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Na pausa nao ha musica, mas a pausa ajuda a fazer a musica.
Na melodia da nossa vida a musica ¢ interrompida aqui e ali por pausas, e nés sem
refletirmos, pensamos que a melodia terminou.
Deus nos envia um tempo de parada forgada, de planos fracassados, de esforgos
frustrados, e faz uma pausa repentina no coral de nossa vida.
E nos lamentamos que a nossa voz tenha de calar-se, e tenha de faltar a nossa
parte na musica que sobe constantemente aos ouvidos do Criador.

Mas, como € que o maestro 1é a pausa? Ele continua a marcar o compasso com a
mesma precisao e toma a nota seguinte com firmeza, como se nao tivesse havido
interrupgao alguma.

Deus segue um plano ao escrever a musica das nossas vidas.

A nossa parte deve ser aprender a melodia, e nao desanimar nas pausas.
Elas estdo ali para serem passadas por alto ou serem omitidas, nem para atrapalhar
a melodia ou alterar o tom.

Se olharmos para cima, Deus marcara o compasso para nés.

Com os olhos nEle, vamos ferir a préxima nota com toda clareza.

Se murmurarmos tristemente: “Na pausa ndo ha musica”, nao nos esqueg¢amos,
contudo, de que “ela ajuda a fazer a musica”.

Compor a musica da nossa vida € geralmente um processo lento e trabalhoso.
Com paciéncia Deus trabalha para nos ensinar!

E quanto tempo Ele espera ate que aprendamos a licao!

Ruskin (Subtraido)
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RESUMO

CALOMYS CALLOSUS, RENGER, 1830 (RODENTIA CRICETIDAE). UM MODELO PARA
O ESTUDO DA FIBROGENESE E DA FIBROCLASIA ESPONTANEA, NA INFECGAO
PELO TRYPANOSOMA CRUZI.

1SIS FERNANDES MAGALHAES -SANTOS

INTRODUGAO: O Calomys callosus é um animal silvestre, reservatério natural do
Trypanosoma cruzi, que tem sido utilizado como modelo experimental para o estudo da

infecg@o com este parasito. O C. caliosus difere do modelo murino na resposta a diferentes
cepas do T. cruzi, controla a infecgao, com negativagao da parasitemia e com mortalidade

nula. No presente estudo, investigamos a influéncia de cepas do T. cruzi pertencentes aos
diferentes Biodemas (Tipos |, Il e llI}, na evolugéo da infecgéo e das lesdes histopatolégicas,

no histotropismo e na patogenicidade para o C. callosus. Subseqlentemente, avaliamos
através imunofluorescéncia, utilizando anticorpos monoclonais especificos, contra os

componentes da malriz extracelular, a presenca dos tipos genéticos do colageno, de

fibronectina e laminina, nas diferentes fases da infeogéo. Foi também investigada por

imunomarcagéo in situ a participag@o de citocinas pré -inflamatérias e pro-fibrogénicas na
patogénese das lesdes necrotico -inflamatorias no C. callosus infectado com a cepa
Colombiana do T. cruzi. MATERIAL E METODOS: Os animais foram infectados com as
cepas de Biodema tipo | (Y), tipo Il (21SF) e tipo Il (Colombiana) e sacrificados em

diferentes perfiodos pos- infecgao de acordo com a cepa, de 7 a 70 dias. Para cada grupo,

foram mantidos controles normais, intactos. A parasitemia e moralidade foram

acompanhadas durante o curso da infecgdo. Secgdes de coragao e de musculo esquelético

foram fixadas para avaliagdo histopatolégica e criopreservadas para estudo

imunohistoquiimico dos colagenos tipo |, llI, IV, laminina e fibronectina e das citocinas IFN -y,
TGF-p e TNF-a. RESULTADOS: Neste modelo, a resposta peculiar observada, indica uma
influéncia dos diferentes Biodemas na evolucao da infecgdo. As cepas de Biodema tipos | e

Il (Y e 21SF) determinaram les6es moderadas principalmente no miocardio, com baixo

parasitismo tissular e regressao rapida e total das lesbes aos 60 dias de infecgéo.

Diferentemente, a cepa Colombiana (Tipo Ill), apresentou maior patogenicidade,

determinando lesOes necrético -inflamatérias no coragdo e ~musculo esquelético,
correspondendo ao parasitismo intracelular. Os componentes da matriz presentes na fase

inicial da infecgéo foram predominantemente fibronectina, laminina e colagenos tipos |, I, IV

no coragdo. No musculo esquelético predominaram os colagenos tipos I!l e IV. No 40 ° dia de
infecgéo, predominou o colageno tipo IV no coragao e na fase tardia da infecgéo (60 a 70

dias) observou-se fragmentagao e reabsor¢do desta matrizz. Os resultados da
imunomarcagao de citocinas demonstrou a presenca de TNFa , IFNy e TGFB desde o 15° dia
até o 40° dia de infecgao e desaparecimento total com 65 dias de infecgdo, exceto o IFN-y

que esteve presente em células de focos residuais da inflamagao nesta fase. CONCLUSAO:
Estes resultados indicam que na infeccao experimental, o comportamento do C. callosus,
reflete uma afinidade por cepas do tipo Il (Zimodema; T. cruzi I), modulando o processo
inflamatdrio, com regressao esponténea da fibrose, independente dos tipos genéticos do

colageno presentes no intersticio. Estas observagdes sugerem que citocinas como TNFa e
IFNy estao ativamente participando da destruicdo de parasitas intracelulares e o TGF -§
possivelmente participando da precoce fibrogénese descrita neste modelo, bem como na

modulagédo deste processo, controlando a infecgdo e resolvendo as lesdes fibrético -
inflamatdrias.

PALAVRAS-CHAVE: Calomys callosus, cepas do Trypanosoma cruzi, Biodemas, Colageno,
Citocinas.




ABSTRACT

CALOMYS CALLOSUS, RENGER, 1830 (RODENTIA CRICETIDAE ). A MODEL TO STUDY
THE PROCESS OF FIBROGENESIS AND SPONTANEQOUS FIBROCLASIA IN THE
INFECTION WITH TRYPANOSOMA CRUZI.
ISIS FERNANDES MAGALHAES - SANTOS

INTRODUCTION: The Calomys callosus, a silvatic reservoir of Trypanosoma cruzi, biologically
described and adapted to laboratory, has been used in the study of experimental infection with this
parasite. The C. callosus differs from the murine model in the response to the in fection with different
strain of T. cruzi, controlling the infection, with negativation of the parasitemia and null mortality. in the
present study we investigated the influence of the infection with strains of the different Biodemes
(Types |, il and lIl) on the evolution of the infection, the histopathological lesions, the histotropism and
the pathogenicity, in the model of C. calfosus. Subsequently, Calomys callosus infected with the
Colombian strain of Trypanosoma cruzi were studied with the objective of to characterize by
immunofluorescence, using specific monoctonal antibodies, the presence of the different genetic types
of collagen, fibronectin and laminin in different phases of the infection. The participation of pro-
inflammatory and pro-fibrogenic cytckines in the pathogenesis of the necrotic-inflammatory lesions
were also investigated. MATERIAL AND METHODS: C. callosus were infected respectively with the
strains representatives of the three different Biodemes: Type | - Y strain, Type 1i-21SF strain (7. cruzi
Iy and Type Il -Colombian strain (T. cruzi I) and sacrificed at different periods post-infection,
according with the strain, from 7 to 70 days. For each group, normal C. callosus were also used as
controls and paresitemia and mortality of infected groups were evaluated. Sections of the heart and
skelatal muscle were processed for histopathologic examination. immunohistochemical test were
performed using cryostat sections incubated with specific antibodies against collagen type I, \ll, IV,
laminin and fibronectin. The cytokines such as IFN-y, TGF-f and TNF-a were also tested by
immunolabelling in situ in cryostat sections of the heart and skeletal muscle. RESULTS: In this model,
the peculiar responses observed, points to the influence of different biodemes in the evolution of the
infection. The strains Types | and Il (Y and 21SF) determined moderate degree of lesions mostly in
the myocardium, with low parasitism, a rapid course and total regression of the lesions until 60 days.
Differently, the Colombian strain (Type Ill), was highly pathogenic and determined necrotic
inflammatory lesions in the skeletal muscle and myocardium, corresponding to intracellular parasitism.
The immunagisotyping of matritial components showed in the early phase, positive deposits of the

matrix components, with predominance of fibronectin, aminin and collagens types | and |ll m the
myocardium and the presence of collagen types iil and IV in the skeletal muscle From the 40™ day,
type IV collagen predominates in the heart. At the late phase of the infection (60" to 90" days), a clear
fragmentation and decrease of all the matrix components were observed. The |mmunoh|stochemlstry
staining, revealed the presence in sifu of TNFa, IFNy , and TGF8, detected from 15" to 45™ days post-
infection, decreasing of intensity until complete disappearence in the 65" day, except for the IFN -y,
which was present into the cells of residual foci of inflammation. CONCLUSION: Findings of the
present study indicate that the peculiar behavior of C. callosus when infected with the Colombian
strain, could reflect an affinity of Type il strain, Z1 (T.cruzi [), with modulation of the inflammatory
process, leading to spontaneous regression of fibrosis independent of the genetic types of collagen
involved in this process. This observations suggest an active participation of cytokines in the
destruction of infracellular parasites with the participation of TNFa and IFNy. The early fibrogenesis is
possibly mediated by the TGFB, that also controls the infection, with resolution of the inflammation and
of fibrosis.

