Rev. Inst. Med. rop, Sao raulo
29(3):155-161, maio-junho, 1987

ESTUDO DO COMPORTAMENTO BIOLGGICO DE TRES AMOSTRAS DE
TRYPANOSOMA CRUZI ISOLADAS DE PACIENTES DO INSTITUTO
“DANTE PAZZANESE” DE CARDIOLOGIA

Vera Lucia PEREIRA (1), Mabel M. B, ZAMORANO (2} & Flizs BOAINAIN 3)

RESUMO

Foram estudadas t{rés amostras de Trypanosoma cruzi isoladas de pacientes.
As amostras foram observadas sob os seguintes parametros: niveis parasitémicos,

morfologia, das formas sanguineas, alteracGes histopatoldgicas, viruléncia e morta- |

lidade em camundongos. A amostra IDPC-1 foi isolada de um paciente natural-
mente infectado e fratado com benzonidazol. Provocou baixos indices parasitémicos
€ mosirou baixa viruléneia, sendo que 83,4% dos animais evoluiram para a fase
crdnica. Os tripomastigotas eram de forma delgada, tornando-se largas ao final
da fase aguda. Mostrouse como miotropica, pois as reagdes inflamatorias foram
mais evidenciadas em células musculares persistindo ainda na fase cronica. A
amostra IDPC-3 foi isolada anteriormente ao tratamento quimioterdpico, de um
paciente com infeccio aguda Dbor via transfusional. Causou altos niveis Pparasité-
micos e mostrou alta viruldncia com mortalidade total até o 12° dia. As formas
delgadas foram predominantes e foi caracterizadsa somo reticulotrépica, por apre-
sentar severa inflamac@o e parasitismo em linfonodos, bago e figado. A amostra
IDPC-2 foi isolada de um paciente infectado por via transfusional, apds o trata-
mento com ir8s diferentes esquemas terapéuticos. Apresentou moderads virulén-
cia, com mortalidade total até o 17° dia e predominincia de formas delgadas em
todo decurso da infecgfio; contudo os fndices parasitémicos foram baixos. Houve
uma severa reacio inflamatodria e parasitismo sistémicos, porém mais evidenciados
em células musculares, mostrando-se como miotrdpica. Esta amostra apresentou
comportamento bioldgico similar a IDPC-3, com pequenas divergéncias como bai-
x0s indices parasitémicos e tendéncia ao miotropismo. Estesx dados sygerem
que amostras de T. cruzi iscladas de pacientes considerados fracasso terapéutico
apresentam padrdes de comportamento bioldgico similares a outras cepas ji es-

~ tudadas, porém provocam infeccio menos severa no animal experimental, fazen.
do supor que drogas tripanosomicidas poderiam alterar Padries de comportamen-
to, promovendo melhor adaptacio entre parasita-hospedeiro.

UNITERMOS: Tripancsomiase sul-americana: amostras isoladas de pacientes.
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INTRODUCAO

Diversas amostras de Trypanosema cruzi to diferentes, apesar de se assemelharem em
isoladas a partir do homem e de outros reser- determinados caracteres %10,
vatérios apresentam, padrdes de comportamen.
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BRENER e CHIARI 7 demonstraram que de
modo geral as diferentes amostras do parasita
poderiam ser agrupadas em trés padroes mofo-
16gicos distintos: 1 — com predominéncia de
formas delgadas; 2 — com predominédncia de
formar largas e 3 — com formas anormalmente
largas.

ANDRADE e col. ;, estudando trés cepas de
T. cruzi de diferentes procedéncias, verificaram
que padrdes morfolégicos diversos produzem
Giferentes lesdes tissulares e concluiram que
diferentes propriedades devem ser estudadas
conjuntamente para a caracterizagic das cepas,
‘Gbjetivando o estabelecimento de padrdes das
‘mesmas. Mais tarde um destes autores sugeriu
‘o agrupamento das diversas amostras de T.
cruzi em trés grupos: Tipo I, Tipo II e Tipo
TI12

A introducio de métedos bioquimicos
aperfeicoaram 08 conhecimentos a respeito da
caracterizacio do parasita. No nivel fenotipico,
a anilise do perfil de isoenzimas divide as
amostras de T. eruzi em zimodemos+2 No
nivel genotipico, a analise do perfil dos frag-
mentos do DNA do cinetoplasto, digeridos por
endonuclease de restrigio, divide as amostras
em esquizodemos 112,

Serundo ANDRADE e cols. 3, tais critérios,
entretanto, nio permitem estabelecer correla-
¢iio direta com os quadros patolégicos determi-
nados pelas diferentes cepas, no animal expe-
rimental.

