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ESTUDO PARASITOLOGICO E ANATOMO-PATOLOGICO DA FASE AGUDA
DA DOENCA DE CHAGAS EM CAES INOCULADOS COM DUAS DIFERENTES

CEPAS DO TRYPANOSOMA CRUZI

Maria Alice Pedreira de Castro e Zigman Brener

Caes jovens foram infectados com as cepas Y e CL do T. cruzi usando-se como
inéculos 107 formas sangiiineas inoculadas por via intraperitoneal e 2 x 103 tripomas-
tigotas metaciclicos obtidos do inseto vetor e inoculados por via conjuntival. Ascepas Y e
CL induziram nos cdes curvas de parasitemia totalmente distintas, confirmando dados
parasitoldgicos obtidos em camundongos e coelhos. Com a cepa CL a parasitemia, com
ambos os indculos, foi gradualmente ascencional ao passo que com Y a parasitemia foi
extremamente baixa, irregular e, com freqiiéncia, subpatente. Com ambas as cepas o
parasitismo e as lesées predominaram no miocdrdio. Entretanto, com a cepa Y a
miocardite foi sempre intensa desde as fases mais precoces da infec¢do, ao passo que com
a cepa CL o processo inflamatorio tornou-se acentuado somente a partir do 200 dia.
Freqiientemente a intensidade da miocardite observada em alguns animais ndo guardava
relacdo com a parasitemia; em alguns cdes com parasitemia subpatente, nos quais a
infeccao so foi diagnosticada pelo xenodiagndstico, a intensidade da miocardite foi
compardvel aquela observada nos animais com parasitemia patente. Idéntica correlacao
também ndo foi assinalada em relacdo ao parasitismo tissular. Esses achados sugerem a
participacdo de mecanismo imunolégicos na génese das lesées, ainda na fase aguda da
infecgdo.

Palavras Chaves: Trypanosoma cruzi. Cepas Y e CL. Miocardite experimental em

caes.

O cédo jovem tem sido considerado como o
modelo experimental adequado para o estudo da
doen¢a de Chagas na fase aguda por reproduzir com
fidelidade varios aspectos da infec¢do humana2 !1,
Além disso, o estudo da fase aguda da infecgao
induzida pelo Trypanosoma cruzi pode ser de grande
importancia considerando que diferentes autores tém
sugerido que muitas das lesoes tardias sdo influencia-
das pelo curso da doenga nesse estagio da doenga3 15.
Por outro lado, o estudo do comportamento de varias
cepas do T. cruzi em diferentes hospedeiros expe-
rimentais parece indicar que o parasita influencia nas
caracteristicas da infec¢do aguda. Entre as diferentes
populagdes do 7. cruzi, as cepas Y e CL mostraram no
camundongo aspectos praticamente polares em rela-
¢ao0 a morfologia das formas sangiineas, curvas de
parasiternia, mortalidade, susceptibilidade a quimio-
terapicos e distribuicdo de parasitas nos diferentes
tecidos e células do hospedeiro?. Nos estudos realiza-
dos mais recentemente em coelhos foram também
observadas diferencas significativas nas curvas de
parasitemia e outras caracteristicas da infec¢@o aguda
nos animais inoculados com as cepas Y e CL, seja
como formas sangiiineas ou com tripomastigotas
metaciclicos obtidos do vetor!3 14,
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Tendo em vista a possivel importancia desses
achados e, sobretudo, a auséncia na literatura de dados
mais detalhados sobre o curso da infec¢zo, do pontode
vista parasitologico, em caes inoculados com diferen-
tes populagdes do T. cruzi, estudamos, através de
métodos parasitologicos e anatomopatologicos, o
comportamento de caes jovens inoculados com as
cepas Y e CL desse parasita.

MATERIAL E METODOS

Cepa do T. cruzi Y, isolada de um caso
humano por Silva e Nussenzweigl7; CL, isolada de
Triatoma infestans naturalmente infectado, coletado
em domicilio, no Estado do Rio Grande do Sul,
Brasil8.

Infec¢do dos caes. Foram utilizados 30 caes
mesticos, com trés meses de idade, de ambos os sexos,
provenientes de varias ninhadas, pesando 3 a 4,5 kg.
Apos o desmame, os animais foram submetidos a dieta
padrao comercial ad libitum, tratamento anti-
helmintico (Combantrim — Pfizer); vacinas contra
leptospirose, cinomose e hepatite (Smith Kline -
USA).