KEY-WORDS: Calomys caliosus, Trypanosoma cruzi strains, Biodemes, Collagen, Cytokines




LISTA DE ABREVIATURAS:

FUNASA — Fundagao Nacional de Salude

NK — Natural Killer

CICL - Ciclofosfamida

CD4+ - Linfécitos T CD4+

CD8+ - Linfécitos T CD8+

NO — Nitric Oxide (Oxido Nitrico)

BCG — Bacile Calmette-Gueérin

MMP — Matrix Metalloproteinase (Metaloproteinase)

TIMP — Tissue Inhibitor Metalloproteinase (Inibidor de Metaloproteinase)
IFN-y — Interferon Gamma (Interferon Gama)

TNF-a — Tumoral Necrosis Factor (Fator de Necrose Tumoral)

TGF-p — Transforming Growth Factor (Fator de Transformagéao do Crescimento)

IL-10 — Interleukin-10 (Interleucina-10)
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1. INTRODUGAO

1.1. ASPECTOS GERAIS DA DOENCA DE CHAGAS

A doenga de Chagas é uma doenga endémica que foi descoberta e
descrita pela primeira vez por Carlos Chagas. E causada por um
Tripanosomatideo, do género Tripanosoma, cuja espécie Trypanosoma cruzi
(Chagas, 1909) pode parasitar uma variedade de vertebrados, incluindo a
espécie humana. Em recente revisao sobre o impacto do controle da doenga
de Chagas na América Latina, DIAS et al., (2002) relataram que, no inicio da
década de 90, a tripanossomiase foi considerada a mais preocupante doenga
parasitaria. Também relatam que, no inicio daquela déecada, o numero de
infectados estaria estimado entre 16 a 18 milhdes de pessoas, com registro de
queda progressiva para 11 milhdes até o final de 1999. Este fato ocorreu
devido a implantagdo de um programa de controle da doencga, baseado na
eliminagdo do triatomineo doméstico, bem como de controles rigorosos nos
bancos de sangue e de investigagdo da transmissdo congénita.

Os autores ainda relatam que, no final dos anos 90, pafses como
Uruguai e Chile foram oficialmente declarados livres da doenc¢a de Chagas, e
também alguns estados brasileiros, como Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do
Sul, Paraiba, Rio de Janeiro e Sdo Paulo. Mesmo com a eficacia do programa
de controle da doenga em alguns paises da America Latina, os mesmos
autores chamam atengdo para a questdo da erradicagdo completa, porque
existem dareas, que foram submetidas ao programa, onde ha registros do

reaparecimento do vetor domeéstico.



Um outro ponto, que também deve ser considerado, refere-se as
regides do cerrado e charco brasileiro onde existem vetores silvesires que
passam a domiciliar areas outrora livres de triatomineos domésticos. COURA
et al.,, (2000), recentemente, retrataram a atual situagdao epidemiolégica da
doenga de Chagas no Brasil, demonstrando que um fator agravante a ser
considerado é o relato de espécies secundarias e tercidrias, particularmente na
regido Amazonica, onde pelo menos 10 espécies silvestres de triatoma ja
foram encontradas infectadas pelo 7. cruzi. Por isso, embora o programa de
controle seja considerado eficaz, recomenda-se a manuten¢do da vigilancia
epidemiolégica por conta do exposto acima e da persisténcia de focos de
Triatoma infestans descritos em alguns estados brasileiros e paises

adjacentes.

1.2. FORMAS CLINICAS DA DOENGA DE CHAGAS

Durante o processo evolutivo da infec¢éo pelo 7. cruzi, manifestagoes
clinicas sdo evidenciadas e caracteristicamente descritas em duas etapas
distintas, denominadas de fase aguda e fase crénica.

A fase aguda pode se apresentar na forma aparente (sinal de Romana
ou chagoma de inoculagdo) e na forma inaparente (sem feicdo clinica
exuberante como na forma anterior).

A fase cronica, de acordo com caracteristicas distintas, foi dividida na
forma cronica indeterminada e crénica cardiaca e/ou digestiva.

Fase aguda: A fase aguda da doenga de Chagas é caracterizada pela

proliferagdo do parasito e sua disseminagdo pelo sangue ou vasos linfaticos,



afetando muitos tipos celulares, principalmente fibras musculares, resultando
no recrutamento de células inflamatérias em grande intensidade (HIGUCHI,
1997). Esta forma compreende fendmenos clinicos classicos que, embora
sejam na maioria das vezes oligoassintomaticos, se manifestam nos primeiros
quatro meses de infec¢ao, o que, do ponto de vista laboratorial se confirma
pela demonstragdo do parasito no sangue periférico através de exame direto.
Atualmente & bem descrito que o periodo de incubagédo na infecgdo humana ou
experimental varia entre 4 e 10 dias, o que corresponde aproximadamente a
um periodo de desenvolvimento de duas geragdes de parasito (RASSI et al.,
2000).

Na clinica, ja esta bem estabelecido que a infecgado se inicia com um
conjunto de manifestagdes como o sinal de Romana, descrito desde 1935, que
ocorre na porta de entrada do parasito e que consiste na formagao de um
edema bipalpebral, unilateral, classificado como elastico, indolor e com
congestao conjuntival. Outras manifestagbes gerais, descritas por Chagas em
1916, podem ser evidenciadas, como o aparecimento de febre, acompanhada
de mai-estar geral, cefaléia, astenia e hiporexia. Outras aiteragdes sistémicas
ou localizadas como edema subcutaneo, aumento do volume dos linfonodos, e
hepato e esplenomegalia, também podem ser observados.

Fase crénica indeterminada: A denominagdo “forma crénica
indeterminada” foi aplicada por Chagas em 1916, quando observou individuos
infectados pelo T. cruzi que nao apresentavam o quadro clinico considerado
classico da doenga. No sentido de melhor caracterizar esta fase, a | Reuniao
de Pesquisa Aplicada em Doenga de Chagas (1985) referendou o conceito de

forma indeterminada, que também tem sido reafirmado por outros autores



(DIAS, 1989 e OLIVEIRA et al., 1986), e que nesta fase o paciente apresenta
positividade em exames sorolégicos e/ou parasitoldgicos, com auséncia de
sintomas e/ou sinais da doenga, com eletrocardiograma convencional normal,
apresentando coragao, esdfago e colons radiologicamente normais.

Fase crénica cardiaca/digestiva: Na fase crnica pode-se observar, de
acordo com a expresséo clinica, a forma cronica cardiaca e a forma cronica
digestiva. A forma cardiaca manifesta-se em torno de 30% dos individuos
soropositivos e representa a fase mais tardia e grave da doenga, que se
caracteriza pela presenca de lesbes miocardicas progressivas e miocardite
fibrosante (MARIN-NETO, 2000). Segundo dados da Fundagéo Nacional de
Salde - FUNASA (2000), a forma cardiaca é considerada a principal causa de
morte, na qual o paciente apresenta um quadro de insuficiéncia cardiaca
fulminante ou manifesta arritmias graves com morte sibita. Na forma crénica
digestiva, o paciente apresenta alteragées ao longo do trato digestivo, com
lesbes dos plexos nervosos (destruigdo neuronal para-simpatica), com
consequentes alteragdes da motilidade e morfologia, sendo o megaeséfago e o

megacélon as manifestagdes mais comuns.

1.3. PATOLOGIA E PATOGENIA DA DOENGA DE CHAGAS

As diferentes formas clinicas da doenga de Chagas correspondem a
diferentes quadros anatomopatolégicos, envolvendo a participagao de
mecanismos patogénicos complexos. O parasito tem grande importancia na
fase aguda da doenga, pela presenca de formas parasitarias no interior das

miocélulas cardiacas, determinando a sua destruicdo e rotura com o



envolvimento de resposta inflamatéria decorrente da liberagao dos produtos
parasitarios. Nesta fase o estudo ultraestrutural revelou o papel de células
imunes efetoras como os linfécitos granulosos (células NK) e os macrofagos
que aderem aos midcitos cardiacos levando a sua destruicdo, e adesao ao
endotélio de capilares, determinando uma microangiopatia (ANDRADE et al.,
1994). Na forma indeterminada, as lesdes sdo focais e auto-resolutivas, com
apoptose de células do infiltrado inflamatério (ANDRADE et al., 1997), o que
caracteriza o seu curso benigno. A forma cronica cardiaca se caracteriza pelo
desenvolvimento de uma miocardite cronica fibrosante, levando a insuficiéncia
cardiaca congestiva de evolugdo progressiva e fatal. Os mecanismos
envolvidos nas lesdes teciduais tém sido ligados a presenga de populagdes
celulares envolvidas na resposta imune contra o 7. cruzi € 0s processos
imunorregulatoérios podem estar envolvidos na progressao da forma
indeterminada para a forma cardiaca (GAZZINELLI e BRENER, 1991). Foi
demonstrado em cées na forma indeterminada que 0 tratamento com
ciclofosfamida (CICL) em baixas doses determina o desenvolvimento de uma
miocardite grave, com alteragoes eletrocardiograficas, sem exacerbagdo da
parasitemia ou do parasitismo tecidual, indicando que este tratamento é capaz
de inibir mecanismos supressores da hipersensibilidade tardia (ANDRADE et
al., 1987).

Os mecanismos patogénicos na doenga de Chagas envolvem fatores
ligados ao parasito que estimulam e mantém as lesoes inflamatérias, como tem
sido demonstrado por diversos autores (HIGUSHI et al., 1993; JONES et al,
1993). De acordo com DOS REIS, 1997, a presenca de parasitos nos tecidos

pode ser decisiva para a secre¢ao de citocinas inflamatérias e para a rotura



dos mecanismos de tolerdncia. Em investigagdoc no modelo canino, foi
demonstrada a presen¢a de antigenos parasitarios sequestrados em células
dendriticas intersticiais do miocardio (ANDRADE et al. 2000), as quais, através
a sua fungao de celulas apresentadora de antigenos ligados ao complexo
MHCII, potencializa a estimulagéo de células T CD4+ do bago na determinagéo
do processo inflamatdrio do miocardio.

