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RESUMO

Trés cépas de Trypanosoma cruzi de diferentes. procedéncias (cépa
Peruana, cépa Colombiana e cépa Sdo Felipe — Bahia) foram estudadas de
acordo com os seus caracteres bioldgicos, morfoldgicos e quanto as lesdes histo-
patologicas que determinaram no animal experimental. Foi demonstrado que
as mesmas, além de diferirem no seu comportamente no animal experimental
quahto & patogenicidade, &s curvas de mortalidade e de parasitemia, também
mostravam padrdes morfologicos diversos e produziam diferentes lesdes tissu-
lares. Foi verificada nitida correlacdo entre os diversos caracteres de uma
mesma cépa, observando-se coincidéncia entre rapida multiplicacio parasi-
t4aria, reticulotropismo e presenca predominante de formas delgadas no inicio
da infeccado, por um lado, e multiplicacdo parasitaria lenta, miotropismo e
predominancia de formas largas, por outro.

Podemos concluir que, para a caracterizacio de cépas do Trypanosoma

eruzi, diversos caracteres devem ser estudados em conjunfo, no sentido de se
estabelecerem “padrdes” das cépas existentes.

As referéncias que tém sido feitas a diferentes “cépas” do
Trypanosoma cruzi, em geral se baselam em caracteres iso-
lados, como por exemplo a viruléncia e a patogenicidade
(3, 8, 9), o tropismo para diferentes tecidos (7, 9, 17), 0s
caracteres morfologicos (4, 5, 18) e caracteres antigénicos
13, 14, 15). Também foi verificado que cépas de T. cruzi com
caracteres bioldgicos diferentes determinavam lesdes histopa-
tologicas diversas no animal experimental, nio s6 na fase
aguda (1) como na fase crénica (2) da infeccao.

Dispondo de cépas de procedéncias diferentes, procuramos
estuda-las levando em conta ndo apenas um, mas o malior
numero possivel de caracteres peculiares a cada uma. Os
aspéctos biologicos (evolucao da infeccao no animal experi-
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mental, curvas parasitémicas, mortalidade); a morfologia do
parasito no sangue periférico, (predominancia de formas
largas ou-delgadas nas-diversas fases da infeccio) e as lesoes
tissulares determinadas no animal, foram os diversos elemen-
tos” levados em conta no presente trabalho. Procuramos
demonstrar assim que, ao invés de dados isoclados, seria mais
~conveniente a-soma-de diversos elementos para a caracteri-
Zacao mais precisa de uma determinada cépa de Trypanosoma
cruzi. Tentamos também investigar o possivel significado
déstes elementos e suas intercorrelacoes.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados camundongos brancos, de linhagem nao
determinada, pesando entre 10 e 12 g.

As cépas de T. cruzi estudadas, com diferentes procedén-
cias, foram as seguintes: a) cépa peruana, isolada de caso
humano do Peru, inicialmente estudado do ponto de vista
antigénico por Nussenzweig e Goble (15) e posteriormente por
Marsden (11, 12), sob o ponto de vista de sua viruléncia e
infectividade; b) cépa Colombiang, isolada de paciente da
Colémbia, inicialmente estudada por Federici e col. (10) em
relacao a sua patogenicidade para camundongos C3H e poste-
riormente estudada por Andrade e Andrade (1) que compa-
raram as lesbes histopatologicas determinadas por esta cépa
com as determinadas pela cépa Y; c) cépa Sao Felipe, iso-
lada néste laboratério a partir de triatomideos utilizados para
xenodiagnostico de pacientes da area de Sao Felipe, Bahia.

As trés cépas estudadas vinham sendo mantidas em labo-
ratério em passagens sucessivas em camundongos e algumas
passagens intermediarias em triatomideos. Tinham seus ca-
racteres biologicos estabilizados € padronizados e foram estu-
dadas em diferentes passagens, com inoculos variaveis, conser-
vando sempre os mesmos padroes.

Os inoculos eram constituidos por sangue citratado de
camundongos infectados, sendo o calculo de nimero de tripa-
nosomas feito pelo método de Brener (6). Nos grupos expe-
rimentais estudados no presente trabalho os in6culos foram
08 seguintes: cépa Peruana - 274.000 tripanosomas; cépa
Colombiana - 226.000 ftripanosomas; cépa Sdo Felipe -
158.000 tripanosomas, injetados de uma s6 vez, por via intra-
peritoneal.

