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Resumo:

A doenca de Chagas, causada pelo Trypanosoma cruzi, € amplamente
distribuida pelo mundo, principalmente na América Latina. Os
tripomastigotas deste parasita podem apresentar-se na forma fina ou larga e
diferir nos parametros parasitolégicos e teciduais em hospedeiros
vertebrados. Este trabalho avaliou o polimorfismo de tripomastigotas
sanguineos de 15 cepas de T. cruzi, pertencentes as unidades de tipagens
distintas (DTU) Tcl, Tcll e TclV. A distancia da extremidade anterior ao
ndcleo; comprimento do flagelo livre; comprimento total, largura do corpo e o
coeficiente C/L foram avaliados antes, durante e ap0s o0 pico maximo, e 0s
parasitos foram classificados em formas delgadas, intermediarias e largas.
Verificou-se um baixo desvio padrao entre cepas da mesma DTU e entre os
parasitos da cepa, porém foram verificadas diferencas significativas em
todos os parametros para as diferentes DTU. Nas cepas Tcll predominou a
forma larga e nas TclV as finas. Nao foi possivel se estudar o polimorfismo
das formas sanguineas das cepas Tcl pelo fato de nao induzirem uma
parasitemia patente em camundongos. A populacdo de parasitos de uma
determinada DTU ¢é altamente distinta da outra em sua morfologia, e
apresenta homogeneidade intra-DTU. Dentre as seis variaveis estudadas,
todas apresentaram diferencas estatisticas entre Tcll e TclV, o que indica
que populacdes de diferentes DTU s&o claramente distintas e infectam
diferenciadamente.

Introducao

A doenca de Chagas (DCh) é causada pelo protozoario hemoflagelado
Trypanosoma cruzi o qual apresenta uma ampla variabilidade genética.
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Atualmente, cerca de 6-7 milhdes de pessoas no mundo estdo infectadas
por este protozoario, sendo endémica na Ameérica Latina, porém
recentemente vem sendo cada vez mais detectada na América do Norte e
paises da Europa (WHO, 2015). Nos ultimos anos houve relatos do aumento
no numero de casos atribuidos a infeccdo por via oral em é&areas
consideradas ndo-endémicas, como a Regido Amazonica.

As diferentes morfoldgias apresentadas pelas formas tripomastigotas foram
observadas inicialmente por Carlos Chagas, que atribuiu tais variacfes ao
dimorfismo sexual (Chagas, 1909). Estudos posteriores determinaram que
formas mais finas apresentam uma maior capacidade de penetrarem células
teciduais, sdo mais infecciosas aos camundongos, mais sensiveis a acao de
anticorpos circulantes e caracterizam parasitemias mais precoces (Brener,
1965). Em contraste, populagbes compostas predominantemente por formas
largas sdo menos infecciosas, desenvolvendo parasitemias mais tardias,
entretanto apresentam maior resisténcia aos anticorpos, e permanecem
mais tempo na corrente sanguinea. Outro aspecto pertinente as duas
morfologias sao suas preferéncias por tipos celulares, como a forma delgada
que opta por células do sistema mononuclear fagocitario, enquanto formas
largas demonstram tropismo por células musculares, tais quais as lisas,
esqueléticas e cardiacas (Beltrdo et al., 2009). O comportamento biolégico
de uma cepa poderd variar dependendo da proporcéo relativa de uma ou
outra forma. Devido tais caracteristicas, este trabalho estudou o
polimorfismo de tripomastigotas sanguineos de cepas de T. cruzi presentes
em diferentes estados brasileiros na tentativa de serem estabelecidas
correlagdes com aspectos epidemiologicos e patoldgicos da DCh nesses
estados.

