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RESUMO

Embora a incidéncia da doenca de Chagas tenhauddoinos estudos sobreToypanosoma
cruzi devem continuar, dada a dificuldade para o efetostirole dos seus vetordgiatoma
infestanso principal vetor da doenca de Chagas esta pmaticee eliminado no Brasil,
entretanto outras espécies de Triatominae estagrexesso de domiciliacdo, como o
Triatoma rubrovariano Rio Grande do Sul, constituindo-se em um farrisco para o
recrudescimento da infeccdo chagasica. Com o éntlét caracterizar cepas e cruzi que
circulam na éarea rural, foram feitas buscas atiestriatomineos para isolamento desse
protozoario em bairros do municipio de Quarai, R&a tanto as fezes dos triatomineos
coletados foram obtidas por compressdo abdomiagh pesquisa de tripomastigotas
metaciclicos. As fezes que se encontraram positigesm inoculadas em animais de
experimentacdo e em meio de cultura (LIT). Foramhadas cinco cepas de cruzj assim
denominadas: QB1, QJ1, QJ3, QM1 e QM2, que apm@sentas seguintes caracteristicas:
predominancia de formas tripomastigotas intermeiaap6s mensuracdo no- 1@ pos-
infeccdo, picos parasitémicos ao redor dadi@’pés-infeccao, miotropismo na fase aguda e
miosite na fase crbnica da infeccdo. A analise N\ [Que codifica a fracdo 246do rRNA
mostrou fragmentos de 110 pb, agrupando-asTencruzi I. Os servigcos de vigilancia
epidemiolégica foram informados sobre os resultadibisios.

Palavras—chaveTrypanosoma cruzilriatoma rubrovariaCepas, PCR.
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ABSTRACT

Although the decrease in the incidence of Chagagade, the studies concernifigcruzi
shall continue, due to the difficulty in controlljnts vector.Triatoma infestanghe main
vector of Chagas'disease is nearly eliminated imasBr nevertheless other Triatominae
species are on domiciliate process, likeatoma rubrovariain Rio Grande do Sul State,
representing a hazard factor for increasing Chagastion. In order to characteriZe cruzi
strains that naturally occur in the rural areajvacsearches were performed in order to
isolated these strains in the district of Quarag. Rriatomine feces were collected by
abdominal compression and the presence of metadyipiomastigotes was evaluated. The
feces positive for metacyclic triatomines were uated in experimental animals and in the
culture medium (LIT). Fiver. cruzistrains were isolated: QB1, QJ1, QJ3, QM1 and QM2.
The strains displayed a predominance of intermediatms on 1% day post-infection.
Parasitimia peak occurred on"@ay post-infection. Myotropism during acute phasel
myositis in the chronic phase was oberved. The Daalysis coding the 240Sr RNA
fraction has displayed fragments of 110 pb, grogighrem inT. cruzil. The Epidemiologic
Vigilance Services have been warmed about the aethigesults.

Key—words Trypanosoma cruziriatoma rubrovariaStrains, PCR.
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1 INTRODUCAO

A tripanossomiase americana, descrita por Catagas em 1909, revelou-se
como uma das mais importantes endemias rurais ditneate americano, fato ja referido
pelo pesquisador no trabalho pioneiro: “Nova trgzamiaze humana. Estudos sobre a
morfolojia e o ciclo evolutivo d&chizotrypanum cruzi. gen. n. spajente etiolojico de nova
entidade moérbida do homem” (CHAGAS, 1909). Na AwegriLatina, estima-se que
aproximadamente 17,4 milhdes de pessoas estejactddas, sendo que desse total, 4,8-5,4
milhdes estdo no Brasil (DIAS e SILVEIRA,1996; WR002).

A transmissdo da doenca de Chagas pode ocorrdivelessas maneiras: por
meio de vetores (CHAGAS, 1909; SCHUMUNIS, 1991jnsfusdo de sangue (MAZZA,
1936; DIAS, 1945; PELLEGRINO, 1949; PEDREIRA DE HRES et al., 1952), congénita
(SHIKANAI-YASSUDA et al., 1990), transplante de aap (SHIKANAI-YASSUDA et al.,
1990), via digestiva (MEDINA-LOPES, 1988), secres@BPEANE et al.,1984) ou sexual,
acidental em laboratorios (REICHE e JANKEVICIUS9TY

Dentre essas formas, a transmisséo vetorialaéctidno o principal meio de

disseminacdo, causando cerca de 80% dos caso®dgadte Chagas, e dela dependendo as
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outras formas de transmisséo, como a por transkesdgiliinea, responsavel por 5 a 20% dos
casos e a congénita ou vertical com cerca de 1AVEIRA e REZENDE, 1994; ARAS et
al., 2003).

Estima-se a presenca da doenca de Chagas no @¥adé o século XVIII
com focos limitados ao Nordeste e Sudeste do Bdisgeminando-se no século XIX, com a
introducdo do vetofrriatoma infestanso pais, que se propagou a partir do Rio Grande do
Sul para Sao Paulo, Minas Gerais, Goias e PardA&([2988).

Devido a imensa extenséo da area considerada cod@&méa no Brasil,
que compreende mais de 3 milhdes de# KRERNANDES et al., 1997) e a gravidade social
da doenca, as autoridades sanitarias iniciaram9@® @ programa de controle da transmissao
vetorial (SILVEIRA e REZENDE, 1994).

Esse programa visava a aplicacdo de inseticida gd® aesidual nas
habitacdes tendo como alfo infestansvetor de maior importancia epidemiolégica devido
ao seu alto grau de antropofilia e domiciliacad-Y&HIRA e REZENDE, 1994). Somente a
partir de 1983, os programas de controle alcancdcala a area endémica (SILVEIRA e
VINHAES, 1998).

Atualmente, no Brasil. infestangencontra-se distribuido em alguns focos
residuais ao oeste da Bahia e noroeste do Rio &mmdbul (DIAS, 2002; RUAS-NETO e
CORSEUIL, 2002; WILHELMS et. al., 2003). Outras ésies comoT. brasiliensis, T.
pseudomaculata, T. sordida Panstrongylus megistugjue juntamente cori. infestans
tinham participacdo direta na transmissao da dodac@&hagas, tém sido encontrados com
niveis de infestacdo e de colonizacdo intradoraicilincompativeis para que ocorra a

transmiss&o do parasita pela via vetorial (VINHAESIAS, 2000).
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Apo6s essas medidas de controle, algumas espé&té&egntdo consideradas
estritamente silvestres ou com baixa capacidadssiva em relacdo aos ecotopos artificiais,
foram capturadas em diversos locais do Brasil, dstnando a manutencédo do ciclo silvestre
da tripanossomiase e a possibilidade de colonizdedses triatomineos nos domicilios,
deixando evidente a necessidade da vigilancia epidégica constante (VINHAES E DIAS,
2000).

Assim, Barretto e Ribeiro (1981) relataram o enaowio T. arthurneivai
em lugares pedregosos de algumas localidades @aldEske Minas Gerais e Sao Paulo.
Apesar de ndo estarem naturalmente infectados, s eggatomineos mostraram
experimentalmente, forte potencial de infecgéo.

Mello (1982), pesquisando triatomineos silvestres ©oids, capturou
exemplares d&hodnius neglectus, Psammolestes tertius, T. aosiialT. pseudomaculata
T. sordida Entre esses, dois insetos estavam parasitadod.poruzji sendo um deT.
costalimaie outro del. psedomaculata

Schlemper Jr et al. (1985) capturaraP®. megistuse R. domesticuem
ninhos de gamba e roedores na llha de Santa Gatai8C, com indices de infeccédo pélo
cruzielevados, 84,5% e 66,6% respectivamente.

Ferraz Filho e Rodrigues (1987) coletaram em oesardores, ninhos de
gambas, aves e abaixo de pedras da regido de GampiaP, exemplares Bemegistus, R.
neglectus, R. arthurneivaPsammolestes tertiug infeccdo peldl. cruzifoi encontrada em
10,26% dos exemplares Bemegistue em 6,65% dR. neglectus

Souza et al. (1988) descreveram um caso humanoatea de Chagas na
Ilha do Mosqueiro — Pard, senBopictipeso provavel vetor. Exemplares dessa espécie foram
capturados no interior da residéncia do pacientam&ém em palmeiras localizadas nas

proximidades da moradia.
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Ribeiro et al. (1991) coletaram exemplares REammolestes tertiusm
ninhos de aves nos Estados de Minas Gerais e SéwiRf@ctados peld. cruzi

Bento et al. (1992) realizando um estudo na aresd de Teresina — Piaui,
encontraram, em eco6topos artificiais, exempldee$. brasiliensis, P. geniculatus, R. pictipes
e R. prolixus nos ecoétopos naturais, foram encontrados exeepldeR. neglectus, R.
prolixus e R. nasatusDesses triatomineos, estavam parasitadosTpedouzi30% daqueles
capturados nos ecotopos artificiais e 21,9% daguwelpturados nos eco6topos naturais.

Coura et al. (1994) descreveram o ataqueRddrethesiem populagdes
humanas no municipio de Barcelos — AM, capturan@iios exemplares adultos e ninfas
entre as fibras da palmeira do local. Apesar dewdsres nao relatarem a infeccdo dos
triatomineos poil. cruzj a positividade dos testes sorolégicos para aptsoantiT. cruzi
em varios moradores do local demonstrou uma pdsadaptacdo desses triatomineos ao
peridomicilio e posteriormente ao domicilio.

Goncalves et al. (2000) capturardmvitticepsno municipio de Triunfo —
RJ; desses insetos, 65,54% apresentaram infeclti®. peruzi

No Rio Grande do Sul, espécies comaubrovaria, T. circummaculata
P. tupynambapodem assumir a condicdo de vetores no ambientécitiam(SILVEIRA e
VINHAES, 1998).

T. rubrovaria espécie autdctone de habitos silvestres (ROS89,18UAS-
NETO e CORSEUIL, 2002), € comum nas regides doece sul e oeste do Estado, tendo
como habitat buracos e fendas em lugares pedregosiasm desenvolver-se na fase ninfal a
partir da hemolinfagia sobre baratas do géBdaptica, além destas, alimentam-se de répteis
e roedores (RUAS-NETO e CORSEUIL, 2002; BARRETO7@)9mantendo assim o ciclo

silvestre da doenca (SILVA, 1985).
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Dados recentes tém radst um aumento da presencaldeubrovariaem
moradias humanas no sul do Brasil, indicando gqsa espécie voa freqlientemente para
encontrar novos habitats, podendo colonizar o @eriintradomicilio, lugares anteriormente
colonizados peld. infestangALMEIDA et al., 2000). Essa espécie é de contdifieil, pois
se encontra largamente dispersa no meio silvediegente as casas (ROSA, 1995; DIAS,
2000).

Outras espécies podem ser encontradas nas mesgiassrem quer.
rubrovaria coloniza, tais comd. circummaculata P. tupynambaiembora essa Ultima tenha
um micro-habitat diferente. Essas espécies ja foeagontradas parasitadas pir cruzi
(SALVATELLA, 1986, ROSA et al., 2000).

Segundo Aragdo e Dias (1956) e Galvdo et al. §198s espécies de
triatomineos sofrem influéncias de fatores clintiti®@ ambientais em sua distribuicao,
justificando assim, a predominancia de certas éspdéun determinadas regides, como por
exemploT. rubrovaria no Rio Grande do Sul (Brasil), Misiones, Corrisnt&ntre Rios
(Argentina) e Uruguai (ROSA, 1995).

Varios fatores influenciam a susceptibilidadeoviat dos triatomineos como a
voracidade e estadio evolutivo do inseto, seu deaantropofilia, irritabilidade do vetor e da
fonte alimentar, capacidade de invasao domiciliemlenizacdo, tempo de succao- defecacao,
volume e caracteristicas da dejecdo, adaptabilidadepa circulante, potencial invasivo de
espécies silvestres, vulnerabilidade e resist@usanseticidas, capacidade de multiplicacao e
diferenciagéo dd. cruziem seu interior, efeito da temperatura e densigagealacional dos
insetos (SOUSA, 1988; DIAS, 2002).

Os triatomineos infectados pe€lo cruzi deixam as formas tripomastigotas
metaciclicas na pele ou mucosas integras do haspesiesceptivel juntamente com suas

fezes apOs realizar a hematofagia. Assim, ao emarhospedeiro, o tripomastigota
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metaciclico penetra no interior de células, priakiente macréfagos, fibroblastos, células de
Schwann e musculares estriadas e lisas, transfdonae em formas amastigotas, originando
ninhos parasitarios, que rompem essas célulasatibe no intersticio as formas parasitarias
integras ou degeneradas e restos da célula hospegeé vao atuar como imundgenos e
mediadores quimicos (LOPES, 2002).

Ainda para Lopes (2002), nos periodos iniciaisnflarnacéo, a reacéo focal
ocorre a custa de mononucleares, onde, dias apdsi@®s-se neutrofilos e eosindfilos, e com
a evolucdo da infeccao, o exsudato passa a seitaftspredominantemente de linfécitos e
macréfagos. Essa mudanca da celularidade obsersada, explicada experimentalmente,
pelo aparecimento de anticorpos séricos, depoOsdo idunoglobulinas i situ’ e
hipocomplementemia. Ja, na fase crbnica, ha digiouacentuada do parasitismo tecidual,
podendo a resposta inflamatoria constituir umdeties basicas na doenca de Chagas.

Desde a descricao da doenca, varios estudos peridaglo mecanismo de
acdo do protozoarid. cruziforam realizados. Assim, Vianna, em 1911, referitecido
cardiaco como 6rgédo de predilecdo do parasitaanela no interior das fibras musculares as
formas parasitarias em leishmania (amastigotagaeeproducéo por divisdo binaria. Referia
também varios locais onde se observava focos iafiaos com degeneracdo das fibras
cardiacas, porém sem a presenca do parasita.

O autor acima citado também observou outros tegidoasitados como o
sistema nervoso, glandulas, ovario e testiculo, ocalmmbém a presenca de focos
inflamataorios.

Além dos 6érgdos parasitados encontrados por Vigd®dl), Chagas
(1916), surpreendeu-se em encontrar o bago e dofigam intensas lesdes e auséncia de
parasitas, atribuindo essas lesdes a toxinasgbmtssoma. Estudos experimentais realizados

por Andrade (1985), mostraram que diferentes cedpds cruzi podem determinar lesdes
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teciduais proprias na fase aguda da infeccdo camseqiéncia do tropismo especifico para

as varias células do hospedeiro.

Brumpt (1913) foi quem pela primeira vez observawe q. cruzi de
diferentes procedéncias poderiam ter comportamentigersos. Varios estudos para
determinar a preferéncia tissular das cepas foemtizadas, dentre os quais podemos citar,
Brand et al. (1949), que estudando a cepa Brasiservaram que ocorria uma tendéncia
parasitaria por células do sistema reticulo endbtehtualmente sistema monocitico
fagocitario (SMF) e do miocardio. Campos (1927)epbsu neurotropismo em cepas isoladas
de Dasypussp e Federici et al. (1964) estudando a cepa Guoéora observaram parasitismo
predominante em musculo esquelético e cardiaco.

Ao estudar vérias cepas de cruziquanto a viruléncia e patogenicidade,
tropismo tissular, morfologia, antigenicidade, Aamtls (1974) agrupou as cepas em trés tipos:
» tipo I: picos parasitémicos elevados entreece 9l@ dias da infeccédo, alta viruléncia,

predominio de formas delgadas e acentuado troppetm SMF no inicio da infeccéo;
predominio de formas largas e miotropismo na irfffe@yvancada,

» tipo Il: picos irregulares entre 42 2@ dias de infeccdo, viruléncia variavel, nimero de
formas delgadas e discreto tropismo pelo SMF nodnda infeccdo. Predominio de
formas largas em todo o curso da infeccéo e les@@sardicas predominantes;

» tipo lll: picos parasitémicos entre 26 3@ dias, baixa viruléncia. Predominio de formas

largas e miotropismo em todo o curso da infecgao.
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Para Alvarenga e Bronfen (1997), as cepasTdecruzi evoluem em
determinado vetor limitadas pelos produtos de séoréntestinal e produtos de digestdo do
sangue ingerido pelo inseto, que podem atuar corbmores ou ndo de sua sobrevivéncia.

Segundo Macedo e Pena (1998), a diversidade d#ssfaliimentares dos
triatomineos seria a responsavel pela variedadeglgmpnal encontrada nas cepasideruzi,
levando a formacao de clones. Assim, cada clonesepta uma linhagem que se reproduz
por divisdo binaria, permanecendo inalterada paiavageracbes até que ocorram as
mutacdes. Essa variabilidade de cepa3.deruzi poderia ser a responsavel pelas diferentes
manifestacbes clinicas da doenca de Chagas quammpacamos grupos de pacientes
moradores em diferentes regides geograficas (ANDRAII85).

Zingales et al. (1998) relatam qUliecruzinao é composto por uma populagéao
homogénea de parasitas, sendo formado por varlapmulacdes que circulam no ciclo
doméstico e silvestre.

Por meio de estudo isoenzimatico de varias cepab. cruzi Miles et al.
(1980) descreveram o encontro de trés zimodemarediks, correlacionando-os com o tipo
de ciclo, ou seja, Z1 e Z3 com cepas que circulanticlo silvestre, e 0 Z2 com as que
circulam no meio doméstico. Em 1988, Tibayrenc eldytambém estudando o perfil
enzimatico de varias cepas Hecruzi encontraram 43 zimodemas diferentes entre 124scep
referindo ser impossivel enumerar os zimodemas. douzie concluiram que a variabilidade
genética do parasita é reflexo da longa evolucamaitiplos clones.

Na busca por caracteres comuns entre as cepab. @ouzi marcadores
moleculares como o perfil genémico do DNA do cip&sto (MOREL et al., 1980) foram

estudados, sem que se conseguisse uma clara defdos grupos.
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Em 1990, Arruda et al. sequenciaram a porcao MA Que codifica a fracao
24 Sa do rRNA. Essa regido permitiu a separacao de féscdeT. cruziem dois grupos
(SOUTO e ZIGALES, 1993).

Souto et al. (1996), realizando a reacao de Rodise Chain Reaction (PCR)
da porcao do DNA que codifica a fracdo 24 8o rRNA e do espaco nao transcrito do gene
mini exon, mostraram uma clara divisdo das cepas. dguzi em duas linhagens, ou seja,
definiram como linhagem 1 as cepas que apresenta2énpb do rRNA e 300 pb do mini-
exon, e como linhagem 2, cepas com 110 pb no rRB20gb do mini-exon.

Para mostrar uma possivel associacao de fatpirdsngioldgicos com as duas
linhagens definidas acima, Zingales et al. (198&)lizaram a reacdo de PCR da fracdo 24 S
a rRNA e mini-exon em 157 cepas dle cruziobtidas de triatomineos, humanos e animais
reservatorios de 12 estados do Brasil, mostrand fonte associa¢édo da linhagem 1 com o
ciclo doméstico, e da linhagem 2 com o ciclo stinees

Recentemente, um Simpadsio realizado na cidad®i@de Janeiro, padronizou
e agrupou as subpopula¢gdesTderuziem dois grandes grupos (RECOMMENDATIONS...,
1999):

a- T. cruzil, as cepas com zimodema 1, linhagem 2;
b- T. cruzill, cepas com zimodema 2, linhagem 1.

As cepas que exibem caracteristicas hibridas ouaeingdas no zimodema
3 de Miles et al. (1980) séo referidas comaruzisem grupo definido.

Dessa forma, torna-se importante identificar e atarezar morfologica,
biologica, bioquimica e molecularmente as cepdadss. Para Brener e Chiari (1963), cepas
deT. cruziisoladas d€. infestanglo Estado do Rio Grande do Sul, apresentavam fagido

peculiar e se distinguiam pela inusitada largura.
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Um estudo de busca e coletfizado no municipio de Quarai- RS, capturou
dois exemplares dE. rubrovariainfectados peld. cruzi(MARTINEZ e ROSA, 2003), cujas
cepas foram isoladas, denominando-se QG1 e QG2e&®azadas por Martinez (2004).

O isolamento das cepas (QG1, QG2) despertou ceggerde uma busca
mais ostensiva, procurando delimitar epidemiologieate grande parte desse municipio, na
tentativa de caracterizar morfoldgica e biologicateepor reacées moleculares as cepas
isoladas, assim como, notificar as autoridaded&#s sobre o niUmero e as caracteristicas

das cepas d&. cruziisoladas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Isolar e caracterizar morfol6gica e biologicamecgpas deTrypanosoma
cruzi a partir de triatomineos silvestreBriatoma rubrovaria, coletados no municipio de

Quarai, Estado do Rio Grande do Sul.

2.2 Especificos
2.2.1 Caracterizacéo fenotipica:

A caracterizacdo fenigp avaliara o0s seguintes parametros: curva
parasitémica, periodo prepatente, parasitemia,cdaraa fase aguda, tropismo tecidual e

morfologia das formas tripomastigotas.

2.2.2 Caracterizacao genotipica:
Andlise do dominio diyente do gene 24 8 rRNA para identificar as

cepas isoladas segundo os dois grupdk. deuziatualmente aceitos.
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3 MATERIAL E METODOS

De modo a facilitar a compreensao, este capitulcstdibdividido como se

segue.

3.1 Caracteristicas geogréficas de Quarai

O municipio de Quarkig(ra 1) estd localizado na fronteira oeste do
Estado do Rio Grande do Sul, situado a 30°23'1Tatitude sul e 56°29'56"de longitude
oeste. Possui altitude média de 112m e area d8 28 Tem como limites geograficos ao
norte o municipio de Uruguaiana, ao sul o munic@@dSantana do Livramento e Republica
Oriental do Uruguai, ao leste o municipio de Rasdd Sul e a oeste 0 municipio de Alegrete
(FINGER et al., 2001). A populacdo € estimada enB@B habitantes, com densidade
demografica de 7,56 habitantes/ KrfQuarai: 2000/2004).
Possui clima subtropical, com grande amplitude iganpsendo que no més
mais frio, as temperaturas oscilam entre 3°C e £8%no més mais quente, superam 22°C,

com maximas acima de 30°C no verdo, tendo a tetopgranédia anual de 19,7°C
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(VILLANUEVA, 2002) sendo o tipo de vegetacdo predioamte a estepe (IBGE, 2005). No

solo predominam afloramentos areniticos (RUAS-NETCORSEUIL, 2002).

