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APLICACAO DE VACINA VIVA AVIRULENTA DE
TRYPANOSOMA CRUZI EM SERES HUMANOS

(Nota Prévia)

Humberto MzeNEzES (1)

RESUMO

Um mutante da cepa Y que ji se mostrara avirulenlo e imunogénico para
animais de laboratério foi utilizado para vacinar séres humanos.

N&o houve sinais clinicos nem laboratoriais de infecgio.
Descreve-se e se discute os resultados de algumas provas imunolégicas.

INTRODUCAO

Desde 1968 quando publicamos nosso pri-
meiro trabalho s6bre o efeito protetor da ce-
pa Y, avirulenta, do T'rypanosoma cruzi con-
tra infecgdo de camundongos pela cepa ho-
moéloga virulenta (MENEZES'), temos pro-
curado demonstrar, através de uma série de
experiéncias, que aquela cepa ou melhor que
o mutante daquela cepa que denominamos
PF (MenNezes & ALBUQUERQUE®) é real-
mente avirulento (MENEzES ™ % 7) que pro-
tege diferentes espécies de animais de labo-
ratéorio (MENEZES™ ® *) e que essa prolegdo
se faz ndo s6 contra a cepa Y virulenta mas
também contra cepas virulentas diversas
(MENEZES 2).

Damos hoje um passo mais adiante, pro-
curando demonstrar que a aviruléncia do mu-
tante PF nfo se limita s6 aos animais de la-
boratério mas se manifesta também no ho-
mem.

MATERIAL E METODOS

1) Dois voluntarios, masculinos, brancos,
um com 52 anos (Fr 54-1) e outro com 32
anos {Fr 54-2), em perfeito estado de satide,

foram submetidos préviamente aos seguintes
exames: a) Reagio de Guerreiro & Macha-
do no sangue (duas reagbes para cada pa-
ciente, realizadas em dois diferentes Labora-
térios) ; b) hemocultura para Trypanoso-
mas (3 tubos de meio liquido de Warren pa-
ra cada prova e para cada paciente); c)
imunofluorescéncia do séro para Trypanoso-
ma cruzi; d) xenodiagnéstico (5 ninfas de
R. prolixzus para cada prova e para cada pa-
ciente}). Exame dos triatomineos 30 dias
apbs o repasto; e) soroaglutinacido para
Trypanosoma cruzi segundo a técnica descri-
ta por Muniz®; ) exame direto do sbro
sanguineo para a pesquisa de tripanosomas
segundo a técnica de StroUT **; g) ino-
culacio do sbro sanguineo centrifugado, em
camundongos de 10 g de péso (5 camun-
dongos para cada prova e para cada pacien-
te); h) eletrocardiograma; 1) hemogra-
ma; j) hemossedimentagio (técnica de
Wintrobe) ; k) eletroforese das proteinas do
s61o (eletroforese em papel).

1) Determinac¢io do pulso, pressdo arte-
rial e temperatura (antes das vacinas e no
decorrer dos primeiros 15 dias que se segui-
ram a aplicagdo das mesmas) ;
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2) Vacinas — Foram utilizadas duas do- mes: GUERREIRO & MacHapo (dois exa-
ses de vacinas: mes para cada paciente); xenodiagndstico;
hemocultura para tripanosomas, inoculagdo

a) A primeira constou de uma suspensio,
em solugdo salina, de Trypanosoma cruzi,
cepa PF, com 21 dias de idade, cultivado em
meio difasico de Packchanian. Esta cultura
correspondia ao 315.° repique da antiga cepa
Y, virulenta.

As culturas foram tddas realizadas no De-
partamento de Parasitologia da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Préto.

A suspensfo dos tripanosomas foi feita se-
gundo técnica anteriormente descrita (MENE-
zEs *) e aplicada imediatamente apbs o seu
preparo.

No subcutineo da face anterior de um dos
ante-bragos, foi injetada a dose de 0,1 ml da
vacina, contendo cérca de 5 x 10* tripano-
somas, sendo 609, de formas méveis e apro-
ximadamente 109% de formas metaciclicas.

