IMUNIZACAO DE CAMUNDONGOS COM «VACINA» VIVA
AVIRULENTA DE TRYPANOSOMA CRUZI —

IV — Ensaio de esquema de «vacinagdo»
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0 exame histologico
camundongos que receberam duas doses de “vacina” reagiram melhor «

*
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revelaram apgrentemente.

UM

que,

infeccdo virulenta do T. cruzi do gue animais “vacingdos” uma unica vez.

Nesies a infeccdo realizada gquat

(e

dez semanas depois da {munizacdo

nao alterow substancialmente a resposta imunitdria medide pela parasitemia,
percentual de mortalidade e grau da resposta tissular.

Animais unicamente “vacinados”, com uma ou duas doses, nao apresenta-
ram alteracées histologicas diferentes das dos animais normeis.

Estes mostraram guase sempre um discreto grauw de inflamacdo crénica

focal no miocardio, e figado.

Procuranmos em trabalhos anteriores
demonstrar experimentalmente qual o me-
nor indculo capaz de conferir eficiente
protecao a camundongos (8) e qual o
tempo maximo de protecio que se pode
conseguir nessa espécie de animal contra
uma infeccao por formas virulentas de 7.
cruzgt (7).

Como em nossos trabalhos prévios em-
pregamos sempre uma unica dose de “va-
cina” (2, 5, 6) e como existe na literatura
especializada referéncias a reacdes hiperér-
gicas em animais imunizados (9), decidi-
mos realizar o presente experimento com
0 objetivo de observar as diferencas poi-
ventura existentes na resposta imunolé-
gica entre animais “vacinados” com um?2
e com duas doses.

MATERIAL E METODOS

A primeira vacina utilizada constou de
um cultivo de 7 dias da cepa Y avirulenta.
Esta cepa que designamos de PF (Pe-
dreira de Freitas) foi cultivada em meio
liquido de Noller e apds centrifugacido a
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baixa velocidade, o scdimento foi isolado e
lavado varias vézes em soclucao salina.

Por fim, foi feita uma suspensdo nes-
se mesmo liquido, dando uma concentra-
cao de 2 >< 107 parasitas por ml com cér-
ca de 70 por cento de formas vivas e mais
ou menos 2 por cento de formas metacicli-
cas.

A segunda vacina fol obtida de meodo
semelhante, porém o nuamero de flageladoes
vivos fol de aproximadamente 10 por cen-
to, counservando-se inalterados os outros
valores.

Cem camundongos albinos machos, de
uma mesma linhagem, com 10z de péso
corporal no inicio da experiéncia, foram
divididos em 6 grupos sendo 4 de 20 e 2
de 10 animais.

Os quatro primeiros foram designados
de A, B, C e D e os dois ultimos de E e F.
Os animais dos grupos A, B, C, e E fo-
ram “vacinados” por via subcutanea com
0,1 ml da primeira e/ou segunda vacina,
conforme demonstracao na Tabela 1.

Os camundongos dos grupos A, B e C
foram infectados, por via peritoneal (5.000

Jde Ribenrdo Prela, Sdo o Paulo, Brasti.



TABELA 2

S5mm° de sangue
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Grupo Camundongo Dias apo6s a infeccao

8 } 15 | 30
A | 1 35 35 0
” 2 385 280 0
» 3 105 35 0
39 4 J— J— J—
» 5 0 0 0
” 6 105 0 0
» 7 0 0 0
” 8 140 0 0
”» 9 70 35 0
2 10 0 S -
”» 11 0 0 0
3 13 0 0 0
” 14 210 0 0
» 15 35 0 0
) 16 35 0 0
” 17 35 35 0
18 140 0 0
» 19 0 35 0
” 20 140 35 0
Média 7,3 27,2 0
Mediana 35,0 0 0
1 70 0 0
" 2 70 175 0
3 35 0 0
? 4 0 0 0
? 5 70 70 0
” 6 0 0 0
7 490 0 0
” 8 35 35 0
” 9 770 0 0
” ' 10 —_ —_ —
» ‘ 11 1] 0 0
” i 12 175 0 0
” : 13 ; 490 35 0
7 i 14 i _ — —
? i 15 | 0 0 0
” 16 1 210 70 0
” 17 | 0 0. 0
”? 18 ! 140 0 0
7 18 35 140 0
? 20 70 0 0
: Media 147,0 29,0 0

| S S
Mediana 70,0 0 0
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Os animais “vacinados” que morreram
no decorrer do experimento tiveram por
“causa mortis” geralmente infeccdes in-
tercorrentes.

Os exames histopatolégicos dos animais
dos diversos grupos mostraram que mesmo
os animais normais (Grupo F), quer tives-
sem 40 ou 70 dias de idade, apresentavam,
em sua grande maioria, discretos focos
de infiltra¢cao histio-linfocitaria no mio-
cardio (Fig. 1A).

Quadro idéntico foi encontrado em ani-
mais unicamente “vacinados”, tanto nos
que receberam uma iunica dose da vacina
(Fig. 1B), como nos que receberam duas.

