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ASPECTOS IMUNOLOGICOS DA INFECCAO DE SEIS LLINHAGENS ISOGENICAS
DE CAMUNDONGOS POR TRES DIFERENTES CEPAS DO TRYPANOSOMA CRUZ/

VIRGINIA ANDRADE, MANOEL BARRAL-NETTO, SONIA G. ANDRADE
& JURACY B. MAGALHAES

Foram avaliados aspectos da imunidade humoral e celular em seis linhagens de camundongos isogé-
nicos (BALB/c, B-10, C3H, A/J, AKR e DBA ) infectados por trés cepas do Trypanosoma cruzi, representan-
tes dos trés tipos de cepas da classificacdo de Andrade (cepas Peruana, 2ISF e Colombiana). A imunidade
celular, avaliada pelo teste de hipersensibilidade cutdnea tardia contra antigenos do parasita, estava suprimi-
da. A avaliacdo dos niveis de imunoglobulinas (imunodifusao radial), mostrou queda precoce de Ig(ry e éle-
vacdo de IgM em praticamente todas as linhagens infectadas por qualquer das cepas estudadas. A elevacdo
de 1gGG>, efou IgGHy foi mais intensa nas linhagens mais resistentes. Us niveis de anticorpos anti-T. cruzi
(Imunofluorescéncia indireta e ELISA) ndao se correlacionam com a sobrevida dos animais. Apesar de dife-
rencas entre as linhagens observou-se uma regularidade na resposta do hospedeiro e @ manuten¢ao dos pa-
droes biologicos que caracterizam os tipos de cepa.

Diferentes cepas do Trypanosoma cruzi, na sua interacdo com o animal experimental, provocam
manifesta¢Oes distintas da doenca no que diz respeito d parasitemia, & mortalidade e ao quadro histopatolo-
gico (Andrade & Figueira, 1970). Isto demonstra uma heterogeneidade no comportamento de diferentes
cepas do T. cruzi que se manifesta na sua viruléncia e patogenicidade para o animal experimental. Utilizan-
do diversos pardmetros morfobiologicos Andrade (1974) propss a classificagdo das diferentes cepas em tres
tipos, segundo as suas caracteristicas comuns. Verificou-se, também, através da imunoeletrotorese, que re-
presentantes de cada um dos trés tipos de cepas apresentavam grande quantidade de antigenos comuns, mas
diferiam entre si em alguns antigenos {Andrade, 1979). Recentemente foi demonstrada uma correlagdo
entre diferencas isoenzimadticas ¢ o comportamento biolégico do parasita (Andrade et al., 1981; Andrade,
Brodskyn & Andrade, 1983).

As caracteristicas basicas de uma determinada cepa se mantém constantes, independente do grau
de resisténcia do hospedeiro (Andrade, Carvalho & Figueira, 1972), bemm como do tipo de animal experi-
mental utilizado no estudo (Andrade & Andrade, 1978).

Por outro lado, tem sido visto gue linhagens diferentes de camundongos isogénicos diferem quanto
a susceptibilidade a infecgdo peloe T. cruzi (Trischmann et al., 1978; Pecora, 1979; Pecora & Barcinski,
1979; Corsini et al., 1980; Wrightsman, Krasner & Watson, 1982; Trischmann & Bloom, 1982). Ressalta
todavia a inexisténcia de estudos no sentido de verificar se o grau de resisténcia de uma determinada linha-
gem sofre influéncia do tipo de cepa utilizada na infecgdo.

Na infec¢do pelo T. cruzi ha indicagles de que diferentes cepas determinam em camundongos
suicos ndo isogénicos, graus diversos de resposta imune (Andrade et al., 1985).

Devido a varia¢do do comportamento biologico de diferentes cepas do T. cruzi e a heterogeneidade
de linhagens de camundongos, decidimos estudar a evolugdo da resposta imunolégica de diferentes linhagens
isogénicas de camundongos no decorrer da infecgdo por diferentes cepas do T cruzi

MATERIAL E METODOS

T. cryzi: foram utilizadas trés cepas dos tipos: I {(Cepa Peruana), Tipo II (Cepa 21 SF) e Tipo 111
(Cepa Colombiana), de acordo com classificagdo proposta por Andrade (1974). As caracteristicas e proce-
déncias das mesmas ja foram descritas anteriormente (Andrade, Brodskyn & Andrade, 1983).

