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Biological characterization and evolution of the potencial for reativation of
Trypanosoma cruzi populations isolated form patients with the digestive form of
Chagas Disease

Caracterizacdo biolégica e avaliacdo do potencial para reativacdo das
populacdes do Trypanosoma cruzi isoladas de pacientes com a forma digestiva
da Doenca de Chagas
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Abstract: In patients with natural or induced immunodepression, for example,by means of the human
immunodeficiency virus(HIV),the trypanosoma cruzi may behave as an opportunist pathogen, making
possible the re-activation occurrence of Chagas Disease in these patients. It has already been discussed that
patients with the digestive form of this disease show a depletion of the TCD4 cells in the circulating blood,
suggesting that this clinical form could also be related to depression of the immune response. Thus, the
purpose of this study was to evaluate experimentally the biological behavior, the ability for re-activation
and genetic profiles of T. Cruzi populations isolated in two patients with the digestive form of the Chagas
Disease. In order to do this, 25 mice per isolate were infected with 3x 103 trypomastigotes of the t.cruzi.
The evaluation of the biological parameters (infectivity, mortality, parasitemy, and pre-patent ant patent
periods) analysed during the acute phase of infection, showed the occurrence of patente parasitemy,
however, low, during the evalution period. The period of occurrence of the parasitemy peak under
observation (average of 33,5 days) and the low morbidity rate (15%) are equivalente to that observed for
the bioderm Il strain. In this phase, analysis of the tissue parasitism by Hematoxylin and Eosin stain put
in evidence parasitism in 20% of the animals, and the parasites were found in the heart and bladder. The
hematoxylin and Eosin stain technique showed inflammation only in the cardiac tissue and in the smooth
muscle tissue of the gastrointestinal joints, during the acute phase. In the chronic phase there was no
significant statistical difference in the number of animals, immunosuppressed (33,3%) or not (20%), that
showed tissue trypomastigotes, and a greater number of animals with inflammation of the heart tissue
among those immunosuppressed. The opposite occurred only for the gastrointestinal joints. The analysis
of the genetic data characterization shows that there was a tendency to the emergence of t.cruzi
populations after immunosuppression in the chronic phase of the infection,detected by the LSSP-PCR
technique, only for the 1931 isolated, suggesting a strain-dependent reactivation process. However, the
genetic characterization showed that the t. cruzi populations present in the inoculated material in the
mice was different from that found in the patients’ blood, showing that the results obtained in this study
cannot be extrapolated to the human cases of the Chagas Disease.
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Resumo: Em pacientes com imunodepressdo natural ou induzida, por exemplo, pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), o trypanosoma cruzi pode comporta-se como um patégeno oportunista,
possibilitando a ocorréncia de reativacdo da Doenca de Chagas nestes pacientes. Ja foi demonstrado
que pacientes com a forma digestiva da doenca apresentam uma deplecao de células TCD4 no sangue
circulante, sugerindo que esta forma clinica também possa estar relacionada com a depresséo da
resposta imune. Assim, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar experimentalmente o comportamento
biologico, a capacidade de reativacédo e os perfis genéticos de populacdo do T.cruzi isoladas de dois
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pacientes com a forma digestiva da doenca de chagas. Para isso, 25 camundongos por isolado foram
infectados com 3x108 tripomastigotas do T.cruzi. A avaliagdo dos parametros biol6gicos (infectividade,
mortalidade, parasitemia e periodos pré-patente e patente) avaliados durante a fase aguda da infeccéo
mostrou a ocorréncia de parasitemia patente, porém baixa, durante todo o periodo de avaliacdo. O
periodo de ocorréncia pica de parasitemia observado (médio de 33, dias) e a baixa taxa de mortalidade
(15%) equivale ao observado para as cepas do biodema Ill. Nesta fase, a andlise do parasitismo tecidual
pela hematoxilina-eosina evidenciou parasitismo em 20% dos animais, sendo encontrados parasitos no
coracdo e na bexiga. A técnica da hematoxilina-eosina inflamagdo apenas nos tecidos cardiacos e
musculares liso das juncées gastrintestinais, durante a fase aguda. Na fase cronica nao houve diferenca
estatistica significativa no nimero de animais, imunossuprimidos (33%) ou ndo (20%) que apresenta
amastigota tecidual, e observou-se um maior nimero de animais com inflamacgéo do tecido cardiaco
ente aqueles imunossuprimidos. O inverso ocorreu para as jungdes gastrintestinais. A analise dos dados
da caracterizacdo genética mostra que houve uma tendéncia a emergéncia de populagBes dos
presentes no material inoculado nos camundongos foi divergente daquelas encontradas no sangue dos
pacientes, mostrando que os resultados obtidos neste estudo ndo podem ser extrapolados para os
casos humanos da Doenga de chagas.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi. Doenga de Chagas. Imunossupresséo.

1 Introducéo

A tripanossomiase americana, conhecida como Doenca de Chagas, foi descoberta ha
um século por Carlos Chagas, sob circunstancias peculiares. Ao ser enviado a um
povoado em Minas Gerais para dirigir uma campanha antimalarica, tomou
conhecimento de um inseto hematéfago, o vetor da infeccao parasitaria presente na
casa de barro e madeira da regidao (CHAGAS, 1909). Neste contexto, Chagas
conseguiu determinar o ciclo parasitario, identficar os insetos vetores, oS
reservatérios domésticos e silvestres do parasito, descrever a doengca e seu

diagnéstico.

A Doenca de Chagas é encontrada de forma endémica do norte do México ao sul da
Argentina (URBINA; DOCAMPO, 2003). Sua prevaléncia e incidéncia variam devido
ao impacto dos programas de controle da transmissdo do vetor, movimentos
migratorios humanos de areas rurais para urbanas e mudancas no padrao
sécioeconémico das comunidades em risco (MONCAYO; ORTIZ YANINE, 2006). Os
paises com maior incidéncia incluem Bolivia, Brasil, Argentina, Chile e Venezuela.

Globalmente, a moléstia representa a terceira doenca tropical mais importante,
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estimando que haja aproximadamente de 10 a 12 milhdes de individuos infectados
(GASCON et al., 2007).

O T. cruzi pertence ao filo Sarcomastigophora, ordem Kinetoplastida e familia
Trypanosomatidae, e se caracteriza pela presenca de um flagelo e uma unica
mitocdndria, onde esta localizado o cinetoplasto que corresponde a uma condensacao
do DNA extra-nuclear, presente em todos os membros da ordem Kinetoplastida (DE
SOUZA, 1999). O cinetoplasto é formado por uma rede de moléculas de DNA
circulares concatenadas de dois tipos, denominadas minicirculos e maxicirculos, e
compreende aproximadamente 20-25% do DNA celular total do T. cruzi
(WESTENBERGER et al., 2006).

Durante seu ciclo evolutivo, as diferentes formas do T. cruzi sdo caracterizadas com
base na posic¢éao relativa entre o cinetoplasto e o ndcleo, e pela presenca ou auséncia
de um flagelo, Apresentando basicamente trés formas morfologicas: tripomastigotas,
amastigota e epimastigota (Figura 1). Além disso, os diferentes estagios evolutivos do
parasito apresentam uma variabilidade genética em suas populacdes, gerando cepas
com caracteristicas proprias, variando o tropismo tecidual e a viruléncia (CAMARGOS
et al., 2000.

Figura 1. Estagios de desenvolvimento do Trypanosoma cruzi.

™

Trypomastigote Amastigote Epimastigote

Fonte: DE SOUZA, 1999.
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Na maioria dos casos envolvendo o homem e outros mamiferos a infec¢do ocorre
através da penetracdo das formas tripomastigotas metaciclicas, eliminadas nas fezes
e/ou urina dos triatomineos durante o repasto sanguineo, pela pele lesada ou mucosa
integra. Porém, a transmissdo também pode acontecer por vias alternativas como,
congénita, oral, por transfusdo sanguinea ou acidentes de laboratérios e transplantes
(WHO, 2002).

Depois que o parasito infecta o individuo, ha um periodo de incubac¢éo que pode variar
de 1-2 semanas (Revisado por MACEDO et al., 2002). A doenca se manifesta por
uma fase aguda, compreendendo os fendmenos clinicos que se estabelecem nos
primeiros meses de infec¢ao caracterizada pela presenca abundante de parasitas no
sangue, seguida por uma longa fase cronica, com escassos parasitas, e remota
possibilidade de cura espontanea. A fase aguda ocorre em qualquer idade, contudo
demonstram predominio dos casos na primeira década de vida (PELLEGRINO;
REZENDE, 1953; PRATA, 2001; WHO, 2002; MONCAYO; ORTIZ YANINE, 2006).

A porta de entrada da infeccdo pode ser aparente ou inaparente. Quando existe porta
de entrada aparente, esta pode ser observada sob a forma de nédulo ou eritema na
pele (Chagoma de inoculagédo) ou um edema bipalpebral (sinal de Rdmana), quando
a penetracao se da pela conjuntiva ocular (DIAS, 1997; ANDRADE, 2005).

As manifestacdes clinicas e sintomas agudos desaparecem cerca de 4-8 semanas
apos o inicio da infecgdo (MONCAYO; ORTIZ YANINE, 2006). De um modo geral
guando se obtém um desequilibrio entre o parasito-hospedeiro, a doenca passa para
a fase crbnica, onde o numero de tripomastigotas na corrente sanguinea reduz a
niveis indetectaveis nos exames diretos. Esta fase € caracterizada por um longo
periodo de laténcia clinica, chamada de forma indeterminada, que pode durar de 10-

30 anos em varios casos ou permanecer por toda a vida (PRATA, 2001; WHO, 2002).

Apés esse periodo varios individuos podem apresentar diferentes manifestacdes
clinicas relacionadas ao comprometimento de determinados 6rgdos (ANDRADE,
2000; PRATA, 2001; WHO, 2002; COURA, 2003). As diferentes manifestacdes

clinicas encontradas nos individuos infectados podem estar relacionadas as variagcfes
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na resposta imune contra o parasito. Se esta resposta for ineficaz, h4 um descontrole
na carga parasitaria, acarretando reagdes inflamatorias persistentes e 0 agravamento
da doenca. Acredita-se que a resposta imune desenvolvida na fase aguda exerca um
papel crucial nas manifestacdes crénicas da doenca (TARLETON, 2003; MONCAYO;
ORTIZ YANINE, 2006).

Para Higuchi e colaboradores (2003), a baixa frequéncia de positividade do
xenodiagnéstico, durante a fase crbnica da Doenca de Chagas e elevada durante
episodios de reativacdo em pacientes imunodeprimidos, evidenciam que o parasito
esta presente sob um controle ativo do sistema imunologico do hospedeiro na fase

cronica.

De acordo com COURA (2007) as diferentes fases e formas clinicas da Doenca de
Chagas podem ser subdivididas em fase aguda assintomética, oligossintomatica ou
sintomética.  Essa evolui para a fase cronica na qual o individuo infectado pode
permanecer na forma indeterminada ou evoluir para a forma cardiaca, digestiva, mista
(cardiaca e digestiva) ou nervosa (existéncia duvidosa e recentemente relatada em

pacientes imunodeprimidos).

A prevaléncia e distribuicdo geogréfica das formas clinicas da Doenca de Chagas séo
divergentes, variando entre os paises e apresentando diferencas regionais em um
mesmo pais, como mostrado por dados anatomo-clinicos e estudos longitudinais da
populacdo de areas endémicas. Essa diferenca possivelmente ocorre devido a
fatores, como controle de vetores, triagem de doadores de sangue, assisténcia médica
e social, diferentes cepas de T. cruzi, condigbes nutricionais do paciente, resisténcia

natural a infeccao e cor (DIAS et al., 2002).

No Brasil, alguns estudos demonstram que na Bahia predomina a forma cardiaca, em
Goias os “megas”, em Minas Gerais as formas mistas (cardiaca e digestiva) e no Rio
Grande do Sul e Rio de Janeiro a forma indeterminada (REZENDE; MOREIRA, 2000;
COURA et al., 1983).
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A primeira referéncia documentada da suspeita da existéncia da forma digestiva na
Doenca de Chagas surgiu em 1916, quando o préprio Carlos Chagas observou que
durante a infeccdo aguda, alguns adultos exibiam uma acentuada disfagia para
determinados tipos de alimentos cuja ingestdo necessitava de ser acompanhada de
agua. Os pacientes relatavam que o transito do alimento era interrompido no eséfago,
causando imensa dor. Mesmo a ingestdo de liquidos poderia ser dificil, sendo as
vezes impossivel, havendo desta forma, a necessidade de que o mesmo fosse
administrado em pequenas doses. Tal fendmeno, sem qualquer explicacédo

patogénica na época, foi denominado entédo de “Mal do Engasgo” (CHAGAS, 1916).

