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TRIPOMASTIGOTA MUITO LARGO COMO PADRAO MORFOLOGICO DE
CEPAS DO TRYPANOSOMA CRUZ/ DO EXTREMO SUL DO BRASIL?

BRUNO R. SCHLEMPER JR.", MARIA MARCIA I, ISHIDA™*,
MARIO STEINDEL** & ROGERIO GARGIONI ™"

Foi estudado, em camundongos, 0 padrdo morfoligico-evolutivo de tripomastigotas san-
guineos de cinco cepas silvestres de Trypanosoma cruzi de Santa Catarina. Os resultados mostra-
ram predominio da forma muito larga { > 70%/ ao longo de toda a fase aguda de infec¢d@o em qua-
tro cepas de média viruléncia. Com uma cepa de elevada viruléncia, a forma delgada foi prevalente
no periodo inicial de infecedo seguido de maior ocorréncia da muito larga.

Tendo em vista que a maioria das cepas de T. cruzi que possuem predominio da forma
muito larga foram isoladas no sul do Brasil {Rio Grande do Sul e Santa Catarina) e que existem
evidéncias de diferentes comportamentos biologicos entre estes parasitas sanguineos, 0s autores
stgerem a investigacdo de possiveis correlacoes dos padroes morfologicos com os aspectos epide-
miologicos e clinicos da doenga de Chagas.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi — cepas silvestres — morfotogia de tipomastigotas sanguineos —
virniéncia — doenca de Chagas cxperimental

O polimorfismo do Trypanosoma cruzi foi constatado por Chagas (1909) que descreveu o
encontro de formas delgadas e largas no sangue periférico humano ¢ de animais infectados. Pereira
da Silva (1959) referiu o encontro de formas deigadas, intermedidrias ¢ largas em camundongos
experimentalmente inoculados e Brener & Chiari (1963) utilizaram o critério morfolégico como
parimetro para classificar sete cepas de 7. cruzi em tres tipos, conforme predominassem Os para-
sitos delgados, largos ou muito largos.

Apesar deste polimorfismo, os trabalhos existentes na literatura, quer com cepas de 7.
cruzi de origem silvestre, de triatomineos domiciliados ou de casos humanos, mostram que a gran-
de maioria delas exibe, quando inoculadas em camundongos, nitido predominio da torma larga
(Walton et al., 1958; Andrade, Carvalho & Figueira, 1970; Andrade, 1974; Schlemper Jr., 1982;
Cameiro, 1982). Raros sdo os parasitos que apresentam, ao longo de toda a fase aguda, prevaléncia
da forma delgada, como ocorre com as cepas Y e Berenice (Brener & Chiart, 1963) e pouco fre-
qliente é o achado de cepas cuja caracteristica morfoldgica seja a predominancia de tripomastigota
muito largo (Carneiro, 1982; Urdaneta-Morales, 1983). Comportamento desta natureza também
foi registrado por Brener & Chiari (1963) com trés cepas de T. cruzi do Rio Grande do Sul e classi-
camente conhecidas por FL, CL e MR. Recentemente verificamos padrdo semelhante, com predo-
minio da forma muito larga, em duas cepas silvestres de 7. cruzi de Santa Catarina. Uma delas €
procedente da capital do Estado (Floriandpolis) e a outra de municipio situado na divisa com o
Rio Grande do Sul {(Schlemper Jr. et al., 1983).

Em face destes resultados preliminares e objetivando verificar se a forma muito larga é
predominante em cepas de 7. cruzi do extremo sul do pais foram estudadas outras tré€s cepas 150-
ladas em diferentes regiGes de Floriandpolis. No presente trabalho sao apresentados os dados sobre
a morfologia dos tripomastigotas sanguineos e a viruléncia das cinco cepas do parasito isoladas de
Santa Catarina. A importancia deste tipo de cstudo é decorrente da existéncia de cepas de T. cruzi
com caracteristicas hioldgicas distintas {Brener, 1977) e pelo fato de que os parasitos muito largos
sdo mais adaptados para evoluirem nos vetores (Howells & Chiari, 1975), sdo pouco aptos para
infectarem células de cultura de tecidos (Bertelli & Brener, 1980) e sdo resistentes a lise mediada
por complemento (Krettli & Nussenzweig, 1977).

MATERIAL E METODOS

Foram estudadas cinco cepas de 7. cruzi de origem silvestre provenientes de Santa Cata-
rina e isoladas em camundongos albinos por inocula¢do intraperitoneal de tripomastigotas meta-

Trabalho realizado com auxilio do CNPq (PIDE V).