3.2 Coleta dos triatomineos

Os triatomineos foram coletados no periodo de 23804 25/04/03 em seis
bairros do municipio de Quarai, RS, abaixo diseraddos com suas respectivas distancias
aproximadas do perimetro urbano:

- Branquilhos: 6,2 Km

- Cerro do Jarau e Jarau*: 15,8 Km

- Cerro do Marco: 43,6 Km

- Macarrao: 12,9 Km

- Quarai-Mirim: 23,5 Km

* Na&ao identificado no mapa, porém localidadexpr@ a Cerro do Jarau.

Esses bairros caracterizavam-se por apresentaemat@bipastoris, terrenos
pedregosos (areniticos), sem residéncias proxiomae havia criagdes de ovinos, bovinos e
presenca de animais silvestres (Figura 1).

Para a realizacdo datapcontou-se com apoio da Secretaria da Saude do
Estado do Rio Grande do Sul e a colaboracdo dagohdrios. As espécies conhecidas e
coletadas nos bairros acima referidos, por ordenfretgiéncia foramT. rubrovaria, T.
circummaculata, T. tupynambajue foram identificados segundo as publicacteksen¢ e

Wygodzinsky (1979).
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3.3 Transporte dos triatomineos

Os exemplares coletados foram colocados em fradeogolietileno e
acondicinados no interior de caixas de isopor. fidransportadas em méos para Araraquara,

Sao Paulo.

3.4 Exame dos triatomineos

Os triatomineos coletados foram examinados obteadas fezes por
compressdo abdominal, as quais foram diluidas émgdm salina a 0,85% e observadas em
microscopio 6ptico comum em aumento de 400 vezem pbrcdo das fezes dos triatomineos
positivos para Trypanosomatidae foi colhida, apogue foi feito esfregaco que secou a
temperetura ambiente, posteriormente corou-semétodo de Giemsa e a seguir examinou-

se por microscopia Optica em aumento de 400 e €0Es.

3.5 Isolamento das cepas

3.5.1 Em animais de experimentacao

Uma porcdo das fezes de cada um dos triatomineesagresentaram
formas de Trypanosomatidae foi inoculada em trésnucaongos “Swiss” com
aproximadamente 20 dias de idade, peso médio dgrdiias de ambos os sexos. Esses
animais foram mantidos no Laboratério de Paragitalo da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas da UNESP de Araraquara.
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A partir do 20%ia da inoculagéo, a ponta da cauda desses arfonaisrtada para obtencao
de uma gota de sangue, com intuito de verificsinba ocorrido o isolamento da cepa.

Esses camundongos foram examinados semanalmentequsé se
completassem 60 dias pds- infeccao.

Apés o isolamento das cepas, foram estudados pmeEmienotipicos
como: curva parasitémica, periodo prepatente, ipamaia, duracdo da fase aguda, tropismo
tecidual e morfologia das formas tripomastigotaguado parametros de Andrade (1974).
Também foram realizados estudos genotipicos utiizaeacao de PCR apés amplificacdo da
fracdo 24 Sx do rRNA para enquadrar as cepas isoladas densral@e grupos dé&. cruzi
atualmente aceitos (SOUTO e ZINGALES, 1993; RECONNDRATIONS, 1999).

3.5.2 Cultura em meio LIT

Uma porcao das fezes dos triatomineos que se maostrgositivas foram
inoculadas em meio de cultura LIT (liver infusioryptose) desenvolvido por Camargo
(1964), sendo nesse trabalho modificado como desabaixo. Os tubos de cultura foram

mantidos a 28° C em estufa incubadora BOD, marcadvig MA 415/S.

Meio LIT (Liver Infusion Tryptose)

NaCI (CarloErD®)..........coooiiiiii e 409

KCI (MEICK®)...ceiiiiiiiiiee ettt 049

NP2 o | O T (1Y =T () T 8,09

GIUCOSE (SYNID).....eiiiiiiiiiiieiieie ettt e e 209

TryptoSE (OXO0IM)....cccciiiiiiiiiiiiiiieiee ettt e e e e e e e e s e s eeeeaeeaeeas 5009

Liver Infusion Broth (DIfCO®)..........uiiiiiiiiiiiiiiieee e 5009

Haemin (SIGM®).......uuuiiiiiiiiiiiiiieiee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e anans 25009

Soro fetal bovino (GIDCO BRR).........uuiiiiiiiiiieciiiiiieiiie e 100,0 mL
Agua destilada/deioNiZada.. ...............eieeeeeeeeee e gspl1000,0 mL
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A hemina foi dissolvida em 0,5 mL de trietanolamiraos demais
componentes do meio em agua. Apés misturados firaubados em banho-maria a 68°C/1h
para inativacado do soro e evitar formacao de resigaflagelados na cultura. Quando frio, 0
pH foi medido com papel indicador Me®he, quando necessario, acertou-se o pH para 7,2
com HCI. Filtrou-se em membrana 0,22 (500 mL Filter System — Corniftig430769 0,22

pum CA).

3.6 Manutencéo das cepas isoladas

3.6.1 Em animais de experimentacao

As cepas isoladas estdo sendo mantidas por repiquezenais em
camundongos “Swiss” de 20 dias de idade.

Para cada cepa, lotes de 4 e 5 animais de amisexos foram utilizados,
inoculando-se 0,2 mL de sangue heparinizado pealantaperitoneal, usando-se seringa de
insulina BL 1 cc, com agulha ULTRA-FINE O sangue € obtido por puncado cardiaca de

outro camundongo previamente infectado, estandesmm na fase aguda da infecgéo.

3.6.2 Cultura
As cepas isoladas estdo sendo mantidas por repiggresais, pipetando-se
1 mL da cultura anterior para dois novos frascasteswlo meio LIT. Essas culturas sao

mantidas a 28° C como referido no item 3.5.2.
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3.6.3 Cepas nao isoladas

As cepas que ndo conseguiram se manter nos cangoxdenmeios de
cultura foram desconsideradas. O sangue dessesidangos foi colhido para realizacéo de
pesquisa de anticorpos aifti-cruzi pelas técnicas de Hemaglutinacdo Indireta (HemaiCr

480, lote H20863L) e ELISA (CHAGATEK, lote 020318pra confirmag&o da nédo infeccao.

3.7 Prova de precipitina

A identificacdo das fontes alimentares dos triatmo$ foi realizada no
Laboratorio da Superintendéncia de Controle de Erae(SUCEN) de Mogi-Guacgu- SP, por
meio da técnica de reacao de precipitina em tupacgteste do anel) descrita por Siqueira
(1960).

O conteudo intestinal dos triatomineos que tivesamas fezes positivas foi
colhido, comprimindo-se 0 abdémen com lamina desgemeiro até o ultimo segmento,
sendo o material obtido recolhido em papel deofitrmantido em geladeira. As amostras
foram recortadas e transferidas para tubos deanpagueno (13X100 mm) e cobertas com
solucéo fisiolégica 0,85%, e mantidas por 18 heragjeladeira a 4°C.

Cada amostra foi testada frente a seguinte batflerianti-soros: humano, ave,
marsupial, roedor, cédo, gato, porco e cabra, prddszm coelhos. Com excec¢ao dos anti-
soros de cao e gato, todos os demais reagiranspecté/o soro homoélogo diluido a 1:10.000
e ndo reagiram ao soros heterdlogos diluidos a Bffs absorcdo, os anti-soros de céo e
gato reagiram ao respectivo soro homélogo diluido82000 e reagiram ao soro heterélogo

diluido a 1:100.

Luciamare Perinetti Alves Martins



Tese

Os exames foram realimadob supervisdo do Dr. Claudio Casanova,

responsavel pelo laboratério da SUCEN de Mogi-Gua¢U

3.8 Caracterizacgao fenotipica

Para caracterizar as cepas isoladas de Trypanademabmo pertencentes
ao géneroTrypanosomaespécieT. cruzi foram utilizados estudos baseados na curva
parasitémica, realizada em dois momentos, sendtogmapds o isolamento das cepas e 0
outro um ano apos o isolamento; tropismo tissubempeio de exame anatomopatoldgico de
varios 6rgdos na fase aguda e crénica da infec@@uelo morfoldégico dos tripomastigotas

sanglineos no 18fa da pos- infeccdo, conforme Andrade (1974).

3.8.1 Curva parasitémica

Foram realizadas duas curvas parasitémicas em masndifierentes. A %
curva foi realizada logo apoés o isolamento dassépalrypanosomatidae, e a quantidade de
tripomastigotas inoculados em cada camundongo faimero que cada uma apresentava em
0,1 mL de sangue do camundongo doador, pois descarbe 0 comportamento das
mesmas. J&, a®Zurva parasitémica foi realizada um ano apdsotansento das cepas,
utilizando para cada uma das diferentes cepasjlm®contendo o mesmo numero de formas
tripomastigotas em 0,1mL de sangue.

Para as duas curvas, o sangue da cauda dessesioagasifoi examinado
para contagem dos tripomastigotas a partir ddi&°pds-infeccdo, colhendo-o com pipeta

automatica de i, seguindo-se a técnica de Brener (1962), comecao dos intercampos
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(MARTINS, 1999). As contagens foram realizadas eimgrascépio Optico Carl Zeiss
JENA-JENAVAL, com objetiva de 40X e ocular de 10%, proporcéo 1.
Essa contagem foi realizada trés vezes por semanatd a fase aguda por
um periodo de 68 dias (RASSI, 1979; PRATA, 2001).
Para determinar a éngiia da cepa, utilizou-se como parametros o period

prepatente, nivel de parasitemia e taxa de letidida

3.8.1.1 Primeira curva parasitémica
Para cada cepa isolada, sete camundongos “Swisgirdgimadamente 20
dias de idade, com peso médio de 16 gramas de amlsexos foram utilizados.
A infeccéo foi realizada via intraperitoneal (comhescrito no item 3.6.1),
inoculando-se 0,1 mL de sangue colhido por puncaimiaca, de outro camundongo
previamente infectado, na fase aguda da infecgfin, @ nimero de formas tripomastigotas

que cada cepa apresentava no momento da inoculBedsa forma, os indculos iniciais

foram:

* cepa QB1- 4.667 tripomastigotas/ 0,1 misaiegue;
e cepaQJi- 14.320 tripomastigotas/ 0,1 mkatgue;
e cepaQJ3- 1.560 tripomastigotas/ 0,1 milsahgue;

e cepa QM1- 10.900 tripomastigotas/ 0,1 mLalegsie;

e« cepaQM2- 466.720 tripomastigotas/ 0,1 mL dwysa.
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3.8.1.2 Segunda curva parasitémica
Para a realizagdo d& Qurva parasitémica, foram utilizados para cada,cep
cinco camundongos “Swiss” de aproximadamente 26 diéaidade, com peso médio de 16
gramas de ambos 0s sexos.

A infeccao foi realizadm intraperitoneal (como descrito no item 3.6.1),
inoculando-se 0,1 mL de sangue diluido ou nao, rgredo do nimero de tripomastigotas
que cada cepa apresentava no momento, para qoéauba fosse obtido 0 mesmo ndamero de
formas tripomastigotas para todas as cepas. Apsira,a realizacdo dd Qirva parasitémica,

o indculo foi padronizado em cerca de 1.800 formn@g®mastigotas para cada 0,1 mL de

sangue.

3.8.2 Tropismo tissular

Para cada cepa foram utilizados 21 camundongosndesaos sexos, com
20 dias de idade e peso médio de 16 gramas.

Esses camundongos foram infectados via intrapeadooom 0,1 mL de
sangue heparinizado (como descrito no item 3.@dlhido por puncéo cardiaca de outros
dois camundongos previamente infectados na fasdaada infeccdo. Para o calculo do
indculo, foi realizado a média aritmética entredogss camundongos conforme o nimero de
tripomastigotas que cada um apresentava no monuantmoculacdo de acordo com as
caracteristicas de cada cepa. Assim, os in6cutamfos seguintes:

e« cepaQBl- 34.220 tripomastigotas/0,1 mL de sangu
« cepaQJil- 2.000 tripomastigotas/0,1 mL degwan

e cepa QJ3- 3.000 tripomastigotas/0,1 mL dgwsan

e cepaQM1- 3.820 tripomastigotas/0,1 mL de sangu
e cepa QM2- 92.000 tripomastigotas/0,1 mL de sangue
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Os camundongos foram eutanasiados através de doafar CQ e em
seguida, coletados coracdo, baco e fragmentos dfages célon, figado e mausculo
esquelético (coxa). Durante a fase aguda os Ofgém® coletados no-7109 149 21°e 3@°
dias pos-infeccdo, e na fase cronica, no- E5@806°dias pos-infeccdo, sendo lotes de trés
camundongos para cada dia (ANDRADE e MAGALHAES, )99

Apo6s coletados, os o6rgaos foram fixados em solud@ formol a 10%,
incluidos em blocos de parafina, seccionados ernes@eriados depdn de espessura e
corados pela Hematoxilina-eosina.

As cepas isoladas foram classificadas de acordcfcwimade, 1985.

3.8.3 Estudo morfoldgico dos tripomastigotas samepis

Foram realizadas laminas de gota espessa e esfregacamada delgada
com o sangue de camundongos previamente infectadtado os mesmos no-1h8 da
infeccao.

As laminas de gota espessa foram coradas pelo mdwGiemsa e as de
esfregaco em camada delgada pelo Giemsa segunéafBdse observadas em microscopio
optico Leica Leitz DMRXE, que esta acoplado a ud@aara filmadora Leica DC 100, onde
foi realizada a captura das formas tripomastigobhservadas. Essas formas foram
mensuradas no analisador de imagem, por meio dowae” Leica Qwin, utilizando uma
rotina especialmente desenvolvida para essa andlise

As formas tripomastigotas sanglineas foram avaialarfometricamente

quanto aos seguintes parametros (DIAS e FREITASH®OIL1943; BARRETO, 1965):
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comprimento do flagelo, comprimento do corpo, campnto total, largura do corpo, area do

cinetoplasto, distancia posterior/nicleo, distarenderior/nicleo, indice nuclear.

3.9 Caracterizagao genotipica

Foi realizada por meio da analise do dominio dieetg do gene 24 8
rRNA que permite a classificacdo das cepad .deruzinos dois grupos atualmente aceitos
pelo Satellite Meeting (RECOMMENDATIONS, 1999), sejaT. cruzil e T. cruzill.

Andlise do dominio divergente do gene 24 $RNA foi amplificada por
PCR utilizando os oligonucleotideos D71 (5'-AAGGTGBCGACAGTGTGG-3') E D72
(5TTTTCAGAATGGCCGAACAGT-3) e realizada por elefarese em gel de acrilamida a
8% corado com prata, segundo a técnica de Soutngalgs (1993), utilizando 25 pb como
marcador de peso molecular da Amerstdam/Pharmacia.

Como controles doT. cruzj foram utlizadas as cepas Y (SILVA e
NUSSENZWEIG, 1953) e Bolivia (FUNAYAMA e PRADO JUBR, 1974), além do

controle negativo.

3.10 Analise estatistica

Os resultados das mensuracdes para as dimensdesimento total, do

corpo, do flagelo, da largura do corpo, area detoplasto (ACIN), distancia posterior nacleo

(PN), distancia anterior nacleo (NA) e indice nacl¢lN) foram resumidos por meio de
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tabelas, gréaficos de caixabok-plot) medidas de centralidade, variabilidade e posicéao,
respectivamente: mediana, semi-amplitude interfjigartvalores minimo e maximos; (@)

e 3°(Qs) quartis, para os grupos em estudo, segundo odgpecepa, as quais descrevem 0
conjunto de dados em estudo (ARMITAGE e BERRY, )}9@filizando-se do programa
SPSS 12.0.

Essas medidas s&o indicadas quando o conjunto des dapresenta
distribuicdo ndo-normal e, neste estudo para tastarmalidade das distribuicdes utilizou-se
o teste de Shapiro-Wilk, cujo resultado foi sigrdfite para as variaveis largura do corpo da
cepa, ACIN da cepa e IN da cepa, o que justifiema@lha delas (ARMITAGE e BERRY,
1997).

Neste estudo, fez-se uma andlise exploratéria @as] mostrando a
disposicéo do conjunto de valores em estudo poo meeiuma figura denominada blex-plot
(gréfico em forma de “caixa”), na qual sdo apremaos: valores exteriores abaixo do limite
inferior (chamados de valores discrepantesuiliers - que sé&o os valores menores que o
limite inferior — cujo valor € igual a [3- 3,0.(Sem.Interq.)] (extremo da linha que segue do
retangulo para baixo — “bigode”), primeiro quatbbse da caixa) - QQmediana (segmento
dentro da caixa-Md), terceiro quartil - Q (lado superior da caixa), limite superior — cujo
valor é igual a [@+ 3,0.(Sem.Interq.)] (extremo da linha que segueeténgulo para cima —
“bigode”), valores exteriores acima do limite supefchamados de valores discrepantes ou
outliers- que sao os valores maiores que $(3,0.(Sem.Interq.)]. Deve-se observar que os
valores exteriores sdo aqueles que se distanciarorjonto de dados por serem muito altos
ou muito baixo em relacado aos demais (ARMITAGE &BE, 1997).

Para verificar a existéncia de diferencas estedistente significativas entre

as medidas efetuadas para cada cepa, utilizou-wste de Kruskal-Wallis (analise de
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variancia para dados com distribuicdo nao-norna@ptando-se o nivel de significancia de

5% de probabilidade para a rejeicao da hipoteseiligade (ARMITAGE e BERRY, 1997).
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4 RESULTADOS

4.1 Exame dos triatomineos coletados e cepas is@ad

Foram coletados um total de 453 exemplares deiniaeos no municipio

de Quarai sendo:

T. rubrovaria 419 ninfas e 2 adultos;

T. circummaculata26 ninfas;

P. tupynambai6 ninfas.

Os 421 exemplares de rubrovariaforam coletados nos seguintes bairros:
e Branquilhos: 41 exemplares;
* Cerro do Jarau: 50 exemplares;

e Cerro do Marco: 16 exemplares;
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e Jarau: 158 exemplares;
e Macarréo: 136 exemplares;

e Quarai-Mirim: 20 exemplares.

Desse total, 419 eram ninfas e 2 adultos, sendo:
* ninfas de 1®stadio: 20 exemplares;
» ninfas de 2®stadio: 63 exemplares;
* ninfas de 3®stadio: 95 exemplares;
* ninfas de 4®stadio: 103 exemplares;

» ninfas de 5%stadio: 138 exemplares.

Os 26 exemplares de circummaculatdoram coletados nos bairros:
e Cerro do Jarau: 6 exemplares;

* Macarréo: 20 exemplares.

Sendo:
* ninfas de 3estadio: 3 exemplares

» ninfas de 5%stadio: 23 exemplares

Os exemplares Hetupynambaforam coletados no bairro Jarau, e ndo foram
examinados.
Dos 421 exemplaresTderubrovariacoletados, foram examinados 309, sendo

gue 112 insetos morreram durante o transporte.
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Desses 309 triatomineos examinados, 13 (4,2%)ativexs fezes positivas
para Trypanosomatidae. Os exemplaresT deircummaculataforam todos negativos para
Trypanosomatidae.

Dentre os 13 exemplares de rubrovaria que se encontravam infectados
com Trypanosomatidae, somente em cinco (1,6%)cfiagaconseguiu-se isolar cepaslde
cruzi, as quais foram assim denominadas:

1- Quarai - Branquilhos 1 — QB1;
2- Quarai - Jarau 1 - QJ1;
3- Quarai - Jarau 3 - QJ3;

4

Quarai — Macarrao 1 — QM1;

(&)
1

Quarai — Macarrao 2 — QM2.
No exame dos esfregacos das fezes desses 13 triatmn que foram
corados pelo método de Giemsa para uma andlisedei@khada das formas tripomastigotas

encontradas, nao foi evidenciada a presenca desode Trypanosomatidae.

4.2 Cepas néo isoladas

O soro do sangue dos oito outros camundongos quennétraram formas

de Trypanosomatidae foram examinados por meio aeakitinacdo Indireta e ELISA para

pesquisa de anticorpos aifticruzi, os quais foram negativos.
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4.3 Prova de precipitina

A prova de precipitina foi realizada em 13 (4,2%gtbmineos que tiveram
suas fezes positivas para Trypanosomatidae, assinibdidas por bairro: Macarrdo: seis
ninfas de 5%stadio; Jarau: trés ninfas de ®%tadio; Cerro do Marco: duas ninfas de 5°
estadio; Cerro do Jarau: uma ninfa dee4tadio; Branquilhos: uma ninfa de &8tadio.

Os anti-soros utilizados reconheceram as diluigieeseus homoélogos a
pelo menos 1: 8000, e ndo reconheceram diluicdssue heterélogos a 1 : 10, com excecao
dos anti-soros de céo e gato que apresentaranoreaziada com diluicdes a 1 : 1000. Assim

0s resultados obtidos estéo expressos no Quadro 1.

Quadro 1. Fontes alimentares de exemplares del. rubrovaria portadores de

Trypanosomatidae, segundo bairros do municipio k&), RS.

Anti-soro
Bairro Exemplares Roedor Cabra Humano Porco N&o
reagente
I +
Jarau Il +
i +
I +
Il +
i +
Macarrao v +
\Y +
Vi +
Branquilhos I + +
Cerro do Marcg I +
Il +
Cerro do Jarad I +
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A ocorréncia de amostras nao reagentes pode ter ramtivada pelo
material insuficiente ou pelo fato de o sanguendgeser proveniente de um animal diferente

dos anti-soros testados.

