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CARACTERIZACAO DE CEPAS DO TRYPANOSOMA CRUZI
ISOLADAS DE DOENTES NOS QUAIS FOI REALIZADO
TRANSPLANTE DE CORACAO

Perla Natalia Bustos Lanura, Luis Matsubara, Vicente Amato Neto,
Masayuki Okumura e Edimar Alcides Bocchi

Trés cepas do Trypanosoma cruzi foram isoladas de pacientes com doenga de
Chagas crénica, receptores de coragdo por meio de transplante. Houve caracterizacdo
delas através de modelo experimental baseado no emprego de camundongos, com
avaliagdo de parasitismo, mortalidade e intensidade da inflamacdo no coragdo, além
de andlise do grau de parasitismo nesse orgao. Como controle, teve lugar comparagdo
com o comportamento da ji bem conbecida cepa Y. Ficaram caracterizadas atuagoes
diferentes das cepas, ao serem valorizados 0s pardmetros citados, sem correlagdo
rigorosa com as evolugdes pos-transplantes, que sofrem a influéncia de vdrios fatores,
entre os quais podem estar particularidades vinculadas ao parasitismo.

Palavras-chaves: Doenga de Chagas crénica. Transplante de coragdo. Cepas do
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Presentemente, estdi em vigor nova
modalidade de tratamento da cardiopatia que
faz parte da doenca de Chagas crOnica. Trata-
se do transplante de coragio, indicado quando
o paciente nao se beneficia mais da adog¢io
das medidas convencionais®’.

Em S0 Paulo, no Instituto do Coragdo do
Hospital das Clinicas, da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sio Paulo,
encontra-se em desenvolvimento programa
para realizac¢io desse tipo de transplante €, no
decurso dele, varias questdoes vém sucedendo,
de molde a suscitar esclarecimentos!***'. Entre
tais assuntos, por exemplo, lembramos a
reativacdo parasitiria, o quadro clinico
modificado, a terapéutica especifica e a
ocorréncia complicadora de doencgas
oportunisticas. Desse contexto, portanto,
participam multiplas circunstincias,
merecedoras de investigacdes e, a proposito,
consideramos conveniente abordar aspecto
eventualmente interessante, representado por
diferentes cepas do Trypanosoma cruzi
envolvidas.
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Estudos experimentais em animais e relatos
de fatos sucedidos com enfermos, quando
presente imunodepressao, revelaram diversas
particularidades, sendo uma delas o
comportamento desigual de cepas??5%8. Assim,
parece sensato analisar essa faceta no Ambito
do transplante de coragdo, pois evolugio,
configuracdo clinica e progndstico quici
tenham relacio com o referido detalhe.

At¢ o momento, pudemos analisar, em
modelo experimental, baseado no emprego de
camundongos, as infec¢des causadas por trés
cepas que isolamos e, agora, comunicamos as
verificacdes pertinentes.

MATERIAL E METODOS

As cepas provieram de trés pacientes do
sexo masculino (CCC, JVR, JRAC) com 13, 16 ¢
34 anos de idade, respectivamente. Obtivemos
O parasita através de xenodiagnoéstico in vitro,
efetuado no segundo ou terceiro més pds-
transplante. Suspendemos as fezes dos insetos
em solucdo fisiologica e injetamos em
camundongos, aleatoriamente, sem contar as
formas parasitdrias, uma vez que ¢é
problemitica a determinacio de epimastigotas
e tripomastigotas nessa condi¢ao.

A partir desses animais, constituimos quatro
grupos: CCC, JRV, JRAC e o correspondente 2
cepa Y, de ha muito mantida no Laboratorio e
utilizada como controle. Para analisar
parasitemia e mortalidade empregamos lotes
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de camundongos Balb/C, fémeas, pesando de
18 a 20g e, a fim de apreciar histologicamente
o coragdo, com o intuito de procurar as formas
teciduais do 7. cruzi e o componente
inflamatério, além de prever a execucio de
provas sorologicas, compusemos conjuntos de
12 ou de 14 quanto a JVR.

