UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA *
FACULDADE DE MEDICINA
FUNDACAO OSWALDO CRUZ
CENTRO DE PESQUISAS GONCALO MONIZ

FIOCRUZ

Curso de Pos-Graduacio em Patologia

DISSERTACAO DE MESTRADO

INVESTIGACAO SOBRE O PAPEL DOS ANTIGENOS
PARASITARIOS NA PATOGENIA DA MIOCARDITE CRONICA,
EM CAMUNDONGOS INFECTADOS PELO TRYPANOSOMA CRUZI:
A IMPORTANCIA DAS CELULAS DENDRITICAS INTERSTICIAIS
DO MIOCARDIO.

RENATA SIQUEIRA PORTELLA

Salvador - Bahia - Brasil
2006

.



- UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
FACULDADE DE MEDICINA

FUNDACAO OSWALDO CRUZ
CENTRO DE PESQUISAS GONGCALO MONIZ

Curso de Pés-Graduagao em Patologia

'INVESTIGAGCAO SOBRE O PAPEL DOS ANTIGENOS
PARASITARIOS NA PATOGENIA DA MIOCARDITE CRONICA, EM
CAMUNDONGOS INFECTADOS PELO TRYPANOSOMA CRUZI : A
IMPORTANCIA DAS CELULAS DENDRITICAS INTERSTICIAIS DO

MIOCARDIO .

RENATA SIQUEIRA PORTELLA

- Orientadora: Dra. SONIA GUMES ANDRADE

Dissertagao Apresentada para
Obtengcao do Grau de Mestre em
Patologia (Area de Concentragio:
Patologia Experimental)

Salvador - Bahia - Brasil
2006

CPqGM
Biblioteca

ch.:z ﬁ:! 74




Ficha Catalografica elaborada pela Biblioteca do
Centro de Pesquisas Gongalo Moniz / FIOCRUZ - Salvador - Bahia.

P843i

Portella, Renata Siqueira
Investigag&o sobre o papel dos antigenos parasitarios na patogenia da
miocardite cronica, em camundongos infectados pelo Trypanosoma cruzi: a
importancia das células dendriticas intersticiais do miocardio [manuscrito] /
Renata Siqueira Portella. - 2006.
119 f. :il. ; 30 cm.

Datilografado (fotocopia).
Dissertagio (mestrado) — Universidade Federal da Bahia. Centro de
Pesquisas Gongalo Moniz, 2006.

Orientador: Prof. Dra. Sonia Gumes Andrade.

1. Trypanosoam cruzi. 2. Miocardite. 3. Células dendriticas. 4.
Antigenos. L.Titulo.

CDU 593.161:599.323




“Quando se viaja em direcdo a
um objetivo é muito importante
prestar atengdo no caminho. O
~caminho é que sempre nos
ensina a melhor maneira de
chegar e nos enriquece,
enquanto o estamos cruzando”.

( Paulo Coelho)
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RESUMO

INVESTIGAGAO SOBRE O PAPEL DOS ANTIGENOS PARASITARIOS NA PATOGENIA DA
MIOCARDITE CRONICA, EM CAMUNDONGOS INFECTADOS PELO TRYPANOSOMA
CRUZI : A IMPORTANCIA DAS CELULAS DENDRITICAS INTERSTICIAIS DO MIOCARDIO.
RENATA SIQUEIRA PORTELLA

A doenga de Chagas,evolui- em diferentes fases: aguda, com sintomas gerais e
comprometimento cardiaco devido ao parasitismo pelo T. cruzi, das miocélulas cardiacas e sua
rotura o que- determina intensa miocardite, pela presenca dos parasitos e por mecanismos
imunes. Ap6s a fase aguda, os pacientes passam a uma forma indeterminada com escassos
parasitos e lesdes miocardicas focais e discretas. Os pacientes na forma indeterminada, em
40% dos casos, evoluem para uma forma crénica cardiaca. Nesta forma, os parasitos séo raros
nas miocélulas cardiacas, porém uma miocardite cronica difusa e fibrosante se instala,
evoluindo para a insuficiéncia cardiaca e o 6ébito. A patogenia das lesdes cardiacas &
controvertida, sendo atribuida ao parasito o papel de estimular a resposta imune ou a um
mecanismo de autoimunidade. No presente trabalho, utilizando-se o modelo do camundongo,
procura-se investigar o papel dos antigenos parasitarios na manutencdo das lesdes da fase
crénica da infecgéo pelo T. cruzi, pela pesquisa de parasitos e de antigenos parasitarios em
focos inflamatérios ou pela demonstragdo de antigenos seqlestrados e expressos na
membrana de células dendriticas intersticiais do miocardio (CDls), pela marcagéo in situ, por
métodos imunohistoquimicos, utilizando anticorpo anti-T.cruzi. Em camundongos cronicamente
infectados, tratados com quimioterapico especifico, as lesdes histopatolégicas regridem,
permanecendo, entretanto um processo inflamatério residual. Foi desenvolvida uma
investigagdo, com o objetivo de esclarecer, em camundongos cronicamente infectados, tratados
e ndo tratados com o Benzonidazol, a presenca de parasitos ou de seus antigenos , em focos
de destruicdo de miocélulas parasitadas ou capturadas por CDIs , e a sua relagdo com a
persisténcia de infiltrados inflamatérios residuais no coragdo. Foram utilizados camundongos
Suigos infectados com a cepa Colombiana (resistentes ao Benzonidazol) ou com um clone da
21SF (susceptivel) tratados na fase crénica a partir de 90 e 120 dias de infecgdo durante 90
dias. O inéculo para ambos os Grupos experimentais foi de 10* formas saguicolas do T. cruzi
por via intraperitoneal. Os camundongos tratados foram sacrificados 150 ou 200 dias ap6s o
tratamento, juntamente com os controles ndo tratados. Foram realizados os testes de cura
(parasitemia, subinoculagdo em camundongos recém-nascidos, hemocultura, sorologia).
Secgbes de coragdo e de musculo esquelético foram fixadas e processadas para estudo
histopatoldgico em secgdes coradas pela Hematoxilina e Eosina ou pelo método do Picro-Sirius
para colageno e para imunohistoquimica com anticorpos anti-T. cruzi e anti-MAC . Os
resultados mostraram na infec¢do crénica pela cepa Colombiana lesbes inflamatorias,
moderadas a intensas, com necrose de miocélulas cardiacas e infiltrados mononucleares e
fiorose intersticial difusa e focal. Nos tratados, houve regressdo parcial das lesdes
permanecendo infiltrados inflamatérios residuais que variaram de discretos a moderadas e
sinais de regressao da fibrose. Na infecgdo cronica pelo clone 21SF C3 havia miocardite cronica
difusa discreta ou moderada na maioria dos casos. Nos tratados, houve decréscimo das lesdes
" inflamatérias, com sinais de regressado da fibrose. Testes imunohistoquimicos com anticorpos
anti-T.cruzi revelaram detritos parasitarios positivos em focos inflamatérios. As CDIs do
miocardio apresentaram em todos os casos, marcagdo positiva para antigeno do T. cruzi,
comprovando o papel das células apresentadoras de antigenos na manutencgdo das lesdes na
fase croénica da infecgao.

PALAVRAS-CHAVE: Trypanosoma cruzi, Miocardite crénica, Benzonidazol, Antigenos in situ,
Células dendriticas intersticiais.




ABSTRACT

INVESTIGATION ON THE PARTICIPATION OF PARASITE ANTIGENS ON THE PATHOGENESIS
OF CHRONIC MYOCARDITIS IN Trypanosoma cruzi INFECTED MICE: IMPORTANCE OF
INTERSTITIAL DENDRITIC CELLS OF THE HEART.

RENATA SIQUEIRA PORTELLA

Chagas'disease evolves through different phases: an acute phase, with systemic symptoms and
cardiac involvement, due to Trypanosoma cruzi invasion of myocardiocytes and their rupture, which
result in intense myocarditis, amplified by immune mechanisms. Following the acute phase, patients
enter into an indeterminate form of the disease, when parasites are scarce and myocarditis becomes
mild and focal; about 40% of patients progress to a diffuse chronic myocarditis, with fibrosis and few
parasites, cardiac failure and death. The pathogenesis of cardiac lesions is disputed, especially
regarding the role of the parasite and its antigens as opposed to auto-immunity. In the present study
the importance of parasite antigens in maintaining the cardiac lesions during chronic infection with T.
cruzi is investigated using the mice model. Search of parasites or parasite antigens within
inflammatory foci, as well as the demonstration of antigens captured by interstitial dendritic cells of
the heart (IDCs) and expressed at their membrane as revealed by in situ antigen immunolabeling
were performed by using anti-7. cruzi antibodies. In chronically infected mice, treated with specific
chemotherapy, a regression of the histopathological lesions was observed, although a residual
inflammatory infiltrate remained. An investigation was made in chronically infected mice, either treated
or not with Benznidazole, with the aim at clarifying whether the inflammatory infiltrates were related to
the presence of parasites or to their antigens, either in the tissues or at the IDCs membrane.
Chronically infected Swiss mice, either with the Colombian strain (resistant to Benznidazole) or with
the clone 21SF C3 (susceptible) were used. They were treated during the chronic phase (90 to 120
days of infection), for 90 days. Inocula for both groups were of 10° blood forms of T. cruzi,
intraperitoneally injected. Treated mice were killed 150 or 200 days post-treatment, together with
non-treated controls. Parasitemia, sub-inoculation into new-born mice, hemoculture, and serology
were performed for cure tests. Fragments of the heart and skeletal muscles were fixed and processed
for histopathological studies. The sections were stained with Hematoxilin and Eosin, Picro-Sirius-red
method for collagen, and for immunohistochemistry with anti-7. cruzi and anti-MAC antibodies.
‘Results revealed that Colombian-strain chronically infected mice presented inflammatory lesions
varying from moderate to intense, with necrosis of cardiac myocells, mononuclear cells infiltration and
diffuse and focal interstitial fibrosis. Treated mice showed partial regression of the inflammatory
lesions, with the presence of focal or diffuse residual infiltrates, varying from mild to moderate,
besides regression of fibrosis. Mild to moderate chronic diffuse myocarditis was present in most cases
of the mice infected with the clone 21SF C3. Treated mice exhibited subsiding inflammatory lesions.
Inflammatory lesions were residual and fibrosis showed signals of regression. Immunohistochemical
tests with anti-T. cruzi antibodies revealed positively stained parasite debris inside the inflammatory
foci. The IDCs of the heart presented in all cases positive immunolabeling for 7. cruzi antigens,
confirming the participation of antigen presenting cells in the maintenance of chronic phase lesions of
Chagas'disease,

KEY WORDS: Trypanosoma cruzi, Chronic myocarditis,Benznidazole, in situ antigens, dendritic
interstitial cells.
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1- INTRODUGCAO
1.1- Historico

A historia da descoberta da Doenga de Chagas teve seu inicio quando Carlos
Chagas, em 1907, foi solicitado por Oswaldo Cruz para controlar o surto de
Malaria que grassava entre operarios da estrada de ferro Central do Brasil na
regido Norte de Minas Gerais.

Alertado pela populagdo da presenga do “barbeiro”, inseto hematéfago que
habita os domicilios humanos, de habito noturno, Chagas resolveu investigar
se 0 inseto era capaz de transmitir algum tipo de doenga ao homem.
Examinando os “barbeiros”, ele encontra flagelados no intestino posterior de
alguns exemplares colhidos no interior de domicilios, em Minas Gerais.

Ele envia os hematdfagos para Oswaldo Cruz no Rio de Janeiro, para serem
alimentados em Callithrix penicillata livres de infecgdo. Depois de algumas
semanas, observou-se tripanosomas no sangue periférico de um dos animais,
com sua morfologia inteiramente diferente de qualquer espécie conhecida do
género Trypanosoma.

Iniciaram o estudo nos habitantes das casas infestadas pelos “barbeiros”, para
verificar se o parasita poderia transmitir algum tipo de patologia para os
humanos. Depois de repetidos exames negativos do sangue dos habitantes,
encontraram um gato infectado e posteriormente uma crianga febril, que

apresentava formas do parasita na corrente sanguinea (CHAGAS; 1909).
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Depois de diversbs estudos, Chagas inicialmente classificou o protozoario
como Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909). Posteriormente tendo observado em
cobaias experimentaimente infectadas, a presenga de formas esquizogbnicas
nos pulmdes, interpretou-as com sendo formas de divisdo sexuada do T. cruzi,
por isso, resolveu classifica-lo em um- novo género denominado
Schizotrypanum, e a espécie Schizotrypanum cruzi, em homenagem ao Dr.
Oswaldo Cruz (CHAGAS, 1911). Entretanto as formas esquizogdnicas foram
encontradas por outros autores no pulmao de coelhos, cobaias e ratos normais
(‘CH'AGAS, 1909) e cIaSsifibada’ como pertencentes a uma nova espécie que foi

designada como Pneumocystis carini por Delanoe, apud CHAGAS (1913).

1.2- O Trypanosoma cruzi -

O T. cruzi € um protozoario flagelado sanguineo, pertencente ao reino Protista
e sub-reino Protozoa. Incluidos no filo Sarcomastigophora, na classe
Kinetoplastidea e ordem Kinetoplastida, por possuir uma Unica mitocondria,
apresentando o cinetoplasto, que é uma continuidade mitocéndrial, que contem
as copias de DNA circular constituindo os minicirculos e os maxicirculos
(kDNA). Pertencentes a familia Trypanosomatidae, ao género Trypanosoma e
ao subgénero Schizotrypanum, o parasita da espécie Trypanozoma cruzi, tem
como hospedeiro invertebrado, numerosas espécies de hemiptera
hematdéfagos da familia Reduviidae (DE SOUZA, 2000)

A transmissdo aos vertebrados ocorre no momento que o triatomineo infectado
faz o repasto sanguineo, onde ele elimina formas tripomastigotas metaciclicas

do parasita junto com as fezes. As formas tripomastigotas caem na corrente



sanguinea, onde penetram em células nucleadas, principalmente musculares e
macréfagos. O parasita multiplica-se por divisédo binaria sob a forma amastigota
intracelular.

O parasita apresenta formas tripomastigotas com morfologia. variada e a
depender da cepa, durante o curso da infecgdo, podem predominar formas
delgadas, formas largas e as vezes muito largas (BRENER & CHIARI, 1963).
As formas largas sdo mais resistentes ao mecanismo imunolégico do
hospedeiro e permanecem por maié tempo n‘o sahgue periférico, enquanto as
formas delgadas penetram rapidamente nos tecidos e sdo mais susceptiveis

(BRENER, 1969).
1.2.1- Classificagio das cepas

Desde o inicio das investigagbes sobre a Doen¢a de Chagas, amostras do T.
cruzi foram obvtidas de casos humanos, de animais silvestres naturalmente
infeétados ou dos insetos vetores, as quais sdo mantidas erﬁ laboratério,
através de passagem em animais suscetiveis ou por meio de cultura axénico.
Estes tripomastigotas isolados passaram a ser designado pelos pesquisadores
como cepa. |

As fcépas do T.cruzi apresentam diferencas quanfo ao grau de viruléncia,
patogenicidade e tropismo para diferentes tecidos. De acordo com seus
caracteres biologicos, bioquimicos e genéticos, diferentes pesquisadores
resolveram classifica-las em tipos biolégicos (ANDRADE; 1974),

posteriormente designados como Biodemas (ANDRADE & MAGALHAES,
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1997), Zimodemas (MILES et al., 1986 & ROMANHA, 1982) e Esquizodemas

(MOREL et al., 1980, 1986 & GONCALVES et al., 1984).
1.2.1.1- Biodemas

Est‘ud'andQ as caracteristicas biolégicas de cepas isoladas de diferentes areas
geograficas, em camundongos Suigos, ANDRADE (1974) classificou as cepas
de acordo com a parasitemia, morfologia das formas sanguicolas, viruléncia,
patogenicidade e histotropismo, em tipos |, Il, Il e posteriormente designou os
tipos como Biodemas (ANDRADE & MAGALHAES, 1997).