Oito, 15 e 30 dias apés essa 1. vacina
foram repetidos todos os exames referidos
no item 1.

Quarenta dias apos a 1.* vacina foi apli-
cada a 2.%; b) Esta foi preparada a partir
da cultura n.° 318 do Trypenosome cruzt,
cepa PF, em meio liquido de Warren. A
cultura tinha 15 dias de idade no dia da sua
utilizacdo. Intencionalmente foi usado um
grande volume de meio de cultivo (200 ml),
de modo a se obter um elevado nimero de
tripanbsomas. Nos 0,2 ml injetados por via
subcuitdnea, em cada voluntario, havia cérca
de 3:x 107 parasitas, sendo mais ou menos
-509% .de formas moveis e aprox1madamente
%,5% de metaciclicas. A suspensfio final da
2. vacina foi feita em solugdo salina con-
tendo 1.000 UI de Penicilina potassica e
1.000 ug de streptomicina por ml. A adi-
¢io déstes dois antibidticos alterou a morfo-
logia e a motilidade dos parasitas. Os fla-
gelados tomaram aspecto globoso e os seus
movimentos se tornaram lentos. A contagem
dos parasitas, em ambas as vacinas, foi feita
em cAmara conta-glébulos, segundo PETA-
NA 12,

Os exames mencionados no parigrafo 1

foram repetidos 8, 15 e 30 dias apds o em-

prégo dessa segunda dose.

Sessenta dias depois de aplicada a 2.* va-
cina, ou seja 100 dias apds o inicio da ex-
periéncia, foram repetidos os seguintes exa-

em camundongos do sbéro centrifugado dos
pacientes, soroaglutinacdo para tripanosomas
e eletroforese das proteinas do séro.
-
]
3) Para comprovar a aviruléncia das va-
cinas usadas, 0,2 ml de cada uma delas fo-
ram injetados, subcutdneamente, a dois gru-
pos de 5 camundongos, cada.
A pesquisa de parasitas no sangue perifé-
rico déstes animais foi feita 8 e 15 dias apés
& vacinacao.

4) Com o objetivo de demonstrar que as
vacinas utilizadas eram avirulentas porém
mantinham o seu poder imunizante, 30 dias
depois da vacina, todos os animais vacina-
dos e mais 10 outros de idéntico péso que
serviram como controles foram inoculados
com 5.000 parasitas/g da cepa Y virulenta,
colhidos de sangue de camundongos no 8.°
dia de infeccfo.

RESULTADOS

As Tabelas I e II ddo um quadro sucinto
dos resultados dos exames realizados.

As reacles apresentadas pelos dois pacien-
tes foram Unicamente de ordem local.

No paciente FR-54-1 ohservou-se uma pa-
pula eritematosa com didmetro maximo de
8mm, 24 horas apds a aplicacio da 1.* va-
cina e que desapareceu ao cabo de 5 dias.

Nio houve repercussoes gerais, como se
pode observar pelo grafico PPT-PA (Grafi-
co I), nem hipertrofia de gnglios regionais.
Fiste mesmo paciente apresentou grande rea-
cdo local apds a 2.* vacina, chegando o eri-
tema a medir 60 mm de didmetro no 3.°
dia. Tal como na vacina anterior nfio hou-
ve comprometimento ganglionar nem reper-
cussbes gerais (Grafico I).

As parasitemias, os xenos, as hemocultu-
ras, as inoculagbes em camundongos e as rea-
¢des de imunofluorescéncia do sbro se manti-
veram tédas negativas, durante toda a expe-
riéncia (Tabela I).

