IMUNIZAGAO DE CAMUNDONGOS COM VACINA VIVA AVIRU-
LENTA DE TRYPANOSOMA CRUZL

V — Ensaio de novos esquemas de vacinacgdo

Humberto Menezes *

Camundongos vacinados com uma, duas ou irés vacinas vivas quando in-
fectados apresentam melhor grau de imunizacdo e menor reagdo inflamatdria
do que animais vacinados unicamente com uma, duas ou trés doses de vacinas
fenoladas mortas e igualmente infectados.

A combinacdo de vacinas vivas e mortas ndo melhorou em nada os resul-
tados obtidos unicamente com as vacinas vivas.

Em um trabalho anterior (6) ensaia-
mos trés esguemas de vacinacdo usando
unicamente vacinas vivas.

Numa tentativa de introduzir doses de
reforco com vacinas mortas e com o obje-
tivo de, mais uma vez, procurar estudar,
do ponto de vista histopatoldgico, o fend-
meno de hipersensibilidade, referido na
tripanosomose cruzi experimental por ou-
tros autores (1, 3, 7, 8), realizamos uma
série de experimentos que vao a seguir re-
latados.

MATERIAL E METODOS

1.1— Vacinas vivas (V). Foram empre-
gadas suspensoes salinas de T. cruzi,
cepa PF (1) com 14 a 27 dias de cul-
tivo em meio difasico de Packcha-
nian. '

Essas suspensoes tinham de 50 a
90% de formas moéveis com mais ou
menos 7% de formas metaciclicas.

A quantidade média de tripano-
somas nessas varias vacinas foi de
16 x 10 por ml sendo injetado em
cada animal de cada vez 0,2 ml,
por via subcutanea.

As vacinas foram tédas utiliza-
das imediatamente apdés o seu pre-
paro.

1.2 —Vacinas mortas (M). Consistiram
de suspensdes dos mesmos tripano-
somas utilizados nas vacinas vivas
com a diferenca de que a suspen-
sdo final, em vez de ser feita em
solucdo salina simples, foi feita em
sol. salina fenolada a 10/,

A cada animal foi injetado 0,2 ml,
de cada vez, por via subcutanea.

1.3 — Tripanosomas virulentos. Foram em-
pregadas formas sanguineas de T.
cruzi, cepa Y, colhidas de camun-
dongos no 8° dia de infeccao. O
sangue foi colhido por puncdo car-
diaca em sol. de citrato de sodio.
Os animais infectados receberam
por vig peritoneal 5.000 tripanoso-
mas/g de péso corporal.

1.4 — Animais. Foram utilizados 152 ca-
mundongos albinos, de uma mesma
linhagem, todos do sexo masculino,
com 25/30 dias de idade, no inicio
das experiéncias, e péso médio de
10 g.
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Esses animais foram divididos em
13 grupos, conforme descricdo abaixo.

VI — Nove animais (1.4) foram va-
cinados por via subcutinea com
uma unica dose da vacina viva
(1.1).

M1 — Foram utilizados 10 camun-
dongos injetados uma Unica vez
com uma vacina morta (1.2).

V2 — Um grupo de 10 animais (1.4)
foli vacinado com duas doses de
vacina viva (1.1) com intervalo
de sete dias.

M2 — 10 camundongos (1.4) foram
vacinados com duas doses de va-
cina morta (1.2), com intervalos
de sete dias.

V1l M1 — Um grupo de 10 animais
(1.4) foi vacinado com uma dose
de vacina viva (1.1) e sete dias
depois com uma outra de vacina
morta (1.2).

V1 M2 — 16 camundongos (1.4) fo-
ram vacinados, com intervalo de
sete dias, com uma dose de vaci-
na viva (1.1) e duas de vacina
morta (1.2).

V2 M1 — 17 animais (1.4) foram
vacinados, a intervalos de sete
dias, com duas doses de vacinas
vivas (1.1) e uma de vacina mor-
ta (1.2).

V3 — Um grupo de 10 camundongos
(1.4) foi vacinado, com interva-
los de sete dias, com trés doses
de vacinas vivas (1.1).

M3 — 10 animais (1.4) foram vaci-
nados com trés doses de vacinas
mortas (1.2), com intervalos de
sete dias.

Todos os animais de todos os grupos
tiveram pesquisa de tripanosomas no san-
gue periférico 8 dias apdés cada vacina.