*Departamento de Microbiologia e Parasitologia da Universidade Federal de Santa Catarina e Departamento de
Satde Piblica da Secrctana Estadual de Satde. 88049 Floriandpolis, SC, Brasil.

**Bolsistas do Conselho Naciona) de Desenvolvimento Cientrtico ¢ Tecnologico.
Recebido para publicacdo em 27 de setembro de 1985 ¢ aceito em 14 de marco de 1986.



192 BRUNO SCHLEMPER JR. ET AL.

ciclicos obtidos das seguintes fontes: cepa SC-1, das fezes de Panstrongylus megistus capturado na
localidade de Timbopeba, municipio de Sdo Jodo do Sul, na divisa com o Estado do Rio Grande
do Sul; cepa SC-5, das fezes de P. megistus capturado na localidade de Morro das Pedras, munici-
pio de Floriandpolis; cepa SC-7, das fezes de F. megistus coletado na localidade de Lagoa da Con-
ceicdo, Florianépolis; cepa SC-15, por xenodiagndstico, de gsambd naturalmente infectado e cepa
SC-20. das fezes de P. megistus, ambas da localidade de Ribeirdo da Ilha, Florianopolis. As cepas
eram mantidas em laboratério por passagens seriadas em camundongos albinos, com inoculagdo
intraperitoneal de parasitos sanguineos. Os repiques para a SC-1 eram feitos com intervalos de 15

a 20 dias e, para as demais, a cada 25-30 dias.

Para a caracterizacdo morfolégica do T. cruzi, camundongos albinos foram inoculados
com parasitos sanguineos e o estudo feito em esfregagos de sangue corados pelo Giemsa. Para cada
dia de contagem eram coradas de 10 a 15 laminas obtidas de dois a trés animais e, percorrendo-se
toda a extensdo dos esfregacos contavam-se, ao acaso, 300 formas sanguineas. Em algumas poucas
ocasiGes, devido a baixa parasitemia existente na fase inicial e final da infec¢ao aguda, contou-se
nimero menor de flagelados. Para a cepa SC-1, a contagem foi efetuada entre o 80 ¢ 169 dia da
182 passagem, apos cerca de 11 meses de isolamento. Para as demais cepas, a contagem diferencial
foi iniciada entre 13 e 16 dias e concluida entre 24 e 30 dias de infec¢do, num total de cinco a oito
dias de estudo, realizada entre a 23 ¢ 102 passagem em camundongos.

A classificacio morfologica dos tripomastigotas sanguineos foi feita de acordo com oS
critérios de Brener & Chiari (1963), em formas delgadas (“‘slender™), largas (‘““broad”’) e muito lar-

gas (“‘stout”).

O estudo da viruléncia das cepas foi realizado em camundongos albinos inoculados com
5+ 103 tripomastigotas sanguineos, conforme técnica e critérios referidos por Schlemper Jr.
, p p

(1982).
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Fig. 1: percentagem de formas delgadas, largas e muito largas de
tripomastigotas sanguineos em camundongos infectados com
cepas de Trypanosoma cruzi de elevada (SC-1) e média viruléncia
(SC-5, SC-7, SC-15 e SC-20).
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RESULTADOS

O estudo do polimorfismo de tripomastigotas sanguineos das cinco cepas silvestres de
T. cruzi revelou um padrdo morfoldgico semelhante em todas elas, com nitide predominio da
forma muito larga ao longo de todo o periodo de observagdo (Fig. 1). Porém, com a cepa SC-1,
de elevada viruléncia, nos dois primeiros dias de contagem diferencial (89 e 99 dias) observou-se
uma maior prevaléncia da forma deigada que, gradativamente foi diminuindo sua freqiiéncia com
o desenvolvimento da infec¢do enquanto que os parasitos muito largos passaram a constituir a
maioria absoluta a partir do 119 dia, atingindo até 96,4% dos tripomastigotas contados aos 16
dias. A forma larga, presente em todos os dias de estudo, ocorreu em percentual relativamente

baixo, variando de 3,3% a 3] ,3%.