A reaciio de GUERREIRO & MacHADO apre-
sentou um resultado duvidose e oulro nega-
tivo, no 15.° dia e os dois resultados duvi-
dosos no 30.° dia apés a 2.* vacina, Porém,
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Resultados dos exames do

TABELA 1

paciente Fr 54-1

8 dias

A 8 dias 15 dias 30 dias 15 dias 30 dias 60 dias
ntes das . . ) R
Exames vacinas apos apoés apos apos apoés apos apos Observagdes
1.0 vacina 1.% vacina 1.2 vacina 2.8 vacina 2.2 vacina 2.2 vacina 2.2 vacina
Xenodiagnéstico =) (=) ) =) ) ) () (-) 5 ninfas R. prolizus (5.9
X estagio)
R.F.C. (=) =) =) ) =) + 1,7 + 1,7 ()
Guerreiro & Machado (-) (=) (-) (=) (=) =) + 1,5 (-) antigeno benzeno-clorof,
Hemocultura (—) =) =) () ) =) (=) (=) meio liquido de Warren
Aglutinacio (Tit. dos soros) 1/40 1/40 1/320 1/160 1/320 1/640 1/20480 1/160 Técnica J. Muniz
Imunofluorescéncia do séro =) (=) (-) =) (-) 0 (=) ()}
Inoculacio (=) (-) (-) =) (-) =) =) (=) 5 camundongos exp, 8,15 e
30 dias
Parasitemia (=) (=) (=) =) ) -) ) ) Técnica de Strout
E.C.G. N N N N N N N N
Hemossedimentaciao 8 mm 11 mm 3 mm 12 mm 5 mm 5 mm 6 mm o Técnica de Wintrobe
: 1+ h 12 h 12 h 1= h 1.2 h i h 12 h
Hemacias 4,3x10° 4,6x108 4,6x108 0 4,9x108 4,3x108 5x108 0 mm?
Hemoglobina 15,6 15,6 14,4 0 16,5 15,0 15,9 4] g%
Leucoécitos 5.000 3.800 4.500 6.100 3.900 7.000 7.000 1] mm?
Neutréfilos 51 42 54 48 64 62 52 0 %
Eosinéfilos 6 6 2 1 4 2 2 0 %
Linf6citos 35 47 38 46 27 34 39 0 %
Mondgcitos 7 3 6 5 5 2 6 1] %
Eletroforese das 23% 7%
Proteinas — so6ro N 2% 23% 14% 15% N 5% 17,0% Eletroforerc em papel
Alb. 49% Alb. 48,5%
R.F.C. — Wassermann =) (=) (- (=) (=) ) () (=)
=) () =) (-) ) (=) =) (=)
Pulso 86 920 95 92 96 86 84 26 Bat./min.
Pressdo-arterial 12,0 12,0 12,0 11,8 12,0 12,0 12,5 12,0 max. —
75 7.5 8,0 7,8 8,0 8,0 7.5 8,0 min. g
Temperatura 36°,0 36,1 369,3 369,5 36.9,2 36,0 369,0 36°,0
Péso 83 83 83 83 83 83 85 85 kg




