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PADRAO ISOENZIMATICO DA CEPA Y DO TRYPANOSOMA CRUZI APOS
QUIMIOTERAPIA ESPECIFICA
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Isoenzymatic pattem of Trypanosoma cruzi Y strain following specific chemotherapy — The
isoenzyme pattern of the Trypanosoma cruzi Y strain recovered from mice inoculated with
15 x 10* blood trypomastigotes and previously treated with either Bay 2502 (Nifurtimox) or
Ro 7-1051 {Benzonidazol) was analyzed in the following situations: a) strain resistant to Bay 2502
and again treated with the same drug; b) strain resistant to Bay 2502 and treated with Ro 7-1051;
¢/ strain resistant to Ro 7-1051 and treated with that same drug.

Although marked drug resistance was noted in all cases, the isoenzyme pattern of the Y strain
for GPI, PGM, ALAT and ASAT remained throughout the same. The pattern was similar to that of
the FPeruvian strain, which also belongs to the same strain Type of the Y strain, but differed from
those of the 21 SF (Type Il } and Colombian ( Type III) strains.

Thus, the appearance of drug resistance in 'T. cruzi strain was not associated with a change in its

Isoenzymatic patter.

Key words: Trypanosoma cruzi — isoenzymes — chemotherapy —~ Benzonidazol — Nifurtimox

As caracteristicas morfobiologicas de dife-
rentes cepas do Trypanosoma cruzi t€ém permi-
tido inclui-las em trés diferentes tipos ou pa-
drdes, de acordo com diversos pardmetros jd
estabelecidos (Andrade, 1974) e recentemente
recomendados pela Organizacdo Mundial de
Saude (WHQO Report, 1986). Foi possivel cor-
relacionar o comportamento bioldgico dos trés
diferentes tipos de cepas com o perfil isoenzi-
matico em relagdo as enzimas PGM, GPI, ALAT
e ASAT (Andrade et al., 1983). Além dos carac-
teres morfobiologicos e isoenzimdticos, os tipos
biologicos de cepas diferem também quanto a
resposta aos quimioterdpicos hoje em uso clini-
co: Benzonidazol e Nifurtimox (Andrade et al.,
1975; Andrade & Figueira, 1977; Andrade et
al., 1985). Além disto, testes quimioterdpicos
teitos em cepas isoladas de camundongos, pés-
tratamento, mostram ndo s& um aumento de
resisténcia (Andrade et al,, 1977) como uma

Este trabalho recebeu apoio financeiro do Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
{(CNPq) ¢ do UNDP/WORLD BANK WHO Special
Program for Research and Training in Tropical Dis-
eases. (S. G. ANDRADE). -

Recebido em 18 de julho de 1988.
Aceito em 25 de janeiro de 1989,

resisténcia cruzada aos dois quimioterdpicos
referidos (Pontes & Andrade, 1984). Esta res-
posta aos quimioterdpicos poderia estar relacio-
nada com caracteristicas genéticas das cepas.
Foi sugerido em trabalho anterior (Andrade
et al., 1977), que uma selecdo de clones resis-
tentes poderia explicar a persisténcia de parasi-
tismo em uma percentagem dos animais apoés o
tratamento. Com o estabelecimento de perfis
eletroforéticos das isoenzimas, capazes de dis-
tinguir os diferentes tipos de cepas (Andrade
et al., 1983) e diferenciar clones em uma mes-
ma cepa (Goldberg & Silva Pereira, 1983;
Dvorak et al., 1980) esta hipotese poderia ser
testada.

