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RESUMO

Trypanosoma cruzi é um protozoario flagelado causador da doenga de
Chagas que, segundo estimativas da OMS afeta 16-18 milhdes de pessoas na
América Latina, causando danos sociais extremamente graves. A doenga apresenta
formas clinicas variadas que incluem a forma indeterminada, cardiomiopatia e
alteracdes digestivas. Variacbes intraespecificas nas diferentes cepas de
Trypanosoma cruzi estudadas foram demonstradas em nivel morfo-bioldgico,
bioguimico e genético. Essa heterogeneidade poderia explicar a variabilidade nas
manifestacdes clinicas da doengca de Chagas e as diferengas regionais de sua
morbidade. Com o objetivo de caracterizar quatro cepas de Trypanosoma cruzi
isoladas de pacientes chagasicos cronicos, residentes na regido de Araraquara —
SP, paréametros biologicos e moleculares foram avaliados. Para estudar o
comportamento biolégico das cepas, trés grupos de camundongos Swiss, nao
isogénicos, pesando 10-12g foram infectados com formas sanglineas das cepas em
estudo. Foram avaliados os seguintes aspectos: periodo pré-patente, curvas de
parasitemia, morfologia do parasita no sangue periférico, taxas de mortalidade e
lesGes histopatoldgicas. Trés cepas apresentaram parasitemia patente com periodos
pré-patentes variaveis, baixa parasitemia e formas tripomastigotas largas durante
todo o curso da infecgcdo. Uma cepa apresentou parasitemia sub-patente. Nenhum
animal morreu durante o periodo do estudo. Exame histopatoldégico mostrou ninhos
de formas amastigotas no coracdo de animais infectados para duas cepas e
inflamag&o em varios 6rgdos para todas as cepas. Para a caracterizagdo molecular o
DNA do parasita foi extraido de formas epimastigotas mantidas em meio LIT. Parte
do espacador nao transcrito do gene de mini-exon foi amplificado por PCR. Todas as
cepas geraram produtos com 250 pb. Os dados biolégicos e moleculares permitiram

a classificagao de todas as cepas como T.cruzill.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, doengca de Chagas, cepa, Biodema, PCR

multiplex, T.cruzill.



ABSTRACT

Trypanosoma cruzi is a flagellate protozoan agent of Chagas disease that,
according to the OMS estimation, affect 16-18 milion of people in Latin America,
making serious social damage. The illness shows varied clinicals forms that include
indeterminate form, cardiomiopathy and digestive alterations. Intra-specific variations
among differents Trypanosoma cruzi strains studied have been demonstrated on
morpho-biological, genetic and biochemical levels. Such heterogeneity can explain
the variability of Chagas disease in clinical manifestations and in the regional
differences of the morbidity rate. This research has the objective to characterize four
strains of Trypanosoma cruzi isolated from humans patients, residents in Araraquara
— SP region, by evaluating biological and molecular parameters. In order to study the
biological behavior of Trypanosoma cruzi strains, three groups of albino Swiss mice,
weighting 10-12g were intraperitoneally inoculated with bloodstreams forms of the
strains in study. Pre-patent period, parasitaemia patterns, tripomastigote morphology,
mortality rate and tissue distribution of the protozoan were analysed. Three strains
showed patent parasitemy with variable pre-patent period, low parasitemy and broad
forms during the whole infection period. One strain showed sub-patent parasitemy.
Mortality rates were null. Histopathological analysis showed amastigotes forms in
heart for two strains and inflamatory process in several organs for all the strains. For
the molecular characterization, the parasite DNA was extracted from epimastigotes
forms kept in LIT medium. Part of the non-transcribed spacer of the mini-exon gene
was amplified by PCR. All the strains generated products with 250 pb. The molecular
and biological informations allowed to classify all the strains as T.cruzi ll.

Keywords: Trypanosoma cruzi, Chagas disease, strain, Biodeme, PCR multiplex,

T.cruzill.
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FIGURA 5- Variabilidade da parasitemia média em trés diferentes grupos de camundongos
Swiss infectados com trés cepas de Trypanosoma cruzi. (A) = cepa AMJM; (B) = cepa BFS;
(C) = cepa NCS.
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FIGURA 6- Parasitemia média em camundongos Swiss infectados com trés
diferentes cepas de Trypanosoma cruzi, isoladas em Araraquara — SP de
pacientes chagasicos cronicos. (A) = Grupo 1; (B) = Grupo 2; (C) = Grupo 3.



TABELA 1- Caracteristicas biolégicas de quatro cepas de Trypanosoma cruzi

isoladas em Araraquara - SP de pacientes chagasicos cronicos.

50

Pico de parasitemia Duragéo
Cepa Grupode PPP da fase
camundongo (dias) aguda
n2/100 campos'"  ne/5ul®  dias  (dias)
AMJUM 1 5 8 237 21 39
2° 9 12 330 21 43
3¢ 6 10 285 18 38
BFS 1° 8 10 281 22 42
2° 7 9 265 21 39
3¢ 9 10 281 19 43
NCS 1° 5 14 406 19 37
2° 8 19 523 18 40
3¢ 7 16 438 23 43
NBR 1° ND SP SP ND ND
20 ND SP SP ND ND
3¢ ND SP SP ND ND

(1) média do numero de formas tripomastigotas/100 campos microscopicos com

aumento de 400x; (2) média do numero de formas tripomastigotas/5uL de sangue de

sete camundongos infectados; PPP = periodo pré-patente; ND = ndo determinado;

SP = sub-patente.
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4.1.2- Taxa de mortalidade:

Nenhuma cepa foi capaz de produzir mortalidade nos camundongos
infectados até o 180° apds ainfeccao.

4.1.3- Morfologia dos tripomastigotas sangiiineos:

Foram analisadas apenas as cepas AMJM, BFS e NCS uma vez que a cepa
NBR apresentou parasitemia sub-patente, impossibilitando a analise morfolégica das
formas sangtiineas.

Em todas as cepas estudadas foram observadas apenas formas sanglineas
largas durante todo o curso da infecgdo. Essas formas apresentam cinetoplasto
terminal, ndcleo arredondado e central ( Figura 7).

Os valores médios da micrometria realizada em trinta formas tripomastigotas
sangliineas, para as cepas que apresentaram parasitemia patente, podem ser
observados na Tabela 2.

Quando os valores observados na andlise micrométrica foram comparados,
observou-se que, para um nivel de significancia de 5%, foram observadas diferencas
estatisticamente significativas para comprimento do flagelo, comprimento do corpo e
comprimento total entre as cepas AMJM e BFS e entre as cepas AMUM e NCS.
Para esses parametros nao foram observadas diferencas entre as cepas BFS e
NCS. Para os valores de largura do corpo ndao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre as trés cepas estudadas.

