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RESUMO: A doenca de Chagas é considerada atualmente negligenciada e sem terapéutica com
eficiéncia completa, o que tem incentivado a pesquisa basica. Neste trabalho objetivou-se a
caracterizacdao de um isolado de Trypanosoma cruzi obtido num paciente portador da forma cardiaca
e digestiva desta doenga, no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Goias. Inoculou-se 40
camundongos aos 15 e 60 dias de idade com 5 x 10° ou 5 x 10* tripomastigotas/animal. A
parasitemia foi analisada e outros animais foram sacrificados e fixados com parafomaldeido.
Fragmentos do encéfalo, coracdo, pulmao, lingua, esofago, estomago, rim, bexiga, intestino delgado
e grosso foram incluidos em parafina, seccionados e corados com hematoxilina/eosina. Animais
submetidos ao maior indculo apresentaram ganhos de pesos menores e valores parasitémicos mais
elevados. Ocorreu parasitismo cardiaco, processo inflamatério focal ou difuso com raras alteracGes
nos outros 6rgdos e auséncia de mortes sugerindo a classificagdo deste isolado como cepa do tipo
I1I.

PALAVRAS-CHAVES:Sistema digestivo, coragao Trypanosoma cruzi.
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ABSTRACT: The Chagas disease is considered now neglectful and without therapeutics with
efficiency completes what has been motivating the basic research. In this work the characterization
of an isolated of Trypanosoma cruzi was aimed at obtained in a patient bearer in the heart and
digestive way of this disease in the Clinics Hospital, Federal University of Goias. It was inoculated 40
mice to the 15 and 60 days of age with 5 x 103 or 5 x 104 trypomastigotes for animal. The
parasitemia was analyzed and other animals were sacrificed and fastened with formic aldehyde.
Fragments of the encephalon, heart, lung, tongue, esophagus, stomach, kidney, bladder, small and
thick intestine were included in paraffin, split up and red-faced with hematoxilin/eosin. Animals
submitted to the largest inoculate presented won of smaller weights and values higher parasitize. It
happened heart parasitism, focal lawsuit or diffuse, rare alterations in the other analyzed organs and

absence of deaths suggesting the classification of this isolated as stump of the type III.

KEY-WORDS: Digestive system, heart, Trypanosoma cruzi.
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INTRODUCAO

A doenca de Chagas descrita
primeiramente em 1909 por Carlos Chagas
(CHAGAS, 1909), ainda constitui um problema
de saude publica sendo considerada como uma
doenca negligenciada (DDNi, 2006). Ao longo de
quase um século, esta moléstia tem sido um
desafio aos pesquisadores que buscam
tratamento eficiente sem, contudo lograr éxito
completo (DIAS et al, 1997). A pesquisa basica
em doenca de Chagas tem recebido grande
incentivo ja que aproximadamente 11 milhdes de
pessoas estdo contaminados (GURTLER et al.,
2007) sendo cinco milhdes apenas no Brasil
(SOUZA et al., 2008).

Cepa é uma populagdo derivada de um
isolado de Trypanosoma cruzi (T. cruzi) mantida
em laboratério sob reproducdao continua por
passagens seriadas em animais de laboratério
(LUMSDEN, 1970). As diferentes cepas de T.
cruzi determinam alteragdes anatomo-
histoldgicas com caracteristicas distintas exibindo
variado grau de tropismo tecidual (MELO &
BRNER, 1978). Para caracterizar os diversos
isolados de T. cruzi varios parametros tém sido
usados, tais como a viruléncia, curvas de
parasitemia, morfologia do parasito no sangue
periférico, tropismo tecidual, quadro
histopatoldgico da infecgdo no camundongo.
Estes pardmetros suportaram a classificacGes
do T, cruzi em cepa tipo I (alta viruléncia e
mortalidade para camundongos); cepa tipo II
(viruléncia média com lesGes predominantes
cardiacas) e aquelas de baixa viruléncia com
tropismo para tecido muscular como cepa do
tipo III (ANDRADE & ANDRADE, 1979).

Este trabalho teve como objetivo a

caracterizagdo, através do curso da doenga em

camundongos, de um isolado de T. cruzi obtido
de um paciente portador da forma cardiaca e
digestiva da doencga de Chagas, no Hospital das
Clinicas (HC) da Universidade Federal de Goias
(OLIVEIRA et al, 1993).

