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AVALIACAO DO COMPORTAMENTO DE DIFERENTES CEPAS DO

TRYPANOSOMA CRUZI NA INFECGCAO DE SEIS LINHAGENS
ISOGENICAS DE CAMUNDONGOS

Virginia Andrade, Sonla G. Andrade, Manoel Barral Netto, Albélia L. Pontes e

Rosangela Castro.

O estudo da infeccdo de camundongos de seis diferentes linhagens isogénicas
(A/J, AKR, Balb/c, C3H, C57BL/10 e DBA) pelas cepas do Trypanosoma cruzi
peruana (Tipo 1), 21SF (Tipo II) e colombiana (Tipo 111) demonstrou que as diferentes
cepas do T. cruzi conservam os seus caracteres bdsicos na infec¢do das diversas
linhagens de camundongos. O grau de resisténcia de cada linhagem varia conforme o
tipo da cepa. Todas as linhagens mostraram alta susceptibilidade a infeccdo pela cepa
peruana; em relagdo as cepas 21SF e colombiana, os padroes de resisténcia de cada
linhagem variam de acordo com a cepa, formando um espectro, que difere entre as duas
cepas citadas, sendo em geral mais res.stentes as linhagens DBA e B-10 e menos
resistentes as linhagens AKR e A/J. Os animais de todas as linhagens infectados com
quaisquer das cepas apresentaram alteracées das imunoglobulinas com diminuicdo
precoce da IgG'] e elevacao de IgG2q’ IgG2p e IgM. Houve uma correlacdo entre o
aumento de IgG ), e 0 grau de reacdo inflamatéria. O infiltrado inflamatério variou de
acordo com as linhagens de camundongo, sendo moderado e mononuclear nas mais
susceptiveis e com predominio de polimorfonucleares nas mais resistentes. Os resulta-
dos sugerem que as caracteristicas do parasito sdo o fator determinante do padrdo

bdsico da infeccdo pelo T. cruzi
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Camundongos isogénicos.

O conceito de que diferentes cepas de Trypa-
nosoma cruzi podem ser.agrupadas de acordo com
caracteres comuns em um numero limitado de tipos ou
padrées! e classificadas em tipo I, I ou III de acordo
com varios parametros foi recentemente reforgado ao
se comprovar que os tipos referidos, além de se
distinguirem pelos seus caracteres morfobioldgicos,
também se distinguem pelos seus padrées isoenzi-
maticos? além de apresentarem caracteres antigé-
nicos distintos2. Outros autores tém descrito diferencas de
comportamento de cepas diversas do T, cruzi6. Re-
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centemente, critérios bioquimicos tém permitido
classificar as cepas em zimodemas!3 23 de acordo
com o padrio isoenzimatico, ou em esquisode-
masi6 17 de acordo com a analise do DNA do
cinetoplasto, sem entretanto permitir uma correlagio
direta com os quadros patologicos determinados pelas
diferentes cepas. Deste modo, a classificagao em
tipos, como foi propostal, levando em conta as
relagdes hospedeiro/parasito, procura relacionar as
caracteristicas intra-especificas e a patogenicidade
das cepas para o animal experimental. Os parametros
utilizados para esta classificagdo foram a virulénciaea
patogenicidade, a evolugédo da parasitemia, a morfo-
logia do parasito no sangue periférico, o tropismo
tissular e o tipo de lesdo histopatologica. Todos estes
dados foram entretanto obtidos no estudo de camun-
dongos suigos, nao isogénicos. Levando-se em conta
os diferentes graus de susceptibilidade de linhagens
isogénicas de camundongos, como descrito por
Trischmann29 30, torna-se de interesse verificar se as
diferentes cepas mantém os seus caracteres basicos
que permitiram classifica-las em tipos, ao serem
inoculadas em camundongos isogénicos de diferentes
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linhagens. E também de interesse verificar o compor-
tamento de cada linhagem em relagédo as 3 cepasdo T.
cruzi em estudo.

O presente trabalho tem por objetivo: 1) des-
crever as alteragbes produzidas por trés diferentes
tipos de cepas do T. cruzi em seis linhagens isogénicas
de camundongos e 2) verificar se os caracteres de um
determinado tipo de cepa se mantém, independen-
temente da linhagem utilizada para a infecgéo.

MATERIAL E METODOS

Cepas do Trypanosoma cruzi — Foram utili-
zadas cepas do 7. cruzi de trés diferentes tipos,” as
quais foram caracterizadas de acordo com os carac-
teres morfobioldgicos, histopatologicos e isoenzima-
ticos e vém sendo mantidas em laboratorio por
passagens sucessivas em camundongos: 1) Cepa
peruana isolada de caso humano do Perul8 e carac-
terizada como de Tipo I; 2) Cepa 21 SF, isolada de
caso humano agudo de Sao Felipe — Bahia, carac-
terizada como de Tipo I124; Cepa Colombiana
isolada de caso humano da Colombiall e ca-
racterizada como de Tipo III.

