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RECUPERACAO E CARACTERIZACAO DE TRIPANOSOMAS
INOCULADOS EM ANIMAIS IMUNES

(Reinoculacdo com diferentes cepas do T. cruzi)

Sonia G. ANDRADE, Maria Luiza CarvarLHO, Rozalia M. FIGUEIRA e Zilton A. ANDRADE

RESUMO

Camundongos com infecgfio cronica pela cepa Colombiana do T. cruzi, foram
reinoculados com tripanosomas virulentos da cepa Y, tendo-se observado acentuada
resisténcia a esta segunda infecgdo, ndc havendo qualquer modificacio na para-
sitemia nem no quadro histopatolégico dos animais que vinham com infeccio
crénica de longa duragdo (120 a 270 dias). Procurando verificar se os tripano-
somas da cepa Y tinham sido completamente destruidos ou nfo, no animal imune,
foram feitas passagens sucessivas em animais recém-nascidos a partir do sangue
dos animais reinoculados. Assim foi possivel se recuperar a cepa Y, a qual foi’
caracterizada através de varias técnicas. Este trabalho mostra que a resisténcia
adquirida por uma infecgdo prévia é apenas parcial e que uma infecco determi-
nada por uma cepa, ndo impede que tripanosomas de outra cepa possam vir a
coexistir no mesmo organismo.

INTRODUCAO

CDU 616.987.3-092.9

Ja tem sido demonstrado que animais ex-
perimentalmente infetados pelo Trypanosoma
cruzi desenvolvem mais tarde, resisténcia a
uma infecgfio por cepa virulenta 7 9 12 4
16,19, Fiste fato é observado mesmo quando as
inoculagGes sfo feitas com diferentes cepas
do T. cruzi %% %35, (O que acontece entio
com 0s novos iripanosomas que sdo inocula-
dos, se sfo destruidos na sua totalidade ou
apenas parcialmente, é um problema que tem
implicacbes varias e que o presente trabalho
se propde a estudar.

Kacan & NorMAN*, inoculando camun-
dongos com cepa de baixa viruléncia e de-
pois reinoculando com cepa virulenta, conse-
guiram recuperar por meio de inoculagBes
sucessivas, tripanosomas dotados de viru-
léncia alta, portanto, identificiveis aos que
foram reinoculados em animais imunes.
BRENER ¢, baseando-se nos diferentes carac-

téres morfolégicos de duas cepas, conseguin
identificar tripanosomas que foram inocula-
dos em animais imunes, pela presenga de for-
mas muito largas, caracteristicas da cepa rei-
noculada. Sabemos entretanto que, para uma
precisa caracterizagdo de uma cepa, faz-se
conveniente um critério baseado ndo em um
unico elemento mas em um conjunio de va-

rios caractéres, como demonsirado em traba-
lho anterior®. Desta maneira decidimos re-
tomar os estudos sbbre o destino dos tripano-
somas inoculados em animais imunes. Para
isto, animais que chegaram & fase crdnica de
infeccio pela cepa Colombiana do T. cruzi,
foram reinoculados com a cepa Y cujos carac-
téres morfolégicos sfo conhecidos™ e que
difere da cepa Colombiena também por as-
pectos biolégicos e histopatolégicos®. Para
recuperacdo da cepa reinoculada e posterior
identificagdo pelo estudo de seus caractéres
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morfolégicos, biolégicos e histopatol6gicos,
foram feitas passagens sucessivas, no sentido
de se conseguir a reativacio da mesma.

MATERIAL E METODOS

No presente estudo foram utilizados 46
camundongos brancos, pesando enire 15 e
25 g, todos €les sobreviventes a uma infecgio
pela cepa Colombiana do T. cruzi, durante
prazos variaveis entre 120 e 270 dias. Oito
déstes animais foram sacrificados para estudo
histopatolégico da fase crénica da infecgdo.
Qs 38 restantes foram submeétidos a infeccio
virulenta pela Cepa Y do T. cruzi (indculo:
113.000 tripanosomas em 0,2 ml de sangue
citratado). Quinze camundongos intactos fo-
ram infetados com o mesmo indculo para
controle da infec¢do pela cepa Y. Dos ani-
mais que sofreram reinoculagio, 23 foram
sacrificados apés 7, 10, 13, 14, 29 e 30 dias,
para estudo histopatolégico.

