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EFEITOS DE RAIOS GAMA SOBRE TRYPANOSOMA CRUZI

Ednir SALATA (1), Frederico M. WIENDL (2) e Fernando M. A, CORREA(3)

RESUMO

S&o verificados os efeitos de diferentes doses de radiagio gama sobre a mor-
fologia, motilidade, reprodutibilidade, viruléncia e capacidade protetora de formas

de cultura de Trypanosoma cruzi, cepa
culadas em camundongos.
tectadas alteragdes de morfologia e de
foi parcialmente abolida até com doses

Y, mantidas em meio de Warren ou ino-
Mesmo com dose maxima de 90 krad, ndo foram de-
motilidade sendo que a reprodutibilidade
inferiores & méxima empregada.

Formas

de cultura tiveram sua viruléncia 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 ndo conferiram protegdo quando,
posteriormente, tais camundongos foram submetidos a inoculagdo com formas san-

guineas virulentas ndo irradiadas.

INTRODUCAO

A partir do trabalho inicial de Brumprt?,
inimeros Autores tém confirmado a presenga
de sélida imunidade a superinfecgbes de ani-

mais que ultrapassaram -a fase aguda e al-
cancaram a fase crénica da Doenga de Chagas.

D1as® confirmou os trabalhos de Brumer
sobre a presenca de imunidade em animais
que sobreviveram & fase aguda e, também, os
trabalhos de Maver & Rocma Lima ', so-
bre a auséncia de imunidade passiva pela
transferéncia de soros de animais ativamen-
te imunizados.

O emprego de flagelados mortos por pro-
cessos fisicos ou quimicos wutilizado por
Jounson & col. 2, GonzALEz-CAPPA & col.?
e outros®°, tem apresentado resultados alen-
tadores na imunizacio de camundongos, na
dependéncia do método utilizado para ma-
tar os hemoflagelados, da freqiiéncia de ino-
culagdo, da amosira usada para a imunizacio
e do uso de adjuvantes. Entretanto, tais ca-

mundongos imunizados apresentam parasite-
mia, embora transitéria e baixa, apds a in-
feccdo com formas virulentas.

Segundo COLLIER °, a imunidade de camun-
dongos contra o Trypanosoma cruzi depende
da continua presenca desse flagelado no teci-
do somatico.

Os experimentos de Pi1zzr & PRAGER#* de-
monstraram uma marcada imunidade em ca-
mundongos inoculados com formas de cultura
de viruléncia atenuada do flagelado, as quais
causavam infecgbes embora clinicamente ina-
parentes, Algumas dessas observagbes foram
recentemente confirmadas por MENEzES &
ALBUQUERQUE *%, utilizando um “mutante” da
cepa Y, para o qual estes Autores sugerem a
designagio de cepa PF.

A inoculagio de formas virulentas, em ca-
mundongos imunizados através da inocula-
¢do de formas vivas de tripanossomo de viru-
léncia atenuada, produz infecgbes. Tais in-

Trabalho realizado no Laboratério de Parasitologia da Faculdade de Ciéncias Médicas e Biolégi-
cas de Botucatu e no Departamento de Entomologia da Escola Superior de Agricultura “Luiz

de Queir6z” da Universidade de S&o Paulo

(1) Professor Assistente de Parasitologia da Faculdade de Ciéncias Médicas e Biolégicas de Bo-

tucatu, S&o Paulo, Brasil

(2) Professor Livre Docente do Departamento de Entomologia da ESALQ-USP, Piracicaba, S&0 Paulo,

Brasil :

(3) Professor Titular de Parasitologia da Faculdade de Ciéncias Médicas e Bioldgicas de Botucatu,

S&o Paulo, Brasil

66



SALATA, E.; WIENDL, F. M. & CORREA, F. M. A, — Efeitos de raios gama sobre Trypanosoma cruzi.

