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1. INTRODUCAO

Desde os estudos iniciais de Chagas,' hd referéncias a inocu-
lacdo de virias espécies animais, como cies, cobaios e macacos
(Callithrix penicillata) com o Trypanosoma cruzi, CoOmo um meio
de estudar a evolugdo da infec¢ao em diferentes vertebrados.

Sonia G. Andrade

Além dos referidos, t€m sido utilizados por diversos pesquisa-
dores outros vertebrados, como coelhos, ratos, camundongos e
alguns hospedeiros silvestres, a fim de investigar diferentes as-
pectos da infec¢@o pelo T. cruzi, com resultados varidveis e ca-
racterfsticas peculiares. Tendo em vista o estudo da patologia
experimental, abordaremos com mais detalhes, no presente ca-
pitulo, os aspectos que tém sido estudados em dois modelos: o
camundongo e o cdo. Outros modelos de patologia experimen-
tal t¢m fornecido interessantes contribui¢des para o esclarecimen-
to de pontos especificos, tendo um uso menos generalizado e,
desse modo, serdo abordados ao final deste capitulo.

O camundongo, pelo seu pequeno porte, facilidade de obten-
¢do e de manutengdo, tem sido o animal preferido em um gran-
de nimero de experimentos. O cdo, pela sua suscetibilidade a
infecciio pelo T. cruzi, pelas caracteristicas eletrocardiogréficas
comparaveis as do homem, bem como pela defini¢ao e caracte-
res anatdmicos do sistema excitocondutor do cora¢do, constitui-
se em um importante modelo da doenga de Chagas.

Em geral, a escolha de um modelo experimental depende,
diretamente, do problema a ser investigado e do conhecimento
prévio das potencialidades da sua resposta. Muitas vezes, entre-
tanto, procura-se estabelecer a evolugo da infecgdo em diferentes
espécies animais, com o objetivo de identificar peculiaridades
da resposta ao parasito que permitam esclarecer aspectos obscu-
ros, ainda ndo respondidos em outros modelos.

Tendo como objetivo estudar a patologia experimental da
doenca de Chagas, a escolha deverd recair em animais que apre-
sentem suscetibilidade ao parasito, desenvolvam uma fase agu-
da e possam controlar a infecgdo através de seus mecanismos
imunolégicos, possibilitando assim a evoluc@o natural da doen-
¢a para uma fase cronica.

2. PATOLOGIA EXPERIMENTAL NO
MODELO DO CAMUNDONGO

2.1. Fase Aguda da Infeccao pelo T. cruzi

As relacdes parasito/hospedeiro, na infec¢do de vertebrados
pelo T. cruzi, sdo caracterizadas pela multiplicagdo intracelular
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Figura 1 (a, b) Aspectos ultra-estruturais do parasitismo celular pelo
T. cruzi, em fase precoce de invasao celular, observando-se em: a-
forma amastigota Unica, com cinetoplasto balonizando, no interior
de vactiolo fagolisossémico de macréfago, indicando fagocitose; b-
forma amastigota Unica, no citoplasma de miocélula cardiaca, em
intimo contato com as miofibrilas e organelas citoplasmaticas, sem
formacéo de vacuolo, indicando uma penetracao ativa.

e evolugio das formas parasitdrias, pelas alteragdes das c€lulas
parasitadas e pela resposta imunolégica, com o seu componente
inflamatério. O T. cruzi, em suas formas metaciclicas infectantes,
penetra no organismo através de diferentes vias ou s@o inocula-
dos experimentalmente. Os macréfagos fagocitam ativamente os
parasitos ap0s a sua penetragdo, com formagdo de um vactolo
fagolisossomico (Figura 1a) do qual eles escapam e se multipli-
cam no citosol. Com o progresso da infec¢ao, os macréfagos sao
ativados por diferentes citocinas, dependentes de uma resposta
CD4,2 sendo muito importante o papel do IFN -y,*> com acentu-
ada produgio de H,0,, O, e OH— e de metabdlitos do 6xido nitri-
co (NO)*" e destruicdo parasitria intracelular. Além dos fatores
citados, os linfocitos CD8 sido também capazes de produzir cito-
cinas que ativam os macréfagos na destrui¢do dos parasitos in-
tracelulares.*” Desse modo, os macréfagos estimulados sdo os
elementos mais importantes para que o organismo do vertebra-
do possa controlar a multiplica¢@o parasitdria. Nem sempre 0s
macréfagos controlam a infec¢@o, e os parasitos entram na mi-
crocirculagiio, sendo entdo de novo fagocitados, ou penetram ati-
vamente em células ndo-fagociticas, como as células cardiacas.
A interiorizacdo do parasito em células nao-fagociticas, como o

Figura 2 (a, b) Detalhe da forma amastigota intracelular vista na Fi-
gura 1b, analisada a platina goniométrica, a 0° de inclinacao e a um
angulo de +12°, mostrando auséncia de membrana ou de vactolo
fagolisossémico e integridade das miofibrilas. O parasito mostra nu-
cleo volumoso e nitidos microtubulos na superficie.

miisculo esquelético ou cardiaco, faz-se através de um mecanis-
mo complexo do qual participam ligantes diversos, permitindo
a adesio do parasito a célula do hospedeiro. Na forma infectante
do T. cruzi, foi identificada uma glicoproteina de superficie con-
tendo N-acetyl-D-glicosamina, denominada Tc-85,' a qual faz
parte de uma familia de moléculas cuja fungio estd relacionada
com a adesdo do parasito a componentes do hospedeiro,'" inclu-
sive com a laminina.”? Em estudos de Schenkman et al.,"" fo-
ram descritas glicoproteinas de 85 kD e de 82 a 90 kD, que fa-
zem parte da familia GP85, inclusive receptores para fibronecti-
na e laminina e a transialidase, também envolvidas no processo
de adesdo. Quando as formas tripomastigotas emergem da célu-
la do hospedeiro, contém pouco ou nenhum dcido sidlico. En-
tretanto, ao entrarem na circulagio, expressam a atividade de
transialidase na superficie, transferindo o acido sidlico da super-
ficie da célula hospedeira para a superficie do parasito, gerando
um epitopo (Ss-p3) que estd envolvido na penetragio dos tripo-
mastigotas nas células do hospedeiro.'*'

Em estudo ultra-estrutural do coragao de camundongos infec-
tados, foi verificado, por Grimaud e Andrade,'"” que o parasito, logo



apés a penetragdo na célula cardiaca, ainda em fase de pré-divi-
§30, ndo estd contido em vactiolo fagocitico (Figura 1b), como de-
monstrado ao estudo com platina goniométrica (Figura 2a, b), o
que fala a favor de uma penetragdo ativa, ndo mediada por fagoci-
tose, em células ndo-fagociticas. Em musculo cardiaco e esquelé-
tico, 0s parasitos multiplicam-se livremente no citoplasma célular,
formando grandes acimulos parasitdrios, com manutengdo da
estrutura normal das miofibrilas e das organelas citoplasmaticas,
havendo o afastamento das estruturas da célula, aparentemente sem
lesd-las (Figura 3). Os estudos iniciais de Mayer e Rocha Lima,'®
analisando a agao do parasito sobre a célula, mostram que o seu
desenvolvimento normal ndo lesa a célula parasitada, o que s6
ocorre quando os parasitos se rompem. Entretanto, a base de estu-
dos a0 microscopio eletronico, em miocérdio de camundongos ex-
perimentalmente infectados, vdrios autores'”?' se referem a pre-
senca de vactolo litico no citoplasma, relacionado com o acimu-
lo de parasitos intracelulares, o que, provavelmente, decorre da fase
em que foram estudados, provavelmente na dependéncia de for-
mas que jd estdo em uma fase de degradag@o.

Foi demonstrado, por Grimaud e Andrade,"” que a integrida-
de das miocélulas cardiacas estd preservada mesmo na presenga
de ninho parasitdrio, contendo numerosos parasitos, com estru-
tura normal, em contato direto com as miofibrilas e as organelas
intracelulares (Figura 3). Pelo contrdrio, a presenga de formas
parasitdrias em desintegragdo determina alteragdes das c€lulas
parasitadas, levando a sua necrose e induzindo ao aparecimento
do infiltrado inflamatério. Os parasitos intracelulares multipli-
cam-se ativamente por divisdo bindria das formas amastigotas,
evoluindo para formas flageladas; por vezes, sofrem degenera-
¢io espontanea, determinando alteragdes focais da célula
parasitada. Experimentalmente, pode-se avaliar melhor a influ-
éncia da destrui¢iio parasitdria intracelular nas miocélulas car-
diacas pelo tratamento de camundongos com drogas anti-7. cruzi
em uma fase precoce de infec¢do.”? Em estudos anteriores,* foi
demonstrado que os quimioterapicos Benzonidazol e Nifurtimox
atuam sobre as formas parasitdrias intracelulares, determinando
asua destruicao. Aos estudos ao microscopio eletrénico, Andrade
e Freitas® observaram, nos camundongos tratados, intensas al-
teragoes dos parasitos intracelulares, caracterizadas por vacuo-

Figura 3 Miocélula cardiaca contendo acumulo intracitoplasmatico de
formas amastigotas integras do T. cruzi: as formas parasitarias disso-
ciam as miofibrilas pela expansao do ninho parasitario, porém nao
ha lesdes das organelas citoplasmaticas.
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lizagdo citoplasmatica, tumefagdo mitocondrial, enrugamento da
membrana, as quais coincidiram com lesoes das miocélulas car-
dfacas, com lise citoplasmética em torno dos parasitos desinte-
grados, condensacd@o nuclear e citoplasmdtica e tumefagdo mi-
tocondrial. Essas alteragdes progridem para a rotura da célula e
aparecimento de infiltrado de macréfagos e linfécitos, com a
presenca também de polimorfonucleares neutréfilos. Desse
modo, a liberagdo de produtos antigénicos do parasito no inters-
ticio determina uma inflamagdo aguda devido a formagao local
de complexos antigeno/anticorpos, como foi comprovado por
Silva et al.?* Estudando as lesdes necrético-inflamatérias em
musculos de camundongos na fase aguda da infec¢do pelo T.
cruzi, procuraram esses autores verificar se complexos imunes
estariam envolvidos na patogénese das lesoes, tendo verificado
depositos de imunoglobulinas e complemento, e detectado a pre-
senga de complexos imunes no soro, concomitante com uma que-
da do complemento. Esses achados indicam que complexos imu-
nes participam da patogénese das lesdes necrético-inflamatorias
observadas na fase aguda da infec¢@o experimental pelo 7. cruzi.
Entretanto, foi observado, no modelo murino, que as lesdes difusas
do miocardio e as lesdes de fibras cardiacas ndo-parasitadas estdo
ligadas aos mecanismos de imunidade celular desde a fase agu-
da.” H4 evidéncias de que a supressao de células CD4 pelo trata-
mento com anticorpo monoclonal anti-CD4 aumenta o parasitismo
tissular e a parasitemia,” e foi verificado que a inativagdo das
células T helper determina um aumento do parasitismo conco-
mitante com diminui¢o do processo inflamatério.”’ O tratamento
com anticorpos monoclonais anti-L3T4, Thy1.2, NK-1.1, in vivo,
interfere no controle da parasitemia e impede o desenvolvimen-
to de anticorpos especificos anti-T. cruzi.?®

Os processos patogénicos das lesoes na fase aguda da infec-
¢do, no camundongo, sdo complexos e nele estdo envolvidos o
parasito, sua multiplicagdo e morte intracelular e 0s mecanismos
imunoldgicos a nivel humoral e célular, levando as lesoes carac-
teristicas dessa fase.

2.1.1. Relacao entre as Cepas do Parasito e os

Quadros Histopatologicos

O T. cruzi, pelas suas caracteristicas bioldgicas e genéticas,
constituindo-se em cepas ou subespécies, pode ter comportamen-
tos peculiares quando inoculado em animais experimentais. Em
seus trabalhos iniciais, Brener® e Brener e Chiari,* consideran-
do critérios morfoldgicos, a evolugio da parasitemia e o tropismo
tissular,’ descreveram as cepas Y e CL* como cepas “polares”.
A caracterizacdo morfobioldgica e histopatolégica de cepas do
T. cruzi, proposta por Andrade,**foi feita através da andlise do
comportamento em camundongos Suicos, na fase aguda da infec-
¢do, de isolados do parasito de diferentes fontes (casos humanos,
triatomineos naturalmente infectados, reservatorios silvestres etc.).
Essa andlise permitiu estabelecer os tipos de cepas ou biodemas,
designados como Tipos I, I, 1II, os quais apresentam uma corre-
lagdo com os perfis isoenzimaticos descritos por Miles,” como foi
demonstrado, ao estudo bioquimico das cepas, por Andrade et al.*

Basicamente, as altera¢oes tissulares predominantes depen-
dem do tropismo da cepa e, conseqiientemente, do maior grau
de parasitismo dos diferentes setores do organismo.’"** Desse
modo, na infec¢do com cepas do Tipo I, observa-se, nas fases
iniciais, até 10 dias p6s-infec¢do, parasitismo dos macréfagos em
vérios setores do organismo, principalmente em 6rgaos como o
baco, figado e linfonodos e no tecido conjuntivo intersticial, onde,
além de macroéfagos, sdo identificados adipdcitos, com denso
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parasitismo.’ Na fase mais avancada da infecgdo aguda, € evi-
dente o miotropismo, com lesdes inflamatérias de miocardio,
muisculo esquelético e masculo liso das paredes intestinais, com
envolvimento de plexos mioentéricos e lesdes neuronais.

Na infec¢io com as cepas de Tipo II, cuja parasitemia tem
um curso mais lento entre 0 12.°¢ 0 20.° dia, as lesdes predomi-
nantes ocorrem no miocdrdio, na fase aguda, com acentuado
parasitismo das células cardiacas, evoluindo para a destrui¢ao dos
midcitos parasitados e necrose dos nao-parasitados, com inten-
so processo de miocardite. Em menor grau, ha também lesoes
de misculo esquelético e de musculos lisos, com envolvimento
de plexos nervosos mioentéricos.

