IMUNIZAGCAO DE CAMUNDONGOS COM «VACINA» VIVA AVI-

RULENTA DE TRYPANOSOMA CRUZI

II — Ensaio da avaliaccdo do tempo de eficiéncia da vacina
Humberto Menezes *

Camundongos “vacinados” com vacina viva avirulenta de T. cruzi se
mostraram protegidos contra infeccdo virulenta. até 20 semanas apds « imu-
nizdcqo.

Essa protecdo foi inferior a observada apds 4 semanas de imuniza-
cdo e menor ainda do que a apresentada por animais infectados 4 semanas
apds a “vacinacdo” e reinfectados 15 semanas depois. Neste ultimo caso, a

primeire infeccdo parece ter atuado como uma dose de reférco.
O Autor assinala a dificuldade em determinar o tempo de validade da
vacinG, em virtude da resisténcia natural apresentada com a idade, mesmo

pelos animais mais sensiveis.

Dentre os varios fatores que se tém
de levar em conta para o uso pratico de
umg vacina gualguer, o seu tempo de
eficacia é um dos principais.

O presente trabalho tem por objetivo
avaliar o periodo de eficiéncia da “vacina”
viva de Trypanosoma cruzi que vimos es-
tudando ha algum temuvo e que ja fol as-
sunto de outras comunicacoes (2.3).

MATERIAL E METODO -

1 — Um grupo de nove camundongos
albinos com 10 g de péso foi vacinado. Ca-
da animal recebeu por via subcutidnea
1,1 x 107 parasitas vivos da cepa Y avi-
rulenta, mantida em meio da cultura de
Packchanian. A cultura tinha 30 dias de
idade e o liquido de condensacédo foi cen-
trifugado e lavado varias vézes em solucéo
salina.

A vacina foi utilizada logo apods o seu
oreparo.

Uma vesquisa de parasitas no sangue
circulante, pela técnica da goéta espéssa,
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foi feita no 8.0 dia apds a vacinacio, com
resultado negativo.

Vinte semanas apds, todos os animais
“imunizados” e mais 9 outros da mesma
idade e origem foram infectados, cada, com
5.000 parasitas/g de péso. :

Os tripanosomas infectantes eram de
cepa Y virulenta mantida em camundon-
Q0s.

Parasitemias, pela técnica de Pizzi-Bre-
ner (1), foram realizadas no 8°, 150 e
30.° dia apds a infeccdo.

O percentual de sobrevida foi relacio-
nado com as datas acima referidas.

Ao fim do 30.° dia, todos os animais
sobreviventes foram sacrificados para a
realizacao de exame histopatoldgico.

2 — Um grupo de oito camundongos
albinos com 10g de péso foi vacinado.

Cada animal recebeu vor via subcuti-
nea dose idéntica da mesma “vacina” do
grupo anterior.

Oito dias apds a imunizacdo foi feita
uma pesquisa de parasitas no sangue cir-
culante.
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@uatro semanas apos o emprégo da
“yacina” tcdos os animais foram infecta-
dos com 5.000 parasitos virulentos
grama de BEso.

Os tripanosomas infectantes eram da
mesma cepa Y. virulenta, mantida em ca-
mundengoes.

Quinze semanas depois da primeira in-
feccac os animals feram submetidos a uma
segunda, idéntica a anterior.

Simultaneamente um grupo controle de
8 camundongos. com a mesma idade, foi
infectado.

Parasitemias pela mesma técnica an-
teriormente descrita foram realizadas nos
pericdos ja mencionados.

A experiéncia foi considerada encerra-
da no 30.° dia apos a segunda infeccao,
guando foram sacrificados todos os ani-
mais sobreviventes para a obtencdo de ma-
terial para exame histologico.

por

RESULTADOS

As tabelas 1 e 2 e os Graficos I e II
resumem o¢s dados obtidos nos dois expe-
rimentos.

A imunizacdo conferida pela “vacina”
prclongcu-se até 20 semanas, embora com
menor eficiéncia (no que diz respeito a
parasitemia) do que nos casos em que
0s animais foram infectados na 4.2 se-
mana pos “vacinacao” (2,3).