A caracterizacdo das formas observadas como largas foi feita por meio da
observacdo visual e comparacdo com desenhos efetuados por Brener e Chiari
(1963), j& que na literatura consultada ndo ha uma definicdo de valores médios de
comprimento e largura das formas tripomastigotas sanguineas, que poderiam servir
como base para classificacdo das diferentes formas em delgadas, largas ou muito
largas (DIAS e FREITAS FILHO, 1943; BRENER e CHIARI, 1963; BRENER, 1969;
BELDA NETO, 1973; SCHLEMPER Jr et al., 1986; De SOUSA, 1999).
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FIGURA 7- Formas tripomastigotas sangliineas largas de Trypanosoma cruzi
observadas no sangue periférico de camundongos Swiss infectados. (A) = cepa
AMJM; (B) = cepa BFS; (C) = cepa NCS.
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TABELA 2 — Valores médios da micrometria efetuada com 30 formas tripomastigotas

obtidas do sangue periférico de camundongos Swiss infectados com trés cepas de

Trypanosoma cruzi isoladas em Araraquara — SP de pacientes chagasicos crénicos.

Parametros morfométricos CEPA

AMJIM BFS NCS
comprimento do flagelo 7,24 4,48 4,46
comprimento do corpo 12,88 11,15 11,44
comprimento total 20,12 15,63 15,90
largura do corpo 2,14 2,11 2,04

(*) valores em um
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4.1.4- Estudo histopatologico:

Parasitismo tecidual foi observado apenas em camundongos infectados pela
cepa NBR na fase crbnica e pela cepa AMJM na fase aguda da infeccao. As formas
amastigotas foram observadas no musculo cardiaco para as duas cepas citadas.
Observou-se reacgdo inflamatoria, variando de discreta a moderada, no musculo
cardiaco para todas as cepas estudadas. Reacdo inflamatéria nos musculos da
parede intestinal foi observada somente nos camundongos infectados com a cepa
BFS. Observou-se reacao inflamatéria nos musculos esqueléticos dos camundongos
infectados com as cepas AMJM, BFS e NCS. Reacdo inflamatéria no figado foi
observada para as cepas AMJM e NBR. Nao foram observadas reagao inflamatéria

ou presencga de parasitas no bag¢o dos animais infectados ( Tabela 3).

— Cepa AMJM — Durante a fase aguda foram observados parasitas e reacao
inflamatéria moderada no muasculo cardiaco e reagao inflamatéria discreta
nos musculos esqueléticos. Na fase crénica observou-se reacao
inflamatoria discreta no muasculo cardiaco e nos musculos esqueléticos e
moderada no figado ( Figura 8 ).

— Cepa BFS - Foi observada reacao inflamatéria discreta no musculo
cardiaco e moderada nos musculos da parede intestinal, nos plexos
mioentéricos e nos musculos esqueléticos durante a fase aguda da
infeccdo e na fase cronica foi observada reacao inflamatoria discreta no
musculo cardiaco e moderada nas células ganglionares cardiacas. Nao
foram observadas formas amastigotas nos tecidos analisados ( Figura 9 ).

— Cepa NBR - Observou-se reacdo inflamatéria discreta no musculo
cardiaco e nas células ganglionares cardiacas durante a fase aguda e na
fase cronica foram observados parasitas no musculo cardiaco e reacao
inflamatéria moderada no figado (Figura 10).

— Cepa NCS - Durante a fase aguda foi observada discreta reacao
inflamatéria no musculo cardiaco, nas células ganglionares cardiacas e

nos musculos esqueléticos. Na fase cronica foi observada discreta reagéo
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inflamatdria no musculo cardiaco. Nao foi observado parasitismo tecidual

na fase aguda nem na fase crénica da infecg¢édo ( Figura 11).
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TABELA 3- Achados histopatolégicos em coracdo, musculos esqueléticos, figado,
baco e intestino de camundongos infectados com quatro cepas de Trypanosoma

cruziisoladas em Araraquara — SP de pacientes chagasicos cronicos.

Orgao

Cepa Achado histolégico coragdo intestino  musculo figado baco

esquelético

fa. f.c. fa. fc. fa. fc. fa. f.c. fa. f.c.

AMJM Parasitas + - - - - - - - R .
Inflamacao + o+ - - + + -+ - -

BFS Parasitas - - - - - - - - - i
Inflamagao + o+ 4+ - + - - - - -

NBR Parasitas - + - - - - - - - .
Inflamacgéo + - - - - - - + - -

NCS Parasitas - - - - - - - - i .
Inflamacgéo + 4+ - - + - - - - -

f.a. = fase aguda; f.c. = fase crbnica; (+) = presenca de parasitas ou de inflamagéo;

(-) = auséncia de parasitas ou de inflamacao.
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FIGURA 8 — Aspectos histologicos de 6rgaos de camundongos Swiss infectados com a
cepa AMJM de Trypanosoma cruzi. (A) ninhos de formas amastigota (— ) no musculo
cardiaco, (1000 x), fase aguda; (B) inflamagao no musculo esquelético (—» ) (100 x),
fase aguda; (C) inflamacdo no musculo cardiaco (—») (100 x), fase cronica; (D)
inflamagéo no figado (—» ) (100 x) fase crénica. Coloragdo de hematoxilina-eosina.
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FIGURA 9 — Aspectos histolégicos de 6rgaos de camundongos Swiss infectados com a
cepa BFS de Trypanosoma cruzi. (A) inflamacao no musculo cardiaco (—) (100 x), fase
aguda; (B) inflamagéao nos musculos da parede intestinal (—¥®) e nos plexos mioentéricos
(- ) (100 x), fase aguda; (C) inflamagédo nos musculos esqueléticos (—» )(100 x), fase
aguda; (D) inflamagé&o no musculo cardiaco (—® ) e nas células ganglionares cardiacas
() (100 x) fase cronica. Coloracao de hematoxilina-eosina.
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FIGURA 10 — Aspectos histolégicos de 6rgaos de camundongos Swiss infectados com a
cepa NBR do Trypanosoma cruzi. (A) inflamagdo no muasculo (—» ) e nas células
ganglionares ( —» ) cardiacas (100 x), fase aguda; (B) inflamagao no figado {— ) (400 Xx) ,
fase cronica; (C) e (D) ninhos de formas amastigotas (—# ) no musculo cardiaco (400 x e

1000 x ). Coloragao de hematoxilina-eosina.
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FIGURA 11 — Aspectos histolégicos de 6rgdaos de camundongos Swiss infectados com a
cepa NCS do Trypanosoma cruzi. (A) inflamag¢do no musculo (—) e células ganglionares
(—%) cardiacas, fase aguda; (B) inflamacao nas células musculares esqueléticas (—» ),
fase aguda; (C) inflamagédo nas células musculares cardiacas (— ), fase cronica; (D)
células musculares cardiacas normais — controle. Coloragdo de hematoxilina-eosina.
Aumento de 100 x.
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4.1.5- Classificacao das cepas:

