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ESTUDO DA INFECTIVIDADE DA CEPA ““Y*’ DE Trypanosoma cruzi,
MANTIDA POR LONGO PERIODO EM MEIO DE CULTURA, APOS
PASSAGEM EM TRIATOMINEOS *.

Carlos Augusto Lopes Barbosa **

RESUMO

A cepa “Y” de Trypanosoma cruzi, mantida por mais de vinte anos em meio de
cultura (LIT) em nosso laboratério, tornou-se nio virulenta para hospedeiros sensiveis
(0,1ml/1 x 10110) tripanossomas/ml, via intraperitoneal/camundongos Balb-C).

Com a finalidade de se verificar uma possivel alteragio da infectividade desta
cepa ap6s passagem em triatomineos, foi feito xenodiagnéstico artificial, quando se utili-
zou 25 triatomineos da espécie Dipetalogaster maximus (12 estdgio), 25 Triatoma mato-
grossensis (42 e 52 estégio) e 30 Rhodnius neglectus (52 estdgio), os quais se alimentaram
no aparelho de xenodiagnéstico artificial contendo 20 ml de meio LIT com 1,5x 10110
tripanossomas/ml da cepa “Y”" mais 10 ml de sangue humano heparinizado.

A primeira leitura, feita com 30 dias, foi positiva em 40% dos triatomineos, en-
quanto que, com 60 dias, a positividade foi de 95% dos triatomineos. Nesta ocasiio, foi
feito um “pool” de fezes e uring de todos os triatomineos, obtendo-se um volume de 8ml
de material contendo 1,1 x 10(” formas/ml, cuja concentragio foi inoculada, volume de
0,4ml, por via intraperitoneal, em 20 camundongos da linhagem Balb-C. Animais do gru-
po controle também receberam o inéculo no mesmo volume, concentragio e via, da cepa
“Y" proveniente de meio de cultura (LIT).

Ambos os grupos de camundongos obtiveram os mesmos resultados, onde a pa-
rasitemia verificada, por 30 dias ap6s o inéculo, permaneceu negativa, nao houve mortali-
dade dentro do periodo de 120 dias e o estudo anatomopatolégico (coragao. bago, figado,
musculatura do quadriceps) realizado com 30 e 120 dias, ap6s o inéculo, nio revelou a
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presenga de amastigotas € nem processo inflamatério em nenhum dos 6rgaos. Concluindo
que ndo houve alteragao da infectividade desta cepa apés uma passagem em triatomineos.

UNITERMOS: T. cruzi, Triatomineos, D. maximus, T. matogrossensis, R. neglectus.

INTRODUCAO

No ciclo de vida do T. cruzi
existem formas capazes de se dividi-
rem e uma, considerada altamente di-
ferenciada, responsivel pela infectivi-
dade deste protozoério, que nao se di-
vide. O ciclo biolégico inicia-se
quando o hospedeiro invertebrado
(Hemiptera, Reduviidae) exerce a he-
matofagia no hospedeiro vertebrado.
Durante a alimentagdo, as formas tri-
pomastigotas sangufneas do hospedei-
ro vertebrado infectado sdo ingeridas
pelo inseto. Apés um perfodo de re-
produgdo no seu trato intestinal, ob-
servam-se formas tripomastigotas me-
taciclicas (infectantes) na ampola retal
que sdo eliminadas nas fezes e na uri-
na®.

Tanto as formas tripomastigotas
sanguineas quanto as derivadas de
triatomineos podem ser cultivadas “in
vitro”. Utilizando-se meios de cultura
axénicos, como o LIT, a temperatura
de 28°C, obtém-se epimastigotas, que
sdo capazes de se reproduzirem €, sob
condigées normais, uma pequena ¢ va-
ridvel porcentagem dessas formas (+/-
25%) transforma-se em tripomastigo-
tas durante a fase estaciondria®%!D.
No entanto, védrias manipulagées das
condigées de cultura podem modificar
a proporgdo dessas formas(2310:12:16),

Tém-se observado que a manu-
trmn An renac de T cruzi em meio

de cultura por longo perfodo leva a
diminuicdo de sua infectividade para
hospedeiros vertebrados!+1?).

A cepa “Y" de T. cruzi utilizada
foi mantida por 20 anos em meio de
cultura (LIT), através de repiques
quinzenais, perdendo totalmente a ca-
pacidade de infectar hospedeiros
sensfveis (camundongos da linhagem
Balb-C), mesmo apds a inoculagédo de
altas doses dessas formas de cultura,
por via intraperitoneal“).