30 dias depois da 1.2 vacina, foram todos

infectados com tripanosomas virulentos
(1.3).
Parasitemias, pela técnica de Pizzi-

Brener (2) foram entdo realizadas 8, 15 e
30 dias depois da infeccio.

Os animais sobreviventes foram sacri-
ficados e exames histopatolégicos foram
realizados em fragmentos de figado, baco,
rim e coracio.

Contréles — Os grupos VI e M1 tiveram
um grupo-contrdle de 10 camundongos.

Os grupos V2, M2 e VI M1 igualmente
tiveram 10 animais contréles.

Os grupos V1 M2 e V2 M1 tiveram 29 ani-
malis contrdles e os grupos V3 e M3, 10 ca-
mundongos.

Todos os animais tinham a mesma ida-
de dos animais testes e no decurso da ex-
periéncia foram mantidos com a mesma
dieta e nas mesmas condi¢des ambientais.

A infeccao foi feita no mesmo dia, com
a mesma cepa, a mesma dose e a mesma
via utilizada para os animais testes (1.3).

Parasitemias foram também realizadas
no 8.°, 15.° e 30° dia apds a infecgdo, bem
como exames histopatologicos de todos os
animais que morreram e dos que foram
sacrificados ao fim do 30° dia.

RESULTADOS

A analise das Tabelas 1, 2, 3 e 4 e dos
graficos I, II, III e IV mostra que na pre-
sente série de experimentos ndo houve di-
ferencas significativas na parasitemia e
no grau de mortalidade entre os 3 grupos
que receberam unicamente vacinas vivas.

Nos grupos que receberam uma e duas
vacinas ainda apareceram alguns casos
positivos, 8 dias apés a infeccdo, mas que
nao foram suficientes para alterar o va-
lor da mediana das parasitemias do grupo.

J4 no grupo que recebeu 3 doses de va-
cinas vivas a parasitemia foi negativas em
todos os animais e em tdodas as determi-
nagoes efetuadas.
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Os animais que foram vacinados unica-
mente com vacinas fenoladas, mortas,
mostraram poucas diferencas na parasi-
temia (exceto o grupo M3), com relacdo
aos respectivos grupos controles e uma li-
geira melhoria com respeito & mortalidade
mas que, do ponto de vista pratico, nao
deve ser considerada como alentadora.

O emprégo combinado de vacinas vivas
e mortas nao parece ter trazido nenhuma
vantagem sobre o emprégo unicamente das
vacinas vivas. .

Do ponto de vista histopatolégico nao
foram observadas diferencas apreciaveis
nas reacoes tissulares entre os trés grupos
que s6 receberam vacinas vivas.

No miocardio déstes casos, o infiltrado
histio-linfocitario foi observado predomi-
nantemente nas paredes auriculares e nas
bases do ventriculo E, préximo & emergén-
cia dos grossos vasos (Fig, 1.1).

Esses infiltrados foram menos dissemi-
nados e de grau menos atuado do que nos

animais que receberam uma vacina viva
e duas mortas (Fig. 1.3) que por sua vez
apresentavam reacfes menos pronuncia-
das do que nos animais vacinados unica-
mente com vacinas mortas.

Em alguns déstes Ultimos o processo in-
flamatério histio-linfocitario era mais di-
fuso e mais intenso (Fig. 1.5) que nos ani-
mais controles (Fig. 1.7).

A reacao esplénica foi mais ou menos
semelhante. Nos animais vacinados uni-
camente com vacinas mortas os foliculos
eram mnmenores € mMenos NUMeErosos que nos
demais casos.

Os centros foliculares eram relativa-
mente pequenos com escassa atividade mi-
totica e fagocitaria (Fig. 1.6). O nimero
de plasmécitos na polpa vermelha era re-
duzido.