Rev. Inst. Med. trop. 8&o Paulo 15:66-71, 1973.

fecgBes sfo demonstriveis por métodos labo-
ratoriais 1% 18, 21,

Outros pesquisadores tém procurado veri-
ficar a aglio de agentes capazes de inibir a
infetividade sem, entrelanto, matar os flage-
lados parasitas. Estudos referentes a efeitos
de radiagtes sobre diferentes organismos celu-
lares tém sido realizados desde a descobertia
do raio X. Assimt HALBERSTAEDTER *° veri-
ficou que o Trypanosoma brucei perdia sua
infetividade, porém mantinha sua motilidade,
quando tratado com radium. BRUYNOGHE ?
confirmou os achados de HALBERSTAEDTER.
PateL ** demonstrou que culturas de 7. bru-
cel eram resistentes a agdo dos raios X,
porém rapidamente destruidas quando expos-
tas & radiagfo ultra-violeta.

Expondo I'rypanosoma gambiense a uma
fonte de raio X, HALBERSTAEDTER ** verificou
perda de infetividade para camundongos, com
doses de 12.000 r, enquanto que 600.000 r

destruiam os flagelados,

Outros pesquisadores, tais como EMMETT 8,
CHIART & col. %, DuxsURY & SADUN 7 e MAR-
TINEZ-SILVA & col. *, trabalhando com dife-
rentes espécies e cepas do hemoflagelado e
com diferentes fontes de radiacgfo, encontra-
ram sempre alteracbes biologicas nesse pro-
tozoario. y

Segundo MARTINEZ-S1LVA & .col. *®, dife-
rentes cepas de tripanossomo, apresentam ha-
bilidade reprodutiva variavel, o mesmo ocor-
rendo com a radiossensibilidade dessas cepas.

Procuramos verificar, no presente trabalho,
‘os efeitos 'de diferentes doses de radiagio 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 possiveis alteragGes na mo-
tilidade, - reprodutibilidade, morfologia, viru-
léncia e capacidade protetora do protozoario
exposto aquela radiacdo.

MATERIAL E METODOS
Irradiagido dos Parasitas

Formas de cultura em meio de WARREN **
de Trypanosoma cruzi, cepa Y, foram subme-
tidas a diferentes doses de radiacio forneci-
da por uma fonte gama de Co-60, apresen-
tando atividade de 640 curies e uma taxa

de irradiagio de, aproximadamente, 66,5

krad/hora, a 10 cm.
Motilidade, Morfologia ¢ Reprodugio

Imediatamente apds a exposi¢do e apds a
incubagio em estufa a 28°C durante 7 dias,
as culturas eram examinadas a fresco, com
aumento de 600 X, para verificar possiveis
alteragGes na motilidade, morfologia e na ca-
pacidade de reprodugdo dos tripanossomos. A
capacidade reprodutiva foi estimada através
da técnica de Pizzi, modificada por BRENER?,
calculando-se, em 3 amostras do meio, o nu-
mero médio de tripanossomos por ml de meio
de cultura.

Viruléncia

Observagdes quanto a alteragbes do periodo
pré-patente, de percentagem de infetividade
e de mortalidade, observada durante 90 dias
apbs a inoculagfio inicial, foram realizadas no
sentido de se verificar variagGes de viruléncia.
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 inéculo, lavado vérias vezes através su-
cessivas centrifugagbes em solugdo salina, até
que o sobrenadante se tornasse limpido, foi
introduzido por via intraperitoneal.

Verificacao da Infeccdo

A infeccio foi seguida através de exames
de sangue a fresco, xenodiagnéstico, hemo-
cultura e subinoculagio. Os exames de san-
gue a fresco foram realizados a cada 24 ou
48 horas, durante um tempo mdaximo de 35
dias ap6s a inoculagdo inicial. Os xenodiag-
nésticos foram realizados utilizando-se duas
ninfas de 5.° estddio de Triatoma infestans,
para cada camundongo com exames de san-
gue sucessivamente negativos até o 35.° dia.
As hemoculturas foram realizadas em meio
de Warren e mantidas em estufa a 28°C, du-
rante 7 dias, apdés o que foram examinadas
¢ desprezadas. '

As subinoculagdes foram realizadas em ca-
mundongos de 23 dias, os quais, apbs essa
inoculacdo, foram examinados durante 7 dias
consecutivos.
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Imunizacdo Experimental

Para verificar o efeito imunizante de for-
mas de cultura de T. cruzt expostas & radiagdo
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
més o intervalo entre as doses;

Lote Controle B: 15 camundongos recebe-
beram 2 doses de 30.000 formas de cultura de
tripanossomos néo irradiadas, com um més
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 ndo irradiadas, a intervalos de
7 dias;

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

Sete dias apés a aplicagfo da dltima dose.
imunizante nos Lotes A, B e seus controles,
os 5 lotes foram inoculados com formas san-
guineas de T. cruzi ndo 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 reproducioc da cepa Y
de T. cruzi em meio de Warren, estimada
ap6s 7 dias de incubagdo, encontram-se na
Tabela 1.