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 40 camundongos machos
B10A com 15 e 60 dias de idade fornecidos pelo
Biotério do Instituto de Patologia Tropical e
Salde Publica (IPTESP) da UFG. Os animais
foram infectados com um isolado de T. cruzi,
obtido de um paciente do HC/UFG portador da
forma cardiaca e digestiva da doenca de
Chagas. Os animais foram inoculados
intraperitonealmente com 5 x 10° ou 5 x 10*
tripomastigotas/animal e permaneceu no

Biotério do laboratéorio de Bioquimica e

Neurociéncias, do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Goids
recebendo agua e racdo (labina-purina) a
vontade durante todo o experimento. Os
animais constituiram os

seguintes grupos

contendo cinco animais cada.

Grupos A - 15 dias de idade
1A - Controle
2A -
tripomastigotas/animal
3A -

tripomastigotas/animal

Andlise Histoldgica - 5 x 10°

Andlise Histolégica - 5 x 10*

GRUPOS B - 60 dias idade
1B - Controle
2B - Parasitemia -5 X 10°
tripomastigotas/animal
3B -

tripomastigotas/animal

Andlise Histolégica - 5 x 10°
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4B - Parasitemia - 5x 10*
tripomastigotas/animal
5B - Andlise Histoléogica - 5 x 10*

tripomastigotas/animal

A parasitemia foi verificada pela analise
microscopica (400X) e a contagem realizada em
dias alternados a partir do terceiro dia da
inoculagdo dos parasitos. Foram contadas as
formas tripomastigotas em 5ul de sangue
obtido pela secgdo da cauda do animal.

Os animais destinados a analise
histoldgica foram sacrificados e fixados através
de perfusdo intracardiaca de parafomaldeido a
4% em tampao fosfato 0,1M; pH 7,2. Foi
retirado o encéfalo, coragdo, pulmdo, lingua,
esofago, estomago, intestino delgado e grosso,
rim e bexiga. Fragmentos destes 6rgdos foram

processados e incluidos em parafina (Histosec).

O material foi seccionado, corado com

hematoxilina e eosina e analisado sob

microscopia de luz.

RESULTADOS

Durante o periodo de 23 dias de infecgdo,
0 grupo de animais inoculados aos 15 dias de
idade, com 5 x 10° tripomastigotas/animal,
apresentou ganhos de pesos semelhantes aos
do grupo controle. Ja4 o grupo de animais
inoculados com 5 x 10* tripomastigotas/animal,
apresentou ganho de peso menor que o0s
animais controles, assim como pelo grupo de
inoculados com 5 x 10°
(Tabela 1)

animais

tripomastigotas/animal

Tabela 1. Valores médios do peso corporal em gramas (médiatdesvio padrdo) de camundongos

inoculados com Trypanosoma cruzi aos 15 dias de idade, com 5 x 103 ou 5 x 10*

tripomastigotas/animal, e sacrificados aos 38 dias de idade (23 dias de inoculacdo).

Valores maximos e minimos entre parénteses.

Idade  Grupos Ino6culo Peso médio dos animais
Dia da inoculagao Dia do sacrificio
(15 dias de idade) (38 dias de idade)
Inoculado 5 x 10° 13,28+0,6(12,20 - 23,38+1,3(21,80-
15 14,00) 25,00)°
dias  Inoculado 5 x 10° 13,34+0,4(12,80 - 20,04+0,8(18,90 -
13,80) 20,09)°
Controle - 13,50+0,9(12,60 - 23,14+1,8(20,40 -
15,00) 25,30)°

Os valores com letras diferentes na coluna indicam diferengas significativas (Anova).

Os valores da parasitemia foram obtidos
em animais infectados aos 60 dias de idade. O
Inéculo de 5 x 10° tripomastigotas/animal aos
60 dias de idade, induziu curva parasitémica

com inicio no 99 dia, pico maximo no 25° dia

apos a inoculacdo e término do periodo de
valor da
1.311,18

tripomastigotas por 5ul de sangue. A inoculagao

parasitemia no 59° dia, com

parasitemia médio no pico de

de 5 x 10* tripomastigotas/animal aos 60 dias
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de idade induziu curva parasitémica com inicio
no 3° dia de infecgdao, pico no 13° dia de
infeccdo com valor parasitémico médio no pico
de 4.252,93 e término da parasitemia patente

no 43° dia apds a inoculagdo. Os valores

parasitémicos meédios no pico foram

significativamente maiores quando se

aumentou o inéculo de 5 x 10% para 5 x 10*

tripomastigotas/animal (Figura 1)
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Figura 1. Curva de parasitemia (valores médios) em camundongos B10A infectados com o indculo de

5 x 103 ou 5 x 10* tripomastigotas/animal do Trypanosoma cruzi aos 60 dias de idade.