Os seguintes grupos de animais foram estuda-
dos:

a) Dois grupos de 9 animais, inoculados com
107 tripomastigotas sanguineos das cepas Y e CL,
respectivamente, por via intraperitoneal. Os tripo-
mastigotas sangiiineos foram obtidos a partir de
sangue de camundongos experimentalmente infecta-
dos com as cepas Y e CL, coletado no 7¢ e 140 diada
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infec¢do, respectivamente. A contagem dos tripo-
mastigotas foi realizada segundo a técnica de Brener3.

b) Dois grupos de 3 animais foram infectados
por via conjuntival com 2 x 103 tripomastigotas
metaciclicos das cepas Y e CL provenientes de
triatomineos (Dipetalogaster maximus) experimen-
talmente infectados. Os parasitas foram obtidos ou a
partir da maceragio do intestino ou, entio, de fezes
eliminadas espontaneamente e colhidas em solugdo
salina. A contagem dos parasitas foi realizada em
camara de Neubauer. A inoculagdo dos caes foi
realizada através do auxilio de pipeta automatica que
permitia colocar na mucosa conjuntival, gotas previa-
mente calculadas do material infectante.

¢) Um grupo de 6 caes normais foi usado como
controle.

Estudo parasitologico. A parasitemia foi
observada diariamente, a partir do 4¢ dia da infecgéo,
segundo a técnica de Brenerd. O xenodiagnostico foi
realizado somente nos casos em que o parasita nio era
detectado no sangue periférico, sendo o exame feito
utilizando-se 40 ninfas de terceiro estagio de T.
infestans.

Estudo anatomopatologico. Os animais mor-
tos espontaneamente ou sacrificados com Nembutal
sodico foram submetidos a necropsia completa. Os
caes foram estudados aos pares (um inoculado com a
cepa Y e outro com a cepa CL) 8, 11, 15,17, 19, 20,
22,25 e 28 dias apos a infecgao por via intraperitoneal
e 30, 35 e 40 dias apos a infecg@o por via conjuntival.

Fragmentos das camaras atriais e ventriculares,
septo e ponta do coragido foram retirados, fixados em
formol salina a 10%, incluidos em parafina para
estudo microscopico em secgdes corados pela hema-
toxilina-eosina com 5 Um de espessura. Foram igual-
mente colhidos fragmentos de musculo esquelético,
orgaos do sistema digestivo, figado, bago, pancreas.
pulmio e sistema nervoso central.

O grau de parasitismo do coragao foi estimado a
partir da determinagao do nimero de pseudocistos
observados em 50 campos microscopicos x (400), em
microscopio Zeiss, em cada um dos trés cortes examina-
dos. Consideraram-se como (++-++) as preparagoes
nas quais em praticamente todos os campos micros-
copicos foram encontrados pseudocistos; (++),
quando eram encontrados 5 ou menos pseudocistos
nos 50 campos microscopicos examinados; (+++),
graus intermediarios de parasitismo; (+), quando os
parasitas eram extremamente raros, sO sendo encon-
trados apos exame de mais de 50 campos; (-), quando
parasitas ndo eram observados mesmo apds exame
exaustivo do corte histoldgico.

A intensidade da reagéo inflamatoria foi es-
timada segundo o seguinte critério: (—), Ausente; (+),
infiltrado inflamatorio discreto, sem formar focos;
(++), infiltrado inflamatério discreto, formando
pequenos focos; (+-++), focos inflamatorios extensos
e confluentes em algumas areas e esparsos em outras;
(++++), infiltrado inflamatoério difuso e acentuado.
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RESULTADOS

As cepas Y e CL induziram diferentes cursos de
parasitemia no cao, independentemente do inoculo e
via de inoculagdo utilizados. Com a cepa CL a
parasitemia tornou-se patente em todos os animais
inoculados com formas sanguineas por via intraperi-
toneal, entre o 7° ¢ 9¢ dia da infec¢ao. Os niveis
parasitémicos foram sempre elevados e caracteriza-
ram-se por uma ascensfo gradual durante o curso da
infec¢ao, que se estendeu do 7¢ ao 27¢ dia (Figura 1).
Com a cepa Y, o numero de parasitas circulantes foi
significativamente menor, parasitemia foi detectada
em 7 dos 9 animais inoculados intraperitonealmente,
entre o 7° e 13° dia da infecgdo, declinando
rapidamente; a configuragdo das curvas de para-
sitemia foi caracterizada por pequena elevagao inicial,
seguida de picos parasitémicos irregulares de baixa
parasitemia e de um periodo patente bastante curto,
nunca superior a 13 dias (Fig. 1). Nos dois animais nos
quais a parasitemia foi subpatente parasitas so foram
detectados por xenodiagnostico.
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Figura 1 — Curvas de parasitemia em cdes inoculados por
via intraperitonial com 107 formas sangiiineas
das cepas Y e CL de T. cruzi No animal
inoculado com a cepa Y a parasitemia jfoi
subpatente e somente detectada por xeno-
diagndstico.

