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1. Introducgao

A Doenca de Chagas ou Tripanossomiase Americana ¢ uma das maiores endemias da América
Latina (Araujo-Jorge e de Castro, 2000). Sua epidemiologia esta condicionada pelos vetores, os
triatomineos; pelo agente etioldgico, Trypanosoma cruzi e pelos reservatdrios silvestres e
domésticos, o0os mamiferos. Fatores sociais associados aos fatores econOmicos, tais como
desenvolvimento industrial, crescimento populacional e a colonizacdo de areas rurais, que atuam
diretamente no equilibrio ecoldgico, proporcionam condigdes favoraveis para o estabelecimento da
doenca, ja que sdo detectados iniUmeros vetores e reservatorios naturalmente infectados em
vastas extensdes (Goncalves, 2000). Classicamente admitem-se dois ciclos de transmissdo: o ciclo
doméstico (urbano e rural) que envolve o homem, animais sinantropicos e domésticos, além de
triatomineos domiciliados; e o ciclo silvestre envolvendo mamiferos silvestres considerados
reservatérios naturais e triatomineos hospedeiros. Os triatomineos pertencem a Ordem Hemiptera:
Heteroptera, Familia: Reduviidae, Sub-Familia: Triatominae. Devido a similaridade de
comportamento e fisiologia, todas as espécies de triatomineos devem ser consideradas como
potenciais vetores da doenca de Chagas (Schofield,1994). O T. cruzi é um protozoario flagelado,
digenético, sendo um dos parasitos de maior e mais bem-sucedida distribuicdo na natureza, pois é
encontrado parasitando um amplo espectro de mamiferos e os mais variados tecidos desses
hospedeiros, além de possuir um ciclo de vida extremamente complexo, apresentando diversas
variacdes morfologicas que se alternam entre dois tipos de hospedeiros: invertebrados (insetos
triatomineos) e vertebrados (mamiferos, incluindo o homem) (Araujo-Jorge e Castro, 2000). Ha
dois tipos de formas replicativas do parasito, os amastigotas, que se replicam no interior das
células infectadas do hospedeiro mamifero, e os epimastigotas, que se replicam no interior do trato
digestivo dos insetos vetores. Estas formas replicativas se transformam nas formas tripomastigotas
infectivas, ndo-replicativas, que sd3o encontradas no sangue dos mamiferos infectados
(tripomastigotas sanguineos) ou na porgdo posterior do trato digestivo dos insetos vetores
triatomineos (tripomastigotas metaciclicas) (Araljo-Jorge e Castro, 2000). Ao fazer o repasto
sanguineo no hospedeiro mamifero infectado, o inseto acaba adquirindo as formas tripomastigotas
sanguicolas, que posteriormente evoluem para forma epimastigota, que em seguida no tubo
digestivo do inseto se transformam na forma tripomastigota metaciclica. Logo apdés um novo
repasto sanguineo, o inseto libera dejecBes contendo essa forma infectiva, as quais penetram no
local da picada infectando o hospedeiro mamifero. Assim o T. cruzi invade o sistema mononuclear
fagocitico e evoluem para a forma amastigota, que em seguida forcam a lise das células com a
forma tripomastigota sanguicola (Neves, 2005). Para estudos sobre a inter-relagdo inseto-parasito,
cepas isoladas de humanos, reservatorios naturais e/ou de triatomineos sdo mantidas em
laboratério em meio de cultura sofrendo passagens sucessivas. Diversos autores relatam que as
passagens sucessivas de T. cruzi em laboratdrio produzem mudangas ou até mesmo perda da sua
infectividade para seus hospedeiros (Mello et al., 1979; Mello e Teixeira, 1984; Martinez et al.,
2003). A analise de isoenzimas (enzimas com mesma fungdo, porém com estrutura e carga elétrica
distinta) tem sido largamente empregada como complemento em analises morfolégicas em estudos
taxonémicos e de caracterizacao de 7. cruzi, de cepas obtidas de diferentes hospedeiros e/ou de
regides geograficas, pois permite determinar o grau de similaridade entre organismos, sendo a
metodologia empregada em estudos de relacdo fenética/genética. A subdivisdo da espécie T. cruzi
em trés linhagens principais, tendo sido oficializada uma nomenclatura inicial de Zimodemas T.
cruzi Z-1, correlacionado ao ciclo silvestre, e T. cruzi Z-11, T. cruzi Z-111, compreendendo cepas do
ciclo doméstico da doenga (Miles et al., 1983).

