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RESUMO

Com o objetivo de caracterizar quatro cepas de Trypanosoma cruzi isoladas de pacientes chagásicos 
crônicos, procedentes de diversas áreas geográficas, residentes na região de Araraquara – SP, 
parâmetros biológicos e moleculares foram avaliados. As cepas foram denominadas AMJM, BFS, 
NBR e NCS. Para estudar o comportamento biológico das cepas, três grupos de camundongos 
Swiss, pesando 10-12g foram inoculados intraperitonealmente com formas sangüíneas das cepas 
em estudo. Foram avaliados os seguintes parâmetros: período pré-patente, curvas de parasitemia, 
morfologia do parasito no sangue periférico, taxas de mortalidade e lesões histopatológicas. Três 
cepas apresentaram parasitemia patente com períodos pré-patentes variáveis, baixa parasitemia e 
formas tripomastigotas largas durante todo o curso da infecção. Uma cepa apresentou parasitemia 
subpatente. Nenhuma das cepas ocasionou mortalidade nos animais inoculados. Estudo 
histopatológico mostrou ninhos de formas amastigotas no músculo cardíaco de animais infectados 
com as cepas AMJM e NBR. Observou-se reação inflamatória, variando de discreta a moderada, 
no músculo cardíaco para todas as cepas estudadas. Reação inflamatória nos músculos da parede 
intestinal foi observada somente nos camundongos infectados com a cepa BFS. Observou-se reação 
inflamatória nos músculos esqueléticos dos camundongos infectados com as cepas AMJM, BFS 
e NCS. Reação inflamatória no fígado foi observada para as cepas AMJM e NBR. Os parâmetros 
biológicos observados permitiram a classificação de todas as cepas no Biodema Tipo II. Para 
tipagem molecular o DNA do parasito foi extraído de formas epimastigotas mantidas em meio LIT. 
Parte do espaçador não transcrito do gene de miniexon foi amplificado por meio de PCR. Produtos 
amplificados de 250 pb foram observados para todas as cepas. Os dados biológicos e moleculares 
permitiram a classificação destas cepas como T. cruzi II.

DESCRITORES: Trypanosoma cruzi. Doença de Chagas. Cepa. Biodema. PCR 
multiplex. T. cruzi II.
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INTRODUÇÃO

A doença de Chagas é uma zoonose causada pelo protozoário flagelado 
Trypanosoma cruzi. É uma infecção exclusiva do continente americano e ocorre 
desde o sul dos Estados Unidos até Argentina e Chile. A Organização Mundial de 
Saúde estimou em 2002 que mais de 17 milhões de pessoas estivessem infectadas 
em toda a América e 92 milhões em risco de adquirir a infecção (43). Iniciativas 
multinacionais de erradicação têm tido resultados espetaculares, reduzindo 
significativamente a prevalência da doença (19). A Iniciativa do Cone Sul é 
uma intervenção governamental iniciada em 1991 com o objetivo de eliminar a 
transmissão da doença de Chagas na Argentina, Bolívia, Brasil, Chile, Paraguai 
e Uruguai. Após essa intervenção, a transmissão da doença de Chagas pelo vetor 
e por transfusão de sangue foi interrompida no Uruguai em 1997; no Chile em 
1999 e em 8 dos 12 estados brasileiros onde a infecção é endêmica em 2000. 
Conseqüentemente, a incidência de novas infecções em todo o continente decresceu 
mais de 70% (30).

O curso da infecção é bastante variável e apresenta uma fase aguda e outra 
crônica. A fase aguda é geralmente assintomática e apenas 1% a 2% dos pacientes 
apresentam sintomas em uma ou duas semanas após a infecção. As manifestações 
clínicas gerais incluem febre, linfadenopatia e hepatoesplenomegalia. Essa fase se 
resolve espontaneamente em quatro a oito semanas. Entretanto, alguns pacientes, 
principalmente crianças ou indivíduos imunodeficientes, podem apresentar quadros 
meníngeos graves e insuficiência cardíaca que podem levar a óbito (24, 35, 39).