As manifestagdes digestivas da Doenga de Chagas tém sido relatadas em diversos
paises como Uruguai, Peru, Bolivia (revisto em REZENDE; MOREIRA, 2000) e
apresenta importancia epidemioldgica na Argentina, Chile e Brasil (ROMANA;
ROMANA, 1960; ATIAS, 1969; CASTRO et al., 1992; COURA et al., 1985),
apresentam prevaléncia em torno de 10,9%, com discrepancias dependendo do tipo
de estudo elaborado. com diferencas regionais nitidas de acordo com o pais ou regido
estudada. Os dados obtidos com estudos anatomopatolégicos apontam o megacolon
como a manifestacdo digestiva de maior frequéncia (LOPES et al., 1989). Contudo,
estudos clinico-radiol6gicos mostram maior frequéncia do megaeséfago (COURA et
al., 1983).

No Brasil, esta forma da doenca é mais incidente em Minas Gerais, Sdo Paulo, Goias
e Bahia, sendo o megaeso6fago a forma mais comum. Estudos longitudinais avaliando
a incidéncia da esofagopatia chagasica mostram resultados variaveis em diferentes
regides do pais: 3,9% na Bahia; 2% em Goias; entre 2,9% a 8,8% em Minas Gerais
(COURA et al., 1985; PEREIRA et al., 1985; CASTRO et al., 1992).

As manifestacdes digestivas podem ser encontradas isoladamente ou em associagao
com a forma cardiaca da Doenca de Chagas. A presenca do megaeso6fago e do
megacélon em um mesmo paciente é frequente, ocorrendo em 37,7% dos casos
(XIMENES et al., 1984). A associacado com a cardiopatia chagéasica foi detectada em
50% dos chagasicos com megaeséfago (DIAS et al., 1983).
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O megaesofago ocorre mais comumente fase cronica da doenga, contudo, o tempo
necessario para o seu desenvolvimento apds a fase aguda € variavel. Existem relatos
de casos de evolucdo rapida, como indicado pelo diagnéstico da presenca de
megaesbfago em criancas, ou o0 seu aparecimento dentro de 1 a 3 anos em adultos
(revisto por MACEDO, 1999) ou ainda, casos com lenta evolugdo demorando até 13
anos para sua manifestacado (CASTRO et al., 1992).

E consenso que 0 tempo necessario para a evolucdo das alteracdes esofagicas €
menor do que o necessario para o desenvolvimento da cardiopatia chagasica. A forma
digestiva antecipa o envolvimento cardiaco em muitos pacientes (TEIXEIRA et al.,
2006).

A incidéncia da forma digestiva da Doenca de Chagas nas diferentes faixas etarias
vem sofrendo alteracdes, ao longo do tempo. Em Uberaba-MG, no ano de 1947, foi
constatado que 4,7% dos pacientes com megaesofago e 6% com megacélon tinham
idade superior a 60 anos (FREITAS JR., 1950). Contudo, estudo realizado em
Ribeirdo Preto-SP, entre 1979 a 1990 verificou que 28% dos pacientes com
megaesobfago e 33,5% dos pacientes com megacolon apresentavam idade superior a
60 anos (MENEGHELLI et al.,1991), recentemente Kamiji; Oliveira (2005)
evidenciaram que a maioria dos portadores da forma digestiva da Doenca de Chagas

Sao pacientes geriatricos.

O sistema nervoso entérico tem por acao interagir e coordenar as diferentes funcdes
viscerais. Para uma motilidade ordenada dos diversos segmentos do trato digestivo,
principalmente esbfago e colon, € necessario uma inervagao intrinseca integra. A
sensibilidade dos musculos lisos a diferentes estimulos como distenséo, trauma,
concentracdo ibnica, entre outros, € dependente da agdo moderada do plexo
miontérico. No entanto, situacdes que levam a desnervacgao intrinseca do sistema
digestivo repercutem necessariamente na fisiologia dos orgéos atingidos (REZENDE;
MOREIRA, 2000).
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A Doencga de Chagas crbnica, em sua forma digestiva, est4 associada com destruigdo
parcial ou total dos neurénios dos plexos mioentéricos de Auerbach e de Meissner.
Essa desenervacao ocorre de maneira irregular e descontinua, ao longo de todo trato
digestivo dependendo de fatores ligados ao parasito e hospedeiro (MENEGHELLLI,
2004).

O mecanismo que determina como se processa a destruicdo neuronal nao esti
completamente esclarecido, tendo sido sugeridas duas hipoteses (ANDRADE;
ANDRADE, 1966): primeiro, destruicAo direta por produtos parasitarios,
representados por uma neurotoxina ou por enzimas, provenientes do rompimento de
ninhos parasitarios; segundo, destruicdo indireta em consequéncia da reacao
inflamatoria, ocasionada pela presenca do parasito ou indiretamente provocada pelos

mesmaos.

No trato gastrointestinal as alteracdes de motilidade do eséfago e do célon, se
sobressaem na forma digestiva, resultante em megaesoéfago e megacolon. Observa-

se que o coélon é mais acometido, seguido pelo es6fago e pela associacdo

megaesodfago e megacoélon (FIGUEIREDO et al., 2002).

O achado anatébmico normalmente encontrado nesta forma clinica da Doenca de
Chagas é a destruicdo das células ganglionares parassimpéaticas, associadas as
camadas musculares dos 6rgaos dilatados. O processo inflamatério e a destruicédo
neuronal nos plexos mioentéricos estdo associados com miosite e fibrose na

musculatura lisa destes 6rgdos (MONCAYO; ORTIZ YANINE, 2006).

A presenca de parasitos é raramente detectada na analise histopatologica, contudo,
testes moleculares que apresentam o kDNA do T. cruzi como alvo de amplificacéo
pela PCR indicando a presenca do parasito diretamente o qual parece influenciar no
desenvolvimento das lesdes cronicas encontradas na forma digestiva da Doencga de
Chagas (VAGO et al., 1996; LAGES-SILVA et al., 2001).
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Embora todo o célon possa estar alargado, geralmente apenas a dilatacdo do o
sigmdide e o reto é observada, sendo a constipacdo uma complicagdo frequente,
podendo ocorrer também meteorismo e disquezia (FIGUEIREDO et al., 2002). Ao
exame do enema opaco 0 aumento do calibre da sigmaoide em relacdo ao normal é o
elemento de definicdo (CONSENSO BRASILEIRO EM DOENCA DE CHAGAS, 2005).
O espessamento da camada muscular circular ocorre precocemente na doenca. Em
chagéasicos crénicos com megacolon, hd uma reducdo no numero de ganglios ao

longo de todo o célon.

Em relacdo ao esbfago, os plexos mioentéricos constituem cerca de 5% da massa
esofagica total e a densidade neuronal varia ao longo da extensdo da viscera,
aumentando a partir do nivel da cartilagem cricoide até o es6fago médio e mantendo
sua densidade até a cardia. Pacientes com megaesofago podem ter menos que 95%
do numero normal de ganglios com perda de neurénios uniforme ao longo da extenséao
do es6fago. Um megaesoéfago pode atingir 26 vezes o seu peso normal e armazenar
mais de dois litros de liquido. Histologicamente h& espessamento epitelial e infiltracdo
de leucécitos (ocasionalmente profundo na mucosa muscular e submucosa). A
mucosa espessada pode ter erosbes e esofagites, como resultado da estagnacao
peristaltica (TANOWITZ et al., 1992).

Disfagia, dor esofagiana espontanea, regurgitacdo, odinofagia, pirose, constipacéo
intestinal, sialose com hipertrofia glandulas salivares e manifestacbes pulmonares,
sdo as manifestacdes clinicas mais comuns relacionadas ao megaes6fago
(FIGUEIREDO et al., 2002; VALEZI et al., 2004).

O diagnostico da esofagopatia chagasica baseia-se em exames clinicos, laboratoriais
e radiolégicos. O exame radioldgico constitui 0 método mais importante, devido aos
diferentes padrdes de apresentacdo morfologica (REZENDE; MOREIRA, 2000).

O Quadro 1 e a Figura 2 demonstram os grupos radiolégicos segundo classificacao
de Rezende em 1982.
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Quadro 1. Classificacao radiolégica do megaes6fago chagasico.

Grupo | Grupo |l Grupo Il Grupo IV
Calibre aparentemente | Aumento pequeno a | Grande aumento de Dolicomegaes6fago.
normal ao exame | moderado do calibre. | diametro.
radiolégico.

Apreciavel retencdo | Atividade motora Grande capacidade de
Transito lento. de contraste. reduzida. retencao, atonico,

alongado, dobrando-se

Pequena retencdo na | Presenca frequente | Hipotonia do es6fago | sobre a clpula
radiografia tomada um | de ondas terciarias, | inferior. diafragmatica.
minuto apos a ingestdo | associadas ou ndo a
de contraste. hipertonia do | Grande retencédo de

esbfago. contraste.

Fonte: REZENDE,1982.

Figura 2. Grupos radioldgicos da esofagopatia chagasica segundo classificagdo de Rezende
(1982). Da esquerda para a direita: grupo I, grupo II, grupo lll, grupo IV

-

Fonte: FIGUEIREDO, 2002.

Desde ha varias décadas, os casos de reativacdo da Doenca de Chagas em
individuos imunodeprimidos tém sido documentados (FERREIRA, 1999).

Provavelmente, este processo ocorre devido a quebra do equilibrio entre o parasito e
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hospedeiro, resultando na multiplicacdo do parasito, com consequente aumento da
parasitemia e da inflamacéo tecidual (SARTORI et al., 1998).

O processo de reativacdo pode ser induzido pela imunodepressdo de qualquer
etiologia como neoplasias, transplante e drogas (BOCCHI et al., 1996; SALGADO et
al., 1996; RASSI et al.,, 1997; RASSI et al.,, 1998; GALLERANO et al.,, 2007;
MARCHIORI et al., 2007). Com o surgimento da epidemia da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), na década de 80, houve aumento de interesse no
estudo em areas endémicas para Doenca de Chagas devido a possiveis casos de
reativacdo dessa parasitose em individuos imunocomprometidos pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) e co-infectados com T. cruzi (FERREIRA et al. 1997,
GALHARDO et al., 1999; FERREIRA, 2009). Além desses fatores relacionados ao
parasito como cepa, gendtipo e niveis de parasitemia, também podem estar

relacionados a reativacdo da Doenca de Chagas (PEREIRA et al., 1996).

Estudos conduzidos em modelos experimentais cronicamente infectados com T. cruzi,
e que receberam diferentes drogas imunossupressoras, demonstraram a reativacao
da doenca com aumento da parasitemia e mortalidade, podendo determinar seu
carater oportunista (BRENER; CHIARI, 1971; ANDRADE et al., 1987; PEREIRA et al.,
1996; ANDRADE et al., 1997; GUERRA et al., 2001; TANIWAKI et al., 2005).

Apods obter uma cura clinica da doenca com uso de medicamentos tripanossomicidas
OU Nos casos assintomaticos, a relacao parasito-hospedeiro pode ser alterada através
do tratamento com drogas imunossupressoras capazes de modular a imunidade
celular e a producéo de anticorpos (CALABRESE, 1999).

Por outro lado, quando sdo administradas antes da infeccdo as drogas
imunossupressoras podem promover um aumento da imunidade celular, induzindo
resisténcia contra o agente intracelular (TRIPATHY; MACKANESS, 1969) e em
animais com infecgcao reativa, o uso de medicamentos tripanossomicida reduz as

manifestacdes da doenca impedindo a reativacao (NISHIOKA, 2000).
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O critério atualmente aceito como o padrédo-ouro para o diagndstico da reativacdo da
Doenca de Chagas é a deteccdo de formas tripomastigotas do parasito no sangue
periférico, no liquido pericardico ou no liquor, detectados ao exame microscopico
direto (PEREZ-RAMIREZ et al., 1999; SARTORI et al., 2002; RELATORIO TECNICO,
MS, 2006; DIEZ et al., 2007). Como métodos diretos no sangue estao disponiveis o0
exame a fresco, a pesquisa em creme leucocitario, 0 microhematocrito e o método
QBC (Quantitative Buffy Coat). No liquor, o parasito é pesquisado no precipitado de
material centrifugado (RELATORIO TECNICO, MS, 2006). Porém, ndo ocorre
aumento nos titulos de IgM e 1gG (SARTORI, 1998; PRATA, 2001).