Assim temos como objetivo identificar a ocorréncia do parasitismo tecidual através de métodos
histoldgicos; caracterizar através de técnicas bioquimicas, cepas T. cruzi isoladas de triatomineos
selvaticos oriundas do municipio Rio Preto da Eva; criopreservar os respectivos isolados em
nitrogénio liquido (- 196°C).
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2. Material e metodos

Foram estudadas cepas de T. cruzi isoladas triatomineos selvaticos, mantidas no Laboratério de
Leishmaniose e Doenga de Chagas da CPCS/INPA tendo sido coletadas no municipio de Rio Preto
da Eva, Amazonas. Os isolados foram cultivados em meio bifasico NNN (Agar-sangue), por
passagens sucessivas e em animais de laboratério. Antes de cada repique foram feitas leituras no
microscopio oOptico, em laminas e laminulas, amostra da cultura com solucdo salina para
observacdo da presenga ou ndo dos parasitos nas formas epimastigotas e tripomastigotas de T.
cruzi. Utilizamos camundongos jovens (entre 16 e 18 dias) da espécie Mus musculus, provenientes
do Biotério do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazobnia (INPA). Antes da inoculagdo os
camundongos, registramos em fichas cadastrais individuais onde anotamos os seguintes dados:
sexo, peso, idade e o tipo de marcagao. As inoculagdes nos camundongos foram intraperitonial.
Obedecendo a um indculo com 0,1 mL de cultura contendo parasitos na forma exponencial 10° de
flagelados/ml de T. cruzi, sendo que um animal ndo sofreu indculo para servir de controle. A
preparacdo do inoculo foi feita com os parasitos que obtivemos das cepas mantidas em meio de
cultivo NNN. Os parasitos foram quantificados através da contagem em cdmara de Neubauer para
obtengdo da concentragdo estipulada. Para avaliagdo bioldgica, realizamos exame de sangue direto,
através de puncdo da extremidade da cauda do animal, por sangue cultivado em meio de cultura
NNN. Durante trés dias que se seguiram as inoculagdes, iniciamos exames didrios de sangue dos
animais infectados, para observar a presenca do parasito. Apos a primeira deteccdo de
tripomastigotas sanglicolas, os exames passaram a ser realizados em dias alternados com a
contagem dos parasitos para seguir a evolugdo da parasitemia. A contagem dos parasitos foi feita
em cémara de Neubauer. A parasitemia foi acompanhada durante 60 dias apds as inoculages. O
periodo de manutencdo dos animais inoculados que sobreviveram a infecgdo ou nos quais nao
foram observados infectados por exame de sangue foi de 90 dias. Para os animais infectados, em
conformidade com os Obitos, tiveram suas visceras retiradas para avaliagdo do parasitismo
tecidual. Coletou-se fragmentos do coracdo, figado, bago, es6fago e cdlon e incluidos em parafina e
as segbes de 5 pm coradas pela hematoxilina-eosina e analisadas em microscopio Optico no
laboratério de parasitologia e patologia da Universidade do Estado do Amazonas - UEA. Para
caracterizagdo bioquimica fez-se necessario a formagdo de massa parasitaria que consiste em
produzir uma grande quantidade de parasitas. Dessa forma, os estoques estabilizados "in vitro"
foram expandidos em meio liquido LIT contendo 10% de Soro Fetal Bovino inativado (SFBi) e
mantidos em estufa a 28°C. Apés nove dias foi acrescido de mais meio LIT. Esse processo
continuou até que se alcangou a quantidade desejada de parasitas. As amostras foram preparadas
segundo protocolo padronizado por Momen (1984), seguindo com tripomastigotas da cultura
estacionada que foram centrifugadas a 2500 Xg, por 15 minutos, na temperatura de 4°C. Retirado
0 sobrenadante, lavamos duas vezes com 1 mL de solugdo de NaCl 0,85% acrescida de 0,01M de
EDTA (acido etilenodiaminotetraciclico) pH 8.0 e centrifugadas na mesma condicdo. Desprezamos o
sobrenadante, as amostras foram mantidas no nitrogénio liquido até sua utilizagdo na corrida
eletroforética, objetivando-se analisar a diversidade populacional de T. cruzi. Para estocar as
massas parasitarias das quatro cepas e para caracterizar bioguimicamente as isoenzimas usou-se
criopreservagdo em nitrogénio liquido. Na caracterizacdo bioquimica, utilizamos cepas de referéncia
de T. cruzi (Cepa Y e Colombiana) e seus perfis isoenzimaticos foram comparados com os das
amostras isoladas. Utilizou-se seis sistemas enzimaticos: Glicose-6-fosfato Desidrogenase G6PDH
(E.C.1.1.1.49), Glicose-6-Fosfato Isomerase GPI (E.C..5.3.1.9), Malato Desidrogenase MDH
(E.C.1.1.1.37), 6-Fosfogluconato Desidrogenase 6PGDH(E.C.1.1.1.44), Fosfoglucomutase PGM
(E.C.2.7.5.1) e Enzima Mdlica ME ( E.C.1.1.1.40).

