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MORETO, MartaAparecida. Variacdo morfologica do Trypanosoma rangeli em
diferentes condicdes de cultivo. 2007. 51 f. 1 CD-ROM. Dissertacéo (Mestrado Ciéncias
Bidlogicas)- Instituto de Pesguisa e Desenvolvimento, Universidade do Vale do Paraiba, Séo
José dos Campos, 2007.

A familia Trypanosomatidae pertence a ordem Kinetoplastida e compreende protozoarios
que se caracterizam pela presenca de um Unico flagelo e de uma estrutura mitocondrial
organizada. Os géneros pertencentes a esta familia parasitam animais vertebrados,
invertebrados e plantas. No género Trypanosoma encontramos o Trypanosoma rangeli que
€ um protozo&rio ndo patogénico para o0 homem e apresenta diversas caracteristicas
relacionadas com o0 Trypanosoma cruzi que € patogénico ao homem, sendo:
compartilhamento de vetores, hospedeiro o Rhodnius prolixus, distribuicdo geogréfica e
semelhancas antigénicas. Existem algumas caracteristicas biolégicas do Trypanosoma
rangeli que permitem diferenci&lo do Trypanosoma cruzi, como a sua provavel
incapacidade de invadir clulas de mamiferos, o seu desenvolvimento na hemolinfa e nas
glandulas salivares dos triatomineos e a sua transmissao ao hospedeiro vertebrado através
da picada — via inoculativa O objetivo desse estudo € a andlise morfolégica e
morfomeétricas das cepas Choachi e SC-58 do Trypanosoma rangeli, cultivados no meio
LIT (Liver Infusion Tryptose) em diferentes concentracbes de hemina  2,5mg/ml;
5,0mg/ml; 10mg/ml e 15mg/ml, nos dias 1; 3 e 6 apds o indculo dos parasitas. Foi
digitaizado aproximadamente 50 campos microscopicos por lamina, utilizando o
microscopio Leica BLM equipado com camara CCD com a interface Qwin. Os parametros
analisados foram: comprimento celular médio; didmetro dos parasitas; comprimento do
flagelo livre; tamanho do cinetoplasto; didmetro do nlcleo dos parasitas e comprimento
total dos parasitas. Os valores obtidos para cada parametro foi analisado utilizando os
softwares Origin 6.0, com o0 qual se obteve os valores da média e desvio padréo para cada
parémetro. A comparacdo das médias entre os diferentes tratamentos foram realizadas com
a aplicacdo do Test t de Student. Os resultados no presente estudo mostraram que 0s
parasitas cultivados em melo LIT nas diferentes concentracbes de hemina sofreram
mudangas morfoldgicas. A principal mudanca foi no tamanho total dos protozoérios da
cepa Choachi, causando uma reducdo estati sticamente significativa.

Palavras chave: Trypanosoma rangeli; Familia Trypanosomatidae; Morfologia;

Morfometria.



MORETO, MartaAparecida. Morphological variation of Trypanosoma rangeli in
different cultivation conditions. 2007. 51 f. 1 CD-ROM. Dissertacdo (Mestrado Ciéncias
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The  Trypanosomatidae  family belongs to  Kinetoplastida  order  and
comprehends protozoa which describe the presence of only one flagellum and an
organized mitochondrial structure. The species of this family sponge vertebrate animals,
invertebrates and plants. In the Trypanosoma specie we find the Trypanosoma rangeli
whichis a non pathogenic protozoon for the man. It presents severa characteristics
dgmilar to the Trypanosoma cruzz which is pahogenic for the man like
vectors sharing, Rhodnius prolixus dwelling, geographical  distribution and
antigenic similarities. There are some biological characteristics of Trypanosoma rangeli that
differentiate it from Trypanosoma cruz, as its probable incapacity to invade mammals cells,
its Hemolymph and Triatominae salivary glands development and its vertebral dwelling
transmission through its bite — inoculative via. The purpose of this study is the morphology
and morphometric analysis of Choachi cepa and SC-58 of Trypanosoma rangeli, cultivated in
the LIT (Liver Infusion Tryptose) in different concentrations of hemine: 2.5 mg/ml;
5.0mg/ml; 10mg/ml and15mg/ml, in the days 1, 3 and 6 after parasites inoculation. It was
scanned approximately 50 microscopic fields per blade, using BLM Leica microscope
equipped with camera CCD with the interface QWin. The studied parameters were: average
cell length, parasites diameter; length of the free flagellum; kinetoplast size; parasites nucleus
diameter and otal length of the parasites. The values obtained for each parameter was
analyzed using the Origin 6.0 software, with which the values of average and standard
deviation for each parameter were obtained. The mean comparison between different
treatments was done with the t-Student Test. The results presented on this work show that the
cultivated parasites in LIT culture in different hemina concentrations make morphological
changes on parasites. The main change was total size of protozoon of cepa Choachi, causing
meaningful statistic reductions.

Keywords.  Trypanosoma rangeli, Trypanosomatidae family, @ Morphology,
Morphometry.
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1 Introducéo

1.1 A familia Trypanosomatidae

A familia Trypanosomatidae pertence a ordem Kinetoplastida, e compreende
protozoarios que se caracterizam pela presenca de um flagelo e de uma estrutura
mitocondrial organizada na forma de maxi e mini-circulos de DNA denominada
cinetoplasto (HONIGBERG et al., 1964; LEVINE et al., 1980).

Os géneros pertencentes a esta familia parasitam animais vertebrados, invertebrados e
plantas, apresentando-se em diferentes formas. promastigotas, coanomastigotas,
amastigotas, epimastigotas, opistomastigotas e tripomastigotas (Tabela 1). Estas formas
sdo definidas de acordo com a posi¢do do cinetoplasto em relagdo ao nucleo, do ponto de
origem do flagelo e em relacdo a auséncia ou presenca de flagelo livre e membrana
ondulante. Os parasitas deste género podem ser classificados como monoxénicos, que
possuem apenas hospedeiros definitivos ou heteroxénicos, que possuem hospedeiro
intermediario e definitivo (Tabelal) (HONIBERG et al., 1964; LEVINE et al., 1980).

A ocorréncia de um ou mais estagios morfoldgicos durante o ciclo de vida destes
protozod&rios, em combinacdo com o hospedeiro de origem, constitui a base para o
estabel ecimento dos varios géneros da familia (Tabela 1), que seréo brevemente descritos a

seguir, com base na classificagcéo empregada por Honiberg e Levine.

Género Blastocrithidia: pertencem a este género os parasitas de insetos que se
caracterizam pela presenca de formas epimastigotas. A transmissdo ocorre diretamente

entre os hospedeiros através das fezes.

Género Crithidia: compreende organismos caracterizados por formas
coanomastigotas, possuindo apenas insetos como hospedeiros (monoxénicos). O
mecanismo de transmissdo parece incluir um estagio de vida capaz de infectar as larvas dos

hospedeiros.

Género Endotrypanum: é representado por flagelados heteroxénicos, parasitas de

insetos flebotomineos e mamiferos. Formas promastigotas e amastigotas séo encontradas



nos insetos, enguanto nos mamiferos encontramse as formas epimastigotas e
tripomastigotas.