Linhagens de camundongos — Foram utili-
zados camundongos de ambos 0s sexos, com peso
entre 13 e 17g, das seguintes linhagens isogénicas: A/J
(H-2a), AKR (H-2k), Balb/c (H-2d), C3H/He (H-2K),
C57BL/10 (H-2b) e DBA/1 (H-29). Os camundongos
isogénico vém sendo mantidos no Biotério do Centro
de Pesquisas Gongalo Moniz, através de cruzamentos
exclusivos irmio/irma e alimentados com ragdo
padronizada e agua ‘““ad libitum”.

Inéculos — Foram utilizadas formas san-
guicolas obtidas de camundongos suigos infectados,
apds trés lavagens por centrifugagdo, com salina
tamponada. O inoculo foi de 100.000 tripomastigotas
por camundongo, calculado pelo método de Pizzi e
Prager19 modificado por Brener.

Grupos experimentais ~ Foram utilizados
60 camundongos de cada linhagem, divididos em
trés grupos, de 20 camundongos cada um, correspon-
dendo a infec¢do com uma das trés cepas do 7. cruzi:
Peruana, 21SF ou Colombiana. Foram assim feitos 18
grupos experimentais sendo trés grupos para cada
linhagem de camundongo utilizada.

Os parametros utilizados para a avaliagdo dos
resultados foram: parasitemia, mortalidade, dosagem
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das imunoglobulinas do soro, titulos de anticorpos
especificos, teste cutianeo de hipersensibilidade celular
e estudo histopatologico.

Foi feita a avaliagdo diaria da parasitemia a
partir do 3¢ dia infecgdo, em 5 111 de sangue periférico
entre lamina e laminula 22 x 22, através da contagem
de formas tripomastigotas em 50 campos microscé-
picos de 400x. »

Indice de mortalidade — Foi feita diariamente a
contagem do numero de animais que morreram duran-
te o curso da infecgdo, fazendo-se a percentagem em
relagdo ao numero total, apos a exclusdo dos sa-
crificados.

Estudo histopatolégico — Durante o curso da
infecgdo foram sacrificados dois animais nos seguin-
tes dias pos-infecgdo: 52, 72, 109, 129, 140, 2090, 250 ¢
309. Secgdes do coragio, musculo esquelético, figado e
bago foram incluidos em parafina e as sec¢des de 5 Um
coradas pela hematoxilina e eosina.

Obtengdo dos soros — Ao serem sacrificados os
animais, foi feita a colheita do sangue, para obtengio
do soro apds coagulagdo e centrifugagdo a 1000
g/5min.

Dosagem de imunoglobulinas — Os soros foram
analisados pela técnica da imunodifusio radial quantita-
tiva de acordo com Mancinil4 em placas fornecidas
pelo Meloy Lab. Inc. e soro padrio controle fornecido
pelo mesmo Laboratorio.

Titulacdo dos anticorpos especificos — Foi utili-
zada a técnica de imunofluorescéncia indireta de acor-
do com Camargo8 utilizando-se como antigeno formas
de culturado T. cruzi apos lavagem com salina tampona-
da, fixadas por acetona desidratada em laminas mar-
cadas. Utilizou-se anti-soro fluoresceinado anti-IgG e
anti-IgM fornecidos por Cappel Laboratories, USA,
na concentragio de 1:40.

Estudo da resposta celular - O teste cutineo
foi feito com antigeno de formas de culturado T, cruzi
apos lavagem em salina e rotura por congelamento e
descongelamento (3 vezes) em nitrogénio liquido.
Foram injetados 5011g do antigeno em uma das patas e
a pata contralateral injetada com salina. A medida das
patas foi feita apos 24 e 48 horas, utilizando-se
micrémetro circular (marca Starret).

Estudo estatistico — A comparagio entre os di-
Versos grupos e parametros foi feita através de analise de
variancia, sendo que, quando apenas dois grupos foram
comparados entre si, utilizou-se o test T de Student
para mostras independentes.
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RESULTADOS

A avaliagdo dos niveis parasitémicos dos
animais das diferentes linhagens, inoculados com as
trés cepas do T. cruzi constam das Figuras 1,2 ¢ 3 e
Tabelas 1, 3, 4 e 5. Observa-se na infec¢ao pela cepa
Peruana, progressao rapida e precoce da parasitemia
em todas as linhagens, com piques maximos 12 dias
apos inoculagéo, variando, entretanto quantitativa-
mente, os niveis maximos atingidos. Considerando-se
a parasitemia média (média do logaritmo), pode-se
considerar como de baixa parasitemia os animais C3H e
DBA; média parasitemia, A/J e B-10 e alta parasi-
temia, BALB/c ¢ AKR (Tabela 1). O perfil da curva
parasitémica é caracteristico da cepa Tipo I (peruana)
em todas as linhagens. Os animais infectados pela
cepa 21SF (Tipo IT), independentemente da linhagem
analisada, apresentaram piques parasitémicos irre-
gulares (Fig. 2). Embora o aspecto geral da curva seja
semelhante nas diversas linhagens, o valor maximo da