No que concerne 3 sobrevida, o resul-
tado fci excelente, mas nao diferiu do dos
animais controles. Isto se deve, certamen-
te, & idade dos animais de ambos o0s
grupos.

O exame histolégico revelou nos ani-
mais “vacinados” a existéncia de varios
focos de infiltracio histio-linfocitaria no
miccardio, especialmente localizadas nas
bases ventriculares (Fig. 1).

Nao foi possivel a identificacdo de pseu-
docistos nos varios cortes examinados.

No fizado puderam ser vistos, com fre-
quéncia, pequenos acumulos histio-linfo-
citarics no parénguima (Fig. 2) e rara-
mente grande infiltracao de alguns espa-
cog porta por histiocitos, linfocitos e eo-
sinéfilos.

Em nenhum caso foram vistos pseudo-
cistos. ¢

Nos camundongos do grupo contréle, a
infiltracdo celular inflamatoria, apesar de

nao ter sido maior do gque a de maior in-
tensidade entre o3 animais ‘“vacinados”,
se achava acompanhada de varios pseudo-
cistcs integrcs e rompidos (Fig. 3).

No figado, havia amplas areas de nhe-
crese de coagulacao (Fig. 4, grande in-
filtracdo celular infilamatoria dos espacos
portais, grandes actimulos histio-linfocita-
rics no parénguima e pronunciada hiper-
plasia e hipertrofia das células de Kiipffer.
Leishmanioides foram vistos em grande
quantidade.

Na segunda experiéncia, resumida na
Tabela 2 e no Grafico 2, verificou-se umsa
tctal protecao dos animais “vacinados” e
infectados com auséncia de parasitas no
sangue periférico e de casos fatais.

O exame histologico dos camundongos
“vacinados” mestrou no coracao rarissimos
e discretissimos aglomerados de linfdcitos
e histiécitos (Fig. 5), geralmente sub-epi-
cardices. Nao foram encontrados parasi-
tas.

No figado, as lesbes eram também ex-
tremamente discretas (Fig. 6), igualmente
sem parasitas.

Nos animais contrbles, o processo celu-
lular inflamatdrio no coracdo era bas-
tante pronunciado. embora o numero de

ceudocistos fosse diminuto (Fig. 7). No
figado, além dos focos de infiltracao histio-
linfocitaria do parénquima, havia grande
acumulo de histiocitos, linfécitos, neutro-
filos e eosinofilos nos espacos portais, bem
como areas de necroses de coagulacao dos
hepatocitos (Fig. 8.

Em nenhum dos casos examinados foi
possivel identificar parasitas no figado.

DISCUSSA0O E CONCLUSOES

O emprégo de “vacina” viva avirulenta
confere a camundongos uma imunidade
de longa duracao, imunidade esta que se
exalta se o animal sofre uma infeccao
virulenta pouco tempo apds a imunizacio.
Ja 'vimos em trabalhos anteriores (2,3) que
esta primeira infeccao, quatro semanas
apdés o emprégo da «“vacina”, ¢ discreta,
com muito baixa parasitemia e discretis-
simas lesGes orgénicas (1.4,5).

A julgar pelo quadro histolégico dos
animais “vacinados” e infectados 20 se-
manas apos, a imunizacao foi de grau
inferior aquela cobtida com quatro sema-



Jan./Fev., 1970

Rev. Soc. Bras. Med. Trop. 3

TABELA 1

—~

Camundongos intectados 20 semanas apods vacinacio
Nuamero de parasitas 5mm® de sangue
Dizas apos a infecca
Numero : a Infeceao
|
8 | 15 30
I e i, i e e e s e e e
1 525 33 0
2 €30 0 0
3 . _ o=
w 4 2.590 35 0
) 5 945 0 0
o 6 0 0 0
< 7 1.680 0 0
> 3 7.875 7350 0
— 9 175 0 0
@]
<
> MEDIA 1.802 997 0
MEDIANA 787 0 0
1 2.730 2.765 0
2 4.725 2.555 0
3 3.920 560 0
4 7.280 595 0
3 5 3.290 — —
2 6 2.520 420 0
I 7 2.485 305 0
) 8 6.125 4.410 0
. 9 3.1780 1.610 0
=
\ Z
; ) MEDIA 4.095 1.715 0
!
I
MEDIANA 3.780 1.207 0

Encontrado morto 90 dias apés a vacinacéo.