Género Hepertomonas: compreende flagelados que sdo parasitas de insetos. As
formas opistomastigotas caracterizam o género, embora promastigotas e paramastigotas
também ocorram em seu ciclo biolégico. A transmissdo ocorre por contaminacdo direta

entre hospedeiros ou através de estagios de vidal livre.

Género Leishmania: sdo incluidos neste género os flagelados que sdo parasitas de
insetos flebotomineos, nos quais sdo encontradas as formas promastigotas e paramastigotas,
e vertebrados, onde se proliferam sob a forma de amastigotas intracelulares parasita
heteroxénico.

Género Leptomonas: promastigotas sdo as principais formas observadas entre os
organismos deste género, mas algumas espécies produzem também amastigotas, ou cistos
flagelares. Parasitam uma grande variedade de insetos, além de nematGides e protozodarios.

A transmissao de inseto parainseto ocorre por contaminagdo direta com cistos.

Género Phytomonas: € representado por organismos heteroxénicos que possuem
plantas e insetos como hospedeiro. Formas promastigotas sdo predominantes, mas
encontramse também em formas amastigotas. S8o transmitidos de planta para planta
através de hemipteros.

Género Rhynchoidomonas: parasitas monoxénico pouco conhecido, apresentando-se

sob formes tripomastigotas nos tubulos de Malpighi do inseto.

Género Trypanosoma: sdo constituidos por flagelados heteroxénicos que possuem
como hospedeiros insetos triatomineos e vertebrados. Nos primeiros, apresentam: se sob as
formas epimastigotas e tripomastigotas metaciclicos e nos vertebrados apresentanmse como
amastigotas e tripomastigotas sanguineos. Compreendem muitas espécies que parasitam
mamiferos, aves, répteis e anfibios. Das espécies descritas, as consideradas patogénicas
para 0 homem sdo o Trypanosoma cruz e o Trypanosoma brucei. De acordo com a via de
transmissdo eles sdo classificados em Salivaria, cujas formas metaciclicas sdo transmitidas

por inoculagdo, e Sercoraria, cujas formas metaciclicas sdo eliminadas pelas fezes (exceto



o Trypanosoma rangeli). Estdo agrupados na seccdo Salivaria os subgéneros Trypanozoon,

Duttonela, Nannomonas e Pycnomonas. Na seccdo Stercoraria estdo os subgéneros

Hepertosoma, Megatrypanum e Schizotrypanum.

Tabela 1: A familia Trypanosomatidae

Ciclo Evolutivo Género Hospedeiro Formas no ciclo evolutivo
Blastocrithidia Insetos epimastigota
Crithidia Insetos coanomastigota
Monoxénico  Hepertomonas Insetos promastigota/opistomastigota
Leptomonas insetos/nematéides promastigota
Rynchoidomonas Insetos tripomastigota
Insetos epimastigota/tripomastigota
Endotrypanum Vertebrados amastigota/tripomastigota
L Insetos promastigota
Heteroxénico . . .
Leishmania Vertebrados amastigota
Phytomonas insetos/plantas promastigota
Vertebrados amastigota/tripomastigota

Fonte: Honingberg et al., (1964); Levine et al., (1980)

1.2 Taxonomia

Todos os hemoflagel ados pertencem a familia Trypanosomatidae. Baseado no modo de
transmissdo, Hoare (1972) e Losos (1986) concordaram na divisdo do género Trypanosoma
em duas secOes. Salivaria e Sercoraria Os tripanosomas da secdo Salivaria sdo aqueles
transmitidos através das glandulas salivares (inoculativa), e os Stercoraria aqueles que sao
transmitidos por meio das fezes dos insetos vetores (contaminativa). Nessas revisoes, esses
autores concordaram também na divisdo da secdo Salivaria em quatro subgéneros (Dutonella,
Pycnomonas, Nannomonas e Trypanozoon) e a secdo Sercoraria em trés subgéneros
(Herpetosoma, Megatrypanum e Schizotrypanum). Losos (1986) sugere uma classificacéo

prética dos tripanosomas de importancia médica e veterinaria, como se segue:

Salivaria

Subgénero Duttonela

Espécie: Trypanosoma vivax

Subgénero Nannomonas

Espécies. Trypanosoma congolense, T. smiae
Subgénero Trypanozoon



Espécies: Trypanosoma brucei, T. rhodesiense, T. gambiense, T. evans
e T. equiperdum
Subgénero: Pycnomonas

Espécie: Trypanosoma suis

Stercoraria
Subgénero Schizotrypanum

Espécie: Trypanosoma cr uzi

1.3 Morfologia

1.3.1 Aparéncia Externa

As formas tripomastigotas encontradas na corrente sanglinea sdo basicamente
lancetadas, o corpo é alongado e achatado. Ao corte transversal apresenta-se eliptico ou oval e
suas extremidades sdo dfiladas. A extremidade pela qual avanca durante a locomogdo é
costumeiramente descrita como anterior final. Ela tipicamente termina em um fino ponto,
enquanto que o fina da extremidade posterior varia na forma, mas geralmente € mais larga,
afilando mais abruptamente ou terminando em uma forma rombuda ou ainda apresentando a
ponta arredondada (HOARE, 1972).

1.3.2 Citologia

As principais organel as de um tripanosoma sao o nucleo, o cinetoplasto, o sistema
mastigonte representado pelo corpo basal e o flagelo (HOARE, 1972).

1.3.3 Multiplicacdo

Em todos os casos a divisdo dos tripanosomas se processa em uma sequéncia definida

envolvendo sucessivamente o corpo basal, flagelo, cinetoplasto e nicleo, culminando na

clivagem do citoplasma (HOARE, 1972).

1.4 Ciclovital



Membros do género Trypanosoma sdo parasitas digenéticos, aqueles cujo ciclo vital
envolve dois hospedeiros. Um destes, um animal vertebrado € o hospedeiro final, enquanto
diversos invertebrados hematdfagos representam os hospedeiros intermediarios ou vetores, 0s
quais transmitem a infeccéo para novos hospedeiros vertebrados. Na literatura, alguns autores
preferem usar o termo “inoculadores mecénicos’ ao invés de “vetores’ para se referir a

transmissdo mecanica de tripanosomas (HOARE, 1972).

No caso de tripanosomas de mamiferos os vetores mais conhecidos sdo insetos
hematéfagos, embora outros invertebrados hemat6fagos podem também atuar como vetores.
As formas sangliineas dos tripanosomas sdo tomadas pelo inseto durante repasto sangiineo.
Apoés, entdo, os tripanosomas empreendem um ciclo de desenvolvimento no hospedeiro
intermediério, culminando na producéo de formas infectivas especiais, conhecidas como
tripanosomas metaciclicos ou metatripanosomas. Os tripanosomas metaciclicos sdo
transmitidos para um novo hospedeiro por varios nmetodos, de acordo com a sua localizagdo
no vetor. O sucesso na transmissdo pode normalmente ser efetuado somente apds o parasita
ter completado seu ciclo de desenvolvimento no hospedeiro intermediério e produzido os
metatripanosomas. Os estagios intermediarios no vetor ndo sdo infectivos para o hospedeiro
vertebrado (HOARE, 1972).