Diferengas semelhantes na parasitemia foram
também observadas nos grupos de animais infectados
com tripomastigotas obtidos do vetor (Fig. 2). Os cies
inoculados com a cepa CL comportaram-se de
maneira semelhante aos cées inoculados intraperito-
nealmente com formas sanguineas, com excegdo
apenas do inicio do periodo patente que ocorreu a
partir do 17¢ dia. Com a cepa Y, em dois animais a
parasitemia foi patente, apresentando picos irregula-
res (Fig. 2) enquanto que nos outros dois caes a
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Figura 2 — Curvas de parasitemia em cdes inoculados por
via conjuntival com 2 x 103 tripomastigotas
metaciclicos obtidos de triatomineos (Dipeta-
logaster maximus) experimentalmente infectados
com as cepas Y e CL.

parasitemia foi subpatente e somente detectada por
xenodiagnostico.

O maior indice de mortalidade foi verificada nos
animais infectados com a cepa Y. De 4 animais que
faleceram durante o curso de infec¢ao, 3 haviam sido
infectados com a cepa Y. Entretanto, nao foi obser-
vada correlagao entre parasitemia e mortalidade, em
vista desses animais terem apresentado baixos niveis
parasitémicos e o obito ter ocorrido apds o desapa-
recimento de parasitas do sangue periférico.

Ao exame microscopico foi observado que os
animais inoculados com as cepas Y ¢ CL comporta-
ram-se de maneira semelhante em relagao a distri-
buicdo tissular de parasitas, porém mostrando

diferengas no que se refere aos aspectos anatomo-
patologicos das lesdes. Com ambas as cepas o para-
sitismo e as lesdes predominaram no miocardio e
foram de intensidade variavel nos musculos estriados
esqueléticos e lisos. Nos demais 6rgaos ocorreram
lesdes aparentemente independentes da presenga do
parasita. Em nenhum dos animais inoculados com as
cepas Y e CL, mesmo nas fases mais precoces da
infec¢ao, foram detectados parasitas em células ma-
crofagicas do bago e figado.

No coragio, o parasitismo e as lesdes tissulares
caracterizadas por uma inflamagao com exsudato
predominantemente mononuclear foram, desde as
fases iniciais, nitidamente mais acentuadas nos atrios,
quando comparadas com o pequeno ou raro envol-
vimento dos ventriculos (paredes, septo intraven-
tricular e ponta) (Tabelas 1, 2 e 3). Entretanto, as
lesoes cardiacas, induzidas por ambas as populacdes
do parasita, mostraram diferengas. Com a cepa Y, a
miocardite foi intensa desde as fases mais precoces da
infecgdo, enquanto com a cepa CL o processo
inflamatorio tornou-se acentuado somente a partir do
17¢ dia apos a inoculagdo (Prancha 1). Nos animais
inoculados com a cepa Y, o parasitismo nos atrios foi
bastante acentuado até o 15¢ dia da infecgao e podia
ser correlacionado com a intensa miocardite en-
quanto que nos ventriculos o parasitismo foi re-
lativamente escasso ao longo da infec¢do. Havia
igualmente discreto grau de parasitismo e das lesdes
nos animais inoculados com a cepa CL e examinados
neste periodo. Entretanto, a partir do 17¢ dia da
infecgcdo foi observado que a miocardite tornava-se
cada vez mais intensa, enquanto que o parasitismo das
fibras cardiacas era bastante discreto ou até mesmo
ausente, independente da cepa, indculo e vias de
inoculagao (Tabelas 1, 2 e 3). Essa falta de relagio
entre a intensidade da reagéo inflamatoria e o para-
sitismo observada inicialmente no coragio foi também
demonstrada nos musculos esqueléticos e lisos.

Tabela 1 — Intensidade do parasitismo tissular e reacdo inflamatéria no coragdo de cdes inoculados por via con-
Juntival com 103 tripomastigotas metaciclicos obtidos de triatomineos (D. maximus) experimen-

talmente infectadas com as cepas Y e CL.