4.4 Caracterizacao fenotipica das cepas isoladas

4.4.1 Curva parasitémica

4.4.1.1 Resultados da primeira curva parasitémica
Os resultados obtidos com a realizacéo da princeimea parasitémica estao

expressos nas Tabelas 1, 2, 3,4 e 5, Figuras 2 e 3
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Tabela 1.Curva parasitémica a partir do sangue de camumdanéectados pela cepa QJ1 de

T. cruzi apés o isolamento.

C1 C2 C3 C4 C5 C6 Cc7

Dia

30 - - 15 - - - 15

50 - 31 15 31 15 47 78

7° - 47 47 124 156 93 1098
10° - 342 622 1680 3293 778 4208
120 31 436 1555 2474 8690 545 2162
14° 125 436 5306 5943 1167 274 1991
179 78 31 2598 10032 560 122 1525
19¢ 15 31 373 10579 887 15 1447
21° 15 - 529 9926 2226 91 3202
24° 47 - 244 9366 4147 62 3345
26° 15 - 156 15228 2520 91 4931
28° - 15 124 14251 3127 62 4667
31° 31 78 202 12757 5228 218 1307
330 15 31 264 11201 8629 669 4117
35° 31 305 762 18174 5943 * 3476
38° 183 156 1447 5855 5865 * 671
400 15 732 592 2162 6830 * 31
420 15 124 1433 2007 3220 * 823
459 - 701 404 793 1790 * 311
479 - 1098 467 342 976 * 513
490 15 249 467 296 264 * *
520 91 311 335 549 152 * *
540 15 140 249 31 93 * *
56° 47 93 335 31 78 * *
590 62 233 488 78 122 * *
61° 404 93 62 93 152 * *
63° 513 482 122 213 78 * *
66° 233 529 93 233 249 * *
68° 233 622 93 156 140 * *

Contagem de tripomastigotas epl5de sangue
(-) contagem de tripomastigotas negativa
(*) morte do camundongo

Observou-se pela Tabela 1, que a parasitemia vdrastante nos sete
camundongos estudados com a cepa QJ1. O periquetemte da cepa QJ1 variou entre-o 3°

e 10°dias, sendo 0s primeiros picos parasitémicos obthtre o 108 19°dias em todos os
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camundongos. ApGs esse dia, ocorreu um decliniolneero de tripomastigotas, com nova
ascencao das formas parasitarias entre-@ 38®dias, onde foi observado o nivel maximo
de 18.174 tripomastigotasfib de sangue. Durante a realiza¢do da curva parasdé&la cepa
QJ1, dois camundongos morreram.

Apesar de ndo haver negativacdo dos tripomastigggtagtiineos, houve
uma diminuicdo no numero dessas formas apds-odié@’ em seis dos camundongos
estudados indicando o final da fase aguda e indeofase crbnica, com excec¢do do

camundongo C1 que mostrou nova ascencao hoi&.1°
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Tabela 2.Curva parasitémica a partir do sangue de camundanfgrtados pela cepa QJ3 de

T. cruzi apés o isolamento.

Dia C1 Cc2 C3 C4 C5 C6 C7
30 - - - - - - -
5o - - - - - - -
70 - - - - - - -
10° - 30 - - 30 61 -
120 15 91 - - 61 - 15
14° 61 213 31 15 122 62 15
17° 15 61 15 31 78 15 30
19¢ - 15 - 15 78 61 15
21° 31 31 31 31 183 47 15
24° 47 - 61 61 15 15 31
26° 15 31 15 - a7 61 15
28° 31 15 31 15 61 92 15
31° 92 92 15 - 61 61 31
33° 92 61 31 31 244 61 61
35° 78 31 31 47 93 244 31
38° 153 183 31 31 61 61 61
40° 15 31 31 15 31 31 15
42° 78 31 47 15 125 93 92
45° 244 31 61 92 47 31 -
47° 31 - - 31 15 31 -
499 15 15 47 15 92 15 15
52° 91 31 91 183 31 15 31
54° 61 47 31 31 15 15 15
56° 92 15 15 15 15 92 15
599 31 31 31 - 15 15 15
61° 15 47 - 47 15 31 15
63° 61 31 61 61 31 47 15
66° 31 31 31 31 15 92 31
68° 15 31 31 31 31 61 15

Contagem de tripomastigotas epl5de sangue
(-) contagem de tripomastigotas negativa

Observou-se pela Tabela 2, que o periodo prepatantepa QJ3 variou do
3° ao 12°ias com parasitemia baixa, mantida durante togertodo estudado. O primeiro
pico parasitémico foi observado entre o &424°dias, com maximo de 213 tripomastigotas/

5uL de sangue observado com o camundongo C2 ndid4Apos esse periodo, ocorreu um
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declinio no nimero das formas sanglineas, com ass@nc¢cdo entre o -38°52°dias, com
maximo de 244 tripomastigotagilsde sangue.

A partir do 54°dia, houve uma diminuicdo do nimero de tripomatiig
sanguineos, com alguns camundongos apresentahdadeaiegativas, indicando final da fase

aguda e inicio da fase croénica.
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Tabela 3.Curva parasitémica a partir do sangue de camudonfectados pela cepa QM1

deT. cruzi apds o isolamento.

Dia C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7

3° 15 - 15 91 - - 31

59 31 15 47 47 31 - -

7° 47 62 218 61 47 - -
100 47 15 1571 140 701 - 152
12° 187 109 1914 701 545 15 274
140 451 366 4238 404 884 31 2074
170 498 545 4185 488 684 183 2225
190 653 809 3314 187 1037 311 3476
21° 467 965 4299 218 451 732 2894
24° 156 809 1571 183 373 244 3407
26° 373 1276 1891 187 311 762 2956
28° 373 778 1982 280 451 244 3454
31° 560 871 2520 427 747 274 2940
33° 653 1042 2622 451 684 671 5258
35° 1058 1027 2069 823 825 233 4963
38° 1571 747 * 3476 996 579 3376
40° 1758 1891 * 1245 427 342 4543
429 1805 2744 * 1556 1281 498 5227
45° 1789 1494 * 1098 233 884 3158
479 1229 1830 * 607 335 327 2396
49° 1867 2348 * 856 518 389 4138
529 1245 1369 * 244 187 202 2738
54° 1647 1291 * 610 358 140 1830
56° 902 1494 * 996 31 233 1416
59° 366 640 * 1089 91 62 638
61° 671 1120 * 1403 61 187 640
63° 244 809 * 187 91 93 488
66° 358 1058 * 436 15 366 700
68° 47 1229 * 389 31 47 871

Contagem de tripomastigotas epl.5de sangue
(-) contagem de tripomastigotas negativa
(*) morte do camundongo

A andlise da Tabela 3 mostrou que o periodo prefemtda cepa QM1
variou do 3%o 10°%ias, sendo o primeiro pico parasitémico obsenade o 17& 26°dias,
com um maximo de 4.299 tripomastigotagpl.5de sangue. Apds esse periodo houve um

declinio
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no numero das formas sangilineas, com novo pice endi2°e 45°dias, com maximo de
5.227 tripomastigotas/pk de sangue, seguido de nova diminuicdo até o fiaal leituras,
indicando o final da fase aguda e inicio da fasmica. Durante a realizagdo da curva

parasitémica, ocorreu a morte de um camundongo (C3)

Tabela 4. Curva parasitémica a partir do sangue de camundongectados pela cepa QM2
deT. cruzi apGs o isolamento.

Dia C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7

3° 171 - - - 187 366 78

59 3112 1011 - - 1447 671 280
7° 14188 6647 - - 10330 1708 451
10° 121162 47447 15 15 18669 4635 3796
120 152463 77912 327 498 19820 965 3734

14° 160056 81023 3171 5352 44432 13172 14270
170 165905 175364 7806 26651 120975 21905 28564
*

19 158811 162296 12380 24020 183877 *

210 * 122686 15246 36467 140889 ’ >
240 * * 18504 58621 * * *
260 * * 43685 28004 > *

280 * * 15371 * * * *
310 * * 22278 * * * *
330 * * 21469 * * * *
350 * * 26883 > * i i
380 * * 20536 * * * *
400 * * 20723 > * i

420 * * 19354 * * * *
450 * * 22443 * * * *
470 * * 12975 * * * *
499 * * * * * * *

Contagem de tripomastigotas epl5de sangue
(-) contagem de tripomastigotas negativa
(*) morte do camundongo

Observou-se com a Tabela 4, que o periodo prdpalarcepa QM2 variou
do 3°ao 7°dias, sendo o pico parasitémico observado enti® e 19°dias, com parasitemia

maxima de 175.364 tripomastigotagl.5le sangue.
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Essa cepa tem mostrado um comportamento bastareesag para o
camundongo “Swiss”, observando-se a morte dess@siamno pico da parasitemia, ao redor

do 17°dia pds-infecgéo.

Tabela 5. Curva parasitémica a partir do sangue de camumndoinfectados pela cepa QB1

deT. cruzi apds o isolamento.

Dia C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7

3° - 15 - - - 31 -

59 15 15 - 31 15 31 -
7° - 47 31 31 61 62 31
100 47 1250 78 93 1189 a7 -
12° 213 607 62 488 529 a7 -
140 91 1446 152 249 996 91 47
170 183 576 31 78 171 31 31
190 31 124 - 31 15 - 91
21° 61 91 - 47 31 61 15
24° 62 91 - 78 31 31 15
26° - 122 31 61 62 31 78
28° 31 93 31 31 31 91 47
31° 62 156 47 183 280 183 62
33° 78 171 91 488 373 202 62
35° 78 175 62 187 436 264 183
38° 124 264 187 976 669 457 78
40° 187 467 233 732 745 436 93
429 233 716 264 427 700 404 78
45° 171 140 152 342 762 233 62
47° 202 244 171 187 732 62 140
49° 47 140 171 549 342 124 93
520 62 93 78 327 366 124 124
54° 274 457 31 311 274 a7 62
56° 202 62 109 171 47 171 249
59° 488 a7 152 373 47 93 156
61° 171 31 62 420 31 109 93
63° 218 62 78 233 156 109 140
66° 311 31 62 109 140 78 233
68° 109 31 31 47 15 122 93

Contagem de tripomastigotas epl.5de sangue
(-) contagem de tripomastigotas negativa

Luciamare Perinetti Alves Martins



Tese

Observou-se com a Tabela 5, que o periodo prepatentepa QB1 variou
do 3°ao 7°dias, sendo o primeiro pico parasitémico obsenamce o 10%® 14°dias, com
parasitemia maxima de 1.446 tripomastigotad/ 8e sangue. Apds esse periodo, observou-
se um declinio no niumero de formas sanguineas.

Entre o 35% 45°dias, novo pico parasitémico foi observado conepac
QB1, com méaximo de 976 tripomastigotaglLsle sangue.

Apébs esse periodo, houve uma diminuicdo das fosaaguineas em seis
dos camondongos estudados indicando o final daafgiseéa e inicio da fase cronica, exceto

no camundongo C1, em que observou-se o iniciosgadi@nica a partir do 68ta.
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Figura 2. Representacédo grafica da curva parasitémica denchimgos infectados cc
as cepas de. cruziisoladas em Quarai, RS.
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Figura 3. Graficos das curvas parasitémicas obtidas pelatiasdogaritmicas do-nfle

tripomastigotas/aL. de sangue, segundo as cinco cepad .deruziisoladas em
Quarai, RS.
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4.4.1.2 Resultado da segunda curva parasitémica

Os resultados obtidos com a realizacdo da segumda parasitémica estéo

expressos nas tabelas 6, 7, 8, 9 e 10, figurds 4 e

Tabela 6.Curva parasitémica a partir do sangue de camundanfgrtados pela cepa QJ1 de

T. cruzi um ano apés o isolamento.

Dia C1l C2 C3 C4 C5

30 - - - - -

5° - - - - 15

7° 31 61 47 47 31
100 156 93 373 482 427
12° 420 327 793 2458 2561
140 610 488 1311 716 840
170 545 591 762 366 156
190 976 5901 716 78 109
21° 1220 560 1342 140 140
24° 1372 327 793 488 171
26° 2054 436 854 747 366
28° 902 793 747 389 467
31° 1403 498 685 793 1159
33° 2805 488 296 436 436
35° 1776 427 902 1276 1027
38° 1027 933 249 1464 1098
40° 1586 2256 793 529 1338
429 1805 1649 1281 1342 2622
45° 1898 1493 1097 840 1462
479 1711 933 342 464 1649
49° 1089 1244 404 871 1369
520 1951 1281 366 622 1678
54° 2147 1431 311 560 1338
56° 1618 1581 373 529 1587
59° 1213 1338 124 716 2022
61° 560 716 78 311 1773
63° 996 218 124 653 2458
66° 1403 218 156 560 2084
68° 622 187 218 622 1369

Contagem de tripomastigotas epl.5de sangue
(-) contagem de tripomastigotas negativa
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Observou-se com a Tabela 6, que o periodo prepatentepa QJ1 variou
do 5°ao 7°dias, tendo o primeiro pico ocorrido entre e 2L°dias. Apds esse dia, ocorreu
um declinio do nimero de tripomastigotas, com rasaensao das formas parasitarias entre o
33° e 42°dias, onde foi encontrado o nimero maximo de 2@@Pomastigotasis de
sangue. Nao houve morte dos camundongos durargdaxlp de realizagdo d& 2urva com

a cepa QJ1.
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Tabela 7.Curva parasitémica a partir do sangue de camundanfgrtados pela cepa QJ3 de

T. cruzi um ano apos o isolamento.

Dia C1 C2 C3 C4 C5
59 31 31 122 15 31
7° 15 15 91 47 78

10° 274 62 93 305 183

129 305 122 202 47 31

14° 335 193 152 62 15

179 78 140 254 15 15

19° 576 233 840 31 31

21° 1311 124 1634 61 15

240 825 218 1338 61 91

26° 457 436 1354 61 61

28° 202 591 2287 91 31

31° 93 233 3485 31 47

33° 183 427 1774 274 47

350 61 213 2500 47 31

38° 93 124 793 91 109

400 213 274 945 274 78

4290 244 15 747 244 78

450 47 47 427 244 47

479 15 93 311 31 213

490 213 244 607 47 122

520 15 15 296 91 122

54° 31 244 915 47 327

56° 202 78 549 31 498

590 233 47 457 91 732

61° 373 62 579 - 669

63° 62 78 579 47 404

66° 218 202 218 31 373

68° 366 396 427 31 436

Contagem de tripomastigotas epl5de sangue
(-) contagem de tripomastigotas negativa

Observou-se com a Tabela 7 que o periodo prepalantepa QJ3 ocorreu
no 5°dia, com parasitemia baixa durante todo o perésiodado. O pico da parasitémia foi
observado entre o 2#° 31°dias, com maximo de 3.485 tripomastigotpk/8e sangue. Nao

houve morte dos camundongos durante o periodaatizagio da2curva.
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Tabela 8.Curva parasitémica a partir do sangue de camudonfectados pela cepa QM1

deT. cruzi um ano apds o isolamento.

Dia C1 C2 C3 C4 C5

30 - - - - -

5o - - - - -

7° - - 31 - -

10¢ 31 31 31 15 -
129 244 280 264 233 183
14° 311 1677 871 684 809
170 1556 9361 4667 2022 3454
199 1680 7094 4574 1244 4330
21° 1493 9397 9514 2683 2614
240 1281 6223 4232 467 3329
26° 778 6342 1396 1957 3205
28° 1151 8432 3018 965 5123
31° 840 4387 3598 716 2769
33° 513 3598 1587 747 5977
359 467 4107 2147 653 4513
38° 854 2209 3173 1037 2131
400 809 2614 4574 996 1089
420 902 2458 2863 1089 1556
45° 965 2240 2614 1556 1431
479 1058 1089 1649 1431 933
490 1276 560 1649 778 1276
520 671 488 3598 366 2134
54° 529 653 * 62 1462
56° 622 732 * 218 2520
590 187 249 * 342 778
61° 467 218 * 366 1464
63° 249 124 * 124 809
66° 404 124 * 124 1742
68° 183 156 * 187 1528

Contagem de tripomastigotas epl5de sangue
(-) contagem de tripomastigotas negativa
(*) morte do camundongo

Observou-se com a Tabela 8, que o periodo prepaientepa QM1 variou

do 7°ao 10°ias, tendo o primeiro pico parasitémico ocoreddre o 19%® 21°dias com um
maximo de 9.514 tripomastigotapgl5de sangue. ApGs esse periodo, houve uma dimmuica

do numero de tripomastigotas, sendo observado assensao apenas em um camundongo
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(C5) no 35 dia da pés-infeccao. Durante a realzagi2 curva com a cepa QM1, houve a

morte de um camundongo (C3) aos 8% da realizacéo da curva.

Tabela 9.Curva parasitémica a partir do sangue de camundganggctados pela cepa QM2

deT. cruzi um ano apos o isolamento.

Dia C1l C2 C3 C4 C5
30 - - - - -
59 31 - - - 15
7° 31 31 78 - 31
100 187 218 809 61 1494
120 793 1342 3812 31 16149
140 4025 4147 9086 1260 20945
170 4061 7776 56290 358 34911
190 9941 11076 80463 653 160429
21° 34396 17673 144622 778 156571
24° 47668 42814 * * *
26° 65217 62571 * * *
28° * 96845 * * *
31° * 64888 * * *
33° * 108188 * * *
35° * 97333 * * *
38° * 61234 * * *
40° * 32235 * * *
420 * 47730 * * *
45° * 7608 * * *
479 * 5641 * * *
49° * 5787 * * *
529 * 5550 * * *
54° * 5275 * * *
56° * 5134 * * *
590 * 2614 * * *
61° * 1649 * * *
63° * 549 * * *
66° * 716 * * *
68° * 3415 * * *

Contagem de tripomastigotas epl.5de sangue
(-) contagem de tripomastigotas negativo
(*)morte do camundongo
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Observou-se com a Tabela 9 que o periodo prepalantepa QM2 variou
do 5°ao 10°ias, tendo o pico parasitémico ocorrido entr®®el33°dias, com um maximo
de 160.429 tripomastigotags. Durante esse periodo quatro camundongos C1CZ# C5
morreram. Apenas um camundongo (C2) sobreviveuaoparasitémico, observado aos 33°
dias, com 108.188 tripomastigotgel5 evoluindo com diminuicdo do numero de

tripomastigotas para a fase cronica.
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Tabela 10.Curva parasitémica a partir do sangue de camunddnégrtados pela cepa QB1

deT. cruzi um ano apds o isolamento.

Dia C1 C2 C3 C4 C5
59 31 31 31 - 61
7° 31 93 15 - -

10° 47 213 15 - 47

120 62 121 213 31 93

14° 31 47 61 15 47

179 93 47 15 61 62

19° 62 78 31 47 213

21° 62 31 47 61 62

240 109 124 183 15 152

26° 156 183 183 - 183

28° 140 152 62 122 213

31° 78 183 140 91 124

33° 274 47 152 15 122

350 78 244 366 305 373

38° 109 404 78 61 187

400 15 451 78 78 549

4290 62 93 62 156 233

459 183 109 109 124 156

479 31 47 244 156 183

490 366 274 183 335 183

520 140 15 78 140 218

54° 140 61 213 233 187

56° 396 244 122 62 109

590 366 152 152 109 218

61° 488 93 183 213 396

63° 427 244 62 124 384

66° 156 244 15 47 140

68° 233 327 15 62 93

Contagem de tripomastigotas epl5de sangue
(-) contagem de tripomastigotas negativa

Observou-se com a Tabela 10, que o periodo prapatarcepa QB1 variou
do 5°ao 1l0°dias, sendo que 0 pico parasitémico ocorreu entd8°e 40°dias com 549
tripomastigotas/aL de sangue. A cepa QB1 caracterizou-se por apeeseaixa parasitémia
durante todo o periodo de realizacdo Yautva, ndo havendo morte dos camundongos nesse

periodo.
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Figura 4. Representacdo grafica da curva parasitémica dercinmgos infectadc
com as cepas de cruzi,um ano apés o isolamento.

Luciamare Perinetti Alves Martins



Tese

Cepa QJ1 Cepa QJ3
3,50
g % 3 3,00
g 2 3007 88 250
o0 2,50 A =] !
23 2,00 §§ 2,00
28 150 - 28 1507
TR 1.00 A S% 1,00
o ® ! 13
~§ 050 1 g 0,50
EO,OO erT T T T T 7T T T T T 7T T T T T T T 7 T T T T T 71T T17T ’_0,00'IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
o ) o o o o o o o o (o] o O o O (o] o (s} Qo (o)
> @ ';\ q/b( (b'\r ‘b‘b b(f-) (,_)'1/ <,3°) Q)QJ > :@ r;\ rl/b( r'b'\' rb‘b b‘{) (orll (og (o(O
Dias de Leitura Dias de Leitura
Cepa QM1 Cepa QM2
4,00 6,00
2 3,501 2 5,00
» 2 3,00 o s |
é% 2’50_ gus) 4,00
EZ 2,007 § 8§ 3,007
~ z o
28 150 52 2,00
2 g 1,001 3¢
§ 0,501 g 1,007
r__O'OO Tr r rrzrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr7rTT '_0'00VIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
(o) Qo 8] Qo O (o] Qo (o) (o) O (o) Qo O Qo O (o) o (o) (o) (o)
EEE SN S U ERESEEOE SIS 2 IR
Dias de Leitura Dias de Leitura
Cepa QB1 Curvas Parasitémicas de cepas de T. cruzi
3.00 6,00
%) o .
S 250 1 3 500
€2 200 1 g% 400 +$;
50 £3 i
E 8 1,50 1 Zg 300 Qxn
Zz 9 =
U"g 1,00 A ’89’ 200 Q3
S LR g —%— QB
£ £
£ 0,50 1 & 1,00 A
= [
F 0,00 ¥ 0,00 e
> '»Q \',\ q/b‘ ,,)'\, ":)Q’ b?) o;], %% Q,Q’ 30 320 2,3‘0 3’3—0 AQO Ago 590 6%0
Diasde Leitura Dias de Leitura

Figura 5. Graficos das curvas parasitémicas obtidas pelatiasdogaritmicas do-nfle
tripomastigotas/gL de sangue, segundo as cinco cepa$.dguzi um ano apos o

isolamento.
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4.4.2 Tropismo tissular

Os resultados do estudo histopatologico realizan aortes seriados de
coracao, figado, musculo esquelético das cepa$. deiziisoladas durante a fase aguda da
infeccdo (7°10° 14° 21°e 30°dias) estdo expressos nas Tabelas 11, 12, 1313 4eeFigura
6. Os cortes de célon, esd6fago e baco de todasepascndo mostraram alteracdes
histopatoldgicas nessa fase.

