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ARTIGOS

ESTUDO DO COMPORTAMENTO DE CEPAS DE
TRYPANOSOMA CRUZI APOS PASSAGEM EM DIFERENTES
ESPECIES DE TRIATOMINEQS

Juracy B. Magalhies e Sonia G. Andrade

Foi estudada a influéncia da passagem em diferentes espécies de triatomineos de cepas
do T. cruzi biologicamente distintas, mantidas em camundongos. Cepas: Peruana (Tipo ), 12
SF (Tipo II), Colombiana (Tipo 11I). Triatomineos: Rhodnius prolixus, Panstrongylus megistus
e Triatoma infestans. Ninfas do 4 estdgio foram alimentadas em camundongos infectados com
as respectivas cepas e obtidos os indculos (1 o? Jormas metaciclinas) para infec¢do de
camundongos de 8 a 10 g. Grupos experimentais para cada cepa: I- Controles inoculados com
Jormas sanguicolas; I, 1l e 1V - inoculados com metaciclicos de P. megistus, T. infestans ou
R. prolixus, respectivamente. Os perfis de parasitemia foram mantidos para cada cepa, com
piques mais elevados nas infecgdes com metaciclicos do P. megistus e do R. prolixus, para a
cepa Peruana, do P. megistus para a 12 SF e do R. prolixus, para a Colombiana. O
histotropismo e o padrdo de lesbes foram mantidos para os trés tipos de cepas. O grau de
viruléncia da cepa Peruana foi idéntico em todos os grupos e variou para as cepas 12 SF e
Colombiana de acordo com a espécie de triatomineo usada, com predomindncia de formas
delgadas, nos inoculados com formas metaciclicas o que foi interpretado como uma fase

adaptativa das formas metaciclicas ao hospedeiro vertebrado.

Palavras-chaves: Trypanosoma cruzi. Triatomineos. Cepas do T. cruzi. Caracteres

bioldgicos. Vetores.

Em trabalho anterior'® tivemos a
oportunidade de verificar que a passagem das
cepas Y e Peruana do T. cruzi em diferentes meios
de multiplicagdo (culturas acelulares, passagem
em triatomineos) ou a manutengdo em
criopreservagio, nao alteravam o comportamento
morfobiologico destas cepas, na infecgdo de
camundongos, deacordo comcritérios previamente
estabelecidos!. No referido estudo, foi utilizado
exclusivamente o R. prolixus para avaliar o efeito
da passagem em triatomineos sem que se tenham
observado alteragSes do comportamento das
mesmas. Também Garcia e cols® verificaram que a
passagem de uma cepa homogénea em triatomineo
nio alterou os seus caracteres bioldgicos,
bioquimicos e genéticos. Carvalheiro e Collares?,
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fazendo uma passagem da cepa Y em T. infestans
verificaram a manutengio da viruléncia da cepa com
altos niveis parasitémicos e alta mortalidade,
assinalando entretanto uma diminuigio do
reticuloptropismo, o que ndo foi por nés observado
emrelagaoao R. prolixus. Outros autores, entretanto,
comparando a infectividade de formas sanguicolas
de diferentes cepas com a de formas metaciclicas dos
triatomineos encontraram maior infectividade nas
primeiras, com majores niveis parasitémicos, bem
como diferengas no viscerotropismo”', Deste modo
¢ de interesse verificar se as caracteristicas de cepas
de tipos biolégicos padronizados (Tipos I, [T e IIT) de
acordo com Andrade!, sao mantidas apds passagens
em diferentes espécies de triatomineos. Tendo em
vista as diferengas geogrificas de distribui¢do das
espécies de triatomineos na América Central e do
Sul'’ e no Brasil’® e levando em conta as diferengas
de suscetibilidade de diferentes espécies de
triatomineos*®'s, o papel do inseto vetor deveria ser
melhor avaliado quanto 4 sua influéncia na
patogenicidade e viruléncia das cepas do 7. cruzi.
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MATERIAL E METODOS

