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RESUMO

Tripomastigotos metaciclicos das culturas “PF”, “PFII” ¢ “MR,,” do T rypa-
nosoma cruzi foram inoculados em camundongos e estes, 30 dias apés, submetidos a
xenodiagndstico.  Os tripomastigotos obtidos nas fezes dos triatomineos infetados
foram inoculados em camundongos normais. Apés 30 dias retirou-se o sangue destes
animais para hemocultura em meio “LIT”, sendo, a seguir, os mesmos sacrificados
para exame andtomo-patolégico. As hemoculturas foram positivas o T. cruzi nos
trés grapos de animais inoculados com fezes de triatomineos. Somente no animal
inoculado com parasitos da cultura “PF”, em que a hemocultura resultara positiva,
foram encontrados pseudocistos de amastigotos com inflamacdo focal, especialmente
na musculatura lisa, cardiaca e estriada esquelética. Nos animais inoculados com
os tripomastigotos das culturas “PFII” e “MR,” a pesquisa de amastigotos, era
negativa e, no entanto, havia inflamagio crénica focal na musculatura lisa do

‘intestino e na musculatura estriada esquelética. Uma tnica passagem dos parasitos

pelo vector, seguida de inoculagio em veriebrado, mostrou uma infecgfio patente.
Com base nestes resultados, considera-se que, no momento atual, é desaconselhavel
o uso de “Vacinas Vivas” em seres humanos, mesmo de culturas consideradas

atenuadas.

INTRODUCAO

O T. cruzi da cultura PF (MENEZES ®) &
considerado avirulento para o vertebrado.
SANTOS *2 também demonstrou, no inverte-
brado, que os tripomastigotos metaciclicos da
mesma cultura perderam a capacidade infe-
tante para vertebrados CHIaRrI®, todavia,
verificou que 50% dos animais inoculados
se infetavam com os tripomastigotos metaci-
clicos da cultura PF.

Com a finalidade de obter um melhor co-
nhecimento sobre a infectividade das chama-
das culturas “avirulentas” ou ‘“atenuadas”
resolvemos extender nossas observacgdes, com-
parando o comportamento das culturas PF,
PFI ¢ MRy, nos hospedeiros vertebrado e

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas no presente trabalho as
seguintes amostras: Y, isoladas de um caso
humano por SiLva & Nussenzweic** e MR
obtida de triatomineo naturalmente infetado,
isolada por BRENER & CHIARI®

Culturas de T. cruzi (amostra Y):

a) Cultura PF, mantida por cerca de 16
anos por passagens sucessivas em meio
de Packchanian e utilizada por MEeNE-
zES > %% numa série de trabalhos,
Mantida sucessivamente em nosso labo-
ratoério, por cerca de 1,5 ano em meio
LIT, (“liver infusion tryptose”) (Ca-

invertebrado. MARGO ?),
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b) Cultura PFII re-isolada, por hemocul-

tura em meio LIT, de animais inocula-

dos com a cultura PF (CHiari*).

¢) Cultura MR,, isolada a partir de sangue
de camundongos inoculados com a amos-
tra MR, com 44 passagens quinzenais
sucessivas em meio LIT durante 2 anos
(CHIARI %).

INOCULAGAO EM CAMUNDONGOS

Nas culturas acima citadas, apés 11 dias
de crescimento em meio LIT procedeu-se a
contagem em cémara de Neubauer e a de-
terminacido da percentagem de tripomastigo-
tos metaciclicos em esfregagos corados pelo
Giemsa, contando-se, aproximadamente 1000
{ormas.

Os in6culos foram ajustados para 2,5 X
10% tripomastigotos metaciclicos por camun-
dongo, macho, com 14-16 g, usande-se a via
intraperitoneal.

XENODIAGNGSTICO

Trinta dias apés a inoculagdio, nesses ani-
mais foi feito o xenodiagnéstico apds prévia
anestesia com Tionembutal (0,83 mg/animal).
Para cada animal foram utilizadas ninfas
(4° e 5. estadios) de Triatoma infestans
depois conservadas em cdmara Gmida, a tem-
peratura média de 26°C.