Para o estudo da morfologia dos tripanosomas, 0s esfre-
gacos de sangue periférico de animais infectados eranm feitos
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diariamente e corados pelo método de May-Grunwald-Giemsa
(as solucoes corantes eram preparadas utilizando-se solugao
tamponada bifosfato, pH — 7). Nas laminas coradas eram’
classificadas as diversas formas, de acordo. com critério de
Brener (4,6), em delgadas, largas, muito largas e curtas.
Eram contados 100 tripanosomas diariamente e feita a percen-
tagem das diversas formas durante o curso da infeccio.

Para obtencado das curvas parasitémicas era feita diaria-
mente contagem do numero de tripanosomas no sangue peri-
férico em animais dos trés grupos, avaliando-se a para,smemla-- |
pelo numerc de trlpanesomas em 50 campos microscOpicos
de 40 x 10.

Para a tomada dos indices de mortalidade foi avaliada a
percentagem de animais mortos no curso da infecgao, nos trés
grupos experimentais, excluindo-se, naturalmente, os animais
gacrificados.

Para estudo histopatolégico, os animais infectados eram
sacrificados apOs anestesia pelo éter, por seccdo da aorta
abdominal, a partir do 6.° dia apds a inoculagéo, nas diversas
fases da infeccdo. Os diversos 0rgaos eram fixados em formol
a 10% e incluidos em parafina e o estudo histopatolégico feito
em laminas coradas pela hematoxilina e eosina.

RESULTADOS

As trés cépas aqui estudadas mostraram nitidas dife-
ren¢as de comportamento em relacdo ao mesmo animal expe-
rimental, ndo s6 no que diz respeito aos seus caracteres
biolégicos, como em relacao & morfologia e as lesdes histo-
patologicas que determinaram.

Caracteres bioldgicos — A cépa Peruana determinou morta-
lidade dos animais a partir do 5.° dia de infeccdo, atingindo o
maximo no 9.° dia. Com esta cépa a mortalidade foi total
cépa Colombiana a mortalidade foi nula até 100 dias. A cépa
Sao Felipe determinou baixa mortalidade a parfir do 13.° dia
de infeccdo, com indices mais elevados entre 21 e 25 dias. Até
50 dias morreram 70% dos animais infectados com esta cépa.

As'curvas parasitémicas (Fig. 1) mostraram indices muito
elevados precocemente para a cépa Peruana, coincidindo o seu
pique com a mortalidade de todos os animais; a cépa Colom-
biana apresentou curva parasitémica de ascencao lenta, que
atingiu niveis elevados entre 24 e 32 dias decrescendo depois
progressivamente; a curva parasitémica da cépa Séo Felipe
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teve ascencao lenta, com piques irregulares e pouco elevados,
aos 18 e 27 dias.

CURVAS DE PARASITEMIA
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Fig. 1 - Curvas de parasitemia mostrando as diferencas apresentadas
-pelas trés cépas em um mesmo periodo dde infeccéo.

Estudo morfolégico — Na Fig. 2 estdo demonstrados os
aspéctos morfologicos encontrados em uma determinada faixa
da infeccio nos trés grupos estudados, no que diz respeito &
percentagem das formas presentes no sangue periférico. A
cépa Peruana mostra nitida predominéncia inicial das formas
delgadas, as quais decrescem progressivamente de ntimero &
medida que as formas largas se tornam mais numerosas, vindo
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a predominar no final da infeccdo. As formas muito largas
e as curtas ocorreram em numero reduzido nesta cépa. A
cépa Colombiana mostrou formas largas predominantes em
todo o curso da infecgao, com raras formas muito largas e
curtas, sendo minima a percentagem de formas delgadas. A
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Fig. 2 - Estudo morfologico. Percentagens das formas de tripanosomas
presentes no sangue periférico durante o c¢urso da infeccéo,
em cada cépa estudada.

cépa Sdo Felipe mostrou na fase mais inicial da.infeccio,
equilibric entre o namero de formas delgadas e largas, mas
as formas largas passaram a predominar no curso da infeccao
e no final eram vistas formas muito largas em ndamero apre-
cigvel. -

Estudo histopatoldgico — As trés cépas estudadas deter-
minaram no animal experimental lesdes diferentes, ndo s6 no
que diz respeito ao tropismo por determinado tecido como pela
evolucdo e pela intensidade das lesGes observadas. A cépa
Peruana mostrou patogenicidade muito elevada para o camun-
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dongo determinando intenso parasitismo do SRE, desde as
fases mais iniciais da infeccdo. Na fase mais avancada (10
a 12 dias) observou-se também parasitismo acentuado de
musculo cardiaco (Fig. 3). O parasitismo do SRE e do mio-
cardio s¢ acompanhava de processc inflamatéric constituido
por células histiocitérias e linfécitos. O baco mostrou, além
de intenso parasitismo, acentuada hiperplasia reticular, infil-
tracao da pélpa vermelha por células basofilas e plasmocitos.