Com base nos dados obtidos:

- baixa parasitemia com picos parasitémicos médios ocorrendo entre 0 18° e
23° dias deinfecgao

- auséncia de mortalidade dos animais infectados

- predominio de formas tripomastigotas largas durante todo o curso da
infeccao

- envolvimento predominante do miocardio

As cepas AMJM, BFS e NCS podem ser caracterizadas no Tipo ou Biodema

A cepa NBR apresentou parasitemia sub-patente e, segundo De Sousa
(1999), cepas que nao apresentam parasitemia patente nao podem ser classificadas
de acordo com os critérios de Andrade (1974). Mas, apesar disso, classificamos
essa cepa no Tipo Il baseados principalmente no miocardiotropismo, baixa
parasitemia (sub-patente) e auséncia de mortalidade dos animais infectados.
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4.2- Caracterizacao Molecular:

As quatro cepas foram caracterizadas por meio da amplificacao, pela
metodologia de “PCR multiplex”, de um segmento do espacador nao-transcrito do
gene de mini-exon, sendo que para todas as cepas estudadas foi amplificado um
fragmento com 250 pb, correspondente a T.cruzi Il (Figura 11).

FIGURA 12 — Produto da amplificagdo do gene mini-exon. 1- marcador de peso
molecular ladder 100 DNA®; 2- cepa AMJM; 3- cepa NBR; 4- cepa NCS; 5- cepa
BFS; 6- cepa padrao T.cruzill; 7- cepa padréo T.cruzil; 8- cepa padrao T.cruzi Z3;
9- T. rangeli; 10- controle negativo.



63

4.3- Denominacao das Cepas:

De acordo com recomendagbes do Satellite Meeting (1999), as cepas devem

ser designadas por um codigo de quatro elementos, que sao:

1-

a classe do hospedeiro ou vetor do qual a cepa foi isolada, composta de quatro
letras, a primeira identificando a classe a qual o hospedeiro pertence, seguida por
trés letras indicando o nome do género do hospedeiro

o pais no qual foi feito o isolamento da cepa, composto por duas letras

0 ano de isolamento indicado por quatro digitos

a designacao atribuida a cepa pelo laboratério onde ela foi isolada, seguida pelo

grupo a que pertence a cepa.

Baseado nessas recomendacdes, as quatro cepas estudadas seriam assim
designadas:

- MHOM/BR/1986/AMJM (T.cruzi ll)
- MHOM/BR/1986/BFS (T.cruzill)
- MHOM/BR/1986/NBR (T.cruzi ll)
- MHOM/BR/1986/NCS (T.cruzill)
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5- DISCUSSAO

Trypanosoma cruzi € um protozoario flagelado muito heterogéneo e sua
populacao é caracterizada por uma morfologia diversa, um comportamento biolégico
heterogéneo, uma alta variabilidade genética e um curso clinico distintamente
diferente (DOST et al., 2002).

VariagOes intra-especificas nas diferentes cepas de Trypanosoma cruzi
estudadas tém sido demonstradas em nivel morfo-biolégico, biogquimico e genético
(ANDRADE, 1974; ANDRADE, 1985; MILES et al., 1977; MOREL et al., 1980;
STEINDEL et al., 1993).

Essa heterogeneidade pode ser uma das razdes que explique a variabilidade
nas manifestacdes clinicas da doenca de Chagas e as diferengas regionais de sua
morbidade (DEVERA et al., 2002).

Em uma determinada area geografica, pode estar circulando um ou varios
padrées de cepas ou biodemas de Trypanosoma cruzi, porém, geralmente com
predominio de um deles (OLIVEIRA et al., 1993).

A presenca de um mesmo padrdo de cepa de Trypanosoma cruzi em uma
mesma area endémica pode ser de importancia na explicacdo da ocorréncia de
determinados quadros clinico-patoldgicos da doenca de Chagas, peculiares a uma
determinada area geografica (ANDRADE, 1974).

5.1- Caracterizacao Biologica:

O comportamento biolégico em animais de laboratério, € um dos parametros
usados para caracterizagcao de diferentes cepas de Trypanosoma cruzi.

Embora a infecgdo experimental em animais n&o reproduza fielmente a
infeccdo humana, o camundongo tem sido amplamente usado para estudar varios

aspectos da infecgdo. O uso comum desse animal é justificado devido a seu
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pequeno tamanho, grande disponibilidade, facil manutencdo e simplicidade de
manipulacdo (ANDRADE, 2000; ARAUJO-JORGE, 2000).

A grande maioria das caracterizagdes biolégicas de cepas de Trypanosoma
cruzi tém sido conduzidas em camundongos suicos nao isogénicos, ja que esse
animal pertence a um grupo heterogéneo e, portanto, é considerado o melhor
representante das caracteristicas da populacdo humana de areas endémicas
(DEVERA et al., 2003).

O comportamento biolégico de cepas de Trypanosoma cruzi esta baseado na
sua viruléncia e patogenicidade.

Segundo Andrade (1974), o conceito de viruléncia esta ligado a maior ou
menor capacidade de multiplicagdo do parasita, que € propria para uma determinada
cepa mas que pode variar dentro de certos limites, de acordo com inUmeras
variaveis, podendo assim ser atenuada ou exaltada. A patogenicidade representaria
a capacidade de determinar lesdes tissulares que podem levar os animais a morte
em diversas fases da infeccdo dependendo dos setores atingidos. Nesse conceito, a
patogenicidade seria uma capacidade constante, enquanto a viruléncia, embora
peculiar a cada cepa, seria flutuante. Essas duas condi¢gdes em conjunto, seriam 0s
fatores ligados ao parasita que determinariam o curso da infeccdo no animal
experimental.

Muitos estudos de caracterizacdo biolégica demonstram que cepas de
Trypanosoma cruzi originadas de humanos, reservatérios e vetores de distintas
areas geograficas mostram diferentes comportamentos no animal experimental
(BADINEZ 1945; DEANE et al., 1963; ANDRADE e MAGALHAES, 1997).

Esse fen6bmeno é influenciado por fatores ambientais e imunolégicos,
viruléncia, patogenicidade e possiveis selecdo de cepas e clones depois da
interagdo com vetores e hospedeiros vertebrados. A combinagédo de varios desses
fatores pode explicar a variabilidade do comportamento biolégico do parasita (BICE
e ZELEDON, 1970; MAGALHAES et al., 1996).
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5.1.1- Evolucao da parasitemia:

A primeira referéncia de que amostras de Trypanosoma cruzi de diferentes
procedéncias, poderiam se comportar de maneira diversa, foi feita por Brumpt em
1913, quando estudando uma amostra isolada por Chagas e outra procedente da
Bahia, verificou que a primeira apresentava uma viruléncia exaltada enquanto a
segunda tinha baixa viruléncia, determinando infeccdo néo letal em cobaias
(ANDRADE, 1974).