As cepas do Biodema tipo |, se caracterizam pela rapida multiplicagcao
parasitaria com piques muito elevados entre 9 e 10 dias de infecgao; alta
viruléncia e com mortalidade de 100% entre 10 e 12 dias; predominancia de
formas delgadas e acentuado reticulotropismo no inicio da infecgdo. Com o
avan¢o da infecgdo, ocorre a predominancia das formas largas e acentuado
miotropismo. Sao também conhecidas como cepas macrofagotropicas, pelo
parasitismo predominantemente de macréfagos, sendo as cepas Y e Peruana
as mais estudadas.

As cepas do Biodema tipo I, apresentém multiplicagdo lenta com piques
irregulares entre 12 e 20 dias de infecgdo, viruléncia muito variavel com
mortalidade media entre 20 e 25 dias; pequeno numero de formas delgadas e
discreto reticulotropismo no inicio da infecgéo, predominando as formas largas
e Iesées miocardicas em todo o curso da infeccdo. As cepas representantes

desse biodema sao a 21SF e a 12SF.
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O Biodema tipo lll tem como caracteristica a multiplicacdo parasitaria muito
lenta, atingindo piques parasitémicos muito elevados entre 20 e 30 dias; baixa
viruléncia com mortalidade nula até 50 dias. Predominancia de formas largas e
miotropismo em todo o curso da infecgdo. A cepa caracteristica desse biodema
€ a Colombiana. Entretanto, a cepa Colombiana com o passar dos anos, foi se
adaptando ao modelo do camundongo pelas diversas passagens sucessivas,
aparecendo formas delgadas no inicio da infecgdo, aumentando sua viruléncia

e apresentando elevado indice de mortalidade, a partir do 20° dia de infec¢ao.

1.2.1.2- Zimodemas

Os zimodemas sao os padrdes isoenzimaticos que em conjunto caracterizam o
- fenétipo das cepas, pela analise genética da mobilidade eletroforética de
enzimas multilocus em gel de amido. Sua classificagdo foi proposta por MILES
et al. (1980, 1986) em 3 zimodemas Z1, Z2, Z3 e por ROMANHA (1982) em 4
zimodemas ZA, ZB, ZC, ZD.

ANDRADE et al. (1983) correlacionaram os padrées de isoenzimas, proposto
por MILES et al. (1980) para as enzimas PGM, PGI, ASAT e ALAT aos
biodemas, demonstrando que a caracterizagcao bioldgica tem ligagdo com os
perfis isoenzimatico, mostrando que as cepas do biodema tipo Il (12SF e
21SF), pertencem ao. zimodema Z2 e as cepas do biodema tipo Il
(Colombiana), pertence ao zimodema Z1. Ja as cepas do biodema tipo | foram

enquadradas posteriormente ao zimodema Z2b
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1.21.3-Taxa T. cruzile T. cruzi ll

No Simpésio Internacional Sobre Avangos do Conhecimento da Doenga de
Cha.gas 90 Anos Apés sua Descoberta (ANONYMOUS; 19‘99), pesquisadbres
de diversos grupos propuseram uma sistematizagcdo das diversas
classificagdes para o T. cruzi, estabelecendo uma nova classificagdo em dois
taxa, denominados 7. cruzil e T.crUzi II, que englobam classificagcdes ja citadas
e adljelés baseadas em analises filogenéticas € no DNA ribossomal (SOUTO et
al. 1996) e nos genes de mini-exon (FERNANDES et al., 1999).

As cepas do Biodema tipo Il e Zimodema Z2 foram incluidas no taxa T. cruzi ll
e as cepas do Biodema tipo Ill e Zimodema Z1 foram incluidas no taxa T. cruzi
I. O biodema tipo | (ANDRADE & MAGALHAES, 1997) e o zimodema Z3
(MILES et al., 1980) ndo puderam ser agrupados de acordo com essa

classificagao.
1.3- A Doenca de Chagas

A doenca de Chégas € uma endemia no continente americano, particularmente
nas regides tropicais e sub-tropicais da América Latina sendo causada pelo
protoz‘oério -ﬂagelado Trypanosoma cruzi. Essa enfermidade & um sério
problema de saude publica, estimando-se que cerca de 16 a 18 milhdes de
pessoas estejam infectadas em todo o continente americano, apresentando o
Brasil aproximadamente 6 milhdes de chagasicos (WHO, 1991). Com o

programa de controle do vetor, através da aplicagao de inseticidas ou melhoria
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habitacional, resultou em uma significativa redugdo da transmissao da doenga
(DIAS et. al., 2002).

Essa doen¢a pode apresentar uma fase aguda, caracterizada por sinais e
sintomas como febre, cefaléia, mal-estar, hepatoesplenomegalia e o
aparecimento do sinal de Romana ou Chagoma de inoculagdo, sendo o
parasito facilmente detectado no sangue periférico. A fase aguda pode ser
muito gravé levando ao 6bito em cerca de 7 a 10% dos casos devido a
miocardite aguda e a meningoencefalite (ANDRADE, 2000). Em alguns casos
os sintomas séo geralmente confundidos com os de outras patologias, com
isso, a infecgdo aguda pode passar despercebida. Apés a fase aguda o
pacieﬁte entra em uma fase indeterminada e assintomatica, podendo
permanecer por muitos anos. Nesse estagio, os pacientes ndo apresentam
alteracbes ao exame radiolégico de coragdo e tubo digestivo e
eletrocardiografico e a doenga s6 pode ser detectada através de exames
sorolégicos e do xenodiagnéstico. Com o passar dos anos, cerca de 10% dos
individuos soro positivos irdo desenvolver os megas do tubo digestivos
(REZENDE, 2000) e 30% as alteragbes crOnicas cardiacas, apresentando
arritmias, bloqueio atrio ventriculares, bloqueio do feixe de Hiss, aumento da
area cardiaca, ocasionando com isso, inéuficiéncia cardiaca congestiva
(LARANJA et. al. 1953 & MARIN-NETO et. al, 1999). Durante essa fase os
parasitas sdo escassos e as lesfes inflamatérias observadas, provavelmente
estdo relacionadas com o processo de hipersensibilidade tardia ou a

persisténcia de antigenos parasitarios.
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1.3.1- A Patologia da Doen¢a de Chagas

Na fase aguda da infeccdo aparece no miocardio uma reagédo inflamatoria
difusa e densa, que pode ser bastante evidente na miocardite aguda do homem
e de outros vertebrados como o cdo (ANDRADE et al; 1984). A severa
inflamagao é freqlientemente acompanhada de necrose de células parasitadas
e nado parasitadas, ocasionando complicagées que podem ser monitoradas
eletrocardiograficamente, podendo determinar arritimias, faléncia cardiaca e
morte (ANDRADE; 1984).

ANDRADE et al. em 1994, observaram por microscopia eletrénica que a
destruigao celular se inicia nas areas de adesao dos linfécitos e macréfagos as
células musculares e endoteliais de capilares do miocardio, resultando em uma
microangiopatia.

Com o passar do tempo, o organismo sofre uma modulagido imunolégica,
controlando a infecgdo, tornado escasso o parasitismo e as lesdes
inflamatérias assumem um carater discreto e focal, e sdo compostas por
células mononucleares (ANDRADE, 2000).

Com o surgimento da fase indeterminada, estabelece-se um estado de
aparente equilibrio entre o parasito e o hospedeiro, permanecendo sem
manifestacdes clinicas por um longo periodo de tempo.

Histopatologicamente, a forma indeterminada revela pequenos focos de
inflamagao do miocardio. Estudo ultraestrutural, realizado por ANDRADE et al.
(1997), demonstrou que o infiltrado inflamatério € composto por linfécitos,

plasmécitos, macréfagos e poucos polimorfonucleares. Essas células estido
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localizadas em areas focais do miocardio, sem estabelecer um contato direto
com os miocardiocitos o que evita a destruicdo tecidual, como ocorre na fase
aguda.

A transigdo para a fase crbnica da doenga ocorre em 30% dos individuos,
provavelmente através de uma supressdo da modulagao imunolégica entre o
parasita e o hospedeiro, reativando a inflamagdo (ANDRADE, 1999). A fase
cronica € caracterizada por uma progressiya miocardite, que estad associada
com um intenso e difuso infiltrado ihflé’matério mononuclear, areas de necrose
de células cardiacas e formacgédo da fibrose (ANDRADE et al., 1991, 1999,
2000). A inflamagédo é encontrada principalmente nas regides perivasculares
do miocardio, sendo dificil a detec¢do do parasita. Esses danos ocorridos na
fase cronica da doenga' sd0 responsaveis pela hipertrofia do coragao,
insuficiéncia cardiaca, fenbmenos tromboembodlicos, arritmias variadas e morte
subita (ANDRADE; 2000).

ANDRADE et al. em 1987, reproduziram experimentalmente a transicdo da
‘fase indeterminada para a intensa e progressiva miocardite encontrada na
forma crénica no modelo com cédo, com a administracdo de baixas doses de
ciclofosfamida. Todos os animais tratados desenvolveram uma intensa e difusa
miocardite. Células mononucleares foram vistas na periferia e no interior de
miocardi6citos em desintegragdo, semelhantes ao encontrados na infecgao
humana.

Essa reacdo inflamatéria tardia, progressiva e destrutiva s6 & encontrada no
tecido cardiaco (ANDRADE, 1999). Alguns focos inflamatérios também podem
ser encontrados..em outrosv 6rgaos, como no éistema digestivo. Nesse local as

lesbes apresentam um aspecto cicatricial ou residual. Por isso tem sido
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sugerido que a perda de neurdnios no sistema nervoso autbnomo ocorre,
predominantemente, durante a fase aguda da infeccdo. Essa perda de
neurdnios posteriormente deéencadeia a hipertrofia da camada muscular do
esOfago e do célon, ocasionando o aparecimento dos megas do aparelho
digestivo na fase cronica da doen¢a (KOBERLE; 1958, 1958).

O aparecimento da intensa inflamagdo que s6 ocorre no coragdo na fase
cronica da doen‘g;a tem sido discutido por diversos autores, tornando-se um
assunto muito débatido. A falta de relacdo entre a gravidade das lesdes e
intensidade do parasitismo sugere que, a patogenia da doenga de Chagas seja
relacionada por um mecanismo de autoimunidade. Contudo a presenga de
antigenos paraéitérios detectados nas lesbes cardiacas através de técnicas
mais sensiveis (JONES et al. 1993; HIGUCHI et al.1993; YOUNES-
CHENNOUFI et al; 1998), fala a favor da importancia do parasito e de seus

antigenos na determinagao das lesdes da fase cronica.
1.4- O papel do parasito e de seus antigenos

O inicio da doenga de Chagas ocorre com a invasdo do 7. cruzi no

organismo do hospedeird vertebrado, dando origem a uma inflamagao, com

a presenga dos parasitos nos tecidos, sendo posteriormente a infecgéo

aguda controlada por uma resposta imune do hospedeiro.

A hipotese da autoimunidade para explicar as lesdes da doenga de Chagas,
" 'surgiu pelo féto dos parasitas serem dificiimente detectados nos locais de

maior destruicao tecidual, no hospedeiro cronicamente infectado. Analises

histopatolégiéas de tecidos de hospedeiros cronicamente infectados com o
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T. cruzi apresentaram células inflamatérias e fibrose, com poucos relatos de
'parasitaé, nos locais vde intensa inf.Iamagéo (ANDRADE, 1999). Essas
observacoes tém sido usadas como um forte argumento a favor da hipétese
autoimune para justificar os danos teciduais na fase cronica da doenca.
Entretanto quando sdo usadas técnicas mais sensiveis, os parasitas podem
sér fa'c;ilrhente' detectados é cbrrelacionadoé com a destruicdo tecidual.
JONES et al. (1993) através da técnica de reagdo em cadeia de polimerase
(PCR), detectaram a presenga do DNA do T. cruzi em tecido cardiaco de
pacientes com historia de cardiobatia chagasica crbénica, mas néo
.observaram' em paciéntes com sofologia positiva, sem evidéncia de
inflamacdo cardiaca. YOUNES-CHENNOUFI et al (1998) obtiveram
resultados semelhantes utilizando a técnica de imunofluorescéncia, onde
evidenciaram a presenc¢a de antigenos do T. cruzi, através da marcagem
dos antigenos‘ de supérficie do parasita, demonstrando é presencga destes
nos tecidos durante a fase crénica da infecgdo experimental.
Demonstrando que a estimulagcado antigénica persiste na fase crdnica da
doenga, mesmo sem a detecgcdo morfolégica do parasita, HHGUCHI et al.
(1993) analisando 6 diferentes regi6es .dd corégéo humano, constataram a
presenca de antigenos do T. cruzi em 7 dos 8 coragbes mapeados através
da técnica de imunohistoquimica, observando uma correlagdo entre a
presenca do antigeno do T. cruzi com moderado ou severo infiltrado
inﬂamat()rio,. conséq(]entemente com as lesdes ocorridas na fase cronica da
doenga.

A presenga de antigenos especificos do parasita também foi detectada em

células dendriticas intersticiais do miocardio, na miocardite aguda e crénica
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de ‘cles infectados pelo T. cruzi, sugerindo que as mesmas s&o
responsaveis pela estimulagdo antigénica de linfocitos CD4" (ANDRADE,
2000), e manutengao da miocardite na doen¢a de Chagas.

A relagao entre a persisténcia do parasito em o6rgaos especificos e a
severidade das lesGes ocasionadas nesses 6rgaos, foi observada em
pacientes com a doenga de Chagas crénica (HIGUCHI et al; 1993).

Nos estudos de VAGO et al. (1996), pdde ser detectada a presenga do DNA
do parasita em tecido esofagico de pacientes soropositivos, com relato de
| megéesc‘ifago ou lesdes inflamatérias no es6fago, mas nédo no eséfago de
pacientes que morreram com cardiopatia chagasica, sem evidencia dos
megas. A détecgéo do DNA do parasita, no coragéao, também pode ser
identificada em individuos com a doencga cardiaca, mas néo foi observado
qUando analisédo o tecido esofégicb (JONES et al. ;1993).

A carga parasitaria no tecido é dependente da eficacia da resposta imune
do hospedeiro na eliminagdo ou limitagdo da replicagdo do parasita
(ZHANG et. al.; 1999). Quando o controle imune néo é eficiente, a carga
'parésitaria ea inflar’ﬁagéo, aum‘entém o potencial para os danos teciduais
(TARLETON; 2003). A supressao da resposta imune durante a infeccéao
pelo T. cruzi, resulta em um significante aumento da carga parasitaria na
fase aguda ou reativagdo da doenga na fase crbnica. Essa reativagdo em
humands & mais freqiiente' em individuos transplantados, que utilizam
drogas imunossupressoras (ALMEIDA et al., 1996), ou em pacientes
portadores do virus da imunodeficiéncia adquirida — HIV, que possuem o

sistema imunolégico debilitado, ocasionando uma severa meningoencefalite

24



com areas de necrose associada com o parasitismo tecidual e a
exarceba(;éo.da miocardite (ROCHA et al., 1994 & SARTORI et al., 1995).
Um dado importanté a favor da relagéo entre a persisténcia do parasito com
a se\)eridéde da doenga, é a evidencia em casos humanos e em modelos
experimentais, de que a reinfec¢do ou a continua exposi¢cdo, devido a
permanéncia nas areas endémicas, aumenta a severidade da doenga
(STORINO et al. 2002 & BUSTAMANTE et al. 2003). Estudo experimental
em éamundongos com triplice infec¢do demonstrou uma significante
exacerbacdo das lesbes inflamatérias no miocardio e musculo esquelético
pelas suceséivas reinoculagées (ANDRADE et al., 2006).