O isolado do T. cruzi, com ambos os
indculos e em ambas as idades, foi capaz de

induzir parasitismo cardiaco. Os animais

infectados aos 15 dias de idade ou aos 60 dias

apresentaram ninhos de amastigotas no

miocardio (Figura 2-A). Ocorreu a presenca de

processo inflamatdério focal em ninho de

amastigotas rompido (Figura 2-B) e infiltrados

inflamatoérios  perivasculares (Figura 2-C).

Ocasionalmente foram encontrados focos
inflamatorios distribuidos tanto nas regides
endocardicas quanto nas subepicardicas (Figura
2-D).

intensidade leve foi encontrado na lingua. Para

Processo inflamatorio difuso de

todas as idades e indculos, ndo houve

comprometimento da musculatura lisa do
esofago e dos demais érgaos com auséncia de

reagdo inflamatoria.



Figura 2. Fotomicrografia do miocardio do ventriculo esquerdo de camundongos inoculados com 5x

10* tripomastigotas/animal inoculados aos 60 ou 15 dias de idade coradas com

Hematoxilina/eosina.

A - indculo (60 dias). Ninho integro de amastigotas (seta). 800X

B - indculo (15 dias). Ninho rompido com processo inflamatério intenso (seta). 600X

C - indculo (15 dias). Infiltrado inflamatorio perivascular (seta). 450X

D - indculo (60 dias). Processo inflamatério Subepicardico (seta). 450X

O aumento do indéculo de 5 x 10° para 5 x
10* tripomastigotas/animal determinou
aumento significativo do nimero de infiltrados
perivasculares nos animais inoculados aos 60
idade. Os animais mais

dias de jovens

submetidos aos mesmos indculos apresentaram
maior numero de infiltrado perivascular. O
numero de processos inflamatorios focais foram
maiores em animais mais jovens (15 dias) e

submetidos ao maior inéculo (Tabela 2).

Tabela 2. NUmero médio (médiatdesvio padrdao) de processo inflamatério focal no coracdo de

camundongos inoculados aos 15 ou 60 dias de idade, com 5 x 10° ou 5 x 10*

tripomastigotas/animal, do Trypanosoma cruzi. Valores maximos e minimos entre

parénteses.

Tamanho do indculo / Nimero de processo inflamatério focal

Idade dos

animais

5x 10°

5 x 10*
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15 dias 45,20+10,08 (30 - 56)° 63,60+25,18 (38 - 100)°
60 dias 37,25+2,21 (35 - 40)° 50,60+21,25 (20 - 77)°
Os valores com letras diferentes nas colunas e linhas indicam diferencas significativas.
(anova).
DISCUSSAO ou difusas com raro comprometimento dos

Apesar de Carlos Chagas ter identificado o
T. cruzi em 1909, somente na década de 40 é
que o problema da doenga de Chagas comecgou
a ser reconhecido no Brasil (DIAS & COURA,
1997). O grande
(WANDERLEY, 1994; CAROD-ARTRAL et al,
2003; GURTLER et al., 2007; SOUZA et al.,
2008),

problema de saude publica. Ainda ndao ha

nimero de infectados

torna essa doenga um importante
tratamento com eficacia total e a patogénese
da doenca de chagas ndao é compreendida por
completo justificando a necessidade de mais
pesquisas basicas (DDNi, 2006). Neste sentido
empreendeu-se a caracterizacao de alguns
aspectos de mais este isolado de T. cruzi.
Dentre 0s diversos  fatores que
influenciam o curso da doenca de Chagas num
modelo experimental, estdo os que dependem
do parasito e outros inerentes ao hospedeiro
(COSSIO et al, 1974). Procuraram-se explorar
alguns destes aspectos ao variar o tamanho do

inoculo e a idade do animal. A amostra de T.

cruzi  utilizada induziu parasitismo  de
intensidades diferentes dentre os drgdos
estudados, o que confirma outros relatos

(OLIVEIRA et al, 1993) ao observar o mesmo
comportamento para este isolado.