A cepa Y do T, cruzi, caracterizada como de
Tipo I, mostrou um grau médio de susceptibili-
dade ao Benzonidazol e ao Nifurtimox, sendo
que, uma percentagem dos animais tratados
permanece positiva, permitindo o reisolamento
da cepa,

No presente trabalho, procura-se investigar
se a cepa Y do T. cruzi, isolada de camundon-
gos tratados e ndo curados, mantém as suas ca-
racteristicas isoenzimadticas ou se ocorrem mo-
difica¢des indicativas de alteracdes no padrao
genético da mesma.
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MATERIAL E METODOS

Foi utilizada no presente trabalho a cepa Y
do Trypanosoma cruzi, isolada de camundongos
suigos submetidos a tratamento quimioterdpico
com as drogas Nifurtimox (Bay 2502) ou Ben-
zonidazol (Ro 7-1051), porém sem cura parasi-
tologica. O esquema de tratamento foi o utiliza-
do no presente trabalho e estd expresso a seguir.
A durac¢do do tratamento foi de 90 dias. A par-
tir dos camundongos recém-nascidos inoculados
para teste de cura, e que positivaram, foram
feitas quatro a oito passagens em camundongos
recém-nascidos e a cepa Y, assim reisolada, ser-
viu de inOculo para novos grupos de terapéuti-
ca, constituindo os seguintes grupos experimen-
tais:

Grupo I — Vinte camundongos suicos inocu-
lados com a cepa Y resistente ao Nifurtimox,
tratados com esta mesma droga (Bay-Y-Bay);

Grupo Il — Vinte camundongos suicos ino-
culados com a cepa Y resistente ao Nifurtimox,
tratados com o Benzonidazol (Bay-Y-Ro);

Grupo Il — Vinte camundongos suigos ino-
culados com a cepa Y resistente ao Benzonida-
zol e tratados com esta mesma droga (Ro-Y-Ro).

O indéculo, nos trés grupos experimentais foi
de 15 x 10* formas sanguicolas, Como contro-
les da resposta da cepa Y aos quimioterdpicos,
foi utilizado o grupo de tratamento previamen-
te feito, antes do isolamento das formas resis-
tentes, nas mesmas condi¢cGes de inoculo e .de
esquema terapéutico.

Drogas usadas: Nifurtimox (2-metil-4-[5’ni-
trofurturilideno-amino)-tetrahidro-4H-1 ,4-thia-
zine-1,1 dioxina) ¢ Benzonidazol-Acetamidado
N-benzil-2-nitro-1-imidazol.

O tratamento dos animais foi feito de acordo
com esquemas ja estabelecidos para o Nifurti-
mox (quatro doses didrias de 200/mg/kg peso
corporal seguidas de doses didrias de 50 mg/kg
até 90 dias) e para o Benzonidazol (100 mg/kg
peso corporal durante 90 dias).

Os animais tratados que sobreviveram até o
final do tratamento e que apresentaram parasi-
temia negativas ao exame direto, foram subme-
tidos a testes de cura parasitologica: xeno-
diagndstico e subinocula¢do do sangue em ca-
mundongos recém-nascidos. A partir da positi-
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vacdo do teste de subinoculacdo, foram feitas as
hemoculturas em meio Warren e apds sete repi-
ques sucessivos neste mesmo meio foram prepa-
rados os$ extratos enzimdticos utilizados para a
andlise eletroforética das isoenzimas. Como pa-
draoc das cepas dos trés diferentes tipos, foram
utilizados os extratos enzimdticos das cepas Pe-
ruana (Tipo I}, 21 SF (Tipo II) e Colombiana
(Tipo III). Como controle do padrio isoenzimsé-
tico da cepa Y foi feita a anilise eletroforética
de duas amostras da cepa Y, também em com-
paracdo com as cepas padrio referidas. As
amostras da cepa Y tinham diferentes periodos
de manutencdo em cultura e estocagem em Ni-
trogénio liquido apds a obtenc¢io dos extratos
enzimdticos: Y' — isolada em cultura em 1979,
mantida em cultura por dois anos e obtidos
extratos enzimdticos, mantidos em Nitrogénio
liquido durante sete anos, até o uso; Y? — iso-
lada em cultura em 1985 e apés dois meses
obtidos os extratos enzimdticos, mantidos em
Nitrogénio liquido por trés anos até o uso.

Analise isoenzimdtica: as formas de cultura
do T. cruzi foram lavadas, submetidas a lise e
extracdo enzimadtica, e armazenadas em Nitrogé-

nic liquido como pequenas pérolas até o seu
uso (Miles et al., 1977).