Uma outra forma de investigar o efeito da carga parasitaria sobre os niveis
dés lesdes histopatologicas, € através do uso de drogas antiparasitarias na
fase conica da doencga experimental. O tratamento especifico, € capaz de
reduzir a carga parasitaria € consequentemente a severidade das lesbes
em animais experimemtais (ANDRADE et al.; 1976, 1989) e em humanos
(VIOTTI et al. ;1994).

Se a doenga de Chagas fosse uma doenga autoimune, que nao
dependesse da continua presenca do parasita, porque a severidade da
mesma aumentaria, quando o individuo sofre reinfec¢des? (MACEDO et. al,
1976) Como explicar o-decréscimo da morbidade em grupos de pacientes
que fizeram tratamento quimioterapico com drogas antiparasitarias?
(VIOTTI et. al., 1994) Por que os pacientes que soro negativaram, com o
passar do tempo, abés o tratamento especifico ndo desenvolvem a doencga
autoimun-e? 'Como explicar a regressao das lesdes fibrotico-inflamatério em

camundongos tratados? (ANDRADE et. al., 1991) Essas sao perguntas que
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fortalecem a hipoteses da persisténcia do parasito para o desenvolvimento
das severas lesdes encgnt_radas na doenga de Chagas cronica.

A doen¢a de Chagas nao apresenta a maioria dos principais critérios para
ser considerada como uma doenga autoimune (BENOIST & MATHIS,
2001). A grande variagdo das idades dos pacientes no comego das
manifestagdes clinicas, a falta de periodos de_ exacerbagéo e remissao, a
auééncia tipica de um elevado e constante nivel de auto-anticorpos e a falta
de envolvimento de outros érgaos, diferenciam a doenca de Chagas de um
processo autoimune (ANDRADE, 1999).

Embora ainda nao exista um tratamento eficaz, & valido incentivar o
tratamento quimioterépico capaz de reduzir a carga parasitaria € com isso,
a progressao da doenga, como indicam os dados experimentais (ANDRADE

et. al., 1991).
1.5- Autoimunidade na Doenga de Chagas

Apesar de muitos estudos, o mecanismo de desenvolvimento das lesées na
doenga de Chagas ainda permanece em constante debate. A dificil
detecc;éb dos parasitas n‘os locais de maior destruigcao tecidual, sugere que
a resposta patogénica na forma cardiaca da doenga de Chagas, nao seja
apenas contra antigenos do parasita, mas também contra antigenos
prép_rips, que podem contribuir para estimulacdo das células T, que séo
'requisitadas na formacgado das lesdes teciduais. GIRONES et al. (2001,
2003) transferiram células T purificadas do bago de camundongos

cronicamente infectados para animais normais, induzindo inflamagao no
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miocardio dos camundongos receptores, provocando, com isso, a produgao
de lesdo na auséncia do parasita. Esses achados indicam que as células T
autoreativas ativadas durante a infeccdo sdo suficientes para induzir
miocardite no camundongo.

Sugerindo que a autoimunidade esta diretamente envolvida na rejeicao de
transplantes cardiacos em animais cronicamente infectados, RIBEIRO-
DOS-SANTOS et al. (1992), investigaram a autoreatividade contra o
coragdo de camundongos recém-nascidos transplantado na orelha de
camundongos singénicos cronicamente infectados com T. cruzi,
demonstrando a rejeicdo do 6rgao transplantado. Nao ocorreu rejei¢cdo
guando o transplante foi feito em animais livres de infecgdo, porém a
transferéncia de células CD4 de camundongos cronicamente infectados
determina rejeicao nos camundongos normais. Os resultados indicam que
a rejeicao do transplante em animais cronicamente infectados é mediada
por células T CD4" e o estado de tolerancia pode ser restabelecido se os
animais forem tratados, antes do transplante, com anticorpos anti-CD4. Em
contradicdo, TARLETON et al. (1997) verificaram em diferentes linhagens
de camundongoé, que a rejeicdo do transplante singénico nao ocorre em
camundongos cronicamente infectados, e que essa rejeicdo soO foi
observada, quando o transplante foi feito em animais na fase aguda da
infecgdo, onde se detectaram parasitas no corag¢ao transplantado ou,
quando o parasita foi injetado diretamente no tecido transplantado,
concluindo que a resposta imune contra o T.cruzi foi a responsavel por essa

rejeigao.
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A respbsta .imune contra antigenos proprios na doenga humana e
experimental_ tem sido bastante estudada. As lesbes teciduais causados
pela infeccdo com T. cruzi tém ocasionado o aparecimento de
autoanticorpos com habilidade de induzir alteragbes patologicas
cafacteristicas da doenga de Chagas crénica. Entretanto a presenca desses
autoanticorpos nao tem sido claramente mostrada como a causa ou como
conseqiiéncia da doenca.

A respeito da autoimunidade como a principal causa para a doenca de
Chagas, supde-se que exista uma reagdo cruzada entre as respostas
imunes contra antigenos préprios e antigenos do parasita. Ha uma
possibilidade de que, a autoimunidade seja induzida pelo compartilhamento
de epitopos entre o parasita e o hospedeiro (mimetismo molecular). As
lesées teciduais sdo inicialmente causadas pela infec¢do, ocasionando a
destruicdo do miocardio e com isso, a liberagcdao da miosina que apresenta
epitopos com seqiiéncias de aminoacidos semelhantes aos epitopos B13
do Trypanossoma cruzi (CUNHA-NETO et al, 1995). Células
mo.nonucleares‘ sanguineas de pacientes com cardiopatia chagasica
produziram IFN-y, mas exibiram um decréscimo nos niveis de |L-4 apds
estimulagéo in vitro com miosina cardiaca B13. Esses resultados indicam
um padréo para produgdo de citocinas do tipo Th1, sugerindo que a
destruigéo éardiaca pode ser modulada por citocinas inflamatorias
provocadas pela miosina cardiaca B13 (CUNHA-NETO et al., 2001).
Existem estudos relatando que a indugdo de tolerdncia imunoldgica para
antigenos cardiacos, pode reduzir-as lesées teciduais apos a infecgdo com

o T. cruzi. A respeito desse assunto, PONTES-DE-CARVALHO et al. (2002)
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utilizaram camundongos BALB/c que foram tolerizados com a administragao
de anticorpos monoclonais anti-CD4 e fragdes ricas em miosina antes da
infecgdo com a cepa Colombiana, demonstrando que os coragdes que
foram tolérizédos, nao apresentaram ou tiveram uma discreta miocardite em
oito meses ap6és a infecg¢ado, entretanto, os animais nao tolerizados tiveram
uma intensa inflamagao. Segundo os autores, esses resultados
demonstram_ o papel da autoimunidade na cardiopatia chagasica cronica,
sugerindo que a prevencgéo ou inibigdo pode ser feita através da indugéo da
tolerancia a antigenos cardiacos.

O papel da miosina tem sido evidenciado em outras miocardiopatias onde
se detectou autoimunidade. DONERMEYER et al. (1995) e ROSE et al.
(1996) investigaram a miocardite causada pelo virus Coxsackie B3. Apos a
infecgao vira}l em camundongos, o RNA do virus pode ser detectado nos
miocitos, transformando posteriormente a miosina em um autoantigeno
capaz de provocar as lesdes teciduais. Camundongos da linhagem A/J, que
sdo utilizadas para estudos com autoimunidade em resposta a imunizagao
com miosina ou infecgdo com o virus Coxsackie B3, sdo também usadas na
infecgdo com o T. cruzi. LEON et al. (2003) estudaram a contribuigdo da
miosina, na inflamagéo e destruigdo do tecido cardiaco na fase aguda da
doenga, cdncluindo que a tolerizagdo com a miosina nao afeta a miocardite
nos animais infectados, mas reduz a inflamagcdo e a fibrose nos
camundongos que foram imunizados com miosina. Em contraste, a
tolerizagdo com T. cruzi induziu a diminui¢ao da inflamagao cardiaca, mas
éumentbu a carga parasitaria, sendo esta, a responsavel pela elevada

mortalidade dos animais. Esses resultados indicam que a miosina nao
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contribui significativamente para as lesées cardiacas, e a resposta imune
especifica para o parasita € importante no controle da carga parasitaria e da
inflamacgao, na infecgéo aguda com o T. cruzi.

Apesar da possivel influéncia dos mecanismos de autoimunidade, nas
lesdes teciduais na doenga de Chagas, o papel do parasita deve ser melhor
estudado, principalmente se considerarmos que o tratamento curativo,
podera proporcionar a regressao das lesées (ANDRADE et al., 1991) e uma

melhora no quadro clinico dos pacientes chagasicos.

1.6- Apresentacdio de antigenos pelas Células Dendriticas

Intersticiais do Miocardio (CDI)

As células dendriticas sdo uma populagédo de células heterogéneas originadas
da medula 6ssea, que apés sua maturagdo podem residir tanto nos tecidos
linfoides como nos nao linféides (HART & McKENZIE, 1990). As células
dendriticas sdo encontradas nos tecidos num estagio imaturo e respondem a
varios quimiotaticos no local da inflamagdo. Uma vez ativada pelos
microorganismos e estimulos - inflamatérios, elas capturam e processam
antigenos, migrando para os linfonodos ou para o bago, onde irdo ativar as
células T naives antigeno — especifica. Durante a migragao, as células
dendriticas, aumentam a expressao das moléculas de MHC classe I,
moléculas costimulatérias (CD40, CD80, CD86) e de adesado (LFA, ICAM),
fortalecendo a ligagdo com a célula T e induzindo a produgao de citocinas no

local (HART & McKENZIE, 1990).
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As células dendriticas intersticiais do miocardio (CDI) sao células alongadas,
uniformemente distribuidas no intersticio cardiaco, possuem o citoplasma
compacto e geralmente com dois ou trés prolongamentos delgados (ANDRADE
et al., 2000). Elas sdo capazes de capturar antigenos e migrar para a zona T
do bago, onde ativam linfécitos T antigenos especificos.

A persisténcia das lesdes inflamatérias na fase cronica da doenga pode estar
correlacionada com a apresentagao de antigenos do T. cruzi capturados pelas
células dendriticas intersticiais do miocardio e expressos na membrana
associados as moléculas de MHC classe Il. ANDRADE et al. (2000) utilizando o
modelo experimental do cédo, detectaram através de imunohistoquimica, a
presenga de antigenos parasitarios na membranas de CDls e um significativo
aumento na concentragdo dessas células nas areas cardiacas de infiltrado
inflamatério e nas proximidades de células parasitadas, em animais na fase
aguda e cronica da doenga de Chagas, sugerindo uma direta relagéo entre o
nimero de células dendriticas intersticiais e a intensidade da inflamacgéao. A
fibrose e as lesdes inflamatérias vistas na miocardite chagasica crénica,
provavelmente envolvem estimulos constantes da imunidade celular pela
apresentacdo de antigenos do parasito pelas células dendriticas aos linfécitos
T.

VAN OVERTVELT et al. (1999) mostraram que as células dendriticas podem
ser infectadas 'p‘e_lo T. cruzi, ocasionando uma diminuicédo na produgéo de IL-12
e TNF-a e a redugdo da expressao das moléculas de HLA-DR e das moléculas
costimulatorias - CD40, sugerindo que a inibicao dessas moléculas de
superficies pelo T. cruzi € uma estratégia de escape, do sistema imunoldgico

para a sobrevida e permanéncia do parasito no hospedeiro.
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Investigando a influéncia de duas cepas do T. cruzi, que diferem no grau de
viruléncia e patogenicidade, sobre as células dendriticas, e a expressao do
complexo MHC classe |l e das moléculas coestimulatérias na capacidade de
estimular os linfécitos T, SOTO et al. (2003) demonstraram que a modulagéo
da expressdo da molécula de MHC classe Il pelas células dendriticas
intersticiais depende da viruléncia da cepa. Cepas mais virulentas inibem ou
reduzem a expressdo da molécula de MHC classe Il na superficie da célula
}aprésen'tadora ‘de antigeno (APC), enqu'anto cepas menos virulentas
preservam a maturagdo das células dendriticas, permitindo que o hospedeiro
possa melhor controlar a carga parasitaria e sobrevida na fase aguda. Esses
resultados sugerem que a infecgdo pelo T. cruzi pode modular a fungéo da
APC.

As células dendriticas foliculares do bacgo diferem das células dendriticas
intersticiais do coracdo. Estas células estdo nos centros germinativos dos
foliculos linféides e apresentam antigenos do T. cruzi as células B ou células
de 'meméria.} ‘Estudos ‘experimentais associ'adbs com o tratamento
quimioterapico na doen¢a de Chagas, ndo tém estabelecido uma correlagao
entre a cura parasitolégica e a negativagdo da sorologia. O tratamento de
camundongos na fase aguda e crbénica da infec¢do com o Nifurtimox ou o
Benzonidazol, resultou erh uma grande propor¢ao de cura pérasitolégica,
dependendo da cepa do T. cruzi utilizada. Entretanto, a sorologia desses
animais permaneceu positiva por seis meses ap6s o término do tratamento
(ANDRADE et al. 1985, 1989). Com isso em 1991, ANDRADE et al. detectaram
em camundongos Cronicaménte infeciados, através da técnica de

imunoeletronmicroscopia, a presen¢a de antigenos parasitarios do T. cruzi,
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expressos na membrana de células dendriticas foliculares do bago. A
persisténcia desses antigenos associados as células dendriticas foliculares, em
camundongos parasitologicamente curados pelo uso de quimioterapicos, foi
considerado o responsavel pela permanéncia de sorologia positiva, através da

sensibilizacao de linfécitos B, que séo responsaveis pela memoria imunologica.
1.7- Quimioterapia na Doenga de Chagas

A obtengao de cura para a doenga de Chagas permanece um problema em
aberto porque ainda ndo existe no mercado uma droga eficaz na eliminagao
total dos parasitas. Atualmente, o tratamento da doenca de Chagas esta
restrito a duas drogas nitro-heterociclicas: o nifurtimox (3-metil-4-(5'-
nitrofu‘rfuri|idenoamino) tetrahidro-4H-1,4 tiazina-1,1-diéxido) introduzido na
clinica em 1965, e que teve sua produgdo descontinuada no Brasil, e o
Benzonidazol (N—benzil—2—hitro-1-imidazol acetamida) introduzida na década
seguinte (LUQUETTI, 1997).

Nifurtimox e Benzonidazol sdo ativas na fase aguda da doenga de Chagas,
porém as tentativas de tratamento em humanos na fase cronica tém resultados
cdntroversos. Estﬁdos experimentais mostraramdiferengas de suscetibilidade
de diferentes cepas aos quimioterapicos, registrando cepas de alta, média e
baixa suscetibilidade (ANDRADE et al., 1976, 1977, 1985). As cepas do
Biodema tipo Ill mostraram alta resisténcia ao Nifurtimox e ao Benzonidazol
' (ANDRADE et al.; 1975, 1977), enquanto.a cepa 21SF do tipo Il e seus clones
mostraram alta susceptibilidade ao tratamento quimioterapico com o

Benzonidazo!, chegando os clones 21SFC3 e C4 apresentarem 100% de cura
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parasitolégica (CAMPOS: et al.; 2005). Também FILARDI e BRENER (1987)
registréram diferengas de suscetibilidade e resisténcia entre cepas ao
tratamento quim_ioterapico.

Na fase cronica da infecgcdo pelo T. cruzi existe uma resposta aos
quimioterapicos. de reconhecida acgado anti-parasitaria, ocorrendo uma
dirhinuigéo do parasitismo e consequentemente das lesdes inflamatérias no
miocardio e mus_culo esquelético em camundongos tratados com essas drogas
(ANDRADE et al.; 1976, 1989).