3. Resultados e discussdo

- Caracterizagdo Bioldgica e Infeccdo em camundongos- Os exames bioldgicos foram realizados em
andlise de laminas de fezes dos 10 barbeiros da espécie R. pictipes, com observacdo da presenca
de parasitos. Esse material foi inoculado em camundongos e apos cinco dias foi observada a
presenca de Trypanosoma sp. no sangue desses animais, além de alteragdes no comportamento
dos animais, como pélos ericados, morbidez e baixa motilidade. Apds 14 dias de infecgdo, os
animais morreram o que pode indicar alta viruléncia da cepa isolada. Essa cepa foi registrada com
a identificacdo IM-5451. Nas analises das fezes dos dois triatomineos da espécie R. robustus,
também foi observada a presenca de parasitos. Apds inoculagdo em camundongos foram
observadas caracteristicas comportamentais nos animais, semelhantes aquelas apresentadas para
0s animais inoculados com a cepa 5451, porém o tempo para manifestagdo dos sintomas agudos e
o tempo de sobrevida foi superior. As cepas criopreservadas em freezer -80°C foram: IM--2731;
IM- 3228; IM-3590; IM-3622; IM-3869; IM-4166; IM-4174; IM-4178; IM-4426; IM-5093 foram
inoculadas em camundongos com indculos de diferentes concentrages (1078, 1077 e 10°® parasitos
/mL). Para todas as concentragdes testadas, ndo foram observadas a presenga de parasito, nem
por meio de exame direto de sangue, pelo periodo de 90 dias, nem por xenodiagnodstico e cultura
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de tecidos. Os métodos de avaliagdo da infectividade por tripanosomatideos em animais de
laboratdrio sdo bastante diversificados. Mello e Teixeira (1984) observaram a infectividade de
Leishmania donovani chagasi, em uma espécie de roedor, de diferentes maneiras, relatando que na
avaliacdo por andlise de sangue ndo foram observados parasitos, mas que métodos mais acurados
como o cultivo, mostraram resuitados de positividade de até 67%.

