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CARACTERIZACAO BIOLOGICA DE CLONES DAS CEPAS Y, CL EMR DE
TRYPANOSOMA CRUZ!I EM CAMUNDONGOS C; H ISOGENICOS

S. MARQUES DE ARAUJO & E. CHIARI

Departamento de Parasitologia, [CB, UFMG, Caixa Postal 2486, 31270 Belo Horizonte, MG, Brasil

Characterization of Trypanosoma cruzi clones — Ten clones of Trypanosoma cruzi isolated
from Y, CL and MR strains were studied. The infectivity of culture forms, parasitemia pattern,
polymorphism and mortality were studied in C3H inbred mice. Significant intra-group differences
among Y and CL clones were found. MR clones showed higher homogeneity. These data indicate
that T. cruzi strains can show different degrees of heterogeneity. It is suggested that conditions
used to maintain T. cruzi strains may result in a selective advantage for some subpopulations
(clones) after many years of laboratory maintenance.
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O Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909), agente
etiologico da doenca de Chagas, tem sido isola-
do de uma série de hospedeiros vertebrados e
invertebrados que tém como hdbitat diferentes
regides com caracteristicas geograficas, climati-
cas, ecologicas, eddficas e sdcio-econdmicas dis-
tintas. Essa diversidade de fatores pode, de algu-
ma forma interferir na atuagfo do T, cruzi so-
bre cada hospedeiro. Ja que as populagDes de
T. cruzi quando isoladas sdo compostas por
nameros imensurdveis de organismos, a diversi-
dade de ambientes ¢ manipulagdo em laborato-
rios podem levar 0 parasito a adquirir mecatiis-
mos ¢ aptiddes variados, constituindo popula-
¢0es com diferentes graus de competéncia a
sobreviver em ambientes e situagOes diversas.
Fatos como a variedade de manifestacGes clini-
cas da doenca de Chagas, variagio da infectivi-
dade das culturas, varia¢do da taxa de metaci-
clogénese e perfil de isoenzimas, mudanga de
tropismo com manutencio (Koberle, 1968,
Bice & Zeledon, 1970; Chiari, 1974; Andrade
& Andrade, 1979; Romanha et al., 1979;
SWG, 1979: Teixeira, 1979; Brener, 1980;
Carneiro, 1982: Lana, 1986) e ainda a falta de
reprodutibilidade e/ou mudan¢a no curso de
infec¢Bes experimentais levaram véarios autores
(Dvorak et al., 1980; Morel et al., 1980; Dvorak
et al., 1982; Garcia & Dvorak, 1982; Engel et
al., 1982; Doyle et al., 1984) a estudar o com-
portamento das subpopulagdes que constituem
as cepas de 7. cruzi, mostrando heterogeneida-
de frente a vdrios parimetros.

Recebido em 17 de setembro de 1987.
Aceito em 2 de fevereiro de 1988.

Propusemo-nos neste estudo investigar algu-
mas caracteristicas biologicas de clones de
T. cruzi confrontando-as entre si ¢ com as suas
cepas parentais, jd conhecidas da literatura.

MATERIAL E METODOS

Amosrras de T. cruzi: foram utilizadas trés
cepas parentais e dez clones obtidos pela técni-
ca de Goldberg & Chiari (1980), abaixo relacio-
nados:

YP,, YP, ¢ YP4 dacepa Y parental (Pereira da
Silva e Nussenzweig, 1953);

CLP,, CLP; e CLP, da cepa CL parental (Bre-
ner & Chiari, 1963);

MR,, MR,;, MR; ¢ MR, da cepa MR parental
(Brener & Chiari, 1963).

Animais utilizados: camundongos C, H isogé-
nicos, machos, peso aproximado de 15 g, com
cerca de 30 dias de idade, normais ou imunossu-
primidos por radia¢do gama na dose de 650 rads

(Gammacell 220, Nuclebras).

Infecgdo dos animais: para a primeira infec-
¢do de cada cepa ou clone utilizou-se inoculo de
1 x 107 tripomastigotas metaciclicos do 79 dia
de cultivo em meio M16 (Chiari et al., 1980),
via intraperitoneal. A partir do 49 dia eram
feitas contagens didrias dos tripomastigotas pela
técnica de Brener (1962). A partir desta pri-
meira inoculagdo as amostras foram divididas
em: 3} clones que determinaram parasitemia pa-
tente e passaram a ser mantidos por passagens
sangiifneas sucessivas, com intervalos e inéculos
determinados segundo caracteristica de cada
amostra; b) clones que nfo determinaram para-
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sitermia  patente ou apresentaram parasitemias
irrisOrias. Nestes casos a manuten¢ao dos clones
era feita com inocula¢do de material de hemo-
cultura, via intraperitoneal, em animais irradia-
dos. Estas passagens alternadas (hemocultura-
camundongo irradiado-hemocultura) foram rea-
lizadas até ser obtida parasitemia suficiente para
manuten¢do destes clones por passagens san-
guineas sucessivas em antmais normais.