Animais: foram utilizados camundongos isogénicos de ambos 0s sexos, com peso entre 13 e 17¢, pro-
venientes e mantidos na colénia do CPqGM/FIOCRUZ, e alimentados liviemente com ragdo comercial. As
cepas utilizadas foram A/J (H-2a), AKR (H-2k ), C3H/He (H-2k), BALB/c (H-24d), C57B1/10 (B-10; H-2b)
e DBA/1 (H-29). De cada linhagem foram infectados 60 animais (20 para cada cepa do 7. cruzi).

Infeccio experimental: camundongos foram inoculados intraperitonealmente com 10% tripomasti-
gotas sangiiicolas obtidos de camundongos suicos. Os parasitos foram separados dos elementos figurados do
sangue citratado por centrifuga¢do e lavados trés vezes em salina tamponada pH 7.2. Anilise diaria da para-
sitemia foi feita em amostra de cince animais por grupo experimental, a partir do terceiro dia de infec¢do,
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através do método de Pizzi & Praguer (1952), modificado por Brener (1961); foi feito o registro diario do
nimero de animais mortos e o calculo da mortalidade com exclusdo dos animais sacrificados.

Os animais foram sacrificados nos dias 7, 10, 12, 14, 20, 25 e 27 pos-infecgdo. O sangue obtido
através da seccdo dos vasos axilares foi deixado coagular durante 30 minutos em temperatura ambiente e 0
mesmo tempo a 40C. Os soros foram separados apos centrifugagao (1.000 g por 5 min.) ¢ armazenados a
~200C até o uso. Amostras de cada dia foram testadas em “pool” para cada grupo experimental. Fragmen-
tos de miociardio, musculo esquelético, bago e figado foram retirados nos mesmos periodos, incluidos em
parafina e sec¢Oes de 4 um de espessura, foram coradas pela Hematoxilina-Eosina, para estudo histopatolo-
gico.

Teste de hipersensibilidade cutinea tardia: o antigeno utilizado foi obtido de epimastigotas, das
mesmas cepas do T. cruzi utilizadas para a infecgdo, atraves de cultivo em meio de Warren. Apos lavar trés
vezes em salina tamponada com fosfato, os parasitos foram submetidos a congelamento, descongelamento
em nitrogénio liquido e utilizado o sobrenadante da centrifugacdo a 200x g por S minutos. A concentragao
proteica foi determinada pelo método de Lowry et al. (1951) e ajustada para 2 mg/ml. Cada animal recebeu
50ug do antigeno, injetados subcutaneamente na face ventral da pata trazelra. Igual volume de salina foi
injetada na pata contra-lateral. A espessura das patas foi avaliada com micrémetro (Starret, Athol, Mass.)
antes da injecdo do antigeno e 24 ¢ 48 horas apos.

Dosagem de imunoglobulinas: a determinagdo dos niveis séricos de 1gGy, IgGra, IgGry e IgM foi
feita pela técnica de imunodifusdo radial, (Mancini, Carbonara & Heremans, 1965, Fahey & Mc Kelvey,
1965) utilizando-se placas adquiridas no Meloy Laboratories Inc., USA. Para obtencdo da curva de refe-
réncia foi utilizado soro padrao do mesmo fornecedor (j-401). Para andlise determinou-se a razdo entre os
resultados obtidos e os valores normais para cada linhagem (ambos em mg/dl) expressando-os como indice

de elevagdo.

Titulagdo de anticorpos especificos anti-7. cruzi: imunofluorescéncia indireta foi feita segundo
técnica descrita por Camargo (1979). Foi utilizado anti-soro fluoresceinado anti-1gG e anti-1gM adquirido
da Cappel Laboratories, USA. O antigeno de parasita, preparado como para o teste de hipersensibilidade
cutdnea tardia, foi diluido em tampdo carbonato-bicarbonato (0,06M; pH 9,5) para a concentragdo de
10ug/ml e empregado no teste de ELISA. Utilizaram-se 100ul por pogo (3 horas a 370C, e a 40C até a
hora de uso) para a sensibilizagdo das placas de microtitulo (Limbro, Hamden, CT). Dilui¢des dos soros
foram incubadas em volumes de 0,1 ml/pogo, a 370C por uma hora. IgG de coelho anti-1gG de camundongo
conjugada 4 peroxidase (Sigma, St. Louis, MO) foi utilizada na dilui¢do de 1:1000. Ortofenilenediamina
serviu como substrato. Apds a incubagdo no escuro por 30 minutos, acrescentou-se 0,05 ml/pog¢o de dcido
sulfirico (8N) para interrupgdo da reagdo. A densidade optica (492 nm) foi lida em espectrofotometro apro-
priado (Titertek multiskan).

Anilise estatistica: associacdo de pardmetros foi investigada pelo teste de adequagdo da curva para
uma correlacdo linear. A parasiteria sofreu transformagdo logaritmica e com oS dados de mortalidade cal-

culou-se a média harmonica da sobrevida em cada grupo.

