PP
O Fina 13 12 10
O Interm. 43 53 57
O Larga 39 35 33

Figura 11. Freqiiéncia das mensuracdes de largura das formas
tripomastigotas de T. cruzi da cepa QM2, nos periodos anterior ao
pico, pico parasitémico e posterior ao pico.

As freqiiéncias de formas finas, intermedidrias e largas de formas tripomastigotas
sanguineas de 7. cruzi da cepa Y, foram determinadas no 8°, 12° e 16° dias, estdo indicadas

no Apéndice C e Figura 12:
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Figura 12. Freqiiéncia das mensuracdes de largura das
formas tripomastigotas de 7. cruzi da cepa Y nos periodos
anterior ao pico, pico parasit€mico e posterior ao pico.

Apesar das modificacdes observadas nos periodos anterior ao pico, pico
parasitémico e posterior ao pico quanto a largura, os dados foram reunidos num mesmo
periodo para comparacdo entre as cepas.

As freqiiéncias de formas finas, intermedidrias e largas de formas tripomastigotas
sanguineas de 7. cruzi das cepas Bolivia, QM2, S.1.9 e Y estdo representadas no Apéndice A,

B, C e Figura 13:

o 6l

-

£ 60

=

E 40

=N

E 204

=

g L

Bollma  QNI2 319 T

OFina 11 11 21 28
O Interm. 65 53 71 57
O Larga 24 a6 8 15

Figura 13. Freqiiéncia das mensurag¢des de largura das formas
tripomastigotas de T. cruzi das cepas Bolivia, QM2, S.19e Y.

Quanto ao comprimento total, as formas tripomastigotas mostraram os seguintes
intervalos de medida: 13,5 a 19,5 um para as formas curtas (quartil inferior), 19,6 a 24,7 um
para as formas intermedidrias (interquartis) e 24,8 a 43,8 um para as formas longas (quartil

superior) parametros sumarizados na Tabela 03.
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Os resultados das mensuracdes efetuadas para as formas tripomastigotas de 7.
cruzi da cepa Bolivia, quanto ao comprimento total estdo apresentados na Figura 14 e
Apéndice A. As freqiiéncias de formas curtas, intermedidrias e longas de formas
tripomastigotas sanguineas de 7. cruzi da cepa Bolivia, foram determinadas no 11°, 14° e 17°

dias e indicadas na figura abaixo:

= 600
<
.%3' BN
g
E'l' 20
2
]
|:] |
P A Fico FF
O curta 11 11 7
O interme diaria 41 51 57
Olonga 48 38 36

Figura 14. Freqiiéncia das mensura¢des do comprimento total das formas
tripomastigotas de 7. cruzi da cepa Bolivia, nos perfodos anterior ao pico,
pico parasitémico e posterior ao pico.
As formas tripomastigotas de 7. cruzi, da cepa QM2, quanto ao comprimento
total, apresentou os resultados das mensuracdes da Figura 15 e Apéndice B. As freqiiéncias de
formas curtas, intermedidrias e longas de formas tripomastigotas sanguineas de 7. cruzi da

cepa QM2, foram determinadas no 12°, 14° e 16° dias e demonstradas abaixo:

= =R
4
B i 1
%
g 401
g
o 207
]
|:| |
T A Fico FF
O curta 45 41 32
O interrmediaria 592 a8 68
Olonga 0 1 0

Figura 15. Freqiiéncia das mensura¢des do comprimento total das formas
tripomastigotas de T. cruzi, da cepa QM2, nos periodos anterior ao pico,
pico parasit€émico e posterior ao pico.
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Os resultados das mensuragdes efetuadas para as formas tripomastigotas da cepa
Y de T. cruzi quanto ao comprimento total estdo apresentados na Figura 16 e Apéndice C. As
freqii€ncias de formas curtas, intermedidrias e longas de formas tripomastigotas sanguineas de

T. cruzi da cepa Y, foram determinadas no 8°, 12° e 16° dias e indicadas abaixo:

= 60 ;
4
& 40
i
=
=1 201
Bz
o
& 0
Fa Fico TP
O curta 15 24 23
O interme diana 44 a0 38
Olonga 37 26 39

Figura 16. Freqiiéncia das mensuragdes do comprimento total das
formas tripomastigotas de 7. cruzi, da cepa Y, nos periodos anterior ao
pico, pico parasitémico e posterior ao pico.

Apesar das modificacdes observadas nos periodos anterior ao pico, pico
parasitémico e posterior ao pico no que tange ao comprimento total das formas
tripomastigotas sanguineas, os dados foram reunidos num mesmo periodo para comparagao
entre as cepas.

As freqiiéncias de formas curtas, intermedidrias e longas de formas

tripomastigotas sanguineas de 7. cruzi da cepa Bolivia, QM2, S.1.9 e Y estdo apresentados no

Apéndice A, B, C e Figura 17:

& 90
[
g
g
=
ki
z
B= 0-
Boliwia QN2  SI19 T
O curta 10 41 71 21
Omtermediana 49 59 27 45
Olenga 41 0 2 34

Figura 17. Freqiiéncia das mensura¢des de comprimento total das formas
tripomastigotas de 7. cruzi das cepas Bolivia, QM2, S19e Y.
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Reunindo os dados dos trés periodos parasitémicos das cepas estudadas, incluindo
a cepa S.1.9, cujos dados nestes periodos ndo foi possivel obter devido a baixa parasitemia da
mesma, a cepa que apresentou os maiores percentuais de comprimento total curto foi a S.I.9
(71% - Figura 17 - Apéndice B), a cepa QM2 apresentou os maiores percentuais de
comprimento total intermedidrio (59% - Figura 17 — Apéndice B) e a cepa que apresentou
maior percentual de comprimento total longo foi a cepa Bolivia (41% - Figura 17 — Apéndice
A).

Os intervalos de medida escolhidos para as formas com comprimento do flagelo
curto foram 4,0 a 7,1 um (quartil inferior), para as formas com comprimento do flagelo
intermedidrio foram 7,2 a 10,3 um (interquartis), para as formas com comprimento do flagelo

longo foram 10,4 a 24,8um (quartil superior), parametros sumarizados na Tabela 03.

Os resultados das mensuracdes efetuadas para as formas tripomastigotas de 7.
cruzi da cepa Bolivia quanto ao comprimento do flagelo estdo apresentados na Figura 18 e
Apéndice A. As freqiiéncias de flagelos curtos, intermedidrios e longos de formas
tripomastigotas sanguineas de 7. cruzi da cepa Bolivia, foram determinadas no 11°, 14° e 17°

dias e descritas abaixo:

£ a0

5

7 40

g

E‘ 0

o P A Pico =

1]
O curte 7 9 12
O mterme diario a1 58 20
Olongo 42 a4 B

Figura 18. Freqiiéncia das mensura¢cdes de comprimento do flagelo das
formas tripomastigotas de 7. cruzi da cepa Bolivia, nos periodos anterior ao
pico, pico parasit€émico e posterior ao pico.

Os resultados das mensuracdes efetuadas para as formas tripomastigotas de 7.
cruzi, da cepa QM2, quanto ao comprimento do flagelo, estdo apresentados na Figura 19 e

Apéndice B. As freqiiéncias de flagelos curtos, intermedidrios e longos de formas
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tripomastigotas sanguineas de 7. cruzi da cepa QM?2, foram determinadas no 12°, 14° e 16°

dias e descritas abaixo:

o~ 00 1
4
5 40
%
=
% 20
)
o
D A
P A Pica FT
O curto 44 46 44
O interme diario 24 a4 55
Olongo 2 0 1

Figura 19. Freqiiéncia das mensura¢des de comprimento do flagelo das
formas tripomastigotas de 7. cruzi, da cepa QM2, nos periodos anterior ao
pico, pico parasit€émico e posterior ao pico.