O baco dos animais que receberam uma
dose de vacina viva e duas vacinas mortas
exibiam foliculos com centros reacionais
majiores que os anteriores, com um. anel
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TABELA 1

ANIMAIS QUE RECEBERAM UMA UNICA VACINA VIVA (V,) E UMA UNICA VACINA

MORTA (M,)
| L N.© de parasitas por 5mms3 de sangue I Morte
Grupo No 80 dia p6s | 150 dia pés | 30° dia p6és | Dias pés
Infeccao Infeccao Infeeccao Infecgao
v, 1 35 [—| —l
” 2 |—I [—I [—I
" 3 35 [—I [—I
" 4 —I [—I —I
" 5 [—I = [—I
” 6 35 [—i [—]
» 7 j—I |—] j—1
” 8 |—| =l |—
» 9 35 |—I —]
Mediana 0 0 0
% Mortalidade 0 0 0
M, 1 3.580 x K x 120
” 92 2.975 X X 130
” 3 | 7.700 3.675 X 170
” 4 3.325 X ‘ X 140
” : 5 ‘ 3.850 X | X 140
” ; 6 3.570 X , X 130
» ’ 7 i 3.430 X | x 140
” | 8 1 4.025 ‘ X | X 150
” i 9 r 4.975 ! X ! X 150
” 10 5.250 | X | X 150
Mediana ‘ 3.715 3.875 J
% Mortalidade ' 0 90 ’ 100
controle 1 i 4.375 e $ x 130
” 2 3.675 b3 ’ X 120
” 3 | 4.375 2.800 i (I
» 4 ‘ 3.570 x | X 140
” 5 | 10.500 x X 140
” 6 ’ 4.375 X ; X 150
» 7 | 4.025 4.200 | X 160
» g ! 4.200 3.675 | [—| |
” 9 | 7.000 X | X 140
” 10| 4.025 X : x 120
Mediana 1 4.287 4.200 : 0
% Mortalidade 0 70 | 80



TABELA 2

ANIMAIS QUE RECEBERAM DUAS DOSES DE VACINAS VIVAS (V,), DUAS DOSES
DE VACINAS MORTAS (M,) E UMA DOSE DE VACINA VIVA E OUTRA DE VACINA
MORTA (V, M,).

i
l N.©0 de parasitas por 5mm3 de sangue ’, Morte
Grupo N 8.0 dia pos | 152 dia pos | 30.° dia pos | Dias pos
Infeccdo Infeccao Infeccédo Infeccao
\
. _ . Ll S —
v, 1 —] I— I—I !
” 2 |—] J—! |—!
” 30 35 |—i |—!
. PO ] -
" 5 ! —l = =i ;
” 6 35 ] -
” 7 35 —| ]—1 1
" S T | —
" 9 - —| -
» 10 i—l =l [
H |
Mediana 0 0 } 0 I
% Mortalidade | 0 0 ‘ 0
M, 1 2.170 | 5.250 X 170
” 2 2.490 2.170 | |—!
” 3 2.530 4.025 X 190
” 4 2.170 4.375 70 i
” 5 2.490 2.730 35 y
” 6 | 2.835 3.570 ]—! |
” 7 2.030 1.680 X : 270
» 8 1.680 3.875 I—]| :
» 9 2.835 3.690 X | 23,0
» 10 } 1.505 | 3.290 J—] |
Mediana 2.330 3.622 0 ‘
% Mortalidade . 0 0 40 “
|
v, M, 1 70 |— I— r
” 2 \ —| l—1 |—|
” 3 ‘ 105 =i |—
? 4 | |—1 [—1 |—
” 5 | 35 |—| —
. 6 i —| -
» g | I—| —| |—|
” T 35 —| |—i
" 9 35 I—{ [—I
7 10 j—| = |—I
Mediana \ 17,5 0 0
% Mortalidade : 0 0 0
Controle 1 10.500 3.015 X 170
” 2 ‘ 7.175 3.290 105
” 3| 4.375 2.870 x | 15,0
” 4 5.250 x X 1 110
” 5 4.200 2 2.660 X : 18.0
” 6 4.025 2.590 X ‘ 160
” 7 3.780 3.675 X } 1500
” 8 3.830 3.780 I—|
” 9 4.550 4.375 X 270
” 10 7.875 5.250 X 150
Mediana 4.462 3.290 . 53,5
% Mortalidade 0 10 80




VACINAS VIVAS E UMA MORTA (V, M,)