Analisando pacientes que foram submetidos ao tratamento especifico com o
Benzonidazol ou o Nifurtimox, e comparando com os que nao receberam a
droga, FABBRQ de SUASNABAR (2000), observaram uma melhora clinica
desses pacientes, com diminuigao dos titulos sorolégicos.

Estudos patolégicos sobre a reversao da. fiborose em camundongos
cronicamente infectados com o T. cruzi, ANDRADE (1991), demonstraram
através de estudos ultra-estruturais, a relagdo da fibrose com o processo
inflamatério, indicando a diminuigdo das lesdes pelo tratamento especifico.
Essas observagdes podem ser relevantes para o tratamento de individuos
assintomaticos e cronicamente infectados.

O Nifurtimox e o Benzonidazol apresentam sérios efeitos colaterais, com danos
principalmente no sistema nervoso central e no trato gastrointestinal, causando
inapeténcia, nauseas, vomitos, perda de peso, dermopatia e polineuropatias,
pbr isso em alguns casos humanos o tratamento & temporariamente suspenso

ou mesmo abandonado (CASTRO; 2000).
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1- HIPOTESE DE INVESTIGACAO

Dados da literatura comprovam que o tratamento etiolégico curativo na fase
crénica da  infeccdo pelo T. cruzi, em camundongos experimentalmente
infectados determina a regressdo das lesbes fibrético inflamatérias do
miocardio e de musculo esquelético (ANDRADE et. al.,, 1991). Este fato foi
atribuido a eliminagdo do agente etioldgico nos camundongos curados.
Entretanto foi verificada em uma percentagem dos animais tratados, a
persisténcia de lesdes inflamatdrias focais, residuais, em miocardio, mesmo
nos casos em que os testes de cura parasitolégicos deram resultados
negativos. Nos camundongos tratados e ndo curados, ha também nitida
diminuico das lesées, o que & atribuido & diminuicao da carga parasitaria,
sendo escasso ou ausente o parasitismo do coragdo ao exame histopatoldgico,
porém focos inflamatérios estao freqlientemente presentes.

Baseados nestes fatos,elaboramos as seguintes hipéteses:

1) Nos animais com testes de cura negativos, a persisténcia de lesdes
residuais, especialmente no miocardio, estaria relacionada a presenca de
antigenos parasitarios sequestrados em células dendriticas intersticiais do
miocardio, as quais, pela sua capacidade migratéria, sdo capazes de estimular
" as células TCD4 do baco, determinando lesées resultantes do mecanismo de
hipersensibilidade tardia no miocardio (ANDRADE ET AL. 2000)

2) Nos camundongos néo curados, com diminuigao da carga parasitaria,
parasitos remanescente _podem se multiplicar e determinar lesdes focais
decorrentes de dés’tr'uig'éo intracelular, com presenca de antigenos particulados

em focos de inflamagao do miocardio.
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3- JUSTIFICATIVA

Afim de contribuir para esclarecer o papél dos antigenos parasitarios na
patogenia da folrma cronica da doenga de Chagas, foi elaborado o presente
trabalho experimental. Para isto uma das possibilidades de estudo seria a de
eliminar os parasitos do animal experimental e verificar a influéncia desta
eliminégéo' nas lestes tissulares. A presen¢a de lesées inflamatérias residuais
em camundongos experimentalmente tratados e curados, sugeriu a hipétese
de que antigenos parasitarios poderiam estar envolvidos na manutengéao
destas lesbes. Levando em conta as diferencas de suscetibilidade das cepas
do T. cruzi, éo tratamento quimioterapico, utilizamos no presente trabalho a
cepa Colombiana (Biodema Tipo lll) de baixa suscetibilidade ao Benzonidazol e
um clone da cepa 21 SF (Tipo IlI) clone 21SF- C3, altamente suscetivel.
Levando em conta, que ha uma percentagem de camundongos que ndo sao
curadbs pelo tratamento, justifica-se investigar, no presente trabalho a
presencga de antigenos parasitarios no miocardio, ndo sé nos animais curados,
nas células dendriticas intersticiais do miocardio, como nos camundongos néo
curados, em focos inflamatérios, sob a forma de antigenos particulados
resultantes de desintegracédo de parasitos intracelulares remanescentes apés o
tratamento. Afim de comprovar a cura nos animais tratados, diferentes testes
parasitolégicos convencionais foram feitos. Deste modo, a comprovagéo de
antigenos no coragdo, podera contribuir para o esclarecimento sobre a
patogenia das lesGes residuais apés o tratamento quimioterapico especifico,
permitindo correlaciona-las com os testes de cura parasitologicos e a resposta

sorolégica especifica.
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4- OBJETIVO GERAL

Investigar a presenga de antigenos parasitarios nos tecidos de camundongos
infectados com duas diferentes cepas do T. cruzi, tratados e nédo tratados com
Benzonidazol e correlacionar a sua presenga com o processo inflamatério e

com a positividade da sorologia.

4.1 Objetivos especificos

1- Comparar o processo de evolu¢do e regressao das lesdes teciduais em
coragao e musculo esquelético de camundongos cronicamente infectados pelo

T. cruzi, tratados e nao tratados com Benzonidazol.

2 — Investigar se a presenca de antigenos do T. cruzi esta relacionada com a

persisténcia de lesdes inflamatérias residuais do miocardio.
3- Demonstrar que células dendriticas intersticiais do miocardio estéo
relacionadas com apresentacdo de antigenos parasitarios, favorecendo a

manutenc¢ao das lesdes teciduais.

4 — Avaliar os titulos soroldgicos de anticorpos especificos anti- T. cruzi pds-

tratamento dos animais tratados e dos controles nao tratados.

37



5- MATERIAL E METODOS
5.1 Animal experimental:

O presente estudo foi realizado em camundongos Suigos com idade de 30

dias, pesando entre 15 a 20g.

5.2 Cepas utilizadas:

Os animais foram infectados com a cepa Colombiana (Biodema Tipo Il , T.
cruzi 1) caracterizada como resistente ao tratamento com Benzonidazol ou
com o clone 21SF-C3 da cepa 21SF (Biodema Tipo Il, T cruzi 1), susceptivel
ao tratamento.

5.3 Inécu_lo:

O inoculo foi de 10* formas tripomastigotas sangiiicolas, obtidas de

camundongos previamente infectados, administrado por via intraperitoneal.

5.4 Grupos experimentais:

Para o desenvolvimento desse trabalho, os animais infectados foram divididos
em dois grupos independentes. O Grupo A foi composto pelos camundongos

infectados com a cepa Colombiana e o Grupo B pelos camundongos infectados

com o clone 21SF-C3.
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No Grupo A, foram inoculados 177 camundongos, sendo que 42 chegaram ao
estagio cronico.
O Grupo B foi constituido por 102 camundongos Suigos, infectados com o

Clone 21SF-C3. Destes, 58 camundongos sobreviveram até a fase cronica.

Os camundongos cronicamente infectados dos Grupos A e B foram divididos
respe‘ctivamente em dois subgrupos (Subgrupos 1e 2). O Subgrupo 1, formado
pelos camundongos infectados e sacrificados com 150 dias pés-término do
tratamento e o Subgrupo 2, formado pelos camundongos infectados e
sacrificados com 200 dias pos-término do tratamento. Para controle, foram

utilizados camundongos normais nao infectados.
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6- METODOLOGIA

Os animais foram diariamente acompanhados através da contagem dos
parasitas sangiiineos e pelo registro da mortalidade cumulativa, durante 50

dias.
6.1- Parasitemia:

A par.asitem.ia na fase aguda da infecgdo foi avaliada pela contagem do numero
de formas tripomastigotas no sangue periférico obtido pela secgao da cauda do
animal infectado, examinado entre l|amina e laminula em 50 campos
microscopicos de grande aumento (400X). Os resultados foram avaliados pela
média obtida ad exame de 5 camundéngos em cada grupo.

Com o intuito de diminuir a carga parasitaria e controlar a mortalidade, todos
os camundongos infectados com a cepa Colombiana foram tratados do 20° ao
23° dia e os infectados com o clone 21SFC3 , foram tratados, rdo 12° ao 14°

dia de infecgdo, com o Benzonidazol , na dose de 100mg/kg/dia.
6.2- Mortalidade:
Foi avaliada diariamente durante o curso da infeccdo em todos os grupos

experimentais e a mortalidade cumulativa foi avaliada pelo numero de animais

mortos em um periodo de 50 dias pds-infecgao.
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6.3- Tratamento:

O tratamento dos animais do Grupo A, infectados com a cepa Colombiana, e
do Grupo B, infectados com o Clone 21SF-C3, foi iniciado no periodo de 90
dias (clone 21SF-C3) e 120 dias (Cepa Colombiana) apés infeccao, quando ja
se apresentavam na forma cronica da infecgdo. O Benzonidazol (N-benzyl-2-
nitro-1-imidazolacetamida) foi administrado em suspensdo de goma arabica,
por via intragastrica. A dose foi de 100 mg/Kg/ dia 5 vezes por semana, durante

90 dias.
6.4- Critérios de cura:

A cura pos-tratamento foi estabelecida através dos seguintes critérios: 1)
Testes parasitolégicos com objetivos de identificar a presenga do parasito no
sangue periférico dos animais tratados e nos controles nao tratados. 2) Testes
sorolégicos de imunofluorescéncia indireta para avaliar os titulos de anticorpos

especificos, considerando o titulo minimo de positividade de 1:20.
~ 6.5- Testes de cura parasitolégicos:
Os animais foram submetidos ap6s o término do tratamento aos testes de cura

parasitolégico: exame direto da parasitemia ap6s imunossupressao,

hemocultura e subinoculagdo do sangue em camundongos recém-nascidos.
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¢ Parasitemia: Os camundongos tratados e os controles nao tratados
com parasitemia negativa ao exame direto do sangue periférico, foram
imunossuprimidos com duas doses de Ciclofosfamida de 250mg/Kg
(uma dose semanal), para reativar a infeccdo e acompanhados trés

vezes por semana pelo exame da parasitemia.

¢ Hemocultura: 0,5mL de sangue dos animais sacrificados foi cultivado
em meio de cultura de Warren (WARREN, 1960) e mantido a uma

temperatura de 37°C, sendo acompanhado durante 60 dias.

e Subinoculagao: O sangue dos animais sacrificados foi inoculado em
camundongos recém-nascidos de 05 dias, sendo a parasitemia

acompanhada dur_ante 30 dias ou até a positivagao.

6.6- Sorologia:

O soro dos animais dos diferentes grupos foi coletado para titulagdo de
anticorpos pela técnica de imunofluorescéncia indireta.

As amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm durante 3 minutos coletando-se
o soro. Em seguida foram preparadas diluicbes do soro em PBS de 1/10 a
1/1280 em placas de vmultiplos pocos. Laminas contendo 10 pogos foram
previamente preparadas utilizando como antigeno formas de cultura do T. cruzi
em meio Warren, fixadas em formol. Sobre as formas de cultura foram
colocados 10ul do soro diluidos em PBS 1/10 a 1/2560. As laminas foram

~ incubadas em camara umida a 37°C durante 30 minutos e em seguida, lavadas
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3 vezes com PBS pH 7.4 durante 5 min. Posteriormente foram adicionados
sobre cada pog¢o, 10ul do  anticorpo 1gG anti-camundongo, ligado a
fluoresceina (Sigma), incubando as laminas em camara umida durante 30 min.
‘As laminas ap6s 3 lavagens com PBS pH 7.4 durante 5 min foram secadas e
montadas em tampao Carbonato / Bicarbonato pH 9.6 (0,02M) e analisadas em
microscopio Zeiss de epifluorescéncia. O titulo minimo de positividade foi

considerando o de 1:20.

6.7- indice de cura dos camundongos tratados com Benzonidazol:

Os indices de cura foram estabelecidos pela combinagcdo dos resultados

parasitolégicos com os titulos de imunofluorescéncia.

6.8- Eutanasia:

Os camundongos sobreviventes foram submetidos a eutanasia apés anestesia
com Hidrato de Cloral a 10%, com 150, 200 dias apés o término do tratamento.
Os orgaos foram submetidos a perfuséo pela inje¢ao no ventriculo esquerdo de
PBS gelado apés secc¢ao da veia porta.

6.9- Criopreservagao:

Fragmentos de coragdo, musculo esquelético e bago foram criopreservados em

Tissue-Tek (OCT compound-Miles Inc. Diagnostic Division, Elkhart, USA) e

armazenados a uma temperatura de -70°C.
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6.10- Histopatologia:

Fragmentos do coragdo, musculo esquelético e bago foram fixados em formol
Milloning e inclu‘idos em parafina para obtengdo de secg¢des de 5um, corados
em Hematoxilina e Eosina para estqdo histopatolégico.

O estUdd histopatolégico foi feito em camundongos cronicamente infectados
com o T. cruzi, comparando-se a intensidade das lesdes fibrético-inflamatérias
do miocardio e de musculo esquelético entre os grupos controles de infecgao,
nao submetidos a tratamento, e em grupos tratados com o Benzonidazol.

Foi feita uma analise semi-quantitativa onde a intensidade das lesdes
inflamatérias foi expressa em +, ++ e +++ com a seguinte correspondéncia :
(+) leséo discreta, correspondendo a escasso e difuso infiltrado mononuclear
elou pequenos focos de infiltragéo mononuclear; (++) lesdo moderada,
rep'reséntada pof difuéo infiltrado mononuclear mais acentuado do que no grau
+ e focos inflamatérios localizados, com lesao focal de midcito; (+++) lesdo
intensa que éorres’ponde a denso infiltrado difuso e/ou infilirados focais
extensos e confluentes, correspondendo_ a necrose de mibcitos. Casos
represéntativos de fibrose, nos dois subgrupos, foram selecionados para a

obtencao de secgdes coradas com Picro-sirius.
6.11-7Estudo Imunohistoquimico

Para a avaliagdo da preseng¢a de antigenos parasitarios do T. cruzi no

miocardio dos animais dos diferentes grupos experimentais, foram utilizados
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- para o grupo infectado com a cepa Colombiana 13 casos controles nao tatados
e 1.3 casos tratados com Benzonidazol e‘para o grupo infectado com o clone
21SF-C3, 8 casos controles nao tratados e 10 casos tratados. Os casos foram
selecionados péla intensidade dos infiltrados inflamatérios ao exame
histopatolégico. A avaliagéq foi realizada utilizando as técnicas da peroxidase e

da imunofluorescéncia indireta.

6.11.1 - Pesquisa de antigenos parasitarios do T. cruzi nas miocelulas
cardiacas e no intersticio ou seqiiestrados em células dendriticas

intersticiais do miocardio pela técnica da peroxidase:

Os cortes histolégicos em parafina, com 5 ym de espessura, colocados em
laminas com poli-lisina, foram utilizados para marcagdo de antigenos
parasitarios do T. cruzi através da técnica de imunomarcéo com peroxidase por
método imunohistoquimico.

