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COMPORTAMENTO DA CEPA AVIRULENTA PF DO TRYPANOSOMA
CRUZI NO HOSPEDEIRO INVERTEBRADO

J. C. Monteiro SANTOs (1)

RESUMO

A cepa PF do Trypanosoma cruzi, avirulenta para animais de laboratério,
foi estudada em 110 ninfas do R. prolixus, através da técnica do xenodiagnéstico

artificial.

Como conirdle, 70 ninfas de reduvideos da mesma espécie, foram alimentadas
com sangue de ratos normais contendo a cepa Y virulenta do T. cruzi.

Maciga inoculagio de camundonges jovens demonstra a incapacidade de infe-
tar da primeira e o poder infetante da dltima, com alto grau de parasitemia e

mortalidade entre os animais inoculados.

INTRODUCAO

A cepa Y, isolada por Sitva & NuUssENz-
WwEIG *® de uma paciente japonesa, estudada
por PEDREIRA DE FREITAS & col.*, apods ter
sido trazida por éste Giltimo para a Faculda-~
de de Medicina de Ribeirdo Préto, da USP,
foi mantida no Departamento de Parasitolo-
gia através de passagens sucessivas, de ca-
mundongos a camundongos, e no meio arti-
ficial de cultivo de PackcHANIAN *°, durante
16 anos.

MEeNEZES % % %5 9 através de varios tra-
balhos, tem demonstrado que a cepa Y culti-
vada se tornou avirulenta para diversos hos-
pedeiros vertebrados, do T. cruazi.

Para complementar os trabalhos déste
Autor, resolvemos estudar o comportamento
da referida cepa, no hospedeiro invertebrado,
com passagem subseqiiente em camundongos
jovens.

MATERIAL E METODOS
a) Cepa PF (MengzES *°) — mantida du-

- rante 16 anos por repiques sucessivos, cada
20 dias, no meio difasico de Packchanian.

Trabalho realizado no Departamento de Patologia.

USP, Ribeirdo Préto, Sdo Paulo, Brasil

Esta cepa foi transferida para o meio de
Noller. Apés o 15.° repique neste meio, feito
de 8 em 8 dias, os tripanosomas foram se-
parados por centrifugacio, lavados e suspen-
sos em sangue heparinizado de rato normal.

b) Cepa Y — forma virulenta do 7. cru-
zi, mantida em camundongos. Os tripanoso-
mas foram obtidos através de pungdo cardia-
ca de camundongos no 8.° dia de infeccio e
levados para cultivo no meio liquido de Nol-
ler.

Apés o 15.° repique os flagelados foram
recolhidos, lavados e centrifugados e o sedi-
mentos suspenso em sangue heparinizado de
rato normal.

Com o material constituido por ¢ e b féz-
se o xenodiagnostico artificial, segundo a
técnica descrita por NUSSENZWEIG & SONN-
TAG *2,

c} Triatomideos — 180 ninfas de R. pro-
lizus, utilizados no xenodiagnéstico artificial,
foram divididos em dois grupos designados
grupo avirulento (AV) e grupo virulento (V)
constituidos respectivamente, de 110 e 70
reduvideos.

Faculdade de Medicina de Ribeirdo Préto, da
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O grupo AV através de xenodiagnéstico
artificial sugou sangue heparinizado de rato
normal contendo as formas avirulentas do
T. cruzi (a).

O grupe V, pela mesma técnica se ali-
mentou de sangue contendo as formas viru-
lentas do T. cruzi (b). Este grupo foi utili-
zado como contréle.

O grupo AV foi dividido em dois subgru-
pos:

AV, — com 20 triatomideos, dos quais 3
foram examinados no 10.° dia apds o re-
pasto e 17 no 15.° dia.

AV, — com 90 “barbeiros”. Deéste grupo
60 ninfas foram submetidas a exames no 20.°
dia ¢ 30 no 30.° dia, apds terem sido ali-
mentadas.

A mesma divisio foi feita para o Grupo
V constituindo os subgrupos:

V; — possuindo 30 triatomideos. Déstes,
5 foram sacrificados no 10.° dia apds terem
sugado sangue com as formas virulentas do
T. cruzi. Os 25 reduvideos restantes foram
examinados no 15.° dia.

V., — formado por 40 ninfas das quais 25
foram examinadas no 20.° dia do xeno arti-

ficial e 15 no 30.° dia.