Resultados dos exames do

TABELA IT

paciente Fr 54-2

Antes 8 dias 15 dias 30 dias 8 dias 15 dias 30 dias 60 dias
Exames das apés apos apos apos apos apés apos Observacdes
vacinas 1.0 vacina 1.» vacina 1.n vacina 2.0 vacina 2. vacina 2.2 vacina 2.« vacina
Xenodiagnéstico (=) (=) (=) (=) (=) ) (=) =) 5 ninfas (5. estdgio)
R. prolizus
R.F.C. =) (=) =) (=) (=) (=) + 1,7 (=)
Guerreiro & Machado (=) =) =) =) -) =) (-) =) antigeno benzeno-clorof,
Hemocultura (=) (-) (=) =) (-) (=) (=) (=) meio liquido de Warren
Aglutihacéo (Tit. dos soros) 1/20 1/20 1/1280 1/640 1/5120 1/20480 1/10240 1/320 Técnica de J. Muniz
Imunofluorescéncia do soéro (=) (=) (=) =) =) (=) (=) 0
Inoculacdo ) (=3 (=) (=) (=) (=) (=) () 5 camundongos exp. 8,15 e
30 dias
Parasitemia () (—) =) (=) (=) (-) (=) () Técnica de Strout
E.C.G. N N N N N N N 0
Hemossedimentacéo 4 mm 5mm 6 mm 12 mm 5 mm 3 mm 4 mm 4} Técnica de Wintrobe
1.t h 12 h i+ h 12 h 1+ h 1x h 1r h
HeméAcias 4,3x10° 4,5%108 4,4x108 0 4,8x108 4,3x1.0% 4,8x108 0 mm3
Hemoglobina 15,6 15,3 15,6 0 15.9 15,0 14,4 0 g%
Leucdcitos 6.550 5.150 5.700 6.250 4.000 6.000 5.000 0 mm?
Neutrétilos 55 54 52 56 54 52 35 4] %
Eosinofilos 6 6 2 6 4 2 12 0 %
Linfécitos 32 34 36 32 40 37 43 0 %
Monécitos 6 [ 10 6 2 8 8 %
Eletroforese das 2% 14% 12% 1% 7% 7% 14,0%
Proteinas — soro N 25% 23% 24 % 23% 26,0% Eletroforese em papel
alb. 47% Alb. 47% Alb. 47,0%
R.F.C. — Wassermann (=) (=) (-) (=) (=) =) (=) (=)
(-) (=) =) (=) =) (=) =) =)
Pulso 71 76 79 78 76 78 76 76 Bat./min.
Pressfo-arterial 12,0 11,5 11,7 11,0 11,8 12,0 12,0 12,0 max.
9,0 8,0 .7 7,5 8,2 8,0 8,0 7,5 min.
Temperatura 360,0 360,1 36,0 36,0 36,0 36°,0 36°,0 36°,0
Péso 54 54 54 54 54 54 54 54 kg
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Grafieo III
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1a. VACINA

os dois testes realizados 60 dias apds o em-
prégo da 2.* vacina se apresentaram negati-
vos.

As reacdes de aglutinagio deram resulta-
dos bastante significativos.

O teor de aglutininas obteve seu pico ma-
ximo, depois da-1.* vacina, no 15.° dia, de-

150

24, VACTNA B

48 55 70

crescendo em seguida. Oito dias apés a 2.°
vacina éles voltaram a se elevar, atingindo
o maximo no 30.° dia e iniciando sua des-
cida no 60.° dia’ (Grafico V).
Os eletrocardiogramas se
sempre dentro dos limites da normalidade

(Grafico III).

apresentaram
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Os leucécitos sofreram uma redugio apre-
clavel 8 dias depois da 1.* e da 2.* vacina.
Esta leucopenia acompanhou-se de neutrope-
nia-absoluta (Grafico VI).

A hemossedimentagio elevou-se ligeira-
mente 8 e 30 dias depois da 1.* vacina, re-
tornando logo em seguida aos niveis normais

(Grafico VIII).
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Nio houve alteragbes significativas na ele-
troforese das proteinas do séro (Tabela I).

O pulso, a pressdo arterial, a temperatura
e o péso ndo mostraram alteragbes que pu-
dessem ser consideradas como patologicas.

O paciente Fr 54-2 mostrou um quadro
geral semelhante porém com certas pequenas
diferencas que merecem destaque.

Apés 24 horas da 1.* vacina, apareceu na
zona da injecdo um discreto eritema circular
com cérca de 5 mm de didmetro e que de-
sapareceu por completo passados 3 dias.

Com a 2.* vacina surgiu igualmente, 24
horas depois, uma discreta papula com eri-
tema, medindo no conjunto 5 mm de didme-
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tro. Esta lesiio desapareceu por completo ao
cabo de 2 dias.

Apés um periodo de 12 dias apareceu, na
area da vacinagdo, um noédulo subcutineo,
duro, indolor, mdvel, sem reagfio eritemato-
sa, medindo 15 x 15 mm. Nio houve rea-
¢ao ganglionar e 11 dias depois ésse nddulo
desapareceu por completo sem ter provocado
qualquer outra complicagfo local ou geral.

A reagfio de GUERREIRO & MAcCHADO, uma
unica vez e num uUnico laboratério, apresen-
tou resultado duvidoso (titulo 1,7).