RESULTADOS

Variacdo dos niveis de Ig no curso da infecgdo: niveis normais de imunoglobulinas (Ig) nas diversas
linhagens de camundongos foram obtidos apos a dosagem em placa de Mancini, utilizando-se camundongos
nio infectados da mesma colénia. Os dados da Tabela I expressam a realizagdo de quatro testes, nos quais
foram utilizados cerca de cinco animais por teste, para cada linhagem. Nos animais infectados os niveis de
Ig foram analisados apds transformagdo para indice de elevag¢do. A infecgdo pelo 7. cruzi leva a vanagdes
nos niveis de Ig circulantes em todas as linhagens, qualquer que seja a cepa empregada (Tabelas 11, I, IV).

TABELA I

Valores das imunoglobulinas, em mg/dl obtidos através do teste de imunodifusio radial
quantitativa em seis grupos de cinco camundongos normais por linhagem

Linha- Grupos
gens

Imuno-

globulinas

(mg/d1) AKR A/T BALB/c C3H DBA B10
- x(a) 272.1 697.8 237.9 180.1 497.8 310.0
gl g (b) 42 .6 144.6 5.9 40.9 138.2 127.3
oG X 179.8 227.1 146.7 105.64 227.1 120.6
B-2a 26.8 133 .8 20.1 78.1 133.8 56.9
oG X 57.9 58.8 14.34 14.17 14.17 78.9
EV2b 2.4 3.6 0.0 0.25 0.25 50.7
(oM X 7.96 5.79 579 5.79 7.7 11.4
E 5 0.8 0.15 0.15 0.15 0.47 0.45

(a) média; (b) desvio padrio.
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TABELA Il

Variacdo temporal dos niveis de imunoglobulinas (indice de elevagio) de camundongos infectados pela cepa peruana
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\ Imuno-
| globulina 18G | 1gG.
Dias
infeccao \
C3H DBA AKR Bl BALB/c A/l C3H DBA AKR Bl0 BALB/c Afl
7 0.30 0.42 0.21 0.71 0.23 016 1.52 0.71 0.70 1.33 0.41 0.27
10 .12 0.18 0.21 0.35 0.07 0.13 | 1.52 1.42 0.70 1.33 1.64 0.71
12 0.12 0.18 0.17 0.27 0.07 0.16 | 3.04 2.83 1.72 2.67 1.10 1.06
IS 0.21.  0.17 0.07 0.16 3.45 5.34 0.82 0.42
[2GHy, IgM
C3JH DBA AKR Bl BALB/c A/fl C3H DBA AKR Bl0 BALB/c Afl
7 .76 3.24 0.85 0.73 0.75 0.13 0.59 4.58 5.15 (.30 0.59 2.03
10 0.76 3.24 1.02 0.36 1.00 0.31 0.59 4.58 5.15 0.52 1.02 2.03
12 0.76 4.21 1.62 (.54 1.00 (.39 1.02 4.58 5.15 2.06 2.03 3.04
15 1.92 0.54 0.50 0.31 3.15 2.06 1.02 2.01
TABELA 111
Variacdo temporal dos niveis de imunoglobulinas (indice de elevagio) de camundongos infectados pela cepa Sao Felipe
\ Imuno-
obulina
- 18G1 IgG2,
Dias
infeccao
C3H DBA AKR Bl BALB/c Afl C3H DBA AKR Bl10 BALB/¢ Afl
7 2,44 0,33 0,15 0,71 0,92 0,06 3,40 N.D. 0,42 1,29 1,10 0,09
10 0,31 0,33 0,07 0,17 0,92 0,04 3,59 0,31 0,63 1,64 0,13
12 0,23 0,22 0,10 0,13 1.85 0,07 0,76 0,86 2,67 2,19 0,19
14 0,31 0.16 0,10 0,26 0,69 0,06 | 0,76 3,58 5,34 3,29 0,27
20 0,61 0,22 0,13 1,84 0,32 1,52 3,58 2,67 4,39 0,71
25 1,83 0,22 0,35 1,39 1,26 6,09 24,54 4.39 5,67
27 1,22 0,44 1,42 2,77 1,26 6,09 10,67 3,29 5,67
Ingb IgM
C3H DBA AKR Bl0 BALB/c Afl C3H DBA AKR Bl0 BALB/c AfJ
7 3,16 6,07 1,68 2,53 1,28 0,47 5,7 2,73 3,84 3,71 3,04 1,84
10 1,94 7.34 1,45 1,45 2,12 0,47 5,7 1,30 3,84 247 3,04 1,84
12 2,35 6,07 1,68 1.45 2,12 0,47 5,7 2,73 3,84 4.95 8.11 2,64
14 2,87 8,04 2,93 2,18 2,12 0.47 5,7 5,97 5,25 6,60 4,06 2,64
20 3,16 10,16 2,93 1,24 4.0 0,95 7,96 3,64 7,08 3,71 4,06 4,06
25 393 12,14 2,91 3,20 1,95 5,7 1,69 11,54 6,09 8,12
27 393 12,21 2,91 16,0 3,95 71,96 3,64 11,54 16,23 5,68