Nenhuma alteragio de motilidade ou na
morfologia dos hemoflagelados foi observada
até doses maximas de 90 krad.

Entretanto, como se pode notar na Tabela
I, j4 com doses inferiores & maxima por nés

TABELA T

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

gama
Dose de raios | Média do no ge | Média do n.o de
o S 1 7. cruzi por ml | 1- crugt por ,ml
g katde'rn de meio, antes | 4¢ meio, 7 dias
ra da irradiacio apds a~1rrad1a-
cdo

0 3 x 10° 65 X 10°

30 : 3 x 10 31 x 10°

60 3 x 108 2,7 X 10¢

90 3 X 108 2,6 X 10°

TABELA II

Infetividade de formas de cultura da cepa Y de 7. cruzi submetidas a diferentes doses de radiacéo

Exame de sangue a fresco
Dose "de raios Dias apés a inoculacdo Xenodiag-; Hemocul+| Subino- % de
gama em Kkrad - | naéstico tura culacdo | infeccéo
7 i 14 21 | 28 35
i !
(%) (=) | |
30 0/30 ! 30/30 — [ - — — — — 100,0
60 0/29 : 8/29 13/29 { 15/29 15/29 0/14 0/14 0/14 51,7
! | |
90 ; 0/30 : 0/30 0/30 " 0/30 /30 0/30 0/30 0/30 0
; |
{ | i
Controle I 30/30 ; — o= ’ — — —_ — —_ 100,0
(FEE) j !
! : :
Controle II 21/30 {30/30 | — | — S — — 100,0
() | i i
! ! |

(*) Numero de camundongos positivos
(¥*) Numero de camundongos inoculados

(

) Camundongos inoculados com formas sanguineas de T. cruzi nfo irradiadas

(####)  Camundongos inoculados com formas de cultura de 7. cruei ndo irradiadas

i
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.utilizada, a reprodutibilidade foi alterada.

As inoculagbes de camundongos mostra-
ram aumento de periodo pré-patente e dirmi-
ruigdo da percentagem de camundongos in-
fetados (Tabela II}, ¢ da percentagem de
mortalidade dos camundongos, observada du-
rante 90 dias (Tabela IIT),

A supressdo total da viruléncia dos tripa-
nossomos foi obtida com dose de 90 krad e

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

Os resultados obiidos com inoculacdo de
formas sanguineas nao irradiadas de 7. cruazi,
cepa Y, em camundongos previamente imuni-
zados com formas de cultura de tripanossomos
irradiados com 90 krad e controles, estio ex-
pressos na Tabela IV e nos mostram que tais

TABELA III

Mortalidade de camundongos inoculados com ccpa Y- de

T, cruzi submetida a diferentes

doses de radiacéo

' Dias ap6s” a inoculacdo
Dose de raios ] o % de morta-
gama em krad i ] l lidade
15 # 30 i 45 i 60 75 90
J | S
(%) () -
30 06/30 3/30 4/30 4/30 4/30 4/30 13,3
60 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0
90 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0
Controle I 30/30 — —_— — — — 100,0
(:;::h:;:)
Controle II 0/30 8/30 9/30 9/30 11/30 13/30 43,3
(:1:*!«:::)