A andlise histopatolégica realizada nos mesmos oérgétados acima
durante a fase cronica da infeccao (1&08B0°dias) estdo expressos nas Tabelas 16, 17, 18,
19 e 20, e Figura 7. Os cortes de es6fago e bagodds as cepas ndo mostraram alteracdes

histopatolégicas nessa fase da doenca.
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Tabela 11.Estudo histopatologico semi-quantitativo* do pssminflamatério (PI) e ninhos
de amastigotas (NA) realizado em triplicata (canomgds A, B e C) com a cepa

QJ1 deT. cruzidurante a fase aguda da infeccao.

Musculo esquelético Coracédo Figado
Dia Pl NA Pl NA Pl NA
P L

A - - - - - - -

7 B - - - - - - -
C - - - - - - -

A - - - - - - -

10 B - - - - - - -
C - - - - + - -

A - - - - -+ -

14 B - - - - + + -
C - - + - - + -

A - - - - -+ -

21 B - - - - -+ -
C - - - - -+ -

A ++ - + - - + -

30 B ++ - - - -+ -
C - - + - - + -

* (-) ausente; (+) discreta; (++) moderada e (+irtgnsa
P- inflamacgéo portal
L- inflamacéo lobular

Observou-se com a Tabela 11, que durante a fasgaag cepa QJ1
causou infiltrado inflamatério mononuclear moderadmm muasculo esqulético, com
predominio de linfocitos, apenas no- 38 apds a infeccdo, ndo sendo observadas formas
amastigotas.

Em musculo cardiaco, foi observado discreto pracesdglamatorio
linfocitario a partir do 14°dia pés-infeccdo, também ndo sendo observadasasorm
amastigotas.

A Tabela 11 mostra também que os camundongos qumrdsitados pela
cepa QJ1 apresentam o figado com inflamacéo crémiceonuclear portal e lobular a partir

do 1Q°ia pés-infeccdo, sem formas amastigotas.
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Tabela 12.Estudo histopatolégico semi-quantitativo* do pssteinflamatério (PI) e ninhos
de amastigotas (NA) realizado em triplicata (canaunggs A, B e C) com a cepa

QJ3 deT. cruzidurante a fase aguda da infecgao.

Musculo esquelético Coracao Figado
Dia Pl NA Pl NA Pl NA
P L
A - - - - - + -
7 B - - - - - - -
C - - - - - + -
A - - + - + + -
10 B - - - - + o+ ]
C - - - - - + -
A - - - - - + -
14 B - - - - - + -
C - - - - - - -
A ++ - - - ++  ++ -
21 B - - + - - - -
C +++ - + - + + -
A ++ - ++ + - + -
30 B - - - - + - -
C - - - - - + -

* (-) ausente; (+) discreta; (++) moderada e (+Hatgnsa
P- inflamag&o portal
L- inflamacéo lobular

Observou-se com a Tabela 12, que a cepa QJ3 mastderado a intenso
infiltrado inflamat6rio mononuclear com predomiudie linfocitos em musculo esquelético no
21°e 30°%ias poés- infeccdo, nao sendo observadas formastigitas.

No musculo cardiaco, discreto processo inflamat@iiobservado no 108
21°dias pos- infeccdo, sem formas amastigotas. Ndia0foi observado moderado processo
inflamatério em um camundongo com formas amastigeta pequeno nimero.

O figado mostrou processo inflamatério portal obular, durante toda a

fase aguda, sem formas amastigotas.

Luciamare Perinetti Alves Martins



Tese

Tabela 13.Estudo histopatolégico semi-quantitativo* do pssteinflamatério (PI) e ninhos

de amastigotas (NA) realizado em triplicata (canaunggs A, B e C) com a cepa

QM1 deT. cruzidurante a fase aguda da infeccao.

Musculo esquelético Coracao Figado
Dia Pl NA Pl NA Pl NA
P L
A - - - - - - -
7 B - - - - - - -
C - - - - - - -
A - - - - - - -
10 B - - - - - - -
C - - - - + - -
A - - - - - - -
14 B - - - - - - -
C - - - - - + -
A ++ - - - - + -
21 B + - + - - - -
C - - + - + - -
A + - +++ + + - -
30 B + - + + + + -
C ++ + +++ - ++  ++ -

* (-) ausente; (+) discreta; (++) moderada e (+Hatgnsa
P- inflamacg&o portal
L- inflamacao lobular

Observou-se com a Tabela 13, que a cepa QM1 apvaseiscreto a
moderado infiltrado inflamatério mononuclear conegominio de linfécitos em musculo
esquelético no 218 306°dias pos- infecgdo, com pequeno nimero de formmastégotas no
30°dia.

Os camundongos estudados nesta fase, com a cepa Qbktraram
musculo cardiaco com processo inflamatério disceetmtenso no 21 30°dias, com
pequeno numero de formas amastigotas naliz0°

No figado, foi observado processo inflamatério glodu lobular, sem

formas amastigotas.
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Tabela 14.Estudo histopatolégico semi-quantitativo* do pssteinflamatério (PI) e ninhos

de amastigotas (NA) realizado em triplicata (canaunggs A, B e C) com a cepa

QM2 deT. cruzidurante a fase aguda da infeccéo.

Musculo esquelético Coracao Figado
Dia Pl NA Pl NA Pl NA
P L
A - - - - + - -
7 B - - - - - - -
C + - + - - - -
A - - - - - - -
10 B - - + - - - -
C + - + - - + -
A ++ +++ + - - + -
14 B ++ +++ + - - + -
C + + + - + + +
A ++ + + - + + -
21 B ++ - + + + + -
C + - + + + + -
A ++ + + + + + -
30 B ++ + + + + + -
C ++ + ++ + + + -

* (-) ausente; (+) discreta; (++) moderada e (+Hatgnsa
P- inflamag&o portal
L- inflamacéo lobular

Observou-se com a Tabela 14, que a cepa QM2 apueshscreto a
moderado infiltrado inflamatério mononuclear conegominio de linfécitos em musculo
esquelético em todo o curso da fase aguda, concantn freqliente de formas amastigotas
em “ninhos” do 1420 30%ias.

No mdusculo cardiaco, também foi observado com estm, processo
inflamat6rio mononuclear discreto a moderado derantla a fase aguda, com pequeno
namero de formas amastigotas ne @ BB°dias pds- infeccao.

O figado mostrou processo inflamatério portal obular em toda a fase

aguda, com raras formas amastigotas nalie4eém células de Kupffer.
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Tabela 15.Estudo histopatologico semi-quantitativo* do psseeinflamatério (P1) e ninhos
de amastigotas (NA) realizado em triplicata (canaunggs A, B e C) com a cepa

QB1 deT. cruzidurante a fase aguda da infecgéo.

Musculo esquelético Coracao Figado
Dia Pl NA Pl NA Pl NA
P L
A - - - - + + -
7 B + - - - - - -
C - - - - - + -
A - - - - -+ -
10 B - - - - - + -
C - - - - - - -
A - - - - - + -
14 B ++ - + - - + -
C - - - - + - -
A + - - - - + -
21 B + - - - - + -
C - - - - - + -
A + - - - - + -
30 B + - - - - - -
C + - - - + + -

* (-) ausente; (+) discreta; (++) moderada e (+Hatgnsa
P- inflamag&o portal
L- inflamacéo lobular

Observou-se com a Tabela 15, que a cepa QB1l mostroumisculo
esquelético discreto a moderado infiltrado inflaimat mononuclear com predominio de
linfécitos no 7dia, e 14% 30°dias pos- infeccdo, ndo sendo observadas formastigiwtas.

No musculo cardiaco, discreto processo inflamatdniononuclear foi
observado em um camundongo ne di4fpos-infeccao.

Os camundongos infectados por esta cepa, mostrarafiygado com
processo inflamatério portal ou lobular de &8 30°dias, porém, ndo foram observadas

formas amastigotas.
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A. Processo inflamat6rio mononuclear em muscul@®, Miocardite chagéasica com ninhos de amastigota
esquelético, cepa QM1, aumento de 400X e fragmentagdo de algumas fibras musculares,
cepa QM2 , aumento de 400X

C. Inflamacao mononuclear com necrose miocardic®. Ninhos de amastigotas em fibra muscular esque-
focal, cepa QM2 , aumento de 400X lética, cepa QM2 , aumento de 400X

E. Célula muscular cardiaca em processo de romgt Corte de figado com amastigotas em célula de
mento peldT. cruzi,cepa QM2 , aumento de 400X Kupffer, cepa QM2 , aumento de 400X

Figura 6. Cortes histologicos obtidos de camundongos “Swisfctados pelas
cepas QM1 e QM2 d&. cruzina fase aguda por meio de microscopia
Optica.
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Tabela 16.Estudo histopatolégico semi- quantitativo* do psseinflamatoério (PI) e ninhos

de amastigotas (NA) realizado em triplicata (canaunggs A, B e C) com a cepa

QJ1 deT. cruzidurante a fase cronica da infeccao.

Dias mm esquel. Coracao Figado Cdlon
Pl NA Pl NA Pl NA Pl NA
P L
A +++ - - - -+ - - -
150 B - - + - - - - - -
C - - + - - + - - -
A - - - - -+ - - -
180 B + - - - -+ - - -
C +++ - - - - - -

* (-) ausente; (+) discreta; (++) moderada e (+irtgnsa
P- inflamacgéo portal
L- inflamacéo lobular
A Tabela 16 mostra nos cortes de musculo esquelétls camundongos
infectados pela cepa QJ1, a presenca de discretooderado infiltrado inflamatorio
mononuclear perivascular no 15€°180°dias apds a infec¢cdo. Em musculo cardiaco, foi
encontrado discreta miocardite focal em dois catongos no 150dia pés-infecgéo.
Os cortes de figado dos camundongos infectadosgp@arcepa apresentaram
discreto processo inflamatorio mononuclear lobularl50%ia e no 1808ia pos-infecgéo.
Durante a fase cronica, ndo foram observadas foranasstigotas nos

orgdos estudados de todos os camundongos infegatiosepa QJ1.
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Tabela 17.Estudo histopatolégico semi- quantitativo* do psseinflamatoério (PI) e ninhos
de amastigotas (NA) realizado em triplicata (canaunggs A, B e C) com a cepa

QJ3 deT. cruzidurante a fase cronica da infeccao.

Dias Mm esquel. Coracao Figado Cdlon
Pl NA Pl NA Pl NA Pl NA
P L
A - - + - -+ - + -
150 B - - - - -+ - - -
C + - + - - + - - -
A ++ - + - -+ - + -
180 B - - - - - - - - -
C - - ++ - + 4+ - + -

* (-) ausente; (+) discreta; (++) moderada e (+irtgnsa
P- inflamacgéo portal
L- inflamacéo lobular

A andlise da Tabela 17 mostra que a cepa QJ3 apsasem musculo
esquelético discreto a moderado infiltrado infladmat mononuclear no 15G® no 180ia
pés-infeccdo. No musculo cardiaco, o processoniratério foi classificado como discreto no
150° dia pés-infeccdo, e no camundongo C essa inflamacd focal. No 180%ia pos-
infeccdo, o infiltrado inflamato6rio variou de disty a moderado, e em camundongo C, no
180°dia foi observado edema e necrose miocéardica, ééémoderada inflamacao.

No figado, a cepa QJ3 apresentou discreto procés8amatorio
mononuclear lobular e portal. Os cortes de célostracam discreto processo inflamatorio

mural.

As formas amastigotas nédo foram encontradas nassalé infeccao.
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Tabela 18.Estudo histopatolégico semi-quantitativo* do precemflamatoério (P1) e ninhos

de amastigotas (NA) realizado em triplicata (canaunggds A, B e C) com a cepa

QM1 deT. cruzidurante a fase crénica da infeccéo.

Dias

Mm esquel. Coracao Figado Cdlon
Pl NA Pl NA Pl NA Pl NA
P L
A + - - - - - - + -
150 B - - - - -+ - - -
C + - + - + 4+ - - -
A - - + - -+ - - -
180 B - - + - -+ - - -
C - - + - -+ - - -

* (-) ausente; (+) discreta; (++) moderada e (+Hatgnsa

P- inflamacg&o portal
L- inflamacéo lobular

Foi observado com a Tabela 18, que a cepa QM1 ayoesem musculo

esquelético discreto infiltrado inflamatério monolaar perivascular no 150dia poés-

infeccdo; no musculo cardiaco foi encontrado diaar@ocardite com fibrose focal, tanto no

15 como no 189dia pds-infeccao.

mononuclear lobular e portal no 250180 dia pds-infeccéo.

mostraram processo inflamatério mural.

formas amastigotas.

No figado foi observado com esta cepa, discretagsso inflamatério

Apenas no camundongo A, no %5ia de infec¢do, os cortes de cdlon

Durante essa fase da infeccdo com a cepa QM1 mam fencontradas
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Tabela 19.Estudo histopatolégico semi-quantitativo* do precemflamatoério (P1) e ninhos
de amastigotas (NA) realizado em triplicata (canaunggds A, B e C) com a cepa

QM2 deT. cruzidurante a fase crénica da infeccéo.

Dias Mm esquel. Coracao Figado Cdlon
Pl NA Pl NA Pl NA Pl NA
P L
A - - - - - - - + -
150 B + - + - -+ - + -
C - - - - - - - + -

* (-) ausente; (+) discreta; (++) moderada e (+Hatgnsa
P- inflamag&o portal
L- inflamacao lobular

Foi observado com a Tabela 19, que a cepa QM2 aayjmes discreto
infiltrado inflamatério mononuclear com fibrose &cem muasculo esquelético e cardiaco
apenas em um camundongo. Nesse mesmo camundongoyteside figado foi encontrado
discreto processo inflamatério lobular.

Os cortes de colon de todos os camundongos infectaebta fase pela cepa
QM2 apresentaram discreto processo inflamatériamur

Durante a fase cronica da infeccdo ndo foram ohdass/ formas
amastigotas nos 6rgaos estudados. Os trés camursdiogctados para o estudo no -18iaP

morreram antes do periodo determinado, provavebneamo caracteristica da cepa QM2.
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Tabela 20.Estudo histopatolégico semi-quantitativo* do precemflamatoério (P1) e ninhos
de amastigotas (NA) realizado em triplicata (canaunggds A, B e C) com a cepa

QB1 deT. cruzidurante a fase cronica da infecgao.

Dias Mm esquel. Coracao Figado Cdlon
Pl NA Pl NA Pl NA Pl NA
P L
A + - - - -+ - + -
150 B - - - - -+ - + -
C + - - - + + - - -
A + - - - -+ - + -
180 B - - - - -+ - + -
C + - - - - - - - -

* (-) ausente; (+) discreta; (++) moderada e (+irtgnsa
P- inflamacgéo portal
L- inflamacéo lobular

A andlise da Tabela 20 mostrou que a cepa QB1 eypms discreto
infiltrado inflamatério mononuclear em musculo esdético, sendo que nos dois
camundongos no 18Qfia esse processo era perivascular . Em muascutbaca nado foi
observado processo inflamatério durante a faseaa@a infeccdo em todos os camundongos
estudados.

No figado, foi observado discreto processo inflaématlobular e portal no
150 dia e 180dia pés-infeccéo.

Os cortes de célon dos camundongos infectadoscpela QB1 mostraram
discreto processo inflamat6rio mural e nos plexmex{te) no 150 como no 189dia pds-
infeccao.

Durante a fase crénica néao foi observada a presnfarmas amastigotas

nos orgaos estudados.
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A. Miosite cronica com fragmentacgéo celular, cepa. Masculo estriado com inflamag&o mononuclear,
QJ3, aumento de 400 X cepa QM2, aumento de 400 X

C. Edema intersticial e inflamacéo crénica de musD. Foco de intenso processo inflamatério crénico em
culo esquelético, cepa QJ3, aumento de 400 X musculo esquelético, cepa QJ1, aumento d&X400

E. Plexo mioentérico com inflamag&o cronica, F. Parede muscular do intestino grosso com
cepa QM2, aumento de 400 X processo inflamatério atingindo os plexos
mioentéricos, cepa QB1, aumento de 400 X

Figura 7. Cortes histologicos obtidos de camundongos “Swisfctados pelas
cepas QB1, QJ1, QJ3, QM2 de cruzina fase crbnica por meio de
microscopia Optica.
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4.4.3 Estudo morfolégico dos tripomastigotas sangigos

Observou-se polimorfismo entre as formas triporgatis das cinco cepas
isoladas, com formas largas exibindo nicleo arrdado em posicdo anterior, presenca de
citoplasma vacuolizado, cinetoplasto terminal, meméa ondulante e flagelo relativamente
curto. Essas formas caracterizavam-se por apreseasgpecto da letra “C”.

As formas intermediarias e raras delgadas, ap@sentnicleo em posicao
mais central, com indice nuclear menor, citoplapm&co vacuolizado, cinetoplasto terminal,
membrana ondulante menos evidente, flagelo retagwée curto, caracterizando-se por
demonstrar o aspecto da letra “C” ou “S”.

Os resultados minimo, médio e maximo obtidos pélisenmorfométrica de
30 formas tripomastigotas mensuradas aleatoriandsteada uma das cepas Tecruzi
isoladas estdo expressos nas Tabelas 21, 22, 28,284 As meédias aritméticas dessas 30
formas tripomastigotas de cada cepalderuzi comparadas com os resultados médios da

cepa Y, estdo expressos na tabela 26.

Tabela 21.Avaliagbes morfométricas de 30 formas tripomastigsangiiineas mensuradas

aleatériamente do sangue de camundongos “Swissttadfos com a cepa QJ1

deT. cruzi
Valores

Parametros morfométricos

Minimo Maximo Médio
Comprimento do flagelqum) 5,19 10,05 7,37
Comprimento do corpqi() 10,90 15,60 13,55
Comprimento total(m) 16,36 24,39 20,91
Largura do corpopm) 1,27 2,76 1,83
Area do cinetoplastqun)? 0,66 1,51 0,92
Distancia P/N{m) 6,75 10,25 8,59
Distancia A/N {tm) 3,84 6,13 4,96
indice nuclear 1,43 2,55 1,75
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Tabela 22. Avaliagbes morfométricas de 30 formas tripomastigsangiiineas mensuradas

aleatériamente do sangue de camundongos “Swissttados com a cepa QJ3

deT. cruzi
Valores

Parametros morfométricos

Minimo Maximo Médio
Comprimento do flagelqum) 6,36 9,42 7,79
Comprimento do corpqi() 11,55 16,47 13,94
Comprimento total(m) 19,08 24,43 21,73
Largura do corpopm) 1,44 2,65 1,84
Area do cinetoplastqun)? 0,83 1,30 0,99
Distancia P/N{m) 6,59 11,82 9,04
Distancia A/N {tim) 3,29 6,09 4,90
indice nuclear 1,33 2,87 1,88

Tabela 23. Avaliagdes morfométricas de 30 formas tripomastigsangiiineas mensuradas

aleatériamente do sangue de camundongos “Swisttatfos com a cepa QM1

deT. cruzi
Valores

Parametros morfométricos

Minimo Maximo Médio
Comprimento do flagelqum) 5,04 9,32 7,39
Comprimento do corpqu(n) 10,59 17,38 13,97
Comprimento total(m) 15,81 26,62 21,36
Largura do corpopm) 1,17 2,13 1,68
Area do cinetoplastqun)? 0,63 1,22 0,92
Distancia P/Nim) 6,50 12,07 8,97
Distancia A/N {tm) 3,13 6,87 5,00
indice nuclear 1,23 2,95 1,84
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Tabela 24.Avaliacdes morfométricas de 30 formas tripomastigsangiiineas mensuradas
aleatériamente do sangue de camundongos “Swistados com a cepa QM2

deT. cruzi

Valores

Parametros morfométricos

Minimo Maximo Médio
Comprimento do flagelgqum) 5,25 8,90 7,00
Comprimento do corpqi() 9,25 14,73 11,89
Comprimento total(m) 15,36 21,75 18,89
Largura do corpopm) 1,18 2,14 1,68
Area do cinetoplastqun)? 0,41 2,35 1,15
Distancia P/N{m) 6,10 9,30 7,55
Distancia A/N {tm) 2,95 5,89 4,34
indice nuclear 1,24 2,49 1,81

Tabela 25. Avaliagbes morfométricas de 30 formas tripomastigsangliineas mensuradas
aleatériamente do sangue de camundongos “Swissttados com a cepa QB1

deT. cruzi

Valores

Parametros morfométricos

Minimo Maximo Médio
Comprimento do flagelqum) 5,21 10,05 7,48
Comprimento do corpqi() 9,54 14,71 12,63
Comprimento totaly(m) 16,29 22,99 20,10
Largura do corpopm) 1,42 2,05 1,75
Area do cinetoplastqun)? 0,46 1,17 0,85
Distancia P/N |(m) 6,33 9,46 7,94
Distancia A/N {tm) 2,98 6,23 4,69
indice nuclear 1,20 2,40 1,75
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Tabela 26.Valores médios referentes as avaliacdes morforaétdas cinco cepas decruzi
isoladas. Comparacdo com os valores médios(*) ddiagdo da cepa Y do

parasito.