Para fins de vigilancia epidemioldgica, sdo considerados casos de reativacdo da
Doenca de Chagas apenas aqueles que apresentarem deteccéo de infeccdo pelo T.
cruzi por diagnéstico parasitolégico direto no sangue ou outros fluidos corporais,
associado a meningoencefalite e/ou miocardite aguda. Diante da suspeita clinica, a
negatividade da pesquisa direta do parasito ndo exclui a possibilidade de reativacéo
da Doenca de Chagas. Nestes casos, pesquisas repetidas no sangue e no liquor
devem ser realizadas (RELATORIO TECNICO, MS, 2006).

Em geral, a imunodepressdo em pacientes com infeccdo pelo T. cruzi resulta em
reativacao da infeccdo com manifestacdes clinicas mais graves que as habitualmente
observadas nas formas agudas resultantes de transmissao por triatomineos ou pos-
transfusionais. Geralmente os episédios de reativacao sao caracterizados por astenia,
febre, anorexia, anemia, presenca de nodulos subcutaneos dolorosos e alteracdes
cardiacas e/ou neurolégicas. Ou ainda, a imunodepressao pode permanecer
inteiramente assintomatica, sendo evidenciada somente pela parasitemia (DIEZ et al.,
2007).

Nos episodios de reativacdo, o Sistema Nervoso Central (SNC) encontra-se entre 75%
a 80% dos casos, e 0 coragdo, em 25% a 44% (FERREIRA, 1999; VAIDIAN et al.,
2004). Além destes, outras apresentacdes incomuns tem sido descritas, como por
exemplo, envolvimento gastrico e esofagico (FERREIRA et al., 1997; FONTES
REZENDE et al., 2006) e neoplasias uterinas (CONCETTI et al., 2000).
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Um aspecto de grande importancia, observado em mais de 80% dos casos de
reativacdo em pacientes HIV-positivos, foi a ocorréncia deste processo quando a
contagem de células T CD4 era menor que 200 células/mm?3 (FERREIRA et al., 1997,
SARTORI et al., 2002; RELATORIO TECNICO, MINISTERIO DA SAUDE, 2006;
SARTORI et al., 2007).

Estudos experimentais mostram que a infec¢cdo aguda pelo T. cruzi induz alteracdes
na resposta imune para contornar os mecanismos de defesa do hospedeiro. Além
disso, observa-se uma reducdo na expressdo de linfocitos CD3, CD4 e CDS,

favorecendo sobrevivéncia do parasito (WHO, 2002).

As células T compreendem a grande maioria das células presentes no infiltrado
inflamatorio e no miocardio de pacientes chagéasicos, e um grande nimero de estudos
tem demonstrado a habilidade destes linfécitos de reagir ao parasito e a antigenos do
hospedeiro relacionados a Doenca de Chagas. Portanto, é provavel que as células T
sejam as principais responsaveis pela reatividade imune nesta doenca. Na Doenca de
Chagas, a importancia das células T CD4, provavelmente através de sua funcao
auxiliar na producdo de anticorpos, foi demonstrada em estudos com modelos
animais. A deplecdo destas células pela administracdo de anticorpos anti-CD4 em
camundongos durante o curso da infec¢do conduziu a niveis-elevados de parasitemia
(RUSSO et al., 1988), e camundongos atimicos que receberam células T CD4 foram
capazes de conter o desenvolvimento da parasitemia melhor que os camundongos
controles (KIERSZENBAUM, 1995).

Em pacientes portadores de megaesotfago tem sido observada deplecdo de células
TCD4 no sangue circulante (LEMOS et al., 1998), sugerindo que esta forma clinica
poderia também estar relacionada a depressdo da resposta imune, e
consequentemente com a liberacdo de populac¢des do parasito com tropismo por este
tecido.

Segundo Lemos e colaboradores (1998), existem trés hipoteses que podem estar
relacionadas com o decréscimo de células T CD4 no sangue periférico destes

pacientes: ineficaz maturagdo de destas células devido ao estado de subnutricdo
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destes individuos com forma moderada a grave da doenca; susceptibilidade destas
células a apoptose; diferenca no padréo de migracao destas células para o local das
lesGes teciduais induzidas pela infec¢éao pelo T. cruzi.

Estudo realizado por este grupo de pesquisa demonstrou que as populacdes do T.
cruzi com tropismo pela musculatura lisa das juncbes gastrintestinais foram
provenientes, em sua maioria, de animais infectados com cepas de pacientes
portadores do HIV com reativagédo da Doenca de Chagas (ANDRADE, 2008). Nestes
pacientes o baixo nivel de CD4 poderia permitir a exacerbacdo de clones especificos

com tropismo seletivo por este tecido.

O processo de reativacdo da Doenca de Chagas somente pode ser observado em
pacientes imunodeprimidos, ocorrendo provavelmente devido a um desequilibrio na
relacdo parasito-hospedeiro, com diminuicdo da resposta imune celular com
consequente maior multiplicacéo do parasito e lesdo tecidual (SARTORI et al., 1998).
Fatores relacionados ao parasito, como cepa, genoétipo e niveis de parasitemia,

também podem estar relacionados a reativacdo da Doenc¢a de Chagas.

Andrade (2008) demonstrou um marcado parasitismo da musculatura lisa das juncdes
gastrintestinais, principalmente entre os animais infectados com cepas isoladas de
pacientes com reativacdo da Doenca de Chagas, nos quais o baixo nivel de CD4
poderia permitir a exacerbacao de clones especificos com tropismo seletivo por este
tecido. Semelhante ao que ocorre em individuos infectados pelo HIV, tem sido
demonstrado que chagasicos portadores de megaesdfago apresentam uma

diminuicao no nivel de linfécitos T CD4 circulantes (LEMOS et al., 1998).

Considerando que estes constituem um fator essencial no controle do T. cruzi em
todas as fases da doenca (CALABRESE, 1999; SARTORI et al., 1999), questiona-se
a possibilidade desta forma clinica estar relacionada com a depressédo da resposta
imune, e consequentemente com a liberacdo de populagdes do parasito com tropismo

por este tecido.
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Estes dados mostram que a importancia do T. cruzi constituir um agente infeccioso
capaz de gerar casos de reativacado da Doenca de Chagas em pacientes com algum
grau de imunodepressdo. Assim, a prévia caracterizacdo de padrdes bioldgicos e
genéticos das cepas do parasito associadas as reativacbes podera permitir uma
monitoracdo adequada do T. cruzi nos pacientes portadores das mesmas com
aumento da sobrevida (SARTORI et al., 1998; SARTORI et al., 1999).

2 Objetivos

O objetivo geral deste estudo é determinar experimentalmente o perfil biolégico e o
potencial para reativagcdo das populacdes do Trypanosoma cruzi isoladas de
pacientes com a forma digestiva da Doenca de Chagas, tendo como objetivos
especificos: analisar o nivel de parasitemia, taxa de mortalidade e parasitismo tecidual
das populacdes de Trypanosoma cruzi, ocorrido durante a fase aguda e a fase cronica
(antes e ap6s imunossupressédo) da infeccdo experimental em camundongos; detectar
a emergéncia de novas popula¢ces do Trypanosoma cruzi, apds a imunossupressao
experimental, comparando os perfis genéticos do parasito, antes e ap0s
imunossupressao, com aqueles presentes no isolado dos pacientes; e finalmente,
estabelecer relacdo entre os dados experimentais das popula¢cdes do Trypanosoma

cruzi com a clinica dos pacientes na forma gastrintestinal dos quais foram isolados.
3 Material e métodos

Este estudo foi experimental, prospectivo e longitudinal com corte transversal.
Compuseram a amostra 50 camundongos Swiss, machos, pesando em torno de 20g,
nascidos e mantidos no biotério da Disciplina de Parasitologia da Universidade
Federal do Triangulo Mineiro (UFTM), em condi¢cbes apropriadas de temperatura,
umidade, alimentacdo e agua ad libitum. A linhagem Swiss pertence a um grupo
heterogéneo, com caracteristicas semelhantes as da populacdo humana residente
nas areas endémicas para doencas de Chagas, sendo por isso utilizado neste estudo

experimental.
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No decorrer do periodo de imunossupressdo foi administrada aos animais agua
acidificada (pH 5,0) e utilizada maravalha previamente autoclavada. Este trabalho faz
parte do projeto encaminhado & Comissdo de Etica no Uso de animais (CEUA) da

UFTM, com o protocolo de numero 29.

Foram utilizados dois isolados de T. cruzi obtidos a partir da hemocultura de pacientes
com a forma digestiva da Doenca de Chagas, realizadas na disciplina de Parasitologia
da UFTM, entre 1931 e 1956. Para a obtencao das formas tripomastigotas do parasito
utilizadas na infeccdo dos animais, as hemoculturas foram semeadas em cultura de

macrofagos peritoneais de camundongo.

No momento do isolamento das cepas, uma amostra do sangue de cada paciente foi
diluida, volume a volume, com guanidina-EDTA (guanidina-HCI 6M e EDTA dissédico
0,2M, pH 8,0, de acordo com Avila e colaboradores, 1991), visando a posterior
comparacao entre os perfis genéticos das populacdes do parasito inoculados nos
animais e aquelas isoladas nas fases tanto aguda quanto crbnica, e apos

imunossupressao.

Foram utilizados grupos de 25 camundongos por isolado de T. cruzi. Cada animal foi
infectado via intraperitoneal, com in6culo de 3x103 tripomastigotas, obtidos de cultivo
celular dos isolados dos pacientes.

A infectividade dos isolados foi avaliada a partir do segundo dia apos a infeccao, pelo
exame a fresco. Os casos nos quais ndo foi observada a positividade do exame a
fresco foram submetidos ao exame de microhematdcrito e/ou hemocultura. Pela
analise das curvas de parasitemia foram determinados os periodos pré-patente e
patente, assim como 0s picos e 0s dias correspondentes ao maximo de parasitemia.

A taxa de mortalidade dos camundongos foi avaliada até o inicio da imunossupressao.

O exame a fresco foi realizado a partir da coleta de 5 pl de sangue, obtidos da cauda
dos animais, colocado entre lamina (26mm x 76mm) e laminula (22mm x 22mm)
e examinado ao microscépio com objetiva de 40x. E, a contagem dos parasitos,

realizada pelo método de Brener (1962).
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O exame do microhematdcrito ocorreu pela coleta de sangue do seio venoso retro-
orbital de cada animal em tubo microcapilar heparinizado, até 50% de sua capacidade.
Os tubos microcapilares foram vedados ao fogo e centrifugados a 9615xg em
centrifuga propria. A analise efetuada em microscopio com objetiva de 10x, na regido
da interface leucocitos/plasma para a pesquisa de tripomastigotas sanguineos do T.

cruzi.

A técnica de hemocultura (CHIARI et al., 1989) ocorreu naqueles animais que
apresentaram microhematocrito negativo. A coleta do sangue de cada camundongo
foi feita, de modo asséptico, puncionando-se o seio venoso retro-orbital. O sangue foi
adicionado em tubo de 15mL contendo trés mililitros de meio de cultura LIT e mantidos
em incubadora B.O.D., a 28° C. Para verificacdo da positividade os tubos receberam
analise quinzenalmente até 90 dias ap0s a realizacdo da coleta do sangue, pelo
exame aliquotas de 10 ul da suspensao entre lamina e laminula (22 mm x 22 mm),

com aumento de 400 vezes.

Quatro meses apoOs a infeccdo com os isolados de T. cruzi, realizou-se a
imunossupressdo em 11 a 14 animais de cada grupo, utilizando-se a ciclofosfamida
(Cycram® - Meizler Comércio Internacional S.A.). A ciclofosfamida foi diluida em agua
estéril para injecdes, de acordo com recomendacdes do fabricante, e administrada
aos animais por via intraperitoneal. As doses do imunossupressor foram

administradas a cada animal de acordo com o Quadro 2.

Quadro 2. Esquemade imunossupressdo nafase cronicadainfec¢cdo com isolados de T. cruzi.

Pausa de 6 Dose final
eAdministragdo dias

didria de eAdministracio e Administragdo eAdministracido
1QOmg/kg por 4 de 100mg/kg por de 200mg/kg por de 200mg/kg por
dias 1dia 1dia 1dia

Pausa de 3 Pausa de 6
dias dias

Fonte: TOLEDO,1992.
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Cinco animais de cada grupo foram utilizados como controles infectados e nao
imunossuprimidos nos quais foi administrada &gua estéril para injecdes
correspondente ao mesmo volume de ciclofosfamida injetada nos animais

imunossuprimidos.