Todos os triatomideos (grupo AV e grupo
V) foram examinados segundo a técnica
habitual de xenodiagnéstico e a seguinte no-
menclatura foi adotada para quantificar o
parasitismo intestinal dos mesmos:

&+ menos de 5 flagelados em téda exten-
sdo- da laminula (22 mm x 22 mm)

1+ de 5 a 16 parasitas em 100 campos
microscépicos (oc. 10 x obj. 40 x)

2+ de 30 a 100 parasitas em 100 campos
3+ de 2 a 4 parasitas por campo
4+ mais de 4 até 5 por campo
5+ mais de 5 até 6 por campo
6+ mais de 6 por campo

d) Camundongos — Os flagelados encon-
trados nos intestinos dos triatomideos, na épo-
ca dos exames, foram inoculados em 85 ca-
mundongos jovens (15 dias), machos, pro-

venientes de uma mesma linhagem mantida

ha varios anos no biotério da FMRPUSP. -

280 i

Os camundongos foram separados em dois
grupos. O primeiro, com 56 camundongos,
foi denominado C,. Estes camundongos re-
ceberam, por inoculagio, os flagelados pro-
venientes dos triatomideos o grupo AV. Con-
seqiientemente foram divididos em quatro
subgrupos — C% (6 camun.), C, (17 ca-
mun.), C2, (18 camun.) e C% (15 camun.)
que receberam, respectivamente flagelados
colhidos no 10.°, 15.°, 20.° e 30.° dia do xeno
artificial.

O segundo grupo de camundongos, for-
mado por 29 animais, recebeu a denomina-
cdo genérica de C,. Tendo sido inoculado
com T. cruzi proveniente dos intestinos dos
triatomideos do grupo V, foram subdivididos
em 3 grupos: C°% (6 camun.), C* (10 ca-
mun.) e C?, (13 camun.) e receberam para-
sitas colhidos no 10.°, 15.° e 20.° dia respec-
tivamente,

Todos os camundongos (Grupo C, e Cy)
foram submetidos a exames parasitémicos pe-
la técnica de Pizzi & BRreNER Y, no 8.° dia
da inoculagdo.

e) Inéculo — O macerado visceral dos
iriatomideos, apés a avaliagdo do namero de
flagelados contido, foi suspenso em solugdo
salina e 0,2 ml, desta, injetada, via perito-
neal a cada um dos camundongos dos sub-
grupos correspondentes. O volume de solu-
¢do, no qual era suspenso o macerado visce-
ral dos “barbeiros”, sempre variou de acdr-
do com o niimero de flagelado avaliado, de
tal modo que os camundongos receberam re-
lativamente o mesmo nimero de parasitas.

RESULTADOS

O xenodiagnéstico do grupo AV apresen-
tou valéres de 6+, 1+, 1+ e == para os
exames feitos no 10.°, 15.°, 20.° e 30.2 dia
respectivamente (Tabela I). O xenodiagnés-
tico do Grupo V apresentou valéres de 6+,
3+, 3+ e 5+ para os exames efetuados no
10.°, 15.0, 20.° e 30.° dia, respectivamente
(Tabela I). Estes dados estio coligidos no
Grafico 1.

Todos os camundongos do grupo C, tive-
ram parasitemias negativas e um percentual
de 5,39% de mortalidade, até o 20.° dia, apés
a infecgdo. Todos os camundongos do gru-
po C, tiveram exames parasitémicos positi-
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TABELA I

Resultados do xenodiagnostico artificial e exames parasitémicos no 82 dia da inoculacio

ﬂ;r.
% Numero de Ninfas (n) e Grupos de camundongos e parasitemia
> . . . ,
<. parasiismo Infesfiraj apos camund.
a ‘; Aeno-artificial g8dias  apos Inoculagao
2 \2
o
v
9. . . i 1 2 3
10dia |15°dia l20%dia |30%dia C C G C Grupos
i
sn | 2sn | 250 | isp C. (s C. aod D) (o) C
v v v v
Cepa
Y (29)
5 5 5
vir s 3 3 5 |aaxvw Tc/ 69x 10 Ty 7x10 To 0
m| mi mi
70 (n)
1 2 3
3n 7a | son | 30n C, (e C, G2 C: G8) Cos)y C,
Cepa a a a
Y (ss)
Avir 8+ | 1+ | g+ + — — — —
PF
110(n?)
Totay Total
8n 42, 85, 45, 12, 27C 31¢ s¢ 85
180, . c
n = -ninfa, ¢ = camundongo

vos com resultados de 2,5 x 10°, tripanoso-
mas por ml, 6,9 x 10° tripanosomas por ml
e 7 x 10° tripanosomas por ml em média,
para os subgrupos C°%, Cl,, C?%, respectiva-
mente. No grupo C, a mortalidade atingiu
o valor de 78,2%, até o 20.° dia da infecgdo.

DISCUSSAO

A cepa Y do Trypanosoma cruzi tem sido
amplamente estudada por diversos Auto-
res % 14 1516, 19 - desde que foi isolada de um
caso agudo humano estudado por PEDREIRA
pE FrEITAS & col. .