A caracterizacio de padrfes de comporta-
mento bioldgico de amostras de T. cruxi pro-
. venientes do homem e observadas experimental-
mente sob vdrios parimetros (niveis de para-
sttemnia, morfologia de formas sanguicolas, al-
teracfes histopatoldgicas, viruléncia e mortali-
dade) permite nfio s6 obter subsidios para um
melhor entendimento da relagdo parasita-hos-
pedeiro, mas também para o tratamento do
portador da doenca de Chagass.

'O objetivo do presente trabalbo ¢ o estudo

d'o comportamento bioldgico de irés amostras .

de T. cruzi isoladas, através do xenodiagndsti-
co, de pacientes matriculados no Instituto “Dan-
te Pazzanese” de Cardiologia.

MATERIAL E METODOS

1 — Animais experimentais
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Foram utilizados camundongos isogénicos
de 30 dias com peso entre 15 a 18g, da linhagem
A/Sn.

2 — Isolamento das amesiras de T, cruzl
21 — IDPCG1

Amostra isolada a partir de um paciente emx
fase cronica proveniente de zona endémica, na-
turalmente infectado. Este fol submetido ao
tratamento com benzonidazol & o conirole da
supressido do flagelado foi realizado por xeno-
diagndsticos mensais. ©-14° exame revelou-se
positivo e os triatominecs foram dissecados pa-
1a a retirada do tubo digestivo. O conteiido
intestinal contendo fripomastigotas metaciclicos
foi inocolado em camundongos isogénicos por
via intraperitonial.

22 — IDPC2

Amostra isolada de um paciente infectado
por via transfusional e submetido ao tratamen-
to quimioterdpico com benzonidazol ainda na
fase aguda. O controle da supressfo do T. cruzi
foi feito através de xenodiagndsticos mensais.
J4 na fase crénica, apds a repositivacio do xe-
nodiagnéstico, o paciente foi submetido ao tra.
tamento com nifurtimox, Diante do fracasso te-

" rapéutico, foi novamente medicado com asso-

ciaciio benzonidazol-nifurtimox. Apds os trés
esquemas de tratamento, o xenodiagndstico
ruanteve-se positivo, sendo isolada a amostra
no mesmo esgquemsa que a IDPC1.

2.3 — IDPC3

Amostra isolada como as anteriores de um
xenodiagndstico positivo, proveniente de um pa-
ciente também infectado por via transfusional.
O zenodiagnostico foi realizado ainda na fase
agtda, anteriormente ao tratamento guimiote-
répico. ‘

3 - Estudo dos niveis de parasifemia e mor.
talidade no animal experimental

Foram selecionados 30 animais para cada
amostra. ApSs o 3° dia de infecgfio foram fei-
tas contagens das formas sanguineas segundo
método descrito por PIZZI e PRAGER ¥ e mo-
dificado por BRENERS6, As contagens foram -
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. realizadas diariamente até a auséncia de para-
sitemia circulante (IDPC-1) ou a total morta-
lidade dos animais (IDPC-2 e IDPC-3) a qual
foi observada em todas amostras.

4 — Mamutencio das amestiras de T. cruzi

Os animaijs infectados foram anestesiados
com éter-sulftirico no pico méximo da parasi-
temia circulanie e o sangue citratado foi coleta-
do pelo plexo axilar. Apdés a centrifugagdo do

sangue, os tripomastigotas foram coletados jun-

tamente com o plasma. Dois novos lotes de 10
camundongos cada foram infectados, para cada
amaostra, com 10° tripomastigotas/camundongo,
por via iniraperitonial. Um dos lotes foi uti-
lizado para o estudo dos niveis de parasitemia
e morfologia das formas sanguineas bem como
o8 indices de mortalidade. O segundo lote
prestou-se 4 retirada de orgios para o estudo
histopatoldgico e manutencio das amostras.