Com as demais quatro cepas de média viruléncia (SC-5, SC-7, SC-15, SC-20), o compor-
tamento morfologico do T, cruzi foi muito homogéneo, com predominio absoluto da forma muito
larga em todos os dias da fase aguda, em percentuais nunca inferiores a 70% dos parasitos con tados.
Em vdrias ocasides, esta forma constituiu a totalidade ou a quase totalidade dos tripomastigotas,
com freqiiéncias superiores a 90%. A forma delgada do T. cruzi (Fig. 2-A) esteve presente em quase
todos os dias, mas sempre com percentuais extremamente reduzidos, jamais ultrapassando 10% dos
tripomastigotas ¢ raramente sendo encontrada na fase final de contagem. A forma larga (Fig. 2-B),
quase sempre detectada, também ocorreu em percentual muito baixo, excepcionalmente represen-

tando 20% dos flagelados.

Os tripomastigotas muito largos s3o formas grandes, anormalmente largas, com citoplasma
intensamente vacuolizado, cinetoplasto volumoso de localizagdo terminal ou sub-terminal e nucleo

situado, em geral, em posi¢do mais anterior (Fig. 2-C, D).

IFig. 2: tripomastigotas sanguineos de Trypanosoma cruzi da cepa SC-1. A — Forma delgada; B — Forma larga;
(e D - Formas muito largas (x 1.250).
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Fig. 3: curva de parasitemia em camundongos inoculados com
5 x 10% tripomastigotas sanguineos de 7. cruzi da cepa SC-1,
de elevada viruiéncia.
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[Fig. 4: curva de parasitemia em camundongos inoculados com

5 x 103 tripomastigotas sanguincos de T. cruzi da cepa SC-5,
de média viruléncia,
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Em relagdo a viruléncia das cepas de 7. cruzi, a SC-1 foi classificada como de elevada viru-
Iéncia (Fig. 3) por exibir periodos pré-patentes curtos (6 a 13 dias), parasitemia sempre crescente,
atingindo até 7x10° /0,1 ml sangue, e causar a morte de todos os animais. As demais quatro cepas
(SC-5, SC-7, SC-15 e SC-20) apresentaram curvas de infec¢ao muito semethantes entre si ¢ foram
classificadas como sendo de média viruléncia (Fig. 4) por determinarem periodos pré-patenies de
8 a 15 dias, parasitemia mdxima de 5x10%*/0,1ml de sangue, em tomo de 30 dias, e mortalidade
de 10 a 70%. A viruléncia das cepas nédo se alterou com a manutencio em laboratério.

DISCUSSAQ

Os trabalhos sobre 0 comportamento morfo-biolégico de cepas de T. cruzi mostram que a
existéncia de varia¢Oes intra-especificas ¢ um fendmeno muito bem caracterizado e que tem sido
evidenciado com o estudo de vdrios parimetros experimentais (Schlemper Jr., 1982). Além das
diferenciacdes biologicas as cepas do flagelado sdo classificadas, de acordo com a morfologia dos
tripomastigotas sanguineos, em forma delgada, targa ¢ muito larga (Brener & Chiari, 1963). Brener
(1977) introduziu o termo “polar” para agrupar parasitos com caracteristicas morfoldgicas, biold-
gicas, imunolodgicas ¢ bioquimicas bem distintas e utilizou as cepas “Y” ¢ “CL” como representan-
tes “tipos” e que apresentam, respectivamente, predominio da forma delgada ¢ da muito larga.
As cinco cepas estudadas no presente trabalho tiveram comportamento morfolégico semelhante
as populacGes do tipo “CL”, pois ocorren predominio da forrma muito larga na fase final ou ao

longo de todo o periodo de observacio.

Por outro lado, os autores que realizaram abordagens morfolégica-evolutivas do 7. cruzi
em infec¢Bes agudas de camundongos, incluindo o presente trabalho, mostraram que os parasitos
sartguineos exibem varios tipos diferentes de comportamento seqiiencial. Apesar disto, conforme
a Tabela I, a maioria das cepas de 7. cruzi que circulam na natureza apresentam nitido predominio
da forma larga em toda a infec¢do ou, pelo menos, na maior parte dela, pois este fendmeno ocor-
reu com 34 (72,3%) das 47 cepas. Verifica-se, também, que apenas duas cepas (Y e Berenice) pos-
suem predominio da forma delgada nas duas fases da infec¢do aguda (Brener & Chiari, 1963).