No Dias i Ventriculo i
Cepa de Atrio Parede Septo Apice
animal Infeccdo P RI P RI P RI
27 Y 30 - ++++ - +++ + +++
39 Y 35 - +++ - +++ + +
40 Y 40 + ++++ + +++ - +
24 CL 30 + +4++-+ - +++ + +
23 CL 35 - ++++ + ++ - ++
21 CL 40 - +++ - + - +

P — Parasitismo tissular; RI — Reag¢éo inflamatoria
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Tabela2 — Intensidade do parasitismo tissular e reacdo inflamatoria no coragao de caes inoculados por via intra-
peritoneal com 106 formas sangiiineas da Cepa CL do T. cruzi.

No Dias . Ventriculo .
de Atrio Parede Septo Apice
animal infeccao P RI P RI P RI
28 8 - - - - - -
41 11 + + + - - -
29 15 - ++ + + +
8 17 +++ +++ - +++ - +
1 19 + 4+ + + + +
10 20 - +++ - + + -
2 22 ++ ++++ - ++ - +
43 25 - ++++ - + - ++
42 28 + 44+ + ++ - +

P — Parasitismo tissular; RI — Reac¢éao inflamatdria

Tabela 3 — Intensidade do parasitismo tissular e reacao inflamatoria no coragdo de cées inoculados por via intra-
peritoneal com 10% formas sangiiineas da Cepa Y de T. cruzi.

Dias . Ventriculo .
Ne de Atrio Parede Septo Apice
animal infec¢do P RI P RI P RI
26 8 + +++ + ++ + +
45 11 ++ ++++ - +++ - ++
6 15 +++ ++++ ++ +++ + +
44 17 + ++++ - +++ + +
3 19 - ++++ + ++ +
46 20 + ++++ - ++ - -
9 22 - ++++ - +++ + ++
7 25 ++ +++ - +-++ + ++
4 28 - ++++ - ++ - +
P — Parasitismo tissular; RI — Reacao inflamatoria
As lesdes do musculo esquelético foram sempre DISCUSSAO

mais intensas e freqiientes nos animais inoculados com
acepaCL, doque coma Y, desde o inicio da infeccao.
As lesoes regressivas das células musculares, de um
modo geral, foram freqiientes e graves como perda de
estriacdo, hialiniza¢do e fragmentagao das fibras.
Todavia, tais fendomenos nem sempre foram direta-
mente relacionados ao parasitismo local e/ou areagao
inflamatoria.

A reagao inflamatéria nos plexos do Sistema
Nervoso Autdénomo do coragdo e tubo digestivo esteve
presente em todos os grupos estudados, sendo mais
freqiiente no coragao dos animais inoculados com a
cepa Y e no tubo digestivo de animais inoculados com
a cepa CL. Em nenhum dos caes foi observado
parasitismo das células nervosas ganglionares.

Nao foram observadas alteracoes histologicas
significativas nos 6 animais controles nao infectados.
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O diferente comportamento da parasitemia in-
duzida pelas cepas Y e CL nos caes usados em nossas
experiéncias foi nitidamente observado quer quando o
inoculo foi constituido por formas sangiiineas quer por
tripomastigotas metaciclicos obtidos de triatomineos
infectados. Essas observacdes coincidem com as
descri¢des de Ramirez e Brener!4 e Ramirez13 sobre a
parasitemia de coelhos infectados com ambas as
cepas, confirmando o aspecto “‘polar” do com-
portamento dessas duas populagoes do 7. cruzi em
camundongos’. Esse comportamento homogéneo das
duas cepas nos diferentes hospedeiros sugere for-
temente que certos aspectos parasitologicos observa-
dos no nosso material sdo determinados por fatores
relacionados ao parasita e a modulagao imunolégica
do hospedeiro, ja descritos em trabalhos anteriores.
Assim, as formas sangiiineas largas que predominam
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Figura 3 - Miocardite atrial em caes inoculados com T. cruzi Figs. A, B, C, D: animais inoculados com 107 formas sangiiineas
da cepa CL, sacrificados no 8¢, 159, 200 e 25° dias de infeccdo, respectivamente. Figs. E, F, G, H: animais
inoculados com 107 formas sangiiineas da cepa Y, sacrificados nos mesmos dias que o grupoanterior. Notar que a
intensidade da miocardite nas fases iniciais da infeccao é significativamente maior com a cepa Y.
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na cepa CL (e também MR) apresentam uma capaci-
dade de interiorizagdo nos tecidos significativamente
menor que as formas delgadas predominante na
cepa Y 469, Ha evidéncias de que essas propriedades
biologicas estejam relacionadas ao polimorfismo do 7.
cruzi. Assim, Schmatz e cols 16 separaram, através de
um gradiente continuo de “hypaque’’, as formas largas
e delgadas de mioblastos infectados com a cepa Y e
demonstraram que as formas delgadas sdo muito mais
infectantes para essas células que as largas. De outro
lado, as formas largas sangiiineas que predominam na
cepa CL apresentam maior resisténcia a resposta
imune humoral do hospedeiro que as formas sangiii-
neas delgadas da cepa Y10, De um modo geral, o
comportamento dessas duas populagdes parasitarias
poderia explicar algumas das diferencas encontradas
nos caes, a saber: o longo periodo patente e a alta
parasitemia induzida pela cepa CL que contrastam
com o curto periodo patente e a baixa irregular
parasitemia observada com Y; o fato de que,
independentemente do indculo e via de inoculagéo,
parasitas foram detectados em todos os animais
inoculados com a cepa CL enquanto que com acepa Y
em 25% dos animais a parasitemia foi subpatente e
somente detectada por xenodiagnostico; finalmente, o
parasitismo tissular cardiaco mais intenso e mais
precoce encontrado nos animais inoculados com a
cepa Y, sugerindo rapida interiorizagdo das formas
sangiiineas.