A mudanga de comportamento
dessa cepa decorre, provavelmente, de
alteragbes metabdlicas ocorridas em
fungdo do longo afastamento do para-
sita de seus hospedeiros naturais ou
mesmo de animais de laboratdrio.
Admite-se que variagoes biolégicas e
de natureza bioquimica ocorridos com
o T. cruzi desenvolvem-se, permanen-
temente e evolutivamente, em fungdo
de mutagées na dependéncia da inte-
ragéo entre o parasita € 0s componen-
tes do meio em que ele vive(h7,

Tendo em vista que, na natureza,
as formas infectantes do T'. cruzi, para
hospedeiros vertebrados, sdo obtidas
nos excrementos dos triatomineos €
que, essas formas tém especificidades
antigénicas adicionais quando compa-
radas com as correspondentes formas
de cultura(!¥ | este trabalho tem a fina-
lidade de verificar uma possfvel alte-
ragio da infectividade desta cepa,
ap6s passagem em triatomineos.

161

BARBOSA, C..A. L. Estudo da infectividade da cepa *“Y'" de Trypanosoma cruzi mantida por longo
perfodo em meio de cultura, apés passagem em triatomineos. Rev. Pat. Trop. 18(2):159-165, jul./dez.

1989

MATERIAL E METODOS

CAMUNDONGOS E CEPA
“Y”: foram utilizados 40 camundon-
gos da linhagem Balb-C, fémeas com
cerca de 5 semanas de vida, criados
no biotério da Unidade de Investi-
gacao Gaspar Viana - Departamento
de Medicina Tropical - IPTSP - UFG.
A Cepa ““Y”’, proveniente do Institu-
to de Medicina Tropical da Universi-
dade de Sao Paulo, mantida no meio
de cultura (LIT), por mais de 20 anos,
através de repiques quinzenais, no la-
boratério da mesma unidade.

XENODIAGNOSTICO  AR-
TIFICIAL: utilizou-se um grupo de
25 triatomineos da espécie
D. maximus (1¢ estadio); 25
T. matogrossensis (4° e 5° estddios) e
30 R.  neglectus (52 estadio)
procedentes do laboratério de Biolo-
gia e Fisiologia de triatomineos - De-
partamento de Parasitologia IPTSP-
UFG, para a alimentagdo no aparelho
de xenodiagnéstico artificial composto
de um dispositivo de 2 camaras de vi-
dro, uma externa com agua a 37°C em
movimento € uma interna contendo a
cepa de T. cruzi em meio LIT mais
sangue heparinizado. A concentracéo
da cepa foi de 1,5 x 109 tripanos-
somas/ml, junto ao sangue humano
heparinizado, tinha o volume de 30ml.
Os triatomineos, apés ingurgitamento
completo, foram mantidos em estufa a
30°C, com fotoperfodo de 12h e umi-
dade de 70 +/- 5%, durante um
perfodo de 30 e 60 dias, para 1% e 2°
leituras, respectivamente.

LEITURA DO XENO-
DIAGNOSTICO/INOCULACAO: a
leitura foi feita segundo método das
dejecbes espontianeas com auxilio de
microplaca de fundo plano e mi-
croscépio de inversao®!'¥, A deter-
minagao do nimero de formas de T.
cruzi foi feita com 5ul entre lamina e
lamfnula®. Apés a leitura e a deter-
minac¢do do nimero de formas tripo-
mastigotas metaciclicas foi feita a ino-
culagio em camundongos por via in-
traperitoneal.

DETERMINACAO DA PA-
RASITEMIA/INDICE DE MOR-
TALIDADE: a parasitemia foi verifi-
cada em intervalos de 2 em 2 dias, por
um perfodo de 30 dias, através do
sangue (5pl) colhido na cauda, apés
corte, colocado entre ldmina e laminu-
la para contagem em microscépio 6ti-
co simples(s). O fndice de mortalidade
foi verificado durante 120 dias a partir
da data do inéculo.

HISTOPATOLOGIA: os
6rgdos (coragao, figado, bago e mus-
culatura do quadriceps) foram retira-
dos, fixados em formol tamponado a
10%, incluidos em parafina e feitos
cortes de 5 micrometros de espessura,
corados pela técnica da hematoxili-
na-eosina para estudo histopatolégico.
Investigou-se a presenga de parasitas,
e/ou reagoes inflamatdrias sugestivas
de sua atividade, no 30° e 120° dia
apés a inoculagdo de formas de 7.
cruzi obtidas de cultura e de triatomi-
neos.
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ESQUEMA/PROTOCOLO
EXPERIMENTAL

CEPA Y (LIT) + sangue humano heparinizado
XENODIAGNOSTICO ARTIFICIAL

25 D. maximus (N1)
25 T.matogrossensis (N4/N5)
30 R. neglectus (N5)

Temp. 30°C
ESTUFA Fotop. 12h
Umid. 79 +/- 5%
12 leitura (30 dias)
22 leitura (60 dias)
*‘Pool’’ de Fezes/Urina
Determinagao do nimero de formas
Inoculagio em camundongos Balb-C

Determinagao da parasitemia (30 dias)
Indice de mortalidade (120 dias)
Estudo anatomopatolégico (30-120 dias)

RESULTADOS

Verificou-se que a leitura, feita
ap6s 30 dias através do método de de-
jegbes espontdneas, mostrou-se positi-
va em 40% dos triatomineos, enquan-
to que, com 60 dias, o indice de posi-
tividade foi de 95%. Estes resultados
foram corroborados por outros expe-
rimentos preliminares, onde utilizamos
2 grupos de triatomineos, compostos
de ninfas e adultos de D. maximus,
cujas leituras foram efetuadas com 30,
40, 60 e 90 dias apés o xenodiagnés-
tico artificial, ficando evidenciado
maior indice de positividade (n° de
triatomfnios infectados pelo mimero
de formas de 7. cruzi) aos 60 dias
apds infecgdo com o xenodiagnéstico
artificial.