A parasitemia de 10 camundongos de cada grupo foi avaliada a cada dois ou trés dias,
na fase aguda da infeccdo, do segundo ao 60° dia através do exame a fresco, e
quantificados segundo Brener (1962). As curvas de parasitemia de cada isolado
foram obtidas a partir da média aritmética de parasitos encontrados nos 10

camundongos avaliados, em cada dia de contagem.

Para avaliacdo da reativacdo a parasitemia foi avaliada por meio de microhematocrito
e/ou exame a fresco, realizados antes do inicio do tratamento com a ciclofosfamida e

diariamente durante a imunossupressao.

Com o auxilio do microhematdcrito e/ou exame a fresco, foi feita a analise da
reativacdo, antes do inicio e apds o periodo de imunossupressao. Segundo a tabela
adaptada de Torrico e colaboradores (2005), foi possivel classificar a positividade do
microhematacrito.

Tabela 1. Classificagcdo da positividade do microhemat6crito de acordo com o numero de
parasitos.

Classificacéo n° de parasitos
+ 1-5
++ 6-10
+++ 11-30
++++ >30

Fonte: Os autores.

Para se considerar a reativacdo da Doenca de Chagas foram utilizados os seguintes
critérios: primeiro, parasitemia negativa e que se tornou patente durante e/ou apés a
imunossupressao; segundo, aumento na positividade do microhematécrito durante

e/ou apOs a imunossupressao.

Na fase aguda e na fase crbnica, antes do inicio da imunossupresséo, foi coletado

aproximadamente 500ul de sangue do plexo venoso retro-orbital, de trés animais, que
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foi colocado em tubos de microcentrifuga de 1,5mL contendo igual volume de
guanidina-EDTA.

No periodo de imunossupressdo, nos animais em que foi detectada a reativacao
através do exame direto (microhematdécrito e/ou a fresco), isolou-se o parasito
coletando-se 50-100puL de sangue, em tubos de 1,5mL contendo 500uL de guanidina-
EDTA. Nessa fase, a coleta do sangue foi realizada pela cauda para evitar o aumento
na taxa de mortalidade, decorrente de anemia e/ou infecgdes bacterianas no plexo

orbital.

As amostras dos animais foram preservadas a 4°C e, antes do processo de extracao,
foram fervidas durante quinze minutos em banho-maria para linearizacdo dos
minicirculos concatenados na rede do KDNA do T. cruzi (BRITTO et al.,, 1993),
permitindo assim uma distribuicio homogénea das sequéncias alvo para a PCR

presentes nessas amostras.

Para analise histopatolégica foram coletados fragmentos do cérebro, coracéo,
rim/adrenal, figado, pancreas, musculo, baco, testiculo, bexiga, diafragma e juncdes
esbfago-gastrico, gastroduodenal, ileocecal, ceco-colico. Os fragmentos dos tecidos
foram lavados com solucdo fisiolégica e fixados em formol 3,7% por, no minimo, 48

horas.

Foram coletados os tecidos de cinco animais na fase aguda (30- 45 dias) e dois na
fase crbnica (4-5 meses) da infeccdo, apds eutanasia por asfixia em camara de éter.
Durante o periodo de imunossupressao o estado clinico dos animais foi monitorado
no minimo quatro vezes ao dia e os tecidos foram coletados ap6s a morte natural de

cada animal.

Os fragmentos de tecidos, fixados em formol a 3,7%, foram recortados, desidratados
em alcool etilico em concentracdes crescentes (90% e absoluto), diafanizados em xilol
e emblocados em parafina. De cada tecido foram realizados dois cortes subsequentes

de 4pm, utilizando-se micrétomo de parafina.
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Para identificacdo das formas amastigotas do T. cruzi e para avaliacdo dos processos
inflamatérios foi realizada coloragdo com hematoxilina-eosina. Os processos
inflamatorios foram classificados em ausentes (-), discretos (+), moderados (++) ou

intensos (+++).

A extracdo do DNA do sangue foi realizada nas amostras previamente fervidas
seguindo o protocolo proposto por Gomes e colaboradores (1998). Aliquotas de 300l
do sangue lisado foram desproteinizadas com 300ul de fenol-cloroférmio (v/v). Essa
mistura foi homogeneizada lentamente por cinco minutos e centrifugada a 6708xg por
cinco minutos. O sobrenadante foi transferido para outro tubo de 1,5mL e ao
sedimento foram adicionados 200uL de H20 milli-Q estérii e novamente
homogeneizado e centrifugado, e o sobrenadante adicionado aquele anteriormente
obtido. Em seguida, foi adicionado a este sobrenadante cloroférmio (v/v), que foi
homogeneizado e centrifugado como anteriormente descrito. A precipitacdo do DNA
presente na fase aquosa foi realizada com 2 volumes de etanol absoluto, 40ug de
glicogénio (20mg/mL) e 10% de acetato de sddio (3M pH 5,2) em banho de gelo
durante 15 minutos. Apés a centrifugacéo a 13147xg por 15 minutos, o sobrenadante
foi descartado. Apds volatilizagdo, o DNA foi diluido em 30uL de tampéo Low TE
(10mM Tris-HCl e 0,1mM EDTA pH 8,0), e estocado a 4 °C até o momento do uso nas
reacoes de PCR e LSSP-PCR. Foi utilizado um controle negativo para descartar
possiveis contaminacdes tanto aqui como em todos 0s processos de extracdo de
DNA.

As amostras de cultura utilizadas para a realizacdo dos inéculos e preservadas em
guanidina-EDTA foram homogeneizadas e uma aliquota de 200uL de cada amostra
foi transferida para tubos de microcentrifuga de 1,5mL. A estas foram adicionados
150pL de H20 milli-Q estéril e 350uL de uma mistura de fenol-cloroférmio (v/v), sendo
o cloroférmio obtido de uma mistura com alcool isoamilico na proporgdo 24:1. A
mistura foi homogeneizada por cinco minutos e centrifugada a 6708xg durante cinco
minutos. O sobrenadante obtido foi transferido para outro tubo de 1,5 ml e a este
adicionado igual volume de cloroformio-alcool isoamilico 24:1, repetindo o processo

de homogenizacao e centrifugagdo. Novamente, o sobrenadante foi transferido para
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outro tubo de 1,5mL e adicionado 10% de acetato de sodio (3M pH 5,2) e o dobro do
volume de etanol absoluto gelado. Esta mistura foi homogeneizada e deixada em
banho de gelo durante 15 minutos, para a precipitacdo do DNA, e, em seguida
centrifugada a 6708xg durante 15 minutos. O sobrenadante foi decantado e, apés a
completa volatilizacdo do etanol, o DNA seco diluido em 100pL de tamp&o Low TE
(10mM Tris-HCl e 0,21mM EDTA pH 8,0). O DNA foi estocado a 4°C até o momento do
uso nas reacdes de PCR e LSSP-PCR.

Um fragmento de 330pb foi amplificado com os seguintes iniciadores, dirigidos para a
regido constante dos minicirculos do kDNA (WINCKER et al., 1994):

121 (5’-AAATAATGTACGGGGGAGATGCATGA-3);

122 (5"-GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA-3’).
A PCR foi realizada num volume final de 20uL contendo 10mM Tris-HCI (pH 8,5),
3,5mM MgClz, 75mM KCI, 0,2mM de cada dNTP’s (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 1,0
unidade de Tag DNA polimerase (Cenbiot, Ludwig Biotecnologia Ltda), 20pmol de
cada iniciador (121 e 122), 2L de DNA e 30pL de 6leo mineral (GOMES et al., 1998).
O programa de amplificacdo consistiu de uma desnaturacao inicial a 95°C (5 minutos)
e 35 ciclos com desnaturacédo a 95°C (1 minuto), anelamento a 65°C (1 minuto) e
extensdo a 72°C (1 minuto), seguida de extensdo final de 10 minutos, em um
termociclador MJ Research PTC-100.

O produto da PCR correspondente a amplificacdo especifica da regido variavel do
kDNA do T. cruzi foi purificado em gel de agarose 1,5% (1,0% agarose comum e 0,5%
agarose low melting) em TBE 1X (89mM Tris-borato, 2mM EDTA pH 8,0) preparado
com &gua bidestilada estéril, em presenca de 0,5ug/mL de brometo de etideo. As
bandas de 330pb foram visualizadas em um transiluminador de luz ultravioleta de
comprimento de onda longo, e removidas com auxilio de um bisturi estéril. Apés
aquecimento em banho-maria as amostras foram homogeneizadas e diluidas 1:10
com agua milli-Q estéril, sendo, entdo, utilizadas como DNA molde para as reacbes
de Low stringency single specific primer (LSSP)-PCR (VAGO et al., 1996; VAGO et
al., 2000).
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Como areacgéo de LSSP-PCR é realizada com um anico iniciador especifico, utilizado
sob condicdes de baixa estringéncia, todos os experimentos devem ser executados
de modo a evitar qualquer tipo de contaminacdo quimica e bacteriologica (PENA et
al., 1994; BARRETO et al., 1996). Desta maneira, alguns cuidados foram observados:
desinfeccao da cuba de eletroforese com HCI 0,25N e NaOH 0,5N (30 minutos cada)
e agua bidestilada estéril; exposi¢do de todo material utilizado (cuba de eletroforese,
pipetas, ponteiras, etc.) a radiacdo ultravioleta (30 minutos); aplicacdo do DNA no gel

de agarose com intervalo de uma canaleta vazia entre cada amostra.

A reacdo de LSSP-PCR foi realizada utilizando-se o iniciador S35G (5-
AAATAATGTACGGGGGAGATG-3’). A mistura da reagédo teve um volume final de
22puL contendo 10mM Tris-HCI (pH 8,5), 2,5mM MgClz2, 0,2mM de cada dNTP’s (dATP,
dCTP, dGTP and dTTP), 1,0 unidade de Taq DNA polimerase,45pmol do iniciador e
4uL de DNA (fragmento de 330pb purificado em agarose e diluido 1:10) cobertos com
30uL de o6leo mineral. A amplificacdo foi realizada com 40 ciclos abrangendo
desnaturacdo a 94°C (1min), anelamento a 30°C (1min) e extensdo a 72°C (1min),
precedidos de desnaturacao inicial a 94°C (5min). Apds os 40 ciclos foi realizada uma
extensdo adicional a 72°C durante 7 minutos. Os produtos de LSSP-PCR foram
separados por eletroforese em gel de poliacrilamida a 7,5%, corados pela prata,
gerando um perfil composto por multiplas bandas. A analise dos perfis obtidos reflete
a sequéncia de nucleotideos do DNA usado como molde, compondo sua “assinatura
génica” (PENA et al., 1994).

A andlise dos perfis de “assinaturas génicas” das amostras de T. cruzi, obtidas pela
reacao de LSSP-PCR, foi realizada visualmente em foto digitalizada do gel, onde os
padrdes de bandas foram marcados, e submetidos a analise de proporcao de bandas
compartilhadas entre as cepas e a construgdao de fenogramas com o software
GelComparll (Applied Maths NV).

As taxas de mortalidade, a porcentagem de reativacdo e o parasitismo tecidual foram
avaliados pelo teste binomial (duas proporcgdes). O teste exato de Fisher foi utilizado

para avaliar a influéncia da parasitemia durante a fase cronica na reativacéo e na
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positividade do exame a fresco durante a imunossupressao. Os demais parametros

foram analisados com o teste do qui-quadrado.

O nivel de confianca utilizado para a realizacdo de todas as andlises foi de 95%,
considerando-se significativos os valores de p<0,05. As analises foram realizadas
utilizando-se o software BioEstat 4.0 (AYRES et al., 2005).

No software GelComparll (Applied Maths NV) foi utilizado o método da média
aritmética nao ponderada - UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Analysis) para

construgéo dos fenogramas.
4 Resultados

O exame do microhematdcrito e a hemocultura, foram utilizados para avaliar a
infectividade dos isolados de T. cruzi para 0os animais nos quais 0 exame a fresco
apresentou-se negativo. Ambos os isolados apresentaram 100% de infectividade, dos
quais 68% evidenciada pelo microhematdcrito, correspondendo a 72% e 64% dos
casos para os isolados 1936 e 1956, respectivamente. O isolado 1931 né&o induziu
mortalidade entre os animais até o inicio da imunossupresséao, contudo, para o isolado
1956 a taxa de mortalidade foi de 30 % (Tabela 2).