Camundongos suigos inoculados com 109
formas sanguicolas do Trypanosoma cruzi dascepas
Peruana (Tipo I), 12 SF (Tipo II) ou Colombiana
(Tipo III) foram utilizados para a alimentagdo
(xenodiagndstico) das seguintes espécies de
triatomineos: Rhodnius prolixus, Panstrongylus
megistus e Triatoma infestans. Foram utilizadas
ninfas do 4° estdgio fornecidas pelo Laboratério de
Parasitologiado Centrode Pesquisas Gongalo Moniz.
Os camundongos no 8° dia de infecgfio pela cepa
Peruana, no 12° dia de infecgao pela cepa 12 SF e
no 18° dia pela cepa Colombiana foram anestesiados
e submetidos ao xenodiagndstico em grupos
individualizados para cada espécie de triatomineo
utilizada. As ninfas foram mantidas por 45 dias sem
posterior alimentagdo. Para obtengdo de inéculos
provenientes de cada espécie de triatomineo, o
conteudo intestinal dos insetos foi extraido, suspenso
emPBS pH 7.2 eapés trés lavagens por centrifugagio
a1.000 g com salina tamponada, feita contagem das
formas metaciclicas em cimara Neubauer. Os
inGculos foram padronizados em 10* metaciclicos
em 0,2 ml e inoculados em camundongos de 8 a 10g
por via intraperitoneal. Para cada cepa do T. cruzi,
foram feitos 4 grupos experimentais: Grupo I -
camundongos controles, infectados com formas
sanguicolas provenientes de camundongos; Grupo
Il - camundongos infectados com metaciclicos
obtidos do P. megistus; Grupo Il - camundongos
infectados com metaciclicos provenientes do T.
infestans; Grupo IV - camundongos inoculados
com formas de R. prolixus.

Na Tabela 1 constam os mimeros de animais
de cada grupo. Como controles, camundongos
suicos de 8 a 10 g foram inoculados com formas
sanguicolas obtidas de camundongos, apds trés
lavagens em salina tamponada e inéculos idénticos
(104, para as trés cepas.

Os camundongos infectados, dos diversos
grupos experimentais, foram acompanhados quanto
aevolugio de parasitemia, 2 morfologia dos parasitos
no sangue periférico, aos indices de mortalidade e
as lesdes histopatoldgicas no curso da infecgdo. A
parasitemia foi avaliada em 5 animais de cada
grupo, no sangue periférico, entre IJdminae laminula
em 50 campos microscépicos de X400 e expressa
pela média aritmética do mimero de parasitos
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encontrado. O estudo morfolégico foi feito em
esfregacos de sangue periférico, corados pelo método
de Giemsa, do 7° ao 14° dias pos infecgdo através
contagem percentual de formas largas edelgadas. A
mortalidade foi avaliada pela percentagem de animais
que morreram durante a infec¢do excluidos os
sacrificados. Os dados de mortalidade nos diversos
grupos constam da Tabela 1.

O estudo histopatoldégico foi feito em
camundongos sacrificados no 7°, 10°, 129, 14° e
17° dias p6s infecgdo com a cepa Peruana e no 7,
12°, 15°, 20°, 25° e 30° com as cepas 12 SF ou
Colombiana. Os animais sacrificados apés anestesia
pelo éter, foram submetidos a autdpsias completas
e fragmentosdos diversos 6rgios fixados em formol
al10%.

RESULTADOS

1. Camundongos infectados com a cepa Peruana.

a. Evolugdo da parasitemia. Na Figura 1 estdo
expressos os niveis de parasitemia nos diversos
grupos de infecgdo pela cepa Peruana. Em todos os
grupos observou-se acentuada e precoce elevagdo
da parasitemia, com piques elevados do 8° ao 14°
dia, observando-se os niveis mais elevados nos
infectados com formas do P. megistus e do R.
prolixus.

b. Os {ndices de mortalidade foram de 100% do
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Figura 1 - Niveis de parasitemia em camund. infectados
com a cepa Peruana: Grupo [ - indculo proveniente de
camundongos; Grupo Il - inéculo de P. megistus; Grupo III
-inéculo de T. infestans; Grupo IV - inéculo de R. prolixus.
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14° ao 17° dia pds infecgdo, para todos os grupos
experimentais (Tabela 1).