parasitemia variou, podendo-se considerar, de acordo
com a parasitemia média (média do logaritmo), os B-
10 como de baixa parasitemia; AKR e C3H como de
parasitemia média baixa: DBA e Balb/c como de
parasitemia média alta os A/J como de alta para-
sitemia (Tabela 1). Nainfecgdo pela cepa Colombiana
(Tipo III) a parasitemia tem evolugdo lenta nas
diversas linhagens, variando entretanto os niveis
maximos de uma para outra. A média da parasitemia
(logaritmo da média), durante toda a infecgdo, também
variou conforme a linhagem (Tabela 1), podendo-se
destacar os animais DBA como de baixa parasitemia;
AKR e C3H como de parasitemia média baixa; A/J e
B-10, com parasitemia média alta e os Balb/c como de
alta parasitemia.

Indices de mortalidade — A mortalidade acumu-
lada dos animais das diversas linhagens, em relagdo a
cada cepa, esta expressa na Tabela 2.

Tabela 1 ~ Distribuicdo das diferentes linhagens de camundongos infectados pelas cepas Peruana, Sdo Felipe e
Colombiana do T. cruzi, de acordo com a média da parasitemia* e titulos de anticorpos especificos**

Cepas Linhagens
C3H DBA A/Y B10 BALB/C AKR
Peruana Parasitemia 1,44 1,47 1,75 1,76 1,80 2,38
IgG anti-T. cruzi 1:8 1:4 Neg Neg 1:2 1:8
Linhagens
B10 AKR C3H DBA BALB/C A/]
Sio Felipe Parasitemia 0,93 1,19 1,27 1,59 1,75 3,75
1gG anti-T. cruzi 1:16 1:4 1:128 1:32 1:4 1:128
Linhagens
DBA AKR C3H A/l B10 BALB/C
Colombiana Parasitemia 0,99 1,29 1,30 1,38 1,39 1,80
1:32 1:16 1:32 1:2 1:32

IgG anti-T. cruzi 1:32

* Parasitemia: Meédia do logaritmo da parasitemia de cinco animais durante a infecgéo. As linhagens estido organizadas em
ordem crescente em relagdo 4 média de parasitemia.

** Titulo maximo de anticorpos especificos (IgG), para cada linhagem, durante a infec¢io com as tréscepasdo T. cruzi( estede

imunofluorescéncia indireta).
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Tabela 2 - Mortalidade acumulada (%) de camundongos de diferentes linhagens infectados com trés diferentes cepas do Trypanosoma cruzi

Cepa colombiana

Cepa peruana Cepa 21 SF
Linhagens
C3H DBA AKR Bjp Balb/c A/M C3H DBA AKR By Balb/c A/J C3H DBA AKR Bjg Balb/c A/
Dias de infeccdo
11-15 100 80 100 90 100 100 0 0 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0
16-20 100 100 30 10 100 ©° 10 50 0 20 40 0 20 90
21-25 40 10 0 20 50 0 20 100 30 60 90
26-30 60 10 0 20 50 70 20 90 90 90
Mortalidade lada, em por: gem, observada na fase aguda da infec¢do em seis linh de dongo por trés cepas do T. cruzi.
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Figura 2 - Niveis parasitémicos de camundongos de dife-
rentes linhagens infectados com a cepa 21 SF do

T. cruzi

Figura 1— Niveis parasitémicos de camundongos de seis
diferentes linhagens infectados com a cepa Pe-
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Tabela 3 — Correlagdo entre niveis parasitémicos, parasitismo tissular, inflamacdo, estado reacional do baco e os niveis das fragdes de
imunoglobulinas em camundongos de diferentes linhagens, infectados pelo T. cruzi

Cepa peruana — Tipo 1

Linhag Parasitemia Parasitismo tissular Inflamagao Bago Niveis de Imunoglobulinas
Dias . , Parasi- Hiperplasia

Infec. No Trip/50c  Coragdo M. esquel. Figado  Coragdo M. esquel. tismo Polpa branca IgGl IgG2a 1gG2b IgM