Fig. 3 - Infecclc pela cépa Peruana. Parasitismo de misculo cardiaco
e de células reticulares aos 12 dias de inoculzcio. H. & H.
500 X.

O intestino foi também envolvido pelo parasitismo e pelo pro-
cesso inflamatério durante tdéda a infeccdo; as lesdes intes-
tinais eram segmentares e em geral se distribuiam em torno
de plexos nervosos mioentéricos.

A cépa Colombiana determinou no animal lesdes de pro-
gressao lenta porém bastante intensas nas fases mais avan-
cadas da infec¢do. Somente a partir de 14 dias o parasitismo
se tornou evidente em musculo esquelético e miocirdio, embora
nesta fase nao houvesse reacfo inflamatoéria, Com o progredir
da infecgdo e rotura dos ninhos parasitarics, havia densos
infiltrados focais em torno de fibras destruidas, o que se tor-
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nava bem evidente a partir de 30 dias de inoculacdo (Fig. 4).
Nas fases mais fardias da infeccao persistia o processo infla-
matoério em varios setdres, principalmente perivascular, com
nitida predominancia de plasmécitos no infiltrado. £ uma
cépa nitidamente miotropica.

Fig, 4 - Infeccao pela cépa Colombiana. Miosite intensa com ninhos
de leishméanias em fibras musculares estriadas, (30 dias)
H. & E. 500 X,

A cépa Sao Felipe, nas fases iniciais da infecclo, mostrou
apenas um discreto parasitismo de células do SRE. A partir
de 14 dias observou-se parasitismo quase exclusivo de mio-
cardio, acompanhado de infiltracdo mononuclear intensa. O
processo de miocardite se mostrou mais acentuado entre 20 e
25 dias (Fig 5). Também no intestino foi visto discreto para-
sitismo e- lesdes inflamatoérias focais. A cépa Sdo Felipe ¢,
pois, nitidamente miocardiotropica, com envolvimento também
de intestino. Nas fases tardias da infeccao, persiste o processo
de miocardite, embora na auséncia de leishménias.

Em resumo, a cépa Peruana se mostrou a mais patogénica
das trés, determinandc alta mortalidade, coincidindo com
pique precoce de parasitemia; havia reticulotropismo acen-
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tuado e predeminancia de formas delgadas na fase inicial da
infeccdo; na fase mais avancada predominavam as formas
largas, coincidindo com ¢ aparecimento de cardiotropismo. A
cépa Colombiana apresentou-se pouco patogénica, com ascen-

Fig, 5 ~ Cépas Sao Felipe: Miocardite crénica difusa aos 27 dias de
infecgdo. H. & BE. 200 X.

cao lenta da parasitemia, a qual, entretanto, atingiu niveis
elevados na fase mais avancada da infeccdo; apresentou
formas largas em todec o curso e miotropismo exciusivo (mus-
culo esquelético e miocardic). Quanto a cépa Sdo Felipe, tam-
bém apresentou curvas parasitémicas de ascencao lenta porém
com piquée precoce que coincidiu com a presenca de formas
delgadas no sangue periférico e discreto reticulotropismo ini-
cial; depois desta fase inicial a parasitemia subiu lenta e
1rregularmente com nitida predoeminancia de formas largas e
miocardiotropismo exclusive, com acentuada mioccardite, le-
vando a morte 70% dos animais em 50 dias.