Na infec¢do com as cepas de Tipo III, cuja parasitemia evo-
lui lentamente, atingindo niveis elevados aos 30 dias, ha nitido
miotropismo, principalmente com envolvimento de musculo
esquelético, desenvolvendo-se extensas lesoes de fibras muscu-
lares esqueléticas e intenso processo inflamatério, lesdes de ar-
terite e periarterite, com necrose de parede vascular. As lesoes
miocérdicas sdo também proeminentes.

Levando-se em consideragdo que as cepas do T. cruzi sdo
multiclonais e podem apresentar populagdes homogéneas ou
heterogéneas, com a predominancia de “clones principais”, de
acordo com Tibayrenc e Ayala,* foi sugerido por Campos et al.”,
tendo como base o estudo molecular dos clones da cepa 21SF
proveniente de Sdo Felipe, BA, que a presenga de um clone prin-
cipal, circulando em uma mesma drea endémica, pode ser res-
ponsavel pelo quadro clinico-patolégico da doenga nessa drea.
Isolando os clones de uma cepa do Brasil Central, origindria de
um paciente com megaesdfago, Lauria-Pires et al.” identifica-
ram, na cepa parental e nos clones, o mesmo zimodema (Z2).
Recentemente foi sugerido por Macedo e Pena® um “modelo
clonal-histotrépico”, levando em conta que diferentes clones de
uma cepa podem apresentar tropismo para diferentes tecidos,
decorrente das interagdes moleculares na superficie celular en-
tre o clone invasor e os tecidos do hospedeiro.

2.1.2. Importancia da Linhagem dos
Camundongos na Resisténcia e
Suscetibilidade a Infeccdo pelo T. cruzi

Atualmente tem sido dada muita énfase a utiliza¢do de camun-
dongos de linhagens isogénicas, com a preocupagao de obter

infeccdes padronizadas, garantidas pelo padrio genético. Tris-
chman et al.** estudaram a suscetibilidade de camundongos de
diferentes linhagens isogénicas a infec¢ao pelo 7. cruzi. Utiliza-
ram nesse estudo as linhagens C57BL/10 (B-10), CBA, AKR,
C3H/He, CBA/2 e BALB/c além de camundongos atimicos. A
infecgdo foi feita com a cepa Brasil. Observaram maior susceti-
bilidade do camundongo C3H, média suscetibilidade dos camun-
dongos BALB/c e mais resisténcia com os B10. Os atimicos
apresentaram as mais altas parasitemias; ndo observaram esses
autores relagio da resisténcia com o H-2 (haplotipo), observan-
do pelo exame das cepas congénicas que a resisténcia esta liga-
da ao padrio genético. Boyer et al.* comprovaram a importan-
cia do padrio genético ao estudarem a infec¢do em camundon-
gos portadores de um tinico gen Ipr, ligado a linfoproliferagio e
que controla certas reagdes auto-imunes, observando que a mor-
talidade e a parasitemia eram mais elevadas nessas linhagens apos
a infecgdo com a cepa Y do T. cruzi.

A interacdo de diferentes linhagens isogénicas de camundon-
gos com os trés tipos bioldgicos de cepas do T. cruzi ou biodemas
foi investigada em camundongos de seis diferentes linhagens:
AKR, A/J, CBA, BALB/c, C3H e B-10, os quais foram inocula-
dos com as cepas Peruana, 21SF e Colombiana.*** Basicamen-
te, o comportamento biol6gico dos trés biodemas foi mantido nos
animais de diferentes linhagens, variando, entretanto, em rela-
¢do aos indices de parasitemia e de mortalidade, maiores ou
menores de acordo com a suscetibilidade das linhagens, porém
com um mesmo padrio de evolugdo. Avaliando-se a resisténcia
desses animais na infec¢io por cada um dos tipos de cepas do T
cruzi, através da analise da variincia, estabeleceu-se um espec-
tro de resisténcia de cada linhagem frente a infec¢io pelas dife-
rentes cepas, observando-se que uma mesma linhagem pode ser
mais resistente a uma determinada cepa e mais suscetivel a ou-
tra, embora, de uma maneira geral, as linhagens CBA ¢ B-10
tenham se mostrado as mais resistentes ¢ A/J ¢ AKR as mais
suscetiveis® (Tabelas 1 e 2).

O quadro histopatoldgico nas diferentes linhagens de camun-
dongos, com maior ou menor grau de resisténcia, mostrou di-
ferentes graus de lesdo e de parasitismo dos tecidos, sendo as
lesdes mais acentuadas nos animais mais suscetiveis.** Além
disso, foram observadas lesdes peculiares de acordo com a li-
nhagem do camundongo. Nesse particular, a cepa 21SF (Tipo
II) determinou lesdes inflamatdrias que variaram de intensida-

Tabela 1 Resisténcia de seis linhagens isogénicas de camundongo a infecgéo por trés cepas do
Trypanosoma cruzi

Cepas do T. cruzi

Peruana 21 SF

Colombiana

Linhagem dos Linhagem dos

camundongos Sobrevida* camundongos
DBA/1 143 B-10
B-10 12,5 DBA/1
BALB/c 12,5 BALB/c
A/l 12,5 C3H
C3H 12,5 Al
AKR 11,1 AKR
P >0,05

Linhagem dos

Sobrevida* camundongos Sobrevida*
200 DBA/I 83,3
200 C3H 38,5

90,9 B/10 26,3
33.3 BALB/c 23,3
333 AKR 21,3
14,3 A/l 20,8
< 0,05 < 0,05

*0 tempo médio de sobrevida em dias representa a média harménica da mortalidade estatisticamente calculada e comparada pelo teste de variancia.
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Tabela 2 Média das parasitemias* de seis linhagens isogénicas de camundongos infectados com trés tipos de cepas do
Trypanosoma cruzi

Linhagens dos camundongos

Cepas do T. cruzi DBA B-10 BALBIc C3H All AKR P
Peruana (Tipo 1) 29,5 57,5 63,1 27,5 56,2 2399 < 0,01
21 SF (Tipo 1) 38,9 8,5 56,2 18,6 5,6 15,5 NS
Colombiana (Tipo 111) 9.8 24,6 63,1 20,0 24,0 19,5 < 0,05

*Média do niimero de parasitos em 50 campos (400 <) obtido em diversas contagens no curso da infec¢do. O calculo de P foi feito pela andlise da varidncia usando os dados logaritmicos.

de e de constitui¢ao celular de uma linhagem para outra, com
acentuadas lesdes necréticas de musculo esquelético, indepen-
dentemente do grau de parasitismo. Nas linhagens A/J e AKR,
anecrose de fibra muscular ndo-parasitada ocorre sem reagao,
ou apenas com infiltrado mononuclear; nas linhagens DBA,
BALB/c e B-10, corresponde a intenso processo inflamatério
com mononucleares e polimorfonucleares neutréfilos. Na in-
feccio com a cepa Colombiana, as lesdes foram semelhantes
nas seis linhagens, variando apenas o grau de parasitismo ¢ a
intensidade do processo inflamatério. Além das linhagens de
camundongos que apresentam um padrdo imunoldgico conven-
cional, outros estudos tém sido desenvolvidos utilizando linha-
gens com deficiéncias e peculiaridades em diversos setores da
resposta imunolégica, permitindo uma série de testes em geral
relacionados com os setores de resposta linfocitdria e de pro-
ducdo de citocinas. Utilizando a linhagem isogénica recombi-
nante BXH2, observou Trischman® a incapacidade de contro-
lar a parasitemia, que foi significantemente maior aos 4-5 dias
de infeccdo nessa linhagem do que em camundongos susceti-
veis. Utilizando camundongos BALB.Xid (que sdo portadores
de uma mutacdo ligada ao cromossoma X e deficientes em cé-
lulas CD5 B), Minoprio et al.* constataram baixa resposta de
células B a infecc¢do pelo T. cruzi, com baixos niveis de imu-
noglobulinas especificas e ndo-especificas no soro; entretanto,
esses animais controlam a parasitemia e quase ndo desenvol-
vem lesdes na fase cronica recente. Esses resultados indicam
que o locus Xid controla a resposta linfocitdria, o clearance
parasitario e a patologia na infec¢io experimental pelo 7. cruzi.
Pela hibridizagio in situ e pela reagdo do PCR, foi comparada
a expressio dos genes IL no bago de camundongos Balb/c e
Balb.Xid, evidenciando que estes dltimos produzem niveis mais
elevados de IFNw, IL-2 e IL-4, porém menores niveis de IL-
10.Y

Em recente revisdo sobre o controle genético da infec¢ao pelo
T. cruzi, DeTitto* postulou que, embora a resposta imune tenha
importante papel na resisténcia, em conjunto, a sobrevida estd
mais relacionada com o padrdo genético dos animais do que com
os produtos do locus H-2 (sistema de antigenos de histocompa-
tibilidade do camundongo). A sobrevida nao estaria relacionada
com o niimero de parasitos circulantes,*’ tendo sido descrito um
gen relacionado com a sobrevida, que se liga no complexo H-2,
ou muito préximo a este, sendo particularmente importante o
haplotipo H-2s. O controle da parasitemia e da resisténcia/sen-
sibilidade ao T. cruzi compromete genes dentro e fora do locus
H-2, provavelmente como fendmenos independentes.*® Desse
modo, a resisténcia do camundongo a infec¢do aguda pelo T.
cruzi é governada por miltiplos componentes genéticos dentro
e fora do H-2. O resultado da infecgio depende das caracteristi-
cas do parasito infectante e da combinagdo de alelos presentes

em cada linhagem de camundongo, incluindo fatores imunold-
gicos e ndo-imunolégicos.

As diferentes cepas do T. cruzi podem determinar diferentes
respostas imunoldgicas no animal experimental, o que foi de-
monstrado em camundongos Sui¢cos e em camundongos
isogénicos inoculados com as cepas dos diferentes biodemas
(Peruana, 12 SF e Colombiana). Verificou-se, em camundongos
Sui¢os, ndo-isogénicos,” que, embora basicamente as trés cepas
determinem o mesmo tipo de reag@o, traduzida pela elevagio das
imunoglobulinas (IgG2a,b e IgM), com queda inicial de IgGI,
intensa celularidade do bago, com diferenciagio plasmocitica e
deplegio do setor T, essas alteragoes foram nitidamente diferentes
entre os trés tipos de cepas no que diz respeito ao seu inicio, in-
tensidade e evolugdo. Os niveis mais elevados de IgG2b foram
detectados com a cepa 12 SF; os niveis de IgM foram mais ele-
vados na infecc¢do pela cepa Colombiana e mais baixos com a
cepa Peruana, enquanto ndo houve diferengas significantes da
IgG2a. A correlagdo entre os niveis de IgG, parasitemia e mor-
talidade também foi variavel com as diferentes cepas. Ao anali-
sar a resposta soroldgica especifica nesses animais, verificaram-
se baixos niveis de anticorpos anti-7. cruzi, e o teste cutdneo com
antigenos parasitdrios foi negativo. Os anticorpos especificos
anti-7. cruzi nio foram detectados na fase aguda precoce da in-
feccdo, positivando em titulos baixos (1:2 a 1:8) entre 10-16 dias,
nos camundongos infectados com a cepa Peruana (Tipo I), de
16 a 24 dias com a cepa 12 SF (Tipo II) e em titulos mais eleva-
dos (1:32), de 24 a 30 dias, com a cepa Colombiana. Os testes
cutineos de hipersensibilidade tardia permanecem negativos
nessa fase, usando-se como antigenos formas epimastigotas de
cultura ou antigenos soltveis obtidos ap6s didlise e liofilizagao.”
Na fase cronica, os anticorpos especificos atingem niveis eleva-
dos, variando de 1:40 a 1:1.280 ou mais. A reacdo celular do
baco™ foi evidente, com proliferacdo de linfocitos e presenga de
células blasticas, nas polpas branca e vermelha, e hiperplasia dos
centros germinais dos foliculos linféides. As células blasticas na
polpa vermelha foram identificadas pela coloragdo de Giemsa-
Lennert como imunoblastos e plasmoblastos. Reac¢do granulo-
matosa com células epiteliides estava presente na fase mais
avancada da infecg¢o, acima de 20 dias, com as cepas Colombi-
ana e 12 SF; do 6.° ao 10.° dia, foi identificado o aspecto carac-
teristico de proliferagdo de centro germinal na sua fase I como
foi descrito por Miiller-Hermelink e Lennert,’' com imunoblastos,
centroblastos e centrécitos. Do 10.° ao 14.° dia, os centros ger-
minais apresentavam o aspecto em “céu estrelado” peculiar a fase
11 de resposta proliferativa, com macréfagos contendo parasitos
ou detritos celulares.®® O parasitismo de macréfagos, tanto na
polpa vermelha como nos centros germinais dos foliculos linfoi-
des, ocorreu apenas na infec¢do com as cepas de Tipo I. Cordei-
ro et al.”> observaram uma destrui¢o maci¢a de macréfagos es-
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plénicos parasitados, na fase avangada da infec¢do do camun-
dongo pela cepa Y, o que coincide com a queda brusca da
parasitemia e alta mortalidade dos animais. Essa destruigdo de
células parasitadas marca a passagem de um estado de susceti-
bilidade para resisténcia, com rapida restauragio da arquitetura
do bago. Os aspectos morfolégicos observados no bago corres-
pondem ao fendmeno de ativagdo policlonal descrito na fase
aguda da infecgdo pelo 7. cruzi,™*** e que cursa com uma supres-
sd0 da resposta imunoldgica a infecgdo pelo T. cruzi. De acordo
com esses autores, camundongos C3H normais, quando infecta-
dos com as cepas Y ou CL, desenvolvem um grande nimero de
células produtoras de placas (PCF) e secretoras de IgG2a, IgG2b
e IgGl e deplegdo da secrecdo de IgM, IgE, 1gG3 e IgA, indi-
cando que o fendmeno de ativagdo policlonal tem participac¢do
na imunossupressao observada na infec¢ao aguda do camundon-
go. De acordo com Minoprio et al.,”® a conseqiiéncia mais evi-
dente da infec¢do experimental pelo 7. cruzi é a ativagdo
linfocitica maciga. Todas as classes de linfécitos estdo ativadas
e a resposta é policlonal, sendo a maioria ndo-especifica para o
T. cruzi. A infec¢@o aguda resulta em rapida transformagao blas-
tica e atividade proliferativa dos linfécitos CD4, CD8 e LyB,*
sendo levantada a hipétese de que clones anti-self, estimulados
inespecificamente na fase aguda, persistam no animal até a fase
cronica, podendo ter um papel nas reagdes de auto-imunidade
dessa fase. Em recente revisio, Brener e Gazzinelli*’ discutem o
mecanismo da ativag¢@o policlonal precoce do sistema imune e
sugerem que glicoconjugados (glicosilfosfatidilinositol —
mucinas), presentes na superficie de tripomastigotas e
amastigotas, sdo responsdveis pela iniciagdo da inflamacio e da
resposta imune durante a fase aguda, e pelo inicio da sintese de
citocinas pelos macréfagos.

