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ALGUNS ASPECTOS DA IMUNIDADE ADQUIRIDA EM CAMUNDONGOS
EXPERIMENTALMENTE INOCULADOS COM TRYPANOSOMA CRUZI

Z. BreENgRr (1)

RESUMO

Foi obhservada sélida imunidade cruzada em camundongos albinos experimen-
talmente inoculados com duas amostras de T. cruzsi que diferem entre si morfolé-
gica e biologicamente (amosiras “FL” e “Berenice”) e reinoculados na fase cré-

nica da doenga.

Formas largas tipicas da cepa “FL” foram recuperadas em ani-

mais na fase crbnica da doenga provocada por amostra “Berenice” e reinoculados
com amostra “FL”; &sse fato demonstra que os tripanocsomas da reinoculacio po-
dem sobreviver aos mecanismos imunitarios da fase cronica e que a premunigio
se exerce tanto em relacio aos parasitas da infeccdo original como aos reino-

culados.

INTRODUCAO

Em trabalhos publicados anteriormente
BreEner & CHriari®, BRENER ?, tivemos oca-
sido de estudar comparativamente véarias
amostras do 7. cruzi e demonstrar que as
mesmas apresentam diferencas, as vézes bas.
tante acentuadas, no que se refere & mor-
fologia das formas sangiiineas, comportamen-
to em meios de cultura, parasitemia e mor-
talidade em camundongos.

No presente trabalho s@o {feitas algumas
observagbes sdbre a imunidade cruzada em
camundongos albinos experimentalmente ino-
culados com as amostras FL e Berenice an-
teriormente - descritas.

MATERIAL E METODOS

Amostras de T. cruzi

Berenice — cepa isolada, através de xeno-
diagnéstico, da paciente considerada como
sendo o primeiro caso agudo da doenga de
Cuacas descrito por CarLos CrHAGAS (SAL-
6ap0 & col.*?). Nessa amostra, como ja foi
referido BRENER ?, predominam, de maneira
acentuada, as formas delgadas do parasita.

FL — cepa isolada de um exemplar de
Triatoma infestans encontrado naturalmente
infetado no Rio Grande do Sul, Brewer 2.
Nessa amostra predominam as formas anor-
malmente largas ja descritas.

Contagem de tripanosomas

A estimativa do namero de tripanosomas
no sangue dos animais infetados e nos ino-
culos usados foi feita de “acérdo com técni-
ca descrita anteriormente, BRENER *.

Obtengido de animais na fase crénica da
‘doenga de CHAGAS

Camundongos albinos machos pesando 18-
20 g eram inoculados com cérca de 100.000
formas sangiiineas do 7. cruzi e, a parlir
do dia seguinte & inoculagfio, tratados com
10 doses consecutivas de 100 mg/kg, dadas
por via oral, de S-morfolinometil-3-(5-nitro-
furfurilideno-amino) :2-oxazolidone  (“Fural-
tadone”). A partir do 20.° dia de inocula-
cdo eram realizados, repetidamente, exames
de sangue a fresco nos animais, sendo se-
lecionados, para as experiéncias posteriores,
aquéles nos quais o exame era positivo. De
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TABELA I

Numero de tripanosomas em 5 mm® de sangue em camundongos na fase crénica reino-

culados com amostras homéloga e heterdloga (5.000 tripanosomas/g péso), em animais

normais inoculados com as amostras FL e Berenice (5.000 tripanosomas/g péso) e em
oo ’ animais na fase crénica (amostra FL)

Dias apés inoculacéo
Experiéncia ;

4 7 8 9 10 11
0 70 0 0 0 0
Camundongos em fase crénica 78 8 78 g 78 0
(amostra Berenice) reinoculados com 70 0 0 0 0 8
amostra FL 0 0 70 0 0 0
0 140 0 0 0 0]
140 1050 5880 9450 11200 18620
210 420 2100 5250 5320 6860
Camundongos normalis inoculados com 70 980 1750 4900 10850 10850
amostra FL 70 910 5950 3080 2660 1400
140 1470 4760 5250 7280 14560
70 910 3010 1960 5640 3080
140 0 0 0 0 0