EXAME DOS TRIATOMINEOS E INOCULACAO
EM CAMUNDONGOS

Trinta dias ap6s a refei¢o infetante obti-
veram-se, dos insetos, por compressio, as fezes
que eram examinadas ao .microscopio, sob
aumento médio. O material, contendo epi-
mastigotos e tripomastigotos metaciclicos, foi
inoculado (via intraperitoneal) em 3 grupos
de camundongos normais, machos, com

14-16 g de peso.
EXAME DOS ANIMAIS

Trinta dias depois, apls prévia anestesia,
foi colhido sangue para hemocultura em meio
LIT. Sucessivamente, os animais eram sacri-
ficados e fixados em formol a 10%, sendo
feito o exame anatomo-patoldgico nos pulmaes,
figado, intestinos delgado e grosso, cérebro,
cerebelo, medula espinhal, testiculo, bago,
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pancreas, rim, coragdo, musculatura esquelé-
tica, lingua e pele.

RESULTADOS

Os resultados do xenodiagnéstico constam
da Tabela I, que mostra diferentes propor-
cbes das trés culturas (PF, PF, MR.,) que
apresentaram exames positivos para o T. cruzi.

TABELA I

Resultados do xenodiagnéstico 30 dias apds o

Tepasto sanguineo em camundongos inoculados com

2,5 X 10¢ tripomastigotos metaciclicos das culturas
PF, PFIl  MRu

Nimero de Triatomineos alimen-
Culturas tados/numero de Triatomineos
positivos para o 7. cruzi
PF 25/8
PF U 20/1
MR 10/1

As hemoculturas foram positivas nos trés
grupos de animais inoculados com tripomas-
tigotos metaciclicos de fezes dos triatomineos

(Tabela 1I).

TABELA II

Resultados da inoculacdo de tripomastigotos
metaciclicos de fezes de Triatomineos gque se
alimentaram em camundongos previamente ino-

culados com T. cruzi das culturas PF, PFI

e MRu
Culturas Camundongo Hemocultura

N.o

PF 1 —_

PF 2 +

PF 3 —_

PF 4 encontrado morto

pr 5 +

pr I 6 +

MRy 7 +

MRas 8 encontrado morto
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Us resultados dos exames andtomo-patols-
gicos foram os seguintes:

CULTURA “PF” — Em geral. as lesfes
eram muito discretas.

De todos os dredos
examinados, apenas no

intesling e na mus-

culatura  esquelética havia  miosite  erdnica
focal com exsudato linfo-plasmo-histiocitario,
Em doiz corles de intestino delgado foram
encontrados ninhos de amastigotos ora com
reacao inflamatiria em torno. ora sem rea-
cdo inflamatdria (Fig, 1).

Fig. 1 — Oultwra PF — Mitesling delgado do cemundongo w0

2 o

hemoculivea positive, Virios ninhos de amastigotos na espessura das

células musculares lisas, sem reaclo

Inflamatdrla em torno (320 x )

Fig. 2 — Culinra Pl
hemocultura posgitiva, Intensa miosite Tocal,
nantemente linfo-plasmo-histiocitdria (160 x)

. Intestino grosso do camundonge ne 5 com

com  exsudacao  predomi-
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CULTURA “PF™ — Miosite erdnica em
focos na parede do intestino delgado e grosso
e na musculatura estriada esquelética (Fig.
2) — Negativa a pesquiza de amastigotos,
Nos demais drgios, o aspecto histologico era
normal.

CULTURA “MR,.” — Miocardite crimica
focal com exsudacio linfo-plasmoe-histiociti-
ria. Miosite cronica focal no intestino (Fig.
3) e misculos esqueléticos, mais intensa nos
ultimos. Em todos os drgioes foi negativa a
pesquisa de ninhos de amastigotos.

Fig. 3 —
hemocultura positiva. Miosite crénica Tocal com exsudato linfo-plasmo-
histincitario (160 »=0

Cuittra ME,

DISCUSSAQ

O trabalho de Scriixe ™ demonstrou gque
a viraléneia do T, erusi, aumentada por pas-
sagens sucessivas em camundongos, era re-
vertida ao nivel inicial apds Gnica passagem
pelo vector, Rico & GarHanm ' confirmaram
os resullados de ScHILING ™ na amostra Y
(StLva & NussEnzwelc '), CARVALHEIRO &
Corrares ®. ulilizando também a amostra Y,
observaram que a passagem dnica por 7.
infestans niao alterava de modo fundamental
a agressividade para camundongos da Torma
sanguinea gque conlinuwou a produziv infec-
gies graves, alla parasitemia e elevada taxa
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Intestine grosso do camundongo n2 8, com

de mortalidade. Contudoe. tinha ocorrido re-
dugdo acentuada do viscerotropismo, princi-
palmente do reticulotropismo.