Em todos os casos ocorre queda da IgG; a niveis abaixo do normal. Esta diminui¢do, na maioria
dos casos, é precoce (entre o 39 e 79 dia), observando-se uma tendéncia A recuperagdo nas cepas cuja infec-
¢do € mais prolongada (25 a 30 dias), como nas cepas 21 SF e Colombiana.

Os niveis de 1gG,, mostram uma queda no inicio da infecgdo (até 10-14 dias p6s infecgao), segui-

da de um aumento progressivo, chegando a atingir niveis muito elevados. Andlise do ponto de vista da cepa
infectante mostra que a 21 SF induz altos niveis de 1gG»,. Em relacao as linhagens de camundongo observa-
se que os animais B-10 produzem os niveis mais altos (com qualquer cepa), e que os animais A/J tém sem-
pre niveis abaixo do normal (exceto na infecdo pela cepa 21 SF).

A intec¢do pela cepa Peruana determina um decréscimo inicial nos niveis de IgG,1,, com uma ten-
déncia de aumento nos AKR. Na infe¢do por esta cepa somente os animais DBA apresentam elevagdo dos
niveis de Iglyy. A cepa S3o Felipe determina um aumento inicial e constante dos niveis de IgGoy . Na in-
fec¢do pela cepa Colombiana os camundongos A/J ¢ C3H apresentam niveis baixos de 1gG,y,. Os outros ani-
mais apresentam uma elevagdo precoce e constante dos niveis desta subclasse.

A IgM apresenta, na maioria dos casos, um aumento precoce e mantido no decorrer da infecgéo.
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TABELA IV
Varia¢do temporal dos niveis de imunoglobulinas (indice de elevacdo) de camundongos infectados pela cepa colombiana

\ Imuno-

globulina lg(ll Gy,

Dhas
infeccdo

C3IH DBA AKR BI0 BALB/c All C3H DBA AKR B10 BALB/c Afl

7 0.12 G42 034 142 0.46 006 | 076 070 0.8% 063 1.10 0.09
10 244 098 077 0335 (.40 0.03 | 228 053 089 063 1.10 0.07
12 0.12 066 077 035 0.92 003 | 076 088 067 063 2.19 0.07
15 .30 042 1.21 0.71 1.35 0.04 { 228 213 268 129 439 0.19
20 0.61 0.24 1.21 0.35 1.85 0.08 1 3.04 282 1.19 267 439 0.71
25 1.22  0.98 0.35 6.09 4.23 10.67

lgGZb IgM
C3H DBA AKR BI10  BALB/c A/l C3H DBA AKR B10 BALB/c A/

7 0.50 3.18 130 218 1.60 039 ! 059 442 434 184 406 2.64
10 0.76 346 1.63 1.45 1.28 0.33 1.02 441 443 1.84  3.04 1.84
12 050 4.16 250 145 2.12 0.39 1.02 519 514 1.84 406 2.64
15 0.76  4.23 2.50 1.74 3.20 0.47 1.02 610 886 247 4.06 2.64
20 1.01 529 369 2353 8.00 0.76 | 059 6.10 886 495 6.09 4.06
25 202 593 1.74 2.03 4.95

Comparando-se numa mesma linhagem a infec¢do pelas tres diferentes cepas verifica-se que 0s maio-
res niveis de imunoglobulinas sdo encontrados quando da infec¢ao pela cepa 21 SF, em todos os casos com
excecdo da linhagem AKR, na qual as imunoglobulinas aumentam mais na infecgdo pela cepa Colombiana.

Quando sdo comparadas as diferentes linhagens entre si observa-se que os camundongos A/J apre-
sentam sempre os niveis mais baixos de imunoglobulinas (com excegdo de IgM) na infec¢do por qualquer
das trés cepas. A linhagem B-10 responde com os maiores niveis de IgGy,, enquanto que os camundongos
DBA apresentam mais respostas de IgG;yp, qualquer que seja a cepa utilizada na infec¢do.