A evolugio da infec¢do aguda estd na dependéncia da resposta
linfocitica, determinando o padrdo das citocinas capazes de
modificar essa resposta com a predominancia do setor Thl ou
Th2. O papel da IL-2 foi investigado na fase aguda por diferen-
tes autores,’®® mostrando que ela estd diminuida ou bloqueada
pela infecgdo com o T. cruzi. De acordo com Tarleton e Kuhn,”
a IL-2 exdgena pode alterar a resposta imune de linfécitos de
camundongos infectados com 7. cruzi, bem como o curso da
infec¢do, porém ndo pode impedir a imunossupressdo nem le-
var 2 cura parasitolégica no modelo murino da infec¢do pelo 7.
cruzi. Silva et al.** demonstraram a importancia da interleucina
10 (IL-10), citocina que tem um papel inibitério do IFNvy. A IL-
10 apresenta significante aumento na infec¢io de linhagem sus-
cetivel (B6) e apenas discreto aumento em camundongos resis-
tentes (B6D2F1). Outras citocinas, como o TGFp e a IL-4, sdo
também inibidores das fun¢des dos macréfagos.

2.2. Fase Cronica da Infeccao pelo T. cruzi

2.2.1. Aspectos Anatomopatologicos

Tentativas tém sido feitas no sentido de estabelecer o camun-
dongo como modelo da fase cronica da infec¢do chagdsica.
Federici et al.* ¢ Kumar et al.®® estudaram a fase cronica da in-
fecgdo pela cepa Colombiana, por eles descrita como eminente-
mente miotropica, determinando miocardite cronica progressi-
va e miosite em camundongos C3H. A cepa Colombiana, pelas
suas caracteristicas morfobioldgicas, possibilita uma sobrevida
prolongada quando inoculada em camundongos Sui¢os. Em es-
tudos posteriores de Andrade e Andrade®®®’ sobre a infecgdo cro-
nica prolongada em camundongos sui¢os infectados com a cepa

Y e com a cepa Colombiana, os quais sobreviveram a infeccio
com inéculos elevados durante periodos que variaram de acor-
do com o experimento até um maximo de 575 dias, foi observa-
do, em todos os animais, um processo inflamatério cronico mul-
tifocal em vérios setores do organismo, com envolvimento arte-
riolar. Ambas as cepas determinaram miocardite e miosite cro-
nicas, porém a presenga de parasitos no interior de fibras mio-
cardicas e de musculo esquelético era mais freqiiente com a cepa
Colombiana. Desse modo, pode-se detectar, nos animais com
infecgdo prolongada, um processo evolutivo, com envolvimento
do coracd@o, musculo esquelético, sistema nervoso autdbnomo
simpdtico e parassimpdtico e com lesoes arteriolares sugesti-
vas de um processo imunoldgico, com deposi¢ao de comple-
X0Ss imunes.

O modelo murino da cardiopatia cronica chagasica foi deta-
lhadamente descrito por Andrade,*® em 201 camundongos, sen-
do 73 isogénicos (AKR e A/J) e 128 Sui¢os, ndo-isogénicos. Os
camundongos AKR e A/J foram infectados com as cepas do T.
cruzi representantes dos diferentes biodemas, isto ¢, Peruana
(Tipo I), 12SF (Tipo II) e Colombiana (Tipo I11); os camundon-
gos Suigos foram sobreviventes da infecgdo com diversas cepas
de Tipos II e III. A duragdo da infecgdo variou entre 180 e 660
dias para os camundongos Sui¢os. Os camundongos isogénicos
(AKR e A/J) foram sacrificados nos periodos de 90, 180 e 240
dias. O coragio mostrou alteragdes macroscopicas, representa-

Figura 4 Aspectos macroscopicos do coracao de camundongos croni-
camente infectados pelo T. cruzi: a- vista anterior, observando-se
acentuada dilatacdo do atrio e ventriculo direitos; b- superficie de
corte sagital do coracdo, mostrando dilatacao das cavidades direitas;
¢- superficie de corte do coracao, mostrando dilatacao dos dois atri-
os e dilatagdo aneurismatica da ponta do ventriculo esquerdo.



das por dilatagdo global das cavidades cardiacas (Figura 4a), ou
dilatagio concomitantemente de dtrio direito e ventriculo direi-
to (Figura 4b). Foi visto também aneurisma da ponta do ventri-
culo esquerdo (Figura 4¢), que foi mais freqiiente nos animais
infectados com a cepa Colombiana. A avaliagdo do “indice car-
diaco”, obtido pela relagdo entre o peso do coragao e o peso cor-
poral, revelou, através do teste de variancia, para cada linhagem
de camundongo, um aumento significante nos animais cronica-
mente infectados, quando comparados com os controles, o que
define uma cardiomegalia.

0 estudo histopatologico do miocdrdio (Figuras 5 € 6) mos-
trou infiltrados inflamatérios difusos e focais, constituidos por
macrofagos, linfécitos e plasmdcitos, cuja intensidade era vari-
dvel de caso para caso, sendo em geral mais acentuados nos atri-
0s. Nos animais infectados com cepas do Tipo 111, foram encon-
trados parasitos nas fibras cardiacas, com necrose da fibra
parasitada e densos infiltrados focais, mononucleares. Havia tam-
bém necrose hialina de fibras ndio-parasitadas. Discreta a inten-
safibrose intersticial, com adensamentos focais em torno de vasos
e nas dreas subepicdrdicas, bem como dreas focais de fibrose em

Figura 5 Aspectos histopatolégicos da miocardite cronica do camun-
dongo infectado pelo T. cruzi: a- extensa lesao fibrotico-inflamato-
ria da parede ventricular, com perda de fibras miocardicas e substi-
tuicdo por tecido fibroso; difuso infiltrado mononuclear, com aden-
samentos focais (100 x); b- lesao da parede ventricular, com fibrose
e denso infiltrado inflamatorio periarteriolar (100 x); c- miocélula car-
diaca, com adensamento citoplasmatico, picnose nuclear, infiltrado
intersticial mononuclear e depdsito de matriz extracelular; célula
cardiaca parasitada (630 X).
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Figura 6 Lesdes cardiacas na fase cronica avancada da infecgdo pelo T.
cruzi no camundongo: a- dilatacdo aneurismatica da ponta do ventri-
culo esquerdo, miocardite crénica e fibrose intersticial (100 x); b- cavi-
dade atrial, com trombos aderentes & parede (100 X); ¢- necrose da
média de arteriola do miocardio, com processo de periarterite; d- gran-
de ninho parasitario em fibra miocardica em desintegracéo (630 x).

atrios e ventriculos, foi um importante componente nesses ca-
sos. Com freqiiéncia, observava-se necrose fibrindide de arteri-
olas, em geral acompanhada por infiltrado inflamatério mono-
nuclear, com polimorfonucleares eosinéfilos. Tromboses
intracardiacas de atrio direito e ventriculo direito ocorreram em
pequena percentagem dos casos.

Em estudo do sistema de condugdo do coragao em cortes se-
riados montados em fitas pldsticas, Andrade e Sadigursky®
identificaram as diversas estruturas desse tecido (Figura 7), isto
é, o n6dulo atrioventricular, o feixe de His e o ramo direito desse
feixe, sendo o ramo esquerdo mal definido nesse modelo. As
lesdes do sistema de condug@o caracterizam-se por edema, se-
parando as miocélulas; infiltrado mononuclear difuso e focal,
relacionado com necrose focal; e vacuolizagio e depdsito adi-
poso nas células de condugdo. Finos feixes de tecido conjunti-
vo fibroso sdo vistos no intersticio desse tecido. A distribui¢ao
topografica das lesdes do sistema de condugdo estd expressa
na Tabela 3, onde se pode observar que as lesdes sao mais fre-
giientes no feixe de His em 76,3% dos casos e, no ramo direi-
to, em 73,3%.° Em alta percentagem de casos (53 a 62%),
houve boa correlacio entre a presenca de alteragdes morfolo-
gicas do sistema de condugdo e as alteragdes eletrocardiogra-
ficas.
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Tabela 3 Distribuicao das lesdes histopatologicas do sistema de condugao do coragdo em camundongos
cronicamente infectados pelo Trypanosoma cruzi*

Sistema de N.° de Infiltrado Fibrose Necrose Vacuolizacao
conducao casos inflamatoério intersticial focal células s.c.
Feixe de His 30/30 76,3% 26,6% 26,6% 43,3%
Nodulo AV 7/30 43,0% 14,2% — —
Ramo D f.His 15/30 73,3% 13,3% 13,3% 6,6%
Ramo E f.His 8/30 37,5% 12,5% 12,5% 25,0%

*Fregiiéncia das alteragdes do sistema de conducio avaliada em cortes seriados.

Figura 7 Lesdes do sistema de conducdo do coragdo em camundon-
gos cronicamente infectados pelo T. cruzi: a- septo interatrial e in-
terventricular e esqueleto fibroso do coragao: porcao do feixe de His
e ramo direito. O septo interatrial apresenta denso infiltrado mono-
nuclear, que se propaga ao feixe de His (100 x); b- miocardio atrial e
ventricular; porcao do feixe de His, com denso infiltrado mononucle-
ar na sua hemiporcao superior e na sua continuagdo com o ramo di-
reito (100 x); c- septo interatrial, identificando-se o nédulo AV, de
localizacao subendocardica, observando-se infiltrados focais em tor-
no dos pequenos vasos (100 x); d- detalhe das miocélulas do sistema
de conducao, observando-se edema intersticial, vacuolizagdo das cé-
lulas e infiltrado mononuclear.

Na avaliagdo das lesdes, diagnosticadas nos animais cronica-
mente infectados, foram considerados os fatores: linhagem dos
camundongos e cepas dos parasitos, além de outras varidveis,
como a dura¢iio da infec¢@o e o indculo. Verificou-se uma vari-
abilidade das lesdes patoldgicas nos animais cronicamente in-

fectados, mesmo nos isogénicos, com auséncia de lesdes em uma
percentagem destes ou lesdes variando de discretas a intensas
dentro de um mesmo grupo. Entretanto, utilizando camundon-
gos isogénicos e controlando fatores como a duragdo da infec-
¢do e o indculo, foi possivel estabelecer algumas correlagoes entre
o tipo de cepa do T. cruzi e a incidéncia e intensidade das lesdes
histopatoldgicas.”” Considerando o conjunto dos animais croni-
camente infectados, as alteragdes histopatolégicas, variando de
discretas a intensas, ocorreram em 85% dos casos. Houve nitida
predominancia na incidéncia e intensidade das alteragoes fibré-
ticas e inflamatorias nos camundongos infectados com cepas do
Tipo III (entre elas, as cepas Colombiana, Boliviana e Montalvé-
nia).®® As lesdes da fase cronica foram também estudadas por
Schlemper Jr. et al.,”” em camundongos infectados com 17 ce-
pas de Minas Gerais, observando miocardite cronica varidvel em
intensidade, a qual estava diretamente relacionada com a viru-
léncia das cepas na fase aguda.

2.2.2. Estudo Eletrocardiogrdfico dos
Camundongos Cronicamente Infectados

O ECG de grande percentagem desses animais foi realiza-
do por Sadigursky e Andrade.”" Observaram esses autores que
a incidéncia de altera¢des eletrocardiograficas foi elevada nas
trés linhagens de camundongos estudadas (AKR, A/J e Suico),
sendo mais constantes na infec¢ao pelas cepas de Tipo I (Y e
Peruana) e de Tipo III (Colombiana, Boliviana e algumas amos-
tras de Montalvania). No camundongo normal, os tragados ele-
trocardiograficos foram muito semelhantes aos obtidos em
outras espécies, como o cdo, a nio ser por algumas peculiari-
dades, sendo possivel identificar a onda P, o espago P-R e o
complexo QRS; entretanto, a onda T de repolarizagdo ventri-
cular comega logo ap6s o QRS, resultando no complexo QRST,
prejudicando a caracteriza¢do do segmento S-T e da onda S.
Os camundongos das trés linhagens estudadas mostraram di-
ferencas eletrocardiograficas relacionadas com a posigao do
vetor médio do QRS no plano frontal que, no camundongo
Suico, estava entre +30° e +75° em 80% dos animais, enquan-
to, nos camundongos AKR e A/J, estava predominantemente
voltado para a direita (+105° a +130°). Também houve vari-
acdes quanto 2 freqiiéncia cardiaca, que era de 503 bpm para
os camundongos Suicos, 409 bpm para os A/J e 368 bpm para
0s AKR. Os demais pardmetros eram semelhantes nas trés li-
nhagens. As alteracdes mais freqiientemente observadas nos ca-
mundongos cronicamente infectados, independentemente da li-
nhagem, foram o bloqueio A-V de 1.° ¢ 2.° graus e os distirbi-
o0s da conducio intraventricular com a configuragao de bloqueio
do ramo direito ou do ramo esquerdo do feixe de His; taquicar-
dia sinusal ou bradicardia; arritmia sinusal; e sobrecarga dos
ventriculos direito e esquerdo. Outros estudos foram feitos vi-



Tabela 4 Incidéncia de alteracdes eletrocardiograficas
em camundongos cronicamente infectados pelo
Trypanosoma cruzi

Linhagem dos Cepas do T. cruzi

camundongos Tipo | Tipo Il Tipo lll
AKR 87% 80% 83,3%
A/l 100% 26,1% 100%
Suicos * 53,5% 71,4%

*Niio houve sobreviventes, na fase cronica, de camundongos Suigos infectados com cepas
de Tipo I.

sando correlacionar a miocardite cronica com as alteragoes ele-
trocardiograficas no camundongo.””’*® Bijovsky et al.” assi-
nalam alteracdes eletrocardiograficas irreversiveis, aos 8 meses
de infecgdo, em 8,5% dos animais e, apés 12 meses, em 30%.
Laguens et al.” verificaram aumento da duragdo do complexo
QRS, além de sistoles prematuras em 32% dos casos, bloqueio
de ramo direito, bloqueio AV de 1.° grau, fibrilagdo atrial e ta-
quicardia. As alteragdes decorrentes de uma anestesia inadequada
podem simular distdrbios associados a uma miocardite, como
assinalado por Bijovsky et al.”® Entretanto, de acordo com
Sadigursky e Andrade,” o uso de anestesia pelo Nembutal s6-
dico, em dose adequada, permitiu a obtencao de eletrocardio-
gramas com caracteristicas normais em todos os camundongos
controles nio-infectados.”