Os resultados das mensuracdes efetuadas para as formas tripomastigotas de 7.
cruzi, da cepa Y, quanto ao comprimento do flagelo, estdo apresentados na Figura 20 e
Apéndice C. As freqiiéncias de flagelos curtos, intermedidrios e longos de formas
tripomastigotas sanguineas de 7. cruzi, da cepa Y, foram determinadas no 8°, 12° e 16° dias e

descritas abaixo:

. 600
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5 40
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% 20
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T A Fico FF
O curto 18 25 13
O intertne diario 43 22 32
Olongo 39 43 a0

Figura 20. Freqiiéncia das mensuracdes de comprimento do flagelo das
formas tripomastigotas de T. cruzi, da cepa Y nos periodos anterior ao pico,
pico parasit€émico e posterior ao pico.
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Das trés cepas estudadas, a Y foi a que mostrou maior percentual de flagelo longo:
50% no P.P., enquanto que QM2 apresentou em torno de 1% de flagelo longo (Figuras 20, 19,
Apéndice C, B). Apesar de que nos periodos anterior ao pico, pico parasitémico e posterior ao
pico houve modificagdo no comprimento do flagelo, os dados foram reunidos num mesmo
periodo para melhor compreensdo das diferencas entre as cepas. As freqiiéncias de flagelos
curtos, intermedidrios e longos de formas tripomastigotas sanguineas de 7. cruzi das cepas

Bolivia, QM2, S.1.9 e Y estdo apresentados na Figura 21, Apéndice A, B, C e descritas

abaixo:
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Figura 21. Freqiiéncia das mensura¢des de comprimento do flagelo das
formas tripomastigotas de 7. cruzi das cepas Bolivia, QM2, S.1.9e Y.

Reunindo os dados dos trés periodos parasitémicos das cepas estudadas, incluindo
a cepa S.1.9, as que apresentaram maiores percentuais de formas com flagelo curto foram as
cepas QM2 e S.1.9 (44% e 60% - Figura 21, Apéndice B). As que apresentaram maiores
percentuais de comprimento de flagelo longo foram as cepas Boliviae Y (28% e 44% - Figura
21, Apéndice A,C), enquanto as cepas QM2 e S.1.9 apresentaram freqiiéncias muito baixas

para esse parametro (1% e 6% - Figura 21, Apéndice B).

Os intervalos de medida estabelecidos, quanto a drea do cinetoplasto, situaram-se
entre 0,2 a 0,6 um? para os cinetoplastos pequenos (quartil inferior), 0,7 a 1,Ium para os
cinetoplastos intermedidrios (interquartil) e 1,2 a 2,6 um? para os cinetoplastos grandes

(quartil superior), parametros sumarizados na Tabela 03.

Os resultados das mensuragdes efetuadas para as formas tripomastigotas da cepa
Bolivia de T. cruzi quanto a area do cinetoplasto estdo apresentados na Figura 22 e Apéndice

A. As freqiiéncias de cinetoplastos pequenos, intermedidrios e grandes de formas
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tripomastigotas sanguineas de 7. cruzi da cepa Bolivia, foram determinadas no 11°, 14° e 17°

dias e descritas abaixo:
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Figura 22. Freqiiéncia das mensuracdes da drea do cinetoplasto das
formas tripomastigotas de 7. cruzi, da cepa Bolivia, nos periodos
anteriores ao pico, pico parasit€émico e posterior ao pico.

Os resultados das mensuragdes efetuadas para as formas tripomastigotas de
T. cruzi, da cepa QM2, quanto a drea do cinetoplasto estdo apresentados na Figura 23 e
Apéndice B. As freqiiéncias de cinetoplastos pequenos, intermedidrios e grandes de formas
tripomastigotas sanguineas de 7. cruzi, da cepa QM2, foram determinadas no 12°, 14° e 16°

dias e descritas abaixo:
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Figura 23. Freqiiéncia das mensuracdes da drea do cinetoplasto das
formas tripomastigotas de 7. cruzi, da cepa QM2, nos periodos
anteriores ao pico, pico parasit€émico e posterior ao pico.
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Os resultados das mensuragdes efetuadas para as formas tripomastigotas de
T. cruzi da cepa Y, quanto a drea do cinetoplasto estdo apresentados na Figura 24 e Apéndice
C. As freqliéncias de cinetoplastos pequenos, intermedidrios e grandes de formas
tripomastigotas sanguineas de 7. cruzi da cepa Y, foram determinadas no 8°, 12° e 16° dias e

apresentadas abaixo:
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Figura 24. Freqiiéncia das mensuragdes da drea do cinetoplasto das formas
tripomastigotas de T. cruzi, da cepa Y, nos periodos anterior ao pico, pico
parasitémico e posterior ao pico.

Os dados foram reunidos num mesmo periodo para cada cepa, apesar das
modificagdes observadas nos periodos anteriores ao pico, pico parasit€émico e posterior ao
pico quanto a drea do cinetoplasto, para melhor compreensdo das diferengas entre as cepas.
As freqiiéncias dos cinetoplastos pequenos, intermedidrios e grandes de formas
tripomastigotas sanguineas de 7. cruzi das cepas Bolivia, QM2, S.1.9 e Y estdo apresentadas

na Figura 25, Apéndice A, B, C e descritas abaixo:
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Figura 25. Freqiiéncia das mensuracdes da drea do cinetoplasto das formas
tripomastigotas de 7. cruzi, das cepas Bolivia, QM2, S.19e Y.
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Os intervalos de medida escolhidos para os nicleos pequenos, intermedidrios e
grandes para as cepas estudadas foram 0,7 a 2,0 pm? (quartil inferior), 2,1 a 3,1um? (inter-

quartis), 3,2 a 6,7um? (quartil superior) respectivamente (Tabela 03).

Os resultados das mensuracdes efetuadas para as formas tripomastigotas de 7.
cruzi da cepa Bolivia, quanto a drea do nucleo estdo apresentados na Figura 26 e Apéndice A.
As freqiiéncias de nucleos pequenos, intermedidrios e grandes de formas tripomastigotas
sanguineas de 7. cruzi, da cepa Bolivia, foram determinadas no 11°, 14° e 17° dias e

demonstradas abaixo:
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Figura 26. Freqiiéncia das mensura¢des da drea do nudcleo das formas
tripomastigotas de 7. cruzi, da cepa Bolivia, nos periodos anteriores ao pico,
pico parasitémico e posterior ao pico.

As formas tripomastigotas de 7. cruzi da cepa QM2, quanto a drea do ntcleo
apresentou os resultados das mensuracdes representados na Figura 27 e Apéndice B. As
freqiiéncias de nucleos pequenos, intermedidrios e grandes de formas tripomastigotas
sanguineas de 7. cruzi da cepa QM2, foram determinadas no 12°, 14° e 16° dias e descritas

abaixo:
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Figura 27. Freqiiéncia das mensuragdes da drea do nicleo das
formas tripomastigotas de 7. cruzi, da cepa QM2, nos periodos
anteriores ao pico, pico parasit€émico e posterior ao pico.

Os resultados das mensuracdes efetuadas para as formas tripomastigotas de 7.
cruzi, da cepa Y, quanto a drea do niucleo estdo apresentados na Figura 28 e Apéndice C. As
freqiiéncias de nucleos pequenos, intermedidrios e grandes de formas tripomastigotas
sanguineas de 7. cruzi, da cepa Y, foram determinadas no 8°, 12° e 16° dias e descritas

abaixo:

£ 80;
B
7
£ 401
2.
o
A Pico rr
O pequeno 10 18 25
O intermedidrio 22 35 47
O grande ) 27 28

Figura 28. Freqiiéncia das mensurag¢des da drea do nucleo das formas
tripomastigotas de 7. cruzi, da cepa Y, nos periodos anterior ao pico,
pico parasitémico e posterior ao pico.

Os resultados das mensuragdes das formas tripomastigotas sanguineas quanto a
drea do nucleo estdo apresentados Figura 29 - Apéndice A, B e C. Observou-se que nos

periodos anterior ao pico, pico parasit€mico e posterior ao pico houve modificacdo na area do
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nicleo, mas para melhor compreensdo entre as cepas e inclusdo da cepa S.1.9 os dados foram
reunidos num mesmo periodo. As freqiiéncias das dreas de nicleos pequenos, intermedidrios e
grandes das formas tripomastigotas sanguineas, para as cepas Bolivia, QM2, S.1.9 e Y, foram

as seguintes:
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O mterme diario 51 52 29 41
O grande G 29 3 41

Figura 29. Freqiiéncia da drea do nticleo das formas tripomastigotas
de T. cruzi, das cepas Bolivia, QM2, S.1.9e Y.