Reativacio — Os animais reinoculados res-
tantes, foram sacrificados apés 120 dias da
reinoculagiio e o sangue dos mesmos foi ino-
culado em camundongos recém-nascidos (4 a
4,5 g de péso), com a finalidade de reativar
e recuperar a cepa inoculada nos animais re-
sistentes, e a seguir foram feitas passagens
sucessivas com 10 dias de intervalo de acéor-
do com a seqiiéncia expressa no Quadro I em
que se pode acompanhar a recuperagio dos
tripanosomas a partir do inéculo inicial.

Curvas paresitémicas — a partir da 6.
passagem a contagem do namero de tripa-
nosomas no sangue periférico era feita dia-
riamente entre l&dmina e laminula, toman-
do-se como padrGo o niimerc de tripanoso-
mas em 50 campos microscépicos 40 x 10,

Estudo morfoldgico — Com a finalidade
de se estabelecerem as formas de tripanosomas
que predominavam em cada dia da infec-
¢do, e se obter assim o padrio morfolégico
da cepa isolada apés as passagens sucessi-
vas, foram feitos esfregagos do sangue peri-
férico, diariamente, sendo os mesmos cora-
dos pelo método de May Griinwald-Giemsa
em solugdo tamponada bifosfato, pH=7. Em
100 formas tripanosoma, represeniativas de
cada dia de infecgdo, era feita a percenta-
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QUADRO I

Passagem Prisl?ngsngg- Inéculo (*)

1 4 a 45 g Negativo (#%)

2 4a45 g 3.720 tripanosomas
3 4 a 45 g 4.960 tripanosomas
4 4a45¢g 132.680 tripanosomas
5 10 a 12 g 24.800 tripanosomas
6 10a 12 g 127.720 tripanosomas
7 10 a 12 g 22.320 tripanosomas
8 4 a45 g 9.820 tripanosomas
9 10a 12 g 267.220 tripanosomas
10 10 a 12 g 74.400 tripanosomas
11 10a 12 g 64.480 tripanosomas

(*) Np de tripanosomas em 0,2 ml de sangue
citratado

In6culo obtido dos animais resistentes, apés
120 dias da reinoculacdo.

=)

gem de formas delgadas, largas, muito lar-
gas e curtas, classificadas de acbérdo com
critério de BrRENER & CHIARI* e BRENER°®.

Os animais sacrificados nos diversos gru-
pos foram fixados em formol a 109% para es-
tudo histopatolégico dos diversos 6rgfos, em
cortes corados pela Hematoxilina e eosina.

RESULTADOS

1)  Os animais com infecgio cronica pela
cepa Colombiana e que foram reinoculados
com a cepa Y do T. cruzi, nio mostraram
alteragBes da curva parasitémica apés reino-
culagfio, persistindo a parasitemia em niveis
muito baixos, como mostra a Fig. 1. Do pon-
to de vista das lesGes histopatologicas, estas
eram idénticas ds observadas nos animais com
infecclo cronica pela cepa Colombiana, que
ndo sofreram reinoculacio e serdo descritas
adiante.

2) Os animais contrdles da infeccio cré-
nica pela cepa Colombiana, cuja parasitemia



ANDRADE, S. G.; CARVALHO, M. L.; FIGUEIRA,
racterizacdo de tripanosomas inoculados em animais imunes.
Rev. Inst. Med. trop. SGo Paulo 12:395-402, 1970.

pas do 7. cruzi).

R. M. & ANDRADE, Z. A, — Recuperacio e ca-
(Reinoculacdo com diferentes ce-

variava entre zero e 1,2 tripanosomas em mé-
dia, mostravam ao exame histopatolégico um
processo de miocardite cronica difusa mode-
rada, com infiltragio de linfécitos, histiéeitos
e plasmécitos, sendo raramente encontrados
ninhos de leishménias nas fibras cardiacas;
em todos os casos havia lesdes de misculo
esquelético (Figs. 4 ¢ 5) que variavam de in-
tensidade de caso para caso, constituidas por
infiltracdo mononuclear difusa, que se adensa-
va em fécos perivasculares, necrose e regene-
racdo de fibras musculares e presenca de ra-
ros ninhos de lenshmanias no interior das fi-
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bras musculares. O tecido adiposo peri-car-
diaco, peri-renal, mesentérico, apresentava di-
fuso infiltrado inflamatério crénico e havia
lesGes vasculares disseminadas com necrose
hialina de paredes arteriolares, infiltrado in-
flamatério peri-vascular ou dissociando as
camadas das arteriolas.