Materiais e métodos

Utilizou-se 15 cepas pertencentes as unidades de tipagem distintas (DTU) T.
cruzi | e IV do Amazonas (9 cepas), e T. cruzi | e Il do Parana (3), Minas
Gerais (2) e Sao Paulo (1). Foram utilizados camundongos sui¢cos, machos,
com 21-28 dias, separados em grupos de 10, os quais foram inoculados pela
via intraperitoneal com 1x10* tripomastigotas sanguineos/animal para cada
cepa. Esses animais foram submetidos a exames de sangue a fresco (ESF)
a partir do 3° dia ap0s a inoculacdo e os que apresentaram resultados
positivos no ESF foram entdo procedidos ao esfregaco sanguineo em
camada delgada corado por Giemsa, chegando a serem confeccionadas até
10 laminas por animal. Tais laminas foram analisadas em aumento de 1000x
e percorrendo toda a extensdo do esfregaco contando até 300 formas
tripomastigotas sanguineas ao acaso. As laminas foram lidas em periodos
anteriores ao pico parasitémico, durante tal pico e nos periodos posteriores
ao pico. Para cada forma foram determinados 0s seguintes parametros: 1-
distancia da extremidade posterior ao meio do nacleo (PN); 2-distancia da
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extremidade anterior ao meio do nucelo (AN); 3-comprimento do flagelo livre
(FL); 4-comprimento total (C) e 5-largura do corpo (L). O coeficiente C/L,
razdo entre o valor do comprimento total e a largura, também foi obtido para
cada forma. Em seguida, com as medidas obtidas, foi realizada a
classificacdo morfoldgica dos tripomastigotas sanguineos em formas
delgadas, intermediarias e largas. Foram realizadas comparacdes
estatisticas daqueles parametros entre as DTU.

Resultados e Discussao

Foi verificado um baixo desvio padrdo entre cepas classificadas em uma
mesma DTU e entre os parasitos pertencentes a uma determinada cepa. As
seis variaveis apresentaram valores aproximados, porém mesmo assim as
diferencas entre as DTU foram significativas para todas elas, sugerindo
correlacdo entre essa caracteristica bioldgica e a classificacdo das cepas em
DTU. O valor médio da extremidade posterior apresentou maior diferenca
entre as DTU, seguido do coeficiente C/L. O comprimento do flagelo
demonstrou uma diferenga marginalmente significativa (Tabela 1). As formas
consideradas "finas", "intermediarias" e "largas", apresentaram, paras as
cepas Tcll, largura < 1,44 pm, entre 1,44 e 1,99 uym e > 1,99 um,
respectivamente, e para as cepas TclV, largura < 1,39 um, entre 1,39 e 1,90
pum e > 190 pm, respectivamente. Desta maneira, nas cepas Tcll
predominou a forma larga e nas TclV a forma fina.

Tabela 1. Média, desvio padrao (em um) e teste de significancia das cepas de
Trypanosoma cruzi ll e IV, em relacdo as variaveis de polimorfismo das formas sanguineas.

Variaveis Tcll TclV p
Média Desvio Média Desvio
padrédo padréo
Ext. Post.® 7,44 1,55 8,03 1,51 0,00001
Ext. Ant.” 12,68 2,32 12,40 2,33 0,01352
Flagelo 7,62 1,90 7,44 1,95 0,04831
Compr. Total’ 20,15 3,43 20,55 3,29 0,01504
Largura 1,85 1,11 1,73 0,54 0,00683
Compr./Largd 12,09 3,71 12,75 3,70 0,00024

2 Medida a partir do meio do nlcleo até a extremidade posterior do parasito; ° Medida a partir do nlcleo até a
extremidade anterior do parasito (incluindo o flagelo); © Comprimento total do parasito da extremidade posterior &
ponta do flagelo; YRaz&o entre o valor do comprimento total e a largura.
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N&o foi possivel se estudar o polimorfismo das formas sanguineas das
cepas Tcl devido ao fato de tais cepas nao induzirem uma parasitemia
patente em camundongos. No entanto, estas cepas infectam os
camundongos como pode ser comprovado por meio de hemocultura e PCR.

Conclusbes

Todas as seis variaveis referentes a morfologia dos tripomastigotas
sanguineos apresentaram diferencas estatisticas entre Tcll e TclV e baixo
desvio padrdo, o que sugere que a populacdo de parasitos de uma
determinada DTU ¢é altamente distinta da outra em sua morfologia, e
apresenta homogeneidade intra-DTU. Sendo assim, a infecgao presente no
hospedeiro mamifero tem a possibilidade de evoluir de modos diferentes, o
gue dependeria da linhagem genética do parasito.
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