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EFEITOS DE RAIOS GAMA SOBRE TRYPANOSOMA CRUZ! 

Ednir SALATA (1), Frederico M. WIENDL ( 2) e Fernando M. A. CORRÊA(R) 

RESUMO 

São verificados os efeitos de diferentes doses de radiação gama sobre a mor­
fologia, motilidade, reprodutibilidade, virulência e capacidade protetora de formas 
de cultura de Trypanosoma cruzi, cepa Y, mantidas em meio de W arren ou ino­
culadas em camundongos. Mesmo com dose máxima de 90 krad, não foram de­
tectadas alterações de morfologia e de motilidade sendo que a reprodutibilidade 
foi parcialmente abolida até com doses inferiores à máxima empregada. Formas 
de cultura tiveram sua virulência diminuida quando submetidas a dose de 60 
krad e totalmente abolida quando a dose foi de 90 krad. Tripanossomos irradia­
dos com 90 krad e inoculados em camundongos não conferiram proteção quando, 
posteriormente, tais camundongos foram submetidos a inoculação com formas san­
guíneas virulentas não irradiadas. 

INTRODUÇÃO 

A partir do trabalho inicial de BRUMPT 2, 
inúmeros Autores têm confirmado a presença 
de sólida imunidade a superinfecções de ani­
mais que ultrapassaram a fase aguda e al­
cançaram a fase crônica da Doença de Chagas. 

Dus 6 confirmou os trabalhos de BRUMPT 
sobre a presença de imunidade em animais 
que sobreviveram à fase aguda e, também, os 
trabalhos de MAYER & ROCHA LIMA u, so­
bre a ausência de imunidade passiva pela 
transferência de soros de animais ativamen­
te imunizados. 

O emprego de flagelados mortos por pro­
cessos físicos ou qmm1cos utilizado por 
JoHNSON & col. 1 3, GoNZÁLEZ-CAPPA & col." 
e outros 20

, tem apresentado resultados alen­
tadores na imunização de camundongos, na 
dependência do método utilizado para ma­
tar os hemoflagelados, da freqüência de ino­
culação, da amostra usada para a imunização 
e do uso de adjuvantes. Entretanto, tais ca-

mundongos imunizados apresentam parasite­
mia, embora transitória e baixa, após a in­
fecção com formas virulentas. 

Segundo CüLLIER 5
, a imunidade de camun­

dongos contra o Trypa1wsoma cruzi depende 
da contínua presença desse flagelado no teci­
do somático. 

Os experimentos de P1zz1 & PRAGER 21 de­
monstraram uma marcada imunidade em ca­
mundongos inoculados com formas de cultura 
de virulência atenuada do flagelado, as quais 
causavam infecções embora clinicamente ina­
parentes. Algumas dessas observações foram 
recentemente confirmadas por MENEZES & 
ALBUQUERQUE is, utilizando um "mutante" da 
cepa Y, para o qual estes Autores sugerem a 
designação de cepa PF. 

A inoculação de formas virulentas, em ca­
mundongos imunizados através da inocula­
ção de formas vivas de tripanossomo de viru­
lência atenuada, produz infecções. Tais in-
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fecções são demonstráveis por métodos labo­
ratoriais 1

"• 
18

• ·
21

• 

Outros pesquisadores têm procurado veri­
ficar a ação de agentes capazes de inibir a 
infetividade sem, entretanto, matar os flage­
lados parasitas. Estudos referentes a efeitos 
de radiações sobre diferentes organismos celu­
lares têm sido realizados desde a descoberta 
do raio X. Assim HALBERSTAEDTER 10 veri­
ficou que o Trypanosoma brucei perdia sua 
infetividade, porém mantinha sua motilidade, 
quando tratado com radium. BRUYNOGHE 3 

confirmou os achados de HALBERSTAEDTER. 
PATEL 19 demonstrou que culturas de T. bru­
cei eram resistentes à ação dos raios X, 
porém rapidamente destruidas quando expos­
tas à radiação ultra-violeta. 

Expondo Trypanosoma gambiense a uma 
fonte de raio X, HALBERSTAEDTER 11 verificou 
perda de infetividade para camundongos, com 
doses de 12.000 r, enquanto que 600.000 r 
destruiarn os flagelados. 

Outros pesquisadores, tais corno EivrMETT 8, 

CHIARI & col. 4, DuxBURY & SADUN 7 e MAR­
TINEZ-SILVA & col. 13

, trabalhando com dife­
rentes espécies e cepas do hemoflagelado e 
com diferentes fontes de radiação, encontra­
ram sempre alterações biológicas nesse pro­
tozoário. 

Segundo MARTINEZ-SILVA & col. 13
, dife­

rentes cepas de tripanossorno, apresentam ha­
bilidade reprodutiva variável, o mesmo ocor­
rendo com a radiossensibilidade dessas cepas. 