Manutencdo das amostras: a cepa Y-parental
foi mantida com repiques a cada 7 dias. Os clo-
nes YP;, YP, e YP; sofreram repiques entre 10
e 14 dias. A cepa MR parental, CL parental e os
clones MR,, MR,;, MR, MR, e CLP,; foram
repicados com intervalos de 12 a 14 dias. Os
clones CLP; e CLP,4, com baixas parasitemias,
foram repicados a cada 17 e 37 dias, respectiva-
vamente.

Para caracterizacdo das amostras foram ava-
liadas a infectividade das formas de cultura, as
curvas de parasitemia, a morfologia das formas
sanguineas e a mortalidade.

A infectividade das formas de cultura foi
comprovada pela ocorréncia de parasitemia
patente nos animais inoculados com cada amos-
tra.

Para avaliacdo das curvas de parasitemia, fo-
ram teitas inoculacdes padronizadas com indcu-
lo de 5.000 tripomastigotas sangiiineos/camun-
dongo, via intraperitoneal, em lotes de seis ani-
mais que eram examinados a partir do 49 dia da
inoculag¢io.

A morfologia das formas sangiiineas foi ava-
liada em exames a fresco, com objetiva de imer-
sd0 e contraste de fase, diariamente, pela conta-
gem de 300 formas, sem sele¢do, ao longo da in-
feccdo, sendo os resultados expressos em per-
centagens de formas finas, largas e muito largas
(Brener & Chiari, 1963).

A mortalidade ao longo das curvas de parasi-
ternia foi expressa como percentagem acumula-
da. Os animais que sobreviveram ao periodo
patente ficaram em observa¢do até 120 dias
apos inoculagdo.

RESULTADOS

Infectividade das formas de cultura: para
todas as amostras estudadas a inoculag¢do dé ma-
terial de cultura em camundongos provocou ©
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aparecimento de parasitemia patente. No entan-
to, somente as cepas Y parental, MR parental,
CL parental e os clones MR,, MR,, MR; ¢
MR-, apresentaram parasitemias compativeis
com a manuten¢do por passagens sangiiineas
sucessivas imediatamente apoOs a primeira inocu-
lagdo. Os clones YP; ¢ YP3 sofreram uma pas-
sagem alternada, YP, e¢ CLP; sofreram trés,

CLP,, duas ¢ o clone CLP,, seis.

Curso das infecgdes experimentais. a Tabela
apresenta os resultados referentes a periodos
pré-patente e patente, a mortalidade ¢ as for-
mas sangiiineas predominantes ao longo das in-
feccBes com as cepas € clones estudados. Nas
figs. 1, 2, 3, 4, 5 e 6 estas informacdes sA0 am-
pliadas, demonstrando de forma clara a hetero-
geneidade das subpopula¢des que constituem
as cepas do T. cruzi.
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Fig. 1: curvas de parasitemia media calculadas para a
62 ¢ 112 passagens para a cepa Y-parental, clone YP; ¢
YP,, e para a 52 ¢ 112 passagens para o clone YP,, em
camundongos CiH isogénicos inoculados 1. P. com
5.000 tripomastigotas.




CARACTERIZACAO DE CLONES DE TRYPANOSOMA CRUZI 177

||:I-D]‘
?
: ] : F L A
BOY :i
&4 ; 7
a1 . 2
I f ] :
2 . v
{ i 1 !
al it e ot th ok Rl
& 7 @A ERE
HaS D& NFECCAD
[H

4 R B

LI |
4

3 3
TIILNT

aa
o
T

r

4 I—| |
4 ! !
:] . :
¥ L 1
b :a :‘_I " H -
,:.__j 1l E]L.ﬂ F-
Gy () Iz "1

I
AT DA INFECLAQ

FORMAS  SANGLINE AS
-

100
C
mt f'_.: r".
X ogor L i IF‘
. o ':E . ' .
E ;1 [’I : !
: 2= H‘ [; ‘I [11 F
= \ : E it :
E oL _ — . A b b £ —_—
L £ ) I 12 13
& 4 INFECCAD
1G04 s b B
- D
B —
pFa M - '—l r
&0 ¥ il i i
a0 2 ' ! |
- v i - [
e : v o - .
i A
0 {14._ kﬁ |- P P m

® gms '%ﬂ. |HI!'|E{::',:.&::- 2 '3 4 3

FORMA FINA [] FORMA LARGA W FORMA MULTD LARGA

o0 .