c. O estudo morfolégico (Tabela 2) mostron
predominincia de formas delgadasaté o 14° dianos
animais infectados com formas sanguicolas e com

inéculo proveniente do R. prolixus. Nos inoculados
com formas derivadas do P. megistus e do T.
infestans as formas delgadas predominaram até o
10° dia e no 14° predominavam as formas largas.

d. Estudo histopatolégico - a infecgdo com

Tabela 1 - Dados Gerais - Infec¢do de camundongos com diferentes cepas do T. cruzi (formas sanguicolas

e metaciclicas)

Cepas: Peruana 12 SF Colombiana

Grupos* ™\ N°  Mortalidade N°  Mortalidade N°  Mortalidade
experimentais Animais % Animais % Animais %
I. Controles 20 100 20 69 20 7
II. P. megistus 8 100 20 62 8 45
Il. T. infestans 11 100 27 90 11 92
IV. R. prolixus 8 100 24 33,3 8 100

* Origem do inéculo: 10* formas sanguicolas (I) e 10* metaciclicos (II, III, IV)

Tabela 2 - Cepa Peruanado T. cruzi - Estudo morfolégico. Percentagem de formas tripomastigotas largas

e delgadas no sangue periférico.

Grupos experimentais 7° dia 10° dia 14° dia
(origem in6culo)* L % D L % D L % D
I. Camundongos

(controles) 14 56 35 65 25 76
Il. P. megistus 38 62 37 63 65 35
. T infestans - - 23 77 59 41
IV. R. prolixus 6 94 23 77 43 57

* | = Formas sanguicolas; II, I, IV = formas metaciclicas.

- n° insuficiente para estudo; L = largas, D = delgadas
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formas sanguicolas provenientes de camundongos
determinou moderado macrofagotropismo a partir
do 7° dia de infecgdo e discreto parasitismo de
muisculo esquelético e de miocdrdio no 10° e 12°
dias. Aos 17 dias observou-se acentuado parasitismo
¢ intenso processo inflamatério em miocédrdio e
muisculo esquelético. Nos camundongos infectados
com indculos provenientes das trés espécies de
triatomineos, o parasitismo de macréfagos sé foi
visto a partir do 13° dia de infecgdo, em baixa
intensidade. Aos 13 dias observou-se discreto
parasistismo e discreto processo inflamatério em
miocirdio e musculo esquelético que se intensificou
entre 15° e 17° dias pds infecgdo.

II. Camundongos infectados com a cepa 12 SF.
a. Evolugdo da parasitemia (Figura 2). No
grupo controle inoculado com formas sanguicolas,
observou-se rdpida elevagao da parasitemia a partir
do 12° dia de infecgio, ocorrendo piques elevados
entre 0 12° e o 20° dias. Nos grupos inoculados
com formas metaciclicas de triatomineos
observaram-se piques parasitémicos entre o 18° e
24° dias. O nfvel mais elevado foi detectado nos
infectados com inéculo do P. megistus.
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Figura 2 - Mveis de parasitemia em camundongos infectados
com a cepa 12 SF: Grupo I - inéculo proveniente de
camundongos,; Grupo II - inéculo de P. megistus; Grupo Il
-inbculo de'T. infestans; Grupo IV - indculo de R. prolixus.
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b. Os indices de mortalidade até o 20° dia de
infeccio estdo expressos na Tabela 1, observando-
se o indice mais elevado nos infectados com a cepa
proveniente do T. infestans (90%) € o menos
elevado com o in6culo do R.prolixus (33,3 %).

c. Estudo morfolégico (Tabela 3) mostrou
predominéncia de formas largas nos camundongos
inoculados com formas sanguicolas e de formas
delgadas nos inoculados com formas provenientes
das trés espécies de triatomineos.

d. Estudo histopatolégico. Nos camundongos
controles, infectados com formas sanguicolas da
cepa 12 SF, observou-se aos 13 dias, moderado
parasitismo de miocdrdio, que se intensificou no
16° dia, tornando-se muito intenso no 24° dia de
infec¢do, acompanhado do infiltrado inflamatério
mononuclear de moderada intensidade. Também
em muisculo esquelético o parasitismo variou de
discretoamoderadono 16° € 24° dias com moderada
inflamagdo. Aos 16 dias as lesdes determinadas
pelo inéculo proveniente do P. megistus foram
semelhantes as dos controles inoculados com formas
sangufcolas, enquanto com os inéculos do T.
infestans e do R. prolixus, o parasitismo era menor.
Aos 24 dias de infecgdo observou-se parasitismo
intenso de miocdrdio, acompanhado de acentuado
processo inflamatério em todos os grupos inoculados
com formas provenientes de triatomineos idénticos
aos determinados por formas sanguicolas.