Amiloidose foi encontrada em 25 por
cento dos animais examinados do grupo B
e em 50 por cento dos examinados do gru-
po D (controles).

DISCUSSAO E CONCLUSOES

O emprégo de duas doses de “vacina”
parece conferir melhor protecio aos ani-
mais, conforme se pode deduzir do menor
grau de parasitemia e da discreta reacao
inflamatoéria cronica encontrada no mio-
cardio dos mesmos.

A ocorréncia da reac@o hiperérgica em
animais vacinados, descrita por Pizzi (9)
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Dos animais “vacinados” e posterior-
mente infectados, os que receberam duas
doses da “vacina” (Grupo A) foram os que
mostraram menor grau de infiltracio his-
tio-linfocitaria no miocardio (Fig. 1C),
comparavel aquele encontrado nos grupos
anteriormente referidos.

Como foi observado anteriormente (3, 4),
o0 infiltrado foi um pouco mais intenso
nos animais contréles (grupo D) (Fig. 1F).

Os animais do grupo B (1 dose de
vacina e infeccao depois de 4 semanas)
(Fig. 1E) exibiram processos inflamatorios
de grau ligeiramente mais pronunciado do
que os do grupo C (1 dose de vacina e
infeccido 10 semanas depois) (Fig. 1D).

Em nenhum dos animais examinados
foi possivel encontrar parasitas no miocar-
dio, no figado ou no baco.

nao foi por nés confirmada em experién-
cias anteriores (3 e 4).

No presente trabalho essa discrepancia
persiste, pois verificamos que a rea¢aoc his-
toldgica nos animais contréles foi maior
do que nos “vacinados”.

Os camundongos com duas doses de
“vacina” e infectados posteriormente (gru-
po A) mostraram discreta reacdo inflama-
téria cronica.

Os grupos que receberam s6 uma dose
de vacina (grupos B e C) ocuparam uma
situacao intermediaria entre os anterio-
res (A, E e F) e o grupo contréle da in-
feccao (Grupo D).

A introduc¢do de um grupo de animais
normais (Grupo F) foi de grande utilidade,
pois serviu para demonstrar que n&o se
deve valorizar muito o encontro de discre-



TAB ELA 3

Numero de parasitas/5mms3 de sangue
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Fig. 1

A — BRaros e discretos focos de infiltracAo histio linfocitaria no epicardio atrial (setas) de
camundongo normsal. (Grupo F). 125 x.

B — Raros e discretos focos de idéntica infiltracdo no epicardio e endocardio (setas) atrial de
camundongo unicamente ¢vacinados. (Grupo E). 125 x.

C — Aspecto idéntico, no Atric de animal «vacinado» duas vézes e infectado. (Grupo A). 125 x.

D — Moderados tocos de infiltracdo histio-linfocitiaria no epicardio atrial do animal «vacinado»
uma Unica vez e infectado 10 semmanas depois. (Grupc D). 125 x.

E — Pronunciada infiltracdo histo-lifocitaria do tecido areolar em 16rno ds oricem dos vasos
da base, no coracio de um animal «vacinado» uma s0 vez e infectado 4 semanas depois.
(Grupo E). 125 x.

F — Pronunciado infiltrade iinfo-histocitaric sub._endocardico e intra-mural na hase dos ven-
triculos de um animal contrdle. (Grupo D). 125 x.

G — Pequeno aglomerado de histlocitos e linfécitos no parénguima hepatico de um camun-
dongo normal. (Grupo F). 600 x.

H — Idem em um animal contrdle (Grupc D). 800 x.
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tos focos de infiltracdo histio-linfocitaria
no miocardio.

O mesmo se pode dizer com respeito a
presenca de pequenos aglomerados de his-
tioeitos e linfocitos no figado de animais
infectados (Fig. 1H) que também foi obser-
vada em nossos animais normais (Fig.
1G) e nos Unicamente “vacinados”.

A infeccdo realizada 4 ou 10 semanas
apos o emprégo de uma sé dose de “va-

cina” ndo parece ter alterado significati-
vamente os resultados histologicos e para-
sitolégicos nos animais dos respectivos
grupos (B e C).

Antes de encerrar convém assinalar que
existem diferencas individuais bem acen-
tuadas dentro de cada grupo nao s6 no
que se refere a parasitemia como também
a histopatologia; o que acima esta refe-
rido se prende a freqiiéncia média dentro
de cada agrupamento.

SUMMARY

Parasitemia and hu<tolooic findings have shown that mice receiving
two doses of the ‘“vaccine” appear to react better to an infection wilth «
virulent strain of T. cruzi than those “vaccinated” once.

In the latter, the infection on the following fourth or tenth week ajter
the immunization doesn’t alter, in a substancial manner, the immune response
measured by parasitemia, mortality percentage and degree of injflamatory

reaction.

The mice just “vaccinated” with one or two doses of the “vaccine”
and no¢ veing infected afterwards, didn’t show any hystologic difference from
the non-vaccinated cnes. In those a slight focal chronic inflamatory reaction
could almost always be observed at the myocardium and liver.
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