- Caracterizagdo Bioquimica- As cepas identificadas IM- 5451; IM-5480; IM-2731; IM- 3228; IM-
3590; IM-3622; IM-3869; IM-4166; IM-4174; IM-4178; IM-4426; IM-5093 foram expandidas em
meio de cultura LIT e encontram-se criopreservadas em freezer — 80 °C, assim como as cepas de
referéncia numeradas 1625, 5045, Y e Colombiana, fornecidas pelo Instituto Evandro Chagas
(Belém - PA). Para a analise bioquimica foram utilizados seis sistemas enzimaticos: Glicose-6-
fosfato Desidrogenase G6PDH (E.C.1.1.1.49), Glicose-6-Fosfato Isomerase GPI (E.C..5.3.1.9),
Malato Desidrogenase MDH (E.C.1.1.1.37), 6-Fosfogluconato Desidrogenase 6PGDH(E.C.1.1.1.44),
Fosfoglucomutase PGM (E.C.2.7.5.1) e Enzima Malica ME (E.C.1.1.1.40). A andlise de isoenzimas
demonstrou que as amostras testadas sdo T. cruzi. Sendo que a cepa IM-5093 ficou no zimodema
a proxima a cepa Y e as cepas IM-4174, IM-4178 e IM-4426 foram agrupadas no zimodema b
proximas a cepa colombiana.

- Infeccdo em Rhodnius sp.- Para estudos de curso da infeccdo em triatomineos foram separados
dois grupos de insetos, um contendo 14 ninfas de 1° instar recém eclodidas da espécie Rhodnius
robustus e outro com 14 ninfas de 1° instar recém eclodidas da espécie Rhodnius pictipes. Esses
insetos foram alimentados em camundongos infectados com a cepa IM-5451 e acompanhados do
1° ao 4° instar para se observar o curso da infeccdo ao longo do desenvolvimento dos insetos.A
partir da primeira alimentagdo em camundongos infectados as alimentagdes seguintes ocorreram a
cada 15 dias com utilizagdo de camundongos limpos. A cada alimentagdo foi realizada lamina de
fezes de cada triatomineo para observacdo da presenca de T. cruzi. Nas |dminas de fezes de todos
os triatomineos observados, tanto da espécie R. robustus quanto da espécie R. pictipes, em todos
os estagios de desenvolvimento foi observada a presenca de 7. cruzi. O que indica que uma vez
infectado o inseto pode levar a infecgdo por todo o seu ciclo de desenvolvimento. Barreto &
Albuquerque (1969) ja destacavam que ninfas de triatomineos uma vez infectadas levam a
infeccdo por todo seu ciclo de vida. A cepa IM-5451 na primeira passagem para camundongos
mostrou ter viruléncia maior que a da segunda passagem, fato que pode ser ocasionado ou pela
perda da infectividade no decorrer do tempo ou por ter sido passada na segunda vez para R.
robustus, uma vez que a cepa tem como origem R. pictipes. Diversos autores relatam que as
passagens sucessivas de T. cruzi em laboratorio produzem mudancas ou até mesmo perda da sua
infectividade para seus hospedeiros (Mello et al., 1979; Mello e Teixeira, 1984; Martinez et al.,
2003).

- Andlise Histopatoldgica- No exame histopatolégico através de fragmentos teciduais do coragdo,
figado, baco, esdfago, cbélon e do cérebro dos animais infectados ndo foram evidenciados a
presenca de estruturas parasitarias, o que se sugere a aplicacdo de testes de imunohistoquimicos
para a complementacdo das analises. Martins et al. (2003) destaca a importancia das analises
histopatoldgicas ja qua assim podemos observar diferencas comportamentais tanto biolégicas como
clinicas estejam relacionadas a heterogeneidade das subpopulacbes dascepas de T. cruzi
observadas no estudo dos clones.

4. Conclusao

O projeto apresentou contribuicdo significativa, pois esses estudos mostraram a necessidade de se
intensificar as atividades com relacdo a coletas e estudos bioldgicos relativos a Doenca de Chagas -
na regiao de Rio Preto da Eva, Amazonas. A intensificacdo dos trabalhos nessa regido pode
contribuir com medidas preventivas no controle da Doencga, ja que os triatomineos foram coletados
em uma area na entrada da cidade e se apresentaram infectados por 7. cruzi com cepas de alta
viruléncia. Exames Complementares, tais como cultura de tecidos a partir de necropsia dos animais
infectados assim como testes imunohistoquimicos destes tecidos, serdo necessarios para obtengao
de maior acuracia dos estudos.
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