Eletroforese: as seguintes enzimas foram in-
vestigadas: aspartato aminotransferase (E.C.2.
6.1.1 ASAT), alanina aminotransferase (E.C.2.
6.1.2 ALAT), fosfoglucomutase (E.C.2.7.5.1
PGM), glucose fosfato isomerase (E.C.5.3.1.9
GPI). A eletroforese em gel de amido foi reali-
zada com a aplicagio de 20 volts/cm durante
2h e 4h30min para as enzimas PGM e GPI res-
pectivamente e com 30 volts/cm durante
th ¢ 1h30min para as enzimas ASAT e¢ ALAT.
A revelacdo das enzimas ASAT e ALAT foi
feita com tampdo fosfato 0,1M e beta NADe o
revelador aplicado sobre o gel embebido em pa-
pel de filtro Whatman sendo a visualizacdo dos
padrdes feita sob luz ultravioleta. Para as enzi-
mas PGM e GPI foi usado o tampio Tris/HC]
0.3mM e NADP. A revelacio foi feita pelo MTT
0,36mM (sal de Tetrazolium), gel de agar 1,2%
e PMS 0,05mM (Fenazina e metasulfato).

RESULTADOS

Resultado do tratamento: os resultados do
tratamento nos diversos grupos experimentais
estdo expressos na Tabela.
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TABELA

Resultados do tratamento da infecgdo experimental
de amostras da ccpa Y resistentes ao Nifurtimox e ao

Benzonidazol
Amostras da Tratamento Indices
cepa Y de cura
Resistente ao I — Nifurtimox 13,0%
Nifurtimox (Bay-Y-Bay)
II — Benzonidazol 28.3%
(Bav-Y-Ro)
Resistente ao 111 — Benzonidazol 33,3%
Benzonidazol {(Ro-Y-Ro)
Nao pré-tratadas Nifurtimox 35,0%
Benzonidazol 50,09

Os camundongos do Grupo I, inoculados
com a cepa Y resistente ao Nifurtimox e trata-
dos com a mesma droga. tiveram um indice de
cura de 13%. Os camundongos do Grupo 11,
inoculados com a cepa Y resistente ao Nifurti-
mox e tratados com o Benzonidazol, tiveram
um indice de cura de 2&,5%. Os animais de Gru-
po III infectados com a cepa Y resistente ao
Benzonidazol e tratados com a mesma droga,
apresentaram o indice de cura de 33,3%. Os
resultados do tratamento da cepa Y ndo previa-

mente tratada foram os seguintes: Benzonidazol
50% e Nifurtimox 35% de cura.

Estudo isoenzimdtico: nas Figs. 1 a 4 cstdo
representados os padroes 13oenzimaticos obti-
dos com as diferentes amostras da cepa Y, re-
presentativas dos grupos experimentais I, Il e
III analisados em relacdo as enzimas PGM, GPI.,
ALAT e ASAT, bem como os padrdes das cepas
Peruana (Tipo I), 21 SF (Tipo II) e Colombiana
(Tipo III).

Nas Figs. 5 a 8 sdo vistos os padroes dos con-
troles da cepa Y em dois diferentes periodos de
manuten¢do, também em comparacdo comt 0s
trés prototipos de cepas.

As diversas amostras da cepa Y, tanto as iso-
ladas apds quimioterapia como os controles em
diferentes perjodos de manuten¢do no laborato-
rio, em cultura e em criopreservacdo dos extra-
tos enzimadticos, apresentaram perfis eletroforé-
ticos para as enzimas PGM, GPL, ALAT ¢ ASAT
identicos entre 8i e correspondentes ao padrdo
da ccpa Peruana (Tipo I).
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Figs. 1 e 2: PGM ¢ GPI — Comparacdo do padraoc ele-
troforético da cepa Y resistente ao tratamento (treés
amostras) com o das cepas padrio (Peruana, 21 Sk e
Col.). Observam-=se padroes idénticos entre as tres
amostras correspondendo ao da cepa Peruana (Tipo 1),
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[Figs. 3 e 4: ASAT e ALAT — Perfis eletroforéticos se-
methantes entre as cepas resistentes ao tratamento ¢ o
padrio de Tipe | (Peruana),
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I'igs. 5 ¢ 6: PGM ¢ GPY - Controle do padrao cletrofo-
rético da cepa Y em diferentes periodos de manuten-
¢ilo, identico a0 padrio do Tipo | (Peruana).
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Fgs. 7 ¢ B: ASAT ¢ ALAT — Padroes cletrofordticos
da cepa Y com diferentes perfodos de manutencao
identicos ao padrio de Tipe I (Peruana).
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DISCUSSAO