Estudo histopatologico — Infecgdo pela cepa Peruana: em todas as linhagens observou-se parasitis-
mo precoce e predominante de macréfagos em bago, figado e tecido adiposo de sustentagdo. O parasitismo
e o infiltrado inflamatério de coragdo e de musculo esquelético variam de discreto a moderado durante a
evolucdo da infegdo nos diversos grupos. Infeccdo pela cepa 21 SF: parasitismo de miocdrdio e de musculo
esquelético foi sempre discreto a moderado nas diversas linhagens sendo que as lesGes inflamatorias variaram
de intensidade e de constitui¢do celular de uma linhagem para outra, com acentuadas lesdes necroticas de
fibras musculares esqueléticas independentes do grau de parasitismo. Nas linhagens Af/J e AKR a necrose
de fibra ndo parasitada ocorre sem reagdo ou corresponde a infiltrado mononuclear; nas linhagens DBA,
BALB/c e B-10, ao lado de extensas areas de necrose de fibras musculares sem parasitos, ha intenso proces-
so inflamatério com mononucleares e polimorfonucleares neutrofilos. Em todas as linhagens a destrui¢do
de fibras parasitadas corresponde & presenca de exsudato de polimorfonucleares neutrofilos. Infecgdo pela
cepa Colombiana: as lesdes foram semelhantes nas seis linhagens, variando apenas o grau de parasitismo e a
intensidade do processo inflamatorio. O menor parasitismo € menor reagao foram observados nas linhagens
C3H e DBA. Nas linhagens BALB/c, AKR e B-10, o parasitismo variou de moderado a intenso com acentua-
da resposta inflamatéria a rotura de ninhos parasitdrios, com exsudato de volimorfonucleares neutrofilos.
A linhagem A/J, apesar do intenso parasitismo, apresentou infiltrado inflamatdrio mononuclear discreto.

Estado reacional do baco: em todas as linhagens, 2 infec¢do pelas trés diferentes cepas, observou-se
um estado reacional do bago, caracterizado por aumento da celularidade da polpa vermelha por infiltragao
de linfocitos, plasmocitos e macrofagos e hiperplasia dos centros germinais dos foliculos lintbéides com a pre-
senca de células blisticas e macrofagos. A intensidade da hiperplasia dos centros germinais variou de acordo
com a cepa do parasito e com a linhagem do camundongo: na infec¢do pela cepa Peruana a reagdo foi mais
intensa nas linhagens BALB/c, C3H, AKR ¢ A/J] e moderada nas linhagens DBA e B-10; na infecg¢do pela
cepa 21 SF, foi intensa nas linhagens C3H, BALB/c e AKR e moderada nas linhagens DBA, B-10 ¢ A/J; na
infecgao pela cepa Colombiana, a hiperplasia dos centros germinais foi intensa nas linhagens C3H, BALB/c
e AKR e discreta nas linhagens DBA, B-10 e A/J. Nos camundongos das linhagens C3H, DBA e BALB/c,
infectados com a cepa Peruana, foi observada reagdo granulomatosa epitelidide na polpa vermelha do bago
(Fig. 1a). Observou-se em todos os animais infectados, deplecdo de linfocitos do manguito periarteriolar dos

foliculos linfoides (Fig. 1b).

Correlacio entre niveis de Ig e parasitemia: analisou-se através do teste de correlacdo linear, os da-
dos de variacdo da parasitemia e das imunoglobulinas. Na infec¢ao pela cepa Peruana, na maioria dos casos,
ndo se pode estabelecer uma correlagdo significante. Na infecgdo pela cepa Colombiana, em todas as linha-
gens, pode-se encontrar uma relagdo significante (p < 0.05) entre aumento do ndmero de parasitos circulan-
tes e aumento da concentra¢do sérica de uma ou mais subclasses de imunoglobulina. Em relagdo a cepa 21



Fig. 1:a — Cepa Peruana — reagdo granulomatosa epitelidide da polpa ver-
melha do haco (400X): b — Cepa Peruana - deplegio de linfécitos do
manguito periarteriolar da foliculo linfoide.

SF a correlacdo entre os niveis de Ig e a parasitemia foi significante nas linhagens DBA e AKR. E interes-
sante notar que, em quase todos os casos em que foi observada correlag@o entre variagao do IgG, e de para-
sitemia, nas cepas Peruana e Sdo Felipe. esta foi uma correlagdo negativa. Isto €, o aumento da parasitemia
se correlaciona com uma diminui¢do da imunoglobulina.