Das quatro cepas estudadas, a cepa S.1.9 apresentou o maior percentual de nicleos
pequenos (58% - Figura 29, Apéndice B), a cepa QM2 apresentou os maiores percentuais de
nucleos intermedidrios (52% - Figura 29, Apéndice B), enquanto a cepa Y apresentou os

maiores percentuais de nicleos grandes (41% - Figura 29, Apéndice C).

Os intervalos de medida escolhidos para os indices nucleares baixos, intermédia-
rios e altos para as cepas em estudo foram 0,5 a 1,0 (quartil inferior), 1,1 a 1,8 (interquartis) e
1,9 a 3,5 (quartil superior) respectivamente (Tabela 03).

Os resultados das mensuragdes efetuadas para as formas tripomastigotas da cepa
Bolivia de T. cruzi quanto ao indice nuclear (IN) estdo apresentados na Figura 30 e Apéndice
A. As freqiiéncias de IN baixos, intermedidrios e altos de formas tripomastigotas sanguineas

de T. cruzi, da cepa Bolivia, foram determinadas no 11°, 14° e 17° dias e descritas abaixo:
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Figura 30. Freqiiéncia das mensuragdes do indice nuclear das formas
tripomastigotas de 7. cruzi, da cepa Bolivia, nos periodos anteriores ao pico,
pico parasitémico e posterior ao pico.

Os resultados das mensuracdes efetuadas para as formas tripomastigotas de 7.
cruzi da cepa QM2, quanto ao indice nuclear (IN) estdo apresentados na Figura 31 e Apéndice
B. As freqiiéncias de IN baixos, intermedidrios e altos de formas tripomastigotas sanguineas

de T. cruzi, da cepa QM2, foram determinadas no 11°, 14° e 17° dias e descritas abaixo:
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Figura 31. Freqiiéncia das mensuracdes do indice nuclear das formas
tripomastigotas de 7. cruzi, da cepa QM2, nos periodos anteriores ao pico, pico
parasitémico e posterior ao pico.

Os resultados das mensuragdes efetuadas para as formas tripomastigotas de
T. cruzi da cepa Y, quanto ao indice nuclear (IN) estdo apresentados na Figura 32 e Apéndice
C. As freqiiéncias de IN baixos, intermedidrios e altos de tripomastigotas sanguineas de T.

cruzi da cepa Y, foram determinadas no 8°, 12° e 16° dias e descritas abaixo:
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Figura 32. Freqiiéncia das mensuragdes do indice nuclear das formas
tripomastigotas de 7. cruzi, da cepa Y, nos periodos anterior ao pico, pico
parasitémico e posterior ao pico.

Os resultados das mensuracdes das formas tripomastigotas sanguineas quanto ao
indice nuclear (IN) estdo apresentados na Figura 33 e Apéndice A, B e C. Apesar de que nos
periodos anterior ao pico, pico parasit€émico e posterior ao pico houve modificacdo relevante
no indice nuclear, os dados foram reunidos num mesmo periodo, para melhor comparagdo

entre as cepas. As freqiiéncias de indice nuclear (IN) baixo, intermedidrio e alto para a cepa

Bolivia, QM2, S.1.9 e Y estdo descritas abaixo:
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Figura 33. Freqiiéncia das mensuracdes do indice nuclear das formas
tripomastigotas de 7. cruzi, das cepas Bolivia, QM2, S.19e Y.

Conclui-se que a cepa Y além de apresentar predominancia de formas finas (38%
no P — Figura 12, Apéndice C) e longas (39% no PP - Figura 16, Apéndice C), também
apresenta predominancia de cinetoplastos grandes (35% - Figura 25, Apéndice C) e nucleos

grandes (41% - Figura 29, Apéndice C). A cepa Bolivia apresentou predominincia de
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menores dreas para o cinetoplasto (32% no PA — Figura 22, Apéndice A) e nucleo (45% no
PA - Figura 26, Apéndice A). Na cepa QM2 foi observada predominancia de formas largas
(39% no PA - Figura 11, Apéndice B) e curtas (48% no PA - Figura 15, Apéndice B).

4.4 Mensuracao das formas epimastigotas de 7. cruzi obtidas de meio de
cultura LIT.

As mensuracdes dessas formas estdo expressas no Apéndice D.

Na escolha dos intervalos de medidas, foi usado o critério de agrupamento de
todas as mensuracdes das formas epimastigotas de 7. cruzi, obtidas em meio de cultura LIT,
das cepas Bolivia, QM2, S.1.9 e Y, estabelecendo-se trés intervalos: do valor minimo ao 1°
quartil, do 1° quartil ao 3° quartil e do 3° quartil ao valor maximo, estes intervalos estdo
sumarizados na Tabela 04 e se referem aos parametros: drea do cinetoplasto (AC), drea do
nicleo (AN), largura (L), flagelo (FL), distancia da extremidade anterior ao meio do nicleo
(NA), distancia da extremidade posterior ao meio do nicleo (PN), comprimento total (T) e
indice nuclear (IN).

Tabela 04. Resultados estatisticos em quartis das mensuragdes de formas

epimastigotas de 7. cruzi, obtidas em meio de cultura LIT, das cepas Bolivia,

QM2,S19eY.

Mensuracio ACY AN L FL. PN HA T IN
25%0 Iulimima 0,3 09 1,1 328 1.7 25 150 01
1% quartil 0,6 1.7 1,8 B1 44 T 233 04
50% | Mediana 07 21 22 8% 55 114 276 05
v 2" quartil 0.9 29 28 11% 71 148 35132 03E
25% IMéxima 1.7 6,8 50 280 143 264 457 272
*drea do cinetoplasto, *4rea do radelen, L lavenra, FL : flageln, PN disténeia da extreraidade
posterior an meio do rdeleo, M.& . distédneis da extreridade anterior ao meio do micleo,
T: comprireento total = PHHA+FL, IH: indice roclear.

Os intervalos de medida escolhidos para a largura das formas epimastigotas de 7.
cruzi para as formas finas foram 1,1 a 1,7 um (quartil inferior), para as formas intermedidrias
foram 1,8 a 2,8 um (interquartis) e para as formas largas foram 2,9 a 5,0 um (quartil supe-
rior), sumarizados na Tabela 04.

As freqiiéncias de formas finas, intermedidrias e largas de epimastigotas de T.
cruzi, obtidas em meio de cultura LIT, das cepas Bolivia, QM2, S.1.9 e Y, estdo representadas

na Figura 34, Apéndice D e descritas abaixo:
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Figura 34. Freqiiéncia das mensuragoes de largura das formas

epimastigotas de 7. cruzi, em meio de cultura LIT, das cepas
Bolivia, QM2,S.19¢e Y.

Neste estudo, das quatro cepas estudadas, as que apresentaram maior percentual
de formas finas foram as cepas Bolivia e QM2 (33% e 36% - Figura 34, Apéndice D); as
cepas que apresentaram os maiores percentuais de formas intermedidrias foram as cepas
Bolivia, QM2 e Y (60%, 60%, 61% - Figura 34, Apéndice D), as que apresentaram maior
percentual para formas largas foram as cepas S.1.9 e Y (47% e 32% - Figura 34, Apéndice D).

Os intervalos de medida escolhidos para o comprimento total das formas epimasti-
gotas de T. cruzi para as formas curtas foram 13,0 a 23,2 um (quartil inferior), para as formas
intermedidrias foram 23,3 a 31,3 um (interquartis) e para as formas largas foram 31,4 a 43,7
um (quartil superior), estes intervalos estdo sumarizados na Tabela 04.