No caso da transmissdo mecanica, as formas sangiineas dos tripanosomas Ss&0
transferidas diretamente de um mamifero, para outro, por insetos hemat6fagos (por exemplo
espécies de Tabanidae e Somoxydae) ou artificialmente por agulhas contaminadas com
sangue infectado. No caso da transmissdo mecéanica com agulhas, pode-se dizer também que é
uma infeccdo com acdo de veiculo. Em contraste com a transmiss&o ciclica, que pode ser téo
longa quanto for a vida do vetor, a habilidade para transmitir os tripanosomas mecanicamente
€ de curta duragdo (geralmente mensuradas em minutos), dependendo da sobrevivéncia dos
parasitas nas pegas bucais do inseto (HOARE, 1972).

1.4.1 Estagiosde Desenvolvimento

No curso de seu ciclo vital digenético os tripanosomas passam por varios estagios de
desenvolvimento, os quais tém sido definidos por termos derivados do género dos
Trypanosomatidae dos quais €les representam as formas mais tipicas (HOARE, 1972).



A principa caracteristica que distingue o0s estagios morfolégicos dos
Trypanosomatidae é a disposic¢éo do flagelo no corpo, como determinado pelo seu ponto de
partida (indicado pela posicdo do Cinetoplasto), seu curso e ponto de emergéncia de sua
porcdo distal livre. Desde entdo esta caracteristica "flagelar” serviu como base para a
classificacdo do estagio em questdo. A raiz - mastigota € um termo grego que significa chicote
(HOARE, 1972).

A terminologia abaixo citada é utilizada por Hoare (1972) e mundial mente aceita:

(8 AMASTIGOTA. Estagio "Leishmania", representado por formas arredondadas ou
alongada, sem flagelo livre.

(b) ESFEROMASTIGOTA. Arredondada ("Leishmania”) possuindo um flagelo livre;
representando um estagio transitorio entre as formas amastigota e mastigotas.

(c) PROMASTIGOTA. Estégio "Leptomonada’, representado por formas aongadas com um
cinetoplasto antenuclear. Flagelo aparecendo proximo ao cinetoplasto e emergindo no final da

extremidade anterior do corpo.

(d) OPISTOMASTIGOTA. Estagio "Tripanomérfico”, representado (somente no género
Herpetomonas) por formas alongadas com cinetoplasto pos-nuclear. Flagelo aparecendo
proximo a0 cinetoplasto, entdo passando através do corpo e emergindo no fina da

extremidade anterior.

(e) EPIMASTIGOTA. Estagio "Critidid", representado por formas aongadas com
cinetoplasto justanuclear. O flagelo aparece proximo ao cinetoplasto e emerge ao longo do

corpo para correr ao longo da sua superficie ou ao longo da membrana ondulante.

(f) TRIPOMASTIGOTA. Verdadeiro estdgio "Tripanosoma', representado por formas
alongadas com cinetoplasto pés-nuclear. O flagelo surge préximo ao cinetoplasto e emerge ao

lado do corpo para correr ao longo da sua superficie ou membrana ondul ante.



(g) COANOMASTIGOTA. Estagio peculiar, geralmente com cinetoplasto antenuclear. O
flagelo surgindo de um reservatério com formato de funil e emergindo no fina da

extremidade anterior do corpo (restrito ao género Crithidia).

1.4.2 CiclonoMamifero

O desenvolvimento dos tripanosomas nos hospedeiros mamiferos é relativamente
smples. E iniciado pela introducdo de metatripanosomas pelo inseto hospedeiro, ou
passivamente pela contaminacdo de membranas mucosas do hospedeiro mamifero ou pele (no
caso de espécies Sercoraria como o T. cruz) ou ativamente pela inoculacdo através de uma
picada no caso de espécies Salivaria, como por exemplo, T. evansi e T. vivax (HOARE,
1972).

1.4.3 Segdo Salivaria

A reproducdo desta segdo normalmente toma lugar na corrente circulatéria por fissdo
binéria no estagio tripomastigota. Os tripanosomas da se¢éo Salivaria também séo capazes de
invadir tecidos dos seus hospedeiros, sendo regular a ocorréncia de amastigotas e outros
estégios (HOARE, 1972).

1.4.4 Ciclono Inseto

Os tripanosomas Salivaria T. evansi e T. vivax encontrados na América do Sul sdo
apenas transmitidos mecanicamente. Devido a perda da habilidade de se desenvolver
ciclicamente, T. evansi é também transmitido mecanicamente na Africa. O T. vivax africano é
transmitido ciclicamente pelas moscas tsétse. As formas sanguineas de tripanosomas do
hospedeiro infectado sdo ingeridas pela tsé-tsé e localizadas no esdfago e faringe (MOLOO;
GRAY, 1989) onde se transformam em formas epimastigotas. Depois de 24 horas as formas
epimastigotas migram em direcéo ao canal alimentar onde se multiplicam intensivamente e se
localizam nas paredes do labro. As formas epimastigotas migram depois em direcdo a
hipofaringe onde se transformam em formas tripomastigotas, e depois em formas infectantes,
também chamadas “ metatripanosomas’ (MOLOO; GRAY, 1989).



1.5 Trypanosoma rangeli e Trypanosoma cruz —semelhancas e diferencas

O Trypanosoma rangeli Tegera, 1920 é um protozoario hemoflagelado, heteroxénico
que infecta seres humanos e animais domésticos e silvestres. Sua distribuicdo geogréfica é
sobreposta a do Trypanosoma cruzi Chagas, 1909 (agente etioldgico da Doenca de Chagas)
encontrando-se nha Ameérica Central e em vé&ios paises da América do Sul (Figura 1)
(GRISARD et al., 1999). Apesar de ndo ser considerado patogénico para o homem, o
Trypanosoma rangeli induz resposta imune humoral com altos titulos de anticorpos, que
apresentam reatividade cruzada ®m os antigenos de Trypanosoma cruzi empregados no
diagnostico da doenca de Chagas (GUHL et al., 1987; D’ ALESSANDRO; SARAVIA, 1992;
VASQUEZ et al., 1997). O Trypanosoma rangeli e o Trypanosoma cruz parecem ser
semelhantes  antigenicamente  (AFCHAIN et al.,1979; SALDANA; SOUZA, 1996;
SALDANA, 1997). Além disso, também compartilham um grande niimero de reservatorios e
vetores (De LEON, 1949, 1952; HOARE, 1972; D’ALESSANDRO; SARAVIA, 1992, 1998;
MILES et al., 1983; CUBA CUBA, 1998; GRISARD et al, 1999).

Figura 1. A: Formatripomastigota de Trypanosoma cruzi em sangue de camundongo, B: Formatripomastigota
de Trypanosoma rangeli em sangue de camundongo. Experimentalmente infectado e corado por Giemsa
(aumento de 1.000x)

Fonte: Grisard et al. (1999).

Os tripanossomas sdo divididos em duas seccles, Salivaria e Stercoraria, de acordo
com sua via de transmissdo (HOARE, 1972). A classificagdo do Trypanosoma rangeli é
controversa pelo fato deste parasita apresentar caracteristicas ambiguas. Atualmente, ele

esté incluido no subgénero Hepertosoma da secgdo Stercoraria (HOARE, 1972).

