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NOTA PRELIMINAR SOBRE A PROTECAO
INDUZIDA PELO T. hastatus (Trypanosoma “cruzi-like”
DO MORCEGO P. hastatus hastatus) EM
CAMUNDONGOS INOCULADOS

COM CEPA Y DO T. cruzi.

William Barbosa *, Ana Cindido Czerewuta **, José Martins de Souza ***

RESUMO

Trypanosoma hastatus quando inoculado na dose de 3.000 formas epimastigotas por 0,5 ml,
por variadas rotas, semanalmente, induz a protegao de camundongos, desafiados, apOs a ultima
dose de imunizagdo com cepa Y virulenta, na dose de 100.000 formas epimastigotas na fase expo-

nencial de crescimento, por via intraperitoneal.

A protecio foi avaliada pelos parametros: indices parasitémicos, avaliados periodicamente,
no 29, 59, 69,79 e 129 dias de mortalidade verificada até o 229 dia apds a dose desafiante.
A média do indice dc parasitemia foi trés vezes maior no grupo controle no 59 dia e quinze
vezes, aproximadamente, no 129 dia em relagdo ao grupo imunizado. Do grupo controle, 61,5%
morreram até o 199 dia e s depois deste dia morreram os trés animais (23%) dos imunizados.

UNITERMOS: Vacina, 7. hastatus, Docnga de Chagas.

INTRODUCAO

A tentativa de imunoprofilaxia na
Doenga de Chagas € uma meta antiga, de
muitos Centros de Pesquisa, onde nume-
rosos pesquisadores vém tentando obter
imuniza¢do ativa contra esta doenga (2,
4,5,7,9,11,12,13,14,16,17,18, 19,
20, 27, 28, 29, 30, 33, 34, 35, 37, 38, 40,
41), o que infelizmente, vem esbarrando

em inesperadas dificuldades — visto nao
se dispor com seguranga, de uma cepa de
T’ cruzi, absolutamente nao patogénica.

E discutivel mesmo, que a infecgao
pelo proprio 7. cruzi, induza sempre, em
animais recuperados, sobreviventes, imu-
nidade absoluta (3), embora nas investiga-
¢oes iniciais de 1912, 1913 (2,5), e logo,
posteriormente, em 1931 e 1941 (6,8), ti-
vesse sido observada completa imunidade
as reinfecgdes.
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Muitos experimentos, usando varia-
das cepas de T. cruzi, tém sido descritos,
nos quais foram observados variados
graus de protecao (3, 4, 13, 15, 24, 28,
29).

Mesmo o emprego de outros trypa-
nosomatideos, como o 7. lewisi e Herpe-
tomonas pessoai (12, 34,39, 40) ja foram
usados em animais de laboratério, eficaz-
mente.

Os resultados tém sido desalentado-
res, tanto com o emprego de parasitas
mortos (13. 14, 16, 17, 18, 36, 37, 38)
quanto com formas vivas (11, 12,19, 31,
33, 34, 35).

Estas ultimas, porém, teriam que
ser avirulentas, ou de viruléncia atenuada
(23).

Culturas atenuadas de baixa virulén-
cia, sob certas condigdes, podem readqui-
ri-la, com o uso de corticosteréides nos
animais inoculados (31).

Admite-se que cepas atenuadas por
longos periodos de passagens em culturas,
como a cepa PF de Menezes, possam per-
der sua patogenicidade e manter sua anti-
genicidade e imunogenicidade, sendo efi-
cazes e ndo patogénicas mesmo em ani-
mais, artificialmente depletados (24, 25,
26) o que tem sido refutado por outros
autores que obtiveram reisolamento da
cepa PF ap6s inoculagdo de camundon-
gos. E certo que algumas amostras da pro-
pria cepa Y, que deu origem a cepa PF,
mantenha, ao contrdrio desta, mesmo
apos indmeras passagens em meios de cul-
tivo, a capacidade de tornar-se virulenta
apos 2 ou 3 passagens em camundongos,
conforme documentou FERNANDES
(10).