Os resultados das mensuragdes das formas epimastigotas de 7. cruzi obtidas em
meio de cultura LIT, das cepas Bolivia, QM2, S.1.9 e Y, quanto ao comprimento total, estao
apresentados na Figura 35 e Apéndice D. As freqiiéncias de formas curtas, intermediarias e

longas de epimastigotas de 7. cruzi, obtidas de meio de cultura LIT, das cepas Bolivia, QM2,

S.I19 e Y, estao descritas abaixo:
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Figura 35. Freqiiéncia das mensuragdes de comprimento total das
formas epimastigotas de 7. cruzi, obtidas de meio de cultura LIT,das
cepas Bolivia, QM2, S.19e Y.

A cepa que apresentou maior percentual da forma curta foi cepa Bolivia (34% -
Figura 35, Apéndice D; a cepa que apresentou maior percentual da forma intermedidria foi a
cepa Y (57% - Figura 35, Apéndice D) enquanto que a cepa que apresentou maior percentual
da forma longa foi a cepa QM2 (41% - Figura 35, Apéndice D).

Os intervalos de medida escolhidos para o comprimento do flagelo das formas
epimastigotas de 7. cruzi para as formas com flagelos curtos foram 3,8 a 8,0 um (quartil
inferior), para as formas com flagelos intermedidrios foram 8,1 a 11,9 um (interquartis) e para
as formas com flagelos longos foram 12,0 a 28,0 um (quartil superior) sumarizados na Tabela
04. Os resultados das mensuracdes das formas epimastigotas de 7. cruzi, obtidas em meio de
cultura LIT, das cepas Bolivia, QM2, S.I.9 e Y, quanto ao comprimento do flagelo, estdao
apresentados na Figura 36 e Apéndice D. As freqiiéncias de formas com flagelos curtos,
intermedidrios e longos de formas epimastigotas de 7. cruzi, obtidas de meio de cultura LIT

das cepas Bolivia, QM2, S.1.9 e Y, estdo descritas abaixo:
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Figura 36. Freqiiéncia das mensuragdes de comprimento do flagelo das formas
epimastigotas de 7. cruzi, obtidas em meio de cultura LIT, das cepas Bolivia,
QM2,S19eY.

A cepa que apresentou o maior percentual de comprimento do flagelo curto foi a
cepa S.I.9 (34% - Figura 36, Apéndice D); a cepa que apresentou o maior percentual de
comprimento do flagelo intermedidrio foi a cepa Y (54% - Figura 36, Apéndice D); a cepa
que apresentou o maior percentual de comprimento do flagelo longo foi a cepa Bolivia (36% -
Figura 36, Apéndice D).

Os intervalos de medida escolhidos para a drea do cinetoplasto das formas
epimastigotas de 7. cruzi para as formas com dreas pequenas, intermedidrias e grandes foram
0,3 a 0,5um?, 0,6 a 0,9um? e 1,0 a 1,7um? respectivamente (Tabela 04). Os resultados das
mensuragdes das formas epimastigotas de 7. cruzi, obtidas em meio de cultura LIT, da cepa
Bolivia, QM2, S.1.9 e Y, quanto a drea do cinetoplasto, estdo apresentados na Figura 37 e
Apéndice D. As freqiiéncias das dreas de cinetoplastos pequenos, intermedidrios e grandes das

formas epimastigotas de 7. cruzi, para as cepas Bolivia, QM2, S.1.9 e Y estdo descritas

abaixo:
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Figura 37. Freqiiéncia das mensuragdes da drea do cinetoplasto
das formas epimastigotas de 7. cruzi obtidas em meio de cultura
LIT das cepas Bolivia, QM2, S.19¢ Y.

A cepa Bolivia apresentou os maiores percentuais de cinetoplasto pequeno (36% -
Figura 37, Apéndice D), a cepa QM2 apresentou os maiores percentuais de cinetoplastos
intermedidrios (64% - Figura 37, Apéndice D), enquanto a cepa S.1.9 apresentou os maiores
percentuais de cinetoplastos grandes (30% - Figura 37, Apéndice D).

Os intervalos de medida escolhidos para a é4rea do nicleo das formas
epimastigotas de 7. cruzi para as formas com dreas pequenas, intermedidrias e grandes foram
0,9 a 1,6um?, 1,7 a 2,9um? e 3,0 a 6,8um? respectivamente (Tabela 04).

Os resultados das mensuragdes das formas epimastigotas de 7. cruzi, obtidas em
meio de cultura LIT, das cepas Bolivia, QM2, S.1.9 e Y, quanto a 4rea do nicleo, estdo
apresentados na Figura 38 e Apéndice D. As freqiiéncias das dreas de nucleos pequenos,

intermedidrios e grandes das formas epimastigotas de 7. cruzi, para as cepas Bolivia, QM2 ,

S.I.9 e Y, estdo descritas abaixo:
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Figura 38. Freqiiéncia das mensuragdes da drea do nicleo das formas epimastigotas
de T. cruzi, obtidas de meio de cultura LIT, das cepas Bolivia, QM2, S.1.9e Y.
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A cepa Bolivia apresentou os maiores percentuais de nucleos pequenos (39% -
Figura 38, Apéndice D); as cepas QM2 e Y apresentaram os maiores percentuais de nicleos
intermedidrios (63% - Figura 38, Apéndice D); enquanto a cepa S.1.9 apresentou os maiores

percentuais de formas com nucleos grandes (36% - Figura 38, Apéndice D).

Os intervalos de medida escolhidos para o indice nuclear (IN) das formas
epimastigotas de T. cruzi para as formas com IN(s) baixos, intermedidrios, e altos foram 0,1 a
0,3;0,420,8¢0,9a 2,2 respectivamente (Tabela 04).

Os resultados das mensuragdes das formas epimastigotas de 7. cruzi, obtidas em
meio de cultura LIT, das cepas Bolivia, QM2, S.I.9 e Y, quanto ao IN estdo apresentados na
Figura 39 e Apéndice D. As freqiiéncias de IN(s) baixos, intermediarios e altos das formas

epimastigotas de 7. cruzi, para as cepas Bolivia, QM2 , S.1.9 e Y, estao descritas abaixo:
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Figura 39. Freqiiéncia das mensuragdes de indice nuclear das formas
epimastigotas de 7. cruzi , obtidas de meio de cultura LIT , das cepas
Bolivia, QM2,S.19e Y.

A cepa S.I.9 apresentou os maiores percentuais de IN baixo (42% - Figura 39,
Apéndice D); a cepa QM2 apresentou os maiores percentuais de IN intermediario (69% -
Figura 39, Apéndice D); as cepas Bolivia e QM2 apresentaram os maiores percentuais de IN

altos (28% e 22% - Figura 39, Apéndice D).

4.5 Mensuracao das formas epimastigotas de 7. cruzi obtidas de fezes de
triatomineo.

As mensuracdes dessas formas estdo expressas no Apéndice C.
Na escolha dos intervalos de medidas das formas epimastigotas de 7. cruzi,

obtidas de fezes de triatomineo, das cepas Bolivia, QM2, S.1.9 e Y, foi usado o critério de
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agrupamento de todas as mensuracdes, estabelecendo-se trés intervalos: do valor minimo ao
1° quartil, do 1° quartil ao 3° quartil e do 3° quartil ao valor maximo, esses intervalos estdo
sumarizados na Tabela 05 e referem-se aos parametros: area do cinetoplasto (AC), area do
nicleo (AN), largura (L), flagelo(FL), distancia da extremidade anterior ao meio do nicleo
(NA), distancia da extremidade posterior ao meio do nuicleo (PN), comprimento total (T) e

indice nuclear (IN).

Tabela 05. Resultados estatisticos das mensuragdes em quartis de formas epimastigotas

de T. cruzi, obtidas em fezes de triatomineo, das cepas Bolivia, QM2, S.19¢e Y.

Mensuracio ACY AN L FL. PN HA T g}
25%0 Ifinitma 0,2 ne 07 24 1,2 1,5 11,1 01
1% quartil 0,5 1.5 1,% Y40 36 5,2 192 04
S0% [ Mlediana 07 20 25 8% 57 8,0 234 07
v 3% quartil 0.9 270 23 118 81 146 3225 09
25% IMéxima 30 65 75 285 170 277 51,1 29
*drea do cinetoplasto, *drea do nieleo, L : lavoura, FL : flagelo, P distércia da extrernidade
posterior an mweio do nieleo, M.o& . disténeis da extreridade anterior ao meio do wicleo,
T: comprirnento total = PHHA+FL, IH: indice rueclear.