Indices de mortalidade: considerando-se o tempo médio de sobrevida dos camundongos nas diver-
sas linhagens, infectados por cada uma das cepas. foi possivel determinar um espectro resisténcia-susceptibi-
lidade das linhagens estudadas. Foi exce¢do a infecgdo pela cepa do Tipo I (Peruana). a qual determinou
mortalidade de 100% em todas as linhagens no mesmo periodo de tempo. Na infec¢do pela cepa do Tipo 11
(21 SF) os camundongos AKR foram extremamente susceptiveis { 100%, de mortalidade até o 209 dia de
infecgdo) enquanto os B-10 sobreviveram a fase aguda. Ja na infecgdo pela cepa Colombiana (Tipo 1II) a
linhagem A/J foi a mais susceptivel, enquanto os animais DBA foram os mais resistentes.

Correlacio entre niveis de Ig e sobrevida — Cepa Peruana: em vista da mortalidade precoce, os ani-
mais foram acompanhados somente até o 129 dia, quando ainda n@o havia niveis aprecidveis de elevacdo das
subclasses de imunoglobulinas. Cepa 21 SF: hd nitida correlagdo entre os niveis mais elevados das IgGy, e
[gG5t, com o maijor grau de resisténcia, nas linhagens B-10 e DBA, sendo que o maior grau de correlacdo
estd relacionado com a fracdo IgGs,. Cepa Colombiana: observou-se uma nitida correlagdo entre o maior
grau de resisténcia da linhagem DBA e os niveis mais elevados das imunoglobulinas das classes IgGz, €

lgng.

Os niveis de [gM estdo elevados em todas as linhagens infectadas com qualquer das cepas, nao pare-
cendo haver nenhuma correlacdo entre esta imunogtobulina e o grau de resisténcia a intecgao.
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Os niveis de IgG; se mantiveram sempre abaixo do normal, ndo se podendo fazer qualquer correla-
¢do com O grau de resisténcia.

Correlacao entre niveis de Ig e lesdes tissulares: considerando-se a infec¢do por cada uma das cepas
do T. cruzi, em relagdo ds diferentes linhagens de camundongos, foi observado um certo grau de correlagao
entre a elevacdo das fragdes IgGy, € a intensidade das lesdes. Cepa Peruana: pode-se verificar que a elevagdo
dos niveis de IgG,, nas linhagens C3H, DBA, BALB/c e B-10 correspondeu uma fase de intensificagdo do
parasitismo tissular e do maior grau de lesfo inflamatéria no 109 e 129 dias de infec¢@o. O aumento de
IgGy1, ndo parece ter correlagdo com o grau de lesdo, pois, nos camundongos DBA, o aumento desta imuno-
globulina ocorre antes de haver lesdo tissular. Também ndo parece haver correlagdo entre o aumento de IgM
e as lesdes tissulares pois esta aumenta apenas na linhagem DBA e AKR, em uma fase precoce, antes do apa-
recimento das lesdes; parece entretanto se correlacionar com o grau de rea¢do do bago, que apresenta 0 ma-
ximo de intensidade na linhagem AKR, coincidindo com os maiores niveis de IgM. Cepa 21 SF (Sdo Felipe):
observa-se que as lesdes tissulares mais intensas coincidem com os niveis elevados de IgG,,, a partir do 209
dia na linhagem C3H; do 159 dia na linhagem BALB/c; no 149 dia na linhagem AKR, no 209 dia na linha-
gem A/J; na linhagem B-10, o aumento de IgG,, ocorre a partir do 149 dia coincidindo com a acentuagao
das lesoes, na linhagem A/J o aumento de IgG,, ocorre a partir do 239 dia concomitantemente com lesdes
tissulares intensas sendo que a IgG,, ndo mostra qualquer aumento. Ndo parece haver coincidéncia entre
aumento de IgG>y, e o grau de lesdo tissular, observando-se com as demais linhagens, aumento desta, sem
coincidente lesdo tissular, nas fases iniciais da infec¢do. O nivel de IgM esta elevado em todo o curso da
infeccdo com as diferentes linhagens e parece estar correlacionado com o estado reacional do bago. Cepa

T(TULO DE ANTICORPOS ESPECIFICOS ANTI-TCRUZ! EM CAMUNDONGOS DE DIFERENTES
LINHAGENS.
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Fig. 2: variacdo temporal do titulo de anticorpos IgG anti-7. cruzi (imunofluorescéncia indireta)
em seis linhagens de camundongos infectados pelas cepas Peruana (I-A e I-B), 21 SF (11-A e 1I-B)
e Colombiana (III-A e II-B). Pain€is A representam as linhagens resistentes, e B as susceptiveis
(em relacdo a media de sobrevida dos animais).

