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SUMARIO: Ha nwuito tempo € sabido serem as aves refratarias ao “T. (S.) cruzi”. Em tra-
balhos anteriores verificou-se que nas galinhas pode-se obter infecc¢does “in ovo” diagnos-
ticaveis até o 219 dia de incubacido, porém, logo apos o nascimento os pintos mostram-
se refratarios ao parasito, que é destruido no ponto de inoculagdo. Neste trabalho verifi-
cou-se que tripomastigotas injetados diretamente no sangue, podem ser esporadicamen-
te encontrados até 1 h depois. Verificou-se também que galinhas bursectomizadas, com as-
sociacao de testosterona “in ovo” e ciclofosfamida nos 4 primeiros dias de vida per-
manecem refratarias. Entretanto, o soro dessas aves perde a capacidade litica que o
soro das aves normais possui para os epimastigotas do “T. (S.) cruzi’, pela qual sao res-
ponsaveis as gama-globulinas séricas, conforme foi verificado apos o fracionamento do
soro em coluna de DEAE-Sefadex A50. A dissociacao dos 2 fenémenos, mostra que a ca-
pacidade litica, pode ser atribuida a um “anticorpo natural” — uma vez que € eliminada
ou grandemente diminuida com a supressao do sistema imunitario bursa-dependente
— porém, o mesmo nao se pode concluir quanto a refratariedade. Esta, provavelmente, deve

estar relacionada ao proprio metabolismo celular apos o nascimento.

EM trabalhos anteriores (%, °) foi ve-
rificado que o “T. (S.) cruzi”
(cruzi) injetado na pele das aves, ha
muito sabidas refratarias, é eliminado
no ponto da inoculacao, nao atingindo,
aparentemente, a corrente circulato-
ria; que a refratariedade nas galinhas
ocorre desde o nascimento e persiste
ap0s a bursectomia hormonal; e, final-

mente, que nos ovos embrionados sao
obtidas infecc¢oes diagnosticaveis até o
dia do nascimento, mas os pintos nas-

1 — Recebido para publicacio em 15 de maio de 1974.

cidos dos mesmos grupos de ovos Ino-
culados sao sistematicamente refrata-
rios. Neste trabalho é relatado a ra-
pida elminacao de tripomastigotas in-
jetados diretamente no sangue das
aves; a persisténcia da refratariedade
mesmo quando a bursectomia hormo-
nal é reforcada pela ciclofosfamida (?);
e, finalmente, a dissociacao dos feno-
menos da refratariedade e da lise dos
epimastogotas do cruzi pelo soro das
galinhas.

Trabalho do Instituto Oswaldo Crugz, realizado com ajuda do Conselho Nacional de Pesquisas.
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MATERIAL E METODOS

a) Ovos e pinltos. Foram usados O0OVOS
embrionados Leghorn e Pintos deles nas-
cidos no Laboratorio.

b) Burseciomia. Grupos de 60 ovos de 12
dias foram injetados na. membrana corio-
alantoide com 2,5 mg de testosterona* e os
pintos foram injetados no peritonio com
2,0 mg de ciclofosfamida** nos 4 primeiros
dias de vida. Esses pintos sao referidos
como TC. Dois grupos de aves normais re-
ceberam ciclofosiamida em altas doses: 10
pintos de 46 dias (pesando em média 450 g)
receberam 10mg/5 vezes/10 dias, e 10
frangos de 120 dias (pesando em média
860 g) receberam 20mg/5 vezes/10 dias.
Esses pintos sao referidos como C.

c¢) “Cruzi”’. Foi utilizada a cepa Y: 1ml
de suspensoes espessas de formas de culti-
vo em Brain Heart Infusion (Difco) con-
tendo aproximadamente 5% de tripomasti-
gotas metaciclicos ou 1ml de suspensoes
de tripomastigotas sanguineos obtidos por
puncao cardiaca de camundongos de 11
dias de infectados depois de lavados com
salina e na dose de 3X105 por ml.

A inoculacao do cruzi em pintos TC foi
feita. no peritonio aos 20 dias de vida, e
esses pintos passaram a ser referidos como
TCY. Os pintos C também receberam o
cruzi no peritonio e passaram a ser refe-
ridos como CY. Dez pintos normais (de 5
dias) receberam tripomastigotas sangii-
neos diretamente no sangue (veia do pes-
COCO) .

d) Controle da refratariedade dos pintos
TC e CY. Do 6° ao 14° dia da inoculacac
do cruzi, os pintos foram sangrados na veia
da asa em dias alternados (b vezes) e o
seu sangue fol injetado no peritonio de
camundongos recém-nascidos indicadores
(CRI) em grupos de 2 CRI cada vez para
cada pinto. Do 52 ao 15° dia da inoculacio
foram feitas hemoscopias diarias dos CRI
(sangue da ponta da cauda) os quais fo-
ram sacrificados no 20° dia. De cerca de
metade dos CRI, coracao, intestino, figado