7 104,71 + - + + - ++ ++ 0,30 1,52 0,76 0,59

C3H 10 120,23 ++ - + ++ +focal - +++ 0,12 1,52 0,76 0,59

12 169,82 ++ - ++ + + +++ +++ 0,12 304 076 1,02

7 21,88 + - + - - + ++ 0,42 0,71 324 458

DBA 10 134,90 + - + + +focal + ++ 0,18 1,42 324 458

12 102,33 ++ - ++ +4+ ++ + ++ 0,18 1,83 421 4,58

7 169,82 - - + - = + + 0,23 041 0,75 0,59

Balb/c 10 380,19 + + - ++ - + ++ 0,07 1,64 1,00 203

12 263,03 ++ - + ++ + + +++ 0,07 1,10 1,00 2,03

6 45,71 - - + +focal - + + 0,71 1,33 0,73 0,30

B1o 10 95,50 + +focal + + - +++ ++ 0,35 1,33 0,36 0,52

13 288,40 + + + ++ + + ++ 027 2,67 0,54 206

7 446,68 ++ - + - - +++ +++ 021 0,70 085 5,15

AKR 11 758,58 ++ - ++ — - +++ +++ 0,21 0,70 1,02 5,15

13 — +++ + + + +focal +++ +4+++ 0,17 1,72 1,62 5,15

7 194,98 + - + - - + + 0,16 027 0,13 2,03

A/ 10 131.82 ++ - ++ +focal +focal ++ +++ 0,13 0,71 0,31 2,03

12 147,91 ++ + + ++ ++ 7 +++ +++ 0,16 1,06 039 3,04

13 — + - + + - ++ ++ 0,16 042 031 2,01

GEPA COLOMBIANA. PARASITEMIA A resisténcia das diferentes linhagens a cada

uma das cepas do T. cruzi foi avaliada através da
compara¢do, pela analise da variancia, da média
harmonica da sobrevida. Na infec¢do pela cepa
peruana (Tipo I), todas as linhagens se mostraram
muito susceptiveis, com mortalidade total até 0 20¢ dia
nos_camundongos DBA ¢ B-10 e até o 15¢ dia nos
demais. Na infecg¢do pela cepa 21 SF (Tipo II), a

N1 TRIPOMASTIOOTAS  EM 50 C. 400X
H

00}

&
5 P ’ n
& A g W

i " h i «mﬂ“m‘“ﬁ [ ™

Figura 4a — Hiperplasia do centro germinal de foliculo lin-

Figura 3— Niveis parasitémicos de camundongos de seis foide do baco com macréfagos contendo amas-
linhagens infectados com a cepa Colombiana do tigotas do T. cruzi; linhagem AKR infeccdo pela
T. cruzi cepa Peruana; 250 X.
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Figura 4b - Reagao epiteliide na polpa vermelha do bago e
presenca de macrifagos contendo amastigotas
do T. cruzi: linhagem DBA infectada pela cepa
Peruana 400X.

resisténcia variou entre dois extremos, sendo os AKR
muito suceptiveis, com 100% de mortalidade até o 20°
dia de infec¢do e os B-10 muito resistentes, com
mortalidade nula. Em ordem decrescente quanto a
resisténcia, podemos estabelecer o seguinte espectro
de resisténcia a infecgao pela cepa 21 SF:

B-10 —- DBA - Balb/c - C3H - A/J ~ AKR.

Na infecgéo pela cepa colombiana (Tipo III) as
diferengas entre as linhagens sdo menos acentuadas.
Considerando em ordem descrescente quanto ao
espectro da resisténcia, as diversas linhagens podem
ser organizadas na seguinte seqiiéncia: DBA —C3H-B-
10 - Balb/c — AKR - A/J.

Tabela 4 — Correlacdo entre niveis parasitémicos, parasitismo tissular, inflamacdo, estado reacional do bago e os niveis das fracdes de
imunoglobulinas em camundongos de diferentes linhagens, infectados pelo T. cruzi

Cepa 21 Sf (Sao Felipe) — Tipo IT

Linhagem Parasitemia Parasitismo tissular Inflamagéao Bago Niveis de Imunoglobulinas
Dias Hiperplasia
Infec. N° Trip/50c Coragao M. esquel. Coragdo M. esquel. Polpa branca  IgGl IgG2a IgG2b IgM
12 234,42 - - + - ++ 0,23 0,76 2,35 57
C3H 14 74,13 + - ++ + +++ 0,31 0,76 2,87 5,7
20 31,62 - + +focal +++ + 0,61 1,52 3,16 7,96
25 33,88 + + +focal +4+* + 1,83 6,09 3,93 57
27 — + + +focal  ++++ ++ 1,22 6,09 3,93 7,96
12 47,86 + + + +* ++ 0,22 — 6,07 2,73
DBA 16 251,19 - - ++ +4++ ++ 0,16 — 8,07 597
20 165,96 + + + + + 0,22 — 10,16 3,64
25 186,21 + + ++ ++* + 0,22 — 12,14 1,69
32 — + + ++ ++* - 0,44 — 12,21 3,64
12 138,04 - + + + +++ 1,85 2,19 2,12 8,11
Balb/c 15 22,39 + + +++ +++* ++ 0,69 3,29 2,12 4,06
20 204,17 + ++ + +++* ++ 1,84 4,39 4,0 4,06
26 36,31 + + ++ +++ +++ 1,39 4,39 320 6,09
30 52,48 - - ++ ++++* +++ 2,77 3,29 16,0 16,23
12 33,88 + + + ++ ++ 0,13 2,67 1,45 4,95
B1o 15 — - + ++ +++* ++ 0,26 5,34 2,18 6,60
20 24,55 + ++ ++ +++* ++ 0,13 2,67 1,24 3,71
26 8,51 - ++ ++ ++ ++ 0,35 24,54 291 11,54
30 4,17 - + ++ ++ ++ 1,42 10,67 291 11,54
12 93,32 —- - - - +++ 0,10 0,86 1,68 3,84
AKR 14 218,78 + + + ++ +++ 0,10 3,58 2,93 5,25
17 251,19 + ++ +* +++ +++ — 3,58 2,93 7,08
12 87,10 —- ++ - + +++ 0,07 0,19 0,47 2,64
A/J 14 186,21 - + + ++ ++ 0,06 0,27 0,47 2,64
20 239,88 ++ +++ ++ +++* ++ 0,32 0,71 0,95 4,06
23 141,25 ++ +++ +++ +++ +++ 1,26 5,67 1,95 8,12
30 48,98 ++ - ++ +++* +++ 1,26 5,67 0,95 5,68
(*) Lesdes lares predomi
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Tabela 5 — Correlagdo entre niveis parasitémicos, parasitismo tissular, inflamagdo, estado reacional do baco e os niveis das fracoes de
imunoglobulinas em camundongos de diferentes linhagens, infectados pelo T. cruzi