m
O
-
—1
A
- —
]
p|
1
3

601

| !
|| I .

b ] [ & 1 13 ] L] & |7 18 -]
[UAS DA INFECCAD

o B

op [T
TR
—
Wals, |
ol
= -
L

SANGUINEAS

FORMAS
.8
7
-
]

DE
a
[}
*

9 10 L 12 4 15 & T .
DIAS DA INFECCAQ

-

PERCEMTAGEM

——1

. | = :
i ! | !
GLQJ_E_EL EL _&-_ﬂ_-_.j E: .1. . ‘J_
K OH I3 M % & 7 8 K 22 23 24

MAS D& INFECCAD
[] FORM& LARGH

FORMA FiINA B FORMA MUITD LARGA

Fig. 2: percentagem de formas delgadas, largas e muito
largas de tripomastigotas sangiiineas em camundongos
C3H isogénicos inoculados com a cepa CL-Parental (A)
e clones CLP; (B) e CLP3 (C).

Fig. 4: percentagem de formas delgadas, largas e muito
largas de tripomastigotas sangiiineos em camundongos
C3H isogénicos inoculados com a cepa CL-Parental
(A) e clones CLP{ (B) e CLP3 (C).
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Fig. 3: curvas de parasitemia média cailculadas para a
43 ¢ 93 passagens para a cepa CL-Parental e clones
CLP; e CLP; ¢ para a 44 passagem do clone CLP,4,
em camundongos C3H isogénicos inoculados, 1. P,
com 5.000 tripomastigotas sangiiineos.

Fig. 5: curvas de parasitemia média calculadas para a
23 ¢ 74 passagens para a cepa MR-Parental e clone
MR+; 22 ¢ 9% para o clone MR, 42 e 92 para o clone
MR, e 24 e 84 passagens para o clone MR em camun-
dongos C3H isogénicos inoculados 1. P., com 5.000
tripomastigotas sangiiineos.
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TABELA

Periodos pré-patente ¢ patente, mortalidade e forma sangiiinea predominante na infec¢do de camundongos
(C3H isogénicos por clones e cepas dc Trypanosoma cruzi

Periodo
(dias) Mortalidade Forma sangiiinea
Cepa ou clone (%) predominante
pré-patente patente
Cepa Y parental 4 17-18 100 fina
Clone YP, 4 4{0) 0 larga
YE, 4 15 45,5 larga
YP; 4 16-18 100 larga
Cepa CL parental 6 19 81,8 larga
Clone CLP; 4 70 8,3 larga/mutto larga
CLP; 9 1138 25,0 larga
CLPg4 18 63 0 larga
Cepa MR parental 4 16-22 100 fina/larga
Cione MR, 4 17-18 100 larga/muito larga
MR4 5 18-22 100 larga
MR; 4 18-21 100 larga
MR- 4 17-19 100 fina/larga
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Fig. 6: percentagem de formas deigadas, largas e muito
largas de tripomastigotas sangiiineos em camundongos
C3H isogénicos inoculados com a cepa MR-Parental
(A) e clones MR, (B), MR4 (C)}, MRs (D) e MR5 (E).

DISCUSSAO

Desde a descricdo do 7. cruzi por Chagas
(1909) inumeras cepas tém sido isoladas de
varios hospedeiros de diferentes regides. Traba-
lhos recentes (Deane et al., 19844, b) demons-

1952; Pizzi, 1957) tém demonstrado que a viru-
léncia de uma cepa que esta sendo mantida em
laboratdrio, em meios de cultivo, sem passar
pelo animal vertebrado, varia inversamente com
o periodo de cultivo. OQutros autores (Packchnian
& Sweets, 1947: Deane et al., 1963) demonstra-
ram nao ter ocorrido variagdo da viruléncia de
algumas amostras estudadas, enquanto exem-
plos podem ser citados (Norman & Kagan,
1960; Kagan & Norman, 1960} em que a manu-
tencdo em cultura determinou aumento da viru-
léncia para algumas cepas. Chiari (1974) mostra
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que tripomastigotas metaciclicos guardam a
capacidade de infectar vertebrado mesmo apos
longo periodo de manuten¢do ¢m meio acelu-
lar, embora o tempo de cultivo influencie na
infectividade. Lambrecht (1965) tentando ex-
plicar esta diminuicfo na viruléncia, afirma ser
este fato conseqiiéncia da selecdo de formas
mais aptas a se desenvolverem em cultura que
em animal vertebrado.