Após quatro a dez semanas, inicia-se a fase crônica na sua forma 
indeterminada, caracterizada pela ausência de manifestações clínicas, 
eletrocardiográficas ou radiológicas significativas. Enquanto alguns pacientes 
permanecem nessa fase indefinidamente, outros, geralmente após intervalo de 
10 a 20 anos, evoluem para alguma das formas crônicas sintomáticas da doença, 
com aparecimento de evidências de comprometimento cardíaco, digestivo ou 
neurológico (36).

A miocardite chagásica crônica caracteriza-se por um infiltrado de 
células mononucleares com destruição de fibras cardíacas no foco inflamatório e 
comprometimento dos plexos nervosos, o que leva ao aparecimento de áreas de 
fibrose no tecido cardíaco, fenômenos tromboembólicos e à morte súbita (2, 24).

A forma digestiva é caracterizada por alterações na secreção, na 
motilidade, na absorção e, nos casos mais graves, pelo aumento do tubo digestivo 
em conseqüência de alterações nos plexos nervosos, principalmente no plexo 
mioentérico, sendo o megaesôfago e o megacólon as formas mais comuns (22). A 
forma nervosa da doença de Chagas é caracterizada por manifestações neurológicas 
e déficit mental, provavelmente em razão de seqüelas da fase aguda. Essa forma é 
encontrada com mais freqüência em pacientes submetidos à imunossupressão ou 
infectados com o vírus da imunodeficiência humana (HIV) (37).
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A causa desse aspecto clínico variável da doença não é conhecida (6). A 
severidade e os sintomas variam em diferentes regiões geográficas. Já foi sugerido 
que tais variabilidades podem ser resultantes tanto da heterogeneidade entre isolados 
de T. cruzi como da resposta imune do hospedeiro (40). O táxon T. cruzi não é 
composto por uma espécie homogênea. Nos anos 1960, quando não se dispunha 
de métodos moleculares, Coura et al. (16) defenderam o uso do termo “complexo 
cruzi” para designar o protozoário, com base em: variação morfológica, aspectos 
imunológicos, distinta virulência e diferenças nos padrões individual e regional da 
doença de Chagas. Hoje está bem estabelecido que T. cruzi é uma espécie heterogênea, 
composta de várias subpopulações do parasito que circulam entre vários hospedeiros 
vertebrados, domésticos e silvestres e hospedeiros invertebrados (32, 44).

Segundo Andrade e Magalhães (4), cepas de T. cruzi são complexos de 
populações multiclonais que diferem em suas características genéticas e biológicas e 
em seu comportamento no hospedeiro vertebrado. Estudos experimentais mostram 
que diferentes cepas de T. cruzi podem determinar lesões tissulares peculiares na 
fase aguda, que surgem em conseqüência de um tropismo específico e predominante 
para diferentes tipos de células de mamíferos, tais como macrófagos, células 
musculares cardíacas e esqueléticas e neurônios (3).

Variações intra-específicas nas diferentes cepas de T. cruzi têm sido 
demonstradas nos níveis morfobiológico, bioquímico e genético (1, 3, 27, 31, 41). 
Essa heterogeneidade poderia explicar a variabilidade nas manifestações clínicas da 
doença de Chagas e as diferenças regionais de sua morbidade (18).

Andrade (1), estudando o comportamento biológico de cepas de T. cruzi 
e seus perfis histopatológicos em animais experimentais, classificou os isolados em 
três tipos ou biodemas. 

Diferenças isoenzimáticas entre isolados do parasito foram inicialmente 
demonstradas por Toyé (42) em 1974 e confirmadas por Miles et al. (28) em 1980, 
os quais propuseram a divisão das diferentes cepas em três zimodemas principais: 
Z1, Z2 e Z3. Esses zimodemas apresentam diferentes distribuição e associação 
hospedeiro-vetor e sua distribuição geográfica pode estar associada às diversas 
formas clínicas da doença de Chagas (23, 29).

Em 1997, Andrade e Magalhães (4), realizando estudo biológico e 
isoenzimático, confirmaram a relação existente entre os biodemas e zimodemas das 
cepas encontradas em diferentes regiões geográficas.