Cepa colombiana — Tipo 111

Linhagem Parasitemia Parasitismo tissular Inflamagédo Bago Niveis de Imunoglobulinas
Dias Hiperplasia

Infec. Ne Trip/50c Coragdo M. esquel. Coragdo M. esquel. Polpa branca  IgGl IgG2a IgG2b IgM

12 27,54 + - - nd 0,12 0,76 0,50 1,02

C3H 15 9,77 + - - ++ 0,30 2,28 0,76 1,02
20 120,23 ++ ++ ++ ++ 0,61 3,04 1,01 0,59

26 457,09 +++ ++4+ +++ +++ +++ 1,22 6,09 2,02 2,03

12 9,77 - - +focal - nd 0,66 0,88 4,16 5,19

DBA 15 8,71 + + ++ ++ 0,42 2,13 4,23 6,10
20 41,69 +4 ++ ++ +++ ++ 0,24 2,82 5,29 6,10

26 147,91 ++ +++ ++ +++ ++ 0,48 423 5,93 —

12 69,18 + + - ++ 0,92 2,19 2,12 4,06

Balb/c 15 128,82 +++ + +++ ++ ++ 1,35 4,39 3,20 4,06
20 602,56 ++ ++ ++ +++ ++ 1,85 4,39 8,00 6,09

12 18,20 + - +focal ++ 0,35 0,63 1,45 1,84

Bio 14 42,66 + - ++ + +++ 0,71 1,29 1,74 247
21 —_ ++ +++ ++4+ +++ +++ 0,35 2,67 2,53 4,95

25 257,04 ++ ++ +++ +++ +++ 0,35 10,67 1,74 495

30 — ++ ++ +++ +++ +++ 0,35 4,00 1,45 31

11 6,92 - - - ++ 0,77 0,89 1,63 4,43

AKR 13 16,22 + - - ++ 0,77 8,67 2,50 514
17 107,15 ++ ++ ++ +++ +++ 1,21 2,78 2,50 8,86

20 69,18 +++ +++ +++ +++ +4+4 1,21 1,19 3,69 8,86

12 107,15 + + + +++ 0,03 0,07 0,39 2,64

A/l 14 120,23 ++ ++ + +++ 0,04 0,19 0,47 2,64
20 223,87 +++ +++ +++ +++ 0,08 0,71 0,76 4,06

Avalia¢do da variagdo das imunoglobulinas —
Nas Tabelas 3, 4 e 5, estdo expressos, por vezes
de aumento em relagdo ao normal, os niveis de
IgG1, IeGag, 18Gop ¢ IgM. Em todos os grupos
experimentais, com quaisquer das linhagens e com as
trés cepas do T. cruzi observou-se queda dos niveis de
IgG1 aniveis abaixo do normal, em geral precocemen-
te (entre o 32 e o 7¢ dia de infecgdo). As demais
imunoglobulinas apresentaram um aumento no decor-
rer da infecgéo, de carater progressivo para a IgGo, e
1gG2p; a IgM apresentou em geral um aumento preco-
ce, que se manteve fixo no decorrer da infecgdo. Os
maiores aumentos observados foram nos niveis de
IgG2p, na infecgdo pelas cepas Colombiana e 21 SF
(Tabelas 4 e 5). Nas infecgdes pela cepa Peruana a
imunoglobulina que atinge niveis elevados é aIgM (Tabe-
la 3). Observou-se uma correlagio positiva entre o au-
mento de IgG7, e a maior intensidade das lesées tissu-
lares (Tabelas 3, 4 e 5).