Tabela 2. Porcentagem de infectividade, positividade do microhematocrito e mortalidade de
camundongos infectados com os isolados de T. cruzi.

1931 1956 Total
Infectividade 100 100 100
Microhematdcrito 72 64 68
Mortalidade 0 30 15

Fonte: Os autores.

A Figura 3 apresenta as curvas de parasitemia, realizada com a média de parasitos
encontrados em 10 camundongos inoculados com os isolados 1931 (Figura 3A) e
1956 (Figura 3B). O periodo pré-patente (PPP) foi de 9 e 15 dias para os animais
infectados com os isolados 1931 e 1956, respectivamente, apresentando uma média
de 12 + 4,2 dias.
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Figura 3. Curvas de parasitemia dos isolados de T. cruzi, sendo (A) isolado 1931 e (B) isolado
1956.
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Fonte: Os autores.
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O periodo patente (PP) ndo pode ser determinado para os isolados de T. cruzi
estudados ja que estes apresentaram uma parasitemia constante, porém muito baixa,
guase subpatente, durante todo o periodo de acompanhamento (Tabela 3). As curvas
de parasitemia dos animais infectados de ambos os isolados foram semelhantes, onde
a cepa 1931 apresentou pico maximo de 1,1x10* parasitos/mL de sangue no 30° dia
de infeccdo e a cepa 1956 teve pico maximo de 1,2x10* parasitos/mL de sangue no
37° dia de infeccdo (Tabela 3).

Tabela 3. Avaliacdo da parasitemia na fase aguda experimental, de acordo com a origem dos
isolados de T. cruzi, sendo (IND) parasitemia constante durante todo o periodo de avaliacéo;
(Max. parasitemia) maximo de parasitemia; (ND) parasitemia baixa e constante por mais de 40

dias sem pico bem definido; (PP) periodo patente; (PPP) periodo pré-patente.
Méx. parasitemia  Méax. parasitemia

Cepa PPP (dias) PP (dias) n°. picos

(parasitos/mL) (dia)
1931 9 IND ND 1,1x104 30
1956 15 IND ND 1,2x104 37
Total 12+4,2 IND ND 1,15X104 33,56+4,9

Fonte: Os autores.

Considerando que os isolados foram selecionados sem prévio conhecimento de seu
comportamento em modelos experimentais, verificamos que ambos apresentaram
comportamento semelhante, ndo evidenciando nenhum padrdo que pudesse ser
associado a uma maior viruléncia das populacdes do T. cruzi isoladas de pacientes

com a forma digestiva da Doenca de Chagas.

Para se detectar a parasitemia na fase crbnica, antes e durante a imunossupressao,
e assim caracterizar a reativacdo da Doenca de Chagas, foi utilizada a técnica do

microhematdcrito e a classificacdo de acordo com a Tabela 1.

A parasitemia detectada na fase cronica, antes do inicio do tratamento com
ciclofosfamida, foi maior entre os animais infectados com o isolado 1956, com 92,9%

(10/11) dos camundongos com microhematodcrito positivo, porém sem diferenca
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estatistica significativa em relagdo ao isolado 1931, que apresentou 60% (9/15) dos

camundongos com microhematdcrito positivo (Figura 4).

Figura 4. Porcentagem de camundongos que apresentaram microhematécrito positivo antes
do inicio do tratamento com ciclofosfamida (MH+ t0), de acordo com o isolado de T. cruzi.

80% -
< 60,0%
S 60% -
=
+
I
= 40% +
20% -
0% -

1931 1956

Fonte: Os autores.

Para se avaliar o efeito da imunossupressao, apos o inicio do tratamento com a
ciclofosfamida os parametros foram avaliados conjuntamente para os dois isolados,

de modo que a comparagao entre 0s animais imunossuprimidos ou ndo fosse possivel.

A reativacdo da Doenca de Chagas foi detectada pela positivacdo ou aumento da
positividade no microhematécrito em 91,2% (31/34) dos animais infectados com o0s
isolados do T. cruzi. Essa taxa de reativagao foi de 88,5% (23/26) entre 0os animais
imunossuprimidos com a ciclofosfamida e de 100% (8/8) entre os animais nao

imunossuprimidos, sem diferenca significativa entre ambos (Figura 5).

O processo de reativacao foi confirmado pelo exame a fresco em 7,7% (2/26) dos
animais imunossuprimidos. Entre os animais nao imunossuprimidos n&o houve

positividade de exame a fresco.


http://lattes.cnpq.br/0305265751416285
http://www.liphscience.com/

ISSN 2358-3657
27

SANTOS, Wanessa Maria dos; SILVA, Eliana Lages; ANDRADE, Cristiane Pontes. Biological
characterization and evolution of the potencial for reativation of Trypanosoma cruzi populations isolated
form patients with the digestive form of Chagas Disease. Translation by: Euripedes Humberto Borges
LIPH Science, v. 3, n. 1, p.1-67, Jan./Mar., 2016. www.liphscience.com

Figura 5. Porcentagem de camundongos cronicamente infectados com os isolados do T. cruzi
gue apresentaram reativacdo da parasitemia. A parte hachurada da coluna indica a
porcentagem de animais cuja reativacdo foi confirmada pelo exame a fresco. IS -
camundongos imunossuprimidos com ciclofosfamida; NIS - camundongos néo
imunossuprimidos.
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Fonte: Os autores.

Entre os animais imunossuprimidos que apresentaram reativacdo da parasitemia,
26,1% (6/23) ndo apresentaram parasitemia detectavel pelo microhematdcrito na fase
cronica antes do inicio do tratamento com ciclofosfamida. Ja entre os animais
imunossuprimidos que apresentaram microhematdcrito positivo, 66,7% (2/3) nao
reativaram (Tabela 4, Figura 6).

Tabela 4 - Comparacao da influéncia da parasitemia na fase crdénica no processo de reativacao

nos animais tratados com ciclofosfamida; MH- t0: microhematécrito negativo na fase cronica;
MH+ t0: microhematdcrito positivo na fase crénica; p>0,05

Reativacéo Sem reativacao Total
MH- t0 6 1 7
MH+ t0 17 2 19
Total 23 3 26

Fonte: Os autores.
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Figura 6. Influéncia da parasitemia na fase crénica no processo de reativacdo durante o
tratamento com ciclofosfamida, entre os animais do Grupo HIV+ R. MH-t0: microhematécrito
negativo na fase cronica; MH+ t0: microhematécrito positivo na fase crénica; p>0,05.
100% -
80% -
60% -
40% +
20% -
0% -~ —— —
Reativagdo Sem reativagdo
BMH+ t0 73,9% 66,6%
BMH- t0 26,1% 33,3%
Reativacéo
Fonte: Os autores.

Com relacdo aos animais ndo imunossuprimidos todos apresentaram reativagao,
sendo que 75% (6/8) dos animais apresentaram parasitemia detectavel pelo
microhematdécrito antes do inicio da imunossupressdo. A analise destes dados
mostrou que a ocorréncia da reativacdo nos camundongos foi independente da

parasitemia na fase cronica (p>0,05, teste exato de Fisher).

A analise da reativacdo mostrou que este processo ocorreu independentemente do
tratamento imunossupressor. Porém, pode-se afirmar que este processo ocorreu de
forma mais intensa no grupo tratado com a ciclofosfamida, onde 7,7% dos animais

apresentaram positividade do exame a fresco.

Os resultados do indice de reativacado de acordo com os ciclos de imunossupresséo
(doses de ciclofosfamida) para cada grupo estdo apresentados na Tabela 5. Pela

andlise desta tabela, verificamos que os animais imunossuprimidos foram mais
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sensiveis a reativacdo, com 95,7% (22/23) de reativacdo apds o segundo ciclo,
guando comparado ao grupo nao imunossuprimido (p<0,05).
Tabela 5. Porcentagem de camundongos que apresentaram reativacao da parasitemia de acordo

com o ciclo de imunossupresséao; p<0,05 entre os grupos, quando avaliados 0 1° e 2° ciclos em
conjunto.

. . ~ Imunossuprimidos N&o imunossuprimidos
Ciclo de imunossupressao % %
1° 69,6 (16/23) 75 (6/8)
20 26,1 (6/23) 0 (0/8)
3° 4,3 (1/23) 25 (2/8)
Total 100,0 (23/23) 100 (8/8)

Fonte: Os autores.

Os dados apresentados na Tabela 6 sdo referentes a taxa de mortalidade dos
camundongos durante o periodo de imunossupressao, de acordo com o ciclo.
Podemos observar que entre 0s animais ndo imunossuprimidos a taxa de mortalidade
durante esse periodo foi de 37,5% (3/8) contra 100% (26/26) para 0 grupo

imunossuprimido, sendo esta diferenca estatisticamente significativa.

Tabela 6. Mortalidade dos camundongos cronicamente infectados com as cepas do T. cruzi, de
acordo com o ciclo de imunossupresséo, em porcentagem e proporgéo.

Ciclo de Imunossuprimidos N&o imunossuprimidos
imunossupressao

% i % i

1° 61,5 16/26 12,5 1/8

20 15,4 4/26 25,0 2/8

3° 3,9 1/26 0,0 0/8

40 19,2 5/26 0,0 0/8

Total 100,0 26/26 37,5 3/8

Fonte: Os autores.

Para a avaliacdo do parasitismo tecidual foram analisados cortes histologicos, corados
pela hematoxilina-eosina, de todos os 0rgaos coletados tanto na fase aguda (meédia
de 33 dias de infeccdo) quanto crénica (média de 140 dias de infeccédo) e também

durante o periodo de imunossupressao na fase crénica.
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Na fase aguda da infeccdo, dos 10 camundongos infectados com os isolados de T.
cruzi, e sacrificados para coleta dos 6rgaos, apenas 2 (20%) apresentaram ninhos
parasitarios teciduais, sendo um animal infectado com o isolado 1931 e outro com o
1956 (Figura 5).

A analise das laminas dos animais ndo imunossuprimidos sacrificados na fase crénica
da infeccdo mostrou que 33,3% (2/6) dos animais apresentaram ninhos de
amastigotas teciduais. Entre os animais imunossuprimidos este numero foi de 20%

(2/10), de acordo com a Figura 7.

Figura 7. Distribuicdo dos camundongos infectados com os isolados do T. cruzi, quanto ao
parasitismo tecidual durante a fase aguda (FA) e a fase crbnica entre os animais
imunossuprimidos (IS) ou ndo (NIS).
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Fonte: Os autores.

N&o houve diferenca significativa do parasitismo tecidual observado nas diferentes
fases do estudo. A Tabela 7 mostra que o coragcédo e a bexiga foram os tecidos

encontrados parasitados na fase aguda.
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Tabela 7 - Tropismo tecidual das cepas do T. cruzi nas diferentes fases do estudo.

Tecido Animais

% (P)
Fase aguda Coragéo 10 (1/10)
Bexiga 10 (1/10)
N&o imunossuprimidos Coragéo 20 (2/10)
Juncéo esbfago-gastrica 10 (1/10)
Imunossuprimidos Musculo esquelético 20 (2/10)

Fonte: Os autores.

Entre os animais ndo imunossuprimidos foi observada a infec¢cédo do tecido cardiaco
e da juncdo esbéfago-gastrica. O musculo esquelético foi o Unico tecido parasitado
entre 0s animais imunossuprimidos (Figura 8).

Neste estudo a analise dos processos inflamatoérios nos érgaos coletados foi realizada
pela técnica de hematoxilina-eosina. A Figura 9 ilustra os processos inflamatoérios

encontrados no musculo esquelético e nos tecidos cardiaco e encefalico.

A presenca de infiltrados inflamatorios intralobulares e periportais discretos no figado
foi detectada em 50% (5/10) dos animais infectados com os isolados obtidos de
pacientes com a forma digestiva da Doenca de Chagas. O baco de 60% (6/10) dos
animais inoculados com os isolados de T. cruzi apresentou hiperplasia da polpa
branca durante esta fase. Nenhum processo inflamatorio foi observado no tecido

encefalico dos animais infectados com ambos os isolados.

A Figura 10 apresenta a distribuicdo dos camundongos quanto a intensidade dos
processos inflamatorios no musculo esquelético, no musculo cardiaco e nas juncdes

do sistema digestivo.
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Figura 8. Fotomicrografias de cortes histoldgicos apresentando ninhos de parasitos, sendo
(A) musculo esquelético, (B) miocéardio, (C) juncéo esdfago-gastrica. Hematoxilina-eosina,
400x.