Os cortes foram desparafinizados antes do inicio da reacdo. Foram feitos
inicialmente 3 banhos em PBS de pH 7.4 e em seguida o bloqueio da reagao
com H,0; a3% dilQido em metanol. As laminas foram lavadas em agua
destilada e depois em PBS. Posteriormente foi feito o bloqueio das ligagbes
inespecificas com leite desnatado a 10% durante 15 minutos a temperatura
ambiente. As Iémiﬁas foram lavadas em PBS com Tween 20 a 2%. O
anticorpo primario anti-T.cruzi produzido em coelho foi diluido em PBS com
Tween 20 a 2% em uma diluicdo de 1:600 e colocado sobre o corte durante 30
minutos a 37°C. Depois os cortes passaram por banhos em PBS com Tween a

2%. Foi aplicado o soro de cabra normal inativado a 10% por 20 minutos a
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temperatura ambiente. As lAminas foram lavadas em PBS, acrescentando em
seguida o anticorpo secundario IgG de cabra anti-coelho conjugado a
peroxidase (Sigma), com diluicdo de 1:800 em PBS, incubando a 37°C por 30
minutos. Apos o anticorpo secundario, as laminas foram lavadas 3 vezes em
PBS. A revelagao foi feita com DAB (25mg/mL) a 24% + DMSO a 10% + H;0>
a 1% e a coloragdo do nucleo com Verde Metila a 1%. As laminas foram
montadas com balsamo do Canada. Para controle da reacado de
imunohistoquimica com anticorpo anti-T. cruzi , foram utilizados secgdes em
parafina de coragdo de camundongos na fase aguda da infecgdo com a cepa

Colombiana, com intenso parasitismo.
6.11.2 - Imunofiuorescéncia in situ para antigenos do T. cruzi:

Cortes histolégicos de 5 ym em parafina em lamina recoberta com poli-lisina,
foram utilizados para identificagdo de antigenos parasitarios do T. cruzi através
da técnica de imunofluorescéncia in situ.

Os cortes foram inicialmente desparafinizados e as laminas lavadas em PBS
pH 7.4 por 10 minutos. Foi feito o bloqueio das ligagbes inespecificas com leite
desnatado a 10% durante 20 minutos. As laminas foram lavadas em PBS e
acrescentadas o soro de cabra normal e inativado a 10% por 30 minutos.
Posteriormente foi diluido o anticorpo primario anti-T.cruzi produzido em
coelho em PBS + BSA a 3% (1:650) e incubado a 37°C por 30 minutos. As
laminas foram lavadas 3 vezes em PBS e acrescentado o anticorpo anti-IlgG de
coelho produzido em cabra, conjugado a FITC (Sigma) numa diluigdo de 1:160.

Os cortes foram incubados por 30 minutos a 37°C e depois lavados novamente

46



em PBS. As laminas foram montadas em tampéao Carbonato / Bicarbonato pH

9.6 (0,02M) e analisadas no microscopico acoplado com lampada fluorescente.

6.11.3 — Controle da presenca de células dendriticas intersticiais do

miocardio pelo'us_o de anticorpo anti-MAC:

Corfes de musc;ulo cardiaco de 5 micra em parafina em lamina cobertas com
polilisina, foram utilizados para marcagem das células dendriticas intersticiais
do miocardio pela técnica de imunohistoquimica.

Os cortes foram vprimeiramente desparafinizados e mergulhados em PBS pH
7.4. Foi féito (o} ibloqueio da reagdo com H ; O, a 3% diluido em metanoi. As
laminas foram lavadas em agua destilada e depois em PBS. Foi realizada a
recuperacgao anﬁgénica dos cortes mergulhados em tampao citrato pH 6.0
utilizando o aparelho de microondas em diferentes tempos e potencias (5
minutos em poténcia 8, 3 rhinutos em potéhcia 6 e 2 minutos em boténcia 4).
As laminas foram resfriadas em banho Maria e depois lavadas em PBS para a
aplicagao do ahticorpo primario produzido em rato anti-camundongo MAC 3
(Pharmingen) com diluicdo de 1:5. As laminas foram incubadas durante a noite
na béméfa Umida a 4°C. Apés |aVagéhs em PBS, foi acrescentado o anticorpo
secundario anti-rato ligado a peroxidase na diluicao de 1:300 por 30 minutos a
37°C. Em seguida os cortes foram mergulhados em PBS. A revelagao foi feita
com DAB (25mg/mL) a 24% + DMSO a 10% + H,O, a 1%. A coloragdo do
nucleo foi feita com Vérde Metila a 1% e as laminas foram montadas com

balsamo do Canada.
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7 - RESULTADOS

7 -1-INFECGAO CRONICA COM A CEPA COLOMBIANA
7-1 .1 Analise da Parasitemia:
Os camundongos infectados com a cepa Colombiana apresentaram uma curva
parasitemica com picos irregulares entre o 20° e o 30° dia de infeccéo e mais
elevados no 35° negativando a partir do 45° dia. (Figura 1).

7-1.2 indice da Mortalidade cumulativa:

A mortalidade dos camundongos foi de 70% até 50 dias de infecgéao, no grupo

infectado com a cepa Colombiana. (Figura 2).
7-1.3 Resultado dos testes de cura parasitologicos:

Os camundongos sacrificados com 150 dias apés o termino do tratamento
(sub-grupo 1) apresentaram 7,14% de cura no subgrupo dos animais tratados e
0,0% de cura nos controles ndo tratados. Os animais sacrificados com 200
dias ap6s o termino do tratamento (sub-grupo 2), demonstraram 9,09% de cura
no sub-grupo dos animais tratados e 0,0% nos controles nao tratados

(Tabelas.1 e 2).
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7-1.4 Analise Histopatologica

O estudo histopatolc')gico_foi feito em 42 camundongos infectados com a cepa
Colbmbiaha, que haviam sobrevivido a .fase cronica, dos qua‘is 25 foram
submetidos ao tratamento a partir do 120° dia de infecgao e 17 serviram de
controles nao tratados. Os camundongos deste grupo foram sacrificados em
dois pontos: 150 e 200 dias apds o término do tratamento constituindo

respectivamente os subgrupos 1e2.

7-1.4.1 Subgrupb 1 - Camundongos sacrificados 150 dias apés o termino

do tratamento — (Tabela 1 e 2)

7-1.4.1.1. Controles nao tratados

Na maioria dos casos (7/8) havia lesdes inflamatérias moderadas (++) no
miocardio e em 1 caso as lesées eram intensas (+++). O miocardio
aprés‘entava infiltrado mononuclear intersticial difuso com adensamentos focais
na presen¢a de parasitos intracelulares (Figura 3-A,B). Havia também densos
infiltrados inflamatérios mononucleares subepicardicos e subendocardicos, com
presenca de arterite focal. Depdsitos colagénicos com adensamentos focais
vériahdo de discreto a intensos estavam presentes em atrios e foram
identificados pela coloragdo com o0 método do Picro-Sirius. Nos ventriculos o
depésito de colageno estava presente em geral no conjuntivo peri-vascular ou
em areas de destruicdo de células cardiacas e substituicao por tecido fibroso.

(Figura 5-A) ou em feixes densos no intersticio (Figura 5-B).
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Musculo esquelético com lesdes intersticiais difusas e focais, na maioria dos
casos moderadas; em um caso as lesées eram intensas, caracterizadas pela
presencga de infiltrados mononucleares densos em torno de feixes vasculares e
presenca de arteriolite (Figura 3-C) A presenca de parasitos foi detectado em

2/8 casos.

7-1.4.1.2 Camundongos tratados com Benzonidazol

As alteragbes de miocardio e de musculo esquelético eram na maioria dos
casos (9/13) discretas (+), representadas no coragdo, por discreto infiltrado
mononuclear difuso e infiltrados focais perivasculares (Figura 4-A), com
arteriolite, em 2 casos. Em 4/13 casos as lesées eram moderadas (++) com
infiltrado difuso mais acentuado do que nos demais. Foi observada, em alguns
casos, a presenca de depdsito colagénico frouxo e fragmentado, sugerindo
processo regressivo da fibrose (Figura 4-B). YA coloracdao pelo Picro-Sirius
mostrou em geral depésito colagénico frouxo, difuso, com finos filamentos na
parede atrial, e depositos em areas focais e peri-arteriolares, pouco denso, e
fragmentado. Em ventriculo eram vistas areas focais de fibrose na regiao
subepicardica se estendendo para o intersticio (Figura 4-D). Em areas focais,
foi registra.da a preseng:a de células cardiacas com nucleos hipertrofiados e
hipercromaticos (Figura 4-C).

No musculo esquelético as alteragées inflamatérias eram discretas ou ausentes
e representadas por discreto (+) infiltrado intersticial difuso. Nao foi detectada a

presencga de parasitos.
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- 7-1.4.2 Subgrupo 2 - Camundongos sacrificados 200 dias apdés o

tratamento — (Tabela 1 e 2)

7-1.4.2 .1 Controles nao tratados

Foi observado no miocardio infiltradb inﬂématério mononuclear difuso e focal,
variando de moderado (++) em 7/8 casos, a intenso nos 3 casos em que havia
infiltrado intenso (+++), em geral predominavam os focos inflamatérios densos
substituindo células cardiacas destruidas (Figura 3-D), onde eram vistos restos
parasitarios; nestes casos havia intehso infiltrado intersticial difuso, e deposito
de colageno no intersticio. Foi registrada a presenca de areas focais de fibrose
em substituicdo as fibras cardiacas destruidas, com coloragédo positiva para
colageno pelo método do Picro-Sirius. Presenga de parasitos em 6/8 casos
analiéados (Figura 3-F). | |

Em musculo esquelético, as lesdes variaram de discretas a intensas (Figura 3-
E) com infiltrados difusos e focais e lesdes envolvendo feixes vasculares com

processo de arterite.

7-1.4.2 .2 Camundongos tratados com Benzonidazol

No miocardio, as lesbes inflamatérias eram na maioria dos casos (8/11)
discretas 7(+), constituidas por difuso infiltrado intersticial e raros infiltrados
focais. Em 3/11 casos havia moderado infiltrado inflamatéfio mononuclear
difuso (++), com adensamentos focais e presenga de areas focais de
espessamento da matriz intersticial, e deposito de colageno perimisial (Figura
4-E). A coloragao pelo método do Picro-Sirius confirmou, nos casos tratados, a

presenga em atrios de depdsitos colagénicos escassos e fragmentados
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(Figura 5-C,D). Nos ventriculos os depositos de colageno eram focais ou
perivasculares com aspecto frouxo. A presenca de parasitos foi detectada em
3/_1 1 casos. As lesdées em musculo-esquelético eram discretas ou ausentes, a
nao ser em um caso em que havia moderado infiltrado intersticial e lesées

focais predominantemente peri-vasculares.

7-.4.3 Conclusdo da analise histopatolégica dos camundongos
inféctados com a cepa Colombiana - (Tabela 3)

Nos camundongos cronicamente infectados com a cepa Colombiana, o grupo
controle nao tratado, considerando-se em conjunto os sacrificados 150 e 200
dias apo6s o peripdo de tratamento, apresentou, na maioria dos casos (15/16)
alteracdes inflamatdérias moderadas ou intensas. Nestes ultimos, foram
constatadas lesdes necroticas de células cardiacas, correspondendo a densos
infiltrados inflamatérios mononucleares, por vezes com restos parasitarios. A
presenca de fib_rose intersticial difusa em atrios e fibrose focal e perivascular
em ventriculos estava presente na maioria dos casos, em graus variaveis.

Em musculo esquelético as lesbes eram em geral discretas a moderadas,
porém, nos casos em que as lesdes cardiacas foram intensas, os musculos
também apresentaram acentuado infiltrado difuso com envolvimento de feixes
vasculares com processo de arterite. Havia também extensas areas de
destruicdo de fibras musculares, por vezes contendo restos parasitarios.

No grupo tratado, considerando-se em conjunto os camundongos sacrificados
com 150 e 200 dias pés-infeccdo observou-se regresséo nitida das lesbées
fibr6tico-inflamatérias sendo as lesdées na sua maioria discretas (17/24 casos) e

em poucos casos as lesées eram moderadas (7/24) , com difuso infiltrado e
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com areas focais de adensamento. Nao havia casos com lesdes intensas.
Foram observados nestes casos, sinais de regressao da fibrose, com feixes de
colageno irregulares, com aspecto frouxo e fragmentado.

Em musculo esquelético as lesbes estavam ausentes em 22/24 casos.

7-1.5 Pesquisa de antigenos do T. cruzi no miocardio de camundongos
cronicamente infectados com a cepa Colombiana através as técnicas de

imunoperoxidase e de imunofluorescéncia

7-1.5.1 Parasitos integros ou detritos parasitarios — (Tabela 4):

Em raros casos, tanto em camundongos submetidos a tratamento como em
controles n&o tratados foram identificadas e marcadas positivamente formas
amastigotas do T. cruzi, integras no interior de miocélulas cardiacas, sem
reagao ih‘ﬂamatéria. Em focos de desintegragéo de fibras cardiacas
parasitadas, havia infiltrado inflamatério mononuclear em meio aos detritos de
células e restos parasitarios com marcagdo positiva pela técnica da
imunoperoxidase (Figura 6-A,B) ou por imunofluorescéncia indireta (Figura 8-
A.B,C,D). Em areas focais foram observadas células cardiacas fragmentadas,
com citoplasma vacuolizado, com infiltrado mononuclear intersticial e,

eventualmente, depésito amorfo com marcagéo positiva para T. cruzi.

7-1.5.2 Células dendriticas intersticiais do miocardio (CDI) — (Tabela 4):
Em todos os casos submetidos a estudo imunohistoquimico, foi vista marcagao
positiva para ahtigeno do T. cruzi, sob a forma de depésitos granulares na

membrana de células dendriticas intersticiais do miocardio. As células
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dendriticas intersticiais marcadas foram vistas no intersticio, aderentes a
membrana basal dos midcitos em geral isoladas ou, por vezes, em grupos de
duas ou mais células. As células dendriticas, com marcagao positiva para T.
cruzi, foram vistas também em focos inflamatérios contendo linfécitos e
macrofagos, associados as miocélulas em desintegracdo (Figura 6-

C,D.E,F,G,H).

7-.5.3 Controles da imunomarcagao

Para controle da especificidade da marcagao dos antigenos do T. cruzi, foi feita
a marcagao dos parasitos em sec¢des de coragdo de camundongo com
infeccdo aguda e com multiplos ninhos parasitarios, tanto para a reagéao de
imuvnoperoxidase como de imunofluorescéncia.

Péra controle na identificégéo das células dendriticas, foi utilizado o anticorpo
anti-MAC (Pharmigen), com a demonstracdo da presenc¢a destas células nos
cortes examinados (Figura 7- A,B,C,D).

Para controle da reagdo foram examinadas sec¢des que sofreram todas as
etapas do processo, menos o tratamento com o anticorpo primario anti-T.cruzi
dando resultado negativo.

No coracdo de cam_undongos controles normais foram realizados todos os
procedimentos de imunomarcagéo usando o anticorpo anti-T.cruzi, obtendo
resultados negativos. Nos controles normais foi também realizada a

imunomarcagédo com anticorpo anti-MAC, com resultado positivo (Figura 7-E,F).
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7-11- INFECCAO CRONICA COM O CLONE 21SFC3
'741.1 Analise da Parasitemia:

Os camundongos infectados com o clone C3 da cepa 21SF apresentaram uma
curva parasitemica com picos mais elevados no 12° dia de infec¢édo, ocorrendo
uma diminuigdo a partir do 13°, com negativagdo parasitémica no 26° dia

(Figura 9).
7-11.2 indice da Mortalidade cumulativa:

A mortalidade dos camundongos do grupo infectado com o clone 21SFC3 foi

de 16.3% quando avaliado até 50 dias de infecgao (Figura 10).
7-11.3 Resultado dos testes de cura vparavsitolégicos:

Os camundongos sacrificados com 150 dias ap6s o termino do tratamento
(sub-grupo 1) apresentaram 11,76% de cura no subgrupo dos animais tratados
e 0,0% de cura nos controles ndo tratados. Os animais sacrificados com 200
dias apo6s o termino do tratamento (sub-grupo 2), demonstraram 35,23% de
cura no sub-grupo dos animais tratados e 0,0% nos controles nao tratados

(Tabela 5 e 6).
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7-1.4 Analise Histopatologica

Foi realizado o _estudo histopatolégico em 58 camundongos infectados com o
clone 21SF-C3, que sobreviveram a infec¢do aguda, dos quais 34 foram
submetidos ao tratamento no 90° dia de infecgdo e 24 serviram de controles
nao tratados. Os camundongos desté grupo foram sacrificados em dois pontos:
150 e 200 dias apés o término do tratamento constituindo respectivamente os

subgrupos 1 e 2.