Souto et al. (40), estudando o gene que codifica o RNA ribossomal e o 
gene de miniexon de cepas e clones do protozoário oriundas de diversas regiões, 
propuseram a divisão de T. cruzi em duas linhagens filogenéticas principais: 
linhagens 1 e 2. A linhagem 1 é constituída de T. cruzi isolado do ciclo doméstico e 
a linhagem 2 é preferencialmente encontrada no ciclo silvestre.

A diversidade de comportamento e morfologia de isolados de T. cruzi e 
a grande diversidade genética dessas cepas impediam uma correlação entre essa 
diversidade e a complexa epidemiologia e as manifestações clínicas da doença 
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em virtude da falta de uma nomenclatura comum. Na tentativa de se agrupar 
os parâmetros morfobiométricos e as características moleculares de diferentes 
linhagens de T. cruzi, as cepas foram agrupadas em dois grupos principais 
denominados T. cruzi I e T. cruzi II. Essa denominação surgiu de um consenso entre 
especialistas que propuseram a unificação de várias classificações baseadas em 
diferentes marcadores (5).

A caracterização das diferentes cepas existentes em uma determinada área 
geográfica é crucial para o estudo do papel da diversidade do parasito na patogênese 
local da doença de Chagas. É provável que o predomínio de um dado tipo de cepa 
em uma determinada área esteja relacionado com as principais manifestações da 
doença naquela área. Considerando os vários aspectos da infecção por T. cruzi, a 
presença do mesmo padrão biológico e bioquímico de cepa em uma área endêmica 
poderia ser importante, não somente para observação do tipo predominante de 
manifestações clínicas e envolvimento de órgãos, mas também em relação à 
resposta à quimioterapia, já que se sabe que cepas de diferentes biodemas mostram 
suscetibilidade diferente às drogas disponíveis para tratamento da doença (1, 3).

Assim, o objetivo desse estudo foi caracterizar quatro cepas de T. cruzi 
isoladas de pacientes humanos na região de Araraquara, São Paulo, sob os aspectos 
biológico e molecular.

MATERIAL E MÉTODOS

Cepas de T. cruzi

Foram caracterizadas quatro cepas de T. cruzi, isoladas de pacientes adultos, 
portadores de cardiopatia chagásica crônica comprovada clínica e sorologicamente. 
As cepas designadas AMJM, BFS, NBR e NCS foram isoladas por xenodiagnóstico 
no Laboratório de Parasitologia da UNESP de Araraquara-SP e estão sendo 
mantidas em laboratório por meio de passagens sucessivas em camundongos desde 
1986 (12). De acordo com o código internacional para designação de isolados de T. 
cruzi (43), as cepas estudadas foram assim denominadas: MHOM/BR/86/LPFCF-
UNESP04AMJM, MHOM/BR/86/LPFCF-UNESP09BFS, MHOM/BR/86/
LPFCF-UNESP13NBR, MHOM/BR/86/LPFCF-UNESP15NCS.

Caracterização biológica

Período pré-patente e curva parasitêmica
Para cada cepa, sete camundongos Swiss, machos, pesando entre 10g e 

12g foram inoculados intraperitonealmente com sangue citratado proveniente de 
outros camundongos previamente infectados. O inóculo foi de aproximadamente 
5x103 formas tripomastigotas sangüíneas para as cepas AMJM, BFS e NCS e 2x103 
formas tripomastigotas para a cepa NBR. A pesquisa das formas tripomastigotas 
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na corrente sangüínea foi feita diariamente a partir do segundo dia de infecção até 
a observação dos parasitos e, em seguida, em intervalos de dois dias, com término 
da observação no 60º dia. A contagem foi realizada em 5 µL de sangue coletado da 
cauda do animal, seguindo a técnica de Brener (7). Foram contados 100 campos 
microscópicos com aumento de 400 vezes. O número de formas tripomastigotas 
contadas foi multiplicado por uma constante que depende do microscópio, da ocular 
e da objetiva utilizados. Para obtenção da constante referida, utilizou-se o método 
descrito por Martins (25). Foi estabelecida uma média aritmética do número das 
formas sangüíneas observadas nos sete camundongos em cada dia de contagem 
e traçada uma curva parasitêmica. Esta metodologia foi repetida para cada cepa 
em três grupos de camundongos. Os valores médios obtidos para cada dia de 
observação da parasitemia, nos três grupos de camundongos, foram submetidos à 
Análise de Variância para verificação da existência de diferenças estatisticamente 
significativas entre eles em um nível de significância de 5%.