Fonte: Os autores.
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Figura 9. Fotomicrografias de corte histolégicos mostrando processos inflamatérios na fase
cronicadainfeccdo. A - Miocardite discreta (200x). B - Miocardite moderada (200x). C - Miosite
discreta (100x). D — Periganglionite na juncdo (200x). Hematoxilina-eosina.

Fonte: Os autores.

A periganglionite foi o processo predominante observado nas juncdes esofago-

gastrica e gastroduodenal.

Na fase crénica, o figado dos animais ndo imunossuprimidos apresentou infiltrados
inflamatorios intralobulares e periportais em 50% (3/6) dos animais. Dos animais
necropsiados durante a imunossupressdo, 40% (4/10) apresentou processo
inflamatério intralobular moderado do parénquima hepético.

Entre os animais que ndo receberam tratamento com ciclofosfamida, o baco de 50%
(3/6) dos animais apresentou hipoplasia da polpa vermelha nesta fase. Ja entre os
animais tratados com ciclofosfamida o processo reativo encontrado no bago foi
bastante variavel: 40% (4/10) dos animais apresentaram hiperplasia da polpa
vermelha; 10% (1/10), hiperplasia da polpa branca; 10% (1/10), hipoplasia da polpa
branca; e 10% (1/10), hipoplasia de ambas as polpas.
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Figura 9. Distribuicdo dos camundongos quanto a intensidade dos processos inflamatérios
durante a fase aguda, de acordo com o tecido.
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Fonte: Os autores.

Nesta fase do estudo também néo foi observada a inflamacéo do tecido encefélico em
nenhum dos animais avaliados. Nao foi observada a presenca de processo
inflamatorio do musculo esquelético dos animais ndo imunossuprimidos. Ja entre 0s
animais tratados com a ciclofosfamida, 30% (3/10) eles apresentaram uma miosite
discreta (Figura 10A). Com relacdo ao tecido cardiaco, foi observado um maior
namero de animais apresentando processos inflamatorios neste tecido entre aqueles
imununossuprimidos (Figura 10B). Analisando-se as jungOes gastrintestinais
encontramos inflamag&o em 20% (2/10) e 33,3% (2/6) dos animais imunossuprimidos
e ndo imunossuprimidos, respectivamente (Figura 10C). Assim como na fase aguda,
0 processo observado nestes tecidos foi a periganglionite das juncdes esbdfago-

gastrica e gastroduodenal.

A andlise da Figura 10 revela que a administracdo de ciclofosfamida nédo reduziu a

guantidade e a intensidade do processo inflamatério tecidual.
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Figura 10. Distribuicdo dos camundongos quanto a intensidade dos processos inflamatérios
entre os animais nado imunossuprimidos (NIS) e imunossuprimidos (IS). A - Musculo
esquelético; B - Coracdo; C —Juncdes gastrintestinais.
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Fonte: Os autores.

Os polimorfismos da regido hipervariavel dos minicirculos do kDNA das populacfes
do T. cruzi presentes no sangue dos pacientes, no inéculo e no sangue dos
camundongos infectados, durante as fases aguda e crbnica da infeccao e durante o
periodo de imunossupressédo, foram caracterizadas geneticamente pela reacao de
LSSP-PCR.

A caracterizacdo genética dos dois isolados do T. cruzi utilizados neste estudo
mostrou que estes sao diferentes entre si, com um compartilhamento de bandas de

52,6%, porém eles estéo localizados no mesmo braco do fenograma (Figura 11).

As duas amostras de T. cruzi utilizadas apresentaram elevada heterogeneidade entre
os perfis genéticos presentes no sangue do paciente no momento do isolamento e

agueles presentes no inéculo. Houve um compartilhamento de
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bandas entre o sangue do paciente e o inéculo de apenas 62,8% e 41,2% para
os isolados 1931 e 1956, respectivamente. Para cada isolado o fenograma
mostra o posicionamento das amostras do sangue e do indculo em bracos
distintos (Figura 11).

Figura 11. Fenograma correspondente aos perfis de LSSP-PCR dos isolados de T. cruzi
do sangue do paciente (Sg-pac) e do cultivo celular utilizado para in6culo (IN-TCC) de
todas as cepas utilizadas no estudo. Os nimeros correspondem a porcentagem de
similaridade entre 0s grupos.
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Fonte: Os autores.

Essa diferenca pode ser explicada por uma possivel selecdo de populagfes do
T. cruzi em cultura, ja que o valor considerado como borderline para se
considerar ou ndo uma selecdo de populacdes do parasito € de 80% de
similaridade. Este resultado sugere uma policlonalidade das populacdes do

parasito destes isolados.

A Figura 12A representa os perfis genéticos do T. cruzi no sangue do paciente

(canaleta 1), no cultivo celular usado para o in6culo (canaleta 2), no sangue dos
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camundongos na fase aguda (canaletas 3) e na fase cronica dos animais nao

imunossuprimidos (canaleta 4) e imunossuprimidos (canaletas 5 e 6).

Observando-se o fenograma correspondente aos perfis de LSSP-PCR das
amostras (Figura 12B; Anexo - Tabela A-2), verificamos que aqueles obtidos do
sangue do paciente (Sg-pac) e dos tripomastigotas de cultivo celular utilizados
para o indculo (IN-TCC) apresentaram 62,8%% de similaridade, ou seja, houve

selecéo de populacdes do parasito em cultura.

Figura 12. A - Gel de poliacrilamida mostrando os perfis de LSSP-PCR dos isolados de

T. cruzi da cepa 1931. PM - marcador molecular. 1 - Sangue do paciente. 2 - Cultivo

celular utilizado para inéculo. 3 - Sangue de camundongos na fase aguda. 4 - Sangue

de camundongos n&o imunossuprimidos na fase crbnica. 5 e 6 - Sangue de

camundongo imunossuprimidos na fase crénica. B - Fenograma correspondente aos

perfis de LSSP-PCR dos isolados de T. cruzi da cepa 1931. Sg-pac: sangue do paciente.
A B

PM 1 2 3 4 5 6 PM

—100

Inoculo

Fase aguda
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Fonte: Os autores.

As populagBes do T. cruzi isoladas na fase aguda apresentaram 89,7% de
identidade com o indculo. Um quadro semelhante foi observado para os animais
ndo imunossuprimidos, onde a similaridade com o indculo foi de 82,8%. Entre os
animais imunossuprimidos a média de bandas compartilhadas com o inéculo foi
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de 34,5%, sugerindo uma selecdo de populacbes apds o tratamento com a
ciclofosfamida (Figura 12B; Anexo - Tabela A-2).

Figura 13. A - Gel de poliacrilamida mostrando os perfis de LSSP-PCR dos isolados de
T. cruzi da cepa 1956. PM - marcador molecular. 1 - Sangue do paciente. 2 - Cultivo
celular utilizado para in6culo. 3 - Sangue de camundongos na fase aguda. 4 - Sangue
de camundongos n&o imunossuprimidos na fase crbénica. 5 e 6 - Sangue de
camundongo imunossuprimidos na fase crénica. B - Fenograma correspondente aos
perfis de LSSP-PCR dos isolados de T. cruzi da cepa 1956. Sg-pac: sangue do paciente.
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o o o o o 0O
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Fonte: Os autores.

As assinaturas génicas obtidas do kDNA do T. cruzi do sangue do paciente
(canaleta 1), do cultivo celular usado para o in6culo (canaleta 2), do sangue dos
camundongos na fase aguda (canaletas 3) e na fase cronica dos animais nao
imunossuprimidos (canaleta 4) e imunossuprimidos (canaletas 5 e 6) sao
apresentados na Figura 13A.

Comparando-se os perfis de assinatura génica obtidos do sangue do paciente e
do inoculo, observamos somente 41,2% de analogia entre eles (Figura 13B;
Anexo - Tabela A-3). A partir deste dado podemos concluir que a cultura
selecionou populac¢des do T. cruzi, assim como observado para o isolado 1931.
As populacbes do T. cruzi circulantes na fase aguda apresentaram uma
homologia total com o inéculo (100% de similaridade) (Figura 13B).
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Na fase cronica, para 0s animais ndo imunossuprimidos, observamos uma
similaridade de 97,1% com o inGculo. Para os animais imunossuprimidos a meédia
82,3% de bandas compartilhadas com o inéculo (Figura 13B; Anexo - Tabela A-
2).

O perfil genético do KDNA ap6s imunossupressao na fase crénica demonstrou

nao que houve selecéo de populac¢des do T. cruzi.
5 Discussao

Apesar da resposta imune desenvolvida pelo hospedeiro na Doenca de Chagas
cronica, o parasito sobrevive em niveis subpatentes e pode ser recuperado do
sangue circulante por meio de métodos parasitolégicos indiretos, como a
hemocultura e o xenodiagnéstico. E bem conhecido o fato de que a
imunossupressao pode levar a reativacdo da infeccdo nesta fase, tanto em
animais como no homem, como consequéncia de um desequilibrio imunolégico
do hospedeiro induzido por agéo de drogas imunossupressoras ou por infec¢des
associadas (PRATA, 1990). Os fatores envolvidos neste processo ndo estao
bem esclarecidos e podem estar relacionados a deplecéo seletiva da resposta

imune do hospedeiro, assim como com as caracteristicas intrinsecas do parasito.

Ja foi demonstrado que pacientes portadores de megaesodfago, uma das
manifestacbes da forma digestiva da doenca, apresentam uma deplecéo do
namero de linfécitos T CD4 no sangue circulante (LEMOS et al., 1998), sugerindo
gue esta forma clinica também poderia estar relacionada com a depressao da
resposta imune. Além disso, outros estudos mostram a importancia dos linfécitos
T CD4 no controle da Doenca de Chagas, possivelmente por meio de sua fungéo
auxiliar na producdo de anticorpos especificos (RUSSO et al., 1988;
KIERSZENBAUM, 1995).

Desse modo, merece destaque a caracterizagcdo bioldgica e genética e a
avaliacdo do potencial para reativacdo de amostras do T. cruzi isoladas de

pacientes portadores da forma digestiva da Doenga de Chagas. Com isso, novas
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pesquisas poderdo ser desenvolvidas, inclusive no campo da gendmica,
ampliando-se o conhecimento destas cepas com relagcdo a patogenicidade,
permitindo um melhor progndstico aos pacientes chagasicos que apresentarem

quadros de imunodepressao.

Em todo estudo experimental busca-se pré-requisitos que reproduzam a
infeccdo humana. Porém, durante o processo de isolamento do T. cruzi alguns
clones podem ser selecionados, dificultando a correlacdo entre as cepas e as
caracteristicas clinicas da doenca humana (DEANE et al., 1984; MACEDO;
PENA, 1998). Levando-se em conta que essas populacdes sofrem forte pressao
seletiva pelos processos de hemocultura, criopreservacao e cultivo em meio LIT,
e com menor intensidade pelo cultivo celular em macroéfagos, uma vez que estes
nao exigem penetracao ativa por parte do parasito (BURLEIGH; ANDREWS,
1995), a comparacao dos perfis genéticos das populac¢des do parasito presentes
no sangue do paciente e no inéculo dos animais € de extrema importancia para
avaliar se as populacdes do T. cruzi que serdo utilizadas realmente representam
aguelas presentes no paciente. Sobretudo se consideramos que as cepas
utilizadas neste trabalho foram isoladas dos pacientes na fase cronica da Doenca
de Chagas por meio da hemocultura, e que esse reisolamento pode variar de

acordo com o clone e suas associacoes (LANA et al., 2000).

Neste estudo, a selecdo de populacdes apos a passagem por cultivos em meio
LIT e celular foi detectada pela caracterizacdo genética do KDNA por meio da
técnica de LSSP-PCR para os dois isolados avaliados. Estes apresentaram
apenas 52%, em média, de bandas compartilhadas entre o sangue do paciente
e o0 inoculo, porém, ndo foi possivel definir qual foi o fator determinante dessa
selecdo. Este dado concorda com a afirmacéo de que a manutencéo do T. cruziin
vitro pode promover a perda de alguns clones incapazes de adaptacdo nesse
ambiente (DEANE et al., 1984; OLIVEIRA et al., 1998; OLIVEIRA et al., 1999), e
sugere a policlonalidade destes isolados, fato evidenciado na literatura entre os

isolados de fase aguda e cronica da infeccdo humana e de animais, como
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também em vetores pela analise de microssatélites (OLIVEIRA et al., 1998;
OLIVEIRA et al., 1999).