Colombiana: o maior parasitismo tissular e o maior grau de lesdo coincidem com a eleva¢do das fragdes
IgG,, e IgGyy, nos animais das linhagens C3H, DBA, BALB/c, B-10 e AKR. (O aumento de IgGjy, coin-
cide em muitos casos com auséncia de lesdes, numa fase precoce.) Os niveis de IgM estdo elevados desde as
fases iniciais da infec¢do, ndo mostrando correlagdo com as lesdes tissulares; hd entretanto uma correlagio

entre os niveis de IgM e o estado reacional do bago.

Teste de hipersensibilidade cutinea tardia: o teste foi negativo em todas as linhagens no curso da
fase aguda da infec¢@o pelas trés cepas do 7. cruzi

Anticorpos anti-7. cruzi: a infec¢do pelas diferentes cepas do 7. cruzi induz titulos variaveis de
anticorpos especificos em todas as linhagens de camundongos estudados. De maneira geral a cepa do Tipo
I, 21 SF, induz titulos de anticorpos mais elevados, em qualquer uma das linhagens, que as cepas dos Tipos

I e III (Fig. 2).
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Os niveis de anticorpos especificos (IFI e ELISA) ndo demonstraram relagdo com 0s niveis de Ig
total verificados pelo teste de Mancini. Em alguns casos foram verdadeiramente contrastantes. Por exemplo,
os camundongos A/J, com menores médias de imunoglobulinas, sdo os que apresentam 0s maiores titulos de
anticorpos especificos na infecgdo pela cepa 21 SF, tanto para IgM quanto para igG.

No teste de ELISA os melhores resultados foram obtidos quando as placas foram sensibilizadas
com antigenos da cepa 21 SF independentemente da cepa infectante.

Nio se observou correlagdo entre a resisténcia das diversas linhagens e os titulos de anticorpos es-
pecificos. A Fig. 3 mostra que camundongos resistentes, como o B-10 podem desenvolver niveis bem meno-
res de anticorpos anti-7. cruzi (IFI e ELISA) que camundongos A/J, altamente susceptives.
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Fig. 3: comparacac dos niveis de anticorpos IgG anti-T. cruzi obtidos pe-
lo método de IFI {painel A) ou ELISA (painel B} em camundongos sus-
ceptiveis, A/J (0), ou resistentes, B-10 (x), infectados pela cepa Colom-
biana.

COMENTARIOS

Através do estudo da variacdo dos niveis de quatro subclasses de imunoglobulinas e dos titulos de
anticorpos anti-T. cruzi no curso da infecgao de seis linhagens isogénicas de camundongos por cepas de trés
diferentes tipos do 7. cruzi, podemos concluir que a resposta imune do hospedeiro ¢ influenciada por carac-
teristicas do parasita, confirmando observagao anterior de que embora determinem O mesmo tipo de res-
posta no camundongo suico, as diferentes cepas determinam acentuadas diferencas no inicio, na intensidade
e na evolucdo destas alteracdes (Andrade et al., 1985). Baseados na observagio de que os tipos de cepas des-
te parasita possuem constitui¢do antigénica diferente (Andrade et al, 1981) uma estimulac@o diferenciada
do sistema imune é um resultado esperado.

As observa¢des de que predominam os niveis mais baixos de imunoglobulina na infec¢ao pela cepa
Peruana ao tempo em que oS niveis mais elevados ocorrem na infec¢do pela cepa 21 SF apontam para a im-
portancia da cepa do parasito no curso da infecgao.

Os aumentos dos niveis de g ndo se correlacionam de maneira segura com os niveis de anticorpos
especificos. Provavelmente o parasita determina uma ativacao inespecifica de clones de linfécitos B, produ-
tores de anticorpos ndo relacionados. Na infec¢ao pelas cepas 21 SF ou Colombiana os niveis de Iglo, e
[gGoy,, na maioria dos casos sdo mais elevados que os de IgG. Isto sugere uma participa¢do de células T
auxiliadoras na estimulagdo inespecifica de linfécitos B (Mongini, Stein & Paul, 1981; Mongini, Paul &

Metcalf, 1982).

Nossos dados mostram que niveis elevados de IgGy, e/ ou 1gG;y, se correlacionam com uma maior
sobrevida dos animais infectados por qualquer uma das trés cepas do 7. cruzi. E importante ressaltar que
IgGy, € 1gG7y, sd0 as subclasses que parecem estar envolvidas na prote¢ao humoral contra o T cruzi (Take-
hara, 1980) e sdo capazes de mediar a lise de 7. cruzi pela ativagdo do sistema Complemento (Stefani, Take-
hara & Mota, 1983). E possivel que a estimulac@o preferencial, mesmo inespecifica, deste setor da resposta
humoral, indique uma tendéncia a montar uma resposta protetora, a qual pode ser importante na passagem
da fase aguda para a cronica.