Os titulos de anticorpos especificos (1gG),
estdo expressos na Tabela 1. A cepa Peruana acom-
panhada até o 12 dia determinou niveis muito baixos
em todas as linhagens, com o maximo de 8. Na

infecg¢do pela cepa 21 SF os titulos de anticorpos espe-
cificos variaram de uma linhagem para outra, sendo
maximo nas linhagens C3H e A/J, aos 30 dias de
infecgdo (128). Na infecgdo pela cepa Colombiana o
titulo maximo foi de 32, nas linhagens DBA, A/J e
AKR,

Q teste cutdneo de hipersensibilidade retardada
foi negativo em todos os animais.

ESstudo histopatoldgico — Nas Tabelas 3,4 ¢ 5
est*o resumidos os resultados da histopatologia e sua
correlagdo com a parasitemia e os niveis de Ig. A in-
fecgdo pela cepa Peruana (Tipo I) do T. cruzi (Ta-
bela3) determinou nos camundongos das seis
diferentes linhagens, lesdes caracterizadas pelo
envolvimento predominante de células do sistema
fagocitico mononuclear, com parasitismo variando de
discreto a intenso em macrofagos do bago, do figado e
em tecido adiposo (Figs. 4a, b); o parasitismo de
coracdo e musculo esquelético variou de discreto a
moderado durante a evolugdo da infeccdo e nos
diversos grupos. Em todas as linhagens, o parasitismo
tissular e a parasitemia foram sempre crescentes no
decorrer da infec¢do. O numero de parasitos nos
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tecidos foi sempre maior do que a reagdo inflamatoria.
O parasitismo tissular foi mais acentuado nas
linhagens AKR e A/J e menor nas linhagens DBA e
Balb/c.

A cepa peruana conservou em toda as linhagens
o comportamento basico das cepas de Tipo 1.

Na infecgéo pela cepa 21 SF, Tipo I, o parasi-
tismo inicial de fibras cardiacas nas diversas linhagens
foi discreto entre 0 122 e 0 142 dias de infecgdo, com
infiltrado inflamatorio difuso e focal de miocardio de
intensidade variavel, em geral discreto ou moderado.
Nos camundongos A/} houve intensificagdio do

At i &

Figura 5a — Necrose de fibras musculares ndo parasitadas,
sem infiltrado inflamatério. Linhagem C3H
infectada pela cepa 21 SF. 250X.

parasitismo e do infiltrado mononuclear, do 20¢ ao
30¢ dia de infecgdo; parasitismo discreto a moderado
em musculo esquelético em todas as linhagens, com
excegdo da linhagem A/J em que é acentuado apds o
20¢ dia de infecgdo. Em toda as linhagens, chama a
atengdo na infecgdo pela cepa 21 SF, a presenga de
lesoes necréticas de fibras musculares parasitadas ou
néo. Nas linhagens C3H, AKR e A/J, estas lesGes ndo
se acompanham de exsudato ou apresentam apenas
focos de infiltragdo mononuclear (Figs. 5-a, b, 6-a, b).
Entretanto, em areas focais de destruigdo de fibras -
parasitadas, observam-se infiltrados de polimorfonu-
cleares neutrdfilos; este processo se t(yxan’ﬁs intenso
a partir do 20¢ dia, na linhagem A/J. Ndo houve

b o

Figura 5b— Fibra muscular parasitada com infiltrado
mononuclear 250X. Linhagem C3H infectada
com a cepa 21 SF.

Figura 6a — Linhagem A/J infectada pela cepa 21 SF —
extensa necrose de fibras musculares ndo pa-

rasitadas com escasso infiltrado mononuclear.
400X.
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Figura 6b— Linhagem A/J infectada pela cepa 21 SF —
necrose de fibras musculares com infiltrados
mononucleares focais 400X.
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Figura 7a — Fibras musculares parasitadas e em destruicdgo
com discreto exsudato inflamatério; cepa Co-
lombiana e linhagem A/J. 250X.

paralelismo entre o grau de destruicdo muscular ¢ o
infiltrado inflamatorio ou o discreto parasitismo. Nos
camundongos das linhagens DBA, Balb/c e B-10 ao
lado de extensas areas de necrose de fibras mus-
culares, sem parasitos observa-se infiltrado infla-
matério mononuclear com polimorfonucleares neu-
trofilos de permeio. O padrdo basico de lesdes
observados com esta cepa nos animais das diversas
linhagens, foi constante.

Na infecgédo pela cepa Colombiana, aos 15 a 20
dias, observa-se parasitismo discreto de miocardio,
com intensificagdo apos 20 a 30 dias em todas as
linhagens, com acentuadoprocesso inflamatdrio rela-
cionado com fibras parasitadas em destruicdo (Figs.
7-a, b). Os camundongos da linhagem B-10, com
moderado parasitismio de miocardio, apresentam,
entretanto, intenso p“rocesso inflamatorio. Na linha-
gem A/J, apesar do acentuado parasitismo, o processo
inflamatorio persiste discreto ou moderado. Na in-
fecgao pela cepa Colombiana, em todas as linhagens,
predominaram os aspectos caracteristicos das cepas
do Tipo III, com lesdes predominantes em musculo
esquelético e envolvimento de miocardio.