Contudo, nossos dados divergem daqueles apresentados por outros autores.
Lages-Silva e colaboradores (2001) mostraram que a hemocultura foi
representativa das popula¢des sanguineas em 78,6% de pacientes chagasicos
portadores de megaesofago. Outros autores observaram uma estabilidade dos
padrdes do KDNA em parasitos mantidos por longo tempo em cultura, mostrando
a auséncia de selecdo de populacbes do parasito em cultura (MOREL et al.,
1980; GOMES et al., 1991).

Portanto, os dados obtidos neste estudo devem ser tomados com cautela para
uma extrapolacdo para a doenca humana, ja que o indculo néo foi representativo

das populagdes do T. cruzi presentes no sangue dos pacientes.

O camundongo tem sido muito utilizado para o estudo de varias caracteristicas
da Doenca de Chagas, apesar de néo reproduzir fielmente a infeccdo humana.
Dados da literatura mostram que existem linhagens isogénicas susceptiveis
(C3H, BALBY/c) ou resistentes (C57BL/6) a infeccdo pelo T. cruzi. No entanto, o
uso de animais ndo isogénicos (Swiss), em avaliacdes experimentais, representa
uma boa ferramenta uma vez que estes sao constituidos por um grupo
heterogéneo a exemplo do que ocorre com a populacdo humana de areas
endémicas (LANA, 1981; ANDRADE et al., 2002; DEVERA et al., 2003).

No estudo de amostras do T. cruzi em condi¢des de laboratorio faz-se necessario
definir critérios que possibilitem o agrupamento destas em tipos e padrdes, tais
como viruléncia, patogenicidade, curvas de parasitemia, morfologia, tropismo
tecidual e alteracdes histopatolégicas (ANDRADE, 1976), aspectos esses que
podem ser avaliados ao se estudar o comportamento biolégico do parasito em

animais experimentais.

A viruléncia e a patogenicidade das cepas do T. cruzi caracterizam o

comportamento biolégico das mesmas e, conjuntamente, podem ser
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consideradas como os principais fatores ligados ao parasito, que determinariam
0 curso da infeccdo no modelo experimental. Segundo Andrade (1985), o
conceito de viruléncia esta relacionado a capacidade de multiplicagdo do
parasito em seu hospedeiro, e a patogenicidade se refere as caracteristicas mais
intrinsecas e constantes do T. cruzi e relacionadas a sua capacidade de produzir

lesdes teciduais e mortalidade.

A partir destas defini¢cdes, avaliamos a viruléncia, em funcdo da infectividade e
da parasitemia induzidas pelas cepas no modelo murino, a mortalidade e a

patogenicidade, relacionada ao tropismo tecidual e alteracdes histopatologicas.

A viruléncia dos isolados de T. cruzi foi avaliada pela capacidade infectante das
mesmas e pelos dados da parasitemia que incluem periodos pré-patente (PPP)
e patente (PP) e o pico maximo de parasitemia. A avaliacdo desses parametros
mostrou que os isolados do parasito avaliados neste estudo apresentaram baixa
viruléncia, permitindo a classificagdo dos mesmos no biodema Il de Andrade
(1985), que inclui cepas com picos de parasitemia ap0s 25 a 30 dias da infeccao

e baixa mortalidade dentro de 30 dias.

Um parametro utilizado em estudos do comportamento biolégico in vivo é a
infectividade das cepas do T. cruzi para camundongos, que € detectada por
exame a fresco, microhematdcrito, hemocultura, entre outros (LUQUETTI,
RASSI, 2000). A infectividade das formas de cultura do T. cruzi € controversa
sendo que alguns autores relatam a perda de infectividade para cepas mantidas
por periodos prolongados em meio de cultura e outros observam seu aumento
(BRENER et al., 1974).

As populagdes do T. cruzi podem perder a capacidade infectiva para
camundongos, apoés cultivo prolongado em cultivo celular (LANA et al., 2000).
Em nosso trabalho a manutencdo do parasito em meios de cultivos acelular e
celular por um periodo maximo de 60 dias ndo alterou a capacidade infectante

das mesmas, contudo, a andlise dessas populacdes mostrou que as formas
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tripomastigotas utilizadas no indculo ndo foram semelhantes as encontradas na

infecgcdo humana.

A infectividade é considerada uma importante variavel da viruléncia e dados na
literatura mostram que 80% das cepas que circulam na natureza apresentam
baixa ou média viruléncia para camundongos (ANDRADE et al., 1985; DEVERA
et al.,, 2002; TOLEDO et al., 2002). Neste estudo, ambos os isolados
apresentaram 100% de infectividade para os camundongos, fato que pode estar
relacionado a origem destes isolamentos, provenientes de pacientes portadores
da forma digestiva que podem apresentar baixos niveis de linfocitos T CD4
circulantes (LEMOS e t al., 1998). Bértoli e colaboradores (2006) mostraram
diferencas na infectividade das cepas de T. cruzi relacionadas a origem do
isolado, onde uma maior infectividade foi detectada em animais infectados pelas
populacées do T. cruzi isoladas de animais silvestres em relacdo as isoladas de

humanos e triatomineos.

De acordo com Fernandes e colaboradores (1997), PPP é um indicador de
viruléncia das cepas do T. cruzi, sendo considerada alta viruléncia quando menor
que oito dias e de baixa maior que 12 dias. Para as cepas do biodema Il os
valores médios do PPP variam de cinco a 12 dias (CAMANDAROBA et al., 2001,
DEVERA et al., 2002) e corroboram com os dados obtidos neste estudo, onde o
PPP médio foi de 12 dias.

A avaliagdo do PP da parasitemia do T. cruzi nas infecgbes experimentais em
camundongos, determinado pela positividade do exame de sangue a fresco,
mostram que este parametro nao é bem definido para as cepas do biodema llI,
fato também evidenciado neste estudo. A maioria destas cepas mantém uma

parasitemia baixa e patente até os 60 dias de observagcédo (DEVERA et al., 2002).

O pico maximo de parasitemia encontrado neste estudo (1,15x10* parasitos/mL
de sangue) nao foi suficiente para classificar as populagdes estudadas em alta,

média ou baixa viruléncia, ja que a literatura disponivel utiliza indices de
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parasitemia bastante varidveis para esta classificacdo. Para Fernandes e
colaboradores (1997), cepas de alta viruléncia alcangaram picos parasitémicos
de 13,1x102 parasitos/5 mms3 de sangue e as de baixa, 900 parasitos/5 mm3 de
sangue. Devera e colaboradores (2002) classificaram como cepas de alta, média
e baixa parasitemia respectivamente para aquelas com picos médios maiores
que 1500, entre 500 e 1499 e inferiores a 500 parasitos/5uL de sangue. Gomes
e colaboradores (2003) consideraram as cepas que apresentam parasitemia
sub-patente ou patente até 103 parasitos/mL de sangue como sendo de baixa
parasitemia, média quando os picos parasitémicos variam de 104 a 10°
parasitos/mL de sangue e alta para aquelas com picos maiores que 106
parasitos/mL de sangue.

A taxa de mortalidade foi de 15% para os isolados avaliados, valor comparavel
aos obtidos em outros estudos experimentais com cepas pertencentes ao
biodema Ill (ANDRADE et al., 1985; CAMANDAROBA et al., 2001; DEVERA et
al., 2002).

Apesar das cepas utilizadas terem sido escolhidas sem conhecimento anterior
de suas caracteristicas bioldgicas, o comportamento destas em camundongos
nao evidenciou na fase aguda da infeccdo nenhum padrdo que pudesse ser
associado a uma maior viruléncia das populagcbes do T. cruzi envolvidas na

forma digestiva da Doenca de Chagas humana.

As cepas do T. cruzi podem apresentar padrdes diferenciados associados com
alta, média e baixa parasitemia na fase crbnica da infeccdo experimental,
comportamento também observado em seres humanos nos quais predominam
parasitemia baixa ou ausente (CASTRO et al., 1983; JUNQUEIRA, 1996).

Multiplos fatores tém sido relacionados a sobrevivéncia das populacdes
sanguineas do T. cruzi, podendo ser determinados pelo estado imunologico do
hospedeiro e por mecanismos de escape do parasito. Entre estes podem ser
citados, a susceptibilidade das populacdes do T. cruzi a acdo do complemento
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(KRETLLI et al., 1979; BRAGA et al., 1993); capacidade de eliminar as proteinas
de superficie (capping-shedding) e clivagem da porcdo Fc dos anticorpos
aderidos a sua membrana (KRETLLI et al., 1979). Do mesmo modo deve-se
levar em consideracdo a presenca de cepas multiclonais com diferentes
caracteristicas biologicas e niveis de resisténcia a resposta imune do hospedeiro
com possivel associacao ao potencial para reativacdo (PEREZ-RAMIREZ et al.,
1999).

A infeccdo pelo T. cruzi perdura por toda a vida do hospedeiro, em niveis
subpatentes, e ndo ocorrem reagudizacdes na infeccdo crbnica, a ndo ser em
condicbes excepcionais relacionadas a inducdo de imunossupressao
(LUQUETTI; RASSI, 2000).

A literatura referente a capacidade de reativacdo das cepas do T. cruzi na fase
cronica da infeccdo nao avaliam a parasitemia dos animais antes da
imunossupressdo. Neste estudo, a parasitemia na fase cronica antes do inicio
da imunossupressao foi avaliada pela técnica do microhematdcrito, a fim de se
determinar uma compara¢do com a mesma durante a imunossupressao e assim
permitir a caracterizacdo do processo de reativacdo. A utlizacdo do
microhematdcrito € uma importante estratégia, ja que permite evidenciar o
aumento progressivo da parasitemia evidenciado em cruzes mesmo antes da
sua deteccéo pelo exame a fresco, detectado pelo método quantitativo de Brener
(1962) ou pela camara de Neubauer, onde a sensibilidade de deteccéo € de
1x10% parasitos/mL.

No modelo murino foi comprovado que a imunossupressdo causada pela
ciclofosfamida na fase aguda da infec¢do pode induzir uma parasitemia até 10
vezes maior quando comparada aos camundongos ndo imunossuprimidos
(TOLEDO et al.,, 1991). Dados na literatura demonstram que o nivel de
parasitemia na fase cronica da infeccao entre os pacientes HIV+ € muito maior
gue em HIV- (LAGES-SILVA et al.,, 1996; PEREZ-RAMIREZ et al., 1999,
SARTORI et al., 2002), o que pode ser explicado pela depressao da imunidade
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celular, entre os pacientes portadores do HIV, que é um fator essencial no
controle do T. cruzi em todas as fases da doenca (CALABRESE, 1999; SARTORI
et al., 1999). A elevada parasitemia detectada nos pacientes imunodeprimidos
parece desempenhar o principal papel nos casos de reativacdo da Doenca de
Chagas (PEREZ-RAMIREZ et al.,, 1999). Os dados obtidos neste estudo
divergem do acima exposto, pois néo foi possivel estabelecer uma relagcéo entre
a parasitemia na fase cronica e a capacidade de reativagao dos isolados (Tabela
4; Figura 5).

Os resultados encontrados neste trabalho mostraram que o processo de
reativacao ocorreu em 88,5% dos animais imunossuprimidos e em todos aqueles
nao imunossuprimidos, sendo observado nos animais inoculados com os dois
isolados de T. cruzi, mostrando que este processo ndo foi cepa-dependente. A
literatura apresenta equivocos quando afirma que a reativacdo do T. cruzi na
fase cronica da infeccdo € um fendbmeno cepa-dependente: Pereira e
colaboradores (1996) observaram que a porcentagem de reativacdo na fase
cronica da infeccao experimental pode variar de 10,7% a 90,3%, de acordo com
a cepa inoculada, e Brener e Chiari (1971) demonstraram que 0 processo de
reativacao foi mais evidente com a cepa CL em relacéo a cepa Y. A reativacao
da Doenca de Chagas seria um processo cepa-dependente se fosse observado

para algumas cepas e ndo em outras.

Os animais imunossuprimidos apresentaram uma maior sensibilidade a acéo da
ciclofosfamida, evidenciada por uma maior porcentagem de animais reativados
entre 0 primeiro e o segundo ciclo de tratamento e taxa de mortalidade de
aproximadamente 77% apds o segundo ciclo, demonstrando que para esses

parametros houve uma correlagcdo com o tratamento imunossupressor.