Como foi observado, todas as amostras aqui
estudadas apresentaram infectividade com para-
sitemia patente, embora 0s niveis de parasitos
circulantes tenham sido diferentes. A diferenga
de infectividade a nivel de clone foi também de-
monstrada por Doyle et al. (1984).

Pereira da Silva & Nussenzweig (1953) des-
crevendo pela primeira vez o comportamento
da cepa Y falam da varia¢do dos perfis das pri-
meiras curvas de parasitemia obtidas para esta
cepa. Takeda et al. (1980) trabalhando com um
nove isolamento da cepa Y, denominado YT,
observaram resultados distintos dos até entio
atribuidos a cepa Y. Brener & Chiari (1963)
relataram que altos niveis parasitémicos somen-
te foram conseguidos com a cepa CL ap0s cerca
de 25 passagens, quando do isolamento desta
cepa. Estes dados falam a favor da existéncia de
subpopula¢tes dentro destas cepas.

Nossos experimentos mostram curvas de
parasitemia distintas para os clones da cepa Y.
Para a cepa CL parental os resultados mostram
nitidamente ser a cepa uma mistura de popula-
¢Oes. As curvas de parasitemia dos clones de CL
apresentam diferencas em seus periodos pré-
patente ¢ patente e nos niveis parasitémicos
alcancados, além da exigéncia de diferentes
nimeros de passagens alternadas para a manu-
ten¢do em animais normais. O clone CLP, mos-
tra as diferencas mais marcantes.

Nossos resultados confirmam achados
bioquimicos e de biologia molecular (Romanha,
1982; Morel et al., 1980) quando foram mostra-
das diferengas em subpopulagles das cepas Y ¢

CL.

A homogeneidade de comportamento encon-
trada para os clones da cepa MR vem mostrar
ser o grau de heterogeneidade varidvel. Brener
(1965) relata para a cepa MR parasitemias altas
e irregulares que se conservavam até o 29 més
da infeccdo quando diminuiam. Muitos dos ani-
mais inoculados sobreviviam, Este conjunto de

informacgdes parece sugerir-nos que inicialmente
existiam dentro da cepa MR, subpopulactes
outras que de alguma forma interagiram entre
si, permitindo parasitemias irregulares e sobre-
vida de parte dos animais. Estas subpopulacdes
teriam desaparecido com a manuten¢do pro-
longada.

A predominincia de 90% de formas finas
observada para a cepa Y nfo foi repetida por
nenhum de seus clones. Para a cepa MR os 70%
de formas muito largas citadas por Brener
(1965) ndo foram por nds encontrados. Em lu-
gar deste valor, apenas 7% destas formas foi
observado. No entanto, o clone MR, mostrou
mais de 60% de formas muito largas. Possivel-
mente o clone MR, estaria envolvido com o
aparecimento deste cardter na cepa parental,
que por prolongado periodo de manuseio em
laboratdrio ndo mais estaria oferecendo condi-
¢Oes para esta populagdo se expressar. O fato de
estar, agora, atuando isoladamente sobre o
hospedeiro permitiria a evidenciagdo da carac-
teristica.

A mortalidade variou grandemente entre os
clones de Y: 100% para cepa Y parental e ¢lone
YP;; 0% para clone YP, ¢ 45,5% para o clone
YP,. Também para os clones da cepa CL foram
observados valores extremos de mortalidade.

Frente aos dados apresentados podemos
sugerir que as caracteristicas estabelecidas para
uma cepa, em laboratdrio, ao longo dos anos,
seria a resultante da intera¢do do comportamens-
to de vdrios clones que por terem se beneficiado
de determinadas condi¢Ges de manuseio, tive-
ram sua expressdo perpetuada de forma marcan-
te em relacdo as demais subpopulagdes anterior-
mente presentes.

RESUMO

Caracterizacdo de clones de Trypanosoma
cruzi — Dez clones isolados das cepas Y, CL ¢
MR foram caracterizados segundo infectividade
das culturas, curvas de parasitemia, polimorfis-
mo e mortalidade em camundongos C;H isogé-
nicos. Entre os clones das cepas Y ¢ CL foram
encontradas diferengas intragrupos bastante
significativas. Os clones da cepa MR apresenta-
ram maior homogeneidade. Estes resultados in-
dicam que as cepas do 7. cruzi podem apresen-
tar diferentes graus de heterogeneidade. Tam-
bém sugerem que as condi¢Ses utilizadas para
a manutenc¢do de cepas de T. cruzi podem resul-
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tar em vantagens seletivas para algumas subpo-
pulacées, podendo uma cepa ser o resultado da
interacdo destas subpopulagdes (clones) selecio-
nadas apds alguns anos de manuten¢do em labo-
ratorio.

Palavras-chave: clone — heterogeneidade —
Trypanosoma cruzi
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