5 — Estudo da mbrfologia das formas {ripo-
mastigotas sanguineas

Amostras de sangue periférico foram cole-
tadas diariamente de trés animais em cada lo-
te. Os esfregagos foram corados pelo meétodo
May-Griinwald-Giemsa em solucio salina fosfa-
tada, pH 7.2, e observados em objetiva de imer-
sio. De acordo com os critérios estabelecidos
por BRENER 78, 0s parasitas que vistos otica-
- mente apresentavam cinetoplasto afastado da
extremidade posterior foram considerados de
forma delgada e os que apresentavam cineto-
plasto de localizacfio junto a extremidade pos-
terior como de forma larga.

€ — Estudo das lesdes histopatolégicas e tro-
pismo celular

_ Quatro animais foram utilizados para cada
amostra estudada. Foram estudados coracio,
esdfago, figado, bago, muisculo esquelético de
membro inferior e linfonodo inguinal Os or-
gios foram retirados nos 5°, 7°, 10° e 12° dias
de infeccdo para as trés amostras estudadas.
‘Na amostra IDPC-1 foram incluidos os dias 14,
20, 25, 30 € 60 e na amostra IDPC-2 o 14° dia.
As pecas foram fixadas imediatamente apés sua
retirada em formaldeide 10% e posteriormente
incluidas em parafina. Os cortes foram cora-
dos pela hematoxilina-eosina e examinados em

microscopia ptica para a avaliagiio da topogra-
fia, intensidade do parastismo, resposta infla-

. Imatdria e outras alteragdes secundarias & in-

feccao. As lesfes foram quantificadas como le-
ves, muderadas ou intensas seguindo-se os se-
guintes parimetros: 1 — leve: ocasionais célu-
las parasitadas, com reagdo inflamatéria ausen-
te ou discreta; 2 — moderada: frequentes célu.
las parasitadas, eom infiltrado inflamatério sig-
nificativo, necrose e degeneraciio esporadicas
em células isoladas e 3 — intensa: parasitismo
abundante, acompanhado por infiltrado inflama-
matdrio e severa necrose do parénquima..

RESULTADOS
Amostra IDPC-1

A parasitemia por esta amostra no camun-
dongo mostrou beixa viruléncia onde 83.4%
dos animais evoluiram para & forma crénica
da infeccio. Os niveis parasitémicos foram de
baixa intensidade e, apesar da irregularidade da
curva parasitémica, apresentaram pico midximo
em torno do 16° dia (Fig. 4). O inicio da in-
feecdo foi caracterizada por formas tripomasti-
gotas delgadas tornando-se largas ao final da
fase aguda. As lesfes tissulares instalaram.-se
gradativamente com pico de parasitismo tissu.
lar em torno da segunda para a terceira sema-
na. Caracterizou-se eomo miotrdpica, pois per-
sistiram reacfes inflamatdrias em miocdrdio e
esOfago, ainda na fase crénica, porém, sem pa-
rasitismo tissular. O figado e bago mostraram
resposta inflamatéria que acompanhou plena-
mente a curva correspondente a4 do miocdrdio,
sendo raros os parasitas nesses dois Grgfios
(Tab. 1),

Amostra 1DPC-2

Os niveis parasitémicos mantiveram-se hai-
x0s mas foram caracterizados por uma curva
bem definida com pico méximo em torno do
90 dia de infecgho (Fig. 1.). A viruléncia apre.
sentou-se moderada com mortalidade total até
0 17° dia de infeccdo. Durante toda a evolucio
da infecclio as formas mantiveram-se delgadas
e miotrépicas. As lesGes evoluiram até por
volta do 12° dia, sendo que entfo, instalou-se
um gquadro intense de inflamacio e parasitismo
sistémico, porém mais acentuazdo em tecidos
musculares (Tab. 1).

157



ZAMORANGQ, M, M. B, & BOAINAIN, E. — Estudo do comportamento bioldgico de trés amosiras de

s V. L

Trypanosoma cruzi iscladas de pacientes de Instituto “Dante Pazzanese' de Cardiologia,

Paulo, 28:155-161, 1987.