Procuramos verificar, no presente trabalho, 
, os efeitos de diferentes doses de radiação ga­
ma sobre formas de cultura da cepa Y de 
Trypanosoma cruzi, mantidas em meio de cul­
tura ou inoculadas em camundongos. Pro­
curamos verificar possíveis alterações na mo­
tilidade, reprodutibilidade, morfologia, viru­
lência e capacidade protetora do protozoário 
exposto àquela radiação. 

MATERIAL E METODOS 

1 rradiação dos Parasitas 

Formas de cultura em meio de WARREN 24 

de Trypanosoma cruzi, cepa Y, foram subme­
tidas a diferentes doses de radiação forneci­
da por uma fonte gama de Co-60, apresen­
tando atividade de 640 éuries e urna taxa 

de irradiação de, aproximadamente, 66,5 
krad/hora, a 10 cm. 

Motilidade, Morfologia e Reprodução 

Imediatamente após a exposição e após a 
incubação em estufa a 28'°C durante 7 dias, 
as culturas eram examinadas a fresco, com 
aumento de 600 X, para verificar possíveif 
alterações na motilidade, morfologia e na ca­
pacidade de reprodução dos tripanossomos. A 
capacidade reprodutiva foi estimada através 
da técnica de Przzr, modificada por BRENER\ 
calculando-se, em 3 amostras do meio, o nú­
mero médio de tripanossomos por ml de meio 
de cultura. 

Virulência 

Observações quanto a alterações do período 
pré-patente, de percentagem de infetividade 
e de mortalidade, observada durante 90 dias 
GpÓs a inoculação inicial, foram realizadas no 
sentido de se verificar variações de virulência. 
Para isso, camundongos albinos de 23 dias, 
pesando de 15 a 17 g, foram inoculados com 
doses de 100.000 formas de cultura de tri­
panossomo submetidas a diferentes doses de 
raios gama. 

O inóculo, lavado várias vezes através su­
cessivas centrifugações em solução salina, até 
que o sobrenadante se tornasse límpido, foi 
introduzido por via intraperitoneal. 

Verificação da Infecção 

A infecção foi seguida através de exames 
de sangue a· fresco, xenodiagnóstico, hemo­
cultura e subinoculação. Os exames de san­
gue a fresco foram realizados a cada 24 ou 
48 horas, durante um tempo máximo de ;:í5 
dias após a inoculação inicial. Os xenodiag­
nósticos foram realizados utilizando-se duas 
ninfas de 5.'º estádio de Triatoma infestans, 
para cada camundongo com exames de :san­
gue sucessivamente negativos até o 35.0 dia. 
As hemoculturas foram realizadas em meio 
de W arren e mantidas em estufa a 28'ºC, du­
rante 7 dias, após o que foram examinadas 
e desprezadas. 

As subinoculações foram realizadas em ca­
mundongos de 23 dias, os quais, após essa 
inoculação, foram examinados durante 7 dias 
consecutivos. 
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Imunização Experimental 

Para verificar o efeito imunizante de for­
mas de cultura de T. cruzi expostas à radiação 
gama, camundongos foram inoculados, obede­
cido o seguinte esquema: 

Lote A : 15 camundongos receberam 2 do­
ses de 100.000 formas de cultura de tripa­
nossomos expostas a 90 krad, sendo de um 
mês o intervalo entre as doses; 

Lote Controle B: 15 camundongos recehe­
beram 2 doses de 30.000 formas de cultura de 
tripanossomos não irradiadas, com um mês 
de intervalo entre as doses; 

Lote B: 15 camundongos receberam 4 
doses de 100.000 formas de cultura de tri­
panossomos irradiadas com 90 krad, sendo de 
7 dias o intervalo entre as doses; 

Lote Controle B: 15 camundongos recebe­
ram 4 doses de 30.000 formas de cultura de 
tripanossomos não irradiadas, a intervalos de 
7 dias; 

Lote C: 15 camundongos normais e que 
não foram inoculados. 

Sete dias após a aplicação da última dose 
imunizante nos Lotes A, B e seus controles, 
os 5 lotes foram inoculados com formas san­
guíneas de T. cruzi não irradiadas. A dose 
utilizada foi de 5.000 tripanossomos por g 
de peso do camundongo. 

RESULTADOS 

As doses utilizadas, bem como seus efeitos 
sobre a capacidade de reprodução da cepa Y 
de T. cruzi em meio de W arren, estimada 
após 7 dias de incubação, encontram-se na 
Tabela I. 

Nenhuma alteração de motilidade ou na 
morfologia dos hemoflagelados foi observada 
até doses máximas de 90 krad. 