Apesar destas evidéncias que demonstram o papel do parasito e de
seus antigenos na determinagdo das lesfes na doenga de Chagas, 0s
mecanismos de autoimunidade tém sido propostos por diversos autores como
importantes na patogénese das lesdes determinadas pelo T. cruzi
SADIGURSKY et al., {(1982) verificaram rea¢ao cruzada entre os antigenos do
T. cruzi e a ATPase do reticulo sarcoplasmico do miocardio de camundongos,
sugerindo a sua participagdo nos mecanismos de autoimunidade.
HONTEBEYRIE - JOSKOWICKZ, et al., (1987) demonstraram a transferéncia
por meio de linfécitos T de camundongos cronicamente infectados, de lesao
inflamatéria de nervo periférico e de reagdo cutanea de hipersensibilidade
tardia, para camundongos singenéicos. Foi descrita por RIBEIRO DOS
SANTOS et al., (1992) a rejeigao de transplante de coragao de camundongos
recém-nascidos, implantando na orelha de camundongos singenéicos
cronicamente infectados pelo 7. cruzi, mediada por linfécitos CD4 auto-
reativos. TARLETON e ZHANG (1997) postulam, entretanto, que a rejei¢ao sé
ocorreria na presenga do parasito, quer seja injetado no local do transplante, ou
infectando o animal apés o transpiante. Também foi demonstrada reagéo
cruzada entre antigenos do parasito e antigenos préprios do hospedeiro, por

CUNHA NETO et al. (1995 e 1996), os quais identificaram um epitopo do T.



cruzi , o B13, que mostrou reagado cruzada com cadeia pesada da miosina
cardiaca, tendo sido testada com resultados positivos de imunoestimulagao,
em linfécitos cardiacos de pacientes chagasicos. Recentemente, PONTES DE
CARVALHOQO et al., (2002), investigaram o papel de antigenos do coragao na
miocardite chagasica cronica. Os resultados demonstraram que camundongos
tolerizados com antigenos do corag@o, na presenga do adjuvante de Freund e
de anticorpo anti-CD4, quando infectados, desenvolviam miocardite menos
intensa que os animais nao tolerizados.

Deste modo, os fatores patogénicos sdo ainda controversos, podem
estar centrados no parasito € na resposta imune contra 0s mesmos, ou nos

mecanismos de autoimunidade, ou em ambos.

1.4. PATOLOGIA EXPERIMENTAL DA DOENCA DE CHAGAS

No sentido de melhor compreender a doenga de Chagas em seres
humanos, atualmente, a utilizagdo do modelo experimental do camundongo
tem mostrado que existem muitos aspectos evolutivos da doenga que se
assemelham aos do homem. Outros modelos experimentais também tém sido
utilizados no sentido de compreender os aspectos anatomo-clinicos da doenga
de Chagas, a exemplo do cdo, que também apresenta manifestagbes da
doenga semelhantes as do homem (ANDRADE et al., 1980; ANDRADE, 1984).

Utilizando o modelo murino na doenga de Chagas, foi possivel sugerir
que fatores inerentes ao parasito, como o tipo de cepa, podem determinar uma
relagdo com o quadro histopatoldgico, o que permitiu a ANDRADE (1974)

classificar cepas do Trypanosoma cruzi em diferentes biodemas: os Tipos |, Il e



lIl. Foi demonstrado que as alteragdes teciduais predominantes mantém uma
relagdo com o tropismo da cepa, determinando um maior grau de parasitismo
em diferentes setores do organismo. Assim as cepas do tipo | cujo protétipos
sd0 a Y e a Peruana, no 10° dia de infecgéo, que corresponde ao dia de maior
pico parasitémico, encontra-se parasitando macrofagos em varios setores do
organismo, principalmente no bago, no figado e nos linfonodos. Na fase mais
avangada da infecgéo aguda, observa-se miotropismo e lesges inflamatorias no
coragdo e musculo esquelético. As cepas de tipo Il tendo como protétipos a
12SF e a 21SF, apresentam pico parasitémico entre os 12° e 20° dias de
infecgéo, com lesdes predominantes no miocardio na sua fase aguda, seguido
da destruicdo de fibras parasitadas com conseqlente necrose destas fibras,
desencadeando um intenso processo de miocardite. As cepas de tipo Il
representadas pela cepa Colombiana, apresentam uma parasitemia que evolui
lentamente com pico parasitémico elevado no 30° dia de infecgdo e com nitido
miotropismo, principalmente em mdsculo esquelético e miocardio. As lesdes de
musculo esquelético apresentam intenso infiltrado inflamatério com necrose de
fiboras e de parede vascular. Embora fatores inerentes ao parasito sejam
importantes na patogenia da doenga de Chagas, o papel do hospedeiro deve
ser considerado, uma vez que diferentes linhagens de camundongo infectados
pela mesma cepa do T. cruzi podem apresentar um padréo de maior ou menor
susceptibilidade a infecgao (ANDRADE et al., 1985c).

Aspectos da fase aguda, no modelo murino, mostram que o rompimento
de células parasitadas desencadeia o recrutamento de infiltrado inflamatorio de

polimorfonucleares e de células mononucleares como mondécitos e macroéfagos,



caracterizando uma resposta imune inata pelo seu carater inespecifico
(ABRAHAMSOHN, 1998).

Esta resposta inflamatéria também é caracterizada por uma ativagao
policlonal, envolvendo todas as classes de linfécitos TCD4+, TCD8+ e células
B, em consequéncia da exposigao ao T. cruzi (MINOPRIO et al., 1989c). Tem
sido descrito que, na fase aguda da infecgéo, esta ativagdo policlonal pode ser
responsavel por subseqgiente mecanismo de imunossupressao, o que torna o
sistema imune vulneravel, favorecendo, consequentemente, a disseminagéo e
invasao do parasito em novas células (MOSCA et al., 1991).

Na fase aguda, o camundongo desenvolve uma resposta inflamatoria
com predominio de infiltrado mononuclear, em que o tipo celular mais
abundante é o macrofago. Com o progresso da infecgéo, estas células séo
ativadas por diferentes citocinas, a exemplo do IFN-y, que estimula a sintese de
H,O, e metabdlitos do oxido nitrico, considerados fortes destruidores de
parasitos intracelulares (WIRTH, et al, 1985). Embora os macréfagos
desempenhem papel importante no controle da parasitemia, nem sempre eles
controlam a infecgdo, e os parasitos entram na microcirculagdo sendo
novamente fagocitados ou penetrando ativamente em células néo-fafociticas
como as células do coragdo (ANDRADE, 2000). No musculo cardiaco e
esquelético os parasitos multiplicam-se formando grandes ninhos parasitarios,
mantendo inicialmente as estruturas celulares da célula parasitada, até o
momento em que os parasitos rompem a célula para invadir novas fibras
musculares (GRIMAUD e ANDRADE, 1984). Estudos tém mostrado que a
desintegracao do parasito no interior da fibra determina alteragdes na célula

levando a um processo de necrose o que estimula o aparecimento de um
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infiltrado inflamatério que varia em intensidade e distribuigdo. Esta necrose de
miocélulas foi melhor avaliada quando animais na fase aguda da infecgao
foram tratados com quimioterapico especifico, resultando na destruigdo do
parasito intracelular. Estas alteragcbes progridem para a rotura da célula
parasitaria, com consequente recrutamento de infiltrado inflamatorio de células
mononucleares e polimorfonucleares (ANDRADE e FREITAS, 1987).

A miocardite chagasica crénica experimental tem sido investigada nos
aspectos anatomo-patolégicos e na resposta terapéutica (ANDRADE e
ANDRADE, 1976). Porém foi minuciosamente descrita por ANDRADE (1990),
quando avaliou o papel de diferentes cepas do T. cruzi em diferentes linhagens
de camundongos, na determinagéo de lesdes na fase cronica da infecgdo. Este
estudo mostrou que as cepas do Biodema tipo lll determinaram maior
incidéncia e intensidade das lesdes fibrotico-inflamatérias.

ANDRADE e GRIMAUD (1986), avaliando as lesdes do miocardio
através de estudo ultraestrutural, puderam identificar os tipos celulares
presentes no infiltrado inflamatdrio, descrevendo a presenca de componentes
matriciais e demonstrando alteragbes dos midcitos cardiacos na fase cronica
da infeccdo. Neste estudo, os tipos celulares predominantes foram fibroblastos
e macrofagos, que além de estarem em plena atividade fagocitaria,
apresentavam pontos de juncdo com cardiomidcitos, apontando uma
importancia especial do macréfago como célula efetora das alteragoes
miocardicas. Segundo os autores, estes achados sugerem que a presenga de
macréfagos no infiltrado inflamatério estd associada a destruicdo focal de
miécitos ndo parasitados, bem como relacionada com os aspectos de

fibrogénese.
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Posteriormente, ROSSI e SILVA (1990) demonstraram que macréfagos,
em contato com midcitos, promoviam permeabilidade na membrana sarcolemal
destas células, determinando sua morte. O predominio destes macréfagos, na
fase cronica da infecgdo, na resposta inflamatoria, caracteriza um processo que

se assemelha a reagao de hipersensibilidade do tipo tardia.

1.5. O Calomys callosus

Em revisdo feita por ANDRADE (2000) sobre a patologia experimental
da doenga de Chagas, foram referidos diferentes modelos que s&o utilizados
para responder as questdes referentes ao processo evolutivo, mecanismos
patogénicos e imunopatologia da doenga. Muitos modelos experimentais tém
sido utilizados no estudo da doenga de Chagas, como o camundongo, 0 c&o, 0
rato, o coelho, os primatas, 0 cobaio e animais silvestres como o Calomys
callosus.