Este isolado demonstrou picos
parasitémicos com indculo de 5 x 10* aos 13
dias caracteristicos de cepa tipo II, porém com
inéculo de 5 x 10° o pico ocorreu aos 25 dias
caracterizando cepa do tipo III. Foram

verificadas lesdes teciduais no coragao, focais

outros o6rgdos e auséncia de mortes durante
todo o experimento, mesmo sob o indculo mais
alto. Apesar de um dos picos parasitémicos se
apresentarem abaixo de 20 dias (cepa Il e II) e
nao se observar lesdes predominantes de
musculatura esqueléticas (cepa III), as lesGes
cardiacas ndo induziram prejuizos graves na
sua fisiologia, demonstrada pela sobrevivéncia
de todos os animais infectados. Estes
parametros, tomados em conjunto, sugere a
classificacdo deste isolado como cepa do tipo III
(ANDRADE & ANDRADE, 1979).

Os animais inoculados com 5 x 10°
tripomastigotas/animal apresentaram ganho de
peso do 15° até o momento do sacrificio aos
380 dias de idade, sendo este menor que o
demonstrado pelos animais controles. Estes
dados coadunam com a desaceleragcao de ganho
de peso infeccdo chagasica,
utilizando a cepa Y (OLIVEIRA et al, 1986;
MELO & MACHADO, 2001). Do mesmo modo, se

assemelha com outros dados (DA MATA, 2002)

induzida pela

ao inocular este mesmo isolado em
camundongos, observou menor ganho de peso
para os animais infectados em relacao aos
controles. A inoculacgio de 5 x 10°
tripomastigotas/animal apresentou o mesmo
ganho de peso em relagdo aos animais nao
infectados. Este fato sugere que o
comprometimento do estado geral dos animais
infectados, nao foi suficientemente afetado em

relagdo ao parametro ganho de peso.
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Animais com 60 dias de idades sob
inéculo de 5 x 10% tripomastigotas/animal,
apresentaram inicio de parasitemia no 9° dia
com pico no 25° dia e término no 43° dia com
auséncia de mortes, porem usando a cepa Y em
camundongos C3H observou-se inicio de
parasitemia no 9° dia de infeccdgo com alta
viruléncia e alto nivel de mortalidade entre o
10%e o0 12° dia. Quando se utilizou um indéculo
dez vezes maior (5 x 10%), ocorreu inicio de
parasitemia no 3° dia, pico no 13° com término
no 43° dia, demonstrando que o aumento do
inodculo induziu pico parasitémico mais precoce,
semelhante a outro relato para este mesmo
isolado de T. cruzi (OLIVEIRA et al, 1993). A
mesma relagdo foi também  verificada
utilizando-se o mesmo isolado, constatando
maior precocidade do pico parasitémico quando
se aumentou o inoculo de 4.000 para 200.000

tripomastigotas/animal (DA MATA, 2002).

CONCLUSOES
A infeccao por este isolado de T. cruzi em
camundongos B10A induziu infiltrados

perivasculares e processos inflamatodrios focais

ou difusos com intensidade de leve a

O parasitismo nos animais de 15 dias de
idade foi maior do que naqueles de 60 dias,
assemelhando as observagbes em animais
infectados na primeira fase da vida pds-natal,
(COSTA et al, 1986) assim como em criangas
chagasicas (DIAS et al, 1985; PRATA, 1994).
Este fato suporta que o maior indculo
combinado com a menor idade do animal, é
capaz de induzir maior intensidade da infeccdo
(MATA et al, 2002).

Camundongos infectados, sem mencionar
o tipo de cepa, idade dos animais e o tamanho
do indculo, demonstraram parasitismo
encefdlico em todos os animais inoculados
(SANABRIA, 1969) contrastando com o que se
verificou neste trabalho e em outros relatos

(PITTELLA et al, 1993; MATA et al, 2000).

moderada. As lesdes teciduais foram
primordialmente em musculo cardiaco e o curso
da doenca apresentou comportamento de cepa

do tipo III.
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