Zuccarini em 1930, verificou uma diminuicdo da viruléncia das amostras
estudadas, com as passagens em animal, encurtamento do periodo pré-patente com
as passagens em série, observando que 0s animais recém nascidos morriam
precocemente em relacdo aos adultos, e mostrando parasitismo miocardico com as
diversas amostras (ANDRADE, 1974).

Nesse estudo, as cepas AMJM, BFS e NCS apresentaram parasitemia
patente, enquanto a cepa NBR apresentou parasitemia sub-patente.

O periodos pré-patentes observados para as cepas em estudo que
apresentaram parasitemia patente foram variaveis, oscilando de 5 a 9 dias para a
cepa AMJM, 7 a 9 dias para a cepa BFS e 5 a 8 dias para a cepa NCS (Tabela 1).

Devera et al. (2002) observaram periodos pré-patentes mais curtos para
cepas de elevada parasitemia e maiores para cepas de baixa parasitemia.
Entretanto, Martins et al. (2003) observaram periodo pré-patente de quatro dias para
a cepa FAMEMA, que apresenta baixa parasitemia.

A relacao entre duragao do periodo pré-patente e os niveis de parasitemia
nao pdde ser observada em um estudo realizado por Belda Neto em 1973. Ele
observou duas cepas que, apesar de apresentarem periodos pré-patentes idénticos,
apresentaram graus de parasitemia distintos.

Nas trés cepas que apresentaram parasitemia patente, a multiplicacao foi
relativamente lenta com baixa parasitemia (Figuras 2, 3 e 4). A cepa AMJM
apresentou picos parasitémicos médios variando de 237 a 330 formas parasitarias/5
uL de sangue; a cepa BFS apresentou picos parasitémicos médios oscilando entre
265 e 281 formas tripomastigotas/5 uL de sangue e para a cepa NCS os picos
parasitémicos médios variaram de 406 a 523 formas sanguineas/5 pL de sangue.

Esses picos parasitémicos ocorreram entre o 18° e 212 dias ap0s a infecgao para a
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cepa AMJM, 192 e 22° dias de infeccdo para a cepa BFS e 18° e 23° dias de
infecgao para a cepa NCS (Tabela 1).

Cepas de Trypanosoma cruzi de alta, média e baixa viruléncias, bem como
cepas que nao apresentam parasitemia patente em camundongos tem sido isoladas
por varios pesquisadores de pacientes chagasicos crbnicos, de reservatorios
silvestres e de vetores (SCHLEMPER Jr et al.,1983; CARNEIRO et al., 1991;
STEINDEL et al., 1993). Em pacientes chagasicos cronicos ha uma predominancia
de cepas de Trypanosoma cruzi de baixa viruléncia para camundongos
(FERNANDES et al., 1997)

Em um estudo prévio realizado por Rosa et al. (1987), foi determinada a curva
parasitémica dessas cepas: a cepa AMJM apresentou pico da parasitemia no 17¢ dia
de infeccdo com média de 10 formas tripomastigotas/100 campos; a cepa BFS
apresentou pico da parasitemia no 10° dia de infeccdo com média de 5 formas
parasitarias/100 campos; o pico da parasitemia para a cepa NBR ocorreu no 18° dia
de infeccdo com média de 6 formas parasitarias/100 campos e para a cepa NCS o
pico da parasitemia ocorreu no 17° dia de infeccdo com média de 35 parasitas/100
campos.

Quando comparamos os dados referentes ao numero de parasitas por 100
campos microscopicos observados em nosso estudo, 8 a 12 formas parasitarias
para a cepa AMJM, 9 a 10 formas tripomastigotas para a cepa BFS, 14 a 19 formas
parasitarias para a cepa NCS e auséncia de parasitemia patente para a cepa NBR
(Tabela 1), observamos que houve diminuicdo da parasitemia para as cepas NCS e
NBR, aumento da parasitemia para a cepa BFS e manutencdo dos niveis
parasitémicos para a cepa AMJM.

Transformagdes no comportamento biolégico das cepas de Trypanosoma
cruzi podem ocorrer durante a realizacdo de repiques sucessivos em camundongos,
onde as condi¢des de manutencdo do laboratério agiriam como meio selecionador
(CARNEIRO et al., 1991). Essas mudangas foram descritas por varios autores e o
aspecto mais freqlientemente observado foi o aumento da viruléncia (BRENER e
CHIARI, 1963; BRENER et al., 1974: CAMANDAROBA et al, 2001).

A cepa Y, no inicio de seu isolamento apresentava baixa viruléncia para
camundongos €, ap0s dois anos de repiques sucessivos para manutengao teve sua
viruléncia acentuada (SILVA e NUSSENZWEIG, 1953).
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Pinto et al. (1999) observaram que apds quarenta anos de passagens por
camundongos, a cepa Y apresentou uma alteragdo no seu comportamento com
desaparecimento precoce dos parasitas da circulacdo e auséncia de ninhos de
amastigotas nos tecidos. Os autores questionam se estaria havendo uma perda de
viruléncia ou uma mutagéo da cepa Y. Essa cepa, isolada em 1950, apresentava um
ciclo de vida constante e estavel e produzia resultados hematologicos e
histopatologicos padronizados, tornando-se ideal para estudos experimentais.

Atenuacdo da viruléncia foi observado por Andrade (1974) estudando
dezesseis amostras isoladas de uma mesma area endémica. Observou ainda que,
em uma mesma passagem, animais que receberam indculos idénticos também
apresentaram variabilidade da parasitemia.

Martins et al. (2003) observaram diminuicdo da parasitemia da cepa
FAMEMA, isolada na regido de Marilia — SP, ap@s trés anos de repiques sucessivos
em camundongos.

Preservacao da parasitemia foi observado por Campos e Andrade (1996) em
clones e subclones da cepa 21SF ap6s manutengéo em laboratorio por quinze anos.

Phillips (1960) estudando as cepas WBH e Y observou que, apds passagens
sucessivas do parasita com in6culos cada vez menos ricos, havia uma deterioracao
da viruléncia. Por isso, estudamos o comportamento das cepas em trés grupos de
camundongos utilizando um indculo padronizado, ja que essas cepas vinham sendo
mantidas ha mais de dezesseis anos por repiques nado padronizados em
camundongos.

Em nosso estudo, o comportamento das trés cepas que apresentaram
parasitemia patente, AMJM, BFS e NCS, permaneceu aproximadamente constante
nos trés grupos de camundongos infectados (Figura 5), sugerindo que pode ter
havido uma selecdo das formas melhor adaptadas ao hospedeiro vertebrado. Esse
mesmo comportamento foi observado por Carneiro et al. (1991) ao estudar treze
cepas de Trypanosoma cruzi apos dezoito meses de manutengdo em camundongos.