As aglutininas atingiram mais precoce-
mente os altos niveis observados no caso Fr

54-1 (Grafico V).
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Nio houve leucopenia absoluta mas a neu-
tropenia absoluta se apresentou no 8.° dia da
1.* vacina e se féz mais acentuada no 30.°
dia apés a mesma (Grafico VII).

Os camundongos imunizados com as vaci-
nas empregadas nos dois pacientes mostra-
ram grande resisténcia frente a uma infec-
¢io virulenta.

O percentual de mortalidade foi 09 em
ambos os grupos contra 1069 nos animais
contréles; todavia, sé6 os animais que recebe-
ram a 2.% vacina nfo apresentaram parasite-
mia positiva apés a infecgdo (Grafico V).

COMENTARIOS E CONCLUSOES

O presente trabalho apresenta uma série
de aspectos interessantes que estd a merecer
atencio particular dos especialistas.

Em primeiro lugar parece confirmar as
experiéncias realizadas em animais de labo-
ratério de que a cepa PF é avirulenta.

Infelizmente ndo dispomos de técnicas
imunolégicas adequadas para demonstrar que
os individuos vacinados estdo imunes,

Esta demonstracdo teve que ser feita de
modo indireto, infetando os animais que re-
ceberam as mesmas vacinas.

As aglutininas do séro atingiram niveis
muito altos comparaveis com aquéles descri-
tos por Muniz ™ na fase aguda da infecgdo
humana quande tamhém se ohservam inten-
sas reacbes de precipitinas e de fixacdo de
complemento.

Os titulos maximos das aglutininas foram,
em geral, observados ao fim do 15.° das va-
cinas o que estd de acérdo com as observa-
coes de Muniz & col. ', em macacos Rhe-
SUus.

A reacdo de fixagho do complemento de
GUERREIRO & MacHADO foi a que forneceu
os resultados mais interessantes e polémicos.

Se se admite como valida a opinido até
hoje geralmente aceita de que uma reagdo
positiva (salvo os raros casos falsos-positi-
vos) é sinal de prévia infeccdo por T. cruzi,

forgoso é concluir que os individuos vacina-.

dos com as formas vivas do mutante PF nao
se infetaram.

Convém mais uma vez lembrar que infec-
¢do aqui é usada no sentido de infecgfo-doen-
a.

Uelk?

Esta hipotese é reforcada pelos resultados
negativos da prova de imunofluorescéncia que
é considerada por alguns pesquisadores
(ViElra ™) como mais sensivel e mais espe-
cifica do que a da fixacdo do complemento
com antigeno benzeno-cloroformado.

Pesquisas mais extensas se fazem necessa-
rias pois se se confirmarem as observagles
aqui relatadas é inegdvel que se acha aberta
a possibilidade para a imunizagdo em massa
contra a tripanosomose Cruzi.

SUMMARY

Immunization of human beings with a live
avirulent strain of Trypanosoma cruzi.
( Preliminary report)

The mutant PF of the former virulent Y
strain of T. cruzi was demonstrated, in pre-
vious papers, to be avirulent for laboratory
animals and to protect them against infec-
tions with homologous and heterologous viru-
lent strains,

In the present communication the Author

tries to show that the same avirulence is also
valid in man.

Two adults volunteers received two doses
of vaccine with an interval of 40 days bet-
ween doses.

The first dose had 5 x 10* trypanosomes
being 609 mobile parasites and almost 10%
metacyclie forms.

The second dose had 3 x 107 parasites
with almost 50% of trypanosomes with mo-
vements, and approximately 5.59 metacyclic
forms.

A series of tests was done previously and
within 8, 15 and 30 days after the first dose
and 8, 15, 30 and 60 days after the second
one (Tables I and II).

The xenodiagnosis, blood cultures, blood
inoculations of mice and serum immunofluo-
rescence to T'. cruzi were consistently negati-
ve.

The FCT (Guerreiro and Machado) pre-

gented two doultful results in a patient and
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one in the other, but at the end of the 60
day of the second vaccine the test hecame
negative in both.

The possibility of active immunization wi-
thout permanent infection (premunition) is
indicated. :
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