: 0 0 0

Camundongos em fase crénica 70 79 g 70 g g
(amostra Berenice) reinoculados com 0 70 0 0 ‘O 0
amostra Berenice 0 o | 0 0 0 0
0 0 70 70 0 0
3010 13040 2590 3710 5180 1260
2590 35000 23800 4690 2940 770
Camundongos normais inoculados com 2240 3430 2450 210 700 980
amostra Berenice 1470 14770 6300 12110 7770 6090
3220 22400 28080 3290 1759 1050
910 8620 11200 910 6020 1120
0 "0 0 0 0 0
Contrdle da fase crénica de 8 ((; 8 8 8 78
camundongos 1r113c:§cule.tdos com amostra 0 0 0 20 0 0
renice 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0

modo geral a parasitemia apds o tratamen-
to & de baixa intensidade e transitoria, pas-
sando os animais a fase cronica da doenca.
Esse procedimento é semelhante aquele des-
crito em trabalho anterior, Brener & CHIa-
RI*

Em alguns grupos de animais a fase crd-
nica foi induzida através da inoculagdo de
formas de ‘cultura, vivas, do T. cruzi. Cul-
turas_em meio liquido “LIT”, Camarco ¢,
FERNANDES & CASTELLANI ™, ‘com 10 dias de
crescimento foram usadas, injetando-se uma
unica vez os animais, por via intraperito-
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neal, com cérca de 0,5 ml da suspensdo de
flagelados.

Experiéncias de imunidade

Os animais inoculados com a amosira Be-
renice e tratados com  Furaltadone foram
mantidos no laboratério até o 53.° dia de
infeccio quando, entdo, foram reinoculados
com, respectivamente, 5.000 ' tripanosomas
sangiiineos por grama de péso das amostras
Berenice e FL; um terceiro grupo de ani-
mais na fase cronica foi. mantido como con-
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TABELA II

Numero de tripanosomas em 5 mm? de sangue em camundongos na fase croénica reino-

culados com amostras homoéloga e heterdloga
normais inoculados com as amostras FL e Berenice

(5.000 tripanosomas/g péso), em animais
(5.000 tripanosomas/g péso) e em

animais na fase crénica (amostra Berenice)

Dias ap6s inoculacao

Experiéncia . .
4 7 { 8 \ 9 10 11

140 70 0 70 0 0
Camundongos em fase croénica 630 8360 2870 1260 70 0
X 140 70 70 0 70 0

(amostra FL) reinoculados com
amostra Berenice 210 140 0 0 0 0
140 0 70 70 0 70
140 70 70 0 0 140
1890 7000 16520 3150 21C +
980 29400 9660 1540 4900 8050
Camundongos normais inoculados com 840 7700 1050 490 140 +
amostra Berenice 1750 16100 21000 280 4200 4760
1610 9800 4690 4200 3500 8190
140 3850 24080 3500 1120 1260
210 70 | 0 70 140 70
Camundongos em fase croénica 0 70 140 70 70 70
. 70 70 210 70 0 0

(amostra FL) reinoculados com
amostra FL 0 140 770 2030 2590 3010
0 70 © 140 70 0 0
0 0 70 70 0 0
770 2660 5530 2030 8680 5320
280 1120 1750 10360 10360 14700
Camundongos normalis inoculados com . 840 1190 9850 2380 2170 23800
amostra FL 420 980 1470 2450 7840 +
560 560 16240 17150 14000 22400
210 2330 5880 12810 9850 10850

|

140 70 210 0 70 0
Contréle da f - a 210 0 0 ¢} 0 0
ontréle da gse cronica de 350 210 140 70 70 490
camundongos inoculados com 0 0 70 0 0 70
amostra FL 70 70 70 140 140 140
980 840, 700 770 1890 840

trole, ndo sendo submetido & reinoculagéo.
Dois outros grupos de animais normais, do
mesmo sexo e péso que os usados para as
experiéncias de imunidade foram também
inoculados com 5.000 tripanosomas por gra-
ma de péso.

Esquema semelhante de reinoculages e
inoculagbes foi usado para os animais ino-
culados com amostra FL e tratados com
“Furaltadone”, mas, nesse caso, 0s animais
foram reinoculados no 89.° dia de infecgfo.