A importancia das condicées de manutencdo em laboratério como um fator de
selecdo de cepas de Trypanosoma cruzi em camundongos submetidos a dupla
infeccao foi demonstrada por Deane et al. (1984).

Estudos em populagdes clonadas demonstraram que cepas de Trypanosoma

cruzi consistem de distintas sub-populacdes as quais sdo ou ndo expressas
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dependendo das condicdes de manutencdo (MOREL et al., 1980; ARAUJO e
CHIARI, 1988; DVORAK et al., 1989).

Brener et al. (1974) inocularam trés diferentes cepas de Trypanosoma cruzi
em camundongos das linhagens DBA/2 e C57BL/6 que s&o mais resistentes a
infeccdo e observaram que, apesar do menor numero de parasitas observados
nesses animais, o padrao da infeccao foi similar ao observado em camundongos
albinos suscetiveis. Isso sugere que, embora possa ser influenciada pela espécie de
hospedeiro, a parasitemia € marcadamente dependente de peculiaridades da cepa
do parasita.

A cepa NBR apresentou parasitemia sub-patente nas trés passagens por
camundongos. No estudo prévio, essa cepa apresentava parasitemia baixa, mas
patente. A diminuicdo da parasitemia pode estar relacionada com o pequeno
indculo, j& que Andrade (1974) observou que a viruléncia tinha uma correlacdo direta
com a idade dos animais infectados e com o numero de parasitas inoculados. A
autora observou que os niveis parasitémicos foram mais elevados e com picos mais
precoces quando os indculos eram muito elevados. Ja Brener e Chiari (1963) ndo
observaram relagao entre 0 numero de tripomastigotas metaciclicos inoculados e os
niveis iniciais de parasitemia. Em algumas ocasides, apds a inoculagcdo de um
grande numero de formas infectantes 0 exame do sangue a fresco foi repetidamente
negativo.

Parasitemia sub-patente foi observada por Lima et al. (1999) em todos os
camundongos infectados pela cepa G-327 e cinco clones derivados da mesma cepa.

Carneiro et al. (1991), estudando treze cepas isoladas de pacientes
chagasicos crénicos, utilizando um indculo padronizado, verificaram que quatro
cepas apresentavam parasitemia sub-patente, sendo que ap6s oito passagens por
camundongos uma tornou-se patente e trés continuaram sub-patente mesmo apos
serem inoculadas em camundongos irradiados com radiacao gama.

Phillips (1960) procurou correlacionar quantitativamente o inéculo com a
patogenicidade. Verificou que em duas cepas, WBH e Y o curso da infeccédo e da
mortalidade dependeram diretamente do aumento do numero de parasitas no
sangue circulante. Estudando, entretanto a cepa Sonya verificou que a
patogenicidade ndo dependia diretamente do indculo, sendo a infeccdo sempre de
curso prolongado e sempre fatal. Concluiu que devem existir pelo menos duas

formas de infeccdo por Trypanosoma cruzi a serem consideradas: em uma a
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intensidade da infeccdo esta positivamente correlacionada com o numero de
parasitas inoculados, enquanto que a outra depende da multiplicacdo e das lesdes
tissulares que determinam, independentemente do in6culo.

Hauschka (1949) estudou a estabilidade de comportamento das cepas Brasil
e WBH para o animal experimental em um periodo de dois anos de observagao.
Para esse estudo procurou eliminar ao maximo as variaveis que poderiam influenciar
o comportamento das cepas, utilizando animais geneticamente homogéneos, do
mesmo sexo, com dieta padronizada, infectados em intervalos regulares com
in6culos uniformes e concluiu que as diferencas de viruléncia observadas entre os
dois grupos foram estaveis e atribuiveis a um padréao fisiolégico especifico a cada
cepa do parasita. Cada uma manteve o seu proprio maximo de viruléncia quando

mantida em condi¢gdes étimas, em passagens sucessivas.

5.1.2- Morfologia das formas sanglineas:

A variabilidade morfolégica das formas sangliineas de Trypanosoma cruzi foi
observada por Carlos Chagas em 1909 quando ele, ao descrever a doenca,
observou formas delgadas e largas do parasita. Além dessas, outros tipos, como
pequenas, muito largas ou intermedidrias podem também ser observadas (De
SOUSA, 1999).

Carlos Chagas considerou o dimorfismo das formas sangtiineas observado
por ele, como sendo a expressdo de uma diferenciacdo sexual. Esse ponto de vista
ndo é aceito pela maioria dos autores (BRENER e CHIARI, 1963).

Diferentes cepas de Trypanosoma cruzi mostram em camundongos
experimentalmente inoculados, uma predominancia relativa de diferentes formas
tripomastigotas sangulineas: delgadas, largas ou muito largas (BRENER E CHIARI,
1963; BRENER et al., 1974; ANDRADE, 1974).

De acordo com Brener (1969), formas delgadas aparecem na fase inicial da
infeccao enquanto formas largas e muito largas aumentam gradualmente durante o
curso da infecgéo.

Em nosso estudo, nas cepas que apresentaram parasitemia patente foram

observadas apenas formas largas durante todo o curso da infecgéo (Figura 7). Essas
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formas apresentaram valores médios de 20,12 um de comprimento e 2,13 um de
largura para a cepa AMJM, 15,63 um de comprimento e 2,11um de largura para a
cepa BFS e 15,90 um de comprimento e 2,04 um de largura para a cepa NCS
(Tabela 2).

Esses resultados estdao de acordo com os dados obtidos por Andrade (1974)
que observou que formas delgadas predominam em cepas altamente virulentas e
macrofagotropicas, enquanto formas largas predominam em cepas menos virulentas
e miotrépicas.

Tripomastigotas sangliineos dos tipos intermediarios e largos tem
predominado na maioria das cepas isoladas de humanos, triatomineos e mamiferos
silvestres (BRENER E CHIARI, 1963; ANDRADE, 1974).

Para Meyer e Oliveira (1948) o rompimento precoce das células parasitadas
libertaria formas delgadas, ao passo que o prolongamento da permanéncia dos
parasitas nas células daria origem a formas largas.

De acordo com Andrade (1974), uma multiplicacao rapida e precoce sempre
coincide com a presenca de formas delgadas e isto corresponde a um parasitismo
das células do sistema mononuclear fagocitario. Provocando-se uma maior
multiplicacdo parasitaria em cepas como a Colombiana, que apresenta
predominancia de formas largas durante todo o curso da infeccdo, pelo uso de
corticbide ou pela reativagdo por passagens em camundongos recém-nascidos,
observam-se picos precoces de parasitemia que coincidem com o aparecimento de
formas delgadas e de discreto reticulotropismo.