A caracterização do grau de parasitemia foi feita de acordo com Devera 
et al. (18): parasitemia elevada – picos parasitêmicos médios maiores que 1.500 
parasitos por 5 µL de sangue; parasitemia média – picos parasitêmicos médios 
entre 500 e 1.499 tripomastigotas por 5 µL de sangue; baixa parasitemia - picos 
parasitêmicos médios inferiores a 500 formas sangüíneas por 5 µL de sangue.

Taxa de mortalidade
Foi feita diariamente a observação do número de animais que morriam 

durante o curso da infecção, fazendo-se a porcentagem em relação ao número total 
após exclusão dos sacrificados.

Morfologia dos parasitos no sangue periférico
A morfologia das formas parasitárias foi estabelecida em esfregaços 

realizados em intervalos de quatro dias durante a fase aguda da infecção. Para cada dia, 
dois ou três animais infectados foram selecionados ao acaso. Com sangue coletado 
da cauda do animal foram confeccionados esfregaços que, após secagem e fixação 
pelo metanol foram corados pelo Giemsa e observados ao microscópio com aumento 
de 1.000 vezes. Foram procurados 50 parasitos por lâmina ou examinado todo o 
esfregaço nos casos de parasitemia baixa. Os critérios descritos por Brener e Chiari (8) 
foram usados para caracterizar as formas delgadas, largas e muito largas do parasito.

Estudo histopatológico
Para o estudo histopatológico, foram sacrificados, para cada cepa, 21 

animais infectados, sendo 3 em cada um dos seguintes dias de infecção: 7º, 10º, 
14º, 20º e 30º para o estudo da fase aguda e 150º e 180º para o estudo da fase 
crônica. Dos animais sacrificados foram retirados fragmentos dos seguintes órgãos: 
coração, músculos esqueléticos (músculos abdominais), intestino grosso, fígado 
e baço. Esses fragmentos foram mantidos em formol a 10% por 10 dias. Após 
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lavagem por 12 horas em água corrente, as peças foram submetidas aos processos 
de desidratação e diafanização para inclusão em parafina. Secções de 5 µm de 
cada peça foram cortadas em micrótomo, estendidas em lâminas e coradas por 
hematoxilina-eosina, segundo a técnica de Ramos modificada por Nai et al. (33). Os 
cortes foram examinados ao microscópio em toda a sua extensão, determinando-se a 
presença do parasito (parasitismo tecidual) e de reações inflamatórias.

Os procedimentos foram submetidos e aprovados pelo Comitê de Ética em 
Pesquisa com Animais da UNESP – Araraquara-SP.

Tipagem Molecular

Extração do DNA
Formas epimastigotas foram obtidas pelo crescimento do parasito em 

meio LIT (liver infusion tryptose) a 28º C por três semanas. Aproximadamente 
5 mL da cultura foi centrifugada a 700 x g por 20 minutos a 4º C. O sedimento 
obtido foi ressuspenso em PBS (Na2HPO4 10 mM, NaH2PO4 10 mM, 
NaCl 150 mM, pH 7,2) e centrifugado a 700 x g por dez minutos a 4º C. Esse 
procedimento foi repetido por três vezes.

A lise dos parasitos foi realizada pela adição de 1 mL de uma solução 
de TE (10 mM Tris-HCl, pH 8,0; 1 mM EDTA) e incubação a 56º C por duas 
horas com 100 µg/mL de proteinase K e dodecilsulfato de sódio (SDS) a 0,5% de 
concentração final.