2.2.3. Estudo Ultra-estrutural do Miocdrdio

0 estudo ultra-estrutural do miocardio em camundongos cro-
nicamente infectados, desenvolvido por Andrade e Grimaud,”
contribuiu para a identificag@o das células do infiltrado inflama-
tério ¢ dos componentes matriciais, assim como para a descri-
¢do das alteragdes dos midceitos cardiacos na fase cronica da in-
fecgdo. Os macréfagos eram os principais componentes do infil-
trado inflamatério e apareciam como grandes células mononu-
cleares, mostrando intensa atividade fagocitica, com um ativo
componente lisossdmico. Algumas dessas células continham
formas amastigotas em degeneragao no interior de fagossomas
(Figura 8a), membrana plasmdtica irregular com expansdes ci-
toplasmdticas e numerosas vesiculas pinocitéticas. Em pontos de
jun¢io dos prolongamentos dos macréfagos com células cardia-
cas, havia nitidas altera¢des da membrana basal dos midcitos €
vacuolizagdo citoplasmatica (Figura 9). Esses aspectos apontam
para um importante papel dos macréfagos como células efeto-
ras das alteracdes miocardicas. Linfécitos e plasmdcitos eram
raros.

No intersticio, eram vistos numerosos fibroblastos, com si-
nais de sintese intracelular, com reticulo endoplasmadtico dilata-
do (Figura 8b) e vesiculas de transporte indicando atividade de
sintese de matriz colagénica. Miofibroblastos eram vistos ocasi-
onalmente. O tecido intersticial aparecia ampliado pela presen-
ca de edema e células inflamatérias, bem como de microfibrilas
associadas com fibrilas e feixes colagénicos. Aspectos de con-
densacdo do coldgeno, sugerindo degradag@o, estavam presen-
tes, coincidindo com a presenga de macréfagos contendo fibri-
las de coldgeno intrafagossdmicas. As alteracdes vasculares eram
proeminentes, com necrose fibrinéide das paredes arteriolares e
depdsitos de fibrina extravascular. Os capilares estavam altera-
dos, com perda das jungdes intercelulares e tumefagao endoteli-
al. Os midcitos cardiacos mostravam diferentes graus de altera-
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Figura 8 Estudo ultra-estrutural: a- segmento de um macréfago, nas
vizinhancas de célula cardiaca, com formas amastigotas densificadas
no seu citoplasma, além da presenca de componente lisossomico ati-
vo. A célula cardiaca esta alterada e ha deposito matricial amorfo ou
formando feixes colagénicos; b- fibroblasto com sinais de atividade,
reticulo endoplasmatico dilatado, hipertrofiado.

¢do em relagiio a presenca dos infiltrados inflamatérios, com
moderada desorganizac¢@o das miofibrilas, tumefa¢dao mitocon-
drial e cristélise, vesicula¢do do reticulo endoplasmatico, pre-
senga de autofagossomas e acimulo de figuras mielinicas (Fi-
guras 9 e 10). Foi também detectada, em dreas focais, dissocia-
¢do das jungdes dos discos intercalares. Alteragdes nucleares,
com densifica¢ido cromatinica e inclusdes intranucleares, esta-
vam presentes. Os achados descritos a microscopia eletronica
permitiram confirmar a participagdo dos macr6fagos no proces-
so inflamatdrio e na destruigao focal de midcitos nao-parasitados,
assim como os aspectos da fibrogénese nesse modelo, além de
contribuirem para um melhor conhecimento sobre as alteracoes
dos diversos compartimentos da célula cardiaca na infec¢ao cro-
nica pelo 7. cruzi.
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Figura 9 Estudo ultra-estrutural: miocardio de camundongo infecta-
do pelo T. cruzi: presenca de células macrofagicas no intersticio do
coracao, cujos prolongamentos aderem a fibra cardiaca, a qual mos-
tra alteracdes citoplasmaticas, com vacuolizacdo, depésitos elétron-
densos, tumefacdo mitocondrial. Depdsito matricial de fibras colage-
nas densas. (ME. 4.000 x.)

2.2.4. A Matriz Extracelular do Miocdrdio
na Infec¢do Cronica Experimental

pelo T. cruzi

O estudo seqiiencial do desenvolvimento da fibrose no mio-
cdrdio, na infec¢iio cronica pelo 7. cruzi, foi feito pela imunoti-
pagem dos componentes matriciais, utilizando o método de imu-
nofluorescéncia, com anticorpos especificos purificados, contra
os componentes da matriz intersticial, como a fibronectina, a
laminina e os diferentes tipos de coldgenos envolvidos no pro-
cesso fibrético: coldgenos Tipo I, Tipo Il e Tipo IV.” O estudo
foi feito na fase subaguda precoce (26 a 30 dias pés-infec¢do com
acepa 12 SF), na fase subaguda tardia (50 dias pds-infecgdo com
a cepa Colombiana), na infec¢@o cronica precoce (80 a 90 dias
pos-infecgdo com a cepa Colombiana) e na fase cronica tardia
(150 a 200 dias pos-infec¢ao com a cepa Colombiana). A matriz
extracelular normal foi estudada em camundongos controles in-
tactos, o que permitiu estabelecer o padrao normal dos compo-
nentes estudados e demonstrar que houve uma nitida alteragdo
na sua quantidade e distribuic@o desde as fases precoces da in-
fec¢io subaguda; a laminina aparecia, entdo, como depositos
homogéneos, regulares, no sarcolema das células cardiacas, e
como depositos perivasculares; a fibronectina formava depdsi-
tos fibrilares intersticiais, diretamente relacionados com
infiltrados inflamatorios; o coldgeno Tipo III formava intensos

Figura 10 Estudo ultra-estrutural: célula cardiaca em desintegracao,
com vacUolos e grumos intrafagossdmicos de material elétron-den-
s0. A célula lesada esta entre duas outras células integras e vizinha a
um capilar sanglineo normal. Isso indica o carater segmentar da le-
sdo das células ndo-parasitadas.

depésitos em torno de arteriolas e nas paredes vasculares. Nas
fases subaguda tardia e nas fases cronicas, observaram-se dimi-
nui¢io da fibronectina e nitido aumento dos depdsitos de lami-
nina e dos coldagenos Tipos Il e IV. Na fase cronica tardia, o
colageno de Tipo III formava depésitos difusos, interfasciculares,
com densos espessamentos focais e depdsitos em paredes vas-
culares, e o Tipo IV apresentava difuso espessamento, com aden-
samentos focais e depdsitos em paredes de vénulas e arteriolas,
sendo também identificado no tecido de condugio (Figuras 11e
12). O colageno de Tipo I ndo mostrou alteragdes quando com-
parado com o padrdo dos controles. A presenga de moléculas de
fibronectina, laminina e dos coldgenos Il e IV estd ligada ao
processo inflamatério e a persisténcia do infiltrado de macrofa-
gos, 0 que sugere que o processo de fibrose pode reverter se o
processo inflamatorio regredir.

A reversibilidade da fibrose, no modelo murino, foi compro-
vada pelo tratamento especifico da infec¢ao, com os medicamen-
tos anti-T. cruzi em uso clinico, Nifurtimox e Benzonidazol, e
com droga experimental: 0 MK-436.” Os camundongos trata-
dos e curados apresentaram nitida regressao das lesoes fibroticas
e inflamatérias. O estudo ultra-estrutural mostrou degradagio
matricial caracterizada por perda da periodicidade, condensagdo
de feixes colagénicos e pela presenga de dreas liticas ¢ dreas de
rarefaciio da matriz intersticial. A relagdo da fibrose com o pro-
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Figura 11 Imunotipagem do colageno em sec¢des do coragdo de ca-
mundongo cronicamente infectado pelo T. cruzi: observam-se dep6-
sitos de colageno de Tipo I, com fluorescéncia positiva nas paredes
vasculares (vénulas e arteriolas) e denso feixe de colageno Tipo llI
perimisial. (400 x.)

cesso inflamatorio indica que a regressao dessas lesoes pelo tra-
tamento especifico pode, secundariamente, levar a involugdo da
fibrose.

2.2.5. Aspectos Imunopatologicos na Fase Cronica

da Infeccdo do Camundongo pelo T. cruzi

Na fase cronica da infecgdo, a resposta celular é predominante,
envolvendo principalmente os linfécitos CD4+ e CD8, porém
os fatores soroldgicos também sio envolvidos, tendo sido assi-
nalado o papel do aumento das imunoglobulinas IgG2a e b no
maior grau de resisténcia de camundongos & infec¢ao.****% Nessa
fase, anticorpos parasito-especificos, que fixam o complemento
e lisam as formas tripomastigotas sanguicolas, sdo considerados
as principais moléculas efetoras responsaveis pela manutengdao
da infecgio latente.’” A transferéncia passiva de soro imune de
camundongos infectados pelo T. cruzi protege contra uma infec-
¢do letal,”” e os anticorpos reconhecem epitopos na superficie de
tripomastigotas vivos e sdo responsdveis, in vitro, pelareacdo de
lise mediada por complemento, sendo designados como anticor-
pos liticos.*? Esses anticorpos estdo relacionados com um poli-
peptideo de 160 kD da membrana da forma tripomastigota do
parasito.

O quadro de miocardite cronica fibrosante observado na fase
cronica da infec¢@o pelo 7. cruzi, ao lado de lesdes de necrose

Figura 12 Imunotipagem do colageno — Tipo IV: a, b- observam-se
depositos na membrana basal dos midcitos; ¢, d- paredes arteriolares
com deposito colagénico; e, f- segmento do feixe de His mostrando
depdsito de colageno de Tipo IV na membrana das células. (100 X.)

arteriolar e de destruicdo focal de células cardiacas nao-parasi-
tadas, sugere a participa¢do de um mecanismo de hipersensibi-
lidade tardia na patogenia dessas lesdes. Com o objetivo de ca-
racterizar os componentes do processo imunolégico envolvido
nessas lesoes, Zhang e Tarleton™ fizeram dupla marcagem his-
toquimica e demonstraram as diversas citocinas e moléculas de
adesdo envolvidas na infecg¢io cronica pelo 7. cruzi, assim como
a presenga de grande nimero de células produtoras de TNFa,
TGEFR, IL-11 E IL-6, as quais se correlacionam com o aumento
da expressdo de moléculas de adesdo: CAM, LFA, VLA-4 ¢
VCAM; aparentemente, tanto as citocinas inflamatdrias como as
nao-inflamatorias determinam o padrdo da resposta celular e a
gravidade da lesdo. Ligantes da matriz extracelular, como a la-
minina e seu receptor VLA-6, foram identificados como deter-
minando, in vivo, a ativac¢ao de linfdcitos e o seu papel na auto-
reatividade dependente de células T- CD4+.* No modelo de
transplante de coragao para a orelha de camundongos singenéi-
cos, cronicamente infectados pelo 7. cruzi, observaram esses
autores a formag@o de densa rede de laminina durante a rejei-
¢do, identificando células CD4+ do doador nas dreas ricas em
laminina.®

Ha evidéncias de que a presenca do parasito e de seus antige-
nos nos tecidos estimula e mantém as lesoes inflamatorias, como
foi demonstrado no coragdo de camundongo® e humano.”* A
importancia dos parasitos e de seus antigenos na manutengao das
lesdes havia sido anteriormente sugerida pela verifica¢ao de que
o tratamento curativo de camundongos cronicamente infectados®!
determinava a regressao das lesoes, verificando-se, inclusive, a
reversibilidade do processo de fibrose intersticial do miocardio
nos camundongos tratados e curados,®' como anteriormente re-
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ferido. De acordo com Dos Reis,* a presenca de parasitos nos
tecidos pode ser decisiva para a secrecdo de citocinas inflama-
torias e para a rotura dos mecanismos de tolerancia.

Os mecanismos de auto-imunidade tém sido considerados por
diversos autores como importantes na patogenia das lesoes de-
terminadas pelo T. cruzi. Sadigursky et al.® verificaram reacdo
cruzada entre os antigenos do 7. cruzi e a ATPase do reticulo
sarcopldsmico de miocédrdio de camundongos, sugerindo a sua
participagdo nas rea¢oes de auto-imunidade. Foi demonstrada a
transferéncia, por meio de linfécitos T de animais cronicamente
infectados, de lesdo inflamatéria de nervo periférico e de reagdo
cutinea de hipersensibilidade tardia para camundongos singenéi-
cos.2° Ainda em relagdo ao mecanismo de auto-imunidade, foi
detectada a presenca de auto-anticorpos antimiosina e antides-
mina em camundongos infectados pelo T. cruzi, o que foi corre-
lacionado com a miocardite nesses animais.”!