Estado reacional do bago — Em todas as linha-
gens observou-se na infec¢ao pelas diferentes cepas, um
aumento da celularidade da polpa vermelha, com
infiltragao de linfécitos, plasmocitos e macrofagos. Os
centros germinais dos foliculos linfoides mostraram
hiperplasia que evoluiu no curso da infecg¢do, com a
presenga de células blasticas e macrofagos os quais, na
infecgao pela cepa peruana, continham amastigotas no

Figura 7b — Destrui¢do focal de fibras musculares com
exsudato de polimorfonucleares neutrdfilos;
linhagem C3H, cepa Colombiana. 400X.

citoplasma (Fig. 4a). Comparando-se o estado rea-
cional dos centros germinais em relagdo as diferentes
linhagens, observa-se nas linhagens AKR, A/J e C3H
graus acentuados de hiperplasia com as trés cepas. A
linhagem Balb/c mostrou reagdo acentuada com a
cepa peruana e moderada com as cepas 21 SF e
colombiana. As linhagens DBA e B-10 com reagéo
acentuada com a cepa colombiana e discreta ou
moderada com as cepas peruana ¢ 21 SF. Nas
linhagens C3H, DBA e Balb/c, na infecgao pela cepa
peruana, observou-se reagdo epitelivide da polpa
vermelha do bago (Fig. 4b).

Em todas as linhagens foi observada deplegao
dos linfécitos do manguito periarteriolar dos foliculos
linféides, a partir do 7¢ dia de infecgio.

DISCUSSAO

Analisando o comportamento dos diferentes
tipos de cepas, em relagdo as seis diferentes linhagens
isogénicas de camundongos pudemos verificar, em
primeiro lugar, que as cepas do T. cruzi mantiveram as
suas caracteristicas bdsicas, independentemente da
linhagem analisada. O tropismo tissular e o perfil das
curvas parasitémicas proprios de cada cepa foram
mantidos, chamando a atengdo entretanto o fato de
que, em nenhuma das linhagens foi reproduzido o
intenso parasitismo miocardico descrito para a cepa
21 SF no camundongo sui¢oZ4. O tempo de sobrevi-
da variou conforme a susceptibilidade do hospedeiro,
mas sempre dentro de um periodo compativel com o
que em sido visto na evolugédo da infecgdo por cada
tipo de cepa.
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Utilizamos neste estudo, cepas de 7. cruzi ja
caracterizadas e classificadas de acordo com o seu
comportamento morfobiologico e histopatologicol 24
quanto a sua estrutura antigénica2 e o seu padrio
isoenzimatico3, que sio caracteristicos para cada tipo
de cepa e que tém se mantido constantes apos
prolongado periodo de manutengao em laboratorio,
fato este ja observado por Brener e cols.” Embora
estudos recentes com clonagem do 7. cruzi20 relatem
diferengas entre dois clones isolados de uma mesma
amostra, aparentemente as diferengas apontadas entre
estes dois clones estdo relacionadas principalmente ao
grau de viruléncia. Por outro lado tem sido demons-
trado que o padrio isoenzimatico dos clones de uma
mesma amostra, sio idénticosl0, Nio afastamos
entretanto a possibilidade de que cada cepado T cruzi
seja composta de uma populagido de algum modo
heterogénea, como tem sido demonstrado através
de estudos utilizando as enzimas de restrigao do DNA
do cinetoplastol3. O que se verifica, entretanto, nas
cepas mantidas em laboratorio é que os parasitos sao
aparentemente selecionados de maneira uniforme
durante a infecgio e, na sua agdo patogénica resul-
tante, se comportam de forma constante e carac-
teristica. E interessante notar que, mesmo em espécies
diferentes de animais vertebrados, as cepas de dife-
rentes tipos mantém o seu comportamento caracte-
ristico, tendo sido verificada a reprodugdo em animais
experimentais, de lesdes observadas em caso humano
agudo fatal do qual foi isolada uma cepa do T. cruzi
posteriormente estudada na infecgao de caes, camun-
dongos e ratos4.

Frente aos dados obtidos no presente trabalho
nos parece que, mais do que a estrutura genética do
hospedeiro, as caracteristicas intrinsecas dos parasitos
sdo os fatores determinantes do padrio basico da
infecgéio pelo T. cruzi em diferentes linhagens de
camundongos isogénicos.