A amostra foi separada em dois tubos Eppendorf ®, sendo adicionado a 
cada tubo igual volume de fenol estabilizado. Após centrifugação a 15.000 x g por 
três minutos, a fase aquosa (superior) foi transferida para um novo tubo Eppendorf 
® e foram realizadas três extrações com igual volume de fenol-clorofórmio-álcool 
isoamílico (25:24:1) e três extrações com igual volume de clorofórmio. Com uma 
nova centrifugação a 15.000 x g por três minutos, recuperou-se a fase aquosa que 
recebeu a adição de duas vezes o volume de etanol absoluto e 10% do volume de 
acetato de sódio 3M pH 5,2. A solução foi deixada em temperatura ambiente por 15 
minutos e após nova centrifugação a 15.000 x g por 20 minutos, o sobrenadante foi 
descartado e o DNA foi lavado pela adição de 500 µL de álcool etílico a 70%. Após 
nova centrifugação a 15.000 x g por cinco minutos o sobrenadante foi desprezado e 
o DNA foi ressuspenso em 50 µL de TE.

Reação em cadeia da polimerase (PCR)
Parte do espaçador não transcrito do gene de miniexon foi amplificado por 

PCR pela técnica do “PCR multiplex” descrita por Fernandes et al. (21). Para obter 
a amplificação foram utilizados como primers um pool de cinco oligonucleotídeos: 
5’-ACACTTTCTGTGGCGCTGATCG-3’ (TC1 - específico para o grupo I); 
5’-TTGCTCGCACACTCGGCTGCAT-3’ (TC2 - específico para o grupo II); 
5’-CCGCGWACAACCCCTMATAAAAATG-3’ (TC3 - específico para Z3); 
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5’-CCTATTGTGATCCCCATCTTCG-3’ (TR - específico para Trypanosoma rangeli) 
e 5’-TACCAATATAGTACAGAAACTG-3’ (ME - comum a todos os grupos). 

A reação continha 100 pmol de cada primer, 100 µM de cada deoxinucleotídeo 
na seguinte solução: Tris-HCl (pH 8,3), 1,5 mM MgCl2, 25 mM KCl, 0,1 mg/mL de 
soroalbumina bovina e 2,5 Unidades de Amplitaq GoldTM DNA Polimerase (Celtes, 
Perkin Elmer). Aproximadamente 10 ng de DNA genômico foram adicionados a essa 
mistura que foi levada a um volume final de 50 µL com água Milli Q.

O processo de amplificação foi realizado em termociclador (GeneAmp 
PCR System 9600, Perkin-Elmer ®) com o seguinte perfil térmico: 95ºC por um 
minuto para ativação da enzima e 35 ciclos, incluindo desnaturação a 94ºC (30 
segundos), anelamento a 55ºC (30 segundos) e extensão a 72ºC (30 segundos), com 
uma extensão final durante dez minutos a 72ºC.

Os produtos amplificados foram submetidos à eletroforese em gel de 
agarose a 2,5% em TBE 1X (0,09 M Tris-Borato, pH 8,0 e 0,002 M EDTA pH 8,0), 
corados com brometo de etídio (0,5 µg/mL), visualizados sob luz ultravioleta e 
fotografados com câmara Polaroid ®. 

Produtos de amplificação com 200 pb caracterizam T. cruzi I, 250 pb 
caracterizam T. cruzi II e 150 pb caracterizam cepas classificadas como T. cruzi 
zimodema 3.

RESULTADOS

Caracterização biológica

Evolução da parasitemia
A cepa NBR apresentou parasitemia subpatente durante todo o curso da 

infecção. O comportamento de cada cepa nos diferentes grupos de camundongos 
manteve-se relativamente constante, observando-se uma ascensão lenta e regular da 
parasitemia até atingir um pico e depois queda também regular até desaparecimento 
dos parasitos do sangue periférico. Não foram observadas diferenças estatisticamente 
significativas para um nível de significância de 5%, nos níveis médios de parasitemia 
observados nos três grupos de camundongos infectados com cada cepa estudada. 
Os valores referentes ao período pré-patente, aos níveis médios de parasitemia e à 
duração da fase aguda, observados nos três grupos de camundongos infectados para 
cada cepa, podem ser observados na Tabela 1.

Todos os camundongos infectados com as quatro cepas sobreviveram e 
evoluíram para a fase crônica.