Por sua vez, das onze cepas de T. cruzi que tém a forma muito larga predominante, oito
sdo procedentes do extremo sul do pais. As cinco cepas por nds estudadas (origindrias de quatro
tocalidades diferentes de Santa Catarina) e as trés descritas por Brener & Chiari (1963), de pelo
menos duas localidades do Rio Grande do Sul, exibiram este tipo de comportamento. Resultados
idénticos obtivemos em gambads naturalmente infectados da Ilha de Santa Catarina, pois em dois
animais examinados em vdnios dias sucessivos a forma muito larga foi dominante, constituindo de
70% a 100% dos parasitos contados. Esses dados sugerem que este padrio morfolégico possa ser
dominante em cepas de 7. cruzi desta drea do pais e represente uma caracteristica de distribuic¢do
regional localizada. Neste sentido, Andrade, Brodskin & Andrade (1983) mencionaram que cada
area geogrdfica parece ter um mesmo tipo de cepa e Andrade (1974) demonstrou que as cepas
isoladas da Bahia exibem predominio da forma larga.

A identidade morfolégica do T. cruzi parece ser um cardter intrinseco do parasito, pois o
padrio morfologico-evolutivo da cepa é mantido em animais imunologicamente deficientes e em
sistemas “in vitro” de cultura de células a 379C (Urdaneta-Morales, 1983) ou, ainda, utilizando
animais como filtros bioldgicos para determinadas formas do parasita (Pereira da Silva, 1959;
Howells & Chiari, 1975). Segundo Urdaneta-Morales (1983) o pleomorfismo do 7. cruzi ndo é
dependente de anticorpos ou outros mecanismos imunes do hospedeiro e as variagdes na morfo-
logia seqliencial dos tripomastigotas devem resultar de variagGes intrinsecas das cepas. A preser-
vacdo da caracteristica morfologica das cepas apds vdrios anos de manutencdo em laboratério foi
obscrvada por Belda Neto & Ribeiro (1983). Estes dados sugerem que a morfologia dos parasitos
sanguineos € uma caracteristica constante que independe do hospedeiro e que pode servir como

um importante marcador para classificar cepas de T. cruzi

Correlac6es morfolégicas e biologicas experimentais foram demonstradas em vidrias cepas
de T. cruzi, com estreita associacdo entre prevaléncia da forma delgada e intensa reproducdo do
parasita na fase inicial de infeccdo (Brener, 1965; Andrade, Carvalho & Figueira, 1970; Schlemper
Jr., 1982). Idéntica correlacdo foi observada na cepa SC-1, pois ocorreu prevaléncia da forma del-
gada e elevada parasitemia na fase precoce de infeccdo. Além disso, as cepas que exibem inicial-
mente predominio desta forma seguido de prevaléncia da muito larga sdo, geralmente, cepas de
elevada viruléncia, com parasitemia sempre ascendente ¢ 100% de mortalidade dos animais. Este
curso da infecc¢do foi demonstrado para as cepas CL e FL (Brener, 1965), bem como por Carneiro
(1982), com duas cepas. Igualmente, a cepa SC-1, que é de elevada viruléncia, apresenta morfologia
dos parasitos e curso da infeccdo nos camundongos semelhantes aos determinados pelas cepas
“tipo” CL, sugerindo a existéncia de correla¢ido entre 0 comportamento morfoldgico-evolutivo dos



tripomastigotas sanguineos e a curva de parasitemia. Aparentemente a parasitemia ascendente ¢
dependente da penetragdo tissular das formas delgadas e acumulagdo gradual dos tripomastigotas
muito largos na corrente sanguinea (Bertelli & Brener, 1980).

TABELA

Padrio motfoldgico evolutivo de tripemastigotas sanguineos na fase aguda de camundongos infectados com 47 cepas de Trypanosoma
cruzi

Cepas de Trypanosoma cruzi Forma Predominante
Autores
Designacio Procedéncia N©O Fase Apuda Inicjal [ Fase Aguda Final

Brener & Chian (1963) Y :Berenice Sdo Paulo 2 delgada delgada
Walton et al. (1938) Estados Unidos 1 delgada larga
Andrade et al, (197() Peruana Peru ] delgada larga
Schlemper Jr. (1982) VL-10;1g—6 Minas Gerais 2 delgada larga
Carneirc (1982) 167, 207 Minas Gerais 2 delgada larga
Andrade et al. (1970) Sio Felipe Bahia 1 delgada = larga larga
Andrade et al. {1970) Colombiana Coldmbia 1 larga larga
Brener & Chiari (1963) ABC:PNM Brasil 2 larga larga
Andrade (1974) Diversas Bahia 16 larga larga
Schlemper Jr. (1982) ﬂli—g;.ﬂi—%;l‘w’L—al;VL—T Minas Cerais 5 larga larga
Carneiro (1982) 229; 84 Minag Gerais 2 larga larga
Carneiro {1982) 144 Minas Geraijs 1 delgada delgada = muito larga
Cameiro (1982} 147 Minas Gerais 1 delgada muite larga
Urdaneta-Morales (1983} Brasil Brasil 1 delgada muito larga
Brener (1965) FL;CL: MR Rio Grande do Sul 3 delgada muito larga
Presente Trabalho SC-1 Santa Catarina 1 delgada muito larga
Presente Trabalho SC-5:8C~7:8C-15;:8C-20 Santa Catarina 4 muito larga muito larga