Segundo Brener (1969), quando amostras de sangue com formas largas e
delgadas de Trypanosoma cruzi sao inoculadas intravenosamente em
camundongos, as formas delgadas desaparecem rapidamente da circulagao,
provavelmente devido ao desenvolvimento intracelular, enquanto que as formas
largas permanecem na circulagdo por alguns dias. Formas delgadas sao
aparentemente melhor equipadas para penetrar em células. Formas largas sao
aparentemente mais resistentes aos mecanismos imunolégicos do hospedeiro.
Quando injetadas intravenosamente em camundongos na fase crbnica, formas
largas persistem na circulagdo por muitos dias, enquanto formas delgadas
desaparecem dentro de uma a duas horas.



72

As formas largas sdo também melhor adaptadas para desenvolvimento em
triatomineos ou em culturas axénicas (De SOUSA, 1999).

Varios autores observaram predominio de formas delgadas nas cepas que
apresentavam alta ou média viruléncias e predominio de formas largas nas cepas de
baixa viruléncia (ANDRADE, 1974; DEVERA et al., 2002; MARTINS et al, 2003).
Entretanto, Belda Neto (1973) ndo observou correlagdo entre a predominancia de
uma determinada forma morfologica e a agressividade das amostras estudadas por
ele. Amostras que apresentavam predominancia de formas delgadas mostraram-se
tdo patogénicas para camundongos quanto uma amostra que exibiu grande
qguantidade de formas mais largas.

Carneiro et al. (1991) observaram um predominio de formas largas durante a
infeccdo com cepas de média viruléncia. Cepas de alta viruléncia apresentaram
inicialmente formas delgadas e depois formas muito largas. Todas as formas

apresentaram tropismo preferencial para musculos cardiacos e esqueléticos.

5.1.3- Taxa de mortalidade:

Neste estudo, nenhuma cepa foi capaz de causar a morte em nenhum
camundongo infectado durante o periodo de estudo.

Essa observacado esta de acordo com Andrade (1974) que relatou que a
mortalidade nos diversos grupos estudados por ela variou paralelamente com os
indices parasitémicos, sendo muito elevadas nas amostras com altas parasitemias e
nula nas amostras que cursaram com parasitemias muito baixas.

Carneiro et al. (1991) observaram mortalidade apenas em animais infectados
com cepas de alta parasitemia.

Camandaroba et al. (2001) observaram alta mortalidade em animais
infectados com cepas de alta parasitemia e baixa mortalidade em animais infectados
com cepas de média parasitemia.

Martins et al. (2003) estudando uma cepa de baixa viruléncia nao observaram

morte dos camundongos.
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5.1.4. Lesoes histopatologicas:

Foram examinados cortes de tecidos de varios animais infectados e
sacrificados nas fases aguda e crénica da infeccao.

Formas parasitarias foram observadas no musculo cardiaco de animais
infectados com as cepas AMJM na fase aguda e NBR na fase cronica da infecgao.
Reacéo inflamatéria foi observada no musculo cardiaco de animais infectados com
todas as cepas estudadas, nos musculos da parede intestinal para a cepa BFS, nos
musculos esqueléticos para as cepas AMJM, BFS e NCS e no figado para as cepas
AMJM e NBR (Tabela 3 e Figuras 8,9, 10 e 11).

Em camundongos infectados com a cepa NBR, apesar do pequeno inéculo e
de nao apresentar parasitemia patente nos trés grupos estudados, foram
observados parasitas no musculo cardiaco. Essa observagao estd de acordo com
Andrade (1974 e 1985), que relata que a patogenicidade € uma caracteristica
constante e independe do inéculo.

Petana e Coura (1974) observaram que camundongos infectados com um
pequeno numero de parasitas e outros infectados com um inéculo dez vezes maior
apresentaram lesdes semelhantes no coragao e no intestino.

Schlemper Jr et al. (1983) observaram que a presenca de parasitismo tecidual
na fase crénica estava diretamente relacionada com a viruléncia exibida pela cepa
na fase aguda da infeccéo, exceto para uma cepa que, apesar da baixa viruléncia,
induziu parasitismo tecidual em 46% dos animais infectados.

Devera et al. (2002), estudando 14 cepas isoladas de humanos observaram
parasitismo tecidual em todos os camundongos infectados com cepas de alta e
média parasitemia, enquanto apenas uma cepa de baixa parasitemia induziu o
aparecimento de parasitas em varios 6rgaos.

Martins et al. (2003), estudando uma cepa de baixa parasitemia, observaram
ninhos de amastigotas e inflamacao, principalmente no coracdo dos camundongos
infectados.

Andrade (1990), estudando 201 camundongos infectados com cepas dos trés
biodemas, observou que ha uma clara influéncia do tipo biolégico da cepa nas
lesGes histopatolégicas detectadas. Cepas do Tipo Il sdo mais patogénicas,

determinando lesdes intensas em musculos cardiacos e esqueléticos, com
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parasitemia patente nos tecidos mesmo em uma fase tardia da infec¢do. Lesbes
cardiacas na fase crénica foram observadas também em camundongos infectados
com cepas Tipo | e Tipo I, assim como um envolvimento significativo de células

neuronais do plexo mioentérico.

5.1.5- Classificacao das cepas:

A classificagdo das cepas é feita segundo os critérios estabelecidos por
Andrade (1974), tendo como parametros os indices de parasitemia, morfologia das
formas tripomastigotas sanguineas, taxa de mortalidade dos animais infectados,
tropismo tissular. Analisando esses parametros, todas as quatro cepas estudadas
puderam ser classificadas no Tipo Il

Esses dados estdo de acordo com Andrade e Magalhdes (1997), que
observaram um predominio de cepas do Tipo Il no Brasil. Essas cepas estao
associadas com o ciclo doméstico do parasita. Cepas do Tipo | sdo raramente
observadas no Brasil, sendo representadas pela cepa Y e pela cepa SC-44, isolada
de um gamba em Santa Catarina. Cepas do Tipo | foram isoladas nos Estados de
Sao Paulo, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Cepas do Tipo Il estdo associadas
com o ciclo silvestre do parasita, tendo sido também observadas em pacientes
humanos das regides norte e nordeste do Brasil.

Sabendo-se que o numero de formas tripomastigotas inoculadas no animal
experimental pode interferir com os niveis de parasitemia (ANDRADE, 1974), é
necessario que se estabelegcam indculos padrdes para determinacdo dos niveis de
parasitemia.