Isolando-se o T. cruzi de camundongos infec-
tados com a cepa Y, tratados e ndo curados,
procurou-se verificar se 0s seus caracteres iso-
enzimdticos diferiam da cepa de origem. Pode-
s¢ verificar, entretanto, que as amostras isoladas
de antmais resistentes do tratamento e submeti-
das a novo tratamento, ndo apresentaram modi-
ficagdes no scu padrio iscenzimdtico, nas enzi-
mas que permitem distinguir os tipos biolodgicos
de cepas (Tipos I, I, 111} (Andrade, 1974; WHO
Report, 1986). A resposta aos quimioterdpicos
tem sido considerada como um bom elemento
para distinguir as cepas classificadas em diferen-
tes tipos morfobiologicos. Entretanto, em cepas
consideradas suscetiveis como as de Tipo |
(Y. Peruana e AWP), como anteriormente estu-
dado (Andrade et al., 1985), uma certa percen-
tagem de animais persiste positiva. Por outro
lado, foi bem comprovado nos resultados obti-
dos no presente trabalho, o aumento da resis-
téncia da cepa Y aos quimioterdpicos, quando
compdrado com os indices observados nos con-
troles inoculados com cepa Y ndo previamente
submetida aos quimioterdpicos: 50% de cura
com 0 Benzonidazol e 35% com o Nifurtimox,
cnquanto que, nos animais inoculados com as
cepas resistentes ao Nifurtimox os indices de
cura foram respectivamente de 28 8% e 13.0%
¢ na cepa Y resistente a0 Benzonidazol o indice
de cura com esta mesma droga foi de 33.3%.
Isto poderia sugerir que clones ndo suscetiveis
a0s quimioterapicos tenham sobrevivido e se¢
multiplicado no animal no curado.

(s caracteres isoenzimaticos de uma cepa
sdo dependentes do seu padrio genético (Miles.
1985} e permitem distinguir clones diversos que
entram na composi¢do das cepas (Goldberg &
Silva Pereira, 1983; Dvorak et al., 1980). Em
estudos realizados com diversas cepas, pela ana-
1se dos esquizodemas, fol também verificada a
weterogencidade de populacdes de T, cruzi iso-
adas do vertebrado ou do inseto vetor (Gon-
calves et al., 1985),

A cepa Y do 7. cruzi, isolada por Silva &
Nussenzweig (1953}, vem sendo largamente uti-
lizada ¢m trabalhos experimentais. Embora a
andlise do esquizodema da cepa Y de diferentes
proveniéncias lenha mostrado perfis variados
(Goncalves et al., 1985), as caracteristicas da
cepa Y utilizada neste trabalho sdo idénticas as
inicialmente descritas por Brener (1965), sem
ter mostrado moditica¢des no curso de sua ma-



Mem. Inst. Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Vol. 84 (1), jan./mar. 1989 Q5