Rev, Inst, Med. irop. Sio

. TIEOIDOU :{,)
‘BOMQI0 (e} '{BWMIOU () ‘Osuspup :(+++) ‘opwiepow (-~} ‘sael :(+) ‘s[nu epepieliowm no ojueledsu; owspsered (—) ‘owdwWRPUT (1) ‘snssy owstsered :(3d)
+ + e T o o S o o S u u ™ u + -+ 0°001 ovat o'El
+ + A - A Ju ™ u m 4 + 9'98 0003 i}
+++ -t A I e o o S o i3 u hud u ++ +++ - ZaLet ) g-0d
w ™ + + + - m ™ ™ m + - = 615 o8
+++ A e + -+ +=+ A A i+ o'oot L <31
++ - += =+ + w u + - +H ¥'06 182 «'21
++ - ++ o+ ++ + Ui ™ i o + + g9 #201 =01 godar
++ - + + + + i ™ w ™ + - - i ol
++ - + - + -— ™ ™ 0 © ++ - - 250 o'
™ ™ + - ot - «t - ™ U] ot - g'sr - <09
+ - ™= ™ ot - Sy - U I o BeT - <08
++ - ++ o+ ot - o - 4 - =+ A g'el 963 +'5%
e +H+ - +++ - Y + +++ H+ et L£728 0%
L A e = - = - ot - ++ + +H+ A ¥ 8867 oHE
L} ™ ++ - ++ - T © & - ++ + - 446 ! 1-0d4a1
+ - 4+ + + ™ ™ ++ ++ ++ ++ - 8201 <0t
+ - + - + - ™ ™ a 1 + + - 05l ok
+ — + - + — ™ m o ™ + - — 608 e
T W I L I £ 1 kL I i I i )
oonplenbsa vAlRINUMD U §/d1 o'u oubosguy seljsowy
[rjujelicabsiing | opudia obBe [eridia lelng OMOSTIN Om&duoo SPEPIBLIOIN BTN ISYIB 2p s8I

0pl0aJul 8D SBIP SAUSISJIP SOU  IBINSSE BLIpjRUrEUl ovbvel © owspssied 'ug/v Wessyul Bp  SoSuopunuugo
I VIEE VL

EID L 9P SBIjSOWE 5§I) SYu

e SPEPIBMOW ‘Soo[uIgyisesed SpRAJu SO oJjud ouduley

158



FPEREIRA, V. L.; ZAMORANO, M. M. B. & BOAINAIN, E. — Estudo do comportamento bioldgico de trés amostras de
Trypanosoma cruzi isoladas de pacientes do Instituto “Dante Pazzanese’” de Cardiologia. Rev. Inst. Med. irop. Sio

Paulo, 20:155-161, 1987.

m———l0ri-}

KN TRMMASTIGETAS S0 = (1if)

o X -
El 5 T L T a1 7 W o a5 n !I

DISS  DE IRFEGEAD

Fig. 1 — Niveis parasitémicos das trés amostras de T.
eruzi desenvolvidos em camundongos de linhagem A/Sn.

Ameostra IDPC-2

Amostra caracterizada por apresentar rapi-
da evolugdao com quadro de parasitemia severa
€ elevados nlveis parasitémicos, com pico md-
ximo em geral no 7° dia (Fig. 1). Causou alta
viruléncia e mortalidade total até o 13° dia de
infeccio no camundongo. Predominaram as
formas delgadas e comportou-se como reticu-
lotrdpica porque, embora precoce, o parasitismo
mioccirdico foi pouco acentuado e fugaz, além de
estar ausente do esbfago e mmisculo esguelsti-
co. Ji ne figado, bago e linfonodos, precocemeny
te se instaloz um gquadro grave de inflamacéo,
com parasitismoe severo. Embora tenha sido

verificada regressio do processo nos linfono-
dos, o quadro permaneceu importante no figado
€ no baco (Tab. 1),

DISCUSSAO

Os dados obtidos sugerem que a amostra
IDPC-3, isolada anteriormente ao tratamento
quimioterdpico de um paciente infectado por
via transfusional, apresentase semelhinte as
cepas Y5 e Peruana 8 classificadas por ANDRA-
DE? como cepas do Tipo I.