Foi descrita por Ribeiro dos Santos et al.”” a rejei¢ao de trans-
plante de coragdo de camundongos recém-nascidos, implantado
nas orelhas de camundongos singenéicos cronicamente infecta-
dos pelo T. cruzi, mediada por linfécitos CD4 auto-reativos. A
natureza auto-imune dessa reac@o foi recentemente contestada
por Tarleton e Zhang,” os quais reproduzem a miocardite nos
transplantes de cora¢do de camundongos recém-nascidos singe-
néicos apenas quando estes sao infectados pelo 7. cruzi, quer por
inje¢do direta do parasito, no transplante bem estabelecido, quer
quando o receptor ¢ infectado apds o transplante.

Dessa maneira, continua em aberto a discussao sobre os me-
canismos envolvidos nas rea¢des de hipersensibilidade tardia da
doenga de Chagas em relagao ao modelo murino, levando-se em
conta a importancia do parasito e dos seus antigenos em contra-
posi¢@o aos fendmenos de auto-imunidade.

2.2.6. Memoria Imunologica na Fase Cronica da

Infecgdo pelo T. cruzi

Nos camundongos cronicamente infectados, submetidos a
tratamento quimioterdpico especifico, nos quais diferentes tes-
tes demonstraram a negativacao parasitologica, foi observado que
os testes soroldgicos permaneciam positivos em uma percenta-
gem de casos, quando investigados até 6 meses apds o tratamen-
t0.* Isso levou 2 investigacdo dos mecanismos envolvidos, ten-
do Andrade et al.”* levantado a hip6tese de que antigenos para-
sitdrios estariam sendo seqiiestrados pelas células dendriticas
foliculares do bago, que sdo células apresentadoras de antigenos.
Para confirmar essa hipétese, foi investigada a presenga, nessas
células, de antigenos parasitarios especificos pela técnica da
imunoeletromicroscopia, com marcagem dos antigenos pela
peroxidase, apos tratamento das secgdes criopreservadas, com
anticorpo especifico, purificado, anti-7. cruzi. Os resultados
mostraram marcagem positiva em células dendriticas, nos cen-
tros germinais dos foliculos linféides, visualizadas como dep6-
sitos densos, osmiofilicos, na membrana célular (Figura 13). As
células dendriticas foliculares capturam complexos antigeno-
anticorpo e, como células apresentadoras de antigenos, elas os
fornecem as células B de memoria imunoldgica, envolvidas na
resposta humoral e responsdveis pela manuten¢io da sorologia
positiva, mesmo ap0s cura parasitolégica, durante periodos mais
ou menos prolongados. Tendo em vista que, em pacientes hu-
manos, os testes sorolégicos ditos “convencionais” falham mui-
tas vezes como diagndstico de cura, e s6 vém a negativar 1 ano
ou mais apés tratamento curativo, € interessante a compreensao
de que isso pode ser devido a uma meméria imunoldgica, como
observado experimentalmente.

Figura 13 Imunoeletromicroscopia: A) observa-se forma amastigota
do T. cruzi em seccdo de baco de camundongo na fase aguda da in-
feccdo: utilizando-se anticorpo anti-T. cruzi purificado, foi demons-
trado positividade para os antigenos parasitarios; B) baco de camun-
dongos infectados e tratados — observam-se antigenos sequestrados
em células dendriticas foliculares — prolongamentos com marcagem
idéntica a vista na membrana do parasito. (ME. 7.000 X.)

2.3. Alteracoes do Sistema Nervoso
Autonomo no Modelo do
Camundongo

Na doenga de Chagas, o comprometimento do sistema ner-
v0so autdnomo, nao s6 de plexos nervosos intracardiacos, mas
também dos plexos mioentéricos, tem sido objeto de numerosos
estudos. A manifestacdo mais importante e confirmada desse
comprometimento ¢ representada pelos “megas™ do aparelho
digestivo.

Alteragdes do sistema nervoso autdnomo tém sido descritas
em camundongos, na fase aguda e na fase cronica da infeccdo
chagdsica, tendo sido esses animais utilizados para o estudo quan-
titativo das células neuronais dos plexos mioentéricos, para es-
tudos morfolégicos & microscopia Gtica e eletronica.” '™ Es-
ses estudos detalhados, feitos por diversos autores, permitiram
demonstrar alteracdes ganglionares nervosas nao so no setor dos



plexos mioentéricos, como também nos plexos parassimpaticos
intracardiacos, em ganglios celiacos e em ganglios simpaticos.
As alteragdes neuronais, 2 microscopia eletronica,'® sao repre-
sentadas por tumefagiio e vacuolizagio das mitocondrias, hiper-
trofia do complexo de Golgi, dilatagdo das cisternas do reticulo
endoplasmatico, cromatélise e vacuolizagdo, grande nimero de
lisossomas e granulagdes osmiofilicas nos neurdnios.

Com o objetivo de melhor investigar a patogenia das altera-
gbes neuronais, procurou-se avaliar aimportancia da inflamagao,
no desenvolvimento dessas lesdes em camundongos infectados
comacepa Y e tratados, na fase aguda da infecgdo, por cortic6i-
de:* foi entdo observado que a supressdo da inflamagdo pelo uso
do corticoide abole a destruicdo neuronal, mesmo com parasi-
tismo intraganglionar, estando os parasitos morfologicamente
fntegros. Esses resultados indicam, assim, um importante papel
da inflamagdo na determinagdo das lesoes neuronais, sugerindo
que a maior destruigdo ocorreria quando houvesse uma maior
concentracio de parasitos, isto €, na fase aguda. Entretanto, hd a
possibilidade de que mecanismos auto-imunes poderiam estar
envolvidos na destrui¢io neuronal da doenga de Chagas, sendo
responséveis pela inflamagdio que ocorre na fase cronica da in-
feccio, envolvendo os ganglios nervosos simpaticos e parassim-
paticos, como anteriormente demonstrado.®® Os mecanismos
envolvidos poderiam depender da presenca de epitopos nas cé-
lulas, com reagdo cruzada com o T. cruzi'® ou pela adsorgao, na
superficie celular, de antigenos parasitdrios, levando a reagoes
cruzadas.'* Essas lesoes ganglionares sdo, entretanto, focais e
segmentares, diferindo dos infiltrados inflamatorios difusos do
miocérdio, atribuidos por outros autores a fenomenos auto-imu-
nes.xwu»znn

Recentemente, através do PCR em tecido humano, Vago et
al.' puderam identificar o kKDNA do T. cruzi em trés espécimens
de megaesofago de pacientes chagasicos, enquanto, nos fragmen-
tos de esofago de dois pacientes chagdsicos, porém sem megae-
s6fago, o resultado foi negativo, indicando a importincia da
presenca do parasito ou do seu DNA especifico nas lesoes infla-
matérias do esdfago, o que, entretanto, ndo afasta a possibilida-
de de que mecanismos auto-imunes estejam também envolvidos.

O papel das diferentes cepas do T. cruzi na patogenia das le-
sdes neuronais ¢ assunto ainda ndo bem esclarecido. As “dife-
rencas geograficas” da doenga de Chagas estdo centradas nas
diferencas de incidéncia de megas do aparelho digestivo em di-
ferentes regides, pois a presenca de cardiopatia ¢ comum em todas
as dreas. Estudo amplo de Miles et al.'”” enfoca o problema com-
parando as cepas cujos zimodemas predominam no Brasil com
as de outras regides, como a Venezuela, atribuindo a essas dife-
rencas as manifestagdes peculiares da doenga. Em estudo siste-
matico de 138 cepas do T. cruzi, de diferentes dreas geogréfi-
cas,''? foi confirmado, pelo estudo de nimero significativo de
amostras de duas dreas endémicas (Sao Felipe, Bahia, e Mambati,
Goids) a predominancia de um mesmo tipo de cepa (Tipo II,
Zimodema 2), chamando a atengiio essa ocorréncia na regiao
central do Brasil, onde sdo comuns os megas do aparelho diges-
tivo. Lauria Pires et al.”® isolaram, de um caso de mega do apa-
relho digestivo, uma cepa que designaram como SLU142, da qual
obtiveram vdrios clones; e tanto a cepa parental como os clones
foram caracterizados como pertencentes ao zimodema 2, apre-
sentando-se de alta viruléncia. O estudo histopatolégico''' mos-
trou que as lesoes inflamatdrias mais intensas do intestino gros-
so foram observadas na infecgdo pela cepa parental SLU142,
derivada de caso de megaesofago. Trata-se de evidéncias indi-
retas da influéncia de cepas do parasito nessa manifestacdo da
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doenca. Os estudos experimentais tém procurado comparar a
infeccdo com diferentes cepas em relagio as lesdes neuronais.
Na fase aguda da infecgdo pela cepa Y, sdo detectadas formas
amastigotas no interior do plexo de Auerbach, em células da
bainha de Schwann ou, raramente, em células neuronais e tam-
bém nas fibras musculares do intestino nas vizinhangas do ple-
x0, com a presenca de infiltrado inflamatdrio e alteragoes dege-
nerativas dos neur6nios.” Em camundongos com infec¢@o pro-
longada pelas cepas Y e Colombiana, foram observadas diferen-
cas no compromentimento do sistema nervoso autdénomo, sen-
do nitidamente mais intenso o envolvimento dos plexos nervo-
sos mioentéricos e dos ganglios nervosos simpaticos, nos camun-
dongos infectados pela cepa Y (Tipo I), quando comparados com
os infectados pela cepa Colombiana (Tipo III). O estudo dos
ganglios nervosos simpdticos paravertebrais mostrou, por vezes,
infiltrado inflamatério e fibrose intersticial com proliferagao de
células da bainha de Schwann, diminui¢do do nimero de neurd-
nios e alteracdes destes. O estudo quantitativo das células neu-
ronais do plexo de Auerbach do cdlon, correlacionado com o
nimero observado em animais controles intactos da mesma ida-
de, mostrou diminuicio significativa nos animais infectados com
acepa Y, enquanto as diferengas observadas nos animais infec-
tados pela cepa Colombiana ndo foram estatisticamente signifi-
cantes. Também Tafuri e Brener” demonstraram que a cepa Y
causa lesdes mais intensas das células neuronais, quando com-
parada com outras cepas. Diversos estudos feitos com a infec-
¢do pela cepa Y demonstraram alteragdes neuronais graves.”®77102
Analisando as lesdes obtidas com as cepas ABC e Berenice na
fase aguda, Tafuri e Brener'® concluiram que a cepa Berenice
produz lesdes mais intensas, com esfacelo dos neurdnios e in-
tensa ganglionite, enquanto a cepa ABC determina lesdes mais
discretas. Esses autores!”' observaram diferenga de intensidade
de lesdes neuronais na fase cronica entre as cepas ABC e PNM.
Em estudo de cepas isoladas do Reconcavo Baiano, classifica-
das como de Tipo II, foram também evidenciadas alteragdes das
células ganglionares nervosas dos plexos mioentéricos, associa-
das 2 presenca de parasitismo da parede muscular lisa do intes-
tino e de processo inflamatério associado, sendo essas lesoes
segmentares. Nesse estudo, a avaliagdo quantitativa nao demons-
trou diminuigdo significativa do nimero de neurdnios.” Entre-
tanto, estudos posteriores com as cepas de Tipo II confirmaram
o envolvimento dos plexos mioentéricos pelo processo inflama-
tério na infec¢io com as cepas de Tipo II, Z2.'"

A investigagio sobre a influéncia direta das cepas do parasi-
to no desenvolvimento das alteragdes neuronais foi posteriormen-
te realizada por Souza et al.,'? em estudo evolutivo bem contro-
lado, em camundongos infectados com os trés tipos de cepas. O
tropismo para os plexos nervosos mioentéricos e ganglios ner-
vosos simpiticos e parassimpdticos foi semelhante na infecgio
pelos 3 tipos de cepas, sendo discreto em todas. Entretanto, em
decorréncia de diferengas na viruléncia e patogenicidade das
cepas biologicamente distintas, foram observados diferentes
graus de envolvimento dos plexos mioentéricos pelo processo
inflamatério entre as diferentes cepas. As alteragdes observadas
consistiam em infiltracdo ganglionar, peri- e intraganglionar por
células mononucleares, congestao, edema e, raramente, presen-
ca de amastigotas em células intraganglionares, na fase aguda
da infec¢do. Na presenca de inflamagdo, os neurdnios apresen-
tavam tumefagio citoplasmatica, vacuolizagio, decréscimo da
basofilia citoplasmatica, condensagao nuclear, cariorrexe e per-
da celular. Por vezes, era também possivel identificar neurono-
fagia, proliferagio de células satélites e edema intersticial com
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dissociag@o das fibras nervosas. Nao havia alteracdes neuronais
na auséncia de inflamagao. Foi confirmado, no trabalho referi-
do,"? que as lesdes dos neurdnios foram mais acentuadas na in-
fec¢@o com a cepa Y. As diferengas no grau de lesdes de uma
cepa para outra foram atribuidas ao maior ou menor grau de in-
flamacao que ocorre nos tecidos vizinhos aos plexos, como os
musculos lisos da parede entérica e o tecido conjuntivo adiposo
pericardiaco e perivertebral. E interessante observar que a cepa
Y, de Tipo I, que determinou maior grau de lesdes em todos os
estudos, caracteriza-se por determinar lesdes disseminadas no
conjuntivo intersticial, com parasitismo e inflamagdo do tecido
gorduroso, especialmente na base do coragdo, no tecido paraver-
tebral e no retroperitonio, com envolvimento do mesentério e
parede intestinal, ganglios nervosos parassimpdticos pericardi-
acos e simpdticos paravertebrais. As cepas de Tipo I (Y) podem
determinar parasitismo de musculos lisos da parede intestinal,
também observado com as cepas de Tipo IL

Desse modo, considerando o processo inflamatério como
fundamental no desenvolvimento das lesdes neuronais, a distri-
buigdo preferencial dos parasitos em determinados tecidos, de
acordo com a cepa, seria, em ultima andlise, o fator determinan-
te do maior ou menor envolvimento dessas estruturas nervosas
e, conseqiientemente, dos disttrbios de inervagdo que levam aos
megas do aparelho digestivo, como sugerido por Andrade e
Andrade.”