Taxa de mortalidade

A infecção com as quatro cepas não determinou mortalidade dos 
camundongos até 180 dias após serem inoculados.
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Tabela 1. Características biológicas de quatro cepas de Trypanosoma cruzi 
isoladas de pacientes chagásicos crônicos em Araraquara, São Paulo

Cepa Grupo de 
camundongo

PPP
(dias)

Pico de parasitemia Duração da fase aguda
(dias)nº/100 campos 1 nº/5 µL 2 dias

AMJM
1º 5 8 237 21 39
2º 9 12 330 21 43
3º 6 10 285 18 38

BFS
1º 8 10 281 22 42
2º 7 9 265 21 39
3º 9 10 281 19 43

NCS
1º 5 14 406 19 37
2º 8 19 523 18 40
3º 7 16 438 23 43

NBR
1º ND SP SP ND ND
2º ND SP SP ND ND
3º ND SP SP ND ND

1média do número de formas tripomastigotas/100 campos microscópicos com aumento de 400x; 2média 
do número de formas tripomastigotas/5µL de sangue de sete camundongos infectados; PPP = período 
pré-patente; ND = não determinado; SP = sub-patente.

Morfologia dos tripomastigotas sangüíneos

Nas cepas que apresentaram parasitemia patente (AMJM, BFS e NCS) 
foram observadas apenas formas sangüíneas largas durante todo o curso da infecção.

Estudo histopatológico
Os dados referentes aos achados histopatológicos nos órgãos analisados 

podem ser observados na Tabela 2.
Cepa AMJM – Durante a fase aguda foram observados parasitos e reação 

inflamatória moderada no músculo cardíaco e reação inflamatória discreta nos 
músculos esqueléticos. Na fase crônica observou-se reação inflamatória discreta no 
músculo cardíaco e nos músculos esqueléticos e moderada no fígado.

Cepa BFS – Foi observada reação inflamatória discreta no músculo 
cardíaco e moderada nos músculos da parede intestinal, nos plexos mioentéricos e nos 
músculos esqueléticos durante a fase aguda da infecção. Na fase crônica foi observada 
reação inflamatória discreta no músculo cardíaco e moderada em gânglios nervosos 
cardíacos. Não foram observadas formas amastigotas nos tecidos analisados.

Cepa NBR – Observou-se reação inflamatória discreta no músculo e nos 
gânglios nervosos cardíacos durante a fase aguda; na fase crônica, foram observados 
parasitos no músculo cardíaco e reação inflamatória moderada no fígado.

Cepa NCS – Durante a fase aguda foi observada discreta reação 
inflamatória no músculo e gânglios nervosos cardíacos e nos músculos esqueléticos. 
Na fase crônica foi observada discreta reação inflamatória no músculo cardíaco. Não 
foi observado parasitismo tecidual na fase aguda nem na fase crônica da infecção.



Vol. 35 (3): 213-226. set.-dez. 2006 221

Tabela 2. Achados histopatológicos em coração, músculos esqueléticos, fígado, 
baço e intestino de camundongos infectados com quatro cepas de 
Trypanosoma cruzi isoladas de pacientes chagásicos crônicos

Cepa Achado 
histológico

Órgão
coração intestino músculo esquelético fígado baço

f.a. f.c. f.a. f.c. f.a. f.c. f.a. f.c. f.a. f.c.

AMJM
Parasitos + - - - - - - - - -
Inflamação + + - - + + - + - -

BFS
Parasitos - - - - - - - - - -
Inflamação + + + - + - - - - -

NBR
Parasitos - + - - - - - - - -
Inflamação + - - - - - - + - -

NCS
Parasitos - - - - - - - - - -
Inflamação + + - - + - - - - -

f.a. = fase aguda; f.c. = fase crônica; (+) = presença de parasitos ou de inflamação; (-) = ausência de 
parasitos ou de inflamação. 

Caracterização biológica das cepas

Com base nos dados obtidos, todas as cepas foram caracterizadas no 
Biodema Tipo II. 

Tipagem Molecular

As quatro cepas foram caracterizadas por meio da amplificação de um 
segmento do espaçador não transcrito do gene de miniexon. Para todas as cepas foi 
amplificado um fragmento com 250 pb, correspondente a T. cruzi II. (Figura 1).