7-11.41 »Subgrupo 1 - Camundongos sacrificados 150 dias apds o termino
do tratamento — (Tabela 5 e 6)

7-11.4.1.1 Controles nio tratados

No cdragéo foram vistas lesdes discretas (+), focais e difusas, com escasso
infiltrado mononuclear intersticial e infiltrados focais pequenos, em geral
subepicardicos, em 7/14 camundongos (50%). Nos 50% restantes (7/14) as
lesbes inflamatérias eram mais acentuadas, moderadas (++), constituidas por
infiltrado intersticial difuso, dissociando as células cardiacas e infiltrados
focais, variando de discretos a moderados, em geral subepicardicos ou
perivasculares, sem destruicdo focal de miécitos (Figura 11-A,B). Depdsitos
intersticiais de colageno, eram vi'stros, comprovados pelo método do Picro-
Sirius, em étrid ou nos ventriculos, em geral escasso e de distribuicdo peri-
vascular., Em dois dos casos foram vistas areas focais de fibrose
correspondentes a infiltrado inflamatério na base do coragdo, em torno dos

grandes vasos.
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No musculo esquelético as lesdes em 8/14 casos foram discretas (+), difusas

ou focais e em 6/14 eram ausentes. Nao foi detectada a presenca de parasitos.

7-11.4.1.2 Camundongos tratados com Benzonidazol

Nos camundongos sacrificados com 150 dias apds o término do tratamento, as
lesbes inflamatoérias em miocardio foram discretas (+) na maioria dos casos,
representadas por discreto infiltrado mononuclear difuso, predominantemente
em atrios, e por focos de infi!tragéo mononuclear intersticial, sem destruigao
de miécitos cardiacos. Estas lesées foram vistas em 11/17 camundongos
examinados. Em 6/17 casos as lesbes inflamatérias eram moderadas (++),
representadas pela presenga de infiltrados intersticiais difusos, constituidos por
células mononucleares, em geral em atrios e na regido dos vasos da base do
coragao (Figura 12-A,B). Em 1 caso foi visto foco de fibrose no miocardio, com
a presenga de colageno frouxo, de aspecto fragmentado (Figura 12-C),
comprovados pela coloragdo com o Picro-Sirius. Nao foram encontrados
'parasitos em fibrés cardiacas ou musculo esquelético.

No musculo esquelético foram vistos discretos infiltrados focais (+) e/ou focos
de calcificacdo em 11/17 casos. Nos demais, o musculo nao apresentou

alteragdes.

57



7-11.4.2 Subgrupo 2 - Camundongos sacrificados 200 dias apds o

tratamento — (Tabela 5 e 6)

7-1.4.2.1 Controles nao tratados

Secgbées do miocardio apresentaram na maioria dos casos (7/10), lesdes
inflamatérias de grau moderado (++), difusas ou focais, por vezes
correspondendo a destruicdo focal de midcitos com substituicdo por fibrose
focal (Figura 11-D). Fibrose intersticial foi vista em §/10 casos deste sub-grupo,
com o deposito de colageno denso, com a coloragao positiva pelo Picro-Sirius
(Figura 13-A,B). Em 3/10 camundongos, havia apenas infiltrados inflamatérios
discretos (+), difusés elou focais. Em nenhum caso as lesées foram intensas.
No musculo esquelético, em 5/10 casos foram vistos infiltrados focais discretos
(+) e em um caso o infiltrado foi moderado (++). Foram vistos focos de arterite

e peri-arterite (Figura 11-C). Nao foi detectada a presenga de parasitos.

7-11.4.2.2 Camundongos tratados com Benzonidazol

Nos 17 camundongos sacrificados, houve predomindncia de lesbes
~inflamatérias discretas em miocardio, vistas em 10/17 casos e lesGes
consideradas moderadas em 6/17 casos embora com destruicdo focal de
miocitos e alteragdes nucleares e citoplasmaticas das células mononucleares
do infiltrado (Figura 12-D,E) e em 1/17 casos ocorreu lesbes intensas. Além
disto, a presenc¢a de fibrose intersticial, variando de discreta a moderada, foi
vista em 6/17 casos. A fibrose era, em geral, intersticial, difusa e, por vezes,
apresentava um aspecto frouxo, sugestivo de regressao da fibrose, como

comprovado pela coloragdo pelo método do Picro-Sirius (Figura 13-C,D).
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Foram vistas também areas focéis de fibrose, com ou sém infiltrado
inflamatério, correspondendo a areas cicatriciais.

No musculo esquelético, em 2/17 casos foram vistos infiltrados focais discretos
(+) e em 1/17 o infiltrado foi moderado (++). Os demais casos, nao

apkésentaram alteragées. Foi detectada, em 1 caso a presenga de parasitos.

7-1.4.3 Conclusdao da analise histopatolégica do grupo infectado com o
clone C23 da cepa 21SF- (Tabela 7).

A infeccdo crénica pelo C|6ne 21SF-C3 determinou uma miocardite crénica
difusa, variando de discreta a moderada, observando-se uma tendéncia para a
acentuacdo das lesdées nos camundongos sacrificados mais tarde. Nos
controles nao tratados, as lesées moderadas (++) predominaram (14/24 casos)
considérando-se em conjunto os camundongos sacrificadoé com 150 e 200
dias apos o término do tratamento. Em 10/24 casos, as lesdes foram discretas.
Em nenhum dos casos foram encontradas lesées intensas. Nos camundongos
submetidos a tratamento, houve evidente decréscimo no grau de lesdes
inflamatérias, com nitida predominancia de Ieséeé discretas (21/34 casos). As
alteragdes foram moderadas em 12/34 casos, porém em apenas um caso
foram vistas lesdes intensas. A coloragdo pelo método do Picro-Sirius
demonstrou a presencga de colageno frouxo e fragmentado, indicando processo

de regressao da fibrose.
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7-11.5 Pesquisa de antigenos do T. cruzi no miocardio de camundongos
cronicamente infectados com clone 21SF-C3 através as técnicas de

imunoperoxidase e de imunofluorescéncia .

7-11.5.1 Parasitos integros ou detritos parasitarios — (Tabela 8):

Foram vistos raros parasitos integros no interior de células cardiacas, com
marcagdo especifica pelo anticorpo anti-T.cruzi. Foram também observados
restos pérasitérios com marcag¢ao positiva para o T.cruzi em miocelulas em
desintegragédo, no meio dos detritos celulares e em macréfagos (Figura 14-
A,B,C). Em focos inflamatérios intersticiais, foram vistos depoésitos de material

amorfo com marcagéo positiva para o antigeno do T. cruzi. (Figura 15-A).

7-11.5.2 Células dendriticas intersticiais do miocardio (CDI) — (Tabela 8):

Em todos os casos em que foi feita imunomarcagéo para antigenos do T. cruzi,
foi detectada a presenca de células dendriticas intersticiais do miocardio, com
marcagdo positiva na sua membrana para antigenos do T. cruzi, isoladas
(Figura 14-D,E) ou em grupos (Figura 14-F), por vezes relacionadas com os
infiltrados inflamatérios. Excepcionalmente, foi encontrada em um dos casos
tratados, uma célula dendritica.com marcagao positiva para antigenos do T.

cruzi contendo no citoplasma formas amastigotas (Figura 14-G).
7-11.5.3 Controles da imunomarcac¢ao

Para controle da especificidade da marcagdo dos antigenos do T. cruzi, as

reagbes foram controladas com laminas de coragdo de camundongo com
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infeccdo aguda e com multiplos ninhos parasitarios, tanto para a reagao de
imunoperoxidase como de imunofluorescéncia.

Para controle na identificagdo das células dendriticas, foi utilizado o anticorpo
anti-MAC (Pharmingen), com a demonstracado da presen¢a destas células nas
secgdes examinadas.

Para controle da reagdo foram examinadas secgbes que sofreram todas as
etapas do processo, menos o tratamento com o anticorpo primario anti-T.cruzi
dando‘ resultado negativo.

No coragdo de camundongos controles normais foram realizados todos os
procedimentos de imunomarcacdo usando o anticorpo anti-T.cruzi, obtendo
resultados negativos. Nos controles normais foi também realizada a

imunomarcagao com anticorpo anti-MAC, com resultado positivo (Figura 7-E,F).
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8- DISCUSSAO

Em estudos prévios do nosso Laboratério, os resultados do tratamento com
diferentes quimioterapicos especificos anti-T. cruz, em camundongos
cronicamente infectados, tém demonstrado que as lesées inflamatérias do
miocardio sofrem um processo de regressao, que se acompanha de um nitido
decréscimo do processo de fibrose intersticial difusa detectada neste modelo.
Este resultado foi atribuido a eliminagao do parasito ou a diminuigao da carga
parasitaria, ‘o que indicaria a importancia do fator parasitario no
desenvolvimento das lesées de miocardite cronica. Entretanto, o exame
histopatolégico, nestes casos, tem demonstrado que, mesmo em animais com
negativagdo dos testes parasitologicos, persiste um infiltrado inflamatorio
crénico discréto, em geral difuso ou em focos isolados, cuja origem nédo é bem
esclarecida e, Vhipoteticamente, seria devida a persisténcia de antigenos
parasitarios. No presente estudo, a pesquisa dos antigenos parasitarios, nos
animais ndo tratados e nos ndo curados, revelou além da presenca de
parasitos integfos intracelulares, restos parasitarios com marcagao positiva
pela peroxidase ou pelo teste de imunofluorescéncia indireta, com o uso de
anticorpo anti-T. cruzi,.

Entretanto, o achado mais importante foi o relacionado a presenga de células
dendriticas intersticiais do miocardio, expressando em sua superficie antigenos
do T. cruzi. As células dendriticas sao identificadas pela sua localizagao e sua
morfologia peculiar, com aspecto alongado, com citoplasma compacto, nucleo
central arredondado e dois ou trés prolongamentos citoplasmaticos finos,

localizadas no intersticio e aderentes a membrana do miocito cardiaco. O uso
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de anticorpo monoclonal anti-MAC é capaz de marcar estas células e também
os macréfagos pelo método imunohistoquimico. O uso de anticorpo policlonal
anti-T. cruzi, revelou na superficie destas células, nos camundongos
infectados, a presenga de antigenos granulares, delimitando as membranas
celulares. Os controles positivos mostraram os parasitos integros positivos,
pelo mesmo método, e a reagdo em camundongos normais resultou negativa.
A presenca de antigenos parasitarios relacionada com focos inflamatérios no
miocardio, foi anteriormente demonstrada em camundongos por YOUNES-
CHENOUFFI, et al. (1998 ), utilizando a técnica da imunofluorescéncia
indireta. Também HIGUCHI et al (1993) demonstraram no miocardio de
pacientes chagasicos a presenca- de antigenos parasitarios particulados,
identificados por imunohistoquimica. Estes dados sugerem que a persisténcia
de lesbes focais seja decorrente da presenga de antigenos parasitarios
remanescentes em focos localizados, mas nao permite explicar a difusa
miocardite que permanece em animais ‘cronicamente infectados em que os
parasitos sd3o muito escassos e dificeis de serem detectados ao exame
histopatolégico mesmo com as técnicas de imunohistoquimica.

Em camundongos cronicamente infectados e tratados com quimioterapico
especifico, vérias possibilidades existem de persisténcia no miocardio de
antigenos parasitarios, quer seja pela presenga de amastigotas integros, nos
casos nao curados, pela presenga de antigenos parasitarios particulados em
focos de destruicdo do parasito, e a presenga de antigenos captados e
proCeésados por vcélulas dendriticas intersticiais do miocardio, apresentédoras

de antigenos.
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A inv_estigagéo sobre a presenga destes antigenos em casos cronicos nao
tratados, em que os pafasitos sa0 escassos, € nos camundongos tratados, em
que ha persisténcia de infiltrados inflamatérios crénicos, poderia contribuir para
o esclarecimento dos mecanismos patogénicos da miocardiopatia chagasica.

A resposta inflamatéria que ocorre no miocardio na fase cronica da infecgao
pelo T. cfuéi , representativa de uma miocéfdite cronica, a qual tem caracteres
proprios por ser evolutiva, com lesdes difusas e focais, com fibrose, e com
parasitismo discreto, € atribuida ou a uma resposta ao T. cruzi e seus
antigenos ( ANDRADE et al. 2000 ,TARLETON 2001), ou a fenémenos de
autoirhunidade (RIBEIRO DOS SANTOS et al. 1992, CUNHA NETO ET AL.
1995,1996, PONTES DE CARVALHO et al 2002).

A participagdo de uma resposta celular, no quadro imunopatolégico da doenga
de Chagas tem sido registrada por diferentes autores (ANDRADE, 1991, 1999,
DOS REIS, 1997, TARLETON 1995, TARLETON et al. 1996). De acordo com
DOS REIS (2000) as células TCD4 e TCD8 sao indispensaveis para o controle
da proliferagao parasitaria. Foi demonstrado que tanto animais TCD8 como
TCD4" apresentam um aumento de parasitos nos tecido, com grande
diminuicdo da celularidade dos infiltrados inflamatérios V(TARLETON, 1995,
TARLETON et al. 1996) Enquanto as células TCD8 atuariam em parasitos
intracelulares, em células nao linféides, que expressam exclusivamente
molélculas MHC classe | as células TCD4 atuariam nos parasitos ou seus
antigenos, endocitados por células que expressam moléculas MHC classe |
como as células dendriticas, macréfagos e linfécitos B.

Desde a sua fase aguda, o processo de miocardite teria um componente imune

como foi comprovado em caes, os quais desenvolveram lesdes de
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microangiopatia no miocardio, com lesées do endotélio de capilares,
associadas a presenga na sua luz de linfécitos granulares -citotdxicos
(ANDRADE et al, 1994).

A evolugdo da doenga de Chagas a partir da fase aguda, no homem e nos
diferentes modelos experimentais, conduz a uma fase indeterminada onde os
parasitos sdo escassos e dificiimente detectados, e as lesées miocéardicas sao
muito discretas e focais. Entretanto uma percentagem destes casos evolui para
uma. c'ardiopat‘ia grave, caracterizada por uma miocardite crénica fibrosante,
provavelmente devido a uma alteragao dos processos imunolégicos ligados a
supressdo da resposta celular como foi demonstrado por ANDRADE et al,
(1987) com o uso de Ciclofosfamida em baixas doses em caes na fase
indeterminada.

Fenémenos de autoimunidade tém sido responsabilizados pelas lesdes
cardiacas na fase cronica da infecgcdo, quer seja por reagao cruzada de
resposta imune contra antigenos dos parasitos e antigenos proprios, ou por
um mimetismo molecular (“mblecuklar mimicry"’) entre os epitopos do parasito e
do hospedeiro (CUNHA- NETO et al.,1995) além de numerosas outras
hipéteses ( como foi recentemente revisto por GIRONES & FRESNO, 2003).
De acordo com ANDRADE, 1999, considerando os aspectos da cardiopatia
chagasica humana, os pacientes com doenga de Chagas, nao apresentam as
caracteristicas préprias de uma doenga autoimune como, por exemplo,
periodos de exacerbagcdo e remissdao da doenga, presenca de auto-
anticorpos em titulos altos e constantes, e o envolvimento de diferentes érgaos,

como ocorre nas doengas autoimunes em geral (ANDRADE, 1999).
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No presente trabalho nao se pretende investigar as reagdes de autoimunidade
que poderiam estar envolvidas na patogenia da cardiopatia chagasica, embora
ainda nao haja uma conclusdo sobre o tema. De acordo com SOARES et al.
(2001) em estudo de revisdo sobre a patogénese da doenga de Chagas,
embora uma resposta autoimune aos antigenos do coragao possa participar na
patogenia da cardiopatia crénica chagasica a persisténcia dos parasitos ou de
antigenoé parasitarios podé ser necessaria para desencadear é manter a
reacgao.