Parametros morfométricos QJ1 QJ3 QM1 QM2 QB1 Y
Comprimento do flagelqum) 7,37 7,79 7,39 7,00 7,48 5,64
Comprimento do corpqum) 13,55 13,94 13,97 11,89 12,63 14,85

Comprimento totaly(m) 2091 21,73 21,36 18,89 20,10 20,49
Largura do corpop(m) 1,83 1,84 1,68 1,68 1,75 1,95
Area do cinetoplastqum?) 0,92 0,99 0,92 1,15 0,85 1,01
Distancia P/Nim) 8,59 9,04 8,97 7,55 7,94 7,36
Distancia A/N {tm) 4,96 4,90 5,00 4,34 4,69 7,48
indice nuclear 1,75 1,88 1,84 1,81 1,75 1,01

(*) Valores médios da cepa Y, segundo Martinez 4200

As Figuras 8, 9, 10, 11 e 12 exibem as fotomiciitagalas cepas QJ3, QJ1,

QM1, QM2 e QBL.
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Figura 8. Formas tripomastigotas sanguineas da cepa QUlatazj obtidas aleatoriamente em
esfregago sanguineo no 15° dia pds-infecgao, Arel€ sdo formas largas®, D, Ee
F s&@o formas intermediarias, aumento de 1000X.
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Figura 9. Formas tripomastigotas sanguineas da cepa QU3alezj obtidas aleatoriamente em
esfregaco sanguineo no 15° dia pés-infeccao, AnBeC, D, Ee F séo formas inter-
mediarias, aumento de 1000X.
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Figura 10. Formas tripomastigotas sanguineas da cepa QM1T.decruzi obtidas
aleatoriamente em esfregago sanguineo no 15° diinfetcao, ondd, B, C,
E e F sdo formas intermediariadeé forma delgada, aumento de 1000X.
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Figura 11. Formas tripomastigotas sanguineas da cepa QMR deuzj obtidas aleatoriamente
em gota espessa no 15° dia pés-infeccdo, okddB, C e F sdo formas
intermediarias ® e E sdo formas largas, aumento de 1000X.
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Figura 12. Formas tripomastigotas sanguineas da cepa QB1ldezj obtidas aleato-riamente em esfre-
gaco sanguineo no 15° dia pos-infecgéo, @nde, D e E sdo formas intermediariag é
forma delgada € é forma larga, aumento de 1000X.
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Os resultados estatisticos obtidos neste estudaesoltados dos testes de comparacgdes entre

as cepas, estdo resumidos nas Tabelas de 27 &igdras 13 a 20, nas quais o valor exterior

esta indicado pela ordem em que foi colhido (An&xa na descricdo dos mesmos, para

orientacao da leitura das Figuras, foi anotadcegrdrénteses.

Tabela 27. Mediana, quartil 1 (), quartil 3 (Q), semi-amplitude interquartilica e valores

minimo e maximo da variavel comprimento do flag#docepa e resultado do teste

de Kruskal-Wallis para comparagao entre as cinpaséel. cruziestudadas.

Variavel Medida Cepa (n = 30) Resultado
Descritiva QJ1 | Q3] QM1|] QM2] OQB1| do Teste
Limite inferior | 4,60 6,00 3,19 3,87 5,59
_ Valor minimo 5,19 6,36 5,04 5,25 5,21
Compri- o) 670 7,29 634 618 6,94 81l(p=
mento Mediand | 7,3% 7,84 7,58 7,1%, 7.4% | 0.087)
do Qs 8,10 8,15 844 7,72 7,85
flagelo Valor Méximo| 10,05 942 932 890 1005 N
Limite superior] 9,15 994 11,59 10,03 9,2(
semi-amplitude 76 943 105 077 0,44

interquartilica

W duas medianas seguidas de pelo menos uma mesmaéat diferem no nivel 5% de significancia.
@ NS = nao-significante

Na Tabela 27 e na Figura 13, observa-se que @mu@Emprimento de

flagelo (CFLAG) encontrado (valor minimo) foi d@&um para a cepa QM1; 548 para

a cepa QJ1; 5,2dn para a cepa QB1; 525, para a QM2 e para a cepa QJ3 360

comprimento maximo do flagelo foi de 10,06 para as cepas QJ1 e QB1; qu#2 para a

QJ3; para a cepa QM1 9|82 e 8,9Qim para a cepa QM2.

Verifica-se que o primeiro quartil ¢(§ é o valor que separa o conjunto de

dados em duas partes:

25%

dos dados estdo abaix@5% estdo acima
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dele. Portanto, 25% dos comprimentos dos flagedt@oeabaixo ou iguais a 6}i@ para a
cepa QM2 e 7,39m para a cepa QJ3, sendo os demais intermediariesses valores
(6,34um para a cepa QM1; 6,[ith para a cepa QJ1; 6|99 para a cepa QB1). Observando
o valor do terceiro quartil (§), pode-se afirmar que 25% dos dados estao aciteaedé&%
abaixo dele. Dessa forma, 25% dos comprimentosfldgslos, apresentam valor igual ou
superior a 7,72m para a cepa QM2 e B para a cepa QM1, sendo os demais
intermediarios a esses valores (cepa QB1umi2Zepa QJ1 8,10n e cepa QJ3 8,[ikn).
Observa-se ainda, que 50% dos comprimentos deldlaggcontrados,
valores medianos, sao iguais ou inferiores ap#fyil8para a cepa QM2 e a 7,84 para a
cepa QJ3, sendo os demais valores intermediagsses (7,38n para a cepa QJ1; 748
para a cepa QBl e 7,58 para a cepa QM1); veriiceambém que 50% dos valores
encontram-se entre 6,70 e 8,10 para a cepa QIle BA5 para a cepa QJ3; 6,34 e 8,44 para

a cepa QM1; 6,18 e 7,72 para a cepa QM2 e 6,%5epéara a cepa QB1.
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Legenda: 1= QJ1; 2= QJ3; 3= QM1; 4= QM2; 5= QB1
Figura 13. Box-plot com a mediana, quartil 1 {Q quartil 3 (Q), limite inferior, limite
superior e valores exterior para a variavel comenito do flagelo das cinco cepas
deT. cruziestudadas.

Deve-se observar que o teste estatistico utilizg@esentou um resultado
estatisticamente nao-significante quando se comgraras cepas segundo o comprimento de
flagelo, o que permite afirmar que as cepas na@aiif quanto ao comprimento do flagelo.

Na Figura 13, pode-se observar a presenca de satateriores , ou seja
valores que néo se comportam como os demais dardonjle dados, por serem muito altos

ou baixos em relacdo aos demais, sendo o valo5®),para a cepa QJ1 e os valores

5,91(126), 9,25(130) e 10,05(149) para a cepa QB1.
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Tabela 28. Mediana, quartil 1 (€, quartil 3 (Q), semi-amplitude interquartilica e valores
minimo e maximo da variavel comprimento do corpaeéppa e resultado do teste

de Kruskal-Wallis para comparacao entre as cinpasderl. cruziestudadas.

Variavel Medida Cepa Resultado do
Descritva | QJ1 | QJ3| QM1] QM2 QB1] Teste

Limite inferior | 11,72 9,15 6,71 8,46 9,02
Valor minimo | 10,90 11,55 10,59 9,25 9,54
1

Comprimentg Q 1322 12,72 12,05 11,04 11,81 351
do corpo Mediand | 13,56 13,98 14,2 11,98 12,84 | (p<0,001)
Qs 1422 1510 1560 12,76 13,68 g cp 3

Valor maximo| 15,60 16,47 17,38 14,73 14,/1
Limite superior| 15,72 18,67 20,94 15,34 16,47

Semi-ampljt_udee 050 1,19 1,78 086 0,93
interquartilica

W duas medianas seguidas de pelo menos uma mesmaéet diferem no nivel 5% de significancia.
®) SIGNIF. = SIGNIFICANTE

Pode-se observar na Tabela 28 e Figura 14, quenorncemprimento de
corpo (CCORPO) encontrado (valor minimo) foi d259m para a cepa QM2 e 1156
para a cepa QJ3, sendo os demais valores intemosdidesses (9,p#h para a cepa QB1;
10,59 para cepa QM1 e 10,90 para a cepa QJ1). @ronento maximo de corpo foi de
147um para a cepa QB1l e 17,88 para a cepa QM1, sendo os demais valores
intermedidrios a esses (14,7 QM2, 15,6im QJ1 e 16,41m QJ3).

Verifica-se também que o primeiro quartil JQ é o valor que separa o
conjunto de dados em duas partes: 25% dos dadds a&shixo e 75% estdo acima dele.
Portanto, 25% dos comprimentos de corpos estacaloai iguais a 11,Q4n para a cepa
QM2 e 13,22 para a cepa QJ1, sendo os demais ad&rios a esses valores (11,81 para a
cepa QB1; 12,05 para a cepa QM1; 12,72 para a@8pa Observando o valor do terceiro
quartil (@), pode-se afirmar que 25% dos dados estdo aciteaedés% abaixo dele. Dessa

forma, 25% dos comprimentos de corpos, apresengdmon igual ou superior a 12,jdé para

Luciamare Perinetti Alves Martins



Tese

a cepa QM2 e 15,6n para a cepa QM1, sendo os demais intermediaresses valores
(cepa QB1 13,68n; cepa QJ1 14,2@n e cepa QJ3 15,uf).

Observa-se ainda que 50% dos valores séo iguaisfeniores a 11,98m
para a cepa QM2 e a 14428 para a cepa QM1, sendo os demais valores inté@rweda
esses (12,84m para a cepa QB1; 1346 para a cepa QJ1 e 1388 para a cepa QM1),
segundo o comprimento de corpo. Encontram-se 5@4alores para a cepa QJ1 entre 13,22
e 14,22; para a cepa QJ3 entre 12,72 e 15,10;apeepa QM1 entre 12,05 e 15,60; para a
cepa QM2 entre 11,04 e 12,76.

Deve-se observar ainda, que o teste estatistiti@aadth apresentou um
resultado estatisticamente significante quando eepararam as cepas segundo O
comprimento de corpo, portanto sendo licito afirngge as cepas diferem entre si,
apresentando a cepa QM2 o menor valor mediano8irh)9 diferindo da cepa QB1, a qual
apresentou um valor mediano intermediario (123@#6entre aquela cepa (QM2) e o grupo
de cepas que nado apresentaram diferencas signdicatentre si: QJ1(13,5h6én),

QJ3(13,98m) e QM1(14,2Am), das quais difere estatisticamente.
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Legenda: 1= QJ1; 2= QJ3; 3= QM1; 4= QM2; 5= QB1

Figura 14. Box-plot com a mediana, quartil 1 {Q quartil 3 (Q), limite inferior, limite
superior e valores exteriores para a variavel congmto do corpo das cinco
cepas df. cruziestudadas.

Na Figura 14, pode-se observar a presenca de satateriores , ou seja

valores que ndo se comportam como os demais dortorge dados, por serem muito baixos

em relacéo aos demais, sendo os valores 11,39(¥9@(18) para a cepa QJ1.
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Tabela 29.Mediana, quartil 1 (Q, quartil 3 (Q), semi-amplitude interquartilica e valores
minimo e maximo da variavel comprimento total dpace resultado do teste de

Kruskal-Wallis para comparacéo entre as cinco cdpas cruziestudadas.

Variavel Medida Cepa Resultado do
Descritva | QJ1 | QJ3| QM1] QM2 QB1] Teste

Limite inferior| 15,83 17,56 11,98 13,22 15,76
Valor minimo | 16,36 19,08 15,81 15,36 16,P9

Comprimentq o} 1946 20,74 19,12 17,39 19,00 351
total do corpd  iediand | 20,98 21,68 21,46 18,98 19,7®| (p <0,001)
Qs 2217 22,86 23,87 20,17 2115 (3

Valor Maximo | 24,39 24,43 26,62 21,75 22,99
Limite superior] 25,80 26,04 31,01 24,34 24,39

Semi-ampljt_udee 135 1,06 2,38 1,39 1,09
interquartilica

W duas medianas seguidas de pelo menos uma mesmaéet diferem no nivel 5% de significancia.
®) SIGNIF. = SIGNIFICANTE

Na Tabela 29 e Figura 15, observa-se que 0 menopromento total
encontrado (valor minimo) foi de 15;86 para a cepa QM2 e 19|08 para a cepa QJ3,
sendo os demais valores intermediarios a esse&ljitd,para a cepa QM1; 16,29 para cepa
QB1 e 16,36 para a cepa QJ1). O comprimento tofimo foi de 21,7fm para a cepa
QM2 e 26,6m para a cepa QM1, sendo os demais valores intéroeda esses (22,0
para QB1; 24,39m para QJ1 e 24,48 para a QJ3).

Verifica-se também que o primeiro quartilJ@ o valor que separa o
conjunto de dados em duas partes: 25% dos dadds akstixo e 75% estdo acima dele.
Portanto, 25% dos comprimentos totais dos paras#i@® abaixo ou iguais a 17,89 para a
cepa QM2 e 20,74n para a cepa QJ3, sendo os demais intermediaeissea valores (19,00
para a cepa QB1; 19,12 para a cepa QM1; 19,46gampa QJ1). Observando o valor do

terceiro quartil (Q), pode-se afirmar que 25% dos dados estdao acin@a @e75%
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abaixo dele. Dessa forma, 25% dos comprimentostdtes parasitas, apresentam valor igual
ou superior a 20,}i#m para a cepa QM2 e 23|87 para a cepa QM1, sendo os demais
intermedidrios a esses valores (cepa QB1 2inlsepa QJ1 22,1ifm e cepa QJ3 22,86).

Observa-se que 50% dos valores sdo iguais ouardgera 18,98 para a
cepa QM2 e a 21,68 para a cepa QJ3, sendo os demais valores intémosda esses
(19,78m para a cepa QB1; 2098 para a cepa QJ1 e 21,46 para a cepa QM1), segundo
o comprimento total. Dos valores achados, poderbssrear que 50% encontram-se entre
19,46 e 22,17 para a cepa QJ1, entre 20,74 e par86G cepa QJ3, entre 19,12 e 23,87 para a
cepa QM1, entre 17,39 e 20,17 para a cepa QM2aegpeepa QB1 entre 19,00 e 21,15.

Deve-se observar ainda que o teste estatisticzagkil apresentou um
resultado estatisticamente significante quando eepararam as cepas segundo O
comprimento total, portanto sendo licito afirmae @s cepas diferem entre si, apresentando a
cepa QM2 o menor valor mediano (1888, diferindo da cepa QB1, a qual apresentou um
valor mediano intermediario (19,1&) entre aquela cepa (QM2) e o grupo de cepas &mie n
apresentaram diferencas significativas entre sii @D,9¢im), QM1 (21,4em) e QJ3
(21,68um), das quais difere estatisticamente.

Na Figura 15, ndo se observa a presenca de vadatesores, ou seja
valores que n&o se comportam como os demais dardongle dados, por serem muito altos

ou baixos em relacdo aos demais.
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Legenda: 1= QJ1; 2= QJ3; 3= QM1; 4= QM2; 5= QB1

Figura 15. Box-plot com a mediana, quartil 1 (Q quartil 3 (Q), limite inferior, limite

superior e valores exteriores para a variavel congmto total do corpo para as

cinco cepas dé. cruziestudadas.

Tabela 30. Mediana, quartil 1 (€, quartil 3 (Q), semi-amplitude interquartilica e valores

minimo e maximo da variavel largura da cepa e tagaoldo teste de Kruskal-Wallis

para comparacao entre as cinco cepak. deuziestudadas.

Variavel Medida Cepa Resultado do
Descritva | QJ1 | QJ3]| QM1] QM2] QB1] Teste
Valor minimo | 1,27 1,44 1,17 1,18 1,3b
Largura Q 1,56 163 1,45 1,48 1,64 5,9
Mediana 172 18@ 176 17l 178&  (p=0,205)
Qs 2,07 1,99 1,90 1,85 1,88 NS
Valor Maximo | 2,76 2,65 2,13 2,14 2,05
Semi-amplitude 1,82 1,81 1,68 1,67 1,76
interquartilica

) duas medianas seguidas de pelo menos uma mesaadet diferem no nivel 5% de significancia.
@ NS = nao-significante
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Na Tabela 30 e Figura 16, observa-se que a memuréaencontrada (valor
minimo) foi de 1,1@m para a cepa QM1; 1,18 para a cepa QM2; 1,27gpeepa QJ1; 1,35
para a cepa QB1 e para a cepa QJ3uby¥9 maximo da largura foi de 2)s para a cepa
QB1,; 2,13 para a QM1; 2,14 para a cepa QM2; 2,65 paepa QJ3; 2,76 para a cepa QJ1.

Verifica-se que o primeiro quartil ¢(§ é o valor que separa o conjunto de
dados em duas partes: 25% dos dados estdo ab&b% estdo acima dele. Portanto, 25% das
larguras estdo abaixo ou iguais a yf5para a cepa QM1 e 1,63 para a cepa QJ3, sendo o0s
demais intermediarios a esses valores (1,48 peepaaQM2; 1,56 para a cepa QJ1; 1,64 para
a cepa QB1). Observando o valor do terceiro qu@tl, pode-se afirmar que 25% dos dados
estdo acima dele e 75% abaixo dele. Dessa forrfa,d2blargura, apresentam valor igual ou
superior a 1,85 para a cepa QM2 e 2)m para a cepa QJ1l, sendo os demais
intermediarios a esses valores (cepa QB1 1,88;@&f1,90 e cepa QJ3 1,99).

Observa-se ainda que 50% da largura encontradtmsesanedianos, séo
iguais ou inferiores a 1,jiin para a cepa QM2 e a 1,80 para a cepa QJ3, sendo os demais
valores intermediarios a esses (WT2para a cepa QJ1; 116 para a cepa QM1 e 1,78 para
a cepa QB1).

Deve-se observar ainda que o teste estatisticzagkil apresentou um
resultado estatisticamente nao-significante quaedomompararam as cepas segundo a largura,

0 que permite afirmar que as cepas nao diferemtg@alargura.
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Legenda: 1= QJ1; 2= QJ3; 3= QM1; 4= QM2; 5= QB1

Figura 16. Box-plotcom a mediana, quartil 1 (Q quartil 3 (Q), limite inferior, limite
superior e valor exterior para a variavel largues @inco cepas d&. cruzi

estudadas.

Na Figura 16, pode-se observar a presenca de &slerior, ou seja valor
gue ndo se comporta como os demais do conjuntadaiesdpor ser muito alto em relagao aos

demais, sendo o valor 2,65(56) para a cepa QJ3.
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Tabela 31. Mediana, quartil 1 (§), quartil 3 (Q), semi-amplitude interquartilica e valores
minimo e méaximo da variavel Area do cinetoplast€i(®) da cepa e resultado

do teste de Kruskal-Wallis para comparacdo entreira® cepas dé. cruzi

estudadas.

Variave Medida Cepa Resultado
| Descritiva QJ1 | Q3] OQM1| QM2 QB1 | doTeste
Limite 0,19 0,56 0,46 0,40 0,21

inferior
ACIN | valor minimo| 0,66 0,81 0,63 041 0,46 22,1
Q: 0,73 0,89 0,79 0,94 0,69 | (p<0,001)
Mediana 0,90ab 0,93bc 0,92ab 1,0&c 0,8@& SIGNIF?
Qs 1,10 1,10 1,02 1,30 1,01
Valor 1,57 1,30 1,22 2,35 1,17
Maximo
Limite 1,64 1,43 1,35 1,84 1,49
superior
Semi- 0,18 0,11 0,11 0,18 0,16
amplitude
interquartilica

W duas medianas seguidas de pelo menos uma mesmaéet diferem no nivel 5% de significancia.
®) SIGNIF. = SIGNIFICANTE

Pode-se observar na Tabela 31 e Figura 17 que orm&iN encontrado
(valor minimo) foi de 0,4dm para a cepa QM2 e 0)&h para a cepa QJ3, sendo os demais
valores intermediarios a esses (Q6para a cepa QB1; 0,68 para cepa QM1 e 0,66
para a cepa QJ1). O ACIN maximo foi de Juf7para a cepa QM1 e 2} para a cepa

QM2, sendo os demais valores intermediarios a €52%im para a cepa QM1; 1,8t para

a QJ3 e 1,50m para a QJ1).

Verifica-se também que o primeiro quartil;JQé o valor que separa o
conjunto de dados em duas partes: 25% dos dadds akstixo e 75% estdo acima dele.
Portanto, 25% dos ACIN estdo abaixo ou iguais 8rbpara a cepa QB1 e 094 para a
cepa QM2, sendo os demais intermediarios a esse®evd0,78m para a cepa QJ1; 0,79
para a cepa QM1; 0,8t para a cepa QJ3). Observando o valor do tercgiantil (Q),

pode-se afirmar que 25% dos dados estdo acimaed@®% abaixo dele. Dessa forma,
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25% da ACIN, apresentam valor igual ou superiojldn para a cepa QB1 e 2|88 para a
cepa QM2, sendo os demais intermediarios a esseeyvgcepa QM1 1,28n; cepa QJ3
1,3Qum e cepa QJ1 1,hw).

Deve-se observar que o teste estatistico utilizg@esentou um resultado
estatisticamente significante quando se comparasacepas segundo a ACIN, portanto sendo
licito afirmar que as cepas diferem entre si, sgr@ndo a cepa QB1 o menor valor mediano
(0,86um), diferindo da cepa QJ3, a qual apresentou umr valediano intermediario
(0,93um) entre aquela cepa (QB1) e a cepa QM2 (in96 as cepas QJ1(0,90) e QM1(0,92)

nao apresentaram diferencas significativas da @&8dae nem da QJ3.