Numero de camundongos mortos

Numero total de camundongos em observacio
Camundongos inoculados com formas sanguineas de 7. cruzi nao
Camundongos inoculados com formas de cultura de 7. cruzi néo irradiadas

irradiadas

Infetividade e mortalidade de camundongos

TABELA IV

“imunizados”

com formas de cultura de tri-

panossomos irradiados com 90 krad e controles observados durante 90 dias apdés a ino-

culacdo com formas sanguineas nfo irradiadas

Lote | sos imunt- | vaio entre as | Dose tmu- | HO e B e | % dein- | % e mor-
zantes : doses nizante ) feccéo tglldacle
- ]
A 2 30 100.000 5 100 86,6
Controle A 2 30 30.000 5 100 0
B 4 7 100.000 5 100 66,6°
Controle B 4 7 ' 30.000 5 100 66,6
C [ — —_— 5 100 66,6

(*) Consideramos como

ocorréncia de 100% de infeccdo,

periodo pré—pate11te maximo, -0 numero de dias necessarios’ para
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formas irradiadas ndo conferem protegio, in-
dependentemente do nimero de doses imuni-
zantes ¢ do intervalo entre as mesmas.

N

DISCUSSAO

De acordo com EmmMETT %, doses de 10.000
r a 100.000 r de raios X nfo alteram nem
a motilidade nem a morfologia do 7. cruzi
mantido em meio de cultura. Entretanto,
doses de 51.000 r a 100.0C0 r sdo suficien-
tes para destruir o poder infetante das for-
mas de cultura do hemoflagelado.

Segundo MartiNez:S1Lva & col.*®, que
trabalharam com 3 cepas diferentes de 7.
cruzi, alteragbes de motilidade e de morfo-
logia s6 sfo observadas com altas doses de
radiagio. Por outro lado, segundo esses mes-
mos Autores, a inibigio da infetividade de-
pende tanto da dose de radiagio como do
poder infetante da cepa, via de inoculagdo e
numero de organismos inoculados. Assim é
que, doses de 50 krad aboliram a capacidade
infetante da cepa Corpus christi, enquanto
doses superiores a 100 krad sio necessirias
para inibir o poder infetante de cepas mais
virulentas, tais como a Bertoldo e a Tulahuen.

Trabalhando com cepa MR, cultivada em
meio Lit, CHIARI & col. * observaram corre-
lagdo entre diferentes doses de raios gama e
queda nas curvas de crescimento do T. cruzi,
bem como diminuicio 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
necessarias 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 sanguineas e de cultu-
ras nfo irradiadas da mesma cepa, apresen-
taram resultados positivos, o que demonstra
que as formas irradiadas ndo conferiram imu-
nidade. Os resultados encontrados por CHIARI
& col. * estdo em pleno acordo com os obti-
dos por STUBBS & col. #*, que utilizaram em
seus experimentos T. equiperdum submetido
4 aglo de raios X.

Como o uso de radiacgBes ionizantes em
tentativas de imunizagbes contra infecgdes
por protozoarios da familia Trypanosomati-
dae tem sido infreqiiente, DUxBURRY & Sa-
pun’, trabalhando com T'. rhodesiense exposto

70

3 radiagdo gama, confirmaram os resultados
chtidos por SANDERS & WALLACE *2 que de-
monstraram sélida imunidade em ratos ino-
culados com T. lewist irradiado com raios X.

Nossos experimentos, com técnicas e cepas
diferentes das utilizadas por outros pesquisa-
dores* % 3 vém confirmar grande parte dos
resultados por eles obtidos.

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

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

Aumento do periodo pré-patente, diminui-
¢do da percentagem de camundongos infeta-
dos e da mortalidade dos camundongos, ex-
pressos nas Tabelas II e 1II, demonstram di-
minuicio da viruléncia da cepa Y de T. cruzi
proporcional as doses de radiagao.

A inoculacio de formas irradiadas com
90 krad ndo conferiu imunidade a camun-
dongos reinoculados com formas sanguineas
néo irradiadas, 0 que nos leva a crer na pos-
sibilidade de alteragiio da capacidade antigé-
nica do tripanossomo irradiado.

SUMMARY

Effects of gamma radiation on Trypanosoma
cruzi

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 I'ry-
panosoma cruzi, Y strain, kept in Warren
medium and inoculated into mice.

Alterations of morphology and 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 submitied to dosages of 60 krad,
culture forms of Y strain of T. cruzi diminish-
ed their virulence and 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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