Os animais inoculados com formas de cul-

" tura foram mantidos em laboratério até o

90.° dia de inoculagdo, quando foram, en-
tdo, submetidos as reinoculag¢bes com amos-
tras homodloga e heteréloga.

Recuperagdo dos tripanosomas em animais
na fase crénica reinoculados com amostra
heteréloga

Alguns dos animais na fase crénica pro-
duzida por amestra Berenice e reinoculados
com amostra FL foram, 25 dias apés a rei-
noculagdo, sacrificados e o seu sangue inje-
tado em camundongos jovens normais; quan-
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TABELA III

Numero de tripanosomas em 5 mm?® de sangue

em camundongos na fase crénica induzida por

inoculacio de formas de cultura e que foram

reinoculados com 5.000 tripanosomas/g péso de

cepas heterélogas. Exames realizados no 7¢ dia
de inoculacio

do o exame de sangue a fresco tornou-se
positivo foi feita nova subinoculagfo, sendo
entdo feito um estudo da morfologia dos
parasitas através de coloragio de May-
Griinwald-Giemsa e desenho em cdmara clara.

s EE o 38 arl RESULTADOS
v g5 | “gg™ g :
Swd =M ova = ~
§g§§ g gsgj; S Nas Tabelas I e I estdo expostos os re-
< & @ = . . ~
g-gg | 888 g-8e 28w sultados obtidos com as reinoculagbes de
0 =W . -
N g’g gm %0-58 %ﬂgﬁﬁ %°.5§ amosiras homélogas e heterdlogas de T. cru-
SESE 2.55 TESE a8 zi em animais inoculados com as cepas FL
& . . ; .
g5z | Z8 Z8§° £E e Berenice, nos quais se induziu, por tra-
£°3¢ EEgQ £, ECE ’ N ’
S5 | 8287 | Syks 8¢esg tamento, a fa.se croénica da doenca. pl)sel:-
va-se nitida imunidade em relagdo as rei-
1 0 17.500 0 27.160 nocula¢des com as cepas homélogas e hete-
2 70 12.600 43.400 r6logas. Na Tabela III estdo expostos os
3 0 G-ésg 218 22‘200 resultados obtidos com as reinoculagBes, com
0 : . .
g o 2580 o 32 838 cepas heterdlogas, em camundongos na fase
6 0 7.000 0 8.540 cronica induzida por inoculagbes de fO{n'rlas
7 0 22.400 70 23.100 de cultura, observando-se igualmente sélida
8 0 20,720 210 30.800 imunidade.
Fig. 1 — Formas largas, tipicas da amostra “FL” recuperadas de ai"r‘iirriais na fase cronica

(inoculados com amostra “Berenice”) reinoculados com amostra
) no 7¢ dia de infeccéo.
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Na Fig. 1 estdo representadas algumas
formas largas tipicas da amostra FL, Bre-
NER & CHiaRI®, BRENER ?; essas formas fo-
ram recuperadas de animais na fase créni-
ca (inoculados com amostra Berenice) rei-
noculados com amostra FL. As formas da
Fig. 1 correspondem a tripanosomas encon-
trados no sangue dos camundongos aos 7
dias de inoculacio.

DISCUSSAO

Desde 1913 (BrumpT®) sabe-se que ani-
mais na fase cronica da doenca de CHAGAs
apresentam imunidade a reinfecgBes. Uma
revisdo mais detalhada da literatura rela-
clonada a é&sse problema foi realizada por
Pizz1 *2." Mais recentemente, NormMan & Ka-
AN 1%, "Kacan & NorRMAN® e BRENER® es-
tudaram alguns aspectos particulares da ci-
tada imunidade. De modo geral, os animais
na fase crdnica nfio apresentam, quando rei-
noculados, elevagBes significativas do niime-
ro de parasitas circulantes ou aquelas para-
sitemias caracteristicas da fase aguda. Como
assinalou Pi1zzr*?, &sse mecanismo de resis-
téncia é eminentemente celular embora pos-
sa ser admifida”a participagdo de anticorpos
que sensibilizariam préviamente os parasi-
tas a serem fagocitados. A imunidade ad-
quirida na doenga de CHAGAS experimental
pode ser estudada em animais que sobrevi-
veram a fase aguda BrRUMPT °®, animais ino-
culados com formas de cultura, Pizzr?*? e,
finalmente, naqueles tratados com drogas de
agdo supressiva Pizzi?, BRENER & CHIARI ®.
Em um estudo anterior tivemos oportunida-
de de demonstrar que um tratamento su-
pressivo de curta duragfo induz a fase cro-
nica, que pode, entdo, ser obtida em con-
digbes padronizadas. Embora durante o tra-
tamento, que se inicia no dia seguinte a
inoculagfio, a parasitemia ndo seja freqiien-
temente patente, os animais apresentam fase
crénica com caracteristicas indistinguiveis
daquelas observadas em camundongos que
sobrevivem a uma infec¢do aguda e por isso
constituiram o material preferencial para
essa investigacdo.