III. Camundongos infectados com cepa
Colombiana.

a. Evolugdo da parasitemia. (Figura 3). Tanto
noscamundongos infectados com formas sanguicolas
como nos infectados com formas metaciclicas das
trésespécies de triatomineos, ospiques de parasitemia
ocorreram entre 0 24° e 0 30° dias de infecgio, com
uma evolugido mais precoce nos inoculados com
formas sanguicolas e pique mdximo nos infectados
com formas do R. prolixus.

b. Os indices de mortalidade (Tabela 1) foram
varidveis para os 4 grupos e mais elevados nos
inoculados com formas do T. infestans (92%) e do
R. prolixus (100%) até o 26° dia de infecgdo.

<. Ao estudo morfologico houve predominincia
de formas largas no grupo controle e nos inoculados
com formas de P. megistus e predominincia de
formas delgadas nos inoculados com formas
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Tabela 3 - Cepas 12 SF e Colombiana do T. cruzi - Estudo morfolégico. Percentagem de formas
tripomastigotas largas e delgadas do T. cruzi no sangue periférico.

Cepas: 12 SF Colombiana
Grupos* ™ 10° dia 14° dia 14° dia
experimentais
(origem indeulo) N\ L % D L % D L % D
I. Camundongos 53 47 56 44 58 42
(controles)
II. P. megistus - - 34 66 55 45
1. T. infestans 31 69 57 43 35 65
IV. R. prolixus 22 78 35 65 17 83

* I = Formas sanguicolas; II, III, IV = formas metaciclicas; L = largas; D = delgadas
- n° insuficiente para estudo.
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Figura 3 - Niveis de parasitemia em camundongos infectados com a cepa Colombiana: Grupo I - indculo proveniente de
camundongos; Grupo Il - inéculo de P. megistus; Grupo Il - inéculo de T. infestans; Grupo IV - inéculo de R. prolixus.
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provenientesdo T. infestans e R. prolixus (Tabela3).

d. Estudo histopatologico. Nos controles
infectados com formas sanguicolas da cepa
Colombiana, observou-se presenga de parasitos e
moderado processo inflamatdério em miocdrdio e
musculo esquelético a partir do 15° dia de infecgéo,
0 que se acentuou no 20°, 25° e 30° dias. O
infiltrado inflamatério nesta fase era idéntico em
miocdrdio e musculo esquelético, variando de
moderado a intenso e o parasitismo era de moderada
intensidade. Aos 35 dias, observou-se intensa
miocardite e miosite, com escassos parasitos. As
lesGes observadas com o indculo obtido do T.
infestans foramidénticas as observadas nos controles
inoculados com formas sanguicolas. Na infeccio
com metaciclicos provenientes do P. megistus e do
R. prolixus as lesdes e o parasitismo foram mais
intensos.