Os ciclos de vida destes dois parasitas apresentam diferencas entre si. Apesar de

compartilharem vetores e hospedeiros, existem algumas caracteristicas bioldgicas do



Trypanosoma rangeli que permitem diferencia-lo do Trypanosoma cruzi, como a sua
provavel incapacidade de invadir células de mamiferos, o seu desenvolvimento na
hemolinfa e nas glandulas salivares dos triatomineos e a sua transmissdo ao hospedeiro
vertebrado através da picada — via inoculativa (TOBIE, 1964; D’ALESSANDRO;
SARAVIA, 1992; STEINDEL et al., 1994; GRISARD et al., 1999).

No ciclo evolutivo do Trypanosoma cruz, as formas tripomastigotas sanguineas séo
ingeridas pelo inseto vetor durante o repasto sanguineo no hospedeiro vertebrado infectado.
No vetor, elas diferenciamse em epimastigotas, que sdo formas proliferativas,
multiplicando-se por fissdo binaria. Na por¢do terminal do tubo digestivo do inseto, os
epimastigotas diferenciamse em tripomastigotas metaciclicos, que sdo liberados
juntamente com as fezes durante a alimentacdo do inseto. Os tripomastigotas metaciclicos,
gue sdo formas infectivas, penetram no hospedeiro vertebrado invadindo as células, onde se
diferenciam em tripomastigotas sanguineos, que sdo liberados no meio extracelular e
podem infectar novas células ou serem ingeridos pelo inseto vetor, dando continuidade ao

ciclo (TOBIE, 1964, D'’ALESSANDRO; SARAVIA, 1992; STEINDEL et al., 1994;
GRISARD et al., 1999).



Vertebrado

Figura 2: Ciclo evolutivo do Trypanosoma cruzi.

O barbeiro, ao picar um hospedeiro portador de T. cruz, ingere juntamente com seu sangue formas
tripomastigotas circulantes (A). No tubo digestivo do barbeiro os tripomastigotas se transformam em
epimastigotas (B), que se dividem por divisdo binéria (C) e assim aumentam a populagéo de flagelados no
tubo digestivo do barbeiro. Depois de algum tempo de evolugdo os epimastigotas se transformam de novo em
tripomastigotas, que se concentram nas partes terminais do tubo digestivo do inseto. Esses tripomastigotas séo
chamados metaciclicos (D). Ao picar um novo vertebrado, entre eles o homem, os barbeiros evacuam no
momento da picada e depositam as fezes sobre sua pele ou mucosas. A partir dai os metaciclicos podem
chegar as camadas subjacentes da pele e mucosas, onde sdo fagocitados por macréfagos (E), em cujo interior
proliferam sob a forma de amastigotas (F). Os amastigotas abarrotam as células, rompem-nas e se libertam
sob a forma de tripomastigotas (G) que ganham a circulagdo, sendo chamados tripomastigotas sanguicolas.
Eles podem invadir novas células, inclusive de 6rgdos como o coragdo e intestinos e reiniciar 0 ciclo
intracelular (H). Mas podem também ser ingeridos pelo barbeiro, dando inicio a um novo ciclo (A).
(Adaptado, com permissdo de D’ ALESSANDRO; SARAVIA, 1992).

O ciclo evolutivo do Trypanosoma rangeli no vetor triatomineo € bastante
conhecido. A infeccdo do vetor ocorre durante o repasto sanguineo em um hospedeiro

vertebrado infectado. Formas tripomastigotas sdo ingeridas, as quais no tubo digestivo do



inseto diferenciamse em epimastigotas. Os epimastigotas invadem a hemocele (ANEZ,
1983) e multiplicam-se no interior dos hemacitos ou livremente na hemolinfa. Seis dias
apos a invasdo da hemocele, os parasitas comegam a atravessar ativamente as paredes das
glandulas salivares e acancam o lumem, onde se diferenciam em tripomastigotas
metaciclicos, sendo essas formas inoculadas com a saliva do triatomineo no hospedeiro
vertebrado durante o repasto sanguineo (FIGURA 3). Ao contrério do ciclo evolutivo no
vetor, 0 curso da infecgdo por Trypanosoma rangeli no hospedeiro vertebrado até o
presente momento ndo é bem elucidado. Nos primeiros dias apds a infeccdo os parasitas sdo
visualizados na circulacdo, e durante a primeira semana ha um pegueno aumento na
parasitemia que vai decaindo lentamente e, a partir do décimo quinto dia, os parasitas séo
detectados através de métodos indiretos, como xenodiagndstico e hemocultura (ANEZ,
1983).

Osorio et al., (1995), descreveram uma forma intracelular do parasita em
experimentos com células promonaciticas de mamiferos em cultura de tecido, mas néo
detectaram divisdo celular, e como ndo houve acompanhamento do ciclo completo do
Trypanosoma rangeli nestas células, com liberacdo de formas tripomastigotas no
sobrenadante da cultura, ndo ha como considerar este resultado representativo do que

ocorrein vivo.



Figura 3: Ciclo evolutivo do Trypanosoma rangeli no triatomineo.

(1) Infeccdo do triatomineo pela ingestdo de formas tripomastigotas sanguineas durante o repasto; (2)
Ap6s a ingestdo, as formas predominantes no intestino médio sdo epimastigotas e tripomastigotas;
(3) Formas epimastigotas escapam do intestino e alcancam a hemocele; (4) Formas do parasito sdo
usual mente encontradas nas fezes; (5) Na hemolinfa, epimastigotas podem invadir e multiplicarse
dentro de hemécitos; (6) Ou dividir de forma livre na hemolinfa; (7) N&o estd comprovada se
parasitos derivados da divisdo intra-hemocitéria podem invadir as gléndulas salivares; (8) Ou mesmo
reinfectar novos hemdcitos; (9) Parasitos derivados da divisdo extracelular sdo capazes de invadir e
multiplicar-se dentro das glandul as salivares; (10) Também nao é claro se esses parasitos sao capazes
de infectar hemécitos; (11) Metatripanossomas, (12) produzidos na luz das gléndulas salivares sdo

injetados com a saliva durante o0 repasto sanguineo. (Adaptado, com permissdo de
D’'ALESSANDRO; SARAVIA, 1992).

Ao contrériodo T. cruz, o T. rangeli ndo € considerado patogénico para o hospedeiro
mamifero (SOUTO et al., 1999), podendo ser detectado em aproximadamente 20 géneros de
animais distribuidos em 5 diferentes ordens (DEANE, 1958 a, 1958 b; D’ ALESSANDRO,
1976; MILES et al., 1983; STEINDEL et al., 1991; D’ ALESSANDRO; SARAVIA, 1992
SULLIVAN et al., 1993; GRISARD et al., 1999).



De Leon (1952) detectou pela primeiravez o T. rangeli em amostras de sangue
humano enquanto estudava a doenca de Chagas na Guatemala. Desde entdo, mais de 2.600
casos de infecgdo humana j& foram descritos (D' ALESSANDRO, 1976; D’ ALESSANDRO,;
SARAVIA, 1992; STEINDEL, 1993; GRISARD et al., 1999).