~as de ‘vacinacao” e menor ainda que a
=vresentada pelos animais com prévia in-
‘zecdo virulenta. Esta ultima agiu como
ma dose de reforco, nos sugerindo no
“ituro o emprégo de mais de uma dose de
~zcina” na imunizacao dos animais.

A baixa mortalidade verificada em to-
“-3 os grupos de ambas as experiéncias
--7lete a dificuldade que se tem em fazer

uma observacao, a longo prazo, da imu-
nidade adquirida em animais de labora-
tério. E que éstes, mesmo em se tratando
de camundongos que sdo bem sensiveis &
infeccao por T.cruzi, se tornam resisten-
tes, com o evolver da idade. As parasi-
temias vodem atingir cifras elevadas, po-
rém a mortalidade se mantém em niveis
insignificantes, limitando o valor das con-
clusodes.
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TABELA 2

Canmiundengos vacinados e infectados duas vézes

VACINADOS

CONTROLES

|i N.° parasitas 5mm® sangue
; 1 2a |
} Infeccao Infeccio i
: . . ] | Dias apos reinfeccio
i NO Tempo apos Tempo apos
Vacinacao a 1% i
{
' 8 15 30
i 4 semanas 15 semanas 0 0 0
5 8 3 0 0 0
3 0 0 0
3 0 0 0
5 0 0 0
6 0 0 0
7 0 0 0
8 0 0 0
MEDIA 0 0 0
MEDIANA 0 0 0
1 _ 21.455 — -
° . 15.645 630 0
3 6.685 525 0
4 — 20 .475 805 0
5 — 11.200 1.330 0
6 _ 6.090 945 0
7 - 8.190 735 0
8 | 6.020 630 0
MEDIA 11.970 800 0
MEDIANA 9.695 735 0

SUMMARY

Mice immunized with o single dose of live “vaccine” of avirulent Try-
panosoma cruzi present a good protection against challenge until 20 weeks
after the “vaccination”.

This immunity is slighter than the obtained on the fourth week
of “vaccination” and even more than that presented by animals challenged
four weeks after immunization and reinfected 15 weeks latler,
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Fig. 1.1 — Animal Fr21/5 — Vacinado e infectado 1 vez. Base do ventriculo esquerdo. Focos
de infiltra¢do histio.linfocitaria, sem parasitas. Original 100x.

Fig. 1 - 2 — Mesmo animal. Figado. Discretissimos focos de infiltracdo histio-linfocitaria no
parénguima, Auséncia de parasitas. Original 160x.

Fig. 1 - 3 — Animal Fr21/4 — Controle — Parede de auricula com pseudocistos. Original 400x.

Fig. 1 - 4 — Mesmo animal. Figado com grande infiltrado inflamatério-cronico e areas de
necrose. Original 160x.

Fig. 1 -5 — Animal Fr34/1 — Vacinado e infectado duas vézes. Parede do V. E. com raros
e discretissimos focos inflamatorios crénicos. Auséncia de parasitas. Original 100x.

Fig. 1.6 — Mesmo Animal. Figado. Raros e pequenos acumulos de histécitos e linfécitos no
parénquima. Auséncia de parasitas. Original 100x.

Fig. 1-7 — Animal Fr34,7 — Contréle — Grandes focos de inflamagfo cronica na base dos
ventriculos e nas paredes auriculares. Foram vistos raros pseudocistos. Original 160x.

Fig. 1 - 8 — Mesmo animal. Figado, Amplas areas de necrose com grande infiltrado inflamatoério
cronico. N&o foram vistos parasitas. Original 160x.
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