Parece contudo que coube a MENEZE
demonstrar a aviruléncia dessa cepa, mantida
em cultura por longo tempo. A esta va-
riante, que se supfe tratar de um mutante
da cepa primitiva, éste Autor sugeriu a de-
nominacdo PF (MeNEZES *°) em homenagem
a Pedreira de Freitas, que estudou a pa-
ciente de quem se isolou o parasita.

g 8 9

Sabe-se ‘que o T. cruzi tem sua viruléncia
atenuada quando cultivado em meio artifi-
cial,

Pizzi & PraceRr %, em 1952, parecem ter
sido os primeiros a demonstrar que as for-
mas de cultivo protegiam camundongos con-
tra uma posterior infecgdo virulenta.

Porém a cepa Tulahuen utilizada por éstes
Autores chilenos, mostrou-se capaz de retomar
sua viruléncia primitiva, uma véz que o ma-
mifero infetado com ela, recebesse, simulti-
neamente, altas doses de corticéides (Ru-
BIO **), e o que ndo acontece com a cepa
PF estudada por MenezEs ®.

O comportamento de tripanosomas quanto
a viruléncia apds a passagem em hospedeiros
invertebrados foi observado por varios Auto-
res.

SCHILLING ** verificou que a viruléncia
exarcebada do T. cruzi por passagem suces-
sivas em camundongos, revertia ao nivel ini-
cial, por uma simples passagem no seu vector.

REco & GranHAM *® fizeram T. infestans
sugar camundongos infetados com T. cruzi,
cepa Y. Os flagelados colhidos do intestino
posterior dos triatomideos foram inoculados
em camundongos jovens que “desenvolveram
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Grafico 1

uma leve infecgio com nenhuma invaso 6b-
via de 6rglos. Subseqiientes passagens em
camundongos jovens mostraram o mesmo ti-
po suave de infecgdo”.

CArVALHEIRO & COLLARES® nfo confir-
maram estas observagbes quanto & parasite-
mia, verificando porém diminuigdo do acen-
tuado viscerotropismo, peculiar a cepa Y
mantida em camundongos, apés ter sido esta
passada no hospedeiro invertebrado. Isto tal-
vez se deva ao fato de que, como ja foi ob--
servado por BRUMPT 2, os “iripanosomas me-
taciclicos dos invertebrados nfo possuem a
mesma propriedade infetante dos tripanoso-
mas sanguineos”.

Em nosso experimento, dos 29 camundon-
gos (grupo C,) que foram inoculados com
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tripanosomas colhidos dos triatomideos do
grupo V, i.e, que sugaram sangue contendo
as formas virulentas do T. cruzi, 78,2% mor-
reram dentro dos 20 dias que se seguiram
a inoculagéo.

A parasitemia média no 8.° dia foi de 5,5
x 10° tripanosomas por ml de sangue.

Tanto a mortalidade quanto o nivel para-
sitémico désses animais pouco diferem do que

" se verifica em animais da mesma idade, ino-~

culados com a cepa Y de T. cruzi mantida
em camundongos.

Considera-se ainda que a amostra da cepa

Y com a qual chegamos aos resultados aci-

ma, provém do 15.° repique em meio artifi-
cial que sabidamente modifica a viruléncia
do Trypanosoma cruzt.
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Nos 56 animais que constituiam os gru-
pos C,, isto & que foram inoculados com
parasitas colhidos do intestino dos triatomi-
deos do grupo AV, alimentados com sangue
contendo tripanosomas da cepa PF, a para-
sitemia foi sempre negativa e o percentual
de mortalidade de apenas 5,3%. Esta, dian-
te dos exames negativos, foi considerada co-
mo devida a outras causas que ndo a para-
sitose. ‘

Concluimos que a passagem, através de
um de seus vectores nfo foi capaz de esta-
belecer a viruléncia, para camundongos, da
cepa PF. Os tripanosomas avirulentos (cepa
PF), sugados pelos reduvideos parecem ter
perdido a capacidade de se reproduzir no
hospedeiro invertebrado, uma vez que seu
niimero vai decrescendo com o passar do
tempo, enquanto aquéles virulentos (cepa Y)
do grupo contrdle tem seu nimero aumenta-
do a partir do 15.° dia (Grafico 1).

fistes dados nos parecem de grande im-
portincia quando se cogita uma aplicagdo
pratica da “vacina” estudada por Menezes.

SUMMARY

The behaviour of the avirulent PF sirain of
Trypanosoma cruzi in the invertebrate host

The PF avirulent strain of T. cruzi was
studied in 110 Rhodnius prolixus, through
artificial xenodiagnosis.

As controls 70 reduviid bugs of the same
species ‘were fed on normal rat blood with
the virulent Y strain of T. cruzi. As shown
in Graph I, the number of parasites in the
hind gut of the bugs decreases progressively
in the PF avirulent strain and increases in
the Y virulent one. Several inoculations in
baby mice demonstrate the uninfectivity of
the first and the infective power of the latter,
with high parasitemia and mortality rate
among the inoculated animals.
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