NO© de. parasitas por 5mm* de sangue | Morte
Grupo o Ne 80 dia pos | 15° dia pés 300 dia pés | Dias poés
“ Infeccio Infeccio | Infeccdo | Infeccdo
. [ I e
i i
v, M, | 1 — = —
| 2 35 - -
” | 3 70 X ‘ X 1 100
” 4 —] |—! —I ‘
” ‘ 5 35 \ X | X 2 1p.0
” 6 i—I —| —l 1
" 7 —| - x| 270
» 8 70 - x - 200
” 9 |—! —| | I—] {
” 10 |—! | |—i | |—|
” 11 ! X ; X | b ; 8o
” 12 35 [— X 200
. B — | =
” 14 I—] 35 | —| ‘
” j 15 —| | ‘ I—| ‘
” | 16 35 35 ! —1i |
: \
Mediana ? 0 0 ‘ 0 ‘
% Mortalidade l ' 6,2 \ 18,17 ‘ 37
v, M, ‘ 1 \—] i— \ =
” | 2 —1 |—| | I—| |
” 3 —| I—1 I— \
” 4 I—I —1 |—| \
" 5 I—1 I—I |—I [
” 6 I—I |— ; —|
" 7 I—| — -
K 8 |—| I—I i |—1 }
” 9 =l |—! }—I ]
? 10 I—I |—I ‘ =l |
. 1w —] -
” 12 | 35 ! l I—] ]
” 13 \ —1 j— ‘ X \ 27.0
" 14 35 X \ X 13.0
” 15 | -1 |—} —1
” 16 | 35 || —|
” 17 X X X | 8.2
Mediana 0 0 0
% Mortalidade 5,8 117 17,6
! ‘
Controle 1 i 3.500 2.310 ]—]
” 2 ] 2.920 X X 130
» 3 | 3.455 X X 13.0
” 4 2.135 2.275 X 17.0
” 5 2.380 3.395 X 230
” 6 2.520 X x 140
" 7 2.830 2.830 35
" 8 2.975 | 3.780 X 160
” 9 2.660 X X 110
? 10 2.240 X x 140
” 11 17.500 X ! X \ 130
” 12 4.375 i 2.975 | X i 180
” 13 14.000 3.675 | x : 180
” 14 7.070 X J X 15.0
" 15 3.780 X ' X 130
” 16 3.605 3.605 | X 22.0
» 17 28.000® X J X 130
" 18 10.500 4.025 | X ! 17.0
” 19 3.570 2.660 | X 26.0
» 20 4.550 X ’ X f 15.0
Mediana 3.535 3.185 17,5 )
% Mortalidade | 0 50 90
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linfocitario, peri-folicular, mais delgado Era intensa, ai, a atividade fagocitaria

que no caso anterior (Fig. 1.4). Na polpa
vermelha se observavam grandes acumulos
de células plasmocitarias.

Uma fase mais avancada foi apresen-
tada pelos bagos dos animais contréles on-
de os foliculos eram constituidos quase que
exclusivamente pelos centros claros de
Flemming onde era intensa a atividade
fagocitaria e mitética das células de li-
nhagem jovem (Fig. 1.8).

Finalmente, como expressio maxima
de atividade hiperplasica linféide e reti-
cular encontramos os bacos dos animais
que receberam trés doses de vacinas vivas.

Nestes, os foliculos eram extremamente
grandes, com grandes centros reacionais
onde predominavam as células blasticas.

dos macrofagos e eram numerosas as fi-
guras de mitose.

A coroa peri-folicular de pequenos lin-
focitos se mostrava extremamente delgada
(Fig. 1.2).

Nos corddes medulares havia abundan-
te quantidade de células plasmaticas.

Em nenhum dos animais examinados,
qualquer que fdsse o grupo, foi possivel
evidenciar a existéncia de pseudo-cistos.

COMENTARIOS E CONCLUSOES

A aparente discrepancia observada en-
tre as conclusbes déste trabalho e aquelas
a que chegamos em trabalho anterior (6)



TABELA 4

ANIMAIS VACINADOS COM TRES DOSES DE VACINAS VIVAS (V,) E TRES DE VA-
CINAS MORTAS (M;).