Essas observagdes parasitologicas confirmam
mais uma vez que em populacdes de 7. cruzi ampli-
ficadas por passagens sucessivas em animais expres-
sa-se uma dualidade de comportamento das formas
sangiiineas que persiste mesmo apos passagem dos
parasitas pelo vetor e uso dos tripomastigotas meta-
ciclicos como estagios infectantes. As implicagdes
desses achados no ciclo evolutivo e na morbidade das
infecgdes na natureza permanecem obscuras.

No coragao o parasitismo e as lesdes tissulares
caracterizadas por inflamac¢ao com exsudato predo-
minantemente mononuclear foram, desde as fases
iniciais da infec¢ao, nitidamente mais acentuadas nos
atrios quando comparados com o pequeno ou raro
envolvimento dos ventriculos (paredes, septo intra-
ventricular e ponta). Esses achados estdao de acordo
com a descri¢do de Andrade e Andrade! que observa-
ram o inicio da miocardite na auricula direita com
conseqiiente propagacao para a parte direitadoseptoe
a parede livre do ventriculo direito. No entanto, as
lesdes cardiacas induzidas por ambas as populagdes
parasitarias mostraram diferengas quanto a sua evo-
lugéo. Com a cepa Y a miocardite foi intensa desde as
fases mais precoces da infec¢do enquanto que com a
cepa CL o processo inflamatorio tornou-se acentuado
somente a partir do 17¢ dia de infecgao refletindo,
provavelmente, as peculiaridades do parasitismo. Um
aspecto importante foi, sobretudo nas fases mais
tardias da infeccao aguda, a falta de relagao entre o
parasitismo tissular e a intensidade da reagdo in-
flamatéria no coragdo e também na musculatura
esquelética e lisa. Por outro lado, a intensidade da
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miocardite observada em alguns animais, sobretudo os
inoculados com- a cepa Y, nao correspondia a
parasitemia. Em pelo menos dois caes inoculados com
essa cepa e nos quais a infecgao so foi diagnosticada
pelo xenodiagnostico, a miocardite foi intensa e com-
paravel aquela observada nos animais com parasi-
temia patente. Esses achados sugerem fortemente a
existéncia de mecanismos imunolégicos na génese das
lesdes cardiacas descritas no nosso material. A deter-
minagdo da natureza das células que compdem o
processo inflamatdrio da miocardite aguda no cao,
através de métodos histoquimicos, mostra que o
quadro morfologico poderia ser interpretado como
uma expresséo de resposta imune celularl2,

SUMMARY

Young dogs were inoculated with T. cruzi Y
and CL strains either by intraperitoneal route with
107 blood forms or by ocular route with 2 x 103
vector-derived trypomastigotes. With both inocula
the patterns of parasitemia were significantly
different, confirming data previously obtained in
experimentally infected mice and rabbits. CL strain
induced a gradual ascencional parasitemia whereas
with Y the parasitemia was either subpatent or the
number of parasites was very low, rapidly declining.
Although myocarditis was present in most animals
regardless of the strain used, the inflammatory
process was established earlier with the Y strain. The
severity of the myocarditis was not related to para-
sitemia and in some animals in which parasites could
only be detected by xenodiagnosis the lesions were
comparable to those detected in animals with high
number of blood forms. In a similar way, no corre-
lation was established between tissue parasitism and
myocardium inflammatory lesions. Thus, the heart
tissue damage in the acute phase was not apparently
influenced by the differences in the course of infection,
suggesting a participation of immunological
mechanisms even at this early stage of infection.

Key words: Trypanosoma cruzi Y and CL
strains. Dog’s experimental myocarditis.
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