Na ocasiao da leitura com 60
dias, foi feito o “‘pool” de fezes e uri-
na de todos os triatomineos, obtendo-
s¢ um volume de 8ml, contendo 1,1 x

107 tripanossomas/ml, cuja concen-
tragao foi inoculada, com volume de
0,4ml, por via intraperitoneal, em 20
camundongos Balb-C. A parasitemia
permaneceu negativa por todo o
periodo de exame. Nao houve morta-
lidade dentro do perfodo de 120 dias e
o estudo anatomopatolégico realizado
com 30 e 120 dias, ap6s o inéculo,
nao revelou a presenga de amastigotas
e nem processo inflamatério em ne-
nhum dos 6rgaos. Resultado idéntico
foi observado com os animais do gru-
po controle, os quais receberam iné-
culos da cepa “Y” diretamente da cul-
tura, em iguais volume e concentragio
de formas.

DISCUSSAO

Neste trabalho ficou demonstra-
do a interagao biolGgica entre o tria-
tomineo e o Trypanosoma cruzi da
cepa avirulenta visto que, praticamen-
te, 100% dos triatomineos infecta-
ram-se apds o xenodiagndstico artifi-
cial. Verificou-se ainda que, junto a
resultados de experimentos prelimina-
res, a leitura feita com 60 dias, apés a
alimentagdo em aparelho de xeno-
diagndstico artificial, foi a que obteve
o mais alto indice de positividade.
Nao foram observadas diferengas sig-
nificativas quanto ao indice de in-
feccao de triatomineos entre as espé-
cies, D. maximus, T. matogrossensis
e R. neglectus, apesar da preferéncia
no uso do D. maximus, que apresen-
tou extrema facilidade no manuseio e
eliminacao de maior quantidade de
excrementos.
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Entretanto, apesar da manu-
tencdo da infectividade entre o hospe-
deiro invertebrado e esta cepa ““Y”’ de
T. cruzi mantida por mais de vinte
anos em cultura, ndao houve alteragao
da infectividade desta cepa para hos-
pedeiros experimentais de alta suscep-
tibilidade. Pois, apés uma passagem
nos triatomineos e inoculagao desta
cepa em hospedeiros  sensiveis
(Balb-C), ndo se observou qualquer
discrepancia, quando comparada com
animais do grupo controle e analisada
pelos parametros de indice de in-
fecgao, intensidade de parasitemia,
percentual de letalidade e intensidade
do parasitismo tissular.

CONCLUSOES

Niao houve alteragdo da infecti-
vidade da cepa “Y” mantida em cul-
tura apés uma passagem em triatomf-
neos, através do xenodiagnéstico arti-
ficial. No entanto, houve reprodugéo
do T. cruzi em 95% dos triatomfneos.
A maior positividade foi na leitura aos
60 dias, apés a alimentagdo, sem apre-
sentar diferengas significativas entre
as espécies.

Sugere-se a utilizagao de D. -
maximus pelas facilidades no manu-
seio.

SUMMARY

Study of the infectivity of the ‘Y’
strain of T. cruzi maintained in

Y strain of T. cruzi kept in LIT
for more than 20 years in our
laboratory has became non pathogenic
when inoculated in Balb-C mice by
intraperitoneal route 1 x 10(10) forms,
0,1ml. In order to try to reverse the
pathogenicity 25 D. maximus (1st
stage), 25 T. matogrossensis (4th/5th
stage) and 30 R. neglectus (Sth stage)
were fed by artificial xenodiagnosis
with 20ml of LIT medium containing
1,5 x 1019 forms/ml of y strain plus
10 ml of human blood. The
triatomines were examined after 30
and 60 days when a pool of material
(faeces and urine) containing 1,1 x
107 forms/ml was prepared. Twenty
Balb-C mice were inoculated with this
material by intraperitoneal route and
examined every 2 days during 30
days. No parasitemia could be
observed during such period or
mortality for 120 days.

The histologic study of heart,
spleen, liver and quadriceps muscle,
done at 30 and 120 days after
inoculation, had no evidence of
amastigotes or even inflamatory
reaction in of studied organs. We
obtained the same results in the
control group, which was inoculated
with y strain from culture, in the same
concentration and volume of forms.
This indicate that, the present
experiment isolated was unable to
reverse the infectivity of the strain.
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