nutenc¢do. Os estudos de Brener (1965) e de
Brener & Chiari (1963) estabeleceram como ca-
racteres predominantes desta cepa a presenca de
formas delgadas e os piques precoces de parasi-
temia com alta mortalidade, sendo também des-
crito o acentuwado macrofagotropismo desta
cepa (Andrade & Andrade, 1966; Andrade,
1974; Melo & Brener, 1978). O estudo histopa-
tolégico em camundongos permitiu determinar
diferengas de tropismo tissular em relacio &
cepa Colombiana (Andrade & Andrade, 1966)
e a caracterizacdo morfobiologica desta cepa
mostrou que a mesma, juntamente com a cepa
Peruana, sdo representativas do Tipo I, de acor-
do com Andrade (1974). Os caracteres referidos
tém-se mantido constantes ap0s longo tempo de
manutengcao poOr passagens sucessivas em ca-
mundongos, tendo sido demonstrado em estudo
de Magalhaes et al. (1985) a conservac¢io desta
caracteristicas mesmo apOs passagem em dife-
rentes meios, 1sto €, em culturas axénicas, em
triatomineos e em criopreservagdo. A andlise
isoenzimdtica (Andrade et al., 1983) demons-
trou um zimodema caracteristico para as cepas
de Tipo I, incluindo a Y, sem correspondéncia
com 08 zimodemas estabelecidos por Miles et al.
(1980). Nas amostras da cepa Y analisadas co-
mo controles, no presente trabalho, foi vista a
manutencdo do padrdo isoenzimdtico desta
cepa, de acordo com o jd descrito por Andrade
et al. (1983), apesar dos diferentes periodos de
manuteng¢do em cultura e da conservacdo dos
extratos por periodo prolongado em Nitrogénio
liquido. Estudos feitos com clonagem desta ce-
pa, por Goldberg & Silva (1983), mostraram
nos clones e subclones obtidos um mesmo pa-
drdo isoenzimdtico, correspondendo ao zimode-
ma C de Romanha (1982). A compara¢do atra-
vés da prova de aglutina¢do com anticorpos mo-
noclonais, da amostra da cepa Y mantida em
nosso laboratdrio, com amostra desta cepa pro-
veniente da Universidade de Harvard, Boston,
mostrou identidade das reagBes (Hoff, R. ¢
‘Andrade S. G., dados ndo publicados). Os fatos
acima descritos falam de uma identidade e de
uma manutenc¢do de caracteres da cepa Y. Deste
modo quaisquer fatores que pudessem interferir
na composi¢do de sua populacio poderiam levar
a uma mudanga de seus padrdes de comporta-
mento bioldgico e/ou isoenzimdtico.

Parece-nos importante assinalar, com base
nos resultados obtidos no presente trabalho, o
fato de que os caracteres de uma cepa podem se
manter estavels, mesmo quando submetida 3
acdo de quimioterdpicos capazes de destruir as

formas parasitdrias intracelulares, e, conseqiien-
temente, promover uma altera¢io da populacio
parasitaria.

RESUMO

Padrdo isoenzimitico da cepa Y do Trypano-
soma cruzi apos quimioterapia especifica — Foi
estudado o perfil isoenzimdtico da cepa Y do
Trypanosoma cruzi isolada de camundongos
tratados e n3o curados com o Nifurtimox (Bay
2502) ou com o Benzonidazol (Ro 7.1051),
submetida & passagens em camundongos recém-
nascidos e a seguir inoculada nos seguintes gru-
pos experimentais: I — camundongos inocula-
dos com a cepa Y resistente ao Nifurtimox e
tratados com esta mesma droga; II — camun-
dongos inoculados com a cepa Y resistente ao
Nifurtimox e tratados com o Benzonidazol e
I — camundongos resistentes ao tratamento
com o Benzonidazol e tratados com esta mesma
droga. Os in6culos foram de 15 x 10* tripomas-
tigotas sanguicolas. Houve aumento de resistén-
cia em relacio a cepa original com a mesma dro-
ga e resisténcia cruzada. A cepa Y isolada dos
animais nfo curados foi passada em culturaem
mel0o Warren e preparados os extratos enzimati-
cos para a eletroforese das seguintes enzimas:
GP1, PGM, ALAT e ASAT. Como controle iso-
enzimdtico foram utilizadas as cepas Peruana
(Tipo 1), 21 SF (Tipo 1I) e Colombiana (Tipo
III) ¢ duas amostras da cepa Y mantidas por di-
ferentes periodos em cultura e em criopreserva-
¢80 dos extratos enzimdticos. Ndo houve modi-
ficagOes do perfil isoenzimdtico da cepa Y, que
se manteve idéntico ao padrio das cepas de
Tipo I (Peruana) e ao padrio das amostras da
cepa Y com diferentes periodos de manuten-
¢ao.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi — isoenzimas —
quimioterapia — Benzonidazol — Nifurtimox
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