3. PATOLOGIA EXPERIMENTAL NO
MODELO CANINO

Os conhecimentos sobre o modelo canino experimental da
doenca de Chagas evoluiram progressivamente. Torres,'* em seu
estudo da patologia do miocardio na doenca de Chagas, utiliza
nio s6 4 casos agudos humanos, como também caes experimen-
talmente infectados para descrever as alteragdes miocardicas
determinadas pela multiplicac@o parasitdria intracelular. Outro
estudo sistematico foi feito por Taquini,''* que observou altera-
¢oes eletrocardiogrificas na fase aguda, indicativas de grave dano
miocdrdico, sem, entretanto, fazer uma correlacdo histopatolo-
gica. Pizzi'" estudou a infecg¢@o chagdsica em caes jovens ino-
culados com cepas virulentas, verificando parasitismo acentua-
do de miocardio, muasculo esquelético e intestino e escasso
parasitismo de macrofagos. Magalhaes e Freire''® fizeram estu-
do eletrocardiografico de cdes jovens, infectados, que morreram
na fase aguda e de sobreviventes na fase cronica, observando
alteracoes de varios tipos na fase aguda sem, contudo, observar
bloqueios nessa fase; concluiram que as alteragdes da sistole
elétrica e baixa voltagem de QRS e T indicam lesdo do miocar-
dio, o que foi comprovado pelo estudo histopatolégico. Badi-
nez,'"” estudando o comportamento de diferentes cepas do 7. cruzi
em diferentes hospedeiros, estudou os aspectos anatomopatol6-
gicos em 50 caes inoculados experimentalmente, observando
mortalidade elevada na fase aguda, com acentuada miocardite.
Pellegrino'"™® estudou as alteragdes eletrocardiograficas em caes
experimentalmente infectados, descreveu diversos distirbios na
fase aguda e no inicio da fase cronica e, em dois deles, que pas-
saram a fase cronica de mais de um ano de durac¢do, um dos quais
entrou em insuficiéncia cardiaca congestiva, observou bloqueio
de ramo direito e bloqueio intraventricular. Laranja et al.'"® des-
creveram a fase cronica da infeccdo em caes inoculados com
sangue de pacientes chagasicos ou com fezes de triatomineos,
mostrando um quadro clinico-patolégico e alteragdes eletrocar-

diogréficas superponiveis as observadas no homem, tanto na fase
aguda como na cronica. Outros estudos em caes foram desen-
volvidos por vérios pesquisadores,'*'** que fizeram exaustiva
descri¢ao eletrocardiografica e anatomopatoldgica de grande
nimero de cies, muitos dos quais morreram na fase aguda e
outros atingiram a fase cronica. Esses estudos permitiram des-
crever o quadro eletrocardiogrifico e histopatolégico da fase
aguda, porém, na fase cronica, os achados foram pouco consis-
tentes, em geral referidos como focos de cicatriza¢do no miocar-
dio, aparentemente correspondendo a casos de forma indetermi-
nada, nenhum deles com franca insuficiéncia cardiaca. Esses
autores detectaram alteracdes eletrocardiograficas pela coloca-
c¢ao direta de eletrodos na parede cardiaca lesada, demonstrando
correlacdo direta entre as alteracdes eletrocardiograficas e his-
topatoldgicas, tendo sido descritos aneurismas ventriculares na
fase aguda, correspondentes a areas de miocitolise e inflama-
¢d0.'® Kramer!'? estudou detalhadamente a infec¢ao experimen-
tal do c@o, levando em conta dados quantitativos; procurou cor-
relacionar os niveis parasitémicos com o parasitismo tissular,
observando uma relacio positiva entre os piques de parasitemia
e o nimero de amastigotas nos tecidos.

Com o objetivo de esclarecer diferentes aspectos da patolo-
gia e da patogenia da doenga de Chagas, utilizamos o cdo para o
estudo das diversas fases da infec¢ao experimental pelo 7. cru-
zi."213! Utilizando uma cepa do 7. cruzi isolada de um paciente
humano que chegou ao 6bito na fase aguda da infeccdo (cepa 12
SF), foram inoculados caes jovens que desenvolveram quadro
agudo grave, com alto indice de letalidade até 21 dias de infec-
¢do e quadro eletrocardiografico e anatomopatoldgico idéntico
ao apresentado pelo paciente,'?” indicando que, no modelo cani-
no, pelo menos na fase aguda, os resultados obtidos experimen-
talmente podem reproduzir a doenga humana. Com o objetivo
de estabelecer as correlagoes entre as alteragoes eletrocardiogra-
ficas e as lesdes histopatoldgicas nas diversas fases da infecgdo,
os cdes infectados foram acompanhados com eletrocardiogramas
seqiienciados e estudo detalhado do sistema de conducio do
coragao utilizando cortes seriados montados em fitas plasticas
de acordo com o método de Pickett e Sommer."** Esse método
tem permitido identificar os segmentos desse sistema e demons-
trar a topografia das lesdes histopatologicas presentes, bem como
correlaciond-las com as altera¢oes eletrocardiograficas encontra-
das. Nesse particular, o cao tem se mostrado o modelo ideal. O
tecido excitocondutor do coragdo nesse animal ¢ bem definido
anatomicamente, com uma distribuicao topografica compardvel a
observada no cora¢ao humano. Diversas perguntas podem ser res-
pondidas quando se faz o estudo seqiienciado desse sistema des-
de a fase aguda até a fase indeterminada e cronica cardiaca da
doenca, em grupos experimentais controlados, permitindo inter-
pretar as lesdes e o seu significado e prognostico.

Lana et al.,'* utilizando 64 caes mesticos, subdivididos em
dois grupos, infectados com as cepas Be-62 e Be-78, ambas pro-
venientes de xenodiagndstico da paciente Berenice, considera-
da como o primeiro caso humano descrito por Chagas,' obser-
varam, na maioria dos animais, fase aguda fatal. Os animais que
sobreviveram e atingiram a fase cronica apresentaram, em par-
te, uma evolu¢do para a forma cronica cardiaca, com acentuada
fibrose miocdrdica, ou apresentaram uma forma indeterminada.

Os estudos experimentais em caes pressupdem a possibilida-
de de fazer uma avalia¢ao seqiienciada das diversas fases da in-
fecgdo e compara-las com o modelo humano. Nesse particular,
destacamos, a seguir, a fase aguda, a fase cronica indeterminada
e a fase cronica cardiaca.



3.1. Alteracoes Histopatologicas na Fase
Aguda da Infeccao no Cao

Na fase aguda, os cies desenvolvem intensa miocardite com
parasitismo acentuado de mideitos e lesdes necréticas de célu-
las cardiacas ndo-parasitadas, além de intenso processo inflama-
tério. A miocardite inicia-se nos dtrios e propaga-se aos ventri-
culos, predominando no dtrio direito e metade direita do septo
interventricular ¢ na parede livre do ventriculo direito. O nédulo
sinoatrial (SA) é mal identificado, devido ao intenso processo
inflamatério. No nddulo atrioventricular (nédulo AV), as lesdes
mais intensas estdo na parte mais alta, com densa infiltra¢ao
celular, perda de fibras especificas e presenca de amastigotas. O
feixe de His e seus ramos em geral apresentam inflamag@o in-
tensa, podendo ocorrer dreas de necrose.'”’

0 estudo ultra-estrutural do miocdrdio mostrou parasitos in-
tracelulares fntegros ou em necrose e/ou apoptose, permitindo
obter importantes informagdes sobre a participagdo de um me-
canismo imune envolvido na fase aguda da infecc¢@o."** Foi de-
monstrada a presenga de grandes linfécitos granulares e peque-
nos linfécitos agranulares aderentes as células cardfacas. Lesoes
focais da membrana basal, miocitdlise e separagdo das juncdes
intercelulares estavam presentes em relagao a aderéncia de lin-
fécitos granulares, observando-se necrose e seqiiestragdo de
porgdes dos mideitos englobados por macréfagos. Essas altera-
¢des sugerem um mecanismo citotdxico e citolitico, mediado por
células imunes efetoras, na fase aguda da infecg@o pelo T. cruzi.'*
A presenca de grandes linfécitos aderentes ao endotélio dos ca-
pilares caracterizou também uma microangiopatia.

O quadro eletrocardiogréfico na fase aguda estd correlacio-
nado com as lesdes inflamatdrias e necréticas do sistema de con-
ducio, correspondendo a alteragoes do tipo isquémico, bloque-
ios intraventriculares e hemibloqueios de ramo esquerdo. Inte-
ressante observacio decorreu do estudo do sistema de condugio
de cdes na fase aguda, onde se demonstrou que, nos casos em
que se desenvolveram bloqueios do feixe de His e dos seus ra-
mos, havia necrose das miocélulas especificas desse sistema,
sendo este um sinal de péssimo progndstico. Em outros casos
agudos, com intenso infiltrado nesse sistema, porém sem necro-
se, nio ocorreram bloqueios eletrocardiograficos indicativos de
lesoes do tecido excitocondutor. Em muitos casos, houve regres-
sdo das alteracdes representativas dos distirbios de condugdo
intra-atrial, quando os caes foram submetidos a tratamento es-
pecifico associado a um antiinflamatério potente, indicando que
oinfiltrado inflamatdrio tem importante papel nesses distirbios
e que eles siio reversiveis.'"

3.2. Alteracoes Histopatologicas na Fase
Cronica Indeterminada do Cao

A forma indeterminada no cao, como no homem, cursa sem
sintomatologia e sem alteragdes eletrocardiograficas. Os animais
acompanhados desde a fase aguda até 3 anos apds a infec¢ao
apresentam bom desenvolvimento, com satide aparente e ativos.
0 estudo histopatoldgico do coragio, nesses animais, mostrou
apenas lesoes inflamatorias focais discretas, constituidas por
macr6fagos e linfécitos. Em estudo detalhado de caes, na fase
indeterminada da doenca, os quais haviam sido inoculados com
diferentes cepas do T. cruzi, Andrade et al."** descreveram alte-
ragdes macroscopicas minimas, com discreta dilatacao das ca-
maras direitas em alguns casos; ao exame microsc6pico, foram
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observados, em 50% dos casos, focos de intiltracdo mononucle-
ar e fibrose, principalmente em atrio e ventriculo direitos, enquan-
to o miocérdio do ventriculo esquerdo ¢ essencialmente normal.
Os infiltrados inflamatérios consistem essencialmente em linfo-
citos, com alguns macréfagos e plasmocitos e raros focos de fi-
brose cicatricial; ndo foram encontrados parasitos no miocdrdio
nesses casos. O nédulo sinusal (SA) nesses animais, contraria-
mente ao observado nos controles, mostrava densificacdo do
coldgeno intersticial e, algumas vezes, placas de fibrose. Por
vezes, havia infiltracdo adiposa do miocardio atingindo o nédu-
lo SA. O nédulo atrioventricular (AV) mostrava fibrose difusa
intersticial de moderada intensidade, correspondente a atrofia e
ao desaparecimento das fibras especificas do sistema de condu-
¢do; porém, nio havia destrui¢do completa nem perda de conti-
nuidade das fibras do sistema. O feixe de His mostrava, por ve-
zes, fibrose e infiltracdo adiposa (Figura 14a, b), atingindo até
70% do feixe principal e propagando-se a origem do ramo direi-
to. Entretanto, o infiltrado inflamatério era escasso e focal, sen-
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Figura 14 Aspectos macroscopicos do coracdo de caes jovens na fase
aguda da infeccdo pelo T. cruzi: A) coracao aumentado de volume a
custa de dilatacao do ventriculo direito; atrio direito dilatado e acen-
tuadamente congesto; B) seccdo sagital do coracao, evidenciando a
dilatacdo de atrio e ventriculo direitos e moderada hipertrofia de
ventriculo esquerdo.
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do representado por poucos focos de infiltracdo linfocitdria, e
totalmente ausente em muitos casos. A constatagdo de lesdes
residuais, com escaras ou focos de fibrose, sem atividade, no
tecido de condug¢@o, pode contribuir para uma melhor avaliacdo
prognostica nos casos de forma indeterminada, no sentido de que,
nem sempre, alteragdes espontaneas ou provocadas do ECG re-
presentariam um sinal de cardiopatia evolutiva, como demons-
traram Scalabrini et al.'"

Em estudo ao microscopio eletronico, constataram Andrade
et al." que, diferentemente do que foi observado na fase aguda,
as células linfociticas ndo mostram tendéncia a aderir ao midcito,
ndo determinam alteragdes citotoxicas sobre estes € mostram
tendéncia ao desaparecimento por apoptose, com condensagao
citoplasmatica e alteragdes caracteristicas da cromatina nucle-
ar.' Esses achados falam a favor de um equilibrio parasito/hos-
pedeiro nessa fase e de uma auto-regulagio da inflamagéo pelo
processo de apoptose das células efetoras da resposta imunold-
gica. Esse aparente equilibrio pode ser rompido, quando se in-
terfere com a rede imunoldgica e sdo suprimidos 0s mecanismos
de supressio da hipersensibilidade tardia pelo uso de ciclofosfa-
mida em baixas doses, como descrito por Andrade et al.'** Na
forma indeterminada, a resposta do cdo a esse tratamento resul-
tou na instalagdo de uma miocardite cronica ativa, que variou de
intensidade nos diferentes animais tratados, sendo intensa e di-
fusa em alguns, com necrose focal fibrindide e litica de células
cardfacas e substituicdo das miocélulas em desintegracdo por
intenso infiltrado mononuclear. Os controles nio-tratados apre-
sentavam apenas miocardite focal discreta, representada por acu-
mulos focais de linfécitos no intersticio.

Desse modo, o cdo se mostrou um excelente modelo para
futuros estudos sobre 0os mecanismos imunolégicos, responsa-
veis pela manutenc¢ao da forma indeterminada e pela sua even-
tual evolu¢@o para uma forma croénica cardiaca.

3.3. A Cardiopatia Cronica no Modelo
Experimental Canino

Em cdes com infec¢do cronica pelo T. cruzi, Anselmi et
al.!?>12312 fizeram correlagao entre achados eletrocardiograficos
e histopatoldgicos, incluindo o estudo do sistema de condugao.'**
Verificaram, através da implantagao de eletrodos no coragio do
cdo, que os aneurismas da parede e da ponta correspondem a
alteragdes de zona inativada e de desnivelamento do segmento
ST e alteragdes da onda T.