Figura 1. Produto da amplificação 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 padrão T. cruzi II; 7 – cepa padrão T. cruzi I; 
8 – cepa padrão T. cruzi Z3; 9 – T. rangeli; 10 – controle negativo.  
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DISCUSSÃO

As cepas estudadas foram isoladas, em 1986, de pacientes portadores 
de cardiopatia chagásica crônica comprovada clínica e sorologicamente. Esses 
pacientes eram provenientes de várias regiões e, no momento do isolamento das 
cepas, residiam na região de Araraquara – SP. Informações referentes às regiões de 
origem dos pacientes, aspectos clínicos da doença e dados pessoais dos pacientes 
não puderam ser recuperadas.

A multiplicação das três cepas foi relativamente lenta com baixa 
parasitemia e ausência de mortalidade dos animais infectados. Esses dados estão 
de acordo com as observações de Fernandes et al. (20) e Oliveira et al. (34), cujos 
relatos dão conta de que em pacientes chagásicos crônicos há uma predominância 
de cepas de baixa virulência para camundongos

Em um estudo prévio realizado por Rosa et al. (38) em 1987, foram 
observadas parasitemias médias de 10 formas tripomastigotas/100 campos 
microscópicos para a cepa AMJM, 5 formas parasitárias/100 campos microscópicos 
para a cepa BFS, 6 formas tripomastigotas/100 campos para a cepa NBR e 35 
parasitos/100 campos para a cepa NCS. Quando comparamos os dados referentes 
ao número de parasitos/100 campos microscópicos observados nesse estudo (Tabela 
I), observamos que houve diminuição da parasitemia para as cepas NCS e NBR, 
aumento da parasitemia para a cepa BFS e manutenção dos níveis parasitêmicos 
para a cepa AMJM.

Transformações no comportamento biológico de cepas de T. cruzi podem 
ocorrer durante a realização de repiques sucessivos em camundongos, onde as 
condições de manutenção do laboratório agiriam como meio selecionador (15). 
Essas mudanças foram descritas por vários autores e o aspecto mais freqüentemente 
observado foi o aumento da virulência (8, 9, 13). Entretanto têm sido também 
observadas a preservação (14) e a atenuação da virulência (1, 26). 

A diminuição da parasitemia da cepa NBR pode ser uma característica 
intrínseca da cepa, mas pode também estar relacionada ao pequeno inóculo, já 
que Andrade (1) observou uma correlação direta da virulência com o número de 
parasitos inoculados. Entretanto, outros autores não puderam observar tal relação (8, 
15). Dessa forma, estudos posteriores serão realizados para testar essa hipótese.

O exame histopatológico mostrou miotropismo com envolvimento 
predominante do miocárdio, já que formas parasitárias foram observadas no 
músculo cardíaco de animais infectados com as cepas AMJM na fase aguda e NBR 
na fase crônica da infecção e reação inflamatória foi observada no músculo cardíaco 
de animais infectados com todas as cepas (Tabela II).

Para a cepa NBR, apesar do pequeno inóculo e da parasitemia subpatente, 
foram observados parasitos no músculo cardíaco. Essa observação está de acordo 
com Andrade (1, 3), segundo o qual a patogenicidade é uma característica constante 
e independe do inóculo.
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A classificação biológica das cepas foi feita de acordo com os critérios 
estabelecidos por Andrade (1), tendo como parâmetros os níveis de parasitemia, 
morfologia das formas tripomastigotas sangüíneas, taxa de mortalidade dos animais 
infectados e tropismo tissular. As cepas estudadas apresentaram baixa parasitemia 
e ausência de mortalidade dos animais infectados. Desse modo, de acordo com 
Andrade (1), podem ser classificadas no Biodema Tipo II, de baixa virulência. A 
cepa NBR apresentou parasitemia subpatente e, segundo De Sousa (17), cepas que 
não apresentam parasitemia patente não podem ser classificadas de acordo com os 
critérios estabelecidos por Andrade (1). Mas, apesar disso, classificamos essa cepa 
no Biodema Tipo II, tomando por base, principalmente, o miocardiotropismo, a 
baixa parasitemia (subpatente) e a ausência de mortalidade dos animais infectados.