Entretanto, corno se pode notar na Tabe!a 
I, já com doses inferiores à máxima por nós 

TABELA I 

Crescimento, em meio de Warren, de Trypanosoma 
cruzi submetido a diferentes doses de radiação 

gama 

Dose de raios 
gama em 

krad · 

o 

30 

60 

90 

Média do n.º de Média do n.o de 
T. cruzi por mi 
de meio, antes 
da irradiação 

3 X 10" 

3 X 106 

3 X 106 

3 X 10" 

T. cru;zi por mi 
de meio, 7 dias 
após a irradia-

ção 

6,5 X 106 

3,1 X 106 

2,7 X 106 

2,6 X 106 

TABELA II 

Infetividade de formas de cultura da cepa Y de T. cruzi submetidas a diferentes doses de radiação 

1 

Exame de sangue a fresco 

Xenodieg-1 H=neui-
--

Dose de raios 1 Dias após a inoculação Subino- % de 
gama em krad 1 nóstico tura culação infecção 

1 

1 

1 

1 

1 
7 1 14 21 

1 
28 35 

1 
1 1 1 

1 ( *) (''*) 1 

1 1 1 i 
1 

30 0/30 1 30/30 1 
- - - 1 -

! 
- - 100,0 

! 
1 1 

i 
60 0/29 8/29 1 13/29 15/29 15/29 0/14 ! 0/14 0/14 51,7 

1 

1 

90 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 

1 

0/30 0/30 o 

Controle I 30/30 - - - - - - - 100,0 
( *''*) 

Controle II 21/30 30:/30 1 -
1 

- - - 1 
- - 100,0 

(****) 

1 1 1 1 

(*) Número de camundongos positivos 
(**) Número de camundongos inoculados 

(**'') Camundongos inoculados com formas sanguíneas de T. cruzi não irradiadas 
(**'"') Camundongos, inoculados com formas de cultura de T. cruzi não irradiadas 
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utilizada, a reprodutibilidade foi alterada. 
As inoculações de camundongos mostra­

ram aumento de período pré--patente e dimi-­
nuição da percentagem de camundongos in­
fetados (Tabela II), e da percentagem de 
mortalidade dos camundongos, observada du-­
rante 90 dias (Tabela III). 

repiques semanais, em cultura, de tripanosso­
mos irradiados com essa mesma dose, torna-­
ram-se estéreis após a 4:ª semana. 

A supreseão total da virulência dos tripa-­
nossornos foi obtida com dose de 90 krad e 

Os resultados obtidos com inoculação de 
formas sanguíneas não irradiadas de T. cruzi, 
cepa Y, em camundongos previamente imuni-­
zados com formas de cultura de tripanossomos 
irradiados com 90 krad e controles, estão ex-­
pressos na Tabela IV e nos mostram que tais 

TABELA III 

Mortalidade de camundongos inoculados com cepa Y de T. cru..zi submetida a diferentes 
doses de radiação 

Dias após· a inoculação 
Dose de raios 
gama em krad 

1 
i--1-5--- ,.·-·· 

% de morta­
lidade 

30 

60 

90 

Controle I 
(***) 

Controle II 
(****) 

i 
( *) (**) 

0/30 

0/30 

0./30 

30/30 

0/30 

30 

3/30 

0/30 

0/30 

8/30 

Número de camundongos mortos 

45 

4/30 

0/30 

0/30 

9/30 

Número total de camundongos em observac:ão 

60 75 

1 

4/30 4/30 

0/30 

0/30 

9/30 

0/30 

0/30 

11/30 

4/30 

0/30 

0/30 

13/30 

('') 

(**) 
('''**) 

(*''**) 
Camundongos inoculados com formas sanguíneas de T. cruzi não irradiadas 
Camundongos inoculados com formas de cultura de T. cruzi não irradiadas 

TABELA IV 

13,3 

o 

o 

100,0 

43,3 

Infetividade e mortalidade de camundongos "imunizados" com formas de cultura de tri­
panossomos irradiados com 90 krad e controles observados durante 90 dias após a ino­

culação com formas sanguíneas não irradiadas 

N.0 de do- Dias de inter--
Dose imu-

Período pré--pa-- % de in-- % de mor--
Lote imuni-- valo entre tente máximo ses as 

nizante fecção talidade 
zantes doses (*) 

1 

1 1 

1 1 
! 

A 2 30 

1 

100.000 5 100 ! 
1 

1 

Controle A 2 30 30.000 
1 

5 100 ' 

B 4 7 100.000 1 5 100 

Controle B 4 7 30.000 5 101) 

c o -
1 

- 5 100 

(*) Consideramos como período pré--patente máximo, o número de dias necessários para 
ocorrência de 100% de inf·ecç>ão. 