* — Durateston (R). Lab. Organon do Brasil.
** — Enduxan (R). Lab. Pravaz Ricordati.
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e baco eram fixados em formol a 10% e
oS cortes corados pela Hematoxilina-Eosi-
na (H-E). Os pintos foram sacrificados
entre os 20 e os 130 dias da inoculacao do
cruzi, fixando-se os seus O0rgaos da mesma
maneira, e corando-se os cortes pela H-E
— € pelo verde metila-pironina.

e) Controle da eliminacdao dos tripomas-
ligotas injetados diretamente no sangue.
ApoOs a injec¢ao, os pintos foram sacrifica-
dos, um a um, de 1/2 em 1/2 h, por sangria
cardiaca total com seringa heparinizada.
O sangue de cada um fol imediatamente
injetado no peritonio em ninhadas de 8
CRI. O exame dos CRI foi feito como aci-
ma, indicado.

f) Conirole da bursectomia. Os efeitos da
testosterona, ja descritos(5), foram um
tanto agravados pela ciclofosfamida, sendo
malor a letalidade dos pintos: 40 a 50% de
mortes entre 6 a 20 dias de vida. Dai para
diante a letalidade foi rara. Foram aumen-
tados os cuidados para a desobstrucao
cloacal. Nos pintos TC mortos de intercor-
rencia ou sacrificados até os 30 dias de vida
(total de 39) foram pesquisados: resqui-
cios de bursas no local da implantacao
bursal, anatomica e histologicamente, em
material suspeito, apés fixacdo, cortes e
coloracao (H-E); freqiiéncia de células pi-
roninofilas nos foliculos esplénicos: e com-
portamento das gama-globulinas do soro
das aves pela eletroforese. Foi feito o
acompanhamento eletroforético dos soros
de 32 pintos normais, de 11 a 119 dias de
vida; de 25 soros de pinftos TC e TCY: e de
8 soros de pintos CY.

Os frangos que receberam doses elevadas
de ciclofosfamida, apresentaram retardo
ponderal e ericamento de penas, mas re-
sistiram a toxidez da droga.

g) Provas de lise dos epimastigotas pelo
soro das galinhas. As provas foram feitas
a temperatura ambiente. A 37°C a lise pa-
receu um tanto acelerada, foi abolida a
56°C-30 minutos, mas nao mostrou apa-
rentes alteracoes a 0°-4°C. Em 2 experién-
cias verificou-se a sua diminuicado ou eli-
minacao pela adicao de heparina aos tubos
de prova nhas doses de 50 a 200 UI e 200
a 800 UI, respectivamente.
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As provas foram feitas em tubos de he-
molise estéreis, juntando-se 0,9 ml de soro
de galinha diluido e 0,1 ml de suspensao
em salina de cultivos do cruzi, contendo
aproximadamente 3X106 parasitos -p.ml.
Em cada prova, um tubo testemunha (T)
continha salina e suspensao de parasitos
nas proporcoes indicadas. No computo das
provas foram considerados apenas a dilui-
cao 1:2 e o tempo limite de 2h. Nao foram
contados os parasitos. Microscopando uma
gota de cada tubo entre lamina e lami-
nula, (0c.10X.0bj.20X) foi estabelecida a
seguinte leitura convencional:

0 — Auséncia de lise (Aspecto seme-
lhante ao T)

1 + = Lise parcial (Sensivel diminuicao
do n°® de epimastigotas moveis)

2 + = Lise total (Auséncia de epimastigo-
tas moveis)

Ao contrario dos epimasgotas, os tripa-
mastigotas apresentam grande resisténcia,
a acao do soro das galinhas, encontran-
do-se muitos vivos até depois de 24h de
incubacao.

Foi estudada a capacidade litica para os
epimastigotas do cruzi dos soros de 51 pin-
tos normais; 18 pintos TC; 19 pintos TCY,;
e 20 pintos CY.

h) Fracionamento do soro de galinhas
normais. Na tentativa de definir a fracao
ou fracdes responsaveis pela lise foram
feitas experiéncias preliminares de fracilo-
namento do soro de galinhas por croma-
tografia em coluna (2,8X12cm) de DEAE-
Sefadex-A50 (Pharmacia, Uppsala). Fo-
ram colocados cuidadosamente na coluna
5> a 10ml de soro; e foi utilizado um sis-
tema tampao fosfato 0,02 M pH 6,6 com
concentracao crescente de NaCl: 0,07 M;
0,2M; 0,17 M; e 0,38 M. As fracoes proteéicas
obtidas foram liofilizadas e dializadas con-
tra solucao fisiologica. Apos a dosagem de
protelnas pelo metodo de Lowry & al (1951)
os fracoes foram analisadas por eletrofo-
rese em papel. De acordo com a concentra-
cao salina usada, os picos mostraram ca-
racteristicas diferentes: A fracao I nao
pOde ser caracterizada por causa de sua

grande labilidade; a fracao II mostrou-se
constituida principalmente por gama-glo-
bulina; a fracao III era constituida por
uma mistura de globulinas e albumina; e,
finalmente, a fracao IV era constituida
principalmente por albumina.