Tentando contornar estas dificul-
dades, ultimamente, a tendéncia € tentar
a mdugio de protegao pelo uso de fragdes

imundgenas especificas (monoespecificas)
constituidas por glicoproteinas de super-
ficie do proprio T. cruzi patogénico
SCOTT E NEAL, 1984.

Apesar de tudo, achamos valido fa-
zer mais uma tentativa com 7rypanosoma
cruzi cepa hastatus, de Phyllostomus has-
tatus hastatus, que imunologicamente,
identificamos ao T. cruzi e que foi inclui-
do por BAKER e cols. (1) face a proxi-
midade de seus caracteres bioquimicos —
padrdo de densidade flutuante do DNA
do nucleo e cinetoplasto, e seu zimode-
ma, como uma subespécie distinta: O 7.
cruzi marinkellei ssp nov. diferenciando-a

do T. cruzi stricto sensu”, ficou com o
nome da subespécie 7. cruzi cruzi Chagas,

1909.

O parasita, a nosso ver, € provavel-
mente o resultado de um processo muta-
cional ocorrido expontaneamente na na-
tureza, por perda de ligagdo com o vetor
habitual, o triatomineo, e passagens mul-
tiplas e sucessivas em quirdpteros que lhes
emprestaram a qualidade de perder sua
viruléncia e manter sua imunogenicidade.

Esta nota preliminar € a reprodugao
de um experimento realizado com a sau-
dosa pesquisadora Maria do Carmo Morei-
ra de Souza a quem rendo, neste momen-
to, uma homenagem, em que verificamos
apenas a capacidade imunogénica do 7.
hastatus, na auséncia de patogenicidade.

MATERIAL E METODOS
A — Trypanosoma hastatus
O T. hastatus foi mantido em LIT

em repiques de 10 em 10 dias, em estufa
a 280 C.
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B — Trypanosoma Y

Foi também mantido em LIT, em
estufa a 28° C, com repiques quinzenais e
passagem por camundongos, periodica-
mente, visando manter sua patogenicida-
de.

C — A obtengao da massa de células

A suspensdo do 7. hastatus foi ob-
tida a partir de uma cultura de 10 dias de
crescimento, centrifugadas a 3.000 rpm e
lavadas trés vezes em solugdo fisiologica.
A avaliagdo da concentragdo de células foi
feita pela contagem dos flagelados em ca-
mara de Neubauer para concentragdo de
3.000 formas epimastigotas por camun-
dongo em volume de 0,1 ml.

A massa de células do 7. cruzi foi
obtida da mesma forma e usando uma
conéentragdo de 100.000 (1 X 105) no
volume de 0,1 ml no 159 dia de cresci-
mento, para cada camundongo.

ESQUEMA DE IMUNIZACAO

Camundongos com peso entre |5 e
25 gramas de ambos os sexos — mantidos
separadamente — da raga swiss star, foram
submetidos a 4 (quatro) inoculagdes por
semana, a primeira na pata, a segunda no

peritoneo, a terceira no tecido subcuta-
neo e a ultima ‘ambém por via intraperi-
toneal.

O dasafio foi realizado 3 (trés) dias
ap6s a ultima dose da ‘‘vacina” com
1 X 105 formas epimastigotas da cepa Y
virulenta por via intraperitoneal.

O experimento foi sempre realizado
com dois lotes de treze camundongos, um
destinado a@ imunizagao e outro servindo
de controle.

O controle foi realizado pelo indice
parasitémico feito pela contagem de para-
sitas colhidos do sangue da cauda do ca-
mundongo, periodicamente, a cada dia,
até o 129 dia; e o indice de mortalidade
avaliado percentualmente, apés o 149 dia
do desafio até o 229 dia.