3) O grupo contrédle de infecgdo pela cepa
Y mostrou curva parasitémica de ascengio ra-
pida, com méaximo de parasitemia aos 8 dias
(Fig. 1). Houve alta mortalidade dos ani-
mais, que sobreviveram apenas até 12 dias.

CONTROLES CEPA Y
CRONICOS - REINOCULACAD
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Fig. 1 — Curvas parasitémicas — O grupo de infecciio croénica pela cepa Colombiena ndo

sofreu alteracio apés reinoculacdo com a cepa Y. Apés reativacio (passagens sucessivas),

a curva parasitémica assume aspecto idéntico ao observado com a cepa Y (grupo contrdle),
até 10 dias, com ascencio posterior,
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Havia parasitismo intenso de células do SRE
ao nivel do bago, figado, tecido adiposo pe-
ri-cardiaco e peri-renal, de células do intersti-
cio muscular e de fibras musculares lisas do
intestino.

4) Grupo de reativagio — as passagens
sucessivas feitas em camundongos recém-nasci-
dos a partir de animais com infecgfo crénica
pela cepa Colombiana e reinoculados com a
cepa Y, permitiu a obtengfio de uma infecgio
leve que foi se acentuando nas passagens su-
cessivas, com grandes oscilagSes dependentes
principalmente do péso do animal, como mos-
tra o Quadro I, determinando a partir da 9.2
passagem, infeccio virulenta, determinando
curvas parasitémicas com ascencgdo precoce
e configuracéo semelhante & observada com o
grupo contrdle de infecgfo pela cepa Y, em-
bora ainda sem atingir os mesmos niveis

(Fig. 1). Também a mortalidade déstes ani-
mais foi idéntica & observada no grupo con-
tréle de infecgdo pela cepa Y, atingindo o
méaximo aos 12 dias porém com mortalidade
total aos 15 dias. O estudo morfolégico dos
tripanosomas do sangue periférico nestes gru-
pos, Fig. 2, mostrou predomindncia inicial
de formas delgadas, com aumento progressi-
vo do nimero de formas largas, quadro mor-
folégico &ste, caracteristico da cepa Y. O es-
tudo histopatolégico mostrou acentuade reti-
culotropismo inicial, idéntico ao quadro ob-
servado no grupo contrdle de infeccio pela
cepa Y.

COMENTARIOS

Os resultados do presente trabalho demons.-
tram que tripanosomas reinoculados em ca-
mundongos tornados resistentes por uma pré-
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Fig. 2 — Quadro morfoldgico dos tripanosomas no sangue periférico, no grupo inoculado

com as duas cepas, ap6s reativacio, vendo-se predominincia inicial de formas delgadas.
Este quadro é semelhante ao observado com a infeccdo pela cepa Y.
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Fig. 3 — Quadro morfolégico dos tripanosomas no sangue periférico, caracteristico da

cepa Colombiana, verificando-se predominéncia de formas largas em todo o curso da infeccdo.

via infecgdo, podem ser recuperados e iden-
tificados. A resisténcia dos animais infeta-
dos é um fato demonstrado por numerosos
Autores e, no presente trabalho, também se
confirmou que os animais com uma infeccio
crénica de longa duragio pela cepa Colom-
bigna do T. cruzi apresentavam resisténcia
a reinoculagdo pela cepa Y. Esta resisténcia
foi demonstrada pelo estudo das curvas para-
sitémicas que se mantiveram inalteradas em
niveis baixos apés a infec¢fo virulenta; pela
auséncia de alteragBes do quadro histopato-
I6gico, nfo se tendo observado nos animais
reinoculados lesGes caracteristicas da fase agu-
da da infec¢io; pela auséncia de mortali-
dade .dos animais reinoculados, enquanto os

contrbles morreram todos até 12 dias da in-
fec¢do virulenta. :