Os intervalos de medida escolhidos para a largura das formas epimastigotas de 7.
cruzi para as formas finas foram 0,7 a 1,8 um (quartil inferior), para as formas intermedidrias
foram 1,9 a 3,3 um (interquartis) e para as formas largas foram 3,4 a 7,5 um (quartil superior)
sumarizados na Tabela 05.

Os resultados das mensuragdes das formas epimastigotas de 7. cruzi, obtidas de
fezes de triatomineo, das cepas Bolivia, QM2, S.1.9 e Y, quanto a largura, estdo apresentados
na Figura 40 e Apéndice E. As freqiiéncias de formas finas, intermedidrias e largas de formas
epimastigotas de 7. cruzi, obtidas de fezes de triatomineo, das cepas Bolivia, QM2, S.19 e Y,

estdo descritas abaixo:
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Figura 40. Freqiiéncia das mensuragdes de largura das formas epimastigotas de 7. cruzi,
obtidas de fezes de triatomineo, das cepas Bolivia, QM2, S.19e Y.

As quatro cepas apresentaram percentuais para formas finas similares (29%, 21%,
26% e 23% - Figura 39, Apéndice E). A cepa Bolivia apresentou o maior percentual para
formas intermedidrias (52% - Figura 40, Apéndice E). A cepa QM2 apresentou maior
percentual de formas largas (33% - Figura 40, Apéndice E).

Os intervalos de medida escolhidos para comprimento total das formas epimasti-
gotas de T. cruzi para as formas curtas foram 11,1 a 19,1 um (quartil inferior), para as formas
intermedidrias foram 19,2 a 32,5 um (interquartis) e para as formas longas foram 32,6 a 51,1
um (quartil superior), sumarizados na Tabela 05.

Os resultados das mensuragdes das formas epimastigotas de 7. cruzi, obtidas de
fezes de triatomineo, das cepas Bolivia, QM2, S.1.9 e Y, quanto ao comprimento total, estdo
apresentados na Figura 41 e Apéndice E. As freqiiéncias de formas curtas, intermedidrias e
longas de formas epimastigotas de 7. cruzi, obtidas de fezes de triatomineo, das cepas Bolivia,

QM2, S.19¢ Y, estdo descritas abaixo:

£ 80

=

[

=

5 404

N=

o

o

g :

Eolima Oz =18 T

O curta 45 29 14 15
O interme didria 45 &0 45 46
Olonga & 11 41 39

Figura 41. Freqiiéncia das mensura¢des de comprimento total das formas epimastigotas
de T. cruzi, obtidas de fezes de triatomineo, das cepas Bolivia, QM2, S19e Y.
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A cepa Bolivia apresentou o maior percentual de comprimento total curto (45% -
Figura 41, Apéndice E); a cepa QM2 apresentou o maior percentual de comprimento total
intermedidrio (60% - Figura 41, Apéndice E); enquanto as cepas S.I.9 e Y apresentaram maior
percentual de comprimento total longo (41% e 39% - Figura 41, Apéndice E).

Os intervalos de medida escolhidos para comprimento do flagelo das formas
epimastigotas de 7. cruzi para as formas com flagelo curto foram 3,4 a 6,9 pm, para as formas
com flagelo intermediario foram 7,0 a 11,8 um e para as formas com flagelo longo foram 11,9
a 28,5 um (Tabela 05).

Os resultados das mensuracdes das formas epimastigotas de 7. cruzi, obtidas de
fezes de triatomineo, das cepas Bolivia, QM2, S.I.9 e Y, quanto ao comprimento do flagelo,
estdo apresentados na Figura 42 e Apéndice E. As freqiiéncias de flagelos -curtos,
intermedidrios e longos de formas epimastigotas de 7. cruzi, obtidas de fezes de triatomineo,

das cepas Bolivia, QM2, S.1.9 e Y, estdo descritas abaixo:

’;@ T4
=
o a0
-
1]
g D5
T
3
= 0-
Bolivia QM2 =14 T
O curto 29 19 33 17
O mtermediario 48 a4 54 a0
Olongo 23 27 13 33

Figura 42. Freqiiéncia das mensura¢des de comprimento do flagelo das formas
epimastigotas de 7. cruzi, obtidas de fezes de triatomineo, das cepas Bolivia, QM2,
SI9eY.

A cepa S.1.9 apresentou maior percentual de flagelos curtos (33% - Figura 42,
Apéndice E); as cepas QM2 e S.1.9 apresentaram os maiores percentuais de flagelos
intermedidrios (54% - Figura 42, Apéndice E) e a cepa Y apresentou o maior percentual de
flagelos longos (33% - Figura 42, Apéndice E).

Os intervalos de medida escolhidos para as dreas de cinetoplastos das formas
epimastigotas de 7. cruzi para areas pequenas, intermedidrias e grandes foram 0,2 a 0,4 um?,

0,520,9 um?e 1,0 a 3,0 um?2 (Tabela 05).
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Os resultados das mensuragdes das formas epimastigotas de 7. cruzi, obtidas de
fezes de triatomineo, das cepas Bolivia, QM2, S.1.9 e Y, quanto a area do cinetoplasto, estdo
apresentados na Figura 43 e Apéndice E. As freqii€ncias das dreas de cinetoplastos pequenos,

intermedidrios e grandes das formas epimastigotas de 7. cruzi, para as cepas Bolivia, QM2,

S.I.9 e Y, estdo descritas abaixo:

S 80
=
(=
=y
w401
=
&
T 0
= Boliia QM2 S19 e
O pedquenc 24 s 15 8
O ntermediano 58 57 6 63
O grande 18 25 21 24

Figura 43. Freqiiéncia das mensuragdes da drea do cinetoplasto das formas
epimastigotas de 7. cruzi, obtidas de fezes de triatomineo, das cepas Bolivia,
QM2,S19eY.

A cepa Bolivia apresentou maior percentual de cinetoplasto pequeno (24% -
Figura 43, Apéndice E); a cepa Y apresentou o maior percentual de cinetoplastos
intemedidrios (68% - Figura 43, Apéndice E); a cepa QM2 apresentou o maior percentual de
cinetoplastos grandes (35% - Apéndice E).

Os intervalos de medida escolhidos para as dareas de nucleos das formas
epimastigotas de 7. cruzi para dreas pequenas, intermedidrias e grandes foram 0,6 a 1,4 um?,
1,5a2,7um?e 2,8 a 6,5 um? (Tabela 05).

Os resultados das mensuragdes das formas epimastigotas de 7. cruzi, obtidas de
fezes de triatomineo, da cepa Bolivia, QM2, S.1.9 e Y, quanto a drea do nucleo, estdo
apresentados na Figura 44 e Apéndice E. As freqiiéncias das dreas de nucleos pequenos,

intermedidrios e grandes para as cepas Bolivia, QM2, S.1.9 e Y estdo descritas abaixo:
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Figura 44. Freqiiéncia das mensuracdes da area do niicleo das formas epimastigotas
de T. cruzi, obtidas de fezes de triatomineo, das cepas Bolivia, QM2, S.19e Y.

A cepa Bolivia apresentou maior percentual de nicleo pequeno (30% - Figura 44,
Apéndice E); a cepa QM2 apresentou o maior percentual de nicleo intermedidrio (60% -
Figura 44, Apéndice E); a cepa S.1.9 apresentou o maior percentual de nicleo grande (29% -
Apéndice E).

Os intervalos de medida escolhidos para os indices nucleares (IN) das formas
epimastigotas de 7. cruzi para os IN baixos, intermedidrios e altos foram 0,1 a 0,3, 0,42 0,9 e
1,0 a 2,9 (Tabela 05).