86,6 

o 

66,6' 

66,6 

66,6 
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formas irradiadas não conferem proteção, in­
dependentemente do número de doses imuni­
zantes e do intervalo entre as mesmas. 

DISCUSSÃO 

De acordo com EMMETT 8, doses de 10.000 
r a 100.000 r de raios X não alteram nem 
a motilidade nem a morfologia do T. cruzi 
mantido em meio de cultura. Entretanto, 
dose~ de 51.000 r a 100.000 r são suficien­
tes para destruir o poder infetante das for-
111as de cultura do hemoflagelado. 

Segundo MARTINEz05ILVA & col. 1 3, que 
trabalharam com 3 cepas diferentes de T. 
cruzi, alterações de motilidade e de morfo­
logia só são observadas com altas doses de 
radiação. Por outro lado, segundo esses mes­
mos Autores, a inibição da infetividade de­
pende tanto da dose de radiação como do 
poder infetante da cepa, via de inoculação e 
número de organismos inoculados. Assim é 
que, doses de 50 krad aboliram a capacidade 
infetante da cepa Corpus christi, enquanto 
doses superiores a 100 krad são necessárias 
para inibir o poder infetante de cepas mais 
virulentas, tais como a Bertoldo e a Tulahuen. 

Trabalhando com cepa MR, cultivada em 
meio LrT, CHIARI & col. 4 observaram corre­
lação entre diferentes doses de raios gama e 
queda nas curvas de crescimento do T. cruzi, 
bem como diminuição da infetividade das for­
mas de cultura a partir de doses de 60 krad. 
Para abolir totalmente a capacidade infetan­
te da cepa estudada por esses Autores, foram 
necessárias doses de 120 krad. Camundon­
gos previamente inoculados com 3 doses se­
manais de formas de cultura da cepa MR 
irradiadas com 120 krad e que foram reino­
culados com formas sanguíneas e de cultu­
ras não irradiadas da mesma cepa, apresen­
taram resultados positivos, o que demonstra 
que as formas irradiadas não conferiram imu­
nidade. Os resultados encontrados por CHIARI 
& col. 4 estão em pleno acordo com os obti­
dos por STUBBS & col. 23

, que utilizaram em 
seus experimentos T. equiperdum submetido 
à ação de raios X. 

Como o uso de radiações ionizantes em 
tentativas de imunizações contra infecções 
por protozoários da família Trypanosomati­
dae tem sido infreqüente, DUXBURRY & SA­
DUN7, trabalhando com T. rhodesiense exposto 
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ii radiação gama, confirmaram os resultados 
cbtidos por SANDERS & W ALLACE 22 que de­
monstraram sólida imunidade em ratos ino­
culados com T. lewisi irradiado com raios X. 

Nossos experimentos, com técnicas e cepas 
diferentes das utilizadas por outros pesquisa­
dores 4 , s, 13

, vêm confirmar grande parte dos 
resultados por eles obtidos. 

De nossas observações podemos concluir que 
nem a motilidade, nem a morfologia de for­
mas de cultura da cepa Y de T. cruzi, mesmo 
submetidas a doses máximas de 90 krad, mos­
tram-se alteradas, ao exame a fresco, atra­
vés de microscopia comum. 

Mesmo doses inferiores a 90 krad são sufi­
cientes para produzir queda na curva de cres­
cimento do protozoário mantido em meio de 
cultura. 

Aumento do período pré-patente, diminui­
ção da percentagem de camundongos infeta­
dos e da mortalidade dos camundongos, ex­
pressos nas Tabelas II e III, demonstram di­
minuição da virulência da cepa Y de T. cruzi 
proporcional às doses de radiação. 

A inoculação de formas irradiadas com 
90 krad não conferiu imunidade a camun­
dongos reinoculados com formas sanguíneas 
não irradiadas, o que nos leva a crer na pos­
úbilidade de alteração da capacidade antigê­
nica do tripanossomo irradiado. 

SUMMARY 

Eff ects of gamma radiation on Trypanosoma 
cruz1 

The Authors study the effects of different 
dosages of gamma radiation upon the morpho­
logy, motility, reproductivity, virulence and 
protective capacity of culture forms of Try­
panosoma cruzi, Y strain, kept in W arren 
medium and inoculated into mice. 

Alterations of morphology anel motility of 
the parasites were not detectable even with 
doses of 90 krad. The reproductivity was 
partially abolished with dosages of 30 or 
more krad. 

When submitted to dosages of 60 krad, 
culture forms of Y strain of T. cruzi diminish­
ed their virulence anel when · the dosage was 
90 krad it was abolished. 

Trypanosomes irradiated with 90 krad and 
inoculated into mice did not afford any pro-
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tection when the mice were submitted to a 
challenge inoculation with non irradiated vi­
rulent blood forms. 
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