COMENTARIOS

Cépas de Trypanosoma cruzi isoladas em regides dife-
rentes demonstraram um conjunto de .caracteres que permi-
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firam diferencia-las uma das outras, nao s6 pela patogeni-
cidade para o animal experimental, como pela sua morfologia
no sangue periférico e pelas lesoes histopatologicas que deter-
minaram no animal experimental. O estudo de conjunto
déstes diversos caracteres demonstrou que o0s mesmos S0
inter-relacionados, mostrandoc que a cépa que apresenta in-
tensa e precoce multiplicacdo parasitaria é mais patogénica,
tem formas delgadas predominantes no inicio da infeccao e
intenso reticulotropismo, enquanto que aquelas que se multi-
plicam lentamente, determinando piques tardios de parasi-
temia, sdo predominantemente mictrépicas e mostram formas
largas em maior numero no curso da infeccao. A observacio
de que a ascencao precoce da curva parasitémica a niveis
muito elevados coincide com o aparecimento de formas del-
gadas, sugere que estas formas decorrem de uma inftensa
multiplicacao parasitaria. Pizzi (16), estudando o significado
das formas delgadas da cépa Tulauhern, que é reticulotrdpica
e determina piques parasitarios precoces, verificou gue o apare-
cimento destas formas coincide com a subida da parasitemia
(4.° e 5.° dias) e interpreta as formas delgadas como Sendo
“formas jovens” que acabam de concluir o seu 1.° ciclo tissular.
Também com a cépa Peruana tivemos a oportunidade de veri-
ficar que as formas delgadas coincidem com a ascencao pre-
coce da parasitemia, porém as interpretamos como decorrentes
de rapida multiplicacdo parasitaria. O fato de que os carac-
{eres morfolégicos de uma cépa sao constantes, como demons-
trou Silva (18) indica que cada cé€pa tem seu padriao morfo-
l6gico préprio. Também a multiplicacdo mais ocu menos
rapida parece ser um carater proprio de cada cépa, responsavel
pelo aparecimento de formas. delgadas, pelas diferencas nas
curvas parasitémicas e pela maior ou menor patogenicidade.
Naturalmente que éstes dados se referem as presentes con-
digdes experimentais. As passagens sucessivas com diferentes
indculos podem determinar exaltacdo ou atenuacdo da viru-
léncia de uma cépa sem contudo alterar seu comportamento
geral, conservando-se a configuracdo das curvas parasitémicas
e o padra—o das lesOes tissulares. Entretanto, a exaltacfo da
viruléncia, determinando uma mu1t1p11ca(;ao parasitaria mais
intensa, pode levar ao aparecimento de formas delgadas em
numero mais elevado que o usual no-inicio da infecgldo pela
cépa Colombiana (dados nao publicados), confirmando a hip6-
tese de que as formas delgadas surgem. em decorréncia de
rapida multiplicacio do- parasito no animal experimental.
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Os dados obtidos no presente trabalho sugerem que se
podem estabelecer “padrdes” de cépas do T. cruzi, estudando-se
cépas de diferentes procedéncias levando em conta os diversos
elementos citados. N&o se trata, evidentemente, de se multi-
plicar indefinidamente o numero de cépas cada vez que o
T. cruzi é isolado em uma diferente regiao, mas de procurar
padroniza-las pelo seu comportamento no animal experi-
mental. Evidentemente, nem sempre as cépas de procedéncia
diferente sdo obrigatoriamente cépas distintas e nido se pode
afastar a possibilidade de isolamento da mesma cepa em locais
¢ oportunidades diferentes. Néste particular, a cépa Peruana
apresenta caracteres muito semelhantes aos que tém sido
descritos para a cépa Y, ndo s6 do ponto de vista do seu reti-
culotropismo nas fases inicais da infeccdo (1, 17), da sua
morfologia (5, 18), das lesOes histopatologicas por ela deter-
minadas (1, 2) como pelos seus caracteres antigénicos (15).

A identificacdo dos “padrdes” de cépas de T. cruzi nos
parece importante, pois um melhor conhecimente das mesmas
poderia nos fornecer melhores elementos para a compreensao
de aspectos ainda cbscuros na patogenia e na pat010g1a geo-
graﬁca da . doenga de Chagas.

Agradecemos ao Dr. Philip Marsden (Department of Clinical Tropical
Medicine, London Scheol of Hygiene and Tropical Medicine) por nos ter
cedido a cépa Peruana do T. cruzi, utilizada no presente trabalho.

SUMMARY

Three strains of Trypanosome cruzi from different geographic areas
(Peruvian strain, Colembian strain and Sao Felipe strain) were studied in
their biological, morphological and histopathological aspects, Each of them
differ in its behaviour in mice, producing different mortality rates, parasi-
temia levels and pathogenicity. They also differ in their morphology and in
the degree and nature of the tissue changes evoked. There was a positive
correlation for reticulo-tropism, rapid parasitic multiplication and the pre-
sence. of the slender forms of the trypanosomes on one side, and for slow
multiplication, myotropism and the presence of broad frypanosomes on the »
other side.

It is suggested that the several patierns should be taken as a whole in
the characterization of dlfferent strains of T. cruzi. ~ ‘
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