Em cdo com infec¢do experimental de 16 meses de duragdo
pelo T. cruzi, o qual desenvolveu um quadro de insuficiéncia
cardfaca congestiva com todas as caracteristicas da cardiopatia
chagésica humana, apresentando alteragdes eletrocardiograficas
evolutivas, com bloqueio de ramo direito e hemibloqueio ante-
rior esquerdo, Laranja e Andrade' descreveram uma miocardite
cronica difusa, evolutiva e fibrosante. As secgdes do coragao
mostraram processo inflamatério, difusamente distribuido no
miocardio, dissociando e substituindo as células cardiacas. Os
infiltrados eram predominantemente linfocitarios, com plasmo-
citos e macréfagos de permeio. Havia espessamento difuso do
tecido intersticial, principalmente em paredes atriais € em ven-
triculo direito, acompanhado de infiltrado mononuclear difuso.
Nio foram vistos parasitos, porém as miocélulas cardiacas nao-
parasitadas apresentavam, eventualmente, alteragdes degenera-
tivas, com vacuolizacdo, fragmentagdo, atrofia e edema intermi-
ofibrilar.

Os aspectos apresentados mostram que o a0 tem como prin-
cipal vantagem reproduzir as diversas fases da doenca de Cha-
gas, permitindo um monitoramento eletrocardiografico e corre-
lagdo com lesdes do sistema excitocondutor do coragido. Além
disso, 0 cdo tem sido muito utilizado pelos fisiologistas para o
estudo eletrofisiolégico do coragdo, o que permite uma solida
base para a interpreta¢do dos achados na doenca de Chagas.

Como desvantagem, ha o fato de necessitar de um longo pe-
riodo de acompanhamento para que se possa surpreender a fase
cronica cardiaca, permanecendo os cdes na fase indeterminada
em alta percentagem dos casos, sendo raros os casos descritos
na literatura de forma cronica cardiaca bem desenvolvida.

3.4. Investigacao dos Mecanismos
Patogénicos no Modelo Canino

Os estudos no cao tém contribuido para o esclarecimento dos
mecanismos patogénicos envolvidos nas diferentes fases da in-
feccdo pelo T. cruzi, como ja referido.

Em estudo recente, 8 cdes jovens, pesando entre 1.000 e 1.900
g, inoculados com tripomastigotas sanguicolas (4 X 10°/kg) da
cepa 12 SF, foram estudados na fase aguda da infec¢ao, com o
objetivo de investigar os mecanismos patogénicos envolvidos
nessa fase. O corag@o de cada um dos caes sacrificados foi sub-
metido a um estudo histopatolégico, ultra-estrutural e imunois-
toquimico, com o objetivo de descrever detalhadamente as al-
teragdes morfoldgicas e de diagnosticar a participacdo das cé-
lulas inflamatérias (linhagens de linfécitos) e de células apre-
sentadoras de antigenos (células dendriticas intersticiais do mi-
océrdio)."*! Foi também investigada a participac¢do do fenome-
no de apoptose na evolug@o das lesdes ndo s6 dos parasitos e
de células inflamatdrias, mas também das células cardiacas nio-
parasitadas.'*

A demonstragdo do fendmeno de apoptose in vivo, na infec-
c¢do pelo T. cruzi, foi feita pela primeira vez no modelo canino,'*
com envolvimento dos midcitos, de linfdcitos e de parasitos in-
tra- e extracelulares. Com o objetivo de investigar a ocorréncia
de apoptose no processo de miocardite aguda, foi usada a técni-
ca de incorporacdo ao DNA do nicleo, de desoxinucleotideos
marcados pela fluoresceina, pela desoxinucleotidil-transferase.
A expressao de Bcl-2, Bax and Fas nos diversos tipos celulares
eno 7. cruzi foi examinada por método imunoistoquimico usan-
do anticorpo conjugado ao vermelho-Texas. Os nicleos foram
corados pelo DAPI e as preparagdes examinadas pelo microscé-
pio confocal a laser. A apoptose foi identificada: 1) em midcitos
cardiacos e em células endoteliais de capilares e vénulas; 2) em
células imunes efetoras — macrofagos, linfocitos granulares e
agranulares — e em células dendriticas intersticiais; 3) em for-
mas intra- e extracelulares do 7. cruzi. A apoptose dos midcitos
e das células endoteliais estava relacionada com aumento de re-
atividade para Fas e Bax e decréscimo de atividade para Bcl-2.
A apoptose das células imunes pode representar uma regressao
da inflamag@o ou uma modula¢@o da resposta imune. A presen-
ca de apoptose representa um importante fator na patogénese da
miocardite aguda chagdsica. Em estudo de linfécitos de camun-
dongos infectados pelo T. cruzi, a estimulagao in vitro das célu-
las T resultou em apoptose de linfécitos CD4, mas nio de CD8,
sugerindo que a deplecdo das células CD4 na fase cronica da
infeccdo esta relacionada com a apoptose seletiva dessas célu-
las.'*® Entretanto, ndo foi determinado se esse mecanismo imu-
nolégico também ocorre no modelo canino.



Com o objetivo de esclarecer a participagdo dos tipos de lin-
fécitos na miocardite chagdsica do cdo, foi feita a tipagem das
linhagens de linfécitos no miocdrdio, tanto na fase aguda como
na fase cronica da infecco. Na fase aguda, os linfocitos CD4+
eram os mais proeminentes e formavam actimulos em focos in-
flamatérios que substitufam células cardiacas destruidas. Os lin-
fécitos CD8 eram pouco numerosos, dispersos nos focos infla-
matérios e no intersticio. Na fase cronica indeterminada, havia
pequenos focos de infiltragio em torno de células cardiacas des-
truidas, onde os linfécitos CD4+ e CD8+ apareciam em quan-
tidades semelhantes. Nos casos de miocardite cronica, os
infiltrados inflamatérios eram bem evidentes, variando de inten-
sidade de um caso para outro, seja como extensos infiltrados
perivasculares, seguindo os trajetos de pequenos vasos com pre-
dominéncia de linfécitos CD4+ e pequeno nimero de CD8+,
seja como extensas dreas focais em torno de células cardiacas
destruidas, com predommanma de linfécitos CD8; nessas dreas,
os plasmdcitos apareciam em nimero significante. E pois, inte-
ressante assinalar a participag¢io de linfécitos CD8 e CD4 nos
infiltrados inflamatérios do miocérdio, variando a sua distribui-
¢do de acordo com a sua topografia.

As células dendriticas intersticiais do coragdo, que sdo c€lu-
las MHC-II dependentes, tém um importante papel no transpor-
te de antigenos e na sensibiliza¢do das células T CD4 do bago
através da sua capacidade de migra¢do e apresentagio de anti-
genos, iniciando assim o processo de rejei¢do de transplantes. Na
doenca de Chagas, o parasitismo cardiaco e a liberacdo de anti-
genos parasitdrios propiciam as condigdes de captagao desses
antigenos pelas células dendriticas, que, desse modo, poderiam
estar mantendo o estado de hipersensibilidade tardia do organis-
mo na infeccdo pelo 7. cruzi. A partir dessa hipotese, procurou-
se investigar a participagdo dessas células na patogenia da do-
enga. Com esse objetivo, foram usadas técnicas de imunoisto-
quimica utilizando-se como marcador das células dendriticas a
protefna S/100.'* Posteriormente, foi pesquisada, nessas célu-
las, a presenga de antigenos parasitdrios através da imunomar-
cagem com peroxidase, usando como anticorpo primario o anti-
T. cruzi e, como anticorpo secunddrio, o soro de coelho conju-
gado com peroxidase.'* Foi demonstrada, nesse estudo, a pre-
senca de antigenos parasitérios seqiiestrados em células dendri-
ticas intersticiais do miocdrdio, observando-se significante au-
mento dessas células ndo s6 na fase aguda como também na fase
cronica da infecc@o. As células dendriticas apresentaram nitida
relagdo com os infiltrados inflamatérios e tendéncia a se associ-
arem aos linfocitos CD4.

Esses achados contribuem para o esclarecimento da patogenia
das lesdes da fase cronica e reforgam o papel dos antigenos para-
sitdrios na manutengiio da resposta celular nesse modelo. Além
disso, confirmam a importancia da hipersensibilidade tardia no
desenvolvimento das lesdes, com manuteng¢@o dos antigenos pa-
rasitarios nas células dendriticas intersticiais do coragao.

4. OUTROS MODELOS
EXPERIMENTAIS

4.1. Ratos

O rato tem sido utilizado em virias investigagdes sobre as-
pectos gerais da infeccdo pelo 7. cruzi. A infecgdo nesse animal
progride até a terceira semana, quando ocorre o 6bito, ou 0s ani-
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mais passam a uma fase cronica, dependendo da patogenicidade
da cepa, como foi visto por Brand'*® estudando comparativamente
o curso da infec¢do em ratos pelas cepas Brasil, Panama,
Welcome e Guatemala. As lesdes com a cepa Brasil foram mais
disseminadas, atingindo células macrofégicas, miocdrdio e mus-
culo esquelético, com alta mortalidade, enquanto as demais de-
terminaram apenas discreta miocardite. De acordo com Vichi, 147
acepa Y determinou infeccdo grave em ratos Wistar de 25 a 50
g, com alta mortalidade entre 0 10.° ¢ 0 25.° dia, lesdes irregula-
res em miocdrdio, com intensa miocardite em alguns. Em ratos
Wistar de 40 dias, inoculados com essa mesma cepa (Y), Scorza
e Scorza'® observaram miocardite de grande intensidade, que
atingiu o maximo aos 18 dias de infec¢ao, porém os animais nao
morreram espontaneamente até mais de 30 dias apds a infecgao.
Nesses animais foi visto envolvimento do sistema nervoso auto-
nomo em coragiio, com ganglionite e periganglionite intensas.
Em ratos Lewis foram detectadas diferencas qualitativas e quan-
titativas na parasitemia e nas lesoes tissulares na infecgdo com 4
clones do T. cruzi:'* o clone SylvioX10/7 determinou altas
parasitemias, e os animais morreram na fase aguda; com os clo-
nes SylvioX10/4, Miranda/78 ou Miranda/80, a infeccdo foi
menos virulenta e ndo foi fatal. Com o clone SylvioX10/4 hou-
ve um desenvolvimento de fibrose mais extensa do que nos de-
mais. Em detalhado estudo histopatoldgico de ratos inoculados
com as cepas Y, 12SF e Colombiana, Chapadeiro et al."" des-
creveram as lesdes da fase aguda e cronica com as trés cepas,
chamando a atengfio para pontos importantes que foram obser-
vados: 1) ha acentuadas lesdes inflamatérias e parasitismo car-
diaco na fase aguda, semelhante nas trés cepas; 2) hd nitidas le-
sdes inflamatorias na fase cronica, variando de grau leve, mode-
rado ou intenso, sendo descritas lesdes focais, zonais (focais
confluentes) ou difusas. Chamam a aten¢do esses autores para a
importancia do in6culo na intensidade das lesdes; na infec¢ao
com as cepas Y e 12 SF, os inéculos baixos ndo determinaram
lesdes ou estas eram de grau leve; com a cepa Colombiana, en-
tretanto, mesmo os baixos inéculos determinaram lesdes signi-
ficantes. Nos ratos infectados com indculos médios e altos das
cepas Y e 12 SF, ou com in6culo médio da cepa Colombiana, as
lesdes histopatoldgicas estavam presentes em todos 0s grupos.
Considerando as lesdes da fase cronica e aplicando o método de
escores para avaliagio semiquantitativa das lesdes histopatol6-
gicas, chegam 2 conclusdo de que o acometimento cronico nos
ratos chagésicos foi usualmente de grau leve a moderado. Alguns
animais, entretanto, inoculados com quaisquer das cepas, exibi-
ram graves lesoes cardfacas, principalmente de inervagao intrin-
seca e do miocdrdio atrial ou ventricular.'”

Usando o modelo do rato, Revelli et al.”' verificaram ainda,
na fase aguda, uma resposta humoral especifica, alteragdes le-
ves e ndo-progressivas do eletrocardiograma aos 6 meses de in-
fec¢do e uma alta percentagem de miocardite cronica focal, até
um ano apés a infec¢do, com lesdes focais discretas, sendo os
linfécitos as células predominantes.'”> Nesse modelo, os ratos
foram tratados com IFN+ tendo sido observado que a prevalén-
cia da miocardite cronica focal nos animais tratados ndo mos-
trou alteracdes em relag@o aos controles, porém houve reversao
da relagio CD4/CDS8, dos linfécitos T no bago e linfonodos, com
o0 uso do IFN+.'52 Na infec¢do de ratos Wistar com a cepa Y,
observou-se predominancia de células T CD8+ no miocdrdio a
partir do 9.° dia de infec¢@o, com aumento progressivo até o obito,
aos 18 dias. Desse modo, a ativagio policlonal de linfocitos T,
induzida pela infec¢io com o T. cruzi, resultou num estimulo a
atividade dos linfécitos CD8+ no bago, sangue e miocardio.'”
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Estudando o efeito da timectomia em ratos adultos infecta-
dos com o 7. cruzi, Botasso et al.">* observaram aumento das
lesdes cronicas miocdrdicas nos ratos timectomizados, sugerin-
do que a timectomia interfere no mecanismo imunorregulatério,
levando a exacerbacdo das lesoes de auto-imunidade.