DISCUSSAO

A proposta do presente trabalho foi de
verificarsecepasdo T. cruzi mantidasemlaboratério
por passagens sucessivas em camundongos teriam
modificado o seu comportamento bioldgico apés a
passagem em diferentes espécies de triatomineos.
Recentemente, Perlowagora-Szumlewicz e cols®
mostraram nitidas diferengas na infectividade de
cepas do 7. cruzi para diferentes espécies de
triatomineos, na dependéncia do tipo biolégico e
isoenzimdtico da cepa. Neste particular chamam a
atencio estes autores, para alta infectividade da
cepa Sao Felipe (Tipo II e zimodema 2) e a baixa
infectividade da cepa Colombiana (Tipo I e
zimodema 1). Deste modo, parece interessante
investigar se a passagem em triatomineos das cepas
com caracteristicas biolégicas e isoenzimdticas
definidas® poderia determinar alteragbes na sua
evolugio, viruléncia e patogenicidade para o animal
experimental, especificamente o camundongo. Os
resultados obtidos no presente trabalho
demonstraram que as diversas cepas mantiveram os
caracteres biolégicos, avaliados de acordo com
parametros j4 bem estabelecido’, mantendo os perfis
de parasitemia, embora comum retardo na evolugio,
nas cepas 12 SF e Colombiana provenientes de
triatomineos, mantendo também o mesmo tropismo
tissular e 2 mesma patogenicidade. O retardo na
evolugdo da parasitemia correspondeu a um menor
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grau de parasitismo nas fases iniciais de infecgéo,
quando comparados aos controles infectados com
formas sanguicolas. Foi observada entretanto, na
evoluglio posterior, nitida elevagio dos niveis
parasitémicos das diversas cepas provenientes de
triatomineos, por vezes atingindo niveis mais
elevados do que os observados nos controles. Do
mesmo modo, as lesdes tissulares, que foram mais
tardias, atingiram a mesma intensidade na fase final
de observagdo na maioria dos grupos, podendo
mesmo ser mais intensas, como foi observado com
a cepa Colombiana proveniente do P. megistus e do
R. prolixus. Vale assinalar que o comportamento de
cada espécie de triatomineo ndo foi uniforme em
relagdo aos trés tipos de cepas no que diz respeito 2
viruléncia do indculo obtido. Um exemplo disto &
o R. prolixus, cujo inéculo da cepa Colombiana
determinou o mais alto indice de mortalidade (100 %)
enquanto com a cepa 12 SF, o inéculo proveniente
do R. prolixus determinou o menor indice de
mortalidade para esta cepa (33,3 %). Comparando a
viruléncia das diferentes cepas do T. cruzi apos
passagem nas trés espécies de triatomineos verificou-
se que a cepa 12 SF € mais virulenta quando
proveniente do P. megistusedo T. infestans e acepa
Colombiana, do P. megistus e do R. prolixus. A
cepa Peruana mostrou viruléncia atenuada em todos
os grupos, quando comparada com os padroes
descritos anteriormente®. Istofoi atribuido ao baixo
in6eulo pois, como foi demonstrado em trabatho
anterior’, com as cepas de Tipo I, houve nitida
influéncia do inéculo quando se utilizaram inéculos
de 10* ou 5 x 10°. A cepa Peruana manteve a
predomindncia de formas delgadas em todos os
grupos. Entretanto observou-se que apésa passagem
em triatomineos, passaram a predominar as formas
delgadas na infecgio pela cepa 12 SF o mesmo
acontecendo com a cepa Colombiana proveniente
do R. prolixus edo 7. infestans. O aparecimento de
formas delgadas nas cepas passadas em triatomineos,
Juntamente com retardo verificando na evolugio da
parasitemia e do parasitismo tissular poderiam
representar uma fase adaptativa das formas
provenientes do vetor no hospedeiro vertebrado.

SUMMARY

To study the influence of the intermediate host
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stage on the course of mouse infection, Trypanosoma
cruzi belonging 1o the Peruvian (Type 1), 12 SF (Type II)
and Colombian (Type I1l) strains were passaged through
either Rhodnius prolixus, Panstrongylus megistus or
Triatoma infestans. T. cruzi metacyclic forms (dose 10}
Jrom the different strains were obtained from each bug
andinoculated into 8-10 gmmice. Comparison was made
inmiceinoculated with blood forms. Parasitaemia curves
were plotted in the peripheral blood for each strain,
reaching more elevated peaks with Peruvian sirain
parasites from P. megistus and R. prolixus, 12 SF strain
JSromP. megistus and Colombian strain from R. prolixus.
Tissue tropism and histopathological patterns were those
usually seen in mice infected with each respective strain
type. Peruvian virulence was the same for all groups.
Slender forms predominate among mice inoculated with

metacyclic forms of Colombian and 12 SF strains,
probably an adaptative parasite change related to the
intermediate host.

Key-words: Trypanosoma cruzi. Triatominae.
T. cruzi strains. Biological characters. Vectors.
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