IMUNIZACAO DE CAMUNDONGOS COM «VACINA» VIVA AVI-
RULENTA DO TRYPANOSOMA CRUZI

Il — VARIACAO DO MEIO DE CULTURA

Humberto Menezes * e Rosa D. R, Albuquerque **

Os autores demonsiram através de testes em camundongos que variando
o meio de cultivo a aviruléncia da cepa Y, cultivada, do Trypanosoma <cruzi

se conserva inalterada.

Diante da possibilidade de que se trate de um mutante da mesma linha-
gem Y virulenta, mantida em animais, sugerem a designacdo de PF (Pedreira

de Freitas) para essa nova cepa.

INTRODUCAO

Admitindo-se que os processos de tran-
sicdo, no ciclo vital dos tripanosomas, en-
volvam alguma fase ou fases criticas ter-
mosensiveis que possam ser induzidas por
modifica¢des do meio nutriente (12) e que
varios fatoéres lizados ao meio de cultura
influenciem a infectividade de formas de
cultura (3), propusemo-nos verificar o
comportamento da aviruléncia da cepa Y,
mantida em cultura em diferentes meios.

MATERIAL E METODOS

Utilizamos a cepa Y, isolada por Silva
& Nussenzweig (11), sob a sua forma avi-
rulenta descrita por um de nés (4, 5).

Essa cepa do Trypanosoma cruzi,
além do cultivo em meio sélido de Pack-
chanian (10), foi também cultivada nos
meios liquidos de Warren (13) e de N&l-
ler (9). Nos dois primeiros, os repiques
foram feitos cada 15 dias e no ultimo
cada 8 dias.

As culturas foram mantidas & tempe-
ratura ambiente que em Ribeirao Préto
variou de 10,5°C a 42,0°C.
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Recebido para publicacio em 29-10-69.

As experiéncias foram conduzidas nas
épocas de maior e de menor elevaciao tér-
mica.

As culturas com 20 a 25 dias, no meio
de Packchanian, com 15 dias no de War-
ren e com 8 dias no de Néller foram cen-
trifugadas e lavadas varias vézes em so-
lucdo salina, até se obter um sobrenadan-
te limpido.

A concentracao final dos tripanosomas
variou de 25x108 a 5x108 parasitas
por ml.

O percentual de formas metaciclicas foi
de aproximadamente 5 por cento no meio
de Warren, 2,5 por cento no de Noller e de
cérca de 10 por cento no de Packchanian.

As “vacinas” foram utilizadas logo apds
0 seu preparo e tinham sempre formas
vivas, cuja percentagem variou de 50 a
90 por cento.

As experiéncias foram conduzidas em
camundongos albinos de uma mesma li-
nhagem, mantida ha 16 anos no Biotério
da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Préto. ‘

Os animais eram todos do sexo mas-
culino e pesavam, no inicio da expe-
rimentacdo, 10 g, em média.
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Foram utilizados 156 camundongos, di-
vididos em 4 grupos.

No primeiro grupo havia 36 animais que
foram “vacinados por via subcutanea com
0,2 ml da ‘“vacina” preparada em meio
de Packchanian.

Com a “vacina” de Warren foram imu-
nizados 22 camundongos e com a do meio
de Noller 19.

Quatro semanas apos, todos os ani-
mais “vacinados” e mais 79 outros, toma-
dos como controéles, foram inoculados com
tripanosomas da cepa Y, virulenta, do Try-
panosoma cruzi. mantida em camundon-
gos.

O inodculo foi o mesmo para todos os
animais, i.e., 5.000 parasitas por grama de
péso corporal.

Antes da infeccdo virulenta foi feito
xenodiagnostico em 10 dos camundongos
imunizados com a “vacina” do meio de
Noller e em 8 dos do meio de Warren.

Cinco ninfas de Rhodnius prolizus fo-
ram aplicadas a cada animal do primeiro
grupo e cinco ninfas de Rhodnius neglec-
tus a cada um dos 8 animais do segundo
grupo. Todos os triatomineos se mostra-
ram isentos de tripanosomas quando fo-
ram examinados 30 dias depois.

Parasitemias dos camundongos infecta-
dos foram realizadas segundo a técnica
de Pizzi-Brener (1), nos 8.°, 15.2 e 30.° dias
apods a inoculacio.

Os percentuais de mortalidade foram
referidos a essas datas e as experiéncias
foram consideradas encerradas no 30.° dia,
embora, em alguns casos, 0s animals ti-
vessem sido observados até 90 dias, sem
modificagdes nos resultados.

RESULTADOS

A Tabela 1 e os Graficos I e II resu-
mem os dados obtidos.

Evidencia-se pelos mesmos uma niitda
e forte protecao, conferidas pelas 3 vaci-

nas que nao diferem significativamente
entre si.

O vercentual de mortalidade foi insig-
nificante entre os animais imunizadog
711 por cento, 4 por cento e 0 por cento)
mas em contraposicio mostrou-se extre-
mamente elevado (81 por cento) entre os
animais controles.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Um de noés (6, 7) ja demonstrou que
em hospedeiros vertebrados, a forma avi-
rulenta do Trypanosoma cruzi conserva
sua aviruléncia, a despeito dos varios meios
empregados, seja para diminuir a resis-
téncia do hospedeiros, seja para exacer-
bar a viruléncia do flagelado.

Monteiro (8) conseguiu demonstrar
que também no hospedeiro invertebrado o
tripanosoma da cepa avirulenta nao é ca-
paz de retornar & sua primitiva virulén-
cia para camundongos.

Com o presente trabalho verificamos
que, pelo menos com os meios de cultura
empregados, a aviruléncia do tripanosoma
se mantém inalterada, quando se faz va-
riar o meio nutriente.

Embora nos faltem estudos cito-genéti-
cos, estamos cada vez malis inclinados a
admitir que a cepa cultivada, com a qual
temos trabalhado, representa um mutan-
te da cepa Y que até hoje se tem mantido
altamente virulenta, por sucessivas passa-
gens, em camundongos.

Désse modo e caso essa suposicdo se
veja confirmada por estudos laboratoriais
adequados, julgamos justo considerar a
cepa avirulenta como uma nova linhagem
para a qual sugerimos desde logo a desig-
nacio PF em homenagem a Pedreira de
Freitas (2), que chefiou a equipe que estu-
dou a paciente de quem a cepa Y foi iso-
lada.

SUMMARY

The authors through expperiments in mice have demonstraled that the
avirulence of the Y strain of T. cruzi, described by one of them (H.M.) remain
unaltered if the culture medium is changed. .

Accepting that there are strong evidences that such strain represents
a mutant of the virulent Y strain, kept in mice, the authors suggest tﬁe
designation PF for the new strain, as an homage to tige late Pedreira
de Freitas who discovered and examined the japanese patient from whom
the Y strain of the Trypanosoma cruzi was isolated.
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TABE LA

8.0 dia pos infec.
Meio de cultura Numero de
camun- . .
. Parasitemia N.°
da vacina dongos {mediana) mortes

Packchanian 36 87 0
Warren 22 0 0
Noller 19 0 0

Total de vacinados 77
Controleg 79 3780 0




15° dia pos infec.

30.° dia pos infec.

Parasitemia N.©o Parasitemia N,o
(mediana) mortes (mediana) mortes
4
0 2 0
1
35 0 0
0
0 0 0
2940 34 0 64
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