Diferentementedo T. cruz, cuja transmissdo ocorre exclusivamente pelos dejetos de
triatomineos infectados (via contaminativa), o T. rangeli € transmitido pela picada de
triatomineos infectados (via inoculativa). A transmissdo do T. rangeli através de formas
presentes nas fezes € considerada possivel, devendo, entretanto, ocorrer em uma frequéncia
muito menor do que a transmissdo anterior em condi¢cdes naturais (D’ALESSANDRO,;
SARAVIA, 1992).

O tripomastigota sanguineo é a unica forma evolutiva do T. rangeli detectéavel no
hospedeiro vertebrado. Esta forma do parasito apresenta caracteristicas bioldgicas
compativeis com outras espécies do subgénero Herpetosoma. Os tripomastigotas apresentam
polimorfismo, podendo ser observadas formas delgadas e largas medindo de 26 a 34 um de
comprimento, incluindo o flagelo. A membrana ondulante é bem desenvolvida, estando o
nicleo localizado na metade anterior do corpo, € o0 cinetoplasto pequeno e puntiforme
apresenta localizacéo subterminal (D’ ALESSANDRO; SARAVIA, 1992).

As espécies de triatomineos do género Rhodnius sdo os principais vetores naturais e
experimentais do T. rangeli. Entretanto outras espécies como Triatoma dimidiata, T.
patagonica, T. protracta e T. infestans também sdo capazes de transmitir o parasita em
condigdes experimentais (D’ ALESSANDRO, 1976; TOVAR, URDANETA-MORALES,
TEJERO, 1989; STEINDEL et al., 1991; D’ ALESSANDRO; SARAVIA, 1992; STEINDEL,
1993; COURA et al., 1996).

A infeccdo do T. rangeli no hospedeiro vertebrado € caracterizada, portanto, pela
auséncia de patogenicidade, auséncia de formas em divisdo nos tecidos e no sangue e pela
limitada duragéo da parasitemia (D* ALESSANDRO, 1976). Como consequiéncia da auséncia
de manifestacfes clinicas na infeccdo por T. rangeli e a falta de procedimentos adequados

para o diagndstico especifico, acredita-se numa subestimacdo do niimero de casos humanos de



infeccéo pelo T. rangeli e, conseqlientemente uma possivel superestimacdo nos casos de
infeccdo pelo T. cruzi (SOUSA; JOHNSON, 1971).

Devido a esta grande similaridade, o diagnostico da doenca de Chagas em regides onde
o T.cruzi eo T. rangeli coexistem apresenta-se como um sério problema em funcdo da
ocorréncia de resultados falso-positivos (GUHL; MARINKELLE, 1982; GUHL et al., 1987;
HUDSON et al., 1992; ROSS; NOVOA-MONTERO, 1983; SALDANA et al., 1993
SALDANA et al., 1996 a, 1996 b; GRISARD et al., 1999; VARGAS et al., 2000).

Neste contexto, o correto diagnostico da infeccdo chagasica e a identificacdo especifica
destes dois parasitas séo extremamente relevantes tanto do ponto de vista social, terapéutico
como epidemiologico (GUHL et al., 1987; HUDSON et al., 1992; ROSS; NOVOA-
MONTERO, 1983; SALDANA et al., 1993; SALDANA et al., 1996 a, 1996 b; GRISARD et
al., 1999; VARGAS et al., 2000).

Ao contr&rio do T. cruz, a distribuicdo e a freqliéncia das infecgdes por T. rangeli em
hospedeiros vertebrados e triatomineos séo pouco conhecidas. Até a presente data, os relatos
de ocorrénciado T. rangeli apresentam uma distribuicdo geogréfica que se sobrepde ado T.
cruz, estendendo-se do Sul do México até o Sul da América do Sul (Figura 4). Nao ha relatos
da existénciado T. rangeli no Chile, Argentina, Paraguai e Uruguai (De LEON, 1949, 1952;
HOARE, 1972; D’ ALESSANDRO, 1976; D’ ALESSANDRO; SARAVIA, 1992; CUBA,
1998; SOUTO et al., 1999).

No Brasil, flagelados semelhantes ao T. rangeli foram inicialmente observados, através
de suas caracteristicas morfologicas, nas fezes de ninfas de Panstrongylus megistus
(STEINDEL, 1993). O primeiro caso de infeccdo humana foi detectado em 1996 na regido
Amazonica(COURA et al., 1996).



Figura 4 — Mapa das Américas Central e do Sul mostrando a sobreposicdo da distribuicdo da doenca de
Chagas humana até 1992 (sombreado) e os relatos da presenca do Trypanooma rangeli em humanos,

triatomineos ou animais silvestres (¢).
Fonte: Grisard e Steindel, (2004).



20BJETIVOS

Com o objetivo de analisar a morfologia das cepas Choachi e SC-58 do Trypanosoma

rangeli, cultivados no meio LIT em diferentes concentragdes de hemina.

Acompanhar as mudancas morfologicas em diferentes concentragdes de hemina:
2.5 mg/mL; 50 mg/mL; 10 mg/mL e 15 mg/mL, nos dias 1; 3 e 6 apds o inéculo dos

parasitas.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Cepas de Trypanosoma rangeli

Foram utilizadas, no presente estudo, as cepas Choachi, originalmente isolada de

glandulas salivares de Rhodnius prolixus naturalmente infectado, capturado no Estado de
Cundinamarca, Colémbia (SCOTHELLIUS, 1987) e a cepa SC-58, isolada por hemocultura
do roedor Echimys dasythrix, naturamente infectado na ilha de Santa Catarina — Estado de

Santa Catarina, Brasil (STEINDEL et al., 1991).

Estas cepas encontram-se depositadas no criobanco do laboratério de Protozool ogia no
Departamento de Microbiologia e Parasitologia, Centro de Ciéncias Biolégicas, Universidade

Federal de Santa Catarina (MIP/CCB/UFSC).

3.2 Cultivo de manutencéo de Trypanosoma rangeli

A manutencdo das formas epimastigotas das cepas Choachi e SC-58 de Trypanosoma
rangeli foram cultivadas em meio LIT pH 7,2 (CAMARGO, 1964) acrescido de 10% de soro
fetal bovino (SBF) a 28°C em estufa bacteriolégica. A cadaintervalo de 7 dias as cepas eram

aub-cultivadas no mesmo meio de cultura, os inécul os eram constituidos de 10% da cultura

original.

Composicéo do meio LIT (Liver Infusion Tryptose)
COMPONENLES........ooeiieciieeeee e g/l
Infuso de figado (DIfCo)......ccccvvreerrreeeerienene 5,00
B ] 0100 T 5,00
NBCL.....ooieieeee e 4,00
O 0,40
NBZ2POA.......cceiieieie e 8,00
GlICOSE. ...t 2,00
il [ 1 11 7= 0,66mL
** SOI0 DOVINO.....eieieieieieeeesese e 100 mL

pH 7,2 gjustado com HCI 2 N
* Previamente dissolvido em NaOH 0,1 N
** |nativado a 68°C por 1 hora



3.3 Cultivo dos par asitos nas condicdes experimentais

Para realizacdo dos experimentos os protozoarios foram obtidos a partir do meio de
cultura padrdo. O volume de meio a ser utilizado foi determinado a partir de uma contagem
prévia dos protozoarios.