PuaiLips ™ confirmou as observaches  de
REco & Garnam ™. de que a subeultura
obtida de fezes de triatomideos proveca in-
leccbes esparsas, e que a infeccio permanc-
cell erimica e, aparentemente, henigna. Por
passagens seriadas em camundongos recém-
nazcidos, o Autor conseguiu reativar a viru-
léncia da amostra Y, e sugeriu que a pato-
genicidade desta amostra =¢ relaciona com
sua  dispersio e intensa  multiplicacio  dos
parasitos,
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MENEZES > % 7 8 repetidamente assinalou a
aviruléncia de uma cultura da amostra Y,
que denominou de PF. Recentemente, San-
TOos ** concluiu que a passagem da cultura
PF através de vectores ndo foi capaz de
restabelecer a viruléncia para camundongos.
Mostrou, ainda, que os ‘“‘tripanosomas” avi-
rulentos da cultura PF, sugados pelos triato-
mineos por xenodiagnéstico artificial, pare-
cem ter perdido a capacidade de se repro-
duzir no hospedeiro invertebrado. Analisando
estes resultados, julgamos conveniente utilizar
o xenodiagnéstico convencional a fim de
verificar possiveis diferencas no comporta-
mento das culturas PF, PFH e MR,, em
condi¢bes mais naturais.

Nos camundongos inoculados com as cul-
turas PF, PFII ¢ MRy, foi feito o xenodiag-
noéstico. Apés 30 dias, os triatomineos mos-
traram {flagelados nas fezes em proporgdes
de 32%, 5% e 10%, respectivamente para
PF, PFII e MR... A cultura obtida a partir
das fezes dos triatomineos, inoculadas em
novos animais, comprovou, pela hemocultura
em LIT e os exames anatomo-patolégicos, a
presenca de amastigotos (PF) (Fig. 1) e
de focos inflamatérios (PFHI e MR,,) (Figs.
2 e 3).

Este conjunto de observagées nos permite
concluir que a discordancia de nossos resul-
tados com os de SanTOs'* se deve provavel-
mente ao fato de que procuramos reproduzir
as diferentes etapas do ciclo evolutivo do
T. cruzi em condigbes naturais, isto &, fa-
zendo com que os triatomineos sugassem as
formas sanguineas e nio as formas de cultura.

Feitas embora as ressalvas as extrapola-
¢oes de resultados de um género animal para
outro, os nossos resultados, a nosso modo de
ver, desaconselhariam no momento atual a
utilizagio de amostras de T. cruzi ditas ate-
nuadas como vacinas vivas na imunoprofi-
laxia da doenga de Chagas, como a usada
por MeNezes®. Por outro lado, é légico
imaginar em conseqiiéncia de nossos resulta-
dos, individuos “vacinados” poderdo contri-
buir para o aumento da populagdo chagésica.
tanto porque eles mesmos se tornam infetados,
quanto porque a populacdo “‘vacinada” pode
funcionar como fonte de infeccio para os
triatomineos.

SUMMARY

Observation on the behaviour in vertebrate
and invertebrate hosis of different cultures
of Trypanosoma cruzi

The “PF”, “PFI” and “MR,,” cultures of
T. cruzi were inoculated in normal albino
mice; 30 days later these animals were sub-
mitted to xenodiagnosis with fifth stage Tria-
toma infestans nymphs. The feces of triato-
mids presenting metacyclics trypomastigotes
were inoculated intraperitoneally into normal
young mice. These groups of animals were
submitted after 30 days to hemocultures and
histological studies. Flagellates of T. cruzi
in hemocultures were detected in all three
groups of animals. The group of animals
inoculated with PF trypomastigotes showed
in the anatomo-pathological studies, amasti-
gotes mainly in smooth, cardiac and skeletal
muscles. The groups of animals inoculated
with “PFII” and “MR.,”, although negative
for amastigotes tissue forms, presented some
focal chronic myositis in smooth muscle of
intestine and in skeletal muscles. Living vac-
cines “or attenuated” culture forms are, there-
fore, at the present time, not recommended
as a safe procedure in Chagas’ disease control

programs.
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