A IDPC2, isolada posteriormente ao trata-
mento com trés esquemas distintos de drogas
tripanosomicidas, de um paciente infectado por
via transfusional, revelou-se semelhante s ce-
bas agrupadas no Tipo I, porém com peque-
nas divergéncias, como niveis parasitémicos bai-
X0s e miotropismo, apesar da infeccio nio se
estender até a fase crénica.

As amostras IDPC-2 e IDPC-3 poderiam ser
enquadradas nas do Tipo I, nio obstante a
IDPC-3 apresentar altos niveis de parasitemis
contrastando com os baixos niveis apresentados
pela IDPC2. Notase que a IDPC-3 é altamern-
te virulenta, agredindo 6rgios de defesa imuno-
légica no animal experimental e levando-os &
Gbito precocemente. A IDPC-2, por sua vez, ten-
de a miotropismo e manifesta um relativo grau
de adaptagio, pois foi menos agressiva aos 6r-
géos de defesa imunoldgica e conduziu os ani-
mais & obito menos precocemente. Estes fatos
nos levam a supor que amostras de T. cruzi
isoladas de pacientes considerados “fracasso te-
rapéutico” apresentam padries de comporta-
mento bioldgico semelhantes as de outras cepas
Ja estudadas. Entretanto mostram pequenas di-
vergéncias que podem ser consideradas “bené-
ficas”, pelo menos em relagio ao animal expe
rimental, parecendo haver uma melhor adapta-
¢do parasita-hospedeiro.

A amostra IDPC-1, isolada ap6s o tratamen.
to com o henzonidazol, mostrouse semelhante
&s cepas isoladas no Recdncavo Bahiano, estu-
tiadas por ANDRADE e agrupadas no Tipo II
mas nio. dispomos, pelo menos até o presente
momento, de outras amostras deste grupo para
realizar um estudo comparativo.
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SUMMARY

A study of the biological behaviour of three
Trypanosoma cruzi samples isolated from pa-
tients in the Insiituto “Dante Pazzanese” de

' Cardiologia

" The biological behaviour of three different
T. eruzi samples isolated from patients through
renodiagnosis was oObserved. Samples were
studied considering parameters such as parasi-
temic levels, morphology of blood forms, histo-
pathological chdnges, virulence and mice mor-
tality. The IDPC.]1 sample isolated from a na-
turally infected patient, who had been treated
with benzonidazole, showed low virulence.
$3,4% of the animals reached the chronic pha-
se and had low parasitemic levels. In the begin-
ring of the infection trypomastigote forms were
slender, but they became broad at the end of
the acute phase.

Histologically the IDPC-1 sample was myo-
tropic as shown by the inflammatory reaction
in the muscle cells during the chronic phase,
‘The IDPC-3 sample was isolated from a pa-
tient infected by transfusion before chemothe-
rapeutic treafment. This sample presented high
virulence ‘with total mortality within twelve
days and high parasitemie levels 'with a predo-
- minance of slender forms. Because of a severe
inflammation and parasitism of lymph nodes,
spleen and liver that sample was characterized
as reticulotropic. The IDPC-2 sample was also
isolated from a patient infected by transfusion
who had three different chemotherapeutic treat-
ment programs. This last sample presented mo-
derate virutence with total mortality within se-
venteen days. Although the parasitemic levels
were low during the evolution of the infection,
slender forms were observed. Severe systemic
inflammation cccurred and also intense tissue
parasitism. This parasitism '‘was higher in mus-
cles, showing itself to be myotropic. Biologieal
behaviour, in this sample, was similar to the
IDPC-3 sample. However two main divergences
were observed: low parasitemic Ilevels and a
myotropic tendency. T. cruzi samples, which
were isolated from patients considered as the-
rapeutic failures, appear, in this research, to
have similar biological behaviour patterns to
other strains already studied. However, the
former cause an infection which is not so se-
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vere in the experimental animal. This suggests
that drugs could affect the biological behaviour
and as such favouring a better host.parasite re-
lztionship.
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