RESULTADOS

Os resultados encontram-se resumi-
dos na FIGURA 1e TABELAI, onde se ob-
serva que o indice de parasitemia foi muito
baixo nos animais imunizados ¢ o percen-
tual de mortalidade dos animais controles
foi muito mais precoce ¢ muito mais ele-
vado do que os animais imunizados, que
$O se iniciou no décimo nono dia apos a
inoculagdo.
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TABELA 1: Indice parasitémico dos grupos controle e imunizado com 7. hastatus, inoculados com cepa y virulenta

ANIMAIS 1 2 3 4 5 6 7 8 9
2IA I* Ch* I C I C 1 C I (o I C I C I C I C
2R 70 70 0 0 0 70 70 70 70 140 0 0 70 0 0 0 0 0

|
39 | 980 10220|1470(4970 |30000/14210[1820{10500| 5880}11480| 560 | 8820 3220| 5810|1120 | 2240|3710 (15400
69 490 3080 | 140{1680 | 2030 1610| 140| 1680|2100| 2380 280 | 1610| 840) 1260| 140 | 1260|1610 6230
To 420 1890{1320{2660 420( 2800] 210 560| 140 2660 70| 2660 0| 2520(1960 |4200| 140 | 2940
129 840 7980[1260|1330 210| 3290( 350| 5040| 630 700 70| 2450| 560| 1960| 210 p8140| 420 | 3290
I* - Grupo Imunizado - 1 - 13/7/77, 2 - 14/7/77, 2 - 15/7/77, 3 - 18/7/77
C** - Grupo Controle - 1 - 19/7/77, 1 - 20/7/77, 1 - 21/7/77
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COMENTARIOS

Nesta investigagdo preliminar foi
possivel constatar que a inoculagao do T.
hastatus, em pequenas doses correspon-
dentes a 3.000 epimastigotas, em indculos
semanais por um més, pelas rotas - subcu-
tdnea, intramuscular (pata) e peritoneal —
foi capaz de induzir uma imunidade que,
conquanto, ndo esterilizante, foi muito
evidente, sugerindo uma perfeita identi-
dade antigénica entre o T. hastatuse o T.
cruzi.

Estas observagdes sao completa-
mente opostas as de BAKER e cols. (1)
que se referem a falta de prote¢ao com os
“stoks” B3, B7, B29 e B34, pela inocula-
¢3o de suas culturas e subsequientes desa-
fios com 7. cruzi, todos tornando-se in-
festados, com padrdes de infec¢do indis-
tinguivel do controle. Estas cepas provie-
ram de Sdo Felipe na Bahia, isoladas por
MILLES E BARRET do Phyllostomus
discolor.

Alids, sob este mesmo aspecto —
comunidade antigénica — cometem BA-
KER e cols. (1) outro deslise, citando o
trabalho de BICE E ZELEDON sobre a
comparagdo do Trypanosoma vesperti-
liones e Trypanosoma cruzi — pois neste
trabalho realmente existe uma fundamen-
tal diferenga entre os trypanosomas expe-
rimentados, ao contrdrio do que ocorre-
ria, se o estudo comparativo fosse feito
com 7. hastatus, em que estaria presente,
sem duvida, a fragdo 5, caracteristica do
T. cruzi.

SUMMARY

Preliminar note, protection induced by
T. hastatus (T. cruzi like from bat /.

hastatus hastatus) in mice inoculated with

LW L)

y” strain of 7. cruzi.

Mice were inoculated 3x103 c¢pi-
mastigotes forms of 7. hastatus in 0,5 ml,
for different routes, weekly. Protection
was obtained when virulent strain “‘y"
10x105 epimastigotes in exponential pha-
se of growth, by intraperitoneal route we-
re used as challenge.

Mice were examined for counts of
parasites in the blood stream on days 2,
5, 6,7 and 12 th and. mortality rates until
22 days after challenge.

Mean of parasitemic index was 3
times higher in control group on day 5
and 15 times higher on day 12, in relation
to protected mice.

61,5 mice of control group died up
to day 19, and only 3 (23%) mice from
immunized group died after day 19.
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