Os inbdculos provieram dos animais
infectados e anestesiados por meio do éter
sulfarico, mediante puncio cardiaca e uso de
seringa heparinizada; cada um contou com 10*
formas tripomastigotas e as inoculagdes foram
sempre intraperitoneais. Praticamos as
contagens com cimara de Neubauer,
expressando-as em tripomastigotas/ml.

A propbsito da parasitemia e da
mortalidade, a partir do terceiro dia, efetuamos
contagens didrias no sangue retirado da cauda,
até as mortes ou negatividades is pesquisas do
parasita; referimos os ntimeros encontrados
em 5ul, calculando-os pelas médias
geomeétricas.

Coramos as preparagOes histologicas com
5p de espessura, pela hematoxilina-eosina,
tendo a fixacio sido feita com formol a 10%.
Para obté-las sacrificamos dois camundongos
de cada grupo, em diferentes fases da
infeccdo, ou seja, inicio, época da maior
parasitemia e final da experiéncia.
Determinamos os graus de parasitismo, em

cada 6rgdo, examinando cortes obtidos pela
seccdo perpendicular ao septo, de molde a
ficar vidvel contar nas quatro cémaras,
estabelecendo médias geométricas das
quantidades de “ninhos” de amastigotas. No
que diz respeito s intensidades inflamatorias,
catalogamo-as como leves, moderadas ou
intensas.

Nas ocasides dos sacrificios coletamos
sangue para a execugao de provas com Soros
primeiro conservados a -20°C. Esses testes
foram: imunofluorescéncia indireta, com titulo
de 1/90 do conjugado antigamaglobulina total
de camundongo; hemaglutinacio indireta, com
utilizacdo de placas de microtitulacio e
hemicias de ganso sensibilizadas por antigeno
protéico de formas amastigotas do 7. cruzi.

RESULTADOS

Qualificamos a parasitemia como baixa,
média ou alta, computando o momento do
nivel miximo em dias, o namero de
tripomastigotas em 5pl e a época do
desaparecimento ou morte. Dessa forma,
enquadramos assim as cepas: baixa-JRAC;
média-CCC e JVR; alta-Y. A Figura 1 mostra
globalmente o verificado sob esse aspecto.

A cepa Y desencadeou elevada parasitemia
e mortalidade de 100%, 14 ou 15 dias apds a
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Figura 1 - Niveis maximos e evolugoes das parasitemias, nos dias em que foram determinados, conforme as cepas.
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infec¢do. A CCC originou parasitemia de grau
mediano e 40% de mortalidade, entre os dias
27 e 37 posteriores 4 inoculacdo do parasita.
As JVR e JRAC, por sua vez, condicionaram
escassa parasitemia, sem mortalidade.

Histologicamente, variaram as intensidades
dos infiltrados inflamatérios
linfoplasmocitirios com edema intersticial e as
quantidades de “ninhos”. As cepas Y e CCC
causaram inflamacdo indo de grau moderado a
intenso, com expressivo parasitismo no
corac2o; a JVR coadunou-se com discreta
inflamacio e leve parasitismo, enquanto que 2
propoOsito da JRAC esses parimetros
apresentaram-se como discreto e situado de
leve a moderado, respectivamente (Figuras 2 e
3).

A prova de imunofluorescéncia indireta
vimos elevacdes graduais dos teores de
anticorpos, permanecendo isso até o final
quando eram Y e a CCC as cepas e decaindo
ao término da infeccio nos casos das outras
duas (Figura 4). A hemaglutinacio nunca
revelou positividades.