O rato tem sido usado como modelo para o estudo do sistema
nervoso auténomo e da desnervacdo que ocorre na doenga de
Chagas, tendo Alcantara e Oliveira'> e Alcantara et al."*® demons-
trado acentuado grau de desnervagao do plexo de Auerbach em
ratos Wistar e Norvegicus infectados pelo T. cruzi e estudados
na fase cronica da infec¢do. Machado e Ribeiro'*” estudaram a
desnervagio simpdtica no coragao em ratos infectados com a cepa
Y, verificando que, na fase aguda, aos 6 dias de infec¢do, para-
lelamente ao acentuado parasitismo e inflamagdo no miocardio,
iniciava-se a desnervag@o simpdtica, e, aos 20 dias, ndo eram
encontradas termina¢des nervosas no miocdrdio ou em vasos.
Com o objetivo de investigar alteracdes da fungio parassimpéti-
ca no coragdo, ratos Wistar infectados pelo T. cruzi (cepas Y, Sdo
Felipe e Coldombia) foram avaliados quanto a bradicardia
barorreflexa ap6s inje¢do de fenilefrina.'>® Os resultados obtidos
mostraram disfun¢do autondmica semelhante a observada na
doenga de Chagas humana, resultante primariamente de altera-
coes da atividade parassimpdtica eferente, causada por lesoes
neuroganglionares intrinsecas. Na tentativa de correlacionar a
desnervagiio parassimpética com a disfuncao autonomica cardi-
aca no rato, na fase aguda e cronica da infec¢io pelo 7. cruzi,
Chapadeiro et al."™'* fizeram o estudo histolégico e a contagem
de neurdnios nos plexos cardiacos. Embora tivessem constata-
do, na fase aguda, a presenga de ganglionite, periganglionite e
neurite, nao houve diminui¢do significativa do nimero de neu-
roénios tanto na fase aguda como na fase cronica da infeccdo,
tendo incluido na contagem nd@o s6 os neurénios normais mas
também aqueles com sinais de degeneracao.

Desse modo, o modelo do rato tem vantagens quanto a deter-
minados tipos de experimentos com o 7. cruzi, contribuindo para
o esclarecimento dos mecanismos patogénicos da doenga.

4.2. Coelhos

Os coelhos tém sido utilizados por diferentes pesquisado-
res a partir dos estudos de Agosin e Badinez,'' os quais obser-
varam lesdes tissulares com grandes ninhos de parasitos no in-
terior de fibras musculares. Teixeira et al.'> estudaram a infec-
¢do cronica em coelhos, tendo descrito uma miocardite croni-
ca difusa, sem parasitos, nos tecidos e o desenvolvimento de
megac6lon em um dos animais, bem como um caso de trans-
missio congénita, detalhando, posteriormente, o estudo desse
modelo.'*

Em nossa experiéncia, o coelho € um animal pouco susceti-
vel e ndo desenvolve um quadro agudo patente, sendo observa-
das baixas parasitemias, lesdes focais pouco significativas e le-
soes de fase cronica escassas e pouco acentuadas. Nesse estudo
foram utilizados trés grupos experimentais com 6 coelhos em
cada grupo, sendo utilizados animais jovens, com 40 a 45 dias,
logo ap6s o desmame. Em cada grupo foram utilizados coelhos
de uma mesma ninhada inoculados com formas tripomastigotas
sanguicolas de diferentes cepas do T. cruzi. O estudo histopato-
16gico feito na fase aguda mostrou pequenos focos de infiltra-
¢Ao mononuclear esparsos no miocdrdio, que correspondiam a
focos de destrui¢do de fibras cardiacas, observando-se, localmen-
te, a presenca de detritos celulares. Nao havia infiltrado infla-

matdério difuso do miocérdio e nao foram vistas alteragoes mus-
culares ou de outros 6rgaos ou tecidos. O estudo da fase cronica
mostrou a presenga de focos de infiltragdo mononuclear, raros e
esparsos, € pequenos focos de fibrose intersticial, ndo sendo
encontrados parasitos. Ndo se pode, assim, confirmar, nesse es-
tudo, a presenca de uma miocardite cronica evolutiva, nem le-
soes tissulares outras que pudessem recomendar, sob o ponto de
vista anatomopatolégico, o coelho como um bom modelo expe-
rimental para o estudo da patologia da doenca de Chagas. Vale
ressaltar, entretanto, que os animais na fase cronica apresenta-
ram positividade da rea¢do de fixagio de complemento. Em es-
tudos imunolégicos, Teixeira e Santos Buch'* utilizaram o mo-
delo do coelho, tendo sido obtidos bons resultados na demons-
tracdo de fendmenos de hipersensibilidade celular e humoral na
doenca de Chagas. Ramirez e Brener'® estudaram a infecgao
cronica em coelhos infectados com as cepas Y e CL, tendo des-
crito focos de inflamagao cronica, em graus varidveis, nos 7 co-
elhos estudados.

4.3. Primatas

Os primatas do género Callithrix penicillata foram usados
desde Chagas' e desenvolveram infecgio 20 a 30 dias apos te-
rem sido expostos aos triatomineos infectados, com grande nu-
mero de tripomastigotas no sangue periférico. Dorland'* conta-
minou macacos através da conjuntiva ocular, usando cepas de
origem humana do Panamd e da Venezuela e cepas isoladas no
Texas e na Califérnia, em todos obtendo uma infec¢do positiva,
alguns com sinal de Romaiia, observando uma miocardite dis-
creta com formas amastigotas no miocdrdio. Marsden et al.'”
estudaram o comportamento da cepa Peruana em macacos rhesus
por inoculagdo subcutinea, na palpebra, observando o desenvol-
vimento de edema periorbital e presenga de parasitos no sangue
periférico, além de elevagdo progressiva dos niveis de IgM.
Bolomo et al.'®® (1980) descreveram, no macaco Cebus, um qua-
dro de infec¢do cronica que os autores compararam com a for-
ma cronica da doenca no homem. Os estudos de Falasca et al.'®
demonstraram, em animais com 20 a 25 meses de infecg¢ao, le-
sdes miocardicas com actimulos focais de linfécitos e miocitélise;
focos de fibrose intersticial com discreto infiltrado de leucdci-
tos foram vistos de 36 a 47 meses, porém nao foram vistos para-
sitos. As lesdes eram mais proeminentes nas paredes ventricula-
res e no septo. O estudo eletrocardiogrifico, nesse modelo,"
mostrou bloqueio de ramo direito, sobrecarga de ventriculo es-
querdo, distdrbios de repolarizagao, hemibloqueio anterior es-
querdo e extra-sistoles.

Podemos concluir que os primatas podem se constituir em um
bom modelo para o estudo da fase cronica da doenca de Chagas,
desenvolvendo uma forma leve, geralmente assintomatica, ca-
racteristica da forma indeterminada, ou apresentando alteragdes
eletrocardiograficas que indicam a evolug¢do para uma forma
cardiaca.

4.4. Cobaios

Os cobaios tém servido de modelo para a infec¢do experimen-
tal pelo T. cruzi desde as fases iniciais das pesquisas sobre a
doenca de Chagas. Desenvolvem uma infec¢io de curso regular
com 6 a 7 dias de incubagdo, evoluindo até 30 dias, em média.
Nessa fase, os cobaios infectados em geral morrem. As lesdes
ocorrem em miocdrdio e muasculo esquelético, com envolvimento



também de células do sistema fagocitico mononuclear, prestan-
-s¢ 0 animal para estudos da cardite experimental em seus
spectos imunoldgicos e ultra-estruturais.'”’ Ha, em geral, uma
iocardite cronica difusa, tendo Franco'”? comprovado a presen-
de antigenos parasitarios intimamente relacionados com as
soes intersticiais e observado a presenca de material antigéni-
cono citoplasma de células inflamatérias e no endotélio tumefeito
dos capilares. Mesmo nos casos cronicos, demonstrou esse au-
tor a presenca de antigenos relacionados com os focos inflama-
torios.

A infec¢do de cobaios com diferentes cepas do T. cruzi foi
desenvolvida por Falangola,'”* com o objetivo de estudar o de-
senvolvimento de lesdes do sistema nervoso central nesse mo-
delo, em comparag@o com outras espécies animais, como o rato
e 0 camundongo. Na infec¢@o pela cepa 21SF, as lesoes infla-
matérias, localizadas nos plexos cordides, eram pouco freqiien-
tes (33,3% dos casos) e sempre discretas, e a pesquisa de parasi-
tos ou antigenos parasitarios foi Sempre negativa. Com a cepa
Peruana, as lesdes meningoencefalicas eram discretas e ocorre-
ram em apenas 25% dos casos. Também com a cepa Colombia-
na as lesoes eram discretas e de baixa incidéncia. Desse modo, o
cobaio nao ¢ um bom modelo para estudo das lesdes do sistema
nervoso central.

O modelo do cobaio para estudo da patologia da doenga de
Chagas, que foi usado nos estudos iniciais, estd sendo cada vez
menos empregado, substituido pelo camundongo e pelo rato.

4.5. O Calomys callosus (Rodentia
Cricetidae)

O Calomys callosus é um reservatério natural do Trypanoso-
ma cruzi. A biologia desse roedor e a sua manuteng@o em labo-
ratério foram descritas por Mello." E de interesse verificar como
se comporta esse animal quando infectado por cepas do T. cruzi
mantidas em laboratério. Com esse objetivo, Borges et al.!”
desenvolveram estudos da infecc@o do C. callosus com diferen-
tes cepas do T. cruzi em compara¢io com o camundongo, nao
s6 quanto ao desenvolvimento de lesdes histopatolégicas como
emrelagdo a ativagao dos macréfagos peritoneais desses animais
frente a infec¢io. Foram utilizadas, nesse estudo, as cepas Y, F,
M226 (isolada de C. callosus naturalmente infectado) e
Costalimai (isolada de Triatoma costalimai). O C. callosus mos-
trou niveis parasitémicos superponiveis aos do camundongo com
as cepas Y e F, porém, enquanto os camundongos tiveram alta
mortalidade, todos os Calomys sobreviveram a infec¢do, mos-
trando regressao das lesdes histopatoldgicas entre 40 e 60 dias.
Com as duas cepas do T. cruzi de origem silvestre (M226 e
Costalimai), os camundongos nao desenvolveram parasitemias
patentes, porém apresentavam intensas lesdes tissulares, enquan-
to os C. callosus desenvolveram baixas parasitemias e auséncia
de lesdes, indicando uma adaptac¢io e maior resisténcia as cepas
silvestres. O estudo histopatoldgico e ultra-estrutural permitiu
demonstrar aspectos peculiares da infec¢ao desse roedor, como
descrito por Andrade et al.'® Verificaram esses autores que o C.
callosus, quando infectado pela cepa F, que tem as caracteristi-
cas de uma cepa de Tipo III, Z1, desenvolve intensas lesdes in-
flamatorias em masculo esquelético e miocardio, com predomi-
nancia de macréfagos, que assumem aspecto epitelidide, de lin-
fécitos e fibroblastos. Simultaneamente se desenvolve intenso
processo fibrogénico, que se inicia precocemente (26 a 30 dias),
com acentuada proliferacao fibroblastica e espessamento da
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matriz intercelular, com depdsito de colageno (Figura 15). Dos
50 aos 60 dias de infec¢do, observa-se regressao da inflamagdo
e da fibrose, restando apenas infiltrados focais residuais. Os de-
pésitos colagénicos intersticiais mostram densificagdo e a ma-
triz mostra sinais de fibrélise, indicando regressao do processo
fibrogénico (Figura 16).

A ativacao de macréfagos peritoneais foi idéntica em camun-
dongos e Calomys infectados com a cepa Y. Na infec¢dao com
a cepa F, a liberag¢ao de H,O, foi idéntica nas duas espécies,
porém variou no timing, pois continuava elevada em camun-
dongos ap6s os 60 dias quando as lesOes estavam presentes €
era muito baixa nos Calomys entre 40 e 60 dias, corresponden-
do a regressao das lesdes observada nessa espécie. As maiores
diferencas na liberag¢do de H,0, de macréfagos peritoneais fo-
ram vistas com as duas cepas silvestres (Costalimai e M226).
A primeira destas determinou, no camundongo, altos niveis de
ativag@o dos macro6fagos, o que correspondeu a intensa agres-
sdo tissular determinada por essa cepa, enquanto o C. callosus
apresentou apenas discreta ativacio de macréfagos e auséncia
de lesdes. Os mesmos achados foram obtidos com a cepa
M226.'7"

O estudo dos niveis de gama Interferon (IFN-y) no C. callo-
sus'"” demonstrou niveis mais altos no soro dos animais infecta-
dos com a cepa F, a qual se caracteriza por determinar, no C.
callosus, lesdes de grande intensidade em miocardio e musculo
esquelético na fase aguda da infecg¢@o, com regressao total por
volta de 60 dias. O C. callosus infectado pela cepa F constitui-

Figura 15 Aspectos da fibrogénese no miocardio de Calomys callosus
infectado pelo T. cruzi: presenca de fibroblasto, depésito de colage-
no e componente fibrilar matricial. (ME. 4.000 X.)
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Figura 16 Regressdo espontanea da fibrose do miocardio em Calomys
callosus com 60 dias de infeccdo pelo T. cruzi: presenca de fibroblas-
to, sinais de fibrolise da matriz intersticial e densificacdo de peque-
nos feixes colagénicos. (ME. 4.000 X.)

se, dessa maneira, em um excelente modelo para o estudo da
resisténcia nessa espécie, e a sua correlagdo com os aspectos
peculiares da sua patologia. De fato, embora considerado “resis-
tente” devido a auséncia de mortalidade e a negativacao
parasitémica, o C. callosus desenvolve acentuadas lesdes, com
intenso e precoce processo fibrogénico.

As peculiaridades apresentadas por esse modelo recomendam-
no para as pesquisas sobre o controle imunolégico da infecgao,
processo de fibrogénese e regressao espontinea da fibrose. Além
disso, é um animal de pequeno porte e de facil manuseio. A di-
ficuldade estd apenas na obtengdo e manutengdo de coldnias
desses animais para a sua facil utilizagdo, como ocorre com 0
camundongo.

5. CONCLUSAO

Ao concluir o presente capitulo, vale assinalar que, de acor-
do com o objetivo proposto, foi dado énfase aos aspectos mais
ligados 2 patologia experimental e a imunopatologia nos diver-
sos modelos, tendo como base as alteragdes observadas in vivo
€ seus aspectos patogénicos.

Em outros capitulos deste livro estdo bem desenvolvidos os
aspectos imunol6gicos in vitro e in vivo, e parasitologicos pro-
priamente ditos, os quais, juntamente com os quadros morfol6-
gicos, se constituem nas bases para a compreensio da doenga de
Chagas.
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