Na literatura consultada, os diversos parametros biol6gicos de diferentes
cepas de Trypanosoma cruzi foram determinados utilizando-se de inéculos que
variaram de 50 a 150.000 formas parasitarias (BRENER et al., 1974; SCHLEMPER
Jretal., 1983; CARNEIRO et al., 1991; CAMPOS E ANDRADE, 1996; FERNANDES
et al.,, 1997; PINTO et al., 1999; CAMANDAROBA et al., 2001; DEVERA et al., 2002;
GOMES et al., 2003; MARTINS et al., 2003).
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E necessario também uniformizar os critérios de viruléncia e patogenicidade.
Diferentes autores utilizam indices de parasitemia médios bastante variaveis para
classificagao dos niveis baixo, médio e altos de viruléncia.

Assim, Andrade (1974) classifica as diferentes cepas em niveis parasitémicos
baixos, médios e elevados, sem contudo definir um valor médio de parasitemia para
cada um desses niveis.

Schlemper Jr et al. (1983) classificaram cepas de baixa viruléncia as que
apresentaram picos parasitémicos de 10° parasitas/ mL, cepas de viruléncia média
quando os niveis médios de parasitemia foram de 6x10° parasitas/ mL, cepas de alta
viruléncia quando apresentaram picos parasitémicos médios de 2 a 3x10° parasitas/
mL.

Carneiro et al. (1991), classificam as diferentes cepas estudadas, de acordo
com a viruléncia em trés grupos: a) cepas com alta viruléncia sdo aquelas que
causam 100% de mortalidade nos animais infectados e predominio de formas muito
largas na fase final da infeccdo; b) cepas com média viruléncia sdo as que nao
causaram mortalidade nos animais infectados e predominio de formas largas na fase
final da infecgdo e c) cepas com baixa viruléncia foram as que ndo causaram
mortalidade e as formas sanglineas nao foram determinadas devido a parasitemia
sub-patente.

Para Fernandes et al. (1997), cepas de alta viruléncia alcancaram picos
parasitémicos de 13,1x10° parasitas/5 uL de sangue e cepas de baixa viruléncia
apresentaram picos parasitémicos de 900 parasitas/5 pL de sangue.

Camandaroba et al. (2001) consideram cepas com alta parasitemia quando o
pico parasitémico é maior do que 500 formas tripomastigotas/50 campos
microscopicos com aumento de 400 vezes e cepas com parasitemia média quando
0s picos estao entre 100 e 500 formas parasitarias/50 campos microscépicos.

Devera et al. (2002) classificam cepas de elevada parasitemia aquelas que
apresentam picos médios maiores de 1500 parasitas/ 5uL de sangue; meédia
parasitemia quando os picos estdao entre 500 e 1499 parasitas/ 5uL de sangue e
baixa parasitemia quando os picos sao inferiores a 500 formas parasitarias/ 5uL de
sangue.

Gomes et al. (2003) classificam cepas de baixa parasitemia aquelas que
apresentam parasitemia sub-patente ou patente até 10° parasitas/mL de sangue,
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média parasitemia quando os picos parasitémicos variam de 10* a 10° parasitas/mL
de sangue e alta parasitemia quando os picos sdo maiores de 10° parasitas/mL de
sangue.

Pelo exposto observa-se a necessidade de se estabelecer valores médios de
parasitemia nos picos parasitémicos, que sirvam como base para classificagéo das
diferentes cepas de acordo com o grau de viruléncia.

A demonstracdo de que uma alta porcentagem de cepas de Trypanosoma
cruzi isoladas de pacientes humanos sao de baixa viruléncia em condicoes
experimentais, indicam que deveria ser dado maior atencédo a essas populacdes, as
quais sao freglentemente negligenciadas devido a dificuldade de adaptacdo ao
modelo animal. H& outras evidéncias de que essas cepas sdo mais representativas
do pool de populagdes de Trypanosoma cruzi que circulam na natureza
(SCHLEMPER Jr et al., 1983). O uso de cepas de alta viruléncia pode ter distorcido
conceitos da doencga de Chagas experimental (CARNEIRO et. al., 1991).

5.2- Caracterizacao Molecular:

A transmissdo vetorial de Trypanosoma cruzi para humanos tem sido
atribuida, tradicionalmente, a dois ciclos conectados que sdo bem definidos: os
ciclos silvestre e doméstico. A infeccao humana através do ciclo domeéstico é o
resultado da domiciliacdo de vetores que trazem o parasita do ambiente silvestre
para as habitacdes humanas. A presenca ocasional de mamiferos e triatomineos
silvestres nas habita¢cées humanas também representa uma fonte de transmissao do
parasita. Além disso, a infecgdo humana pode ser adquirida via ciclo silvestre
quando o homem invade esse ambiente (FERNANDES et al., 1999).

Miles et al. (1977, 1978, 1980) descreveram trés distintos zimodemas de
Trypanosoma cruzi, 0s quais estao correlacionados com os ciclos de transmissao:
zimodemas 1 e 3 relacionados com o ciclo silvestre e zimodema 2 relacionado com o
ciclo domestico.

Em contraste a grande variabilidade fenotipica, marcadores genéticos tem
revelado duas principais linhagens de Trypanosoma cruzi. Amplificagdo por PCR de

uma sequéncia do dominio divergente D7 do gene que codifica a 24Sa rRNA indica
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dimorfismo entre isolados de Trypanosoma cruzi (SOUTO e ZINGALES, 1993).
Essas observagdes foram confirmadas por ribotipagem (CLARK e PUNG, 1994).
Subseqiientemente, estudos envolvendo andlise do RAPD e amplificacdo por PCR
do gene de mini-exon corroboraram a existéncia de duas linhagens, designadas
linhagens 1 e 2 (SOUTO et al., 1996). Tem sido notada uma associacao preferencial
da linhagem 1 com o ciclo doméstico e da linhagem 2 com o ciclo silvestre do
parasita. As linhagens parecem estar correlacionadas com os zimodemas 2 e 1
respectivamente.

A posicédo do zimodema 3 foi investigada baseado na analise de sequiéncias
do gene de mini-exon e concluiu-se que constitui uma discreta sub-linhagem dentro
da linhagem 2 (FERNANDES et al., 1998).

As cepas caracterizadas na linhagem 1 foram denominadas T.cruzi Il e as
cepas caracterizadas na linhagem 2 foram denominadas T.cruzi |. (SATELLITE
MEETING, 1999).

Isolados da regiao Amazénica que nao puderam ser classificados dentro das
linhagens 1 ou 2, tiveram o gene de mini-exon clonado e sequienciado. Todos os
clones tinham uma insercao similar no espagador néo transcrito desse gene. Dois
isolados que tinham sido previamente caracterizados fenotipicamente no zimodema
3 por analise de isoenzimas, também mostraram a mesma inser¢gdo no gene de mini-
exon (FERNANDES et al., 2001).

A existéncia de uma terceira linhagem foi recentemente proposta por Robello
et al. (2000), analisando sequéncias de DNA de diferentes isolados de Trypanosoma
cruzi. Esses dados foram corroborados por Machado e Ayala (2001) e Augusto-Pinto
et al. (2003).