Parao inicio do cultivo experimental foram semeadas em cada tubo a 1,0 x 10°
célulassmL. A concentracdo de protozoarios foi determinada utilizando-se um hemocitémetro

(c&mara de Neubauer) partindo se de umadiluicdo inicial de 1:100.

A partir do in6culo foram preparados esfregagos da cultura para determinagdo da
morfologia inicial dos protozoarios. Para tanto, em |laminas previamente lavadas, foram
depositados 10 ul de meio contendo protozoarios. Este volume de meio foi distendido sobre a
lamina de forma a criar um filme delgado, o qual foi seco ao ar. Em seguida, 0 esfregaco foi
fixado com metanol puro por 1 minuto. Apds, 0 excesso de liquido foi dispensado e
adicionouse sobre o0 esfregaco 3 mL de GIEMSA, que foi deixado por 20 minutos sobre o
mesmo. O GIEMSA utilizado foi preparado a partir de uma solugdo estoque, previamente
filtrada em papel Whatmann, a solucéo de coloragéo foi preparada adicionando-se 3 gotas de
corante para cada mL de tampéo fosfato 0,1 M pH 7,2.

3.4 Preparacbes dos esfregagcos para acompanhamento das mudancas
morfolégicas do Trypanosoma rangeli cultivados na presenca de diferentes
concentracdes de hemina.

A fim de acompanhar as mudancas morfolgicas ocorridas nos protozoarios cultivados
na presenca de diferentes concentracbes de hemina, preparouse cultivo em duplicata
contendo as seguintes concentragdes de hemina: 2.5 mg/mL; 5.0 mg/mL; 10 mg/mL e 15
mg/mL.

Nosdias 1, 3 €6 ap0s o indeculos dos parasitas nos meios de cultivo, foram preparados

os esfregacos em duplicatas, as quais foram corados como descrito anteriormente.



3.5 Morfologia dos parasitos

Para a determinacdo de parametros morfologicos dos protozoarios foram digitalizados,
aproximadamente 50 campos microscépios por lamina, utilizando-se o microscépio Leica
BLM equipado com uma camera CCD com a interface QWin. A medicdo dos parametros foi
realizada com o software Imaged (http://rsb.info.nih.gov/ij/). Os pardmetros mensurados
foram os seguintes. Comprimento celular médio; diédmetro dos parasitas, flagelo livre;
tamanho do cinetoplasto; didmetro do nucleo dos parasitas e comprimento total dos parasitas

(corpo + flagelo) (Figura5).

Os valores obtidos para cada parametro foram analisados utilizando os softwares
Origin 6.0, com o qual foram obtidos os valores de média e desvio padréo de cada parametro.
A comparagdo das médias entre os diferentes tratamentos foi realizada aplicando o Teste t de

Student. Os resultados foram apresentados como valores de média +desvio padréo.

& \\
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Figura5. A: Cepa Choachi 2.5mg/mL (do indculo), B: Cepa SC-58 2.5mg/ml (do indculo). Digitalizadas
utilizando-se o microscopio Leica BLM.



4 RESULTADOS

Nas Tabelas 2, 3, 4 e 5, a coluna “Dia O” contém as medidas obtidas a partir dos
parasitas cultivados em meio LIT com a concentracdo de Hemina padréo, antes do inicio de
cada tratamento com as diferentes concentragdes de hemina. Em nenhuma das condicoes
empregadas nesse estudo foram detectadas ateragBes significativas nos parametros “tamanho
do Cinetoplasto” e “diametro do Nucleo”. Apos 1 dia de cultivo no meio contendo 2.5 mg/mL
de hemina, os parasitas da cepa Choachi apresentaram uma reducdo significativa no
comprimento celular, que ao final do experimento era de aproximadamente 13,21 pum. Com
relacdo a cepa SC-58 ndo se observou 0 mesmo fendmeno, os valores continuaram proximo
a0 do inicio do experimento. Com 6 dias de cultivo os parasitas apresentavam um

comprimento celular de aproximadamente 15,97 um (Tabela 2).

Com relagdo ao didmetro dos parasitas, observouse um comportamento semelhante ao
observado para o comprimento celular para a cepa Choachi, ou sgja, os vaores obtidos a
partir dos parasitas antes de serem cultivados no meio com 2.5 mg/mL de hemina eram
maiores que ao final do experimento. Da mesma forma que os valores obtidos para este

parametro ndo variou significativamente para a cepa SC-58 (Tabela 2).

Para o comprimento do flagelo livre observou-se um comportamento oposto nas duas
cepas, enquanto os valores deste parametro diminuiram para a cepa Choachi, os mesmos
aumentaram para a cepa SC-58, variando respectivamente de 7,21 um a 6,87 um, e de 6,78
pum para 7,08 um (tabela 2).

O comprimento total dos parasitas sofreu uma variagdo significativa, passando de
29,33 um antes do inicio do cultivo para 24,53 um no ultimo dia de cultivo com 2.5 mg/mL

de hemina

Os parasitas da cepa Choachi cultivadas no meio contendo 5.0 mg/mL de hemina
apresentaram uma reducdo significativa no comprimento celular de aproximadamente 13,20
pm. Com relagdo a cepa SC-58 os valores se mostraram significativamente diferentes

variando respectivamente de 13,08 um a 16,97 um (Tabela 3).



Com relacéo ao diametro dos parasitas, observouse um comportamento semelhante ao
observado para o0 comprimento celular para a cepa Choachi, ou sgja, os valores obtidos a
partir dos parasitas antes de serem cultivados no meio com 5.0 mg/mL de hemina eram
maiores que ao final do experimento. Da mesma forma que os valores obtidos para este

parametro ndo variou significativamente para a cepa SC-58 (Tabela 3).

O comprimento do flagelo livre sofreu uma variagéo significativa, passando de 5,81
pum antes do inicio do cultivo para 7,09 um no dltimo dia de cultivo com 5.0 mg/mL e

hemina. O mesmo pode-se dizer do observado para a cepa SC-58 (Tabela 3).

O comprimento total dos parasitas sofreu uma variacéo significativa, passando de
25,06 um antes do inicio do cultivo para 20,29 um no ultimo dia de cultivo com 5.0 mg/mL

de hemina.



Tabela 2— Demonstracéo dos val ores médios, expressos em pum obtidos para os parametros comprimento celular (CC), diametro celular
(D), flagelo livre (F), comprimento do cinetoplasto (K), didmetro do nucleo (N) e comprimento total (C) das Cepas Choachi e SC-58, cultivadas
em meio LIT acrescido de 10% de soro fetal bovino contendo 2.5 mg/ml de hemina.