Os resultados das mensuracdes das formas epimastigotas de 7. cruzi obtidas de
fezes de triatomineo, das cepas Bolivia, QM2, S.1.9 e Y, quanto ao indice nuclear (IN) estdo
apresentados na Figura 45 e Apéndice E. As freqii€ncias de indices nucleares baixos,
intermedidrios e altos das formas epimastigotas de 7. cruzi, para as cepas Bolivia, QM2, S.1.9

e Y, estdo descritas abaixo:

£ g0
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O hadzo 11 23 14 13
O mtermediario a0 a0 72 T0
O alta 39 27 14 17

Figura 45. Freqiiéncia das mensuragdes dos indices nucleares das formas
epimastigotas 7. cruzi, obtidas de fezes de triatomineo, das cepas Bolivia,
QM2,S.19eY.
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O parametro indice nuclear da forma epimastigota foi considerado baixo (0,1 a
0,3) intermedidrio (0,4 a 0,9) e grande (1,0 a 2,9) sumarizados na Tabela 05. A cepa QM2
apresentou o maior percentual de IN baixo (23% - Figura 45, Apéndice E); as cepas S.19e Y
apresentaram os maiores IN intermedidrios (72% e 70% - Figura 45, Apéndice E); a cepa
Bolivia apresentou o maior percentual de IN alto (39% - Figura 45, Apéndice E).

A cepa QM2 apresentou maior percentual de formas largas (33% - Figura 40,
Apéndice E); As cepas S.1.9 e Y apresentaram maior percentual de comprimento total longo
(41% e 39% - Figura 41, Apéndice E); a cepa Bolivia apresentou predominancia de
cinetoplasto pequeno (24% - Figura 43, Apéndice E), nicleos menores (30% - Figura 44,
Apéndice E) e IN altos (39% - Figura 45, Apéndice E).

5 DISCUSSAO

5.1 Formas tripomastigotas sanguineas

Com o crescimento cientifico quanto aos diferentes aspectos que levam a
patogenia da doenca de Chagas, sabe-se que os aspectos morfoldgicos sdo caracteristicas
determinantes no tipo de alteracdo organica funcional na fase cronica da doenga. Dessa forma,
uma padronizacdo daquilo que foi estabelecido até o presente momento como base para
classificagdo das formas morfoldgicas de 7. cruzi foi revisto neste trabalho.

SILVA (1959) caracterizou as formas finas, intermedidrias e largas de
tripomastigotas sanguineas de 7. cruzi, do seguinte modo:

Formas finas apresentam o cinetoplasto relativamente afastado da extremidade
posterior, corpo com aspecto sinuoso, flagelo livre curto e o nucleo difuso. Formas largas
apresentam o cinetoplasto bastante proximo da extremidade posterior, o nicleo € ovéide e
mais denso e o flagelo livre mais longo. As formas intermedidrias tem caracteres
intermedidrios.

Neste trabalho utilizou-se a denominagdo preconizada por SILVA (1959), quanto
as dimensdes da largura das formas tripomastigotas. Ao examinar esfregacos sanguineos
obtidos de camundongos infectados, confirmou-se as observacdes de SILVA (1959),
conforme pode ser verificado na Figura 05 (a), (b), (c), Figura 06 (d), (e), (f) e Figura 07(g),
(h), (i), isto é formas tripomastigotas sanguineas finas, intermedidrias e largas. No entanto
mensurou-se também o comprimento das formas tripomastigotas e para esse parametro

utilizou-se as denominacdes curto, intermedidrio e longo.
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5.2 Formas epimastigotas em meio de cultura LIT

BRUMPT (1912) propds que a forma tripomastigota metaciclica se origina da
epimastigota por um processo de estiramento da membrana ondulante e migracdo do
cinetoplasto para a posi¢ao posterior.

CAMARGO (1964) demonstrou que o aumento das formas tripomastigotas na
populacdo de flagelados de uma cultura resulta da metamorfose de formas epimastigotas.
Epimastigotas tipicas com corpo largo e longo, nticleo esférico, cinetoplasto em haste anterior
ao nucleo, flagelo livre longo foram encontrados com tripomastigotas tipicos, com corpo
delgado, nicleo fusiforme, cinetoplasto arredondado e posterior ao nicleo e flagelo curto.
Durante um periodo curto precedendo a fase estaciondria da cultura, observou uma grande
variabilidade de formas intermedidrias entre epimastigotas e tripomastigotas.

Neste estudo observou-se que o cinetoplasto ocupa distintas localizacdes nas
formas epimastigotas de 7. cruzi obtidas de meio de cultura LIT, Figura 08(a,b), onde o
cinetoplasto se encontra anterior ao nicleo; Figura 08(c, d) com cinetoplasto lateral ao nicleo
e Figura 08(e) com cinetoplasto posterior ao nicleo (forma tripomastigota). Sugere-se a partir
dessas observacdes que essas mudancas de posicdo do cinetoplasto podem ser interpretadas
como transformac¢ao das formas epimastigotas para tripomastigotas.Tais transformagdes estao

de acordo com a proposta de BRUMPT (1912) e os experimentos de CAMARGO (1964).

5.3 Mensuracoes de formas tripomastigotas de 7. cruzi

Desde os estudos realizados por Chagas em 1909, vdarios autores propuseram
diversas denominag¢des de modo a caracterizar as diferencas quanto a largura e ao
comprimento das formas tripomastigotas de 7. cruzi (SILVA 1959, BRENER & CHIARI
1963, BELDA NETO 1974). As denominacdes fina, intermedidria e larga utilizadas neste
trabalho seguem a terminologia utilizada por Silva (1959). Entretanto a defini¢do precisa do
que cada autor refere como forma tripomastigota curta/longa, fina/larga ou intermedidria é
ainda controversa. No intuito de esclarecer essa indefini¢do, mensurou-se as cepas Bolivia,
QM2 e Y, a fim de definir pardmetros numéricos quanto a largura (fina, intermediéria, larga)
e comprimento (curto, intermedidrio, longo).

Os resultados das mensuracdes efetuadas no periodo PA mostram que a cepa Y
apresentou maior porcentagem de formas finas em relacdo as cepas Bolivia e QM2 (Figura

12, 10, 11). No periodo Pico a cepa Y também mostrou maior percentual de formas finas
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quando compara-se com as cepas Bolivia e QM2 (Figura 12, 10, 11). No periodo PP a cepa
QM2 apresentou predominio de formas largas em relacao as cepas Bolivia e Y (Figura 11, 10,
12). No que se refere ao comprimento, no periodo AP, a cepa QM2 mostrou maior quantidade
de formas curtas e nenhuma forma longa (Figura 15). A forma intermedidria quanto ao
comprimento da cepa QM2, nos periodos AP e P, mostrou predominio em relacdo as cepas
Bolivia e Y. Ja no periodo PP ocorreu predominio da forma longa da cepa Y (Figura 16, 14,
15).

Diante da andlise das mensuragdes das trés cepas nos trés periodos de
parasitemia, as cepas Bolivia e QM2 mostraram uma predomindncia de formas sanguineas
largas quando comparadas as finas durante o seguimento da infeccdo (Figura 10,11 -
Apéndice A,B). Contrariamente uma predominancia de formas finas foi observada para a cepa
Y quando comparada as formas largas (Figura 12 - Apéndice C). Esses resultados confirmam
os estudos de BRENER & CHIARI (1963) que também encontraram predominincia de
formas finas para a cepa Y. No entanto esses autores realizaram a classificacao de fina, larga e
anormalmente larga baseados somente em observacdes visuais sem efetuar mensuragao. Nos
estudos de BRENER (1969) a porcentagem de formas finas e largas no sangue foi
determinada por exame de pelo menos 300 formas tripomastigotas em preparacdes sanguineas
a fresco sob contraste de fase e aumento x 450 (cepas ABC, Berenice, FL). Esse estudo
também baseou-se somente em observacdes visuais para identificar as formas finas, largas e
anormalmente largas, isto €, nao foi feita mensuracao. ARAUJO & CHIARI (1988) estudaram
300 formas tripomastigotas sanguineas de 7. cruzi (cepas CL, MR e Y) e as classificaram em
formas finas, largas e muito largas da mesma forma subjetiva, isto €, sem mensura-las.