210 VIRGINIA ANDRADE ET AL.

A nossa observa¢do de que niveis elevados de IgG;,, mas ndo de IgGsyy, coincidem, cronoclogica-
mente, com o aparecimento e o0 aumento da intensidade das lesGes necrético-inflamatorias nos tecidos ainda
ndo havia sido estabelecida e merece investiga¢do a possibilidade de que a IgG,, seja mais eficiente na ativa-
¢do do sistema Complemento ou de que seja mais ativa em mediar reacdes de citotoxicidade.

A diminuic¢do de IgG; como fendmeno constante em todas as linhagens infectadas pelas trés cepas
do T. cruzi ¢ um dado interessante. Diminui¢do dos niveis de IgG e IgE havia sido observada no curso da
fase aguda experimental da doenca de Chagas (Pereira Mendes, Takehara & Mota, 1979). Diminui¢do desta
subclasse poderia ser explicada por uma absor¢do pela superficie do parasita, ou uma auséncia de atividade
auxiliadora do linfécito T, ja que 1g(Gy, € a Unica subclasse das imunoglobulinas de camundongos com carac-

teristicas de producdo timo-dependente (Torrigiani, 1972).

Nossos dados demonstram uma auséncia de resposta imunocelular especifica contra antigeno do
parasita. Imunossupressdo na fase aguda da infeccdo pelo 7. cruzi, € um achado constante ¢ varios mecanis-
mos tém sido propostos para sua explicagdo (Reed, Larson & Speer, 1977; Clinton et al., 1975, Cunnin-
gham, Craig & Kuhn, 1978). Em trabalho anterior (Andrade et al., 1985) observamos também uma marcan-
te deplecdo do setor T-dependente a nivel do bago.

O presente trabalho confirma observagdes anteriores de que as caracteristicas intrinsecas do para-
sito se constituem em importante fator no curso da infec¢do pelo 7. cruzi, condicionando a resposta do hos-
pedeiro no que diz respeito 4 sua resisténcia, ao quadro andtomo-patoldgico e ao quadro humoral. Prova
disto é o comportamento das cepas Peruana (Tipo I} e Colombiana (Tipo III) que reproduziram em todas
as linhagens, o seu padrio de comportamento, nio s¢ quanto ao padrdo da parasitemnia e da mortalidade
como a0 quadro das lesGes histopatoldgicas. A cepa 21 SF (Tipo II) conservou também o seu padrio geral
de comportamento porém sem reproduzir o intenso miocardiotropismo observado na infecgdo de camun-
dongos suicos e, além disto, determinando em todas as linhagens lesdes musculares necréticas (ndo vistas
nos suicos). Estas peculiaridades, observadas em todas as linhagens, parecem estar na dependéncia da pro-
pria cepa.

Chama a atencdo a observagdo de que uma mesma linhagem isogénica pode apresentar diferentes
graus de resisténcia de acordo com o tipo de cepa utilizado na inoculagdo. Entretanto os nossos dados tam-
bém evidenciam o importante papel do hospedeiro e a anadlise das diferentes linhagens, a infeccdo pelos trés
tipos de cepas, mostra uma certa regularidade de comportamento e assim € que as linhagens DBA ¢ B-10
sio em geral mais resistentes enquanto os AKR e A/J sdo mais susceptiveis. Estes graus de resisténcia até

certo ponto estdo relacionados com os niveis de IgGo, e 1gGoy, produzidos pelas diferentes linhagens e com
o tipo intensidade do exsudato inflamatério que as mesmas desenvolvem.

SUMMARY

We evaluated humoral and cellular immune responses in 6 inbred mouse strains (BALB/c, B-10,
C3H, A/J, AKR and DBA) infected with 3 Trypanosoma cruzi strains (Peruvian, 21 SF and Colombian),
which are the standards for the 3 strains Types of Andrade’s classification. Negative delayed-type hiper-
sensitivity reactions to parasite antigens were evidence of suppressed cell-mediated immunity. An early
drop of IgGy and rise of IgM levels were observed in almost all mouse strains infected by any 7. cruzi
strain. Elevation of IgGy, and/or IgGyy, levels was higher in resistant mouse strains. Anti-7. cruzi antibody
levels (Indirect immunofluorescence and ELISA) did not correlate with survival. Despite some differences
among mouse strains there was a definition of an overall pattern of host response and the maintenance of
biological standards which characterize the basic types of T. cruzi strains.
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