Neste estudo, utilizando "PCR multiplex", para todas as amostras foi
amplificado um fragmento de 250 pb (Figura 12) sendo entdo as mesmas
classificadas como T.cruzi ll;, que corresponde a linhagem 1 e esta relacionada ao
ciclo doméstico do parasita. Isso ja era esperado uma vez que essas amostras foram
isoladas de pacientes humanos e, sabe-se que, embora T.cruzil e T.cruzi Il possam
causar doenca em humanos (BRISSE et al., 1998), T.cruzi Il é altamente prevalente
em infec¢des humanas no Brasil (ZINGALES et al.,, 1998). A maioria das cepas
isoladas de pacientes humanos tem sido classificadas nesse grupo (SOUTO et al.,
1996; ZINGALES et al., 1998; FERNANDES et al., 1999 a).
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Em paises como México e Colébmbia, onde a doenga de Chagas é endémica,
tem se observado o predominio de T.cruzil.

Bosseno et al. (2000) caracterizaram quatorze cepas isoladas de pacientes
humanos do México e observaram que todas as amostras pertenciam a T.cruzi|.

Cuervo et al. (2002) estudaram quatorze amostras Colombianas, isoladas de
diversos hospedeiros e de diversas areas geograficas e caracterizaram dez
amostras como T.cruzi | e concluiram que essa pode ser a razao para o alto grau de
pacientes com doenca de Chagas assintomatica, ja que T.cruzi | esta associado com
baixa morbidade no Brasil.

Marin (2003) estudando vinte e nove isolados de pacientes chagasicos
Colombianos, observou que 86,2% das cepas foram classificadas como T.cruzi .

Zingales et al. (1998) observaram que cepas da linhagem 1 circulam
preferencialmente no ciclo doméstico, enquanto que no ciclo silvestre cepas de
ambas as linhagens circulam igualmente. Em algumas areas endémicas do Brasil
existe uma ligacdo entre os dois ciclos mediada por cepas da linhagem 1. Em
regides como Minas Gerais, Paraiba e Piaui, humanos séo infectados por cepas da
linhagem 1 por meio de triatomineos domiciliados e este € um fator predisponente
para o aparecimento da doengca de Chagas. Na regido Amazdnica, humanos
interagem com o parasita que estd circulando em um ciclo silvestre homogéneo
entre triatomineos silvestres. Nessa regiao, onde quase todos os parasitas isolados
de triatomineos e de humanos foram tipados como pertencentes a linhagem 2, as
manifestacoes clinicas da doenca de Chagas raramente ocorrem.

De acordo com Zingales et al. (1998), uma hipbdtese que explicaria que
caracteristicas de cepas da linhagem 1 permitiria que fosse feita a ligacao entre os
ciclos domésticos e silvestres é que existe uma associacdo preferencial desta
linhagem a espécies de triatomineos adaptadas aos ambientes domésticos e peri-
domésticos. Uma outra possibilidade é que cepas da linhagem 1 tenham
propriedades que favorecam a infecgdo humana. Existem evidéncias que cepas
desse grupo apresentam uma parasitemia mais alta em humanos.

Também tem sido relatado que cepas da linhagem 1 sdo mais infectivas para
células HelLa do que cepas da linhagem 2. Esses resultados foram correlacionados
com a expressao da glicoproteina gp90, que inibe a mobilizagdo do calcio requerida
para a invasao celular e esta presente em cepas da linhagem 2, mas nao em cepas
da linhagem 1 (RUIZ et al., 1998).
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Briones et al. (1999) sugerem que as duas linhagens de Trypanosoma cruzi
séo, provavelmente, duas espécies diferentes que evoluiram independentemente
por um longo periodo de tempo e tem atributos epidemiolégicos e ecoldgicos
distintos. Os ciclos silvestres e humanos da tripanossomiase americana poderiam
ser consequéncia da diversidade genética do parasita, assim como de adaptacoes
genéticas e imunolégicas do hospedeiro.

Assim, a divisdo de Trypanosoma cruzi em dois grupos principais é evidente
nao somente genotipicamente mas, também, fisiologicamente. Para Zingales et al.
(1999) ja é tempo para uma reavaliacdo do taxon Trypanosoma cruzi e para
estabelecer uma nomenclatura comum para essas linhagens que serviriam nao
somente para taxonomistas, mas também para a comunidade de pesquisadores que
trabalham com o protozoario. Caracterizacdes genéticas adicionais dos sub-grupos
dentro dessas linhagens representam um passo fundamental para o conhecimento

das complexas manifestacdes clinicas e epidemioldgicas da doenca de Chagas.
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6- CONCLUSOES

Trés cepas, AMJM, BFS e NCS apresentaram parasitemia patente, enquanto
uma cepa, NBR apresentou parasitemia sub-patente nos trés grupos de
camundongos estudados.

Observou-se grande variabilidade individual na parasitemia nos sete
camundongos de cada grupo, para todas as cepas que apresentaram
parasitemia patente.

Os periodos pré-patentes, picos médios de parasitemia e duracao da fase aguda
foram varidveis para todas as cepas estudadas. Todas as cepas apresentaram
baixa parasitemia. As diferencas observados no pico da parasitemia foram
estatisticamente significativas entre as cepas AMJM e NCS e entre as cepas BFS
e NCS.

Foram observadas apenas formas tripomastigotas largas durante todo o curso da
infeccdo, para as trés cepas com parasitemia patente. Foram observadas
diferencas estatisticamente significativas para os valores de comprimento do
flagelo, comprimento do corpo e comprimento total entre as cepas AMJM e BFS
e entre as cepas AMJM e NCS. Nao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas para largura do corpo entre as trés cepas
estudadas.

O comportamento de cada cepa, nos trés grupos de camundongos analisados foi
semelhante. As diferencas observadas na média do numero de formas
tripomastigotas sanglineas, nos sete camundongos de cada grupo, nos dias
avaliados ndo foram estatisticamente significativas.

A taxa de mortalidade foi nula para todas as cepas estudadas.

O estudo histopatolégico mostrou presenca de formas amastigotas no muasculo
cardiaco para as cepas AMJM e NBR. Reacgdo inflamatéria foi observada no
musculo cardiaco para todas as cepas, nos musculos da parede intestinal para a
cepa BFS, nos musculos esqueléticos para as cepas AMJM, BFS e NCS e no
figado para as cepas AMJM e NBR.
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Na caracterizacdo molecular, a amplificacdo por PCR de parte do espacador ndo
transcrito do gene de mini-exon gerou um fragmento de 250 pb para as quatro
cepas estudadas.

Baseado no comportamento no animal experimental as quatro cepas foram
classificadas no Biodema Il

A andlise molecular permitiu classificar as quatro cepas no grupo Il

Com os dados obtidos as quatro cepas foram classificadas como T.cruzi ll.
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