Z 25
O *113
<
2,01
1,5+
1,04 ; § -
519
Qoo
0,0 _
N= 30 30 30 30 30
1 2 3 4 5

CEPA
Legenda: 1= QJ1; 2= QJ3; 3= QM 1; 4= QM 2; 5= QB1
Figura 17. Box-plotcom a mediana, quartil 1 ()R quartil 3 (Q), limite inferior, limite
superior e valores exteriores da variavel ACIN pasacinco cepas de cruzi

estudadas.
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Na Figura 17, pode-se observar a presenca de satateriores , ou seja

valores que nédo se comportam como os demais dardonjle dados, por serem muito altos

ou muito baixos em relacdo aos demais, sendo oega®41(100) e 2,35(113) para a cepa

QM2.

Tabela 32. Mediana, quartil 1 (), quartil 3 (Q), semi-amplitude interquartilica e valores

minimo e maximo da variavel distancia posterioricleo (PN) da cepa e

resultado do teste de Kruskal-Wallis para comparagdre as cinco cepas de

cruzi estudadas.

Variavel Medida Cepa Resultado do
Descritva | QJ1 | Q31 | QM1| QM2| QB1 Teste
Limite inferior | 6,63 5,83 4,40 5,32 6,18
Valor minimo | 6,75 6,59 6,50 6,10 6,33
PN Q 813 826 768 7,00 750 37,9
Mediand | 8,6& 891 92% 7,33 7,86 | (p<0,001)
Qs 9,16 9,91 10,04 812 8,38 SIGNIF®
Valor Maximo | 10,25 11,82 12,07 9,30 9,46
Limite superior] 10,66 12,34 13,58 9,80 9,70
semi-amplitude 50 g1 118 056 0,44
interquartilica

) duas medianas seguidas de pelo menos uma mesmaéet diferem no nivel 5% de significancia.
® SIGNIF. = SIGNIFICANTE

Pode-se observar na Tabela 32 e Figura 18 que ornfh encontrado

(valor minimo) foi de 6,10m para a cepa QM2 e 6% para a cepa QJ1, sendo os demais

valores intermediarios a esses (fy33para a cepa QB1; 6,50 para cepa QM1 e 6,59mapara

cepa QJ3). O PN maximo foi de 9,80 para a cepa QM2 e 12|0# para a cepa QM1,

sendo os demais valores intermediarios a essedud,para a cepa QB1; 1025 para a

cepa QJ1 e 11,82n para a cepa QJ3).
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Verifica-se também que o primeiro quartil JQ é o valor que separa o
conjunto de dados em duas partes: 25% dos dadds a&shixo e 75% estdo acima dele.
Portanto, 25% da distancia posterior-nicleo estixalou igual a 7,00m para a cepa QM2
e 8,2um para a cepa QJ3, sendo os demais intermedidaeses valores (7,50 para a cepa
QB1; 7,68 para a cepa QM1; 8,13 para a cepa QlBerando o valor do terceiro quartil
(Q3), pode-se afirmar que 25% dos dados estdo acileaedé&% abaixo dele. Dessa forma,
25% da distancia posterior-nucleo, apresenta vglal ou superior a 8,12n para a cepa
QM2 e 10,04um para a cepa QM1, sendo os demais intermedidresses valores (cepa QB1
8,38um; cepa QJ1 9,16n e cepa QJ3 9,in).

Observa-se que 50% dos valores sao iguais ouardsria 7,3@m para a
cepa QM2 e a 9,2Bn para a cepa QM1, sendo os demais valores intéreda esses
(7,86um para a cepa QB1; 8,6 para a cepa QJ1 e 881 para a cepa QJ3), segundo o
PN.

Deve-se observar que o teste estatistico utilizg@esentou um resultado
estatisticamente significante quando se comparasacepas segundo o PN, portanto sendo
licito afirmar que as cepas diferem entre si, sgrando a cepa QM2 o menor valor mediano
(7,33um; a qual ndo difere estatisticamente da cepa QB36(h, ambas apresentando
diferencas estatisticamente significativas das <épal(8,68), QJ3(8,91) e QM1(9,25), as

guais nao apresentam diferencas significativag entr
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114
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N= 30 30 30 30 30

CEPA
Legenda: 1= QJ1; 2= QJ3; 3= QM1; 4= QM2; 5= QB1

Figura 18. Box-plotcom a mediana, quartil 1 ({Q quartil 3 (Q), limite inferior, limite
superior e valores exteriores da variavel PN paraiaco cepas dé&. cruzi

estudadas.

Na Figura 18, ndo se observa a presenca de vadatesores, ou seja
valores que n&o se comportam como os demais dardongle dados, por serem muito altos

ou muito baixos em relacdo aos demais.
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Tabela 33. Mediana, quartil 1 (Q, quartil 3 (Q3), semi-amplitude interquartilicavalores

minimo e maximo da variavel anterior — nacleo (N&)cepa e resultado do teste

de Kruskal-Wallis para comparacgao entre as cinpasderl. cruziestudadas.

Variavel Medida Cepa Resultado do
Descritiva QJ1 | Qi3] QmMi] QM2 QB1 Teste
Limite inferior 3,87 3,06 2,36 1,13 2,98
Valor minimo 3,84 3,29 2,98 2,95 3,13
NA Q 471 450 410 362 441 11,0
Mediand 500 5,00 4,7 4,18 5,00ab | (p=0,026)
Qs 5,26 535 532 527 557 SIGNIF®
Valor M&ximo| 6,13 6,09 6,23 5,89 6,87
Limite superior| 6,10 6,79 7,06 7,76 8,06
Semi-amplitude 55 048 058 083 061
interquartilica

W duas medianas seguidas de pelo menos uma mesmaéat diferem no nivel 5% de significancia.
®) SIGNIF. = SIGNIFICANTE

Pode-se observar na Tabela 33 e Figura 19 que ormdéw encontrado
(valor minimo) foi de 2,9%m para a cepa QM2 e 3)8% para a cepa QJ1, sendo os demais
valores intermediarios a esses (u®8para a cepa QM1, 3,13 para cepa QB1 e 3,29 para a
cepa QJ3. O NA maximo foi de 589 para a cepa QM2 e 6)8% para a cepa QB1, sendo
0s demais valores intermediarios a esses (6,09apeepa QJ3; 6,13 para a cepa QJ1 e 6,23
para a cepa QM1).

Verifica-se também que o primeiro quartil;JQ é o valor que separa o
conjunto de dados em duas partes: 25% dos dadds astixo e 75% estdo acima dele.
Portanto, 25% dos AN estdo abaixo ou iguais a8rb@ara a cepa QM2 e 4,71 para a cepa
QJ1, sendo os demais intermediarios a esses vé#dbi€spara a cepa QM1; 4,41 para a cepa
QB1; 4,50 para a cepa QJ3). Observando o valoerdeito quartil (Q), pode-se afirmar que
25% dos dados estdo acima dele e 75% abaixo deksalforma, 25% dos valores AN,

apresentam valor igual ou superior a 26 para a cepa QJ1 e 57 para a
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cepa QB1, sendo os demais intermediarios a estmesdcepa QM2 5,2im; cepa QM1

5,32um e cepa QJ3 5,pf).

Observa-se que 50% dos valores séo iguais ouadrdsria 4,18m para a
cepa QM2 e a 5,Q0n para as cepas QJ1, QJ3 e QM1; sendo o valoap=pa QB1 - 4,73 -
intermediério a eles, segundo o AN.

Deve-se observar também que o teste estatistitpadt apresentou um
resultado estatisticamente significante quando csepararam-se as cepas segundo o AN,
portanto sendo licito afirmar que as cepas difezatre si, apresentando a cepa QM2 0 menor
valor mediano (4,18), apresentando diferenca stgitiva das cepas QJ1, QJ3 e QB1 (5,00),
as quais nao diferem estatisticamente entre siega QB1 apresentou um valor mediano
intermediario (4,73), apresentando diferenca diatifa da cepa QM2, e apresentando

diferenca nao significativa das demais.
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Legenda: 1= QJ 1; 2= QJ3; 3= QM1; 4= QM2; 5= QB1

o B E
5
44 Ear=y

Figura 19. Box-plotcom a mediana, quartil 1 (}Q quartil 3 (Q), limite inferior, limite

AN

CEPA

superior e valores exteriores da variavel A/N pasacinco cepas d€. cruzi

estudadas.

Na Figura 19, pode-se observar a presenca de sadateriores , ou seja
valores que n&o se comportam como os demais dardonjle dados, por serem muito altos
ou muito baixos em relacdo aos demais, sendo oega8)84(14), 21(6,13) e 30(6,12) para a

cepa QJ1.
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Tabela 34.Mediana, quartil 1 (€, quartil 3 (Q), semi-amplitude interquartilica e valores
minimo e maximo da variavel indice nuclear (IN)céaa e resultado do teste de

Kruskal-Wallis para comparagéo entre as cinco cdpas cruziestudadas.

Variavel Medida Cepa Resultado do
Descritiva QJ1 | Qi3] QM1] QM2 QB1] Teste

Limite inferior 1,23 0,82 0,70 0,34 0,9(

Valor minimo 1,26 1,33 1,23 1,24 1,20

A=

IN Q 162 160 154 142 153 2,33
Medand | 17la 17% 178 18m 174 | (p=0675)
Qs 1,84 2,12 208 214 194 NS:

Valor Maximo 2,55 2,87 2,95 2,49 2,40
Limite superior 2,23 1,90 2,92 3,22 2,57
Semi-amplitude) 513 526 028 036 0,2]
interquartilica

® duas medianas seguidas de pelo menos uma mesmaéet diferem no nivel 5% de significancia.
@ NS = NAO-SIGNIFICANTE

Na Tabela 34 e Figura 20, observa-se que o menantdntrado (valor
minimo) foi de 1,2(Qm para a cepa QB1; 1,23 para a cepa QM1; 1,24apeepa QM2; 1,26
para a cepa QJ1 e para a cepa QJ3uin3® IN maximo foi de 2,40m para a cepa QB1;
2,49 para a QM2, para a cepa QJ1 2,55; 2,87 parpaaQJ3 e 2,95 para a cepa QML1.

Verifica-se que o primeiro quartil ¢(§ é o valor que separa o conjunto de
dados em duas partes: 25% dos dados estdo ab@bBih estdo acima dele. Portanto, 25%
dos IN estdo abaixo ou iguais a JARpara a cepa QM2 e 1,62 para a cepa QJ1, sendo os
demais intermediarios a esses valores (1,53 paspa QB1; 1,54 para a cepa QM1; 1,60
para a cepa QJ3). Observando o valor do tercemaif(Qs), pode-se afirmar que 25% dos
dados estdo acima dele e 75% abaixo dele. Dessa#a,fd25% dos indices nucleares,
apresentam valor igual ou superior a W&4para a cepa QJ1 e 244 para a cepa QM2,
sendo os demais intermediarios a esses valorea @B 1,94; cepa QM1 2,08 e cepa QJ3

2,12um).
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Observa-se que 50% dos IN encontrados, valoresamesli sdo iguais ou
inferiores a 1,7@m para a cepa QJ1 e 180 para a cepa QM2, sendo os demais valores
intermediarios a esses (144 para a cepa QB1; 1@ para a cepa QM1 e 1,79 para a cepa
QJ3).

Deve-se observar, que o teste estatistico utilizgmesentou um resultado
estatisticamente nao-significante quando se comgraras cepas segundo o IN, o que permite
afirmar que as cepas apresentaram diferencasséstatiente ndo significativas quando

estudou-se essa variavel.

3,5

IN

3,01

2,54 010

O
014

2,04

1514

1,0

CEPA
Legenda: 1= QJ1; 2= QJ3; 3= QM1; 4= QM2; 5= QB1

Figura 20. Box-plotcom a mediana, quartil 1 (Q quartil 3 (Q), limite inferior, limite
superior e valores exteriores da variavel IN pasacimco cepas dé&. cruzi

estudadas.

Na Figura 15, pode-se observar a presenca de sadateriores , ou seja

valores que n&o se comportam como os demais dardongle dados, por serem muito altos
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ou muito baixos em relacdo aos demais, sendo asegal,55(10), 1(2,33), 2,20(14) e

1,26(21) para a cepa QJ1 e o valor 2,95(67) peepa QM1.

4.5 Caracterizacao genotipica

A andlise do dominio divergedb gene 24 8 rRNA, amplificado por PCR e
realizada por eletroforese em gel de acilamida a&@8f4do com prata mostrou fragmentos de
110 pb, ou sejal. cruzil, onde se agrupam as cepas que predominam nemtelsilvestre,

conforme demonstrado pela Figura 21.
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125pb

100pt 110pb

25pb

Figura 21. Analise do dimorfismo genético da fracdo 24SaRINA de
Trypanosoma cruzipor PCR e eletroforese em gel de
acrilamida 8%, corado com prata. M - marcador dsope
molecular de 25pb; 1: QJ1; 2: QJ3; 3: QM1; 4: QNa2;
QB1; B: cepa Bolivia; Y: cepa Y e C: controle negada
reacdo de PCR.
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5 DISCUSSAO

A ocorréncia da doenca de Chagas diminuiu acentumuate em areas
endémicas como Argentina, Brasil, Chile e Urugagids o efetivo controle dos principais
insetos vetores (WHO, 2002).

Atualmente, subsiste o risco de domiciliagdo d&nes desde o ambiente
silvestre (SILVEIRA, 2000), aceitando-se como pesisa reintroducéo do ciclo domiciliar da
doenca de Chagas (FERRAZ FILHO e RODRIGUES, 198a@)s a doenca ndo pode ser
erradicada por ser uma zoonose (WHO, 2002).

Assim, o estudo fenotipico e genotipico de ceapakdas de triatomineos
silvestres justifica-se plenamente, principalmentes regides onde existe o risco de

domiciliacao destes vetores, como € o caso do hipimide Quarai- RS.
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5.1 Coleta dos triatomineos

Em 1950, quando o controle da transmisséo vetdaaloenca de Chagas
foi institucionalizado pelo Servico Nacional de Ki#, o Estado do Rio Grande do Sul
apresentava uma prevaléncia da infeccdo chagési8a®B# na populacao rural (VINHAES e
DIAS, 2000).

Di Primio (1957) estudara distribuicdo dos triatomineos no Estado do Rio
do Grande do Sul, mostrou o predominioldénfestanstendo sido encontrado em 67 (55%)
municipios, T. rubrovaria em 26 (22%) €T. circummaculataem 3 (2,6%). Esse autor
encontrou indices de infec¢do pe€lo cruzi de 40,4% pardl. infestans 25,5% paraT.
rubrovaria e zero pardl. circummaculataNo municipio de Quarai, foram coletados 100
exemplares d&. infestanem seis bairros, sendo que desses, sete apresertdgecao pelo
T. cruzi A espécieT. rubrovariafoi encontrada em dois bairros, Branquilhos eraa do
Tuna, onde foram coletados 11 exemplares, os géaigstavam infectados pdlocruzi

Nesta busca e captura por triatomineos silvestesshum exemplar deé.
infestansfoi encontrado, fato esperado, pois essa espgeigdo encontrada restringe-se ao
domicilio ou peridomicilio de focos residuais dgi&@ noroeste do Estado do Rio Grande do
Sul (DIAS. 2002).

N&o se pode descartar a hipétese do enconffo idéestansiessa regido do
Estado, mesmo porque nesta pesquisa a busca ndioefibnada a esse triatomineo, sendo
realizada em ambiente silvestre, em locais pedosgdsabitat dol. rubrovaria (RUAS-
NETO e CORSEUIL, 2002). Além do que, o pequenoqgoeride tempo disponivel para a
coleta, que foi realizada em trés dias, com total2dl horas e apenas seis coletores nao

permitiu uma busca nos domicilios e peridomicitingde se poderia encontrBrinfestans
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Assim, o predominio d&. rubrovarig 92,9% do total dos triatomineos
coletados em regides pastoris de seis bairros dgaQwem confirmar as investigacdes
realizadas por Almeida et al. (2000), pois, parse emutor, essa espécie tem caracteristicas
pre-adaptativas para o intradomicilio, necessitaianantido sob constante vigilancia.

Nesses exemplares coletados, o indice de infead&d pcruzifoi de 1,6%,
maior que o0 encontrado por Salvatella et al. (19®4Uruguai com 0,34% dos triatomineos
infectados. O encontro de ninfas positivas emis&isos demonstra que o ciclo silvestre esta
instalado no municipio. Foi encontrada também uoragmtagem maior de exemplares nos
bairros mais préximos a area urbana de Quarai, &@nanaquilhos e Macarrdo, localizados a
6,2 e 12,9 Km respectivamente, servindo de alesta ps autoridades responsaveis pela
vigilancia e controle da endemia, pois torna-sexcat mais evidente o aumento do risco da
infecgdo humana pela via vetorial.

Confirmando os achados de Salvatella €t1895), apenas dois exemplares
adultos deT. rubrovaria foram coletados, demonstrando uma caracterisijigeatdessas
colénias, que varia conforme a estacdo do ano, maires populacdes entre outubro e
novembro. Durante todo o ano, predominam as form@derceiro, quarto e quinto estadio,
sendo os adultos encontrados de outubro a margsalderma, sugere-se que as atividades de
controle dos triatomineos sejam realizadas antesutidoro quando ocorre a dispersdo dos
exemplares adultos.

Observa-se qué&. circummaculataencontrado apenas em dois bairros, esta
ocupando progressivamente o territorio do municil@i@uarai, apesar de ndo haver sinais de
colonizacdo nas moradias humaf@t/AS-NETO e CORSEUIL, 2002). No levantamento
realizado por Di Primio em 1957, ndo foi encontrddacircummaculatanesse municipio,

porém em Alegrete e Rosario do Sul, que séo visishele, foram coletados dois exemplares,
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indicando a possibilidade de dispersao a partisetesnunicipios, ou do Uruguai, que faz
fronteira com Quarai, pois nesse paisT.ocircummaculataocupa o segundo lugar em
importancia (FRANCA ROGRIGUES et al., 1980).

Nos exemplares coletados @ecircummaculatando foi observada infeccéao
por Trypanosomatidae, provavelmente devido a ceniatita de essa espécie possuir menor
avidez para alimentar-se sobre os animais reseivsita doenca de Chagas (RUAS NETO e
CORSEUIL, 2002).

Coabitando comT. rubrovarig o P. tupynambai foi encontrado em
pequeno numero nessa busca por triatomineos repeBsse fato, comprovado também por
vérios autores (SALVATELLA, 1986; LOROSA et al.,0) pode ser justificado pelo micro
habitat dessa espécie, que sdo ocos de pedrasmsimadas em solo Umido, onde a
alimentacdo € escagsALVATELLA, 1986), limitando o crescimento das @nlas. Apesar
de as seis ninfas de. tupynambaindo estarem infectadas por Trypanosomatidae, lgun
autores (LOROSA et al., 2000; RUAS NETO e CORSEWAQP?2) ja encontraram essa

espécie com infeccéo natural pé&locruzi

5.2 Prova da precipitina

Brumpt (1927) citado por Lorosa et al. (1999), nefe ecletismo alimentar
dos triatomineos, que na natureza se alimentavanrépteis e anfibios; sendo esse
polifagismo um dos fatores que torna dificil o extimio desses insetos.

Para Salvatella et al. (1994), Lorosa et al. (26®®uas-Neto e Corseuil
(2002) é marcante o ecletismo alimentar Te rubrovaria, T. circummaculatee P.

tupynambai Ruas-Neto e Corseuil (2002) relataram que nirdas 1° estadio deT.
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circummaculatadependem da hemolinfagia sobre blastédeos paunir seg desenvolvimento
até adultos.

Neste trabalho, os resultados da prova da prewpitalizada nos treze
exemplares (4,1%) d&. rubrovaria positivos para Trypanosomatidae, demonstraram essa
falta de especificidade quanto as fontes que sedemimentacdo, sugando os vertebrados
que, provavelmente, estdo mais disponiveis em ead#po, confirmando os achados dos
autores acima.

Dentre os treze triatomineos que tiveram o contedidstinal examinado,
oito apresentaram alimentagdo Unica, sendo quates ghositivos para anti-soro de roedor e
quatro positivos para anti-soro de cabra, resuttaie apontam para a possibilidade de esses
animais estarem representando as principais fdet@geccao para Trypanosomatidae.

Para Salvatella et al. (1994, 1995) os roedoresag@mtados como 0sS
principais reservatorios de cruzi

Ressalta-se que sete (53,8%) dos treze tritominsmstivos para
Trypanosomatidae foram coletados nos bairros Magsagr Branquilhos, que s&o os mais
proximos a area urbana de Quarai, como ja refemmlatem anterior. Um desses sete
triatomineos, capturado no bairro Branquilhos, noosteacdo de precipitina positiva para
anti-soro humano e porco.

O encontro positivo para anti-soro humano na rededarecipitina também
foi confirmado por Lorosa et al. (2000), Ruas-NetGorseuil (2002) e Almeida et al. (2002),
reafirmando a importancia epidemiolégica @orubrovaria salientando a necessidade de
vigilancia constante.

A ocorréncia de resultados ndo reagentes em guetomineos na reacao

da precipitina deve-se provavelmente a insuficeér® material sangliineo na amostra do

Luciamare Perinetti Alves Martins



Tese

conteldo intestinal ou a possibilidade de o anique serviu de fonte alimentar ndo estar
contemplado na bateria de anti-soros utilizada,ocomlagartos, que foram observados nos
locais de coleta, pois Lorosa et al. (2000), RuawNe Corseuil (2002) e Almeida et al.

(2002) também observaram os répteis como fonteeatmn dos triatomineos em ambientes

semelhantes.

5.3 Cepas nao isoladas

Apesar das semelhancas morfolégicas observadas estrformas de
Trypanosomatidae quando se realizou o exame aferacaumento de 400 vezes das fezes
dos 13 triatomineos positivos, de oito insetossgoconseguiu o isolamento.