Deste modo, visa o presente trabalho, investigar o papel do parasito e dos seus
antigenos nesta patologia.

A investig'ag:éo‘ foi conduzida, procurando determinar nos camundongos
cronicamente infectados, a eliminagdo do parasito ou a diminuicdo da carga
parasitaria através o tratamento quimioterapico com o Benzonidazol, e
pesquisar a persisténcia pos-tratamento dos antigenos parasitarios
relacionados ou ndo a persisténéia de focos inflamatérios nos animais tratados.
A utilizagdo de duas diferentes cepas teve dois objetivos: o primeiro foi
relacionado ao desenvolvimento das les6es miocardicas na fase crénica da
infeccdo, que depende do Tipo‘de cepa ou Biodema, sendo as cepas do
Biodema Tipo I (T. cruzi Iy aé mais patogénicas e determinando'maior grau de
lesdo na fase crbnica, enquanto as cepas do Biodema Tipo Wt (T. cruzi II),
determinam lesées menos significantes na fase conica (ANDRADE, 1990); em
segundo lugar, levou-se em conta o grau de suscetibilidade das cepas ao
tratémento"quimiotérépico. Com estes objetivos, foram usadés para infecgéo, a
cepa Colombiana (Biodema Tipo Ill), que é altamente resistente e o clone C3

da cepa 21SF (21SF C3) o qual foi descrito como de alta suscetibilidade ao
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Ber‘)zonidazol (CAMPQOS et al. 2005) , embora as cepas deste tipo mostrem um
grau variavel de suscetibilidade ao quimioterapico. A avaliagéo do resultado da
quimioterapia foi feita pela combinagdo dos testes parasitologicos e da
sorologia, considerando-se como positivos os casos com positividade de testes
parasitologicos e/ou sorologia positiva, tendo como ponto de corte o Titulo de
1:20. Foi confirmada a alta resisténcia da cepa Colombiana que apresentou
um indice de cura de 8,3% e a média suscetibilidade do clone C3 da cepa
21SF, com 20,6% de cura. Quanto ao quadro histopatolégico, os
camundongos infectados com a cepa Colombiana, néo tratados, mostraram no
miocardio, lesées moderadas a intensas, correspondendo a densos infiltrados
inflamatérios, por vezes com restos parasitarios e fibrose intrersticial. Nos
animais tratados, foi vista regressdo da miocardite e do processo fibrogénico,
quando comparados aos controles nao tratados, o que reflete a importancia do
parésito na manutencdo das lesées da fase cronica da infecgdo e confirma
dados prévios que demonstraram a reversibilidade das lesées da fase crénica
apos tratamento curativo com quimioterapico (ANDRADE, 1991)

O presente trabalho permitiu demonstrar‘que as celulas dendriticas intersticiais
do miocardio sdo responsaveis pela manutencdo da estimulagao da resposta
celular em camundongos cronicamente infectados pelo T.cruzi. Estas células
foram descritas pela primeira vez por HART & FABRE (1981) e séao
reconhecidas como células especializadas, apresentadoras de antigenos,
expressos através receptores MHC classe |l. Sdo responsaveis por iniciar a
resposta imune e migram para o bago, como foi demonstrado por LARSEN et,
al (1990). A migracado destas células para a zona T do bago da origem a uma

sensibilizagdo constante do cora¢do para o desenvolvimento das lesbes de
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hipersensibilidade tardia (Tipo IV) que ocorrem na miocardite crdnica
chagasica.

O papel destas células como apresentadoras de antigenos do 7. cruzi, na
miocardite chagasica foi descrito pela primeira vez em caes infectados pelo T.
cruzi, nas fases aguda, indeterminada e crénica cardiaca (ANDRADE et al.
2000). Em estudos prévios (ANDRADE et al. 1991) foi demonstrada a presenca
de antigenos do T. cruzi na membrana de células dendriticas foliculares do
baco, em camundongos com infecgiéo cronica, submetidos a tratamento
curativo com a droga MK-436, os quais, entretanto, mantiveram sorologia
positiva embora com decréscimo dos seus titulos. Estas células estao
presentes nos centros germinais dos foliculos linféides do bago e séo
importantes na apresehtagéo de antigenos pafa as células B de meméria como
foi descrito por diferentes autores (HANNA and SZAKAL, 1968, NOSSAL,
1968, BROWN et al., 1970, VAN ROOIJEN et al, 1978) Deste modo, a
demonstragdo de antigenos nas células dendriticas intersticiais do coragao,
'répr'eée‘ntativas dés célulés dendriticas Iihféides (HART '& MACKENZIE, 1990),
indica o envolvimento de ambos os tipos de células, na resposta humoral
(células dendriticas foliculares do bago) e na resposta celular (células
dendriticas intersticiais do miocardio).

No presente trabalho as células dendriticés intersticiais com marcégéo positiva
para antigenos do T. cruzi estavam presentes em todos os casos examinados.
A pesquisa dos antigenos, pela imunohistoquimica, foi realizada em animais
de cada um dos grupos experimentais, infectados com ambas as cepas do T.

cruzi, os quais foram selecionadas pelo encontro no miocardio de infiltrados
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inflamatérios focais ou difusos, quer seja nos controles nao tratados como
naqueles tratados.

O resultado do presente trabalho confirma a importancia do papel do parasito e
de seus antigenos no desenvolvimento e manutengdo das lesGes da
miocardiopatia chagasica.

Este fato podera representar a possiblidade de cura e regressdo dos
compcﬁnentes' imﬁnopatolégicos da doenga, dependendo da disponibilidade de

drogas realmente eficazes contra o parasito.

69



9- CONCLUSOES

1)

Antigenos do Trypanosoma cruzi seqiiestrados em células dendriticas

intersticiais do miocardio participam na manutengdo da miocardite

" crénica em camundongos infectados, independentemente da cepa do

2)

parasita.

Presenga de formas integras do Trypanosoma cruzi, de parasitas

'desintegrados ou de ‘an'tigenos particulados, revelados por

3)

imunohistoquimica com anticorpo anti-T.cruzi estao relacionados com os

focos inflamatérios e com destruigdo de miocélulas cardiacas.

O tratamento com o Benzonidazol leva a um decréscimo das lesées
fibrético-inflamatérias independente da cura, embora as lesbes

inflamatérias mais intensas sejam observadas em animais nao curados.

4) A patogenicidade e a resisténcia ao tratamento quimioterapico &€ maior

na infecgdo com a cepa Colombiana (indice de cura de 8,3%), quando
comparados com a infecgdo com o clone 21SF-C3 (indice de cura de

20,6%).
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DESENHO EXPERIMENTAL

Cepa Colombiana (Grupo A)

Clone 21SF-C3 (grupo B) Animais normais

177 camundongos Suigos 102 camundongos Suigos N°=10
Sobreviventes Sobreviventes
120 dias pos- 90 dias pos-
infecgao infecgao
Subgrupo 1A Subgrupo 2A Subgrupo 1B Subgrupo 2B
N° =23 N°=19 N° = 31 N° = 27
Tratamento 90 dias
150 dias | 150 dias @ 150 dias | 150 dias
pos-trat. | nao-trat. poés-trat. | nao-trat.
i i 200 dias | 200 dias
N° = 14 N° = 09 200 dias | 200 dias N° = 17 °=14 - 3
pés-trat. | nao-trat. pos-trat. | nao-trat.
N°=11 | N°=08 / N°=17 | N°=10
P /

Mdusculo esquelético

U

- anti-T.cruzi
- anti-célula dendritica (MAC)

S

*Histopatologia: HE — PIFG

*Histoquimica: Peroxidase

Fluoresceina - anti-T.cruzi
*Sorologia: Imunofluorescéncia indireta
*Testes de cura parasitolégico: - parasitemia direta

- subinoculagdo em camundongos recém-nascidos

- hemocultura




'INFEC(_‘,I:\O COM A CEPA COLOMBIANA
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Figura 1 — Curva parasitémica da fase aguda da infecgdo pela cepa

Colombiana do Trypanosoma cruzi.

Figura 2 — Mortalidade cumulativa dos animais infectados com a cepa

Colombiana do Trypanosoma cruzi até o 50° dia de infecgao.
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Tabela 1 — Correlagao entre os testes de cura parasicolégico, histopatolégico e

sorolégico em camundongos infectados com a Cepa Colombiana (Grupo A) e

tratados com Benzonidazol.

P = Positivo; N = Negativo; NR = N&o realizado

Subgrupo 1 '
* 150 dias Histopatologia .
Coragao Coracéao e Musc. Esq.

Cdédigo **Testes de cura Inflam. focal / difusa Parasitismo ***Sorologia
ANTCOLTR/58 Neg. - + Neg. 1:40
ANTCOLTR/60 Neg. + ++ Neg. 1:10
ANTCOLTR/61 Neg. + + Neg. 1:40
ANTCOLTR/62 Neg. + + Neg. 1:40
ANTCOLTR/64 Pos. ++ ++ Neg. 1:20
ANTCOLTR/65 Neg. + + Neg. 1:20
ANTCOLTR/66 Neg. + + Neg. 1:20
ANTCOLTR/74 Pos. + + Neg. 1:160
ANTCOLTR/75 Neg. - + Neg. 1:320
ANTCOLTR/76 Neg. + + Neg. 1:640
ANTCOLTR/77 Pos. + ++ Neg. 1:320

" ANTCOLTR/78 Neg. + ++ Neg. 1:40
ANTCOLTR/79 Neg. NR NR Neg. 1:80
ANTCOLTR/80 Neg. + + Neg. 1:40
Subgrupo 2
* 200 dias
ANTCOLTR/67 Neg. - + Neg. 1:10
ANTCOLTR/68 Neg. + ++ Neg. 1:40

" ANTCOLTR/70 Neg. " ¥ Neg. 1:40
ANTCOLTR/71 NR + + Neg. NR
ANTCOLTR/72 Neg. ++ ++ Pos. 1:20
ANTCOLTR/73 Pos. + + Neg. 1:1280
ANTCOLTR/84 Pos. + + Neg. 1:160
ANTCOLTR/86 Neg. + + Neg. 1:80
ANTCOLTR/87 “Neg. + + Neg. 1:40
ANTCOLTR/88 Pos. ++ ++ Pos. 1:160
ANTCOLTR/89 Pos. + + Pos. 1:40
* Dias pos-término do tratamento
**  Parasitemia; Subinoculagdo; Hemocultura
*** Teste de Imunofluorescéncia Indireta
+ = Lesdo Discreta; ++ = Lesdo Moderada; +++ = Lesao intensa ; - = Sem Lesao
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Tabela 2 -

Correlagdo entre os testes de cura parasicologico, histopatoldgico e

sorolégico_ em camundongos infectados com a Cepa Colombiana (Grupo A),

controles néo tratados.

Subgrupo 1
* 150 dias Histopatologia
Coragao Coragao e Musc. Esq.
Cdédigo **Testes de cura Inflam. focal / difusa Parasitismo ***Sorologia
ANTCOLC/47 Pos. ++ ++ Neg. 1:640
ANTCOLC/49 Pos. ++ ++ Neg. 1:80
ANTCOLC/50 Pos. % ++ Neg. 1:1280
ANTCOLC/55 Pos. ++ ++ Neg. 1:1280
ANTCOLC/57 Pos. ++ ++ Pos. 1:640
ANTCOLC/58 Pos. +++ +++ Pos. 1.640
ANTCOLC/59 Pos. + ++ Neg. 1:320
ANTCOLC/60 Pos. ++ ++ Neg. 1:160
"ANTCOLC/61 Pos. NR NR Neg. 1:1280
Subgrupo 2
* 200 dias
ANTCOLC/51 Neg. ++ ++ Neg. 1:160
ANTCOLC/52 Pos. +++ ++ Pos. 1.80
ANTCOLC/53 Pos. +++ ++ Pos. 1:1280
ANTCOLC/54 Pos. ++ £ Neg. 1:1280
ANTCOLC/62 Pos. + +++ Pos. 1:320
ANTCOLC/63 Pos. + + Pos. 1:160
ANTCOLC/65 Pos. ++ ++ Pos. 1:40
ANTCOLC/66 Pos. + ++ Pos. 1.80
* Dias pos-término do tratamento
**  Parasitemia; Subinoculagdo; Hemocultura
*** Teste de Imunofluorescéncia Indireta
+ = Les3o Discreta; ++ = Lesdo Moderada; +++ = Lesao intensa ; - = Sem Leséo

Pos. = Positivo; Neg. = Negativo; NR = Nao realizado
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Tabela 3 - Analise da intensidade das les6es no tecido cardiaco e no musculo
esquelético, nos animas infectados com a cepa Colombiana do Trypanosoma cruzi,
tratados e nao tratados com Benzonidazol, sacrificados com 150 e 200 dias pés-

término do tratamento.

Animais nao tratados Animais Tratados
Subgrupo 1* . ‘s . '
Grau das lesoes Coragdao Musc. Esquelético Coragdo Musc. esqueletico
- 0/8 0/ 8 0/13 2/13
+ 0/8 3/8 9/13 10/13
++ 7/8 4/8 4/13 113
b 1/8 1/8 0/13 0/13
Subgrupo 2 ** . : _
Grau das lesoes © Coragdao Masc. Esquelético Coragdo Musc. esqueletico
- 0/8 0/8 0/11 4/11
+ 1/8 3/8 8/11 6/11
+4 4/8 2/8 3/11 1/11
+++ - 3/8 3/8 0/11 0/11

* = Animais sacrificados com 150 dias p6s-termino do tratamento.