Apesar de_todos os fatos citados, um ponto
de grande importéncia deveria ser melhor es-
clarecido, isto é, se os iripanosomas reino-
culados persistiam no organismo do animal
e poderiam ser recuperados. As duas cepas
com que os animais estavam inoculados apre-
sentavam diversos caractéres que permitiam
a sua diferenciacio (1,3) e todos éstes ca-
ractéres foram levados em conta no sentido
de se identificar a cepa reinoculada. A fim
de evitar que a cepa inoculada inicialmente
(cepa Colombiana), fdsse também reativada
pelo processo usado, as passagens eram feitas
com intervalos curtos (10 .dias), prazo sufi-
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cienle para a multiplicaciio da cepe ¥, porém
muito curle para a cepe Colombiona, gquoe,
come foi demonstrade em trabalbos anterio-
res B %% shmenle atinge o sen médximo  de
parasilemia em lorno de 30 dias; mesmo
assim em animaiz que apds a reativagio so-
breviveram até 15 dias ji ze pdde ver na
curva parasitémica (Fig. 1} inicio de suobi.
da da mesma, indicando que a cepa da in-
feceio inicial também foi reativada, porém a
mortalidade determinada pela cepe ¥, mais
virulenta, impedin o sen  dezenvolvimento,
Apds o processo de reativacio, a cepa cujas
caracleristicas  predominaram, determinando
alla mortalidade precoce, curvas parasilémi-
cag precocemente clevadas e reticulolropismao
inicial, foi a eepa ¥, cujo quadro morfolégico
também foi caracteristico, (Fig. 2) com pre-
domindncia inicial de Tormas delgadas, en-
quanto a cepe Colombiane apresenta predo.

Flg, 4 — Misculo esqueldticn de animal com
Infecclio crénlea pela cepa Colombiong, mMOg-

trando  Infillracic mononuclear difusa com
adensamento peri-vagcular. H. E, 400 X

400
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minineia de formaz largas desde o inicio da
infecgdo (Fig. 3). Isto significa que, embora
tendo a sua proliferacio limitada por fatdres
imunitarios ainda nio determinados, os tripa-
nosomas inoculados em animais imunes per-
manccem no organismo sob a forma de uma
subinfecgiio, podendo ser reativados, vindo
a determinar infeccio virulenta, com lesies
tissulares caracteristicas. Kacax & Normay 11
infetaram animais com uma cepa pouco vi-
rulenta e em seguida com a cepa Tulauwhen,
dotada de alta viruléncia e verificaram que a
infecgiio prévia determinava prolecio porém
que a viruléncia da cepa reinoeulada poderia
ser recuperada apis passagens sucessivas em
camundongos lactentes, atribuindo a fatires
imunoligicos & menor virnléneia observada
Nas PAsLagens iniciais,

A demonstragio de que os tripanosomas ino-
culados em animais resistentes niio sio total-

Fig. 5 — Cepo Colombione — Lesio muscular

na infecgdo crinica, observando-se necrose de

fibra muscular e infiltrado lnflamatorio mono-
nuclear, H. E., 400X
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mente destruidos, mas permanecem nos mes-
mos, constituindo-se numa subinfeccio, tem al-
gumas conseqiiéncias que merecem ser anali-
sadas. Em primeiro lugar, isto -demonstra
que um hospedeiro pode vir a ser portador
de mais de uma cepa de T. cruzi. Por outro
lado demonstra que a imunidade adquirida
com uma infecgfio prévia, é apenas parcial.
Teoricamente, pelo menos, a maneira mais efi-
caz de se estimular a resisiéncia ao tripano-
soma, seria por intermédio de uma infeccdo
crénica, com tripanosomas de baixa virulén-
cia persistindo no hospedeiro e constantemen-
te reativando os mecanismos imunitarios. To-
davia, pelo que observamos no presente traba-
lho, mesmo na situagio excepcional delineada
acima, o sistema imunitirio do hospedeiro
pode ndo ser suficiente para erradicar novos
tripanosomas que venham a penetrar no or-
ganismo. Quer nos parecer que 8stes dados
deveriam ser cuidadosamente ponderados
quando tivermos que considerar qualquer for-
ma de terapéutica preventiva ou curativa da
doenca de Chagas através de vacinas.

SUMMARY

Recuperation. and characterization of trypa-
nosomes inoculated in immunized mice (Re-
inoculation with different strains of
Trypanosoma cruzi)

Mice with chronic infection by the Co-
lombian strain of T. cruzi were inoculated
with a virulent strain (Y strain). There was
no modification in parasitemia nor any change
in the histopathological picture, denoting a
high degree of resistance in the animals with
chronic infection. In order to investigate whe-
ther the virulent trypanosomes inoculated
were all destroyed in the immunized mice,
blood taken from these animals was inoculated
in suckling mice and serial transfers were
done thereafter. The Y strain of T. cruzi was
then identified by a combination of techni-
ques. The present investigation demonstrates
that immunity produced by chronic trypano-
some infection is yet partial and that an in-
fection by a particular strain may coexist with
an infection by another strain.
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