CHOACHI SC-58
Dia0O Dial Dia3 Dia6 Dia0O Dial Dia3 Dia6
(X£DP) (X+DP) (X+DP) (X+DP) (X+DP) (XxDP) (X+DP) (X+DP)

CC 221246172 1643+3,92 1875+3,78 13,21+2572 1563+4,09 17,25+4,02 19,44+4,73 1597+3,04

D 212+0,722  3,07+0,41 2,29+0,45 1,85+0,282 2,36+0,40 3,29+0,64 2,79a+0,44 2,26+0,41

F 721+2052  7,71+1,83 7,10+1,35 6,87x1,53* 6,78+1,262 7,24+3,12 7,73+1,41 7,08+1,75%

K 1,31+0,31 1,52+0,25 1,41+0,21 1,28+0,17 1,22+0,18 1,42+0,24  1,66+0,26  1,36+0,22

N 1,51+0,42 1,80+0,23 1,69+0,27 1,50+0,27 1,43+0,22 1,65+0,35 2,00+£0,28  1,66+0,27

C  2033+6,902 24,14+490 2585+4,13 20,08+4,10° 22,42+483 24,49+567 27,17+530 23,04+328

- X = Média
- DP = Desvio Padréo
- Letrasiguais sdo estatisticamente diferentes (p<0,05).



Tabela 3 Demonstracéo dos valores médios, expressos em pum obtidos para os parametros comprimento celular (CC), didametro celular (D),
flagelo livre (F), comprimento do cinetoplasto (K), didmetro do nicleo (N) e comprimento total (C) das Cepas Choachi e SC-58, cultivadas em
meio LIT acrescido de 10% de soro fetal bovino contendo 5.0 mg/ml de hemina.

CHOACHI SC-58
Dia0 Dial Dia3 Dia6 Dia0 Dial Dia3 Dia6
(X+DP) (X+DP) (X+DP) (X+DP) (X+DP) (X+DP) (X+DP) (X+DP)
CcC 19,25+5,122 19,98+3,21 16,80+3,81 13,20+2,642 13,08+3,452 19,91+3,67 19,02+391  16,97£3,992
D 2,470,472 2,62+0,35 2,50+0,42 1,74+0,222 2,36x0,402 3,17 +0,41 2,78 +0,38 2,01+0,23
F 5,81+1,452 8,52+1,84 7,721,771 7,09+1472 6,78+1,262 9,00 +1,85 8,21 +1,40 7,751,232
K 1,30+0,19 1,25+0,18 1,50+0,27 1,13 +0,10 1,22+0,18 1,37 +0,17 1,58 +0,27 1,27+0,14
N 1,51+0,19 1,53 +0,20 1,77%0,26 1,25+0,16 1,43+0,22 1,70 0,33 1,89 %0,32 1,45+0,17
C 25,065,702 28,50+4,02 24,52+4,67 20,20+3,142 22,42+4,83 28,91 +4,50 27,22 +414 24,72+4,48
- X = Média

- DP = Desvio Padréo
- Letrasiguais sdo estatisticamente diferentes (p<0,05).



Os parasitas da cepa Choachi cultivadas no meio contendo 10 mg/mL de hemina
apresentaram uma redugdo significativa no comprimento celular de aproximadamente 13,03
um. Com relacdo a cepa SC-58 os valores se mostraram significativamente diferentes

variando respectivamente de 17,49 um a 18,26 um (Tabela 4).

Com relagdo ao didmetro dos parasitas, observouse um comportamento semelhante ao
observado para 0 comprimento celular para a cepa Choachi, ou sgja, os valores obtidos a
partir dos parasitas antes de serem altivados no meio com 10 mg/mL de hemina eram
maiores que ao final do experimento. Da mesma forma que os valores obtidos para este

pardmetro ndo variou significativamente para a cepa SC-58 (Tabela 4).

O comprimento do flagelo livre sofreu uma\ariacéo significativa, passando de 6,389
UM antes do inicio do cultivo para 7,06 um no dltimo dia de cultivo com 10 mg/mL de
hemina. O mesmo pode-se dizer do observado para a cepa SC-58 (Tabela 4).

O comprimento total dos parasitas sofreu uma \ariagdo significativa, passando de
27,44 um antes do inicio do cultivo para 20,06 um no ultimo dia de cultivo com 10 mg/mL de

hemina.



Tabela 4 Demonstragdo dos valores médios, expressos em um obtidos para os parametros comprimento celular (CC), diémetro celular (D),
flagelo livre (F), comprimento do cinetoplasto (K), didmetro do nucleo (N) e comprimento total (C) das Cepas Choachi e SC-58, cultivadas em

meio LIT acrescido de 10% de soro fetal bovino contendo 10 mg/ml de hemina.

CHOACHI SC-58
Dia0 Dial Dia3 Dia6 Dia0 Dial Dia3 Dia6

CcC 20,554,808  20,09+3,26 15,97+3,04 13,03+2,71&  17,49+5,142 19,77+3,72 18,48+2,98 18,26+5,03 @

D 2,41+0,37 @ 2,30£0,48 1,66+0,27 1,88+0,202 2,36+0,31 3,25+0,53 2,76+0,45 2,20+0,38

F 6,89+1,992 8,25+2,03 7,08+1,75 7,061,472 8,50+1,812 8,62+1,80 7,98+1,51 9,162,042

K 1,27+0,18 1,28+0,19 1,36+0,22 1,15+0,10 1,25+0,16 1,51+0,23 1,52+0,23 1,26+0,16

N 1,44+0,21 1,55+0,20 2,26+0,41 1,29+0,13 1,40+0,19 1,87+0,29 1,87+0,28 1,44+0,17

C 27,445,768  28,34+4,27 23,04+3,28 20,06+£3,122 25,99+6,00 28,38+4,83 26,47+3,64 27,41+£5,97

- X = Média

- DP = Desvio Padréo
- Letrasiguais sdo estatisticamente diferentes (p<0,05).



Os parasitas da cepa Choachi cultivadas no meio contendo 15 mg/mL de hemina
apresentaram uma reducgdo significativa no comprimento celular de aproximadamente 13,28
um. Com relacdo a cepa SC-58 os valores se mostraram significativamente diferentes
variando respectivamente de 18,04 um a 17,51 um (Tabela5).

Com relagdo ao diametro dos parasitas, os valores obtidos antes de serem cultivados
no meio com 15 mg/mL de hemina eram semelhantes ao fina do experimento. Da mesma
forma que os valores obtidos para este parametro variou significativamente para a cepa SC-58
(Tabelab).

O comprimento do flagelo livre sofreu uma variagdo significativa, passando de 7,34
pum antes do inicio do cultivo para 6,93 um no ultimo dia de cultivo com 15mg/mL de

hemina. N&o se observou uma variagao significativa para a cepa SC-58 (Tabela 5).

O comprimento total dos parasitas sofreu uma variagao significativa, passando de
25,52 um antes do inicio do cultivo para 20,20 pum no ultimo dia de cultivo com 15 mg/mL de

hemina.



Tabela 5 Demonstracéo dos valores médios, expressos em pum obtidos para os parametros comprimento celular (CC), didmetro celular (D),
flagelo livre (F), comprimento do cinetoplasto (K), didmetro do ntcleo (N) e comprimento total (C) das Cepas Choachi e SC-58, cultivadas em
meio LIT acrescido de 10% de soro fetal bovino contendo 15 mg/ml de hemina.