Por sua vez, as cepas que apresentam predominio da forma larga ou da muito larga desde
a fase inicial de infec¢do geralmente exibem padrdo unico de curva de parasitemia, com ascensao
lenta e gradual, picos mdximos entre 20 e 30 dias, seguido de diminui¢do também lenta do nimero
de tripomastigotas e com mortalidade muito varidvel. Este comportamento foi observado em inu-
meras cepas de T. cruzi analisadas por védrios autores (Brener, 1965; Andrade, 1974, Carneiro,
1982; Schlemper Jr., 1982), bem como pelas quatro cepas de média viruléncia estudadas no pre-
sente trabalho, que cursam sempre com predominio da forma muito larga e também exibem este
tipo de evolugdo parasitolégica. Estes dados reforcam a existéncia de relag@o entre o padrao mor-
foldgico-evolutivo dos parasitos e o curso da infeccdo experimental.

Se o predominio da forma muito larga tem alguma correlagdo com 0s aspectos epidemio-
légicos e clinicos da doenga de Chagas na regido sul do Brasil ¢ um aspecto a ser investigado. Apa-
rentemente, porém, o predominio de parasitos muito largos, encontrado nas cepas do presente tra-
balho, pode ser um dos fatores responsdveis pelos elevados indices de infecc@o natural pelo 7. cruzi
(84 ,4%) em ninfas de Panstrongylus megistus silvestres na Iltha de Santa Catarina (Schlemper Jr.
et al., 1984: Steindel et al., 1984). Da mesma maneira, a taxa de infec¢do pelo 7. cruzi em Tria-
toma infestans domiciliade no Rio Grande do Sul é também bastante elevada, da ordem de 56,6%
(Coutinho, Pinto & Barbosa, 1952). Observa¢Ses de outros autores reforgam a participagdo desta
forma do flagelado na infecgdo dos triatomineos, pois os parasitos muito largos sdo mais adaptados
para evoluitem nos vetores (Pereira da Silva, 1959; Howells & Chiari, 1975} e ndo penetram nos
tecidos dos animais quando inoculados por via intravenosa, permanecendo circulando no sangue
periférico por vdrios dias (Brener, 1969; Howells & Chiari, 1975). Esta forma € tambem pouco
apta a infectar células de cultura de tecidos (Deane, Kloetzel & Milder, 1976, Bertelli & Brener,
1980), ndo ¢ aglutinada por soro imune (Krettli & Brener, 1976) e ¢ resistente a lise mediada por
complemento (Krettli & Nussenzweig, 1977).

Os achados do presente trabalho sugerem a ampliacdo dos estudos morfologicos com
cepas de 7. cruzi de diferentes dreas do extremo sul do Brasil (Ishida et al., 1984) e recomendam a
investigacdo de possiveis correlagdes com os aspectos regionais (clinicos e epidemioldgicos) da
doenca de Chagas.

SUMMARY

The morphological patterns of blood trypomastigotes from five sylvatic 7rypanosoma
cruzi strains from Santa Catarina, South Brazil, were studied during the course of infection in
experimentally infected mice. A predominance of stout trypomastigotes (> 70%) was observed
during all over the acute phase in four strains of medium virulence. With the remaining strain, of
high virulence, the slender forms predominating at the early infection stage were soon also re-
placed by stout forms.

Since almost all 7. cruzi strains displaying predominance of this peculiar morphological
pattern have been isolated in South Brazil (Rio Grande do Sul, Santa Catarina) and since there
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are evidences pointing out to the existence of biological differences among these distinct blood
parasites, the authors suggest further investigations of possible correlations between the morph-
ological markers and clinical-epidemiological aspects of Chagas’ disease.

Key words: Trypanosoma cruzi — sylvatic strains — morphology of blood trypomastigotes —
virulence — experimental Chagas’ disease
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