Descartando 0 ndo isolamento dessas cepas porosmatéyordem técnica,
supde-se a possibilidade da presenca de outr@ddgpomatideos ndo patogénicos para o
homem, que podem compartilhar e habitar o intestm®triatomineos juntamente coni o
cruzi, como o caso ddrypanosoma rangele Blastocrithidia triatomae(SCHAUB E
BOKER, 1986; CUBA-CUBA, 1998; SILVA-JUNIOR et aR003; SANTOS-PEREIRA et
al., 2003).

Inicialmente, a diferenciacdo desses tripanossdewmdi poderia ter sido
realizada por uma comparagdo morfolégica mais deyratilizando método de coloracdo
especifico, como o de May-Grinwald-Giemsa, citantoRodrigues e Silva (2002).

Embora laminas de esfregaco do conteludo intestiioal triatomineos
positivos tenha sido feito, esse recurso foi piepdb nesta pesquisa provavelmente pela
escassez deste material, uma vez que o preparardass foi realizado apdés o exame a

fresco

Luciamare Perinetti Alves Martins



Tese

e obtencdo do material para a prova da precipifiambém pode ter sofrido influéncia da
coloracao utilizada, que no caso foi o Giemsa.

Da mesma forma, a pesquisa pa@raangelitambém ndo ocorreu, pois nao
se pensou no momento em realizar exames das gi@ndalivares ou hemolinfa desses
triatomineos, pois apesar de alguns autores rehatarencontro das formas tripomastigotas
dessa espécie de tripanossomatideo nas fezesme e glandulas salivares ou hemolinfa
sao os preferidos.

Apesar de os triatomineos do gén&bodniusserem os frequentemente
parasitados peloT. rangeli exemplares deT. dimidiata também foram encontrados
albergando este parasita (CUBA-CUBA, 1998; GUHVALLEJO, 2003).

O encontro dd'. rangelina regiao sul do Brasil foi relatado por Steingtel
al. (1991) quando isolaram esse parasita de roeddvestres no Estado de Santa Catarina.

Embora hajam evidéncias da presencd dangelina regido sul do Brasil
nao se encontraram relatos sobre a infeccdo degganbsomatidae eri. rubrovaria
coletados no Estado do Rio Grande do Sul, pois-salmpie o parasita co-existe coni.o
cruzi em areas endémicas para a doenca de Chagas (CUBA;C1998; GUHL e

VALLEJO, 2003, GURGEL-GONCALVES et al., 2004).
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5.4 Caracterizagao fenotipica

5.4.1 Curva parasitémica

5.4.1.1 Periodo prepatente

A andlise das curvas parasitémicas realizada riezbalho permitiu observar
gue na primeira curva, a cepa QJ1 mostrou perioglmafente de 3 a 10 dias com média de
5,4 dias. Com a segunda curva, o periodo prepatenieu de 5 a 7 dias com média de 6,6
dias.

Para a cepa QJ3, o periodo prepatente com aag@h da primeira curva
variou de 3 a 14 dias, com média de 11,7 diasseganda curva, as formas tripomastigotas
foram observadas a partir dodb& apos a inoculagdo, com média de 5 dias.

Com a cepa QM1, observou-se o periodo prepatamie 3 e 12 dias na
primeira curva com média de 4,9 dias e de 7 a 48, diom média de 8,8 dias na segunda
curva.

Para a cepa QM2, o periodo prepatente foi obdereatre 3 e 10 dias, com
média de 5,3 dias com a realizacdo da primeiraacergte 5 a 10 dias com média de 6,8 dias
com a segunda curva.

A cepa QB1 mostrou periodo prepatente entre 3lias’com média de 5 dias
com a realizacdo da primeira curva, e com a segass@ periodo foi de 5 a 12 dias com
média de 6,4 dias.

Devera et al. (2002) referiram que o periodo qeste seria influenciado pela
parasitemia da cepa, sendo que as de elevadat@amiasteriam periodos prepatentes mais

curtos.
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Os resultados obtidos nesta pesquisa com aaeatizlas curvas parasitémicas
ndo mostraram influéncia da parasitemia no perjfg@patente, como pode ser observado
com a cepa QM2 que exibe elevada parasitemia eterge semelhante a QB1 de baixa
parasitemia.

Esses resultados mostram uma concordancia cahtio®s por Martins et al.
(2003) que observaram periodo prepatente curtoreacepa de baixa parasitemia.

Observou-se que a primeira curva parasitémicaaooepas QJ1, QM1, QM2
e QB1, quando a quantidade de inéculo foi maiorstroa periodos prepatentes menores em
relacdo a segunda curva.

Com a cepa QJ3, o periodo prepatente foi menseganda curva em relacéo
a primeira, quando se utilizou quantidade mendridemastigotas no in6culo.

A duracdo do periodo prepatente sendo influencipdla quantidade de
tripomastigotas do in6culo ja foi observado porraesitautores, como podemos citar o
realizado por Oliveira et al. (1993), quando egtailao comportamento de uma cepalde
cruzirecém isolada de um paciente chagasico crénicdesMartinez (2004), quando estudou
duas cepas dE. cruziisoladas dd. rubrovaria,também coletados no municipio de Quarai-
RS.

Oliveira et al. (1993) e Martinez (2004) realizaranrvas parasitémicas com
diferentes indculos, utilizando a via intraperitane observaram uma relagéo direta entre a
quantidade de tripomastigotas do inéculo, o indleigparasitemia e o0 seu pico.

Além da quantidade de tripomastigotas do inocolatros fatores também
podem influenciar na evolucdo experimental da [teraga, como a via de inoculacéo
(PINTO et al.,, 1986; BELDA NETO et al.,, 1990; BAHIAt al.,2002) e a origem dos
tripomastigotas (BELDA NETO e RIBEIRO, 1989; BELDYETO et al., 1990; BAHIA et

al., 2002).
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5.4.1.2- Parasitemia

A observacdo das curvas parasitémicas permitcorsstatacdo de grande
variagcdo da parasitemia durante a fase aguda ews tslanimais inoculados com as cinco
cepas como pode ser observado pela Figura 2, qundorvas foram tracadas logo apos o
isolamento sem a padronizacédo do indculo, e pelar&i4 quando as curvas foram tracadas
com inéculo padronizado.

Apesar das cinco cepas terem sido isoladas ddcipimn de Quarai- RS,
observou-se comportamento diversificado entre al@sentre duas cepas isoladas do mesmo
bairro, como o caso da QJ1 e QJ3, isoladas ddsrriaeos provenientes do bairro Jarau e da
QM1 e QM2, isoladas dos triatomineos coletadosainwdMacarrao.

Assim, para uma melhor andlise foram realizadasas parasitémicas pela
média logaritmica, pois segundo Sogayar et al.3}1 3% andlises das curvas realizadas dessa
forma reduzem a influéncia de valores aberrantesrammesma cepa.

Desse modo, ao analisar as Figuras 3 e 5, obsergae as cepas QJ3 e QB1
apresentaram niveis parasitémicos mais baixos csrilagbes constantes do numero de
tripomastigotas/ 3L de sangue.

As cepas QJ1 e QM1 apresentaram niveis paras@éntnais elevados,
observando-se um comportamento mais homogéneotdwdase aguda quando comparadas
as cepas QJ3 e QBL1.

Com a cepa QM2 foi observado comportamento mgigsaivo, niveis
parasitémicos elevados causando a morte de 92,3%vadimais, geralmente no pico

parasitémico da fase aguda, ao redor daiil®
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Camandaroba et al. (2001) estudando clones da Ceppmbiana referiram
como elevada parasitemia picos entre 100 a 500ntagtigotas em 50 campos em aumento
de 400 vezes.

Para Devera et al. (2002), cepas de elevadaitganés foram aquelas com
picos parasitémicos maiores que 1.500 tripomastsggt_, de média parasitemia aquelas que
apresentavam de 500 a 1.499 parasiths/h baixa, quando os picos eram inferiores a 500
formas/L.

Conforme os autores acima, as cepas QJ1, QM1 2 $Nam consideradas de
elevada parasitemia nos dois estudos realizaddméipa e segunda curva parasitémica). A
cepa QB1, seria de média parasitemia na primeingacel baixa na segunda, ja a cepa QJ3
seria baixa na primeira e elevada na segunda.

Cabe ressaltar que os autores nao relataranedien@ncia dos intercampos,
gue pode aumentar em 27% o resultado final (MARTIN®D9), fato que foi considerado
nesta pesquisa.

A variacao da parasitemia durante a fase ague @ cepas foi consequéncia
do comportamento peculiar de cada cepa, do tipopabtelo experimental utilizado, do sexo e
da quantidade do in6culo utilizado.

O encontro de comportamentos variados em cepaadaéolde uma mesma
regido como os obtidos nesse trabalho, ja foiagtapor Andrade (1974), Schlemper Jr. et al.
(1986), Carneiro et al. (1991) e Martinez (2004) eatudarem cepas isoladas dos Estados da
Bahia, Santa Catarina, Minas Gerais e Rio Grandgulloespectivamente.

Observaram-se variacfes na mesma cepa inflaascigelo indculo, ou seja,

quando houve a realizagcdo da primeira curva assc@gd, QM1, QM2 e QB1 mostraram
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parasitemia mais elevada. Com a cepa QJ3, encesgrparasitemia maior na segunda curva,
quando o indculo foi maior.

A quantidade do in6culo influenciando na parasiégetambém foi observado
por varios autores (PINTO et al.,1986; BELDA NET® a., 1990; PINTO, 2000 e
MARTINEZ, 2004).

Notou-se que com as cepas QJ1, QJ3 e QM1, o idécpico parasitémico foi
mais precoce com indculo maior; com a cepa QBdoulo ndo influenciou o inicio do pico.

Interessante ressaltar que com a cepa QM2, m idix pico foi mais tardio
com in6culo maior, como também nao foi observaderagdo da viruléncia, mostrando
comportamento bastante agressivo para os camurslt®giss” nos dois inéculos.

O dia de parasitemia maxima variou de cepa pggra, @ na mesma cepa, 0 que
pode ser observado com a realizacdo das duas cmd@asendo nesse momento notada a

influéncia do in6culo.

5.4.1.3- Duracéo da fase aguda

Entre as cinco cepas estudadas, apenas em uma, QAd foi possivel
determinar a duracdo da fase aguda com a realizkggiduas curvas parasitémicas, pois a
cepa demonstrou e, ainda apds dois anos e meieudsaamento, continua a demonstrar
comportamento bastante agressivo para camundoBgass”, causando a morte dos animais
no pico da parasitémia com a elevacdo do numengpdenastigotas/al de sangue.

Com as outras cepas, observou-se com as duasscuavevolucdo dos
camundongos para a fase cronica, com diminuicda mnumero de tripomastigotgsisde

sangue.
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5.4.2 Tropismo tissular

O estudo do tropismo tissular das cepas isoltma®alizado apenas com o
primeiro indculo, ou seja, com o numero de formas cpda cepa apresentava em 0,1 mL de
sangue no momento da infecgéo.

Durante a fase aguda, observou-se infiltrad@amnéitorio mononuclear a partir
do 7°dia em musculo esquelético com as cepas QM2 e QBlcoracdo, O pProcesso
inflamatério foi observado a partir de @& com a cepa QM2 e a partir do ti@® com a cepa
QJ3.

Para Lopes (2002), essa resposta inflamatérita sdesencadeada pelo
rompimento das células pelos ninhos parasitarilestdndo no intersticio as formas integras
ou degeneradas, que atuariam como imunogenos, ridoyse assim 0s microfocos
inflamatdrios as custas de mononucleares, aos pgaderiam se associar polimorfonucleares.

Além do infiltrado inflamatério mononuclear em soulo esquelético e
coracao, foi observada nesses 0rgédos a destrugcatyuimas fibras musculares com ou sem
parasitas, 0 que provavelmente reflete a acaorafeim sistema imunoldgico na destruicdo
dos agentes etiolégicos. Resultados semelhantesemmntrados nesta pesquisa foram
observados por Schlemper Jr. et al. (1983), Andeddd. (1985), Castro e Brener (1985),
Oliveira et al. (1993) e Devera et al. (2002).

A destruicdo de fibras musculares poderia tambér explicada por reacdes
cruzadas, desencadeadas por fracfes subcelulapesatita e de células miocéardicas, agora
expostas ao sistema imunolégico (LOPES, 2002)

Assim, com as cepas QJ1 e QB1 nédo foram obsex¥adaas amastigotas nos

orgaos estudados, apesar da presenca de infilirddonatorio. Com as cepas QJ3 e
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QM1, ninhos de amastigotas em quantidade disavedanfencontrados no -30Ra em coracao

e em musculo esquelético, respectivamente, enquargoa cepa QJ3 apresentou processo
inflamat6rio em coracdo a partir de df, e a cepa QM1 a partir do-2dia em musculo
esquelético.

Com a cepa QM2, que mostrou parasitemia maisagkeem comparacdo com
as outras quatro cepas, o encontro de ninhos f#asifoi observado em quantidade discreta
a intensa a partir do 14fla em coracdo e em musculo esquelético enquaet® dnfiltrado
inflamatdrio ocorreu a partir do @%a tanto em musculo esquelético como em coracao.

No figado, foi notado processo inflamatério targortal como lobular,
variando de discreto a intenso a partir dodi& pés-infeccao com as cepas QM2, QB1 e QJ3
e a partir do 108ia com as cepas QJ1 e QM1. A inflamacado hepatida ser explicada pela
resposta precoce do figado a infeccao pelruzi(OKUMURA, 1983).

Raras formas amastigotas de cruzi foram observadas nas células de
Kupffer no 14°dia apos a infeccdo com a cepa QM2. A presencantistigotas nessas
células se deve provavelmente a acdo do sistenoaifi@@ mononuclear na eliminacdo de
agentes circulantes estranhos.

Em concordancia com essa possibilidade, Andra@&4) encontrou formas
amastigotas no baco, localizadas no interior delagimacrofagicas, enquanto Oliveira et al.
(1993) notaram que o figado apresentava proliferagé células mononucleares no
parénquima, infiltrado linfocitario nos espacostasre hiperplasia de células de Kupffer, sem
0 parasita.

Durante a fase cronica, foi observado infiltradflamatorio mononuclear

focal nos 6rgaos estudados, com auséncia de patasit
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Barretto et al. (1989) obtiveram resultados senméfsa aos observados
nesta pesquisa, relatando que o processo inflamatér doenca de Chagas tende a ser
multifocal.

Com a cepa QJ3, foram observados no coracgéo adfitrinflamatorio,
edema e necrose, e com a cepa QM2 encontrou-sedifscal em musculo esquelético, sem
parasitas.

A auséncia de ninhos de amastigotas era espgmidagxiste uma diminuicéo
do parasitismo tecidual na fase cronica da dogrogavelmente em funcdo da atividade do
sistema imunoldégico, o que torna dificil e raraia gisualizacao.

Para a demonstracdo do cruziem meio ao processo inflamatério, Lopes
(2002) relata o emprego da técnica da imunoperegidePCR.

Para Higuchi (1997), @. cruzi pode sobreviver a fase cronica da doenca de
Chagas ao causar um quadro de imunodepresséo,iconuigdo da expressao de linfécitos
CD3+, CD4+ e CD8+.

Schlemper Jr. et al. (1983) ao estudarem a faseca em 70 camundongos
também encontraram infiltrado inflamatério monoeaclsem parasitas em grande parte dos
animais.

Com relacao a fibrose, Schlemper Jr. et al. (L&88bém a observaram como
um fendmeno tardio em casos crénicos da doenca.

No colon, observou-se na fase cronica da doepgacesso inflamatério
mononuclear mural com as cepas QJ3, QM1, QM2, eplo®s mioentéricos com a cepa
QB1, sem parasitas.

Esses resultados também foram observados poei@liet al. (1993), que
encontraram no célon discretro infiltrado infladr&d com ninhos de parasita somente 40

dias apos a infeccao.
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Assim, ao analisar os resultados dos corteslbigtos, pode-se considerar que
todas as cinco cepas possuem patogenicidade paamundongo, sendo que a cepa QM2
mostrou-se mais virulenta, segundo definicbes delévicia e patogenicidade de Neves
(2005).

Observou-se também que a patogenicidade parecelepgender do inéculo,
fato observado por Andrade (1974), Oliveira et(d893) e Martins et al. (1997), mesmo
porque, apesar de o indculo ndo ter sido padroninadsa fase do experimento, o nimero de
tripomastigotas inoculados em cada cepa varioucdeda com as caracteristicas de cada

uma.

5.4.3 Estudo morfolégico

Estudos realizados por Dias e Freitas Filho (19d8xaram claro a
preocupacdo quanto a caracterizacaol daruzi em relacdo as outras espécies do género.
Desse modo, para Barretto (1965), o aspecto mgitmld@as formas tripomastigotas constitui
o primeiro elemento de identificacao.

Por outro lado, a mensuracéo tem sido usada pemateazar as diversas
cepas deT. cruzi (FERRIOLI et al.,, 1968; BELDA NETO, 1973; MARTINEZ004),
principalmente, as recentemente isoladas como gestpiisa.

Embora véarios estudos mensurando formas triponwdatigdeT. cruzi
tenham sido realizados, como os de Ferrioli gt1868); Belda Neto (1973); Schlemper Jr et
al. (1986); Martinez (2004) ndo foi proposta umdinigho quanto aos critérios para a
classificagdo dessas formas em largas, intermadidei delgadas, ficando apenas as
observacdes pessoais dos pesquisadores que asiamali

A andlise dos valores médios obtidos com a mendoralas formas

tripomastigotas captadas aleatériamente de cada roegtrou, como caracteristicas gerais,
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cinetoplasto volumoso, de localizagdo terminal abterminal, algumas formas com
citoplasma vacuolizado, nacleo grande e arredondadalizado no terco anterior, conferindo
a essas um alto indice nuclear (IN).

Segundo Zeledon e Vieto (1958), citado por Ferevlal. (1968), haveria
uma correlacdo entre o valor do indice nuclear sné&dia viruléncia das cepas; as que
apresentavam nucleo localizado em posicao antenosequentemente, com valores altos do
IN, seriam mais virulentas.

Esse fato apresentado por Zeledon e Vieto (1958)f@izconfirmado com
os resultados obtidos nesta pesquisa, uma vezogas s cepas apresentam o ndcleo em
posicdo anterior, com IN médio variando de v 1,88m, sendo que a cepa QM2 com
IN médio de 1,8Am mostrou maior viruléncia para camundongos em epagao a cepa QJ3
com IN médio de 1,88n. Ferrioli et al. (1968), Belda Neto (1973) e Ntz (2004)
também ndo encontraram o IN médio influenciandovinaléncia das cepas, resultados
confirmados por esta pesquisa.

Varios estudos também foram realizados numa teatatée relacionar a
largura das cepas de cruzia uma determinada regido geogréafica, como os daeBre
Chiari (1963) e Schlemper Jr. et al. (1986) aodsstem cepas isoladas da Regido Sul do
Brasil.

Apesar de esses autores acima citados relataremsorepas da Regidao Sul
se caracterizavam por serem mais largas que asspwis valores dessas medidas ndo sao
eXpressos.

Assim, ao comparar os resultados da largura méditagesquisa com 0s
de Belda Neto (1973) e Martinez (2004) nota-seagueinco cepas apresentam predominio de
formas com larguras intermediarias conforme refegpdr Silva (1959), sendo observada

apenas a presenca de algumas formas largas e slgeigadas.
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Analisando os resultados obtidos, pode-se afirmer @s caracteristicas
morfolégicas doT. cruzi ndo possuem uma distribuicdo regional no paisp trgue para
Andrade (1974), o aparecimento de formas largaslelgadas estaria relacionado com a
rapidez com que ocorre a multiplicacao parasigpara Devera et al. (2002), que estudaram
0 biodema de cepas decruzide trés areas endémicas do Estado de Minas Gasdixmas
largas sdo um achado comum em cepas de baixandialé

Ainda para Brener e Chiari (1963); Andrade (1974pieto (2000) as
formas tripomastigotas largas e intermediarias @rédam nas cepas que sao isoladas de
humanos, triatomineos e mamiferos silvestres.

Com base na andlise estatistica realizada nedptalitca onde varios
paramétros das cinco cepas foram comparados, n#&am foobservadas diferencas
estatisticamente significativas entre os valoresalaprimento do flagelo, indice nuclear e
largura.

As cinco cepas diferiram em relacdo ao comprimedto corpo,
comprimento total, area do cinetoplasto, distarmisterior-nicleo e distancia anterior-
nucleo.

Ferrioli et al. (1968) ao estudarem a morfologiavélgas cepas d€. cruzi
encontraram diferencas no comprimento total e édigclear (IN), referindo serem essas
mensuracfes as mais importantes para caractesizap@ossomos.

Considerando que o comprimento total é obtido em&a do comprimento
do corpo e do comprimento do flagelo, observoueda pnalise estatistica realizada nesta
pesquisa, que as diferengas do comprimento tote¢ @s cinco cepas estudadas, foram em
funcdo do comprimento do corpo, uma vez que naovéhaliferenca estatisticamente

significativa entre as mensuracdes dos comprimetasdglagelos.
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Semelhante ao comprimento total, observou-se eagaelao indice nuclear
(IN), uma vez que este valor é calculado dividisdoa distancia P/N pela A/N. Assim, a
andlise estatistica mostrou diferencas entre asuragdes das distancias P/N e A/N isoladas,
mas ndo no calculo do IN, podendo-se inferir qse &glor esta relacionado ao comprimento
do corpo da cepa.

A mensuragdo do comprimento total médio obtido enmaauma das cinco
cepas aqui estudadas variou de 8% 21,78m, compativeis com os resultados de
Martinez (2004) ao estudar duas cepa$3 deruziisoladas dd. rubrovariada mesma regiao
estudada neste trabalho, apesar de que uma aegl&téstica entre essas mensuragdes nao
tenha sido realizada para uma comparacdo maisdacura

Embora os dados n&o permitam conclustes definitivague chama a
atencdo € que a cepa QM2 que foi a mais viruleara pPs animais, em todos esses
paramétros analisados foi diferente das demais, senentanto poder-se afirmar que isso
esteja relacionado com a viruléncia, pois ao coarpgrenas os valores medios entre a cepa
QM2 e os da cepa Y obtidos por Martinez (2004), s&iobservam valores em comum entre
as mesmas, o que impossibilita relacionar essekadss com viruléncia.