Os resultados das mensuracoes de largura e comprimento das formas
tripomastigotas das cepas Bolivia, QM2 e Y de T. cruzi, mostraram trés padrdes distintos
quanto a largura e comprimento: formas finas de 0,6 a 1,3um, intermediarias de 1,4 a 2,1um,
largas de 2,2 a 5,5um, curtas de 13,5 a 19,5um, intermedidarias de 19,6 a 24,7 e longas de 24,8
a 43,8um (Tabela 03).

Provavelmente as mensuragdes que caracterizaram as formas finas e
intermedidrias, correspondam as formas finas da cepa Y aludidas por BRENER & CHIARI
(1963), que, no entanto ndo mensuraram a largura e sim o comprimento. A respeito da cepa
QM2 de T. cruzi, os resultados observados por MARTINS (2005) corroboram com 0s nossos,
que mostram um percentual elevado (39% no PA) de formas largas para essa cepa (Figura 11
- Apéndice B). Também € necessario enfatizar que um percentual de 48% (PA) e 39% (PP) de

formas longas foram observadas ao se mensurar as formas tripomatigotas das cepas Bolivia e
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Y, respectivamente (Figura 14, 16 - Apéndice A,C), ao passo que a cepa QM2 se apresentou
com somente uma forma longa (Figura 15 - Apéndice B). Essas observacdes estdo de acordo
com aqueles encontrados por BARATA (1988) para a cepa Y e MARTINS (2005) para a cepa
QM2. Quando observados nos interquartis, os quais compreendem 50% da area central de
distribuicdo, um percentual maior que 50% de tripomastigotas com comprimento
intermedidrio foi observado, entretanto em alguns casos como a cepa Bolivia ( 41% no
periodo PA) e cepa Y ( 38% no periodo PP) para formas intermedidrias, as formas longas
compreenderam 48% e 37% respectivamente (Figura 14,16 - Apéndice A,C). Os diferentes
parametros estudados neste trabalho permitiram estabelecer padroes numéricos, de modo a
definir o que € uma cepa fina, intermedidria e larga; assim como curta, intermedidria e longa,
quanto ao comprimento.

A cepa Bolivia apresentou os maiores percentuais de cinetoplastos pequenos e
intermedidrios no PA (32% e 65% - Figura 22, Apéndice A); enquanto a cepa que apresentou
maiores percentuais de cinetoplastos grandes foi a Y no PA (56% - Figura 24, Apéndice C); o
que condiz com o valor mdximo encontrado por MARTINEZ (2004) para area do cinetoplasto

dessa cepa.

Das quatro cepas estudadas, a cepa que apresentou os maiores percentuais de IN
baixo foi a Y (38% - Figura 33, Apéndice C), a cepa Bolivia apresentou os maiores
percentuais de IN intermediérios (78% - Figura 33, Apéndice A), enquanto as cepas QM2 e
S.I1.9 apresentaram maiores percentuais de INs altos (51% e 45% - Figura 33, Apéndice B).
Na cepa QM2 praticamente nio foram encontrados INs baixos (1% - Figura 33, Apéndice B).

O menor indice nuclear encontrado para a cepa QM2 por MARTINS (2005) foi 1,24um.

5.4 Mensuracoes de formas epimastigotas de 7. cruzi obtidas de meio de
cultura LIT.

No tocante as formas epimastigotas coletadas de meio LIT, preconizou-se os
parametros de largura ( fina/ intermedidria /larga: 1,1 a 1,7um/ 1,8 a2,8um /2,9 a 5,0um),
comprimento total (curto/ intermedidrio/longo:13,0 a 23,2um/ 23,3 a 31,3um /31,4 a 43,7um),
area do nucleo ( pequeno/ intermedidrio/ grande : 0,9 a 1,6um?/ 1,7 a 2,9um? 3,0 a 6,8um? ),
area do cinetoplasto ( pequeno/ intermedidrios/ grande: 0,3 a 0,5um?/ 0,6 a 0,9um? 1,0 a
1,7um? e indice nuclear ( baixo/ intermediério/ alto: 0,1 a 0,3 /0,4 a 0,8 /0,9 a 2,2 ), que
podem ser agora utilizados como padrdo de referéncia para futuras mensuragdes ou inter-

relacdo dessas formas com as patologias causadas.
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5.5 Mensuracoes de formas epimastigotas de 7. cruzi obtidas de fezes de
triatomineo.

Quanto as formas epimastigotas obtidas de fezes de triatomineo, também
preconizou-se os parametros de largura ( fina/ intermedidria / larga : 0,7 a 1,8um/ 1,9 a
3,3um/3,4 a 7,5um ), comprimento total (curto/intermedidrio/longo: 11,1 a 19,lum /19,2 a
32,5um/32,6 a 51,1um), area do nicleo (pequeno/ intermedidrio/grande : 0,6 a 1,4um?/ 1,5 a
2,7um? /2,8 a 6,5um? ), 4rea do cinetoplasto ( pequeno/ intermedidrios/ grande: 0,2 a 0,4um?
/0,5 a0,9um? /1,0 a 3,0um? e indice nuclear ( baixo/ intermediario/ alto: 0,1 a0,3/0,4 a 0,9/
1,0 a 2,9 ), que também podem ser utilizados como padrao de referéncia para futuras

mensuragdes ou inter-relagdo dessas formas com as patologias causadas.
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6 CONCLUSOES

Baseados nos dados por nds avaliados o presente trabalho estabeleceu padrdes
numéricos para diferentes caracteristicas morfoldgicas de 7. cruzi quanto as formas
tripomastigotas sanguineas, epimastigotas de meio de cultura LIT e epimastigotas de
triatomineo no tocante aos conceitos de finas/intermedidrias/largas, curtas/intermedidrias
/longas, bem como drea do cinetoplasto e nuclear quanto aos conceitos pequeno/intermédia-
rio/grande e ainda indice nuclear baixo/intermedidrio/longo.

Esses dados sdo inéditos visto poderem de agora em diante serem utilizados
como padrdo de medidas de diferentes formas de 7. cruzi e poder associados a outros fatores

relacionar essas caracteristicas morfométricas com as alteracdes patogénicas da doenca.
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APENDICE A — Resultados e respectivas freqiiéncias das mensuracdes da
largura,comprimento, flagelo, drea do nicleo, drea do cinetoplasto e indice
nuclear das formas tripomastigotas sanguineas de 7. cruzi da cepa Bolivia.

Cepa Boliia

P& Piro PP P& Fico P total
Wlensuraglio freg® freq” fleq® % W W i
laroaral pra)

0a-13 s 12 &% 1 10 7 3N

14-21 oM MM oes A3 Ay 229 A5

22-55 20 3 3 18 27 I8 a6 24
n*fornas 116 120 117 100 100 100 353 100

CORr. | P
135-195 13 13 B 11 11 7 34 10
196-247 47 a1 &7 4 51 57 175 49
24E-432 5 46 42 48 32 34 l44 4l
n* formas 116 120 117 100 100 100 353 100
flagelofpm)

40-71 8 m 15 7 3 12 33 9
7,2-103 570 93 51 3 80 Z2E A3
104-248 49 40 % 42 34 B g8 I8
n*formas 116 120 117 100 100 100 353 100

& (pm®)

0,2-06 373 12 3210 23 4

0,7-1,1 LT Y = S T A e T

12-264 3 4 7 3 3 a] 14 4
n*formas 116 120 117 100 100 100 353 100

& W3 (pm)

07-21 35 3 45 30 45 140 40

22-31 oM ¥ 45 43 44 152 51

32-67 12 g m 1m 7 9 3 g
n'formas 116 120 117 100 100 100 353 100

IM 4
05-1.0 2315 15 20 12 13 53 15
1,1-13% 25 93 97 737 B3 214 1R
1,9-35 2 13 5 T 11 4 2 7

n* formas 116 120 117 100 100 100 353 100
' Freqiiéncia,'comprimento, *area do cinetoplasto, *area do ndclea,
4indice nuclear, PA = perioda anterior ao pico, Pico = periodo na
parasitémico, PP = periodo posterior ao pico parasitémica.
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APENDICE B - Resultados e respectivas freqgiiéncias das mensuragdes da
largura, comprimento, flagelo, drea do niicleo, drea do cinetoplasto e indice
nuclear das formas tripomastigotas sanguineas de 7. cruzi da cepa QM2 e
S.I.9.