As diferentes linhagens de camundongos
utilizadas mostraram um espectro de resisténcia que
diferiu de acordo com a cepa do T. cruzi utilizado na
infec¢do. As observagoes anteriores de Trischman e
col.29 com a cepa Brasil haviam indicado um maior
grau de susceptibilidade da linhagem C3H em relagio
com seis linhagens por ele estudadas. Na nossa
observagdo, a susceptibilidade dos camundongos C3H
varia de acordo com a cepa do T. cruzi utilizada na
infec¢do, do mesmo modo que as demais linhagens.
Postan e col.2] também observaram que a linhagem
C3H foi mais resistente do que a C57BL/6N a dois
clones da cepa Sylvio — X10. Na infeccdo pela cepa
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peruana, em todas as linhagens, o carater disseminado
das lesoes, devido ao parasitismo de macrofagos em
varios setores do organismo, parece ser responsavel
pela alta mortalidade precoce nesta cepa. Mesmo
assim, pode-se distinguir graus de parasitismo tissular,
mais acentuado nas linhagens AKR e A/J ¢ menor nas
linhagens DBA e Balb/c.

Considerando-se o processo inflamatorio nos
animais que se mostraram mais resistentes e nos que se
mostraram mais susceptiveis a infec¢ao pelas cepas21
SF e colombiana, pode-se verificar que, nas linhagens
mais resistentes, 0 exsudato inflamatorio: é mais
intenso com mononucleares ¢ um nitido coniponente
exsudativo apresentando polimorfonucleare;‘ em re-
lagdo com fibras musculares esqueléticas ou miocar-
dicas destruidas, parasitadas ou nio. Nas/linhagens
mais suceptiveis o infiltrado inflamatdrig’ é em geral
discreto e predominantemente mononutlear. Pode-se
sugerir a hipotese de que o recrutamento de po-
limorfonucleares se deve a uma ativagdo do sistema
complemento iniciado pela presenga de anticorpos
anti-T. cruzi reagindo com antigenos parasitdrios
absorvidos nos tecidos ou por reagdo cruzada com
antigenos tissulares® 2228, Tem sido ressaltada a
importancia da formagido de imunocomplexos na
génese das lesées na infecgao pelo T. cruzi através o
desencadeamento de hipersensibilidade de Tipo III. O
gasto de 1gG através da formagao de imunocom-
plexos poderia ser um dado importante na patogénese
da doenga. De interesse é a observagao de que, nas
linhagens que respondem com este aumento, os niveis
elevados de IgG2, coincidem, cronologicamente, com
o aparecimento e aumento de intensidade da reagao
inflamatoria nos tecidos, principalmente miocardio e
musculo esquelético. A possibilidade de que a fragdo
IgG7, seja mais eficiente em mediar reagdes de
citotoxidade poderia conferir um papel importante a
esta subclasse no desenvolvimento de lesdes tissu-
lares. A elevagdo tanto da IgGa, como IgGyp ¢
variavel de acordo com a linhagem e parece estar
correlacionada ao grau de resisténcia, confirmando
observacoes de outros autores26 27,

Podemos concluir do presente trabalho que as
caracteristicas do parasito sio o fator determinante do
padréo basico da infecgdo. A linhagem do camundon-
go isogénico é responsavel pela intensidade e pelas
caracteristicas das lesdes tissulares e pela resposta
humoral. Além disto pdde-se concluir que o numero de
parasitos circulantes nao se correlaciona com o para-
sitismo tissular e que, nem sempre os animais mais
susceptiveis apresentam o maior parasitismo.
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Correlacionando-se a reagéo inflamatoria com
a gravidade da infecg¢do, através da mortalidade,
conclui-se que a maior intensidade da inflamagéao
coincide com maior resisténcia e portanto ‘“‘protege’ o
animal, indicando, pela presen¢a de polimorfonu-
cleares, maior resposta humoral e ativagdo de com-
plemento.

SUMMARY

The behavior of three strains of Trypanosoma
cruzi, classified according to their morphobiological,
histopathological and isoenzymic characters, as Type I
(Peruvian strain), Type II (2 ISF strain) and Type IIT
(Colombian strain), was evaluated by the infection of
six inbred strains of mice: A/J, AKR, Balb/c C3H,
C57BL/10 and DBA. It was observed that the three
strains of T. cruzi maintained their basic cha-
racteristic in respect to parasitemia, survival time,
histopathological lesions and tissue tropism in all the
mouse strains. The Peruvian strain (Type I) resulted
in a high mortality in all the animals; on the other
hand the infection with the 21 SF (Type II) and
Colombian /Type III) strains displayed a variable
pattern of mortality determining a singular spectrum
of resistance to each parasite strain. Early decrease of
IgG and progressive rise of IgG2, IgG2p and IgM
levels, was observed, independently of the mouse or
the parasite strain. There was a correlation between
increased IgG), levels and intensity of the inflam-
matory process. Exudative lesions with polymorpho-
nuclear neutrophils occurred in the resistant mice
while a scarce infiltrate with predominance of mono-
nuclear cells was observed in the more suceptible
mouse strain. Our results suggest that the cha-
racteristics of T. cruzi strains are of the upmost im-
portance in the course of the infection, but the host
strain also plays a very important role in the process.

Key words: Trypanosoma cruzi. Strain of T.
cruzi. Strain types. Isogenic mice.
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