Sabendo-se que o número de formas inoculadas no animal experimental pode 
interferir nos níveis de parasitemia, é necessário que se estabeleçam inóculos padrões 
para a determinação dos níveis de parasitemia. Na literatura consultada, vários autores 
utilizaram inóculos variando de 50 a 150.000 formas parasitárias (9, 13, 14, 15, 18, 
20, 26). É necessário também uniformizar os critérios de patogenicidade e virulência. 
Diferentes autores utilizam índices de parasitemia médios bastante variáveis para a 
classificação dos níveis baixo, médio e alto de virulência (1, 13, 15, 18, 20).

A tipagem molecular das cepas foi feita por meio da amplificação de 
um segmento do espaçador não transcrito do gene de miniexon, utilizando PCR 
multiplex. Para todas as amostras foi amplificado um fragmento com 250 pb 
(Figura 1), sendo todas as cepas classificadas como T. cruzi II. Essa observação está 
de acordo com os dados obtidos por Zingales et al. (44), os quais relataram que T. 
cruzi II é altamente prevalente em infecções humanas no Brasil.

Apesar das quatro cepas serem caracterizadas como T. cruzi II, observou-
se uma variabilidade biológica entre elas, já que três cepas (AMJM, BFS e NCS) 
apresentaram parasitemia patente e uma cepa (NBR) apresentou parasitemia 
subpatente. Estudos prévios têm mostrado que T. cruzi II pode se subdividir em cinco 
subpopulações denominadas T. cruzi IIa, IIb, IIc, IId e IIe (10, 11). Estes subgrupos 
parecem estar associados a diferentes vetores e reservatórios. É possível que pelo 
menos a cepa NBR apresente características moleculares diferente das demais. No 
momento nós estamos empenhados em conseguir um crescimento suficiente da 
cepa NBR, já que essa cepa apresenta um crescimento irregular e difícil, tanto in 
vitro como in vivo, para que possamos testar essa hipótese num trabalho futuro.

Com base nos dados obtidos concluímos que o presente trabalho 
demonstra uma correlação entre os resultados das classificações biológica e 
molecular, confirmando as recomendações do Satellite Meeting (5).
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ABSTRACT

Biological and molecular characterization of four Trypanosoma cruzi strains 
isolated from patients in chronic phase, cardiac form of Chagas disease.

Four Trypanosoma cruzi strains, isolated from chronic chagasic patients, originating 
from several geographic areas, residents in Araraquara region, São Paulo, Southeast 
Brazil, were analyzed using biological and molecular methods. The strains were 
named AMJM, BFS, NBR and NCS. In order to study the biological behavior of 
Trypanosoma cruzi strains, three groups of albino Swiss mice, weighting 10-12g, 
were intraperitoneally inoculated with bloodstream forms of the studied strains. 
Pre-patent period, patterns of parasitaemia, morphology of tripomastigote forms, 
mortality rate and tissue distribution of the protozoan were analyzed. Three strains 
showed patent parasitaemia with variable pre-patent period, low parasitaemia 
and broad forms during the whole period of the infection. One strain showed 
sub-patent parasitaemia. Mortality rates were null. Histopathological analysis 
showed amastigotes forms in the cardiac muscle of animals inoculated with strains 
AMJM and NBR and inflammatory process, varying from discreet to moderate in 
cardiac muscle for all four strains, in colon for BFS strain, in skeletal muscle for 
AMJM, BFS and NCS strains and in liver for AMJM and NBR strains. Biological 
parameters allowed the characterization of all four strains in Biodeme Type II. For 
the molecular characterization, the parasite DNA was extracted from epimastigotes 
forms cultured in LIT medium. Part of the non-transcribed spacer of the mini-exon 
gene was amplified by PCR. Amplicons with 250 pb were observed for all four 
strains. The molecular and biological characteristics allowed the typing of all the 
strains as T. cruzi II.

KEY WORDS: Trypanosoma cruzi. Chagas disease. Strains. Biodeme. PCR 
multiplex. T. cruzi II.
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