** = Animais sacrificados com 200 dias pés-termino do tratamento.
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Tabela 4- Identificagdo de antigenos do Trypanosoma cruzi em focos

inflamatorios (detritos parasitarios) e na membrana de células dendriticas

intersticiais do miocardio (CDIs) em camundongos cronicamente infectados

com a cepa Colombiana :

Tratados com Benzonidazol e

Controles néo

tratados
_ Coragao

Tratados com Benzonidazol Controles nao Tratados

Cédigo CDI DP Cédigo CDI DP
ANTCOLTR/58 + - ANTCOLC/49 + -
ANTCOLTR/60 + - ANTCOLC/51 + +
ANTCOLTR/61 + + ANTCOLC/52 + +
ANTCOLTR/62 + + ANTCOLC/53 + +
ANTCOLTR/64 + + ANTCOLC/54 + +
ANTCOLTR/65 + - ANTCOLC/55 + +
ANTCOLTR/66 + . ANTCOLC/57 + +
ANTCOLTR/71 + + ANTCOLC/58 + +
ANTCOLTR/72 + + ANTCOLC/59 + +
ANTCOLTR/73 + - ANTCOLC/60 + +
ANTCOLTR/77 + + ANTCOLC/62 + +
ANTCOLTR/78 + + ANTCOLC/65 + +
ANTCOLTR/88 + + | ANTCOLC/66 + +

CDI = Células Dendriticas Intersticiais do Miocardio
DP = Detritos parasitarios do T. cruzi
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Figura 3 - Secgdes de coragdo e de musculo esquelético de camundongos

controles nao tratados,infectados com a cepa Colombiana, sacrificados com
150 dias (A, B, C) e com 200 dias (D, E, F) ap6s o término do tratamento: A, B:
seccbes de miocardio com infiltrado intersticial difuso e adensamento focal
com presenca de .forma's amasfigotas do T. cruzi em miocélula cardiaca; H &
E - 400X (A); 100 X (B); C: Musculo esquelético com lesao inflamatéria peri-
vascular e processo de arteriolite, com infiltragcdo da média e oclusao da luz
vascular; H & E — 400X; D: seccdo de miocardio com infiltrado inflamatério
denso, substituindo células‘cardiac':as destruidas; H & E — 400X; E: Intensa
lesao .inflamatéria em musculo esquelético, com denso infiltrado substituindo
fibras destruidas; H & E — 100X; F: Secgdo de musculo esquelético, com

grande ninho parasitario integro, sem reacéo inflamatéria; H & E — 400X.
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FIGURA 3



Figura 4 - Secgées de coragdo de camundongos infectados com a cepa

Colombiana, tratados com Benzonidazol, sacrificados 150 com dias (A, B, C,
D) ou com 200 dias (E), apés o término do tratamento: A: Infiltrado
mononuclear, focal, perivascular, com envolvimento da parede arteriolar ; H &
E - 100X; B: miocelulas cardiacas desorganizadas, com depésito intersticial de
colageno frouxo e fragmentado; H & E- 100X; C: Area focal de fibrose com
discreto e difuso infiltrado mononuclear e presenca de células cardiacas com
nucleos hipertrofiados e hipercromaticos; D: &area focal sub-epicardica
ventricular, com infiltragcdo mononuclear e fibrose; H & E — 100X, E: infiltrado
inflamatério mononuclear difuso e area focal de espessamento da matriz
intersticial com depoésito colagénico de aspecto fragmentado, presenca de

ninho parasitario em célula cardiaca; H & E — 100X.
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Figura 5 - Secgées de miocardio corados pelo método do Picro-Sirius;

camundongos cronicamente infectados com a cepa Colombiana : A e B -
Controles nao tratados; C e D -tratados com Benzonidazol: A: Area focal de
fibrose no ventriculo, com feixes colagénicos substituindo células cardiacas
destruidas . 400X ; B: Depositos de colageno com coloracao especifica pelo
Picro-Sirius , formando feixes densos no intersticio, ao lado de areas de
fragmentagcdo do colageno; 400X ; C,D : em camundongos tratados com
Benzonidazol, observam-se depdsitos frouxos no miocardio com feixes
colagénicos finos, fragmentados, ao lado de area focal de colageno denso;

400X.
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Figura 6 — Secgées do coragdo submetidas & imunohistoquimica pela

técnica da imuno-peroxidase para demonstracéo de antigenos do T. cruzi em f
ocoé inflamatérios (A,‘ B) e em células dendriticas intersticiais do miocardio
(CDIs)(C, D,E, F, G) : A, B: Focos de desintegragdo de miocélulas cardiacas ,
que aparecem vacuolizadas, dissociadas por infiltrado mononuclear e
depésitos arhorfos com marcagao positiva para antigenos do T. cruzi; 400X. C,
D, E, F; G, VH: células dehdriticas com nucleos élongados, marcacao positiva
na membrana, agrupadas ou isoladas, por vezes aderentes a membrana

basal dos miocitos; 400 X.
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FIGURA 6



Figura 7 - A, B, C, D: Secgées do miocardio de camundongos infectados

com a cepa Colombiana, submetidos a imunohistoquimica usando como
- anticorpo primario o anti-MAC (Pharmingen). Exemplos de células dendriticas
intersticiais (CDIs) com marcacado positiva em membrana e no citoplasma.
1000X. E, F: Secgdes de coragdo de camundongo controle normal submetidos
a imunohistoquimica com anticorpo primario anti-MAC mostrando mercagao

positiva. 1000X.
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FIGURA 7



Figura 8 — A, B, C, D: Secgbes do miocardio submetidas a imunomarcagéo

in situ pela técnica da imunofluorescéncia indireta, usando o anticorpo primario
anti-T. cruzi; presenga de detritos celulares com marcacédo positiva para os

antigenos do T. cruzi; 400X.
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FIGURA 8



INFECGAO COM O CLONE 21SF-C3
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Figura 9 — Curva parasitémica da fase aguda da infecgéo pelo clone 21SF-C3

do Trypanosoma cruzi.

Figura 10 — Mortalidade cumulativa dos animais infectados com o clone

21SF-C3 do Trypanosoma cruzi até o 50° dia de infecgao.
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Tabela 5 - Correlagdo entre os testes de cura parasicolégico, histopatoldgico e

sorolégico em camundongos infectados com o clone 21SF-C3 (Grupo B) e tratados

com Benzonidazol.

Subgrupo 1
* 150 dias Histopatologia
: FEE . : ‘Coragéo Coracao e Musc. Esq.

Cdédigo **Testes de cura Inflam. focal / difusa Parasitismo ***Sorologi
ANT21SFC3TR/01 Neg. + + Neg. 1:160
ANT21SFC3TR/02 Neg. + + Pos. 1:320
ANT21SFC3TR/03 Neg. + + Neg. 1:320
ANT21SFC3TR/04 Neg. + + Neg. 1:320
ANT21SFC3TR/06 Neg. o+ + Neg. 1:40

* ANT21SFC3TR/08 Neg. - + Neg. 1:40
ANT21SFC3TR/09 Neg. ++ ++ Neg. 1:160
ANT218FC3TR/10 Neg. + + Neg. 1:80
ANT21SFC3TR/11 Neg. + ++ Neg. 1:40
ANT21SFC3TR/12 Neg. + + Neg. 1:40
ANT21SFC3TR/13 Neg. - + Neg. 1:20

~ ANT21SFC3TR/14 Neg. s Neg. Neg.
ANT21SFC3TR/15 Neg. + ++ Neg. 1:160
ANT21SFC3TR/16 Neg. + ++ Neg. 1:320
ANT21SFC3TR/17 Neg. - + Neg. 1:20
ANT21SFC3TR/18 Neg. + ++ Neg. 1:10
ANT21SFC3TR/20 Pos. + ++ Neg. 1:10
Subgrupo 2

* 200 dias" .

ANT21SFC3TR/21 Neg. - + Neg. NR
ANT21SFC3TR/22 Neg. + + Neg. 1:10
ANT21SFC3TR/24 Neg. + ++ Pos. 1:10
ANT21SFC3TR/25 Neg. + ++ Neg. 1.80
ANT21SFC3TR/26 Neg. + ++ Neg. 1:160
ANT21SFC3TR/27 Neg. +++  ++ Neg. 1:160
ANT21SFC3TR/28 Neg. + + Neg. 1:40
ANT21SFC3TR/29 Neg. + - Neg. 1:10
ANT21SFC3TR/30 Neg. + ++ Neg. 1:20
ANT21SFC3TR/31 Neg. - + Neg. 1:40
ANT21SFC3TR/32 Neg. - + Neg. 1:40
ANT21SFC3TR/33 Neg. + + Neg. 1:10

- ANT21SFC3TR/34 Neg. + ++ Neg. 1:40
ANT21SFC3TR/35 Neg. - + Neg. 1:10
ANT21SFC3TR/36 Neg. - + Neg. Neg.
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ANT21SFC3TR/37 Neg. -+ Neg. 1:20
ANT21SFC3TR/38 Neg. £ 44 Neg. 1:40

¥

Dias pés-término do tratamento :

** Parasitemia; Subinoculagdo; Hemocultura .

*** Taste de Imunofluorescéncia Indireta

+ = Les3o Discreta; ++ = Lesdo Moderada; +++ = Lesdo intensa ; - = Sem Lesao
P = Positivo; N = Negativo; NR = Nao realizado
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Tabela 6 - Correlagdo entre os testes de cura parasicolégico, histopatolégico e

sorolégico "em camundongos infectados com o clone 21SF-C3 (Grupo B), controles

nao tratados.

Subgrupo 1
* 150 dias Histopatologia
Coragao Coragao e Musc. Esq.

Cadigo **Testes de cura Inflam. focal / difusa Parasitismo ***Sorologia
ANT21SFC3C/01 Pos. - + Neg. 1:640
ANT21SFC3C/02 Pos. "% e Neg. NR
ANT21SFC3C/03 Neg. ++ ++ Neg. NR
ANT21SFC3C/04 Pos. + + Neg. NR
ANT21SFC3C/05 Pos. + + Neg. 1:160
ANT21SFC3C/06 Neg. ++ ++ Neg. 1:640
ANT21SFC3C/07 Pos. + * - Neg. 1:1280
ANT21SFC3C/08 Pos.. + ++ Neg. 1:160
ANT21SFC3C/09 Pos. ++ ++ Neg. 1:1280
ANT21SFC3C/10 Neg. + ++ Neg. 1:1280
ANT21SFC3C/11 Pos. + + Neg. 1:640
ANT21SFC3C/13 Pos. + ++ Neg. NR
ANT21SFC3C/14 Pos. + + Neg. NR
ANT21SFC3C/15 Pos. + + Neg. NR
Subgrupo 2
* 200 dias
ANT21SFC3C/16 Pos. ++ ++ Neg. 1:40
ANT21SFC3C/17 Neg. ++ ++ Neg. 1:2560
ANT21SFC3C/18 Pos. + + Neg. 1:80
ANT21SFC3C/19 Neg. + + Neg. 1:1280
ANT21SFC3C/20 - Pos. - + Neg. 1:320
ANT21SFCBC/22 Neg. + ++ Neg. 1:1280
ANT21SFC3C/24 Pos. + ++ Neg. 1:1280
ANT21SFC3C/25 Neg. ++ ++ Neg. 1:1280
ANT21SFC3C/26 Pos. ++ ++ Neg. 1:1280
ANT21SFC3C/27 Pos. ++ ++ Neg. 1:1280
* Dias pos-término.do tratamento
** Parasitemia; Subinoculagdo; Hemocultura
*** Teste de Imunofluorescéncia Indireta
+ = Leséao Discreta; ++ = Lesdo Moderada; +++ = Les&o intensa ; - = Sem Leséo

P = Positivo; N = Negativo; NR = Nao realizado
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Tabela 7 - Analise da intensidade das lesées no tecido cardiaco e no musculo
esquelético, nos animas infectados com o clone 21SF-C3 do Trypanosoma cruzi,
tratados e nédo tratados com Benzonidazol, sacrificados com 150 e 200 dias pds-

término do tratamento .

S . _ Animais ndo tratados Animais Tratados
Subgrupo 1 *

Grau das lesdes Coracdo Musc. Esquelético Coragdo Musc. esqueletico

- 0/14 6/14 0/17 5/16

+ 7/14 8/14 11/17 10/16

++ 7/14 0/14 6/17 0/16

. ot - 0/14 _ 0/14 0/17 0/16

Subgrupo 2 **

Grau das lesoes Coragdo Mauasc. Esquelético Coragdo Musc. esqueletico

- 0/10 3/10 0/17 14/17

+ 3/10 4/10 10/17 2117

++ 7/10 3/10 6/17 117

+++ , 0/10 , 0/10 117 0/17

* = Animais sacrificados com 150 dias pés-termino do tratamento.

** = Animais sacrificados com 200 dias pés-termino do tratamento.

109



Tabela 8 - Identificacdo de antigenos do Trypanosoma cruzi em focos

inflamatérios (detritos parasitarios) e na membrana de células dendriticas

~intersticiais do miocardio (CDIs) em camundongos cronicamente infectados com

o clone 21SF-C3: Tratados com Benzonidazol e Controles nio tratados

Coracgao
Tratados com Benzonidazol Controles nao Tratados
Codigo CDI DP Cddigo CDI DP
ANT21SFC3TR/01 + - ANT21SFC3C/03 + -
ANT21SFC3TR/02 + ~+ | ANT21SFC3C/04 + -
ANT21S.‘FC3TR/03 o+ . ANT21SFC3C/06 + +
ANT21SFC3TR/10 + - ANT21SFC3C/14 + -
ANT21SFC3TR/16 + - ANT21SFC3C/15 + -
ANT21SFC3TR/22 + + ANT21SFC3C/22 + +
ANT21SFC3TR/24 + + ANT21SFC3C/25 + +
"~ ANT21SFC3TR/25 + + | ANT21SFC3C/26 + +
ANT21SFC3TR/27 + +
ANT21SFC3TR/38 + +

CDI = Células Dendriticas Intersticiais do Miocardio

DP = Detritos parasitarios do T. cruzi
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Figura 11 — Secgées de coragao de camundongos infectados com o clone

21SF C3. Controles nao tratados — A e B — sacrificados com 150 dias pés-
tratamento. A: Infiltrado inflamatério mononuclear focal,
subepicardico,propagando-se para o miocardio, sem destruicao de miécitos. H
& E, 100X; B - Infiltrado mononuclear discreto e difuso, dissociando as
miocélulas cardiacas, com adensamento em torno de arteriolas e deposito
matricial fibrilar no intersticio. H & E, 100X. C e D - sacrificados 200 dias p6s-
tratamento. C - Arterite focal com denso infiltrado peri-arteriolar e
comprometimento da camada média da arteriola pelo infiltrado; hialinizagao
subendotelial. H & E, 400X; D - Area focal de destruicdo de miécitos , com
infiltrado inflamatério intersticial e substituicdo por area de fibrose do

miocardio. H & E, 400X.
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Figura 12 — Sec¢des do miocardio de camumndongos infectados com o clone
21_SF4V C3 . Tratados com Benzonidazol - A , B, C — sacrificados 150 dias
péé-trétamento . A: aspecto geral da regido dos vasos da base do coragao
com denso infiltrado inflamatério mononuclear peri-vascular. H & E, 100X ; B -
Detalhe da figura anterior, mostrando a propaga¢ao do infiltrado inflamatério
‘ao miocardio. H & E, 400X; C: Presenca de foco de fibrose no miocardio com
depésito de colageno frouxo, de aspecto fragmentado. H & E, 400X; D e E -
sacrificados 200 dias apds o término do tratamento: D — Destruigéo focal de
midcitos e infiltrado inflamatério focal com células mononucleares com nucleos
p_i_cn_()ticos,, e matriz intersticial frouxa. H & E, 400X; E - Area com difuso
infiltrado inflamatorio e deposito matricial escasso, dissociando as células

cardiacas. H & E, 400X
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Figura 13 - Secgées do miocardio de camumndongos infectados com o clone

21SF C3, coradas pelo método do Picro-Sirius: A, B : Controles nao tratados
— Feixes colagenicos densos delimitando as miocelulas cardiacas em éareas
focais ou formando extensos depodsitos intersticiais. 400X. C, D: Tratado com
Benzonidazol - Fibrose intersticial difusa formada por finos feixes

descontinuos com fragmentagao das fibras colagenas. 400X.
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FIGURA 13



Figura 14 — Sec¢des de miocardio de camundongos cronicamente infectados

corh o. clone 21SF C3; método da imunoperoxidase, para marcagao de
parasitos e de antigenos parasitarios, em células dendriticas intersticiais do
miocardio (CDIsj e em focos inflamatérios, usando anticorpo policlonal anti-T.
cruzj._ A, B: Detritos celulares com marcagéo positiva em meio ao infiltrado
i’nflarhatério e no citoplasma de macréfago 1000X. C — presenga de detritos
parasitarios em células cardiacas. 1000X. D, E, F: CDIs no intersticio do
miocardio com rﬁarcagéo positiva na membrana e nos seus filamentos; 1000X .
G - CDI no intersticio, com marcagéo positiva da membrana, com citoplasma

abundante contendo formas amastigotas do T. cruzi 1000X.
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FIGURA 14



Figura 15 - Secgao do miocardio submetida & imunomarcacédo pelo método

da imunoﬂuoréscéncia.indire.ta, usando anticorpb primario anti-T. cruzi
produzido em coelho e como anticorpo secundario, anti-lgG de coelho
produzido em Cabra, conjugado a FITC (Sigma) numa diluicdo de 1:160.
Depdsitos amorfos em foco inflamatério, com marcagéo positiva para antigenos

do T. cruzi-. '4OOX.
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