O exame de sangue a fresco durante o tratamento com ciclofosfamida foi
realizado, devido a sua baixa sensibilidade (1x10% parasitos/mL), somente
nagueles animais que apresentaram microhematdcrito altamente positivos (+++

ou ++++), e observamos a positividade deste teste somente entre animais que
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receberam o tratamento com a ciclofosfamida. Este dado também sugere que
houve uma maior intensidade do processo de reativagdo associada ao

tratamento imunossupressor.

Estudos experimentais tém evidenciado diferengcas no comportamento biolégico
das cepas do T. cruzi, as quais podem estar relacionadas a variedade de
manifestacfes histopatologicas e clinicas encontradas na infeccdo humana
(ANDRADE, 1974; MELO; BRENER, 1978). Infec¢cbes experimentais agudas
em camundongos com diferentes cepas do T. cruzi mostram uma grande
diferenca na distribuicdo e intensidade de lesdes teciduais (MELO; BRENER,
1978) e na fase crbénica os parasitos sdo escassos e dificilmente evidenciados
pelas técnicas de rotina histopatoldgica, e as lesdes podem ser focais ou difusas
principalmente no coracdo, e apenas focais nos demais érgaos (ANDRADE,
1999).

Neste estudo, o parasitismo tecidual foi avaliado por meio da coloragéo pela HE,
gue é classicamente empregada tanto em tecidos humanos como de modelos
experimentais, € que nos casos de reativacdo poderia dar uma imagem mais

sensivel do aumento do parasitismo tecidual induzido pela reativagéo.

Na fase aguda da infeccdo 20% dos camundongos apresentaram parasitismo
tecidual do tecido cardiaco e da bexiga, concordando com a maioria dos relatos
gue mostram que o coragdo € o 6rgado mais parasitado (CARNEIRO et al., 1991;
DEVERA et al., 2002; SILVA et al., 2006), além de ser o segundo principal alvo

do parasito em pacientes imunodeprimidos.

Na fase cronica da Doenca de Chagas, a literatura mostra que o parasitismo
tecidual apresenta uma marcante reducdo em funcdo do desenvolvimento de
mecanismos imunes eficientes no controle do parasitismo (TEIXEIRA et al.,
1991; OLIVEIRA et al., 1993; DEVERA et al., 2002). Contudo, nossos dados sao
divergentes e mostram que 0s animais imunossuprimidos mostraram um

parasitismo igual e 0s ndo imunossuprimidos mostraram um parasitismo mais
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elevado que o observado na fase aguda. Entre os animais imunossuprimidos foi
encontrado parasitismo apenas do musculo esquelético. J4 entre os animais ndo
imunossuprimidos observamos parasitos no coragcdo e na musculatura lisa da
juncao esbtfago-gastrica. Esses dados divergem do que seria esperado devido a
origem destes isolados e deplecédo da resposta imune gerada pelo tratamento

imunossupressor.

Os trabalhos disponiveis na literatura em geral avaliam o efeito de agentes
imunossupressores apenas na fase aguda da infeccéo pelo T. cruzi, tornando
dificil a comparacdo com nossos dados. A excecdo é um trabalho que utilizou
como modelo experimental o roedor silvestre Calomys callosus, tratado com
ciclofosfamida seis meses ap6s a infeccdo, onde os autores encontraram um

aumento no parasitismo do musculo cardiaco (TANIWAKI et al., 2005).

O T. cruzi € um protozoario que tem a habilidade de infectar diferentes tipos de
células no hospedeiro mamifero, nas quais ocorre a multiplicagdo das formas
parasitarias que levam a sua ruptura, com liberacdo de parasitos e organelas.
Esses induzem uma reacdo imune rapida, parasito-especifica e mediada por
células e em consequéncia, processos inflamatérios ao redor de areas de
necrose (ANDRADE, 1999; TAFURI, 1999). As lesGes produzidas pela infec¢do
com o T. cruzi sdo causadas, direta ou indiretamente, por diversos fatores
relacionados tanto ao parasito (tropismo, viruléncia, cepa, constituicdo
antigénica, caracteristicas genéticas, etc.) quanto ao hospedeiro (genética, sexo,
idade, estado nutricional, resposta imune, etc.) (TAFURI, 1999).

Na fase aguda da doenca o parasito é facilmente encontrado nos tecidos,
contudo nao existe em todos 0s casos uma correlagdo entre a presenca do
parasito e a intensidade das lesdes, principalmente pela destruicdo de células
nao parasitadas (RIBEIRO DOS SANTOS; HUDSON, 1980). Neste estudo o
coracao foi o orgdo mais afetado por lesbes inflamatdrias, seguido pela
musculatura lisa das jun¢ées gastrintestinais, apresentando lesdes inflamatorias

mesmo na auséncia de parasitismo tecidual, corroborando com os achados de
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Silva e colaboradores (2006), que observaram o0 mesmo comportamento
experimental em 75% das cepas estudadas. Na fase crbnica da infeccéo
ocorreu uma reducdo do processo inflamatério entre os animais tratados com
ciclofosfamida apenas na musculatura lisa das juncdes gastrintestinais. No
coracdo e no musculo esquelético o tratamento imunossupressor levou a um
aumento no numero de animais com lesdes inflamatdrias destes tecidos. Estes
resultados corroboram com o0 € apresentado na literatura quando a
imunossupressao realizada na fase crbnica induziu um aumento dos processos
inflamatorios no coracdo, musculo esquelético e cérebro de modelos
experimentais (ANDRADE et al., 1997; TANIWAKI et al., 2005). Contudo existem
evidéncias de que a imunossupressao exerca um papel na diminuicdo e
modificacdo da reacdo inflamatoria induzida pelo T. cruzi (TARLETON, 1988).
Guerra e colaboradores (2001) mostraram que o tratamento de ratos com
ciclofosfamida, cinco dias ap6s a infeccdo pelo T. cruzi, impediu o
desenvolvimento de miocardite aguda, fato também evidenciado por Calabrese
e colaboradores (1996; 2000; 2003), no entanto, quando o tratamento foi
realizado dois dias antes da infec¢céo, ocorreu aumento no processo inflamatario.
Estes dados sugerem que o desenvolvimento destes processos inflamatorios é
dependente do tempo e da dose de ciclofosfamida administrada.

Hoje em dia, a propagacao da infeccéo pelo HIV tem possibilitado a ocorréncia
da coinfeccdo com a Doenca de Chagas, que, no decorrer da imunodepressao,
pode levar a quadros graves de reativacdo da Doenca de Chagas. Essa
manifestacao clinica da Doenca de Chagas € pouco estudada e néo se sabe se

existem populacdes do parasito associadas a maior potencial para reativacao.

Em areas endémicas, os pacientes podem se infectar por multiplos contatos com
diferentes vetores triatomineos que, por sua vez, podem alimentar-se em
diferentes individuos infectados favorecendo a formacdo de populacdes

policlonais nos vetores e hospedeiros. Porém, com o desenvolvimento da


http://lattes.cnpq.br/0305265751416285
http://lattes.cnpq.br/0305265751416285
http://www.liphscience.com/

ISSN 2358-3657
50

SANTOS, Wanessa Maria dos; SILVA, Eliana Lages; ANDRADE, Cristiane Pontes. Biological
characterization and evolution of the potencial for reativation of Trypanosoma cruzi populations
isolated form patients with the digestive form of Chagas Disease. Translation by: Euripedes
Humberto Borges LIPH Science, v. 3, n. 1, p.1-67, Jan./Mar., 2016. www.liphscience.com

doenca humana, alguns clones podem ser eliminados por sua incapacidade de
propagacgéao ou pela agdo de mecanismos de defesa do hospedeiro vertebrado,
que atua como um filtro biologico, reduzindo a complexidade da linhagem
infectante (MACEDO; PENA, 1998; OLIVEIRA et al., 1998; MACEDO et al.,
2004). Deste modo, as cepas obtidas de pacientes na fase crénica da infeccéo
tendem a ser geneticamente menos complexas, apresentando menor viruléncia
quando comparadas aquelas isoladas na fase aguda (FERNANDES et al., 1997;
MACEDO; PENA, 1998; DEVERA et al., 2002).

A comparacdo da variabilidade genética do kDNA das populac¢des do T. cruzi
presentes no sangue dos pacientes no momento do isolamento demonstrou que
as amostras do T. cruzi constituem dois grupos genéticos bem definidos e

polimorficos entre si, porém unidos ho mesmo braco do fenograma.

Ha a hipétese de que a imunossupressao poderia possibilitar a exacerbacédo de
subpopulacdes do T. cruzi controladas pelos mecanismos imunes do
hospedeiro, uma vez que o parasito é constituido por uma mistura de populacées
com diferentes perfis genéticos e bioldgicos. Evidéncias experimentais
demonstram que ap6s imunossupressdo do hospedeiro podem surgir
polimorfismos na sequéncia dos minicirculos do T. cruzi, gerando o
aparecimento de novas populaces do parasito associadas a reativacao
(PACHECO; BRITO, 1999). A semelhanca dos perfis genéticos encontrado nas
cepas associadas a reativacao da doenca de Chagas em humanos abre novas
perspectivas para a identificacdo de sequéncias de DNA que possam diferenciar

essas populagbes em pacientes chagasicos submetidos a imunodepresséao.

Uma selecao de populagdes do T. cruzi foi evidenciada entre os isolados obtidos
durante o periodo de imunossupressdo entre os camundongos infectados
apenas com isolado 1931. Marques de Brito e colaboradores (2003)
recuperaram populacdes geneticamente divergentes da cepa parental apés
imunossupressdo experimental em camundongos apenas quando a cepa

inoculada foi obtida de paciente com reativagao.
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Para o isolado 1956 houve uma homogeneidade nos padrées genéticos obtidos
nas diversas fases do estudo, mostrando auséncia de selecdo de populag¢des do
parasito inoculadas nos animais ap0s a imunossupressdo. Perez-Ramirez e
colaboradores (1999) afirmam que a imunodepressdo ndo induz o

estabelecimento de novos gendtipos do T. cruzi.

Neste estudo, a variabilidade do KDNA das populac¢des do T. cruzi circulantes no
sangue do paciente foram comparadas com aquelas presentes no indculo dos
camundongos e aquelas isoladas no decorrer da infeccdo experimental. Como
anteriormente discutido, foi detectada selecdo de populacbes do parasito
durante o processo de isolamento, dificultando a validacéo este estudo para a
extrapolacdo aos casos humanos, uma vez que as populagbes do parasito
inoculadas nos camundongos nao foram totalmente representativas daquelas

presentes no sangue do paciente.
6 Conclusbes
Os isolados de pacientes com a forma digestiva apresentaram parasitemia

patente, porém baixa, durante todo o periodo de avaliacao.

Constatou-se periodo de ocorréncia do pico de parasitemia (média de 33,5 dias)
e a baixa taxa de mortalidade (15%), equivalente ao observado para as cepas
do biodema Il por Andrade (1985).

O estudo histopatoldégico na fase aguda mostrou a presenca de formas

amastigotas somente no coragéo e na bexiga.

Na fase cronica ndo houve diferenca estatistica significativa no numero de

animais, imunossuprimidos ou ndo, que apresentaram amastigotas teciduais.

O tropismo tecidual pela musculatura lisa das junc¢des gastrintestinais so foi

observado entre 0s animais ndo imunossuprimidos.
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Na fase aguda houve um maior processo inflamatorio nos tecidos cardiaco e

muscular liso das juncdes.

Na fase cronica do estudo observou-se um maior niUmero de animais com
inflamacédo do tecido cardiaco entre aqueles imunossuprimidos. O inverso

ocorreu para as juncdes gastrintestinais.

N&o foi possivel estabelecer uma correlagédo entre a parasitemia na fase cronica

e a capacidade de reativacdo dos isolados.

O processo de reativacdo da parasitemia na fase cronica da infeccéo foi
observado independentemente do tratamento com a ciclofosfamida. Contudo,
pode-se afirmar que ocorreu de forma mais intensa entre 0s animais
imunossuprimidos, pois estes apresentaram parasitemia detectada também pelo

exame a fresco.

A analise dos dados da caracterizacdo genética mostra que houve uma
tendéncia a emergéncia de populac¢des do T. cruzi apés imunossupressao na
fase crénica da infeccdo, detectada pela técnica de LSSP-PCR, apenas para o

isolado 1931, sugerindo um processo de reativacdo cepa-dependente.

A caracterizagdo genética mostrou que as populacdes do T. cruzi presentes no
material inoculado nos camundongos foi divergente daquelas encontradas no
sangue dos pacientes, mostrando que os resultados obtidos neste estudo nao

podem ser extrapolados para os casos humanos da Doenca de Chagas.
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