RESULTADOS

Bursectomia. Em 4 pintos bursectomiza-
dos, de 39 examinados, foram vistos ndédu-
los esbranquicados suspeitos de resquicios
de bursas no ponto de implantacao bur-
sal, encontrando-se histologicamente em
um deles, estrutura epitelial bursoide sem
formacao de foliculos. Nos cortes de baco
(comparados com os bacos de pintos nor-
mais) fol constatada pobreza de células pi-
roninofilas nos foliculos linfoides nas aves
bursectomizadas. Nestas, era também niti-
da a diminuicao, ou o desaparecimento das
gama-globulinas, de acordo com os perfis
eletroforéticos dos seus soros. Enquanto
nos soros de nintos normais e de pintos CY
foi constatada a presenca regular de ga-
ma-globulinas nos soros de pintos TC e
TCY foi observada nitida repressao no per-
centual das gama-globulinas.

Foram encontrados focos de miocardite
e hepatite nos pintos CY, atribuidos a pa-
téogenos pré-existentes, exaltados pela que-
bra das defesas organicas das aves pela
acao das doses elevadas da ciclofosfamida.

Refratariedade. Tanto os pintos TCY
inoculados com cultivos ou com tripomas-
tigotas sanguineos, como os pintos CY
inoculados com tripomastigotas sanguineos
permaneceram refratarios ao cruzi. Em to-
das as experiéncias o exame dos CRI (to-
tal de 554) fol negativo nas hemoscopias
para tripomastigotas; e, nas histoscopias,
330 CRI também foram negativos para
amastigotas. A histoscopia dos orgaos dos
pintos (total de 59) também foi negativa.
Quadro I. (Cinco pintos e 56 CRI morre-
ram de intercorréncia antes de completa-
do 0 esquema de exame). A técnica de con-
trole da parasitemia pelo uso dos CRI mos-
trou-se mais eficiente que o xenodiagnos-
tico e a tentativa de cultivos em experien-
cias anteriores 4.
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Eliminacdo dos tIripomastigotas sangiii-
neos injetados diretamente no sangue. Dos
10 pintos normais usados nas experiéncias,
apenas um deu resultado positivo em um
CRI inoculado no periodo de 1h.

Prova de lise. Verificou-se que 66,7% dos
soros de pintos normais de 2 a 40 dias,
mostraram 14+ (e um pinto 2+);: e 93,0%
dos soros de pintos normais de 42 a 119
dias, mostraram 24 (e um pinto 1+). Por
outro lado, 88,9% dos soros de pintos TC e
78,9% dos soros dos pintos TCY perderam
a capacidade litica. Entretanto, 100% dos
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pintos CY mantiveram a capacidade litica
total (24-) ou parcial (14) Quadro II.

Provas de lise com fracées do soro de ga-
linhas normais. As fracdes obtidas foram
testadas quanto a sua capacidade litica
para os epimastigotas do cruzi. Verificou-
Se que a mais ativa era a fraciao II consti-
tuida, como vimos por gama-globulinas; a
fracao III (uma mistura de globulinas e
albumina) mostrou atividade litica de pou-
ca Intensidade; e, finalmente a fracdo IV
constituida principalmente de albumina,
nao mostrou nenhuma acao litica.

QUADRO I

Refratariedade de pintos TCY* e CY** qo “T. (S.) cruzi” (Cepa Y) comprovada
pela inoculagcdo do seu sangue em camundongos recém-nascidos indicadores (CRI)
_—

Pintos Ne© Material CRI (examinados e negativos)
de inoculado
inoculados (peritonio)
hemoscopia histoscopia

TCY 22 cultivos 191 114
TCY 22 tripomastigotas

sanguineos 186 109
CY 20 tripomastigotas

sanguineos 177 107
Totais 64 — 554 330
TCY* — Bursectomizados e inoculados com T. (S.) cruzi.
CY** — Tratados com ciclofosfamida e inoculados com T. (S.) eruzi.

QUADRO 11

Capacidade litica (em 2h) para epimastigotas do “T (S) cruzi” (Cepa Y) do soro
(@ 1:2) de pintos normais, CY*, TC** ¢ TCY***

h

Pintos Idade Resultados das provas de Lise
(dias) /N9 Auséncia, Lise parcial Lise total

Normais 2 a 40/18 5(27,3%) 12(66,7% ) 1

42 a, 80/33 0 1 32(97,0% )
CY 46 a 120/20 0 6(30%) 14(70% )
TC 10 a 100/18 16(88,9%) 2 0
TCY 28 a 122/19 15(78,9%) 3 1
_——
CY#* — Tratados com ciclofosfamida e inoculados com «T.(S.) cruzi».
TCHx* — Bursectomizados.