Cepa DIy 519
P4 Pico PP P& Pico PP total total
Dlensuraglo freq® freq” frec® 2 %W % i i
largural )
ng-13 14 14 11 13 12 10 41 11 PR
14-21 51 64 &7 48 53 51 18R 53 83 M
22-55 46 42 3% 39 35 33 127 34 SR
w'foreas 1190120 117 100 100 100 336 100 120 100
COFOpL. ™ i)
135-195 57 49 38 48 41 52 144 4 B 0n
196-247 é2 0 79 52 58 A2 21 59 @
42432 0 1 0o 0 1 1] 1 0 2 2
n” formas 119 120 117 100 100 100 35& 100 120 100
flagelo pm)

40-71 32 55 51 44 48 44 158 4 T4 Al
T2-103 64 a5 Ay 54 34 55 194 55 41 34

04-245 3 0 1 2 0 1 4 1 T 6
w'formas 119 120 117 100 100 100 356 100 120 100
ACT (und)

02-06 13 & 6 11 5 5 25 7 i1 2%
07-11 71 84 77 60 0 66 232 65 59
12-26 35 30 34 29 25 29 99 28 13 15
w'formas 119 120 117 100 100 100 356 100 120 100
BN = ()

07-21 28 26 30 22 L 23 B2 23 69 58
22-31 dé0 62 a4 30 51 35 184 52 47 39

32-67 33 032 23 28 27T 20 BE 23 4 3
n*formas 119 120 117 1000 100 100 358 100 120 100
I
05-10 1 1 1 1 1 1 3 1 m =2
1,1-12 42 A5 A0 40 540 51 173 4B s A
19-35 moosd s 59 45 420 1800 51 5445

wiformas 119 120 117 100 100 100 354 100 120 100
* freqiiéncia, ' comprimenta, * area do cinetoplasto, * area do ndcleo, 4 indice

nuclear, PA = perioda anterior ao pico, Pico = perioda no parasitémico, PP =
periodo posterior a0 pico parasitémico.
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APENDICE C - Resultados e respectivas freqgiiéncias das mensuragdes da
largura, comprimento, flagelo, drea do ntcleo, drea do cinetoplasto e indice
nuclear das formas tripomastigotas sanguineas de 7. cruzi da cepa Y.
Cepa by
F& FPiea PP total
Wensuragio freq® freg® freg® %% I W i
lavgural prw)

0a-13 32045 22 27 3® 18 99 IR

14-21 150059 T2 &2 M0 A0 206 57

2255 13 15 26 11 12 22 34 15
n*formas 120 119 120 100 100 100 359 100

coropr. ' i)
135185 18 20 28 15 24 23 T8 21
194-247 58 59 45 48 50 38 160 45
e 438 44 51 47 3T 2% 39 123 34
n® forras 1200 119 120 100 100 100 359 100
flagelo(pra)

40-71 22 3 21 18 25 18 13 A0
12-103 51 38039 43 32 32 128 34
n4-242 47 51 a0 39 43 50 1538 44
n*formas 120 119 120 100 100 100 359 100

£2F (um®)

02-04 10 12 22 3 m 18 44 12

nr-1.1 43 8B5S @2 3@ 71 52 190 53

1,2-24 a7l 22 3/ 19 30 125 35
n*formas 120 119 120 100 100 100 359 100

& ()

07-21 12 21 30 1w 18 23 @3 1B

22-31 d @a 5T 22 55 4T 149 4]

32-a7 22 32 33 éE 21 2 147 4l
n*formas 120 119 120 100 100 100 359 100
IM 4

05-1.0 a0 52 3@ 42 43 30 138 3R
1,1-12 ar 59 74 A A0 A2 200 54

19-35 3 i 10 2 ) B 2l @
nfommas 120 119 120 100 100 100 339 100

' Freqiiéncia, 'comprimento, 2area do cinetoplasto, *area do ndcleo,

4 indice nuclear, PA = perioda anterior a0 pico, Fico = periodo no

parasitémicao, PF = periado posteriar ao pico parasitémico.
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APENDICE D — Resultados e respectivas freqiiéncias das mensuracdes da
largura, comprimento, flagelo, drea do niicleo, drea do cinetoplasto e indice
nuclear das formas epimastigotas obtidas de meio de cultura LIT de T. cruzi
das cepas Bolivia, QM2, S.19¢e Y.

Cepa Bolfvia QR2 519 V¥V BolbiaQII2 510 ¥
Mlersuragio freq®  freq” freg™ freq® % W W %
largural pm)

1,1-1,7 4 42 T8 3 oz 7 1
1LB-28 il 69 44 0 60 &0 48 Al
29-50 7 5 45 31 7 4 41 3
v formas 102 116 94 115 100 100 100 100
corapr.’ ()
130-232 35 1@ 23 30 34 17 24 28
B3-313 5 4 4 65 M 42 48 5
t4-437 12 48 120 12 4 217
n” formss 102 116 9& 115 100 100 100 100
flagelo {pmy
ig-E0 11 24 33 03 11 22 34 30
g21-119 34 &l 43 62 53 53 45 54
120-280 37 29 20 18 38 25 2 1A
v formas 102 116 94 115 100 100 100 100
o I Th
09-1,6 a 23 18 5 3@ L 1 4
1,7-29 o7 43 72 s 63 45 a3
30-6,8 5 a0 35 3 5 17 36 33
v formas 102 116 94 115 100 100 100 100
£ = (pm®)
03-0,5 &3 18 18 3 20 19 18
06 -0,9 b T ) A
1,0-1,7 7 1 20 27 7 l& 30 23
vformas 102 116 94 116 100 100 100 100
IH 4
0,1-0,3 15 w 40 23 15 9 47 2
0.4-0,8 53 B0 48 B0 57 &R S0 A7
09-2.2 o 28 g 14 22 22 B 12
r'formas 102 116 94 119 100 100 100 100

' freqiiéncia,'comprimenta, *irea do nicleo, *area do cinetoplasta, 4 indice nuclear




APENDICE E — Resultados e respectivas freqiiéncias das mensuracdes da
largura, comprimento, flagelo, drea do niicleo, drea do cinetoplasto e indice
nuclear das formas epimastigotas obtidas de fezes de triatomineo de 7. cruzi
das cepas Bolivia, QM2,S.19¢e Y.
Cepa Boltwia QW2 519 ¥ Bolivia Q2 319 ¥
Wlensuragio freq”  freq® freq® fleg® o ¥ Ve ¥
lavoarafpre)  freq  freq  freq freg 29 21 26 23

0,7-18 Y 22 ™ /52 46 48 A0
1,9 -33 52 49 51 57 19 EE T S i |

34-7.5 19 35 31 30 100 100 100 100
n” formas 100 107 111 113

cornpr. ' pr)

11,1-19,1 45 31 15 17 45 214 15
192-325 49 64 50 52 49 60 45 48

326-511 & 12 46 44 6 11 4 39
v formas 100 107 111 113 100 100 100 100
flagelol prm)

34-89 Y 20 3 19 M 19 33 17
TO-11E 48 S8 60 57 48 A T . 1]
11,9-285 23 28 14 37 23 2713 33
w'formas 100 107 111 113 100 100 100 100

& W2 (pm)

06-14 30 12 17 30 30 17 15 I

1,5-27 4z 64 62 59 48 60 s 51

25-85 2 25 32 24 22 100 100 100
wformas 100 107 111 113

& (pm®)

02-04 24 9 T 9 24 B 15 g

0,5-09 5% &l 777 58 51 64 6B

1,0-30 18 o3I 18 I 21 24
wiformas 100 107 111 113 100 100 100 100
IM 4

0,1-03 11 25 15 15 11 22014 13

0.4-09 50 52 B0 719 50 w73 T

1,0-29 39 29 & 19 39 2714 1T
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