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EFEITOS DE RAIOS GAMA SOBRE TRYPANOSOMA CRUZ! 

li - Anticorpos em camundongos inoculados . com formas de cultura 

Ednir SALATA (1), Maria Aparecida BARBOSA (1) e Fernando M. A. CORR~A (2) 

RESUMO 

Testes de imunofluorescência indireta foram realizados em soro e eluatos de 
sangue de camundongos inoculados com diferentes doses de formas de cultura de 
Trypanosoma cruzi submetidos ou não a 90 krad de raios gama. Formas não 
irradiadas de cultura foram imunógenos mais eficientes que as formas irradiadas. 
Cerca de 75 % dos animais inoculados com formas não-irradiadas apresentaram 
título igual ou superior a 1/16, sendo o maior 1/64. 

INTRODUÇÃO 

DuxBURY & SADUN 3, utilizando imuno­
fluorescência, demonstraram anticorpos cir­
culantes em soro de ratos imunizados com 
Tryparwsoma rhodesiense irradiados. 

PoTHIER & col. 4 detectaram, por imuno­
fluorescência indireta, anticorpos específicos 
para Tryparwsoma cruzi em camundongos 
previamente inoculados com 1 X 106 formas 
epimastigotas obtidas de cultura. 

Em trabalho anterior 5
, demonstramos quP 

camundongos inoculados com formas de cul­
tura de Tryparwsoma cruzi irradiadas com 
90 krad não foram protegidos contra reino­
culação com formas sanguíneas não irradia­
das, ao contrário do que ocorre quando da 
inoculação de formas de cultura não irra­
diadas. 

No presente trabalho procuramos verificar 
se ocorre variação no título de anticorpos sé­
ricos de camundongos inoculados com formas 
de cultura, irradiadas e não-irradiadas. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Irradiação dos Parasitas 

Hemoflagelados de cepa Y mantidos em 
meio de WARREN, foram irradiados com 90 
krad através de uma fonte gama de Co-60, 
com uma atividade de 66,5 krad/hora, a 
10 cm. 

Esquema de Imunização 

O meio de W ARREN utilizado no presente 
trabalho foi de um único lote, que após seu 
preparo foi estocado a 4ºC. Vários tubos fo­
ram semeados semanalmente a partir de um 
mesmo inóculo. e após incubação a 28ºC du­
rante 7 dias, foram divididos em dois lotes 
sendo um deles submetido a radiação para 
posterior inoculação. A porcentagem das di­
ferentes formas do protozoário não foi de­
terminada. 

Os esquemas de imunização utilizados fo­
ram os mesmos descritos anteriormente 5, e 
estão sumariados na Tabela I. 
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Soro Anti-T. cruzi 

Sangue de camundongos imunizados foi 
semanalmente t:oletado em papel de filtro 
Whatman n. 0 1, como preconizado por SouzA 
& CAMARGO 6, e estocado a - 20°C até o 
momento do uso. Eluatos foram preparados 
com solução salina tamponada com fosfatos 
pH 7,2, de modo a dar uma diluição do 
soro a 1/20. 

Soro foi coletado aos 60 e 90 dias após a 
l.ª dose imunizante e estocado a - 20ºC. 

Antígeno 

Formas de cultura de T. cruzi em meio 
de W ARREN, mantidas a 28ºC durante 7 dias, 
foram lavadas em salina fosfatada, 0,15 M 
pH 7,2. O sedimento foi ressuspenso na 
mesma salina contendo formalina a 2 % e 
mantido a temperatura ambiente por cerca 
de 24 horas. Após centrifugar, o sedimento 
foi ressuspenso em salin!l fosfatada contendo 
dextrose a 6% e distribuído em lâminas qlla­
driculadas 2

• 

Conjuga.do Antiglobulina de Camundongo 

Apresentando um título de 1/80 e relação 
F /P igual a 7,2 X 103, foi gentilmente for­
necido pelo Dr. MARIO CAMARGO. 

Reação de lmunofluorescência 

Diluições do soro ou eluatos foram incuba­
dos sobre áreas antigênicas por 1 hora a 
37ºC. 

Após o período de incubação, as lâminas 
foram lavadas abundantemente com salina 
fosfatada. 