Em trabalhos anteriores, BRENER 2, BRE-
NER & CHIARI ?, tivemos oportunidade de de-
monstrar a diversidade morfologica e bio-
logica de algumas amostras de 7. cruzi.

Essas diferencas, entretanto, como se de-
monstra no presente trabalho, nido sdo su-
ficientes para alterar a imunidade cruzada
comumente existente em infeccbes chagasi-
cas experimentais com outras cepas homoé-
logas ou heterdlogas. Esses resultados con-
cordam com aquéles obtidos mais recente-
mente por NUSSENZWEIG & col.'* que, atra-
vés de testes de protecdo, nfo puderam dis-
tinguir amostras de 7. cruzi imunoldgica-
mente distintas,

O fato de que a amostra FL apresenta
nitida predomindncia de formas anormal-
mente largas e a possibilidade da recupe-
racio de tais formas em animais com fase
cronica provocada por amostra Berenice
que haviam sido reinoculados com cepa FL
demonstram a persisténcia dos tripanosomas
reinoculados. Portanto, empregando-se as
mencionadas formas como “marcador” foi
possivel demonstrar que o fenémeno da imu-
nidade néo-esterilizante (“premunicdo”) se
exerce tanto em relacdo aos firipanosomas
da infecgdo original como aos reinoculados
que, ndo sendo destruidos, passam também
a dar origem a parasitemias subpatentes ca-
racteristicas da fase cronica. Kacan & Nog-
MaN? j&4 haviam chegado a conclusio se-
melhante embora de modo indireto. Esses
Autores reinocularam, com uma cepa alta-
mente virulenta, -camundongos préviamente
inoculados com tripanosomas de amostra nor-
te-americana pouco virulenta e, em seguida,
fizeram subinoculacbes em animais normais
usando sangue dos camundongos que sobre-
viveram & hiperinfecgdo; como, nas passa-
gens que foram feitas, um ntmero cada vez
maior de animais morria em virtude da in-
fecgfio, os Autores concluiram que provavel-
mente os tripanosomas da amostra altamente
virulenta sobreviveram & reinoculagio e ti-
veram a sua viruléncia original gradativa-
mente restabelecida. Kacan & NorMaN ® su-
gerem, inclusive, que a aparente diminuigio
inicial da viruléncia tenha sido devida &
transferéncia passiva de anticorpos nas sub-
inoculagBes. Os nossos dados, de natureza
diferente, confirmam a persisténcia dos tri-
panosomas reinoculados. Esse fato, que po-
deria eventualmente ocorrer no homem, deve
ser levado em consideragio nas experiéncias
de caracterizacio de diferentes amostras de

T. cruzi.
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SUMMARY

Some aspects of the acquired immunity in
experimentally infected mice with
Trypanosoma cruzi

‘Strong cross immunity has been observed
in albino mice experimentally infected with
two morphologically and biologically dif-
ferent strains of Trypanosoma cruzi (strains
FL and Berenice). Challenge exposure to
heterologous strains was performed on ani-
mals in the chronic phase produced by sup-
pressive drug action or inoculation of culture
forms. Typical stout forms found in FL
strain were recovered from mice infected
with Berenice strain and submitted to chal-
lenge infection with FL strain; this . fact
demonstrates that trypanosomes from a su-
perimposed challenge infection may survive
and develop by the side of the original
strain,
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