CHOACHI SC-58

Dia0O Dial Dia3 Dia6 Dia0O Dial Dia3 Dia6

cC 18,18+4,822 20,50+521 15,66+4,38  13,28+2572 18,04+4,39% 20,00+4,70 17,55+4,24  17,51+4,50°

D 1,82+0,27 2,60+0,65  2,24+0,32 1,83+0,22 2,700,512  2,54+0,58 2,21+0,35 2,25+0,45%

F 7,34£1,9423  9,23+2,03 7,48+1,65 6,93+1,642  9,20+2,23 8,71+1,90 8,12+1,72 9,13+1,38

K 1,12+0,12 1,46+0,30 1,37+0,21 1,15+0,11 1,29+0,18 1,46+0,32 1,26+0,18 1,35+0,22

N 1,28+0,20 1,88+0,43 1,66+0,26 1,30+0,17 1,50+0,23 1,73+0,32 2,21+0,35 1,54+0,26

C 25,52+58128 29,73+6,56 23,15+4,81  20,20+3,312 27,24+536  28,7/0+552 25,68+525 26,64+5,22
-* X = Média

- DP = Desvio Padréo
- Letrasiguais sdo estatisticamente diferentes (p<0,05).



5DISCUSSAO

O Trypanosoma rangeli e o Trypanosoma cruzi séo flagelados morfol ogicamente,
biologicamente e bioquimicamente distintos, compartilham vetores do género Rhodnius e
mamiferos reservatorios, principamente marsupiais. Por isso a necessidade de sua correta
identificacdo e diferenciacdo com o T. cruzi (D’ ALESSANDRO, 1972).

Para este estudo foram utilizadas as cepas Choachi e SC-58 do Trypanosoma rangeli
cultivados em meio LIT com a concentragdo de hemina padréo nos dias 1, 3 e 6 e apds o
inéculo, conforme tabelas 2, 3, 4 e 5, observouse que em nenhuma das condicBes
empregadas nesse estudo foram detectadas alteracfes significativas nos parametros tamanho
do cinetoplasto e didmetro do nucleo. Para a definicdo morfoldgica do cinetoplasto e nicleo
as laminas foram coradas com Giemsa. (D’ ALESSANDRO, 1992).

Com os resultados obtidos no presente estudo pudemos analisar o estagio morfol 6gico
dos parasitas através da microscopia Gtica e observamos: o nucleo, o cinetoplasto, o corpo
celular alongado, o diametro e o flagelo livre. E através dessa observacéo vimos que a cepa
Choachi teve reducdo significativa de tamanho nas concentragdes de hemina: 2.5 mg/mL; 5.0
mg/mL; 10 mg/mL e 15 mg/mL. Lafont (1910) e Camargo (1999), chama a atencéo para o
fato de que a morfologia de tripanosomatideos ndo € um cardter confiavel para distinguir

géneros de tripanosomatideos encontrados em plantas dos de insetos.

E de conhecimento que as espécies do género Rhodnius sf0 altamente suscetiveis a
determinadas cepas de T. rangeli, poderiamos especular que o Trypanosoma como forma
evolucionaria, desenvolveu mecanismos para escapar de uma resposta imune do inseto, por
outro lado o flagelado € capaz de degradar, inibir e resistir a diversos fatores antiparasitarios

na hemolinfa do inseto infectado.

Nossa intencdo, a esse respeito, ndo é discutir profundamente a patogenicidade que o T.
rangeli demonstra para 0 seu hospedeiro invertebrado, ja que nossos estudos se limitam

unicamente a observacdes morfol 6gicas e morfométricas do T. rangeli.



Dados na literatura (D’ Alessandro; Saravia, 1992) corroboram com 0s nossos resultados
onde a avaliagdo dos parametros mensurados nos parasitas cultivados em meio LIT nas
diferentes concentragbes de hemina observouse formas curtas, medias e aongadas dos

parasitas medindo em média 26 pm, incluindo o flagelo livre, nas cepas Choachi e SC-58.

Namorfologiado T. rangeli podemos distinguir diferentes formas em seu hospedeiro
vertebrado e invertebrado e por sua vez nos diferentes érgaos do inseto vetor. Na hemolinfa se
encontram formas epimastigotas curtas, médias e largas, e tripomastigotas metaciclicas;
também se observam formas em divisdo longitudinal muito ativa, formas esferomastigotas e
tripomastigotas; € freglente encontrar a presenca de numerosos hemocitos (CUBA, 1998).
Nas glandulas salivares se encontra a maioria das formas tripomastigotas metaciclicas e no
intestino formas largas de epimastigotas (ANEZ, 1983).

Pessoa (1974) chama a atencdo sobre a necessidade de uma correta identificagdo do
tripanossomatideo no caso de infeccdo mista, tendo em vista possivel confusdo como T.
rangeli.

Durante muitos anos vem utilizando-se os termos T. rangeli-like, tripanosomas
semelhantes a0 T. rangeli e também o tipo-rangeli,quando eram descritos os estudos
basicamente morfol6gicos, flagelados em diversos hospedes vertebrados e em triatomineos
infectados naturamente. D’ Alessandro (1976) definiu claramente que para ser denominado
um tripanosoma como o T. rangeli, se deve evolucionar na hemolinfa do triatomineo, invadir
suas glandulas salivares e ser transmitido pela picada no vertebrado suscetivel. Todos estes

sdo parametros biol 6gicos considerados indispensaveis na identificacdo do parasito.

Devido a ocorréncia ssimultanea de Trypanosoma rangeli e Trypanosoma cruzi em
varios paises da América do Sul e América Central, estudos sobre a biologia do Trypanosoma
rangeli sdo de maior importancia (Guhl et al., 1987; Hudson et al., 1992). No contexto atual
da capacitacéo dos recursos humanos e da infra-estrutura dos servicos de Salde Publica os
par@metros de identificacdo norfolégica e bioldgica, sdo de grande utilidade prética como

lemento de identificagdo do Trypanosoma rangeli.



Os nossos resultados mostraram que através da analise morfoldgica e morfométrica a
concentragcdo de hemina presente no meio de cultura induz mudangas morfologicas nos

parasitas cultivados no meio LIT.

Dessa forma, baseando-se no que foi apresentado até aqui, podemos afirmar que o T.
rangeli constitui um modelo experimental de grande poténcia de exploragéo cientifica, em um
completo campo do fenbmeno da morfologia de um parasito protozodrio digenético e nos

estudos de imunidade celular de insetos.



6 CONCLUSOES

A concentragdo de hemina presente no meio de cultura induz mudancas morfol égicas

nos protozoérios cultivadosem meio LIT.

A principal mudanca foi observada no tamanho total do protozoario, que para todas as

concentragdes de hemina, causou uma reducgéo estati sticamente significativa neste parametro.

N&o foram observadas alteracbes significativas nos pardmetros tamanho do
cinetoplasto e didmetro do nucleo nas cepas Choachi e SC-58, nas diferentes concentractes de

hemina

A cepa Choachi teve reducéo significativa de tamanho para todas as concentragoes de

hemina.
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