A seguir as lâminas foram incubadas, em 
câmara úmida a 37ºC por 30 minutos, em 
presença do conjugado diluído a 1/80 em 
salir,a tamponada contendo azul de Evans .a 
0,001 % como contraste. 

Após nova lavagem das lâminas, por imer­
são em 3 trocas de salina tamponada, as 
mesmas foram montadas com auxílio de gli­
cerina tamponada com carbonato-bicarbona­
to pH 9,0 e examinadas ao microscópio. 

RESULTADOS 

Os testes de imunofluorescência indireta 
com eluatos a 1/20, coletados semanalmente, 
mostraram-se negativos durante 6 semanas 
consecutivas. 

Os resultados com soros coletados aos 60 
e 90 dias após a 1. ª dose imunizante encon­
tram-se na Tabela II. Cerca de 75 % dos 
animais inoculados com formas não-irradia­
das apresentaram título igual ou superior a 
1/16, enquanto apenas 10% dos inoculados 
com formas irradiadas apresentaram título 
de 1/16. 

DISCUSSÃO 

Nossos resultados indicam que formas não­
irradiadas de cultura de T. cruzi foram imu­
nógenos mais eficientes que formas irradia-

TABELA I 

Esquemas de imunização dos camundongos 

Lote 
Número de Número de doses Dias de intervalo 

animais imunizantes entre as doses 

A(*) 10 2 30 
A(**) 10 2 30 
B (*) 10 4 7 
B (**) 10 4 7 

(*) Lotes que receberam formas irradiadas de cultura de T. cruzi 
("*) Lotes que receberam formas não-irradiadas de cultura de T. cri,zi 
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TABELA II 

Títulos de imunofluorescência indireta com soros de camundongos inoculados com diferentes 

doses de T. cruzi irradiados com 90 krad e controles, aos 60 e 90 dias após a l.'ª dose 

imunizante 

Títulos após 
-

60 dias 1 90 dias 
Lote 1 

1/4 

1 

1/8 

1 

1/16 

1 

1/32 
1 

1/64 

1 

1(4 

1 

1/8 

1 

1/16 

1 
1/32 1 1/64 

A(*) (+ )0/5( ++) 5/5 0/5 0/5 0/5 3/5 2/5 0/5 0/5 0/5 
A (**) 1/5 0/5 4/5 0/5 0/5 0/5 2/5 1/5 1/5 1/5 
B (*) 0/4 3/4 1/4 0/4 0/4 1/5 3/5 1/5 0/5 0/5 
B (**) 0/5 0/5 1/5 4/5 1/5 0/5 2/5 2/5 1/5 0/5 
e 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 - - - - -

(*) Animais inoculados com formas irradiadas de cultura de T. cruzi 
(**) Animais inoculados com formas não-irradiadas de cultura de T. cruzi 
( +) Número de animais positivos 

( + +) Número de animais examinados 
C Animais não inoculados 

das. Entretanto, os títulos relativamente bai­
xos observados nos lotes de camundongos 
inoculados com as formas não-irradiadas não 
justificam a imunidade parcial por nós obser­
vada anteriormente 5

• 

Em conseqüência somos levados a admitir 
duas hipóteses para justificar aqueles resul­
tados: 1) Anticorpos protetores seriam pro­
duzidos contra determinantes antigênicos do 
parasita porém não seriam detectáveis pela 
imunofluorescência; 2) A resposta imune 
mais eficiente estaria inversamente relacio­
nada à dose estimulante, isto é, menor dose 
estimulante acarretaria resposta imune mais 
eficiente 1

• 

Estudos complementares devem ser reali­
zados para que se tirem conclusões mais 
concretas a respeito do mecanismo envolvi­
do na Doença de Chagas; sobre qual a me­
lhor dose de imunógeno e qual a via de 
inoculação mais eficiente e como atua a 
radiação sobre o T. cruzi. 

SUMMARY 

Effects of .gamma radiation on Trypanosoma 
cruz1. II - Antibody production in mice 

inoculated with culture f orms 

Antibody fluorescent tests were carried out 
with serum and blood eluates from mice 
inoculated with different doses of irradiated 
(90 .krad) and non-irradiated T. cruzi cul­
ture forms. 

Non-irradiated culture forms were more 
efficient immunogens than the irradiated 
ones. About 75 % of the animals inoculated 
with non-irradiated forms showed titers 
equal or higher than 1/16, the highest one 
reaching 1/64. 
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