1’ N.© de parasitas por 5mm?» de sangue Morte
Grupo t N2 | 8o dia pos | 15° dia pos | 300 dia pos | Dias pos
‘ \ Infeccio Infeccio I Infeccio Infeccdo
,é [r e —— —i,—r—‘ _
v, ! 1 i— - —|
” 2 ! |-— J—I | =
, 3| - =
» 4 I— |—] t |—!
” ‘5 | [—| —I ‘ [—I
" 6 | f—I [~ (—I
" 7 [—] I—| |—|
. O | |
” s |—| |—] [—|
” 10 [—| |—] [—|
Mediana 1 | 0 0 0
% Mortalidade | ; 0 0 0
M, f 1 4.900 5.250 X 170
» 2 | 4.375 3.675 X 230
” 3 ! 3.570 3.080 ! f—|
» 4 3.7%5 3.780 | X 16.0
” 5 | 5.075 3.570 | (—]
" 6 | 7.000 3.255 | |—|
” 7 4.900 2.870 | |—|
” 8 ! 4.550 2.730 x 150
” | 9 | 3.675 3.675 X 180
» | 10 { 4.235 3.670 X 230
Mediana | s 3.620 0
% Mortalidade ’ 0 0 60
|
Controle 1 [ 3.500 2.310 | —|
" ; 2 2.920 X X 130
» | 3 | 3.455 x X 130
” '; 4 2.135 2.275 X 170
" \ 5 [ 2.380 3.395 X 230
” 6 2.520 X X 140
» T 2.380 2.830 .35
» : 8 | 2.975 3.1780 X 160
» | 9 | 2.660 X X 110
» 1 10 2.240 X x 140
Mediana ; 2.590 2.830 17,5
% Mortalidade | | 0 50 80







Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

1.1 —

1.3 —

1.4 —

1.5 —

1.6 —

1.7 —

1.8 —

Discreto infiltrado histio-linfocitario na base do ventri-
culo esquerdo em animal vacinado com 3 doses de vaci-
nas vivas (Fr 58 — 1 V3). Orig. 150 x

Baco do mesmo animal. Orig. 100 x.

Moderada infiltragdo histio-linfocitaria nas paredes do
ventriculo esquerdo em animal vacinado com uma vacina
viva e duas mortas (Fr 58/3VIM2) Orig. 100 x.

Baco do mesmo animal. Orig. 100 x.

Infiltrado difuso histio-linfoplasmocitario em parede ven-
tricular do coracdo do animal vacinado com 3 vacinas
mortas (Fr 58/5-M3). Orig. 100 x.

Baco do mesmo animal. Orig. 100 x.

Infiltrado histio-linfocitario, difuso, no miocardio do ca-
mundongo Unicamente infectado. Orig. 120 x.

Bago do mesmo animal. Orig. 100 x.
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com relacio ao falor do emprégo de uma
ou mais doses de vacina se deve, segura-
mente, a0 menor numero de tripanosomas
empregados, ao percentual de formas vivas
e de formas metaciclicas que naquele fo-
ram menores do que nos experimentos
atuais.

Nos animais vacinados unicamente com
vacinas vivas, o exsudato inflamatério, no
coracdo, fol sempre menos intenso do que
o dos animais contrdles. O sistema histio-
linfocitario déstes ultimos animais parece
reagir mais intensamente do que o dos de-
malis grupos, excetuado o dos camundon-
gos que receberam uUnicamente vacinas vi-
vas, onde os fendmenos hiperplasicos s&o
os mais acentuados de todos,

Os camundongos vacinados com 3 vaci-
nas mortas em geral apresentam exsuda-

15

INFECGAO

cdo inflamatéria, no coracio, de grau igual
ou superior ao dos animais controles uni-
camente infectados.

Este fato ja fol mencionado por outros
autores (1, 3, 7, 8), mesmo com vacinas
vivas e interpretado como um certo grau
de hipersensibilizacido, determinada pela
vacina,

Em nossa experiéncia essa é a primeira
vez que observamos ésse fenémeno e Uni-
camente nos animais que receberam trés
doses de vacinas mortas fenoladas.

O exame da tabela 4 e do grafico IV
mostra que 0 grau da parasitemia dos ani-
mais désse grupo foi significativamente
mais elevado do que o dos animais con-
troles.

Do acima exposto pode-se concluir que
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a melhor protecio contra uma infeccdo por vacinas vivas avirulentas e que os ani-
experimental do camundongo por uma malis imunizados com estas sdo os que ofe-
cepa virulenta do T. cruzi, ¢ aquela obtida recem menores reacdes inflamatdérias.

SUMMARY

Mice vaccinated with one, two or three doses of a live avirulent vaccine of
T. cruzi present better degree of resistance and slighter tissular inflamatory
reqction, after challenge, than mice “vaccinated” with only one, two or three
doses of killed phenolated vaccine of the same strain.

The combination of live and killed vaccines gives no better results than
those obtained with the live vaccines only.
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