TCY*#** —— Bursectomizados e inoculados com «T.(S.) cruzi»r».
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DISCUSSAO

Ja tinha sido verificado que os pa-
rasitos injetados na pele das aves
eram al eliminados nao atingindo,
aparentemente, a corrente circulatoé-
ria. (*). Em complementacio, consta-
tou-se neste trabalho que injetados di-
retamente no sangue eles sé podem ser
encontrados, esporadicamente, até 1h
depois. Entretanto, como os tripo-
mastigotas resistem até 24hs a acéao
do soro das aves (que elimina rapida-
mente os epimastigotas) a causa da
eliminacao dos tripomastigotas do
sangue deve ser diferente.

Confirmou-se que a refratariedade
das aves ao cruzi persiste apds a bur-
sectomia, assegurada com a associa-
cao da ciclofosfamida, logo apds o
nascimento, com testosterona “in
ovo’’ (2). O citostatico tem um efeito
semelhante a irradiacao-X subletal
apos a bursectomia na vida embriona-
ria (LERMAN & WEIDANZ, 1970) (3),
isto &, seriam eliminadas células desti-
nadas a linhagem plasmatica que te-
riam escapado para a corrente cir-
culatoria e para os centros linfoides
perifericos, antes da bursectomia. Es-
sas celulas € que seriam responsaveis
pela falta de uniformidade dos resul-
tados da bursectomia, no que diz res-
peito a supressao do sistema imunita-
rio bursa-dependente.

Neste trabalho, o éxito da bursec-
tomia foi demonstrado: anatémica e
histologicamente; pela diminuicdo ou
eliminacido das gama-globulinas séri-
cas; pela diminui¢cao de células piro-
ninofilas nos foliculos linfaticos peri-
féricos; e, finalmente, pela elminacéo
ou grande diminuicao da capacidade
litica dos soros das aves para os epi-
mastigotas do cruzi.

A capacidade litica do soro das ga-
linhas para os epimastigotas do cruzi
ocorre desde o nascimento. Nos pri-
meiros dias de vida ela pode diminuir
ou desaparecer, mas aumenta com a
idade, consolidando-se aparentemente
depois dos 40 dias de vida, justamente
com o amadurecimento bursal. Essa
acao litica, que fora atribuida ao com-
plemento (), foi atribuida por WAR-
REN & BORSOS, 1959 (7) a 2 fatores:
um fator aglutinante termoestivel e
um fator litico termolabil, que seria o
complemento. Estes autores concluem
que as aves podem produzir anticor-
pos contra uma substancia idéntica
cu estreitamente relacionada & dieta,
Ou mais provavelmente a um micror-
ganismo contaminante. Reacoes cru-
zadas ocorrem entre bactérias e pro-
tozoarios, inclusive o cruzi. (Biblio-
grafia in Felsenfeld & Wolf, 1972 (%).

A hipotese “anticorpal” da acao li-
tica tem apoio no seu decréscimo ou
eliminacao pela bursectomia, confor-
me ficou demonstrado neste trabalho.
E tanto mais que, como também foi
demonstrado, a capacidade litica resi-
de principalmente na fracao gama-
globulina do soro.

Todavia, apesar da eliminacao da ca-
pacidade litica dos seus soros para Os
epimastigotas do cruzi, as aves conti-
nuaram refratarias a este parasito. En-
tao, parece evidente que a capacidade
litica do soro das galinhas para os epi-
mastigotas do cruzi e a refratariedade
das aves a este parasito, sao 2 fen6me-
nos distintos. A capacidade litica deve
entao ser atribuida a um “anticorpo
natural”. O mesmo, no entanto, nao
poderia ser atribuido ao fenémeno da
refratariedade. Esta talvez, esteja re-
lacionada ao préprio metabolismo ce-
lular depois do nascimento.
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SUMMARY

The refractory state of birds towards
the “Trypanosoma (Schizolrypanum)
cruzr”. II1I — The dissociation of the
phenomena of the refractory state
and the lysis of the epimastigotes by
chicken sera.

The refractory state of birds to the
“T (S) cruzi” is well known since long
ago. In previous papers it was possible
to observe in chicks, infection “In
ovo’’, still present at the last day of
incubation. Nevertheless after hat-
ching the chicks become refractory to
the parasite. The destruction of the
parasites takes place in the skin at
the inoculation point. Throughout
these studies the authors verified

that the trypomastigotes forms disap-
pear within an hour, after being injec-
ted directly into the blood stream. Bur-
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