O Calomys callosus RENGER, 1830 (Rodentia-Cricetidae) € um género
autéctone da regido sul-americana de porte semelhante ao camundongo e
podendo ser encontrado na Argentina, na Bolivia, no Paraguai e nas regioes
norte, sul e centro-oeste do Brasil. Estudos comportamentais desta espécie
tém demonstrado que o Calomys tem ampla importancia, pois participa do ciclo
de transmisséo de microrganismos patogénicos para o homem (apud, MELLO
e TEIXEIRA, 1984). O Calomys callosus é um modelo que vem sendo utilizado
em estudos de infecgbes virais, uma vez que esta espécie € o principal
reservatério e disseminador do virus Machupo, responsavel pela febre

hemorragica na Bolivia (JUSTINES e JOHNSON, 1969). Sua utilizagdo em
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infecgbes experimentais com Plasmodium bergei, Leishmania amazonensis,
Hymenolepis nana e Schistosoma mansoni estd bem descrita na literatura
(MELLO, 1979; MELLO e TEIXEIRA, 1984, LENZI et al., 1995). Esta espécie
também ja foi descrita como reservatério natural de cepas silvestres do
Trypanosoma cruzi (RIBEIRO, 1973 e MELLO e TEIXEIRA, 1977) e,
atualmente € um modelo que vem sendo empregado em estudos de infecgao
experimental com diferentes cepas do T. cruzi (MELLO et al., 1979; BORGES
et al., 1982, BORGES et al., 1992).

Estudos referentes a resposta do Calomys callosus infectado com T.
cruzi foram inicialmente realizados com cepas silvestres (MELLO e TEIXEIRA,
1977; BORGES e MELLO, 1980). Um dos trabalhos pioneiros, referente ao
estudo comparativo da evolugdo da infecgdo causada pelo T. cruzi no C.
callosus e em camundongos infectados com a cepa Y e Berenice, demonstrou
que ambos apresentaram alteragdes caracteristicas da miocardite chagasica,
diferindo contudo na mortalidade que foi de 100% no camundongo e nula no C.
callosus (BORGES et al., 1982).

A resposta inflamatéria na evolugao da infecgdo pelo 7. cruzi no C.
callosus tem apresentado 0 macréfago como o tipo celular predominante, que
possui um papel critico no controle e na eliminagao do parasito, sugerindo
haver uma resposta de hipersensibilidade do tipo tardia (ANDRADE et al.,
1994). Estudos in vitro com macrofagos peritoneais do C. callosus infectado
com o T. cruzi demonstraram que quando ativados, liberam grandes
quantidades de H,O,, semelhante aos de camundongo (BORGES et. al., 1992,

(BORGES et al.,1994).
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Considerando-se a importancia do IFN-y na ativagdo de macréfagos,
BORGES et al. (1994) avaliaram, através de ensaio de inibicdo, os niveis
séricos de IFN-y de Calomys infectado com a cepa M226 do T. cruzi. Os
resultados demonstraram que o IFN-y apresentou concentragdo mais elevada
(3.500 U/ml) no 14° dia de infecgdo, periodo este que precedeu o pico
parasitémico (17° dia). Posteriormente, BORGES et al. (1995), tentando
compreender alguns mecanismos imunorregulatérios envolvidos na infecgéo
pelo 7. cruzi em animais silvestres, avaliaram os niveis de IFN-y no soro
destes animais na fase aguda e na fase crénica na infec¢éo com as cepas F, Y,
Costalimai e M226. Verificaram que, na fase aguda, os niveis séricos de IFN-y
no calomys foram bastante elevados e na fase cronica o IFN-y foi ausente. Os
autores ainda avaliaram comparativamente, em calomys e camundongos
suicos infectados com quatro cepas de T. cruzi, os niveis de IFN-y e a liberagéo
de H:Q, por macréfagos peritoneais mantidos em placas de cultura. Os
resultados mostraram que a resposta do Calomys mantinha uma correlagao
positiva entre os niveis de IFN-y e a liberagao de H,O, bem como a capacidade
de controlar lesoes teciduais, 0 que néo foi observado nos camundongos, pois
as lesdes teciduais foram progressivas. Estes dados sugerem que o Calomys
desenvolve um mecanismo de adaptagao na relagao parasito-hospedeiro que
pode ser importante para avaliar o seu papel como reservatério natural do 7.
cruzi.

Estudos in vivo e in vitro tém mostrado que macréfagos de
camundongos quando ativados pelo IFN-y expressam grandes quantidades de
oxido nitrico (NO) e este produto possui um papel importante na eliminagéo de

diversos parasitos intracelulares ( MURRAY et al., 1985).
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Em um estudo comparativo referente a sintese de NO, macréfagos de
camundongo ou de Calomys, infectados com as cepas F e M226 do T. cruzi,
foram estimulados in vitro com IFN-y e verificou-se que, diferentemente do
camundongo, o calomys nao produziu NO. Para confirmar estes dados as duas
espécies foram inoculadas intraperitonealmente com Tioglicolato, BCG (Bacile
Calmette-Guérin) e periodato (ativadores inespecificos de macréfago) e que
apenas os macrofagos de camundongos responderam positivamente, aos
diferentes estimuladores, com niveis elevados de NO. Estes dados sugeriram
que o C. callosus provavelmente apresenta um mecanismo de controle da
infec¢ao distinto do camundongo, que independe da sintese de NO (de
OLIVEIRA et al., 1997).

O C. callosus apresenta uma peculiar capacidade de controlar infecgoes
causadas por diferentes patoégenos. Na infecgao pelo Schistosoma mansoni,
por exemplo, apresentam pequenos granulomas situados no espago porta e no
parénquima hepatico, com necrose focal e poucos depésitos de matriz
extracelular. O infiltrado inflamatério e a fibrose portal, observados no C.
callosus, sao minimos ou mesmo ausentes, quando comparados ao observado
no modelo murino (LENZI et al., 1995). Na infeccdo pelo T. cruzi, foi
demonstrada por ANDRADE et al. (1994), esta mesma capacidade de controlar
a infecgdo, bem como de resolver as lesdes fibrético-inflamatérias
determinadas pelo parasito. Os autores mostraram que o Calomys infectado
com a cepa F apresenta pico parasitémico no 21°, dia que vai decaindo até
ficar negativo no 40° dia, e este periodo de negativagéo ocorre igualmente com
outras cepas do 7. cruzi (BORGES et al., 1992). O estudo demonstrou que o

infiltrado inflamatério foi predominantemente de macréfagos, com poucos



15

parasitos intracelulares presentes e as lesdes variaram de moderadas a muito
intensas, atingindo principalmente musculo esquelético. Embora este estudo
tenha demonstrado que o C. callosus, quando infectado com a cepa F,
desenvolve lesbes teciduais e fibrose intensas, foi observada regresséo
espontdnea destas lesbes, mesmo com a permanéncia da infecgéao,
comprovada por testes parasitologicos positivos (ANDRADE et al., 1994).
Comparado ao camundongo, o C. callosus tem sido descrito como um
modelo de resisténcia a infecgao pelo T. cruzi. Pode sobreviver com altos
indculos de cepas consideradas virulentas ou patogénicas, controlam a
infecgao e apresentam padrao nulo de mortalidade (BORGES et. al., 1992).
Entretanto, este animal mostra também alta suscetibilidade a infec¢éo, pois
desenvolve intenso parasitismo e extensas lesbes de musculo esquelético
quando infectado com cepas do Biodema Tipo Ill, como a F e a Colombiana
(ANDRADE et al., 1994, MAGALHAES-SANTOS et al., 2002). Como o C.
callosus apresenta peculiaridades referentes a capacidade de controlar a
parasitemia e modular a fibrose de forma espontanea (ANDRADE et al., 1994,
LENZ! et al., 1995), torna-se um modelo interessante para o estudo dos
possiveis mecanismos imunomodulatérios que podem estar envolvidos na

fibrogénese da miocardite chagdsica cronica.
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1.6. COMPONENTES DA MATRIZ EXTRACELULAR

A matriz exiracelular pode apresentar variagdes morfolégicas
importantes dependendo da quantidade de tecido conjuntivo elastico ou fibroso
depositado no intersticio (ANDRADE, 1992). Estd bem descrito que existe
inicialmente um actimulo de proteinas fibrosantes e depdsitos de colageno, que
se dispdem nas areas de lesao tecidual no sentido de reconstituir espagos
teciduais danificados. Inicialmente se verifica que o colageno Il € um dos
primeiros componentes da matriz que aparece no intersticio, pois € uma
molécula abundante em vasos sanguineos. Com a evolugao do processo, 0s
fibroblastos iniciam deposi¢ao do colageno tipo |, considerado importante
constituinte da cicatriz e logo se sobrepde em quantidade aos depodsitos de
colageno tipo lll, que diminuem gradativamente com a evolugdo do processo.
De forma simplificada, verifica-se que este processo € uma combinagdo do
recrutamento de diferentes tipos celulares e sinalizagdo bioquimica que
estimulam proliferagao e ativagéo celular, liberando produtos que vao contribuir
na reorganizagao da matriz extracelular (DAVIDSON e BENN, 1996).

O colageno € uma proteina do tecido conectivo e que pode ser
encontrado em diferentes tecidos. Apresenta diferentes fungbes, porém as
mais importantes s@o compor a estrutura e sustentar 6rgaos. Existem pelo
menos 10 tipos de colageno geneticamente distintos descritos em mamiferos e
todos apresentam uma estrutura bésica. A molécula do colageno consiste de
trés cadeias alfa polipeptidica composta por 1000 aminoacidos e com

sequéncias repetitivas de glicina-prolina. A molécula organiza-se em forma de
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triplice hélice e sao secretadas no meio extracelular via complexo de Golgi, em
forma de pré-colageno (PELTONEN, et al., 1985).

Aspectos referentes a regresséo da fibrose na miocardite chagasica
cronica experimental estdo bem descritos em animais submetidos a tratamento
com quimioterapico (ANDRADE et al., 1991). Contudo, os mecanismos
imunomoduladores, que possivelmente estao envolvidos neste processo,
precisam ser investigados.

A degradagdo da matriz extracelular € um processo que requer a
participagdp de enzimas proteoliticas chamadas de metaloproteinases (MMP-
Matrix Metalloproteinases) e a participagao delas na regressao da fibrose esta
bem descrita na literatura, no modelo experimental da esquistossomose
(GOMEZ et al., 1999).