Dessa forma, pode-se confirmar as citacfes de r8pkledr. et al. (1986),
onde a morfologia dd. cruzié uma caracteristica intrinseca do parasita.

Relacionando os resultados biolégicos discutidogemo trés deste capitulo,
com os morfoldgicos aqui discutidos, segundo asiflaacdo de Andrade (1985), pode-se
enquadrar como tipo Il as cepas QJ1, QJ3, QM1 4,@B quais apresentaram picos
parasitémicos ao redor do-3@&, baixa viruléncia, predominio de formas intedmrias e
tropismo para musculo esquelético e cardiaco. Aa c®M2, onde encontramos picos
parasitémicos ao redor do-2dRa, predominio de formas intermediarias, altal@mcia e

tropismo para musculo esquelético e cardiaco, dgudl.
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5.5 Caracterizacdo genotipica

A caracterizacdo genotipica realizada por eletes®mrem gel de acrilamida
a 8% corada com prata, apos a reacdo de PCR cagminosrs D71 e D72 (SOUTO e
ZINGALES, 1993), mostrou fragmentos de 110 parelsade para as cinco cepas isoladas.

Dessa forma, foi possivel classifica-las genotipieate como zimodema 1,
linhagem 2,T. cruzil, segundo Recommendations from a Satellite Mgeti®99), onde
foram agrupadas as cepas relacionadas com o tieetee doT. cruzi

Martinez e Rosa (2003) isolaram recentemente, ceas dd. cruzideT.
rubrovaria dessa mesma regiao do Estado do Rio Grande dodguidominaram QG1 e QG2.
Essas cepas foram classificadas molecularmentadegutécnica de Souto e Zingales (1993)
como pertencentes a LinhagemT2cruzil por Martinez (2004), estando esses resultados de
acordo com os obtidos neste trabalho.

Para Martinez (2004), esse fato ja era esperado,s@oT. rubrovaria
considerado um triatomineo silvestre (BARRETTO, @)97mbora estudos recentes no
Estado do Rio Grande do Sul, terem demonstradowmesto da freqiiéncia dessa espécie de
triatomineo no domicilio (ALMEIDA et al., 2000, 28D

Vérios autores isolaram e classificaram cepad.deruzi de mamiferos e
triatomineos silvestres na tentativa de encontemacteristicas biolégicas e moleculares
comuns referentes ao ciclo silvestre e ciclo ddrarailo parasita.

Assim, Fernandes et al. (1997), isolaram 35 cepds druzino Estado do
Rio Grande do Sul, sendo 29 de pacientes chagéasitoisos, duas de mamiferos silvestres e

quatro de triatomineos. Dessas quatro cepas dentii@eos, duas foram isoladas e
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infestans que foram capturados no interior de moradiasas dieP. megistusconsiderado
triatomineo silvestre.

Os autores acima, utilizaram eletroforese em gepammcrilamida a 4%
corado com prata, que permitiu mostrar o perfil RIRPD (Random Amplification of
Polimorphic DNA) das cepas isoladas. Desse modeagpas isoladas d®. megistugoram
agrupadas no zimodema Z1, e as cepas isoladasad@nties, mamiferos silvestresTe
infestannos zimodemas Z2 e ZB.

Fernandes et al. (1999) isolaram cepad deruzide mamiferos silvestres
como marsupiais Oidelphis marsupialis, Philander opossynprimatas l(eontopithecus
rosalia), roedores Holochilus brasiliensis edentata Bradipus torquatus e também de
triatomineos silvestrefRRbodniussp eT. vitticep$ do Estado do Rio de Janeiro. Esses autores
utilizaram para classificar as cepas isoladas pagsnao transcrito do gene mini-exon, que
foi amplificado por PCR segundo Souto et al. (1998 resultados mostraram que todas as
cepas d€l. cruziisoladas dos primatas pertenciam a Linhagem lyaerq as isoladas dos
outros mamiferos pertenciam as Linhagens 1 ou2-@u

As cepas isoladas dos exemplare®Hedniussp pertenciam a Linhagem 2,

e a cepa isolada de vitticepsa Linhagem 1. Esse resultado chamou a atenc@apesar do

T. vitticepsser considerado um triatomineo silvestre, elevassédbergando uma cepa d@e
cruzi associada ao ciclo domiciliar do parasita. Segusdautores a explicacao para esse fato
€ que or. vitticepsesta envolvido com a transmissao do parasita gapaimatas, e concluem
gue no Estado do Rio de Janeiro existe a presasduhs linhagens de cruziinfectando
mamiferos silvestres em um mesmo ecoétopo. Relatata,aque o fato de a Linhagem 1 estar
melhor adaptada aos primatas poderia explicar doprgnio desta linhagem na infecgcéo

humana no Brasil.
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Macedo et al. (2004) concordam com os relatos dwses acima, referindo
que o grupd . cruzill € aparentemente mais associado com os priredtdscc6es humanas,
enquantarl. cruzil estd mais adaptado aos marsupiais e é raraisetgdo de humanos.

Como poucos estudos moleculares tém sido realizemlmscepas isoladas
deT. rubrovaria,semelhantes ao de Martinez (2004), e com resuligldoamente de acordo
com os obtidos nesta pesquisa, ndo podemos deseart@pitese de encontrar cepas
pertencentes a Linhagem T, cruzill nos triatomineosT. rubrovaria no Estado do Rio

Grande do Sul.
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6 CONCLUSOES

1. A taxa de infeccdo natural €m rubrovaria por Trypanosomatidae foi de 4,2% e 1,6%

foram confirmados comorypanosoma cruzentre os 309 exemplares examinados.

2. Os resultados da prova da precipitina demomsiraa presenca desses triatomineos no

peridomicilio, alimentando-se de animais de criat@oegido e de humanos.

3. As cinco cepas isoladas mostram-se facilment&weis em meio LIT e em animais de

laboratorio.

4. Todas apresentam parasitemia patente.

5. As cepas QJ3 e QB1 apresentam parasitemia bancquanto a QJ1 e QM1 média

parasitemia e a QM2 alta parasitemia.
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6. Em relacdo a morfologia, as cepas sdo semethantdargura e indice nuclear, diferindo

no comprimento total, sendo a QM2 de menor tamanho.

7. O tropismo tissular mostrou que todas as cepas pstogénicas, com presenca do
infiltrado inflamato6rio em figado, musculo esquieleéte cardiaco na fase aguda e também
em célon na fase crbnica. Os parasitas foram ohdesyv em musculo esquelético,

cardiaco e figado durante a fase aguda.

8. A caracterizacao fenotipica permitiu agrupacezas QB1, QJ1, QJ3 e QM1 como tipo

[, e a cepa QM2 como tipo II.

9. A caracterizacdo genotipica permitiu caracter@asacepa QB1, QJ1, QJ3, QM1 e QM2

comoT. cruzil.
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ANEXO 1. Medidas das 30 formas tripomastigotas sanguinetdasbaleatoriamente das
cinco cepas dd. cruziisoladas, onde n° = numero de ordenacdo; cflag =
comprimento do flagelo; ccorpo = comprimento dgoogrctotal = comprimento
total, Icorpo = largura do corpo; acin = area deetiplasto; pn = distancia
posterior — nucleo; na = distancia anterior — raujdle = indice nuclear.

Cepa n< cflag ccorpo ctotal lacorp acin pn na in
1 7,13 13,22 20,35 2,30 0,74 9,15 4,07 2,33
2 7,08 13,51 20,60 1,55 0,86 8,69 4,82 1,80
3 5,96 15,22 21,18 191 0,91 10,06 5,16 1,95
4 10,05 14,35 24,39 1,92 0,93 9,11 5,24 1,74
5 7,42 13,29 20,71 1,59 0,86 8,35 4,94 1,69
6 7,69 13,62 21,31 1,51 0,68 8,48 5,14 1,65
7 8,06 11,39 19,45 1,56 0,83 6,75 4,64 1,45
8 6,07 13,31 119,39 1,69 0,91 8,33 4,98 1,67
9 7,48 15,29 22,77 1,62 0,66 9,75 5,54 1,76
10 9,04 14,27 23,31 1,62 0,90 10,25 4,02 2,55
11 8,16 13,66 21,82 1,84 0,69 8,63 5,03 1,72
12 6,85 12,61 19,46 1,27 0,90 7,46 515 1,45
13 7,22 13,38 20,59 2,76 1,13 7,97 541 1,47
14 8,58 12,30 20,87 1,66 1,10 8,46 3,84 2,20
QJ1 15 7,90 12,34 20,25 2,63 0,90 8,18 4,16 1,97
16 5,78 13,22 18,10 1,59 0,90 7,26 5,07 1,43
17 6,83 14,55 21,38 2,10 0,79 9,24 531 1,74
18 5,47 10,90 16,36 1,69 0,86 6,75 4,15 1,63
19 8,40 14,20 22,60 1,30 0,66 8,80 5,40 1,63
20 6,31 14,17 20,48 1,56 1,10 9,18 4,99 1,84
21 7,21 13,88 21,09 2,09 1,25 7,75 6,13 1,26
22 8,24 13,84 22,08 2,32 1,57 8,71 5,13 1,70
23 6,13 13,30 19,43 1,83 1,13 8,93 4,37 2,04
24 5,19 13,39 18,57 2,06 1,20 8,66 4,73 1,83
25 7,59 15,60 23,19 1,97 1,00 9,77 5,83 1,68
26 8,08 13,77 21,85 1,95 0,98 8,94 4,83 1,85
27 7,05 12,25 19,30 1,28 0,71 7,43 4,82 1,54
28 8,75 13,70 22,44 1,52 0,69 8,87 4,83 1,84
29 8,04 13,28 21,32 2,36 1,17 8,27 5,01 1,65
30 7,24 15,56 22,80 1,74 0,69 9,54 6,02 1,58
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ANEXO 1. Medidas das 30 formas tripomastigotas sanguinetidasbaleatoriamente das
cinco cepas dd. cruzi isoladas, onde n° = numero de ordenacdo; cflag =
comprimento do flagelo; ccorpo = comprimento dgogictotal = comprimento
total, Icorpo = largura do corpo; acin = area deetoplasto; pn = distancia
posterior — nudcleo; na = distancia anterior — raiclen = indice nuclear
(Continuacao).

Cepa n< cflag  Ccorpo ctotal  lacorp acin pn na in
32 8,15 12,99 21,13 1,63 0,83 7,98 5,01 1,59
33 6,81 13,65 20,47 1,62 0,83 8,66 4,99 1,74
34 7,23 13,32 20,55 1,66 0,83 8,20 5,12 1,60
35 7,29 13,71 21,01 1,82 0,86 8,28 5,43 1,52
36 7,37 14,99 22,37 2,08 1,08 9,05 5,94 1,52
37 8,61 12,73 21,34 1,95 0,90 9,44 3,29 2,87
38 7,86 11,55 19,42 1,61 1,12 6,59 4,96 1,33
39 7,40 11,68 19,08 2,26 0,90 7,82 3,86 2,03
40 7,20 12,03 19,23 1,44 0,93 7,52 4,51 1,67
41 7,50 13,08 20,58 1,48 0,83 8,88 4,20 2,11
42 8,02 13,85 21,87 2,32 1,27 8,80 5,05 1,74
43 8,16 15,12 23,28 1,75 0,84 10,31 4,81 2,14
44 8,09 14,51 22,60 1,81 0,96 9,18 5,33 1,72
45 9,10 12,68 21,78 1,73 0,98 7,71 4,97 1,55
46 6,36 14,11 20,80 2,18 1,10 8,85 5,59 1,58
QJ3 47 7,28 14,33 21,62 1,63 1,03 8,95 5,38 1,66
48 7,96 15,09 23,05 1,79 1,12 10,45 4,64 2,25
49 7,29 13,64 20,92 1,53 1,03 8,67 4,97 1,74
50 7,86 16,47 24,33 2,02 1,18 11,82 4,65 2,54
51 8,35 12,54 20,89 1,70 1,30 8,80 3,74 2,35
52 9,42 11,67 21,08 1,46 1,18 7,71 3,96 1,95
53 7,82 15,65 23,29 1,98 0,93 10,13 5,34 1,93
54 7,89 12,65 20,54 1,82 0,81 8,65 4,00 2,16
55 8,20 15,15 23,35 1,74 0,91 9,06 6,09 1,49
56 7,80 14,99 22,79 1,98 1,18 9,86 5,13 1,92
57 9,00 15,43 24,43 2,65 0,91 10,11 5,32 1,90
58 7,95 15,59 23,53 2,21 0,90 10,10 5,49 1,84
59 7,38 14,88 22,26 191 0,93 9,84 5,04 1,95
60 7,21 14,54 21,75 1,96 0,93 10,08 4,46 2,26
61 7,10 15,38 22,48 1,54 1,03 9,86 5,70 1,70
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ANEXO 1. Medidas das 30 formas tripomastigotas sanguinbtidas aleatoriamente das
cinco cepas dd. cruziisoladas, onde n° = numero de ordenacdo; cflag =
comprimento do flagelo; ccorpo = comprimento dgoogrctotal = comprimento
total, Icorpo = largura do corpo; acin = area deetiplasto; pn = distancia
posterior — ndcleo; na = distancia anterior — nuiclen = indice nuclear
(Continuagéo).

Cepa n< cflag  Ccorpo ctotal  lacorp acin pn na in
63 5,22 10,59 15,81 1,27 0,91 7,32 3,27 2,24
64 8,79 11,21 20,00 1,39 1,20 7,70 3,51 2,19
65 8,09 11,69 19,78 1,93 1,03 7,05 4,64 1,52
66 7,67 11,18 18,85 1,17 0,90 7,86 3,32 2,37
67 8,41 12,91 21,32 2,04 1,22 8,71 4,20 2,07
68 7,53 11,68 19,21 1,49 0,79 7,48 4,20 1,78
69 8,13 12,37 20,50 1,77 0,84 9,24 3,13 2,95
70 8,78 14,62 23,39 1,92 0,79 9,26 5,36 1,73
71 6,90 10,99 17,90 1,48 0,63 6,59 4,40 1,50
72 9,24 15,02 24,26 2,13 0,74 10,03 4,99 2,01
73 7,94 14,39 22,33 1,89 0,64 9,61 4,78 2,01
74 7,55 16,31 23,86 1,84 0,95 9,44 6,87 1,37
75 5,17 12,17 17,34 1,52 0,93 6,71 5,46 1,23
76 7,17 16,74 23,91 1,90 0,93 10,21 6,53 1,56
QM1 77 7,61 15,08 22,69 1,40 0,88 10,07 5,01 2,01
78 5,85 15,53 21,38 1,97 1,10 9,65 5,88 1,64
79 7,76 16,83 24,59 1,82 1,01 10,61 6,22 1,71
80 8,72 13,88 22,59 1,77 1,06 8,44 5,44 1,55
81 5,25 10,98 16,23 1,45 0,73 6,50 4,48 1,45
82 9,24 17,38 26,62 1,82 0,84 12,07 531 2,27
83 7,96 15,82 23,79 1,92 1,00 10,38 5,44 1,91
84 8,51 15,40 23,91 1,66 1,20 9,88 5,52 1,79
85 9,32 13,81 23,13 1,74 0,90 9,40 4,41 2,13
86 7,15 14,40 21,55 1,57 0,86 9,64 4,76 2,03
87 5,04 13,44 18,49 1,45 0,74 8,51 4,93 1,73
88 7,29 16,69 23,98 1,86 0,93 10,93 5,76 1,90
89 6,23 14,13 20,36 1,22 0,98 7,82 6,31 1,24
90 6,98 17,01 23,99 2,01 1,20 11,69 5,32 2,20
91 6,37 14,31 20,68 1,55 1,01 8,57 5,74 1,49
92 5,76 12,54 18,30 1,31 0,73 7,60 4,94 1,54
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ANEXO 1. Medidas das 30 formas tripomastigotas sanguins#tas aleatoriamente das
cinco cepas d&. cruziisoladas, onde n°® = niumero de ordenacdo; cflag =
comprimento do flagelo; ccorpo = comprimento dgogctotal = comprimento
total, Icorpo = largura do corpo; acin = area detaplasto; pn = distancia

posterior — nlcleo; na = distancia anterior — mudle = indice nuclear
(Continuacao).

Cepa

QM1l

n<
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123

cflag
7,02
5,25
7,28
7,20
5,39
5,37
6,27
591
7,55
7,73
8,87
5,61
7,71
6,04
8,38
6,78
5,38
7,40
6,40
7,15
6,22
8,90
7,42
6,71
8,14
8,30
7,38
8,32
7,52
6,52

Ccorpo
14,73
13,33
13,82
13,05
12,14
11,56
10,43
10,97
11,69
11,42

9,97
11,34
12,78
12,52
12,56
12,13

9,98
11,14
13,68
12,76

9,25
12,61
12,72
12,33
12,84
11,83
11,17
11,07
10,76
10,08

ctotal
21,75
18,59
21,10
20,25
17,53
16,93
16,70
16,88
19,23
19,15
18,84
16,95
20,49
18,57
20,94
18,92
15,36
18,54
20,08
19,92
15,47
21,51
20,14
19,04
20,97
20,13
18,55
19,39
18,28
16,59

lacorp
2,14
1,58
1,56
2,11
1,43
1,38
1,62
1,77
1,91
1,86
1,76
1,71
1,88
1,79
1,62
1,71
1,18
1,43
1,79
2,13
1,22
1,49
2,01
1,71
1,84
1,73
1,44
1,35
1,69
1,53

acin
1,67
0,88
1,25
1,10
1,08
0,71
1,17
1,29
1,01
0,41
0,88
1,12
0,90
1,42
1,22
1,05
0,80
0,95
1,39
1,03
0,96
1,78
2,35
1,67
1,05
1,20
1,00
0,93
1,00
1,32

pn
9,30
8,10
8,07
8,97
7,12
8,09
6,10
6,97
6,91
7,49
7,02
7,07
7,08
7,01
7,80
6,73
6,78
7,88
7,79
7,26
6,20
8,94
8,18
8,63
8,23
8,44
7,40
7,25
7,13
6,51

na
5,43
5,23
5,75
4,08
5,02
3,47
4,33
4,00
4,78
3,93
2,95
4,27
5,70
5,51
4,76
5,40
3,20
3,26
5,89
5,50
3,05
3,67
4,54
3,70
4,61
3,39
3,77
3,82
3,63
3,57

1,71
1,55
1,40
2,20
1,42
2,33
1,41
1,74
1,45
191
2,38
1,66
1,24
1,27
1,64
1,25
2,12
2,42
1,32
1,32
2,03
2,44
1,80
2,33
1,79
2,49
1,96
1,90
1,96
1,82
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ANEXO 1. Medidas das 30 formas tripomastigotas sanguins#tas aleatoriamente das
cinco cepas d&. cruziisoladas, onde n°® = niumero de ordenacdo; cflag =
comprimento do flagelo; ccorpo = comprimento dgogctotal = comprimento
total, Icorpo = largura do corpo; acin = area detaplasto; pn = distancia
posterior — nlcleo; na = distancia anterior — mudle = indice nuclear
(Continuacao).

Cepa n< cflag  Ccorpo ctotal  lacorp acin pn na in
124 7,38 14,71 22,08 1,58 0,88 8,57 6,14 1,40
125 8,82 14,18 22,99 1,93 0,98 9,46 4,72 2,00
126 6,95 13,65 20,59 1,70 0,90 8,26 5,39 1,53
127 7,79 13,22 21,00 1,84 1,01 7,62 5,60 1,36
128 7,11 12,79 19,90 1,42 0,61 8,03 4,76 1,69
129 5,21 13,85 19,06 1,56 0,54 7,62 6,23 1,22
130 8,00 14,18 22,18 1,68 0,78 9,44 4,74 1,99
131 7,73 10,72 18,45 1,92 1,17 7,50 3,22 2,33
132 6,75 9,54 16,29 1,35 0,83 6,56 2,98 2,20
133 10,05 12,87 22,92 1,85 0,93 8,12 4,75 1,71
134 7,98 11,04 19,02 1,99 0,79 7,79 3,25 2,40
135 6,67 12,24 18,92 1,85 0,56 7,92 4,32 1,83
136 7,25 11,91 19,15 1,56 0,69 7,88 4,03 1,96
137 7,60 12,02 19,62 1,65 0,46 7,92 4,10 1,93
138 7,82 11,51 19,33 1,98 0,86 7,56 3,95 191
QB1 139 8,18 11,31 19,49 1,78 0,64 7,22 4,09 1,77
140 7,70 10,62 18,31 1,80 0,84 7,45 3,17 2,35
141 6,85 12,08 18,92 1,79 0,93 7,45 4,63 1,61
142 7,62 12,80 20,43 1,66 0,86 8,45 4,35 1,94

143 6,54 11,96 18,50 1,81 1,17 7,67 4,29 1,79
144 6,93 13,06 19,98 1,94 1,05 8,36 4,70 1,78
145 7,45 13,66 21,10 2,05 1,15 7,48 6,18 1,21

146 7,40 13,90 21,30 1,86 1,01 8,95 4,95 1,81
147 7,93 14,04 21,98 1,73 1,15 8,84 5,20 1,70
148 7,53 10,44 17,97 1,50 0,64 6,33 4,11 1,54
149 6,27 13,39 19,66 1,68 0,69 7,85 5,54 1,42
150 6,98 12,46 19,44 1,63 0,68 7,64 4,82 1,59
151 7,40 13,37 20,77 1,99 0,70 8,07 5,30 1,52
152 9,25 13,73 22,98 1,83 1,07 8,69 5,04 1,72
153 7,18 13,53 20,71 1,68 0,91 7,38 6,15 1,20
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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