DISCUSSAO

Fundamentalmente, foi-nos possivel
constatar diferentes viruléncias e, agindo

N

semelhantemente 3 caracterizagio proposta
por Schlemper e cols’, deduzimos que a cepa
Y situou-se no tipo 1II, por ser alta, a CCC no
11, tida como média e as JVR e JRAC no i, por
terem-se portado como baixas. Parasitemia,
mortalidade, intensidade da inflamagdo e grau
de parasitismo no coragdo, em conjunto,
constituiram os marcadores que justificam essa
gradacio.

Houve producio de anticorpos, com
decurso desigual, conforme ficou exposto.
Vale comentar que as diminui¢des sucederam
justamente nos infectados pelas cepas
catalogadas como menos virulentas.

Nio pesquisamos os anticorpos da classe
1gM, antitripanossoma, desde que recorremos
a conjugado antigamaglobulina total de
camundongo. Por isso, ficamos sem melhor
informacio sorologica acerca do comego da
infecgio.

As constantes negatividades apuradas
quando empregada a hemaglutinagio ficam
anotadas, sem boa explica¢io de nossa parte.
O antigeno protéico tem nexo com a revelagdo
de anticorpos da categoria 1gG e, entio, pelo
menos eles poderiam ficar revelados.

E justo frisar que, sem davida, ndo se
comportaram identicamente as cepas, tendo
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Figura 2 - Intensidades das reagoes inflamatorias nos coragoes, nos dias em que foram avaliadas, conforme as cepas.
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Figura 3 - Niimeros de “ninbos” de amastigolas nos coragoes, nos dias em que foram contados, conforme as cepas.
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Figura 4 - Niveis de anticorpos IgG antitripanossomo, nos dias em que foram determinados, pela reagdo de
imunofluorescéncia indireta e expressos em diluigoes dos soros, conforme as cepas.
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isso eventuais conotagdes com a evolugio
pos-transplante. Especulativamente, essa
contigéncia pode ser levada em conta e
suscitar avaliacdes mais profundas. Quanto ao
que fizemos, procuramos comparar 2s trés
modalidades analisadas com o que ocorreu
com ©s pacientes correspondentes,
valorizando principalmente os acontecimentos
depois dos transplantes, nimeros de rejeicdes,
reativacoes clinico-parasitolégicas e agressdes
inflamatdrias aos coragdes, com ou sem
presen¢a do T. cruzi. Lembramos que fazem
parte dos acompanhamentos as cintilografias
mjocardicas com um galio e as bidpsias
endomiocirdicas. Apuramos, entdo, que
percalgos maiores sucederam no doente JVR,
sendo intermedidrias as intercorréncias em
CCC e de menor porte no JRAC. Assim, nio
vimos rigorosas correlacdes. Nio obstante, as
discrepancias nio foram marcantes, estando os
enfermos vivos por ocasido do preparo deste
texto. As diversidades evolutivas, antes citadas,
configuram detalhes valorizados para
consubstanciar a investigacdo realizada.

Para o sucesso do transplante intervém
diversos fatores influentes, numa conjuntura
que envolve o parasita, a imunodepressio, a
atuacio medicamentosa frente a eventual
reativacdo e os nGmeros de rejeicbes ou
pulsoterapias, ao lado de outros. Aqui
focalizamos um deles, estimulando maiores e
mais profundos estudos sobre o item referente
a viruléncia da cepa envolvida.

SUMMARY

Three strains of Trypanosoma cruzi were
isolated from Chagas’ disease patients mransplanted
Sfor beart failure, afier cardiac transplantation, and
were studied in an experimental model of Chagas’
disease, in mice, with evaluation of parasitic load,
mortality and extension of inflammatory infiltrates
in the beart. These parameters were compared with
the standard strain Y. The strains bad differences in
the studied parameters, but there was no clear
relationship between those and post-transplant
evolution of the patients. Probably the clinical
response is multifactorial and derives only in part
Jrom biological characteristics of the infecting T.
cruzi strain, as measured in our model.

Key-words: Chronic Chagas’ disease. Heart
transplantation. Strain characteristics of
Trypanosoma cruzi.
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