As metaloproteinases tém sido identificadas, seqlenciadas e clonadas,
estando divididas em trés grupos: colagenases, estromelisinas e gelatinases.
Colagenases intersticiais, a exemplo da MMP-1, atuam na degradacéo de 40%
do colageno tipos | e Ill recém formados em diferentes tecidos. As colagenases
séo enzimas que dependem de zinco e calcio para atuarem na clivagem do
colageno, promovendo a transformagao da triplice hélice da fibra colagena em
cadeias peptidicas colagenas ( VARO et al., 2000).

No processo da fibrolise, as mesmas células que sintetizam
componentes da matriz extracelular sdo também estimuladas a liberar estas
enzimas proteoliticas (metaloproteinases), clivando moléculas de colégeno,
proteoglicanos e elastina, levando a sua desintegragao.

Conceitualmente, a fibrose resulta em um balango entre sintese e

degradagdo da matriz extracelular, requerendo a participagdo de
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metaloproteinases e de seus inibidores especificos (TIMP-Tissue Inhibitor of
Metalloproteinases) que modulam a acado das metaloproteinases. Neste
processo de regulagao, as proprias células que antes promoviam a degradagao
da matriz agora sao estimuladas por citocinas e quimiocinas a produzir estes
inibidores especificos de metaloproteinases (EDWARDS et al., 1987).

A familia dos inibidores de metaloproteinases TIMPs possuem quatro
membros que sdo mais estudados TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-4, e séao
sintetizados por muitas células do tecido conectivo e também por macréfagos
(VARO et al., 2000). Sua presenca determina a modulagdo do processo de
fibrdlise, pois atua diretamente sobre as metaloproteinases, inibindo sua
capacidade proteolitica. Este mecanismo regulador tem sido descrito em
doengas parasitarias, como a esquistossomose (GOMEZ et al.,, 1999;
VAILLANT et al., 2001). Entretanto, na doenga de Chagas, estudos referentes
aos mecanismos moduladores da fibroclasia precisam ser investigados, pois os
relatos mais recentes, em modelo experimental, tratam da regressao da
fibrose, avaliando aspectos de degradagao dos componentes da matriz

(ANDRADE et al., 1991; MAGALHAES-SANTOS et al., 2002).

1.7. A FIBROSE NA DOENGCA DE CHAGAS EXPERIMENTAL

A inflamagdo € uma resposta local, onde se pode verificar o
recrutamento de diferentes tipos celulares por processo de quimiotaxia. A
regeneragdo do parénquima ocorre de forma harménica quando se pode
observar a participagdo dé fibroblastos produzindo locaimente elementos da

matriz extracelular. Alguns aspectos deste processo devem ser considerados,
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pois se refletem na regulagéo do crescimento e diferenciagéo de vérios tipos
celulares. Verifica-se uma sucessao de eventos, com liberagdo de citocinas
que vao atuar especificamente, via receptores, em diferentes tipos celulares, no
sentido de estimular a sintese e deposicao de componentes da matriz
extracelular, que consequentemente contribui e facilita a reorganizagao tecidual
(DAVIDSON e BENN, 1996).

Durante o processo inflamatério, a matriz é progressivamente
modificada, ocorrendo o depésito de componentes como glicoproteinas e
outras moléculas protéicas, favorecendo o aparecimento de diferentes tipos
celulares, como fibroblastos, que estao diretamente relacionados com o
processo evolutivo da fibrose (MONTENEGRO e FECCHIO, 1992).

Sabe-se que a inflamagao crénica resultante de doengas parasitarias é
um potente promotor de deposicdo de matriz intersticial. Contudo quando o
agente etiolégico € removido, regride a inflamagdo e consequentemente ha
uma reabsorgdo da matriz depositada no intersticio resultando no
restabelecimento tecidual (ANDRADE, 1994).

O estudo da fibrose na miocardite chagéasica crénica em camundongos
infectados com cepas dos Biodemas tipo Il e Il do 7. cruzi demonstrou a
presenga de fibroblastos em atividade de sintese e com abundante matriz
colagénica, predominando colagenos dos tipos ill e IV, sugerindo associagao
entre o processo inflamatério e a fibrogénese na miocardite chagasica crénica
({ANDRADE e GRIMAUD, 1986).

Estudos in vitro tém demonstrado que células como fibroblastos, quando
mantidas em meio de cultura juntamente com célula muscular lisa da aorta e

células miocardicas infectadas com T. cruzi, proliferam e sintetizam proteinas.
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Este fato fortalece a hipétese de que o parasitismo de cardiomidcitos
resulta no estimulo de fibroblastos na sintese de fatores que podem iniciar o
processo de fibrose na cardiomiopatia chagasica (WYLER, et al., 1987).

Na infecgdo pelo T. cruzi do camundongo, a miocardite tem se
maniestado com intensa fibrose, correlacionada ao processo inflamatério no
qual os macrofagos sao os principais tipos celulares envolvidos na ativagao de
fibroblastos a sintetizar componentes da matriz (ANDRADE e GRIMAUD,
1986).

Recentemente foi demonstrado in vitro a possibilidade da influéncia de
antigenos naturalmente liberados pelo T. cruzi ligarem-se a linhagens de
células (muscular e fibroblastos) e estimular a sintese de componentes da
matriz extracelular. Estes dados reforcam a idéia de que, in vivo, antigenos
liberados pelo T. cruzi podem estar envolvidos na manutengao da inflamacao
pois podem se ligar a células hospedeiras ndo infectadas estimulando uma
resposta imune contra antigenos parasitarios, modulando fungdes biol6gicas de
células envolvidas na sintese de componentes da matriz {(PINHO et al., 2002).

Na doenca de Chagas experimental, 0 estudo das alteragbes fibrético-
inflamatérias do coragao no modelo do camundongo cronicamente infectado
pelo T. cruzi foi desenvolvido por ANDRADE et al. (1989). Neste estudo, os
autores demonstraram através, da imunotipagem dos componentes da matriz,
que existe uma seqiéncia de deposi¢ao dos componentes matriciais que sao
distintos nas diferentes fases evolutivas da infeccao pelo 7. cruzi. Foi
observado que, na fase sub-aguda, componentes tais como fibronectina,
laminina e colégeno tipo il predominavam no intersticio do miocardio; ao atingir

as fases sub-aguda tardia e crénica observou-se uma nitida diminuigdo da
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fibronectina com significante aumento da laminina e colagenos tipos Ill e IV, e
na fase cronica tardia predominavam depésitos de colagenos tipos Il e IV, Isto
aventou a possibilidade de que o processo de fibrose cardiaca poderia ser
reversivel, uma vez que os tipos de colageno presentes na fase inicial da
fibrose diferiam da fase cronica. Posteriormente, 0 mesmo grupo demonstrou
que a reversdo da fibrose cardiaca no camundongo cronicamente infectado
pelo T. cruzi ocorria juntamente com a regressdo da inflamagao apods o
tratamento com quimioterapico especifico e cura da infecgdo (ANDRADE et al.,
1991). As observagbes acima descritas fortemente demonstram haver uma
relagdo da fibrogénese com o processo inflamatério, indicando que a regressao
das lesbes apds quimioterapia poderia, de alguma forma, contribuir para a

regressao da fibrose.

1.8. CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS E FIBROGENICAS

O processo de reparo, como ja foi referido anteriormente, requer uma
série de eventos coordenados que envolvem migragao, divisao e diferenciagao
de uma variedade de tipos celulares, que se deslocam para o local da leséo,
mediante uma resposta inflamatéria. Neste processo, o papel de citocinas e
quimiocinas é bastante discutido, uma vez que algumas familias séao
consideradas de efeito fibrogénico e outras de efeito anti-fibrogénico (KOVACS,
1991).

Existem diferentes moléculas que participam no processo de
recomposi¢cdo da matriz extracelular, que sao denominadas de fatores de

crescimento, como quimiocinas e citocinas. Muitas destas moléculas sdo
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produzidas por células musculares, endoteliais e epiteliais, por fibrobiastos e
também por macrofagos, que liberam quimiocinas como TGF-8 (Transforming
Growth Factor-beta) e que contribuem no processo de reparo tecidual,
estimulando o aumento da matriz intersticial, levando a um quadro de fibrose
(BRANTON e KOPP, 1999).

A participagdo de citocinas na resposta imune inata (IFN-y, TNF-a) e
adquirida (IL-10), durante a infecgdo pelo 7. cruzi € bastante evidente
principalmente durante a fase aguda da infecgao, em que o parasitismo é
elevado (ABRAHAMSOHN, 1998). Sabe-se que na fase aguda existe uma
resposta imune inata, em que células NK liberam grandes quantidades de IFN-
yque vao estimular macréfagos a liberar o oxido nitrico (NO), que leva a
destruicéo dos parasitos (CARDILLO et al., 1996). Em uma fase mais tardia da
infecgéo, citocinas podem ser mantidas ou mesmo ser neo-sintetizadas no sitio
da leséo, em resposta aos antigenos parasitarios presentes in situ, estimulando
a resposta inflamatéria (TEIXEIRA et al., 2002).

Citocinas que atuam no contexto da resposta imune durante a infecgao
pelo T. cruzi também estdo envolvidas na determinagao da resisténcia ou
susceptibilidade a infecgdo experimental. O IFN-y e 0 TNF-a estdo associados
a resisténcia a infecgdo, porque podem estimular macréfagos a destruir
parasitos (ABRAHAMSOHN, 1998), e também contribuir na determinag¢ao das
lesdes teciduais em que h& destrui¢do parasitaria na fase aguda da doenga
(LIMA et al., 2001). A IL-10 e o TGF-B constituem fatores que vao determinar a
exacerbag¢ao da doenca (SILVA et al., 1992), pois s3o potentes inibidores da
atividade ftripanocida de macréfagos, caracterizando um perfil de

susceptibilidade no modelo experimental murino (SILVA et al., 1991).
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1.8.1. Fator de transformacéao do crescimento beta (TGF-g)

A familia do TGF-p é composta por peptideos homodiméricos de 25kDa.
Existem trés tipos distintos da molécula (TGF-$1, g2 e g3), que foram
identificados em seres humanos e apresentam atividades bioldgicas
semelhantes (SLAVIN, 1996). Embora as trés isoformas de TGF-§ sejam
citadas como estimuladoras de fibrose, o TGF-g1 tem demonstrado maior
efeito estimulador de fibroblastos na sintese de pro-colageno (COKER et al.,
1997).

A familia do TGF-beta, juntamente com outras moléculas gensticamente
relacionadas, apresentam propriedades quimiotaticas, de proliferagdo e
ativagdo celular. Estudos in vitro tém procurado responder questoes a respeito
de seus efeitos biologicos e o seu papel in vivo ainda é discutido. Sabe-se que
esta molécula é sintetizada por tipos celulares como macréfagos ativados,
fibroblastos e linfécitos (SLAVIN, 1996) e parece ser de grande importancia
biolégica, principalmente na fase aguda da inflamagao (KANE et al., 1991).

Também tem sido descrita como potente mitégeno para macréfago,
células musculares e osteoblastos, enquanto um efeito inibitério seu é
observado no crescimento de células endoteliais, epiteliais e de linfocitos
estimulados em cultura (SLAVIN, 1996).

Existem evidéncias de que o TGF-p também apresenta atividade
quimiotatica para fibroblastos e macréfagos e tem um papel metabdlico
importante no processo de modulagéo do acumulo de componentes da matriz

extracelular (DAVIDSON e BENN, 1996). Estudos in vivo tém demonstrado que
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esta molécula pode diretamente regular a sintese de componentes da matriz
extracelular e que quando neutralizada pelo seu antagonista a expressédo do
gene que estimula a producdo desta matriz é reduzida, inibindo a fibrose
miocardica. Este fato sugere que o TGF-1, especialmente, media o processo
de fibrose pelo aumento de depdsitos matriciais no intersticio (LIUNEN et al.,
2000). Em algumas circunstancias o TGF-g pode exercer fungdo ativadora ou
inibidora no processo de fibrose ou seja, pode estimular a sintese de pré-
colageno ou estimular fibroblastos a sintetizar inibidores de metaloproteinases
TIMP-1 no controle da degradagao da matriz (SLAVIN, 1996). Portanto o TGF-
B € uma molécula especial porque, além de modular o processo de reparo,
atraindo diferentes tipos celulares para o local da lesado, promovendo
iniciaimente a sintese e liberagdo de componentes matriciais, também atua
como auto-regulador desta fibrogénese estimulando a sintese de
metaloproteinases, como também de seus inibidores especificos.

Estudos referentes a expressdo e o envolvimento do TGF-§ no
desenvolvimento da cardiopatia chagasica sdo escassos. Na infecgdo humana,
tem sido mostrada a presenga do TGF-8 in situ, que esta fortemente associada
com a fibrose miocardica em diferentes estagios da doenga (ARAUJO-JORGE
et al., 2002).

Como molécula reguladora, o TGF-p tem sido investigado na infecgéo
experimental, estando associado com a invasao intracelular do parasito, pois
regula a atividade tripanocida de macréfagos, permitindo um aumento na
parasitemia e exacerbacdo da doenga (SILVA et al.,, 1991). Recentemente foi
descrita a presenga do TGF-p no baco, desde a fase aguda da infecgéo,

embora, seus niveis fossem mais elevados na fase mais tardia da infecgéao
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(ZHANG e TARLETON, 1996). Este achado sugere que a presenga do TGF-B,
e de outras citocinas que persistem durante o curso da infecgéo, pode estar

estimulando a persisténcia do parasito e consequentemente a resposta imune

(ZHANG e TARLETON, 1996).

1.8.2. Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)

O TNF-a é uma proteina transmembrana polipeptidica de 26 kDa, que
na sua forma nativa € soluvel. Liga-se ao seu respectivo receptor,
desencadeando uma série de eventos intracelulares, resultando na ativagao de
fatores de transcricdo induzindo a expressao de genes importantes para
eventos Dbiolégicos distintos como crescimento e morte celular (CHEN e
GOEDDEL, 2002). O TNF-a é um mediador da imunidade inata e adquirida,
ocasionando uma ligagao importante entre a resposta imune especifica e a
inflamagdo aguda. E considerada uma citocina pré-inflamatéria, estimulando
células leucocitarias a destruir microorganismos, e € também envolvida no
processo de apoptose (FRIEDMAN, 1999).

E um homotrimero sintetizado em grandes quantidades, principalmente
em macrofagos ativados, e pode saturar seus receptores, que estao presentes
em quase todos os tipos celulares, levando a um quadro de necrose
hemorragica (CHEN e GOEDDEL, 2002; KOVACS, 1991).

O TNF-a pode atuar tanto como ativador ou como inibidor de resposta
imune. O(s) mecanismo(s) que permitem esta dualidade ainda é(sao)
discutido(s). No processo da fibrogénese, o TNF-a liberadoc em baixas

concentragdes estimula a proliferacéo de fibroblastos e em altas concentragdes
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bloqueia a sintese de outras citocinas (KOVACS, 1991). Recentements, foi
demonstrado que o0 TNF-q, juntamente com a IL-1f, em cultura de fibroblastos
cardiacos de rato, determinou a diminuicdo da sintese de colageno e a
ativacdo de metaloproteinases responsaveis pela degradagado de colageno
(SIWIK et al., 2000). Neste caso observa-se um papel antagonista do TNF-a na
fibrogénese.

Na cardiopatia chagasica experimental, o TNF-a tem sido demonstrado
na fase aguda, sendo considerado importante potencializador da atividade
tripanocida de macrofagos quando atuando sinergicamente com o IFN-y
(MUNOZ-FERNANDEZ et al., 1992). Estas evidéncias tem sugerido um papel
protetor do TNF-a na fase aguda da infecgao (LIMA et al., 1997), pois tem sido
demonstrado in vitro que, em fase mais avangada da infecgédo, os niveis de
TNF-o diminuem (BORGES et al., 1998).

Recentemente, LIMA et al. (2001) demonstraram, no bago a presenca do
TNF-a em sitios de destruicdo parasitaria, na infecgdo aguda com a cepa
Peruana do T. cruzi. A presenca do TNF-a nas lesdes teciduais sugere a
importancia desta citocina na destruicdo de macréfagos parasitados e também

no estabelecimento da necrose.

1.8.3. Interferon gama (IFN-y)

O IFN-y é uma glicoproteina homodimérica que ¢ sintetizada
principalmente por linfocitos Th1 CD4+ e células NK e tem papel de mediador
da resposta imune, bem como de estimular a sintese de outras citocinas, como

IL-2 e IL-12 (ABBAS et al., 1994).



27

O IFN-y é considerado um importante ativador de fagdcitos
mononucieares, como macréfagos e estimulador da degradagdo da matriz
extracelular, ou seja, € uma citocina anti-fibrogénica (FRIEDMAN, 1999).
Existem indicagbes de que o interferon gama pode ter dois papéis na
patogénese da fibrose pulmonar, ou seja, precocemente promove ativagao de
macréfagos e tardiamente inibe a sintese de colageno (KOVACS, 1991).

O papel do IFN-y como citocina anti-fibrogénica é bastante investigado.
Tem sido demonstrado que o interferon age nos fibroblastos, inibindo a sintese,
principalmente, dos colagenos tipo | e Ill, bem como da fibronectina (DUNCAN
e BERMAN, 1985). GRANSTEIN et al. (1987) também demonstraram in vivo
que o IFN-y exdgeno, quando aplicado em area fibrética, promove a sua
desintegragdo, sugerindo que esta molécula pode ser utilizada no tratamento
de doengas caracterizadas pelo excesso de fibrose.

A participagdo do IFN-y na diminuigado da fibrose tem sido investigada
em diferentes patologias, tanto em seres humanos como em modelos
experimentais. AGARWAL e BEHERA (2000), investigando casos de fibrose
pulmonar em animal, incluindo seres humanos verificaram que a terapia com
IFN-y melhora o quadro de fibrose pulmonar. Outros autores também
demonstraram o mesmo efeito do IFN-y na reverséo da fibrose submucosa da
cavidade oral, com redugao dos depositos de colageno (HAQUE et al.,2001) e,
mais recentemente, na regulagéo da fibrose periportal de individuos infectados
com o Schistosoma mansoni (HENRI et al., 2002). Existem relatos que
contradizem o efeito anti-fibrogénico do IFN-y para determinadas patologias,
como no tratamento para redugao da fibrose na mielofibrose idiopatica (HEIS-

VAHIDI-FARD et al. 2001).
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O papel do IFN-y na doenca de Chagas experimental foi inicialmente
relacionado ao padrdao de resisténcia a infecgao pelo T. cruzi, pelo seu
potencial de ativar macréfagos para destruir o parasito (REED, 1988).
Posteriormente, foi demonstrado que TNF-a, juntamente com o IFN-y, agem
sinergicamente potencializando a sintese de odxido nitrico por macréfagos
ativados para destruir o 7. cruzi (MUNOZ-FERNANDEZ et al., 1992).

Considerando a utilizagao de modelos experimentais para compreender
alguns mecanismos imunoldgicos de combate ao T. cruzi, € classico na
literatura que macréfagos de camundongos, quando ativados pelo |FN-y,
expressam grandes quantidades de Oxido nitrico, e este possui um papel
importante na eliminagdo dos parasitos intracelulares. Entretanto, estudos
recentes tém demonstrado que macréfagos obtidos de C. callosus infectados
pelo T. cruzi, quando ativados pelo IFN-y, ndo produzem éxido nitrico ou estéao
presentes em pequenas quantidades apenas no 40° dia de infecgao (OLIVEIRA
et al., 1997). Embora o C. callosus néo expresse quantidades sinificantes de
NO, como mencionado acima, estudos demonstraram in vitro que os
macréfagos de animais infectados produziam grandes quantidades de H»0.,
associada a niveis elevados de IFN-y no sangue, € com queda da parasitemia

(BORGES et al., 1994; BORGES et al., 1995).
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2. OBJETIVOS:

1-Investigar a patogenicidade, o histotropismo e a fibrose determinados pela
infeccao do Calomys callosus com cepas de diferentes biodemas do

Trypanosoma cruzi (Manuscrito 1).

2-ldentificar diferentes componentes da matriz extracelular que participam na
fibrogénese e fibroclasia no coragdo e miusculo esquelético de C. callosus

infectado com a cepa Colombiana do T. cruzi (Manuscrito 2).

3-ldentificar e expressao de citocinas pré-inflamatérias (TNF-a e IFN-y) e
fibrogénica (TGF-f) no coragdo e musculo esquelético de C. callosus infectado

com a cepa Colombiana do T. cruzi (Manuscrito 3).
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3. JUSTIFICATIVA:

A resposta inflamatéria do Calomys callosus na infecgao pelo
Trypanosoma cruzi apresenta desde a sua fase inicial, um infiltrado composto
de células mononucleares, principalmente de macréfagos e poucos linfécitos,
além de polimorfonucleares quando ha destruicao parasitaria. Este tipo de
resposta & caracteristico da imunidade inata, que em seres humanos é referido
como componente-chave da resisténcia do hospedeiro a protozoarios.

O Calomys callosus como um modelo de resisténcia a infec¢éao pelo T.
cruzi, tem sido alvo de investigacdo em diferentes aspectos. Entretanto, os
possiveis mecanismos imunomoduladores envolvidos na determinagdo das
lesGes precoces descritas no modelo,p+1X precisam ser investigados.

O estudo evolutivo da fibrose e de sua regressdo no Calomys callosus
podera contribuir para o conhecimento de mecanismo(s) que determina(m) o
estabelecimento da miocardite fibrosante na doenga de Chagas. Estes
aspectos sao importantes para o entendimento da relagédo parasito-hospedeiro,
principalmente por se tratar de uma espécie que € reservatério natural do
Trypanosoma cruzi, o que torna este animal um modelo interessante para esta

investigagao.
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infection of Calomys callosus (Rodentia cricetidae) with-sifains of different
Trypanosoma cruzi biodemes: pathogenicity,

induction.
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The influence of different Trypanosoma cruzi biodemes on the evolution
of the infection and on the histopathological lesions of the heart and skeletal
muscles,during the experimental infection of Calomys callosus, was investigated.
Three groups of C. callosus were infected, respectively, with parasite strains
representatives of three different Biodemes: Type I (Y strain), Type Il (21 SF strain)
and Type 1l (Colombian strain). For each group, normal C.callosus were also used
as controls. Marked differences have been detected in the behavior of the three
strains in this model.

The strains Types | and Il (Y and 21 SF) determined moderate lesions,
mostly in the myocardium, with low parasitism, a rapid course and fotal regression
of the lesions by the 60 day of infection. Differently, Type Il strain (Colombian),
was more pathogenic for C. callosus and induced necrotic-inflammatory lesions
in skeletal muscles and myocardium, in correspondence 1o intracellular
parasitism. Proliferation of fibroblasts and amorphous matrix deposits, followed
by interstitial fibrosis were present. Progressive regression of the inflammatory
changes and collagen deposits occurred spontaneously. The progression and
regression of both inflammation and fibrosis.induced by the Colombian strain
were further submitted to quantitative evaluation by morphometry. Results of the
morphometric studies presented good correlation with the histopathological
findings. The results confirm the importance of the different biodemes in the
determination of tissue lesions and the peculiarities of response of C. callosus to
infection with T. cruzi.

Key words: Calomys callosus - Trypanosoma cruzi -biodemes — histopatology — morphometry
fibrosis , inflammation.
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INTRODUCTION
Since the initial Chagas’ studies (1909), there were references to the inoculation of
different animal species with Trypanosoma cruzi, with the objective to study the
evolution of infection in vertebrates.

The patterns of the lesions determined in different experimental models by
the inoculation with different strains of Trypanosoma cruzi have varied on the
dependence of the combined influence of parasite strain and animal species. In
the murine model, a diversity of responses were also observed in relation to high or
low susceptibility of the inbred strains used (Andrade et al, 1985). Comparative
studies on the influence of several strains of 7. cruzi in C. callosus and mouse
infections have previously been performed by Borges et al (1992). They used
inoculation with the Y strain from human origin, and with the Costalimai and M226
strains, from silvatic origin. Contrary to the murine model, C. callosus controlled the
parasitemia and showed regression of the lesions within a few days. However,
when the infection was caused by the F or Colombian strains (Type |l Biodeme
strains), a high susceptibility was disclosed, with intense parasitism of myocardium
and skeletal muscles and intense inflammatory and fibrotic lesions, that
spontaneously subsided (Andrade et al. 1994, Magalhaes-Santos et al, 2002).

Considering the peculiarities of C. callosus responses to T. cruzi from
different biodemes, belonging to Types |, Il and Il (Andrade 1974, Andrade and
Magalhaes, 1997), the patterns of infection by T. cruzi, and the histopathological
lesions induced in this host, have herein been investigated.

In a previous study, the process of fibrogenesis and collagen resorption,
determined by the Colombian strain of T. cruzi in the C. callosus model, has been
investigated with the objective of characterizing the components of the extracellular
matrix involved and to determine the genetic types of collagens predominant in this
process (Magalhaes-Santos et al, 2002). Results of that investigation indicated the
presence of the collagens types |, lll and IV. Regardless of the genetic type of
collagen, the modulation of the inflammatory process and the control of parasite
multiplication resulted in the resorption of collagen.



In the present study, it was observed that the strains of type | (Y) and Type I
(21SF) do not determine a significant increase in collagen deposits as compared
with normal controls and the infection is soon controlled, leading to the regression
of inflammation and parasitism.

For a better evaluation of the inter-relationship between these processes, a
morphometric evaluation of the collagen deposits and inflammation areas of the
myocardium and skeletal muscles of Colombian strain-infected C. callosus was
performed.

Results indicated that the strains of three different biodemes behave
differently in the C. callosus infection, which confirms the importance of parasite
strain characteristics on the determination of lesions in the vertebrate host. A
peculiar response of C. callosus to infection with Biodeme Type lll, related to
fibrogenic process, was also detected and quantitatively evaluated.

MATERIAL AND METHODS

Experimental animals — Ninety-five C. callosus raised, in animal facilities at
Centro de Pesquisas Gongalo Moniz - Fiocruz, were used in this study. The
experimental animals were approximately 60-day old males, weighing 20-30g.Their
maintenance and handling complied with the guidelines for the human use of
laboratory animals.

Strains of T. cruzi - Twenty five C. callosus were infected with the Y strain of
T. cruzi (Biodeme Type |, Zimodeme Z2b); 25 were infected with the 21SF strain
(Biodeme Type I, Z2, T. cruzi |l ); 30 calomys infected with the Colombian strain
(Biodeme Type Ill, Z1, T. cruzi |. For each infected group, 5 normal controls were
studied.

Inoculum — Consisted of 10° trypomastigote forms per animal. Parasites
were obtained from the blood of infected mice, washed three times with PBS by
centrifugation, and inoculated intraperitoneally.

Mortality - Cumulative mortality was evaluated during the course of infection for all
the experimental groups. -



Parasitemia — This was evaluated three days a week, by counting the
parasite numbers in 50 high power (x 400) fields by microscopic examination of
peripheral blood under coverslips (22 x 22 mm).

Histopathology — For histopathological study, three C. callosus per point
were sacrificed by exsanguination under anesthesia, 7, 10, 15, 25, 30, 40, days
post-infection for the Y strains (Type |) and 10, 15, 25, 30, 40 and 60 days for the
21 SF strain (Type ).

As for the Colombian strain (Type llIl), sacrifice occurred at 15, 20, 25, 30,
35, 40, 45, 60, 65 and 70 days post-infection.

Fragments of the heart and skeletal muscles were fixed in formalin, paraffin-
embedded and the 5 um-thick sections obtained were stained with hematoxylin
and eosin (H & E).

Picro-Sirius staining method was used for collagen identification in paraffin
sections of the heart and skeletal muscle with Rot-Sirius 3 (Chroma Gessellschaft)
in a saturated aqueous solution of picric acid and fast green as a counterstain
(Junqueira et al. 1979) . Sections were examined with direct light and with bright
field light optics using a Zeiss photo microscope.

Morphometry - Quantitative evaluation of inflammation and fibrosis were
performed in heart and skeletal muscle of C. callosus, infected with the Colombian
strain, at different evolutive phases of the infection: early phase, 25 days;
intermediary phase, 30 days; advanced phase, 40 days; and late phase, 60 days.
For the evaluation of both inflammation and fibrosis, a total area of 12mm? was
analyzed per animal, being three animals from each group. For all semi-automated
morphometry, an optical microscope (Zeiss) was used, and the images were
captured and evaluated using the program Axio Vision 3.1 (1998-2002), Carl Zeiss
Vision GmbH (Zeppelinstrasse 4-85399 Munchen-Hallbergnoss, Germany).
Evaluation of inflammatory infiltrates — The degree of inflammation in sections of
myocardium and skeletal muscles was evaluated by examining inflammatory
infiltrates in H&E stained sections from five microscopic fields, not successively,
using an 10X ocular and a 40X objective. The sectional areas of inflammation were
directly measured and the total number of cells of the examined area calculated.



Evaluation of fibrosis — The degree of fibrosis in sections of the myocardium
and skeletal muscle were evaluated by examining five selected areas of fibrosis,
Sirius-Red stained , corresponding to microscopic fields 400X, excluding the
normal fibrous structures of the heart and the interstitial septa of the skeletal
muscles. The sectional areas of the fibrous tissue were directly measured and
calculated as a percentage of the total area examined.

Statistical analysis - ANOVA non-parametric and Dunnett’'s muitiple
comparative tests were applied. Results were considered significant when
determinations reached p <0.01 for muscles and p<0.05 for myocardium.

RESULTS

Parasitemia - Evolution of parasitemia is shown in Fig. 1, for the several
groups. Comparing the three strains, the Y strain determined the highest and
earliest peak of parasitemia by the 10™ day of infection; the 21SF strain
determined the lowest peak at the 12" day; the Colombian strain showed
intermediate parasitemic peak by the 14" day of infection.

Histopathological lesions:

Y strain (Biodeme Type 1): Heart — C. callosus infected with the Y strain
showed an evolutive parasitism of the myocardium, from the 7" day of infection,
increasing rapidly until the 10™ day, with an intense parasitism of myocells. An
intense myocarditis was present, with diffuse and focal mononuclear infiltrates, and
focal necraosis of cardiac cells. From 15 to 20 days (Fig. 2A) of infection, a
regression of inflammation and parasitism were seen, with focal mononuclear
infiltrates and mild deposits in the connective tissue. Lesions in the myocardium
subsided by the 40th day post infection (Fig. 2B).

Skeletal muscles - The sections exhibited normal histology. No
inflammation, fibrosis or parasitism was present, and the Picro Sirius staining did
not reveal abnormal collagen deposits in the heart or skeletal muscles.

21 SF strain (Biodeme Type II)



Heart - lesions in the myocardium were absent until 10 days of infection.
From 15 to 30 days of infection, scarce parasites were present with necrosis of
cardiac cells as well as mild to moderate focal and diffuse inflammatory infiltration
with macrophages and fibroblasts (Fig. 2 C). From 35 to 60 days, mild focal
inflammatory infiltrates were seen in the myocardium, in the absence of parasites
(Fig. 2 D), the interstitial mairix was scarce, with thin strands of collagen seen by
Picro Sirius staining, in 6/15 cases.

Skeletal muscles - Small perivascular mononuclear infiltrates were seen by
the 10" day of infection. No parasites were identified in the examined sections.
From 15 to 20 days mild focal infiltrates, scarce parasites and focal necrosis of
muscle cells were seen. Up to 35 days after infection, perivascular infiltrates of
mononuclear cells were present, as well as focal necrosis of muscle cells, without
parasites. Fibrotic alterations were absent. Total regression, of the
histopathological alterations was registered from 40 to 60 days post infection.

Colombian strain (Biodeme Type Ill): Heart — In the myocardium, mild to
moderate diffuse mononuclear infiltration as well as focal infiltration around
necrotic cardiac cells were seen from 15 to 20 days, with presence of
macrophages and fibroblasts (Figs. 3 A, B). From 25 to 30 days of infection
moderate to intense, diffuse and focal inflammatory infiltrate, with predominance of
macrophages and lymphocytes, \;vas present as well as proliferation of fibroblasts
and interstitial matrix deposits ( Figs.3 C, D). Picro-Sirius staining showed collagen
deposits as slender bundles and peri-vascular thickening. Parasites were scarce in
the heart. At 40™ day, small foci of destroyed cardiac cells, with focal mononuclear
inflammation were present. Picro-Sirius staining for collagen showed fragmentation
and a progressive decrease of collagen until the 60™ to the 70™ day with residual
foci of inflammation.

Skeletal muscles — Form 15 to 20 days, lesions of the skeletal muscles were
mild and focal, with the presence of intracellular amastigotes, without inflammation,
with focal destruction of parasitized muscle cells (Fig.3 E) The lesions became
more intense in the skeletal muscle from 25 to 30 days of infection, with focal
necrosis of parasitized myocells and the presence of large collections of



amastigotes. Intense inflammatory process was present, with predominance of
macrophages, lymphocytes and fibroblasts with parasitic debris and
polymorphonuclear neutrophils (Fig. 3 F,G). In the 35" day of infection, intense
interstitial infiltrates were present (Fig. 3H). Strands of collagens were seen in the
inflammatory foci (Fig. 3H) and confirmed in the sections stained with Picro Sirius.
At the 40™ day of infection, the inflammatory lesions became less intense. From 60
to 70 days they were limited to focal areas. Fine strands of collagen appeared in
sections stained with Picro Sirius.

Normal controls — Sections of the heart showed normal cardiac structure,
with scarce interstitial matrix. Skeletal muscle sections showed characteristic
histological structure with a distinct and fine perimisial matrix deposit seen with the
Picro Sirius red staining.

Morphometric evaluation of the inflammation:

Myocardium - Results of semi-quantitative morphometric evaluation of the
number of inflammatory cells in 5 areas of inflammation of 12mm? in the
myocardium are shown in Fig. 4A, revealing significant increasing of the number
of inflammatory cells from the 25" to the 30" day of infection, followed by a
significant decrease from the 40t" to 60" day post infection .

Skeletal muscle - Fig.4B shows the semi-quantitative evaluation of the
inflammatory infiltrates in the skeletal muscle, with significant increase of the
number of cells from 25 to 30 days of infection and decrease from 40 to 60 days.
Morphometric evaluation of the fibrosis:

Myocardium — Fig 5A - The morphometric analysis of fibrosis showed slight
increase in collagen deposits, as measured in 5 areas of 12mm? with decrease to
normal levels by the 60™ day. Statistical analysis did not show significance when
compared with normal controls.

Skeletal muscle — Fig. 5B- Significant increase of collagen deposits was
detected by the 40™ day of infection, as compared to normal controls. By the 30"
day, a slight increase was also seen, but without reaching statistical significance.



DISCUSSION

The findings of the present study indicate clear differences in C. callosus
response to infection by strains of Trypanosoma cruzi from different biodemes,
regarding the degree of the inflammatory process, parasite histotropism, the
intensity of parasitism and the evolution of fibrogenesis. Furthermore, the Y and
21SF strains did not induced a significant increase of the interstitial matrix
components, in contrast with the Colombian strain, which induced an intense
inflammatory process in the heart and skeletal muscles, and significant fibrosis,
that spontaneously subsided during the subacute phase of infection (40 to 60
days). The Colombian strain (Type Ill) is more pathogenic for the C. callosus than
types | (Y) and Il (21SF) strains, which determined a mild infection, with an early
tendency toward the regression of the lesions, and nuil animal mortality.
Histotropism for the myocardium of the three biodemes was maintained in C.
callosus, as compared with mice with the presence of amastigotes of T. cruzi in
cardiac myocells, although with a low degree of parasitism with the Y and 21SF
strain. However the macrophagotropism that is a hallmark of the infection withy
Type | strains in mice, was scarce in the spleen of C. callosus, (data not shown).
On the contrary, the tropism for skeletal muscles, characteristic of the Colombian
strain, was very intense in the C. callosus, maintaining the same aspects as seen
in mice. The C. callosus apparently controls the infection with the Types | and |l
strains, with inhibition of parasite multiplication and early regression of
inflammation, and absence of significant fibrogenesis.

The Colombian strain, differently from the others, showed an exacerbation
of virulence, expressed by a precocious increasing of the parasitemia differing from
the murine model that shows late peaks, from 25 to 30 days. Also an increased
pathogenicity was detected in C. callosus as compared with the murine model, with
extensive muscle necrosis and intense inflammatory and fibrotic lesions,
confirming the importance of the interaction host/parasite in the patterns of the

—
lesions.
e




Mo mugerls |

Apparently, several factors, dependent on the parasite strain and on the
host response, are responsible for the characteristic lesions in this model. The
Colombian strain, shows a peculiar behavior in respect to several parameters. The
antigenic analysis (Andrade et al, 1981) of the three types of strains showed clear
cut differences in their antigenic profiles. Cross reacting antigens were present in
the three strains, but Colombian strain, has in addition, its own antigenic
determinants and this may correspond to differences in its immunogenicity.

The specific neuraminidase activity (Pereira and Hoff, 1986), can influence
the predominant tropism for the skeletal myocelis (Libby et al, 1986)T-F;—eareira and
Hoff (1986), studying the neuraminidase activity of several strains, have shown
higher activity of neuraminidase in the Colombian strain as compared with Y and
12 SF strains, that could be associated with the myotropism of the Colombian
strain. The infective trypomastigote forms of T. cruzi exhibits neuroaminidase
activity and can desialylate cardiac cells in culture. These observations are in
accordance with those of Shenkmann et al (1991, 1992) who identified the
transialidase that transfer the sialic acid from the surface of host cells to the
surface of the parasite and participate in the penetration of trypomastigotes into the
host cells. These aspects are important but do not exclude the participation of the
host response. The genetic types of collagen investigated in a previous study
(Magalhaes-Santos et al, 2002), do not influence the regression of the collagen
deposits. Differing from C. callosus, evolution of the fibrogenesis in the murine
model is slow and progressive until the chronic phase of infection (150 to 200 days
post-infection). Reversion of fibrosis in mice occurred after specific treatment in the
chronic phase of infection, but not spontaneously (Andrade et al.1991).

As discussed in a parallel investigation (Magalhaes-Santos et al. manuscript
submitted to publication), the in situ presence of cytokines, such as TNFa, INFy
and TGFB, in the heart and skeletal muscles, during the early phase of C. callosus
infection, is probably related to the peculiar type of lesions present in C.callosus
infected with Type |l strains. The high susceptibility to the early infection is
controlled by the production of these cytokines determining regression of lesions.



Findings of the present study suggest that this behavior could reflect an
affinity of the Biodeme Type Ili (T. cruzi | , Momem, 1999), which is most common
in the silvatic cycle of parasite, with the C. callosus, one of its natural reservoirs.
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LEGENDS

FIGURE 1 - Parasitemic profiles of the C. callosus infected with the strains Y
(Biodeme Type |); 21SF (Biodeme Type Il) and Colombian (Biodeme Type lIl).

FIGURE 2 - Histopathological lesions of the heart and skeletal muscle of C.
callosus infected with the strains Y and 21 SF.

A- Y strain - Heart section, 20 days after infection, showing moderate interstitial
infiltration with mononuciear cells. 200X. B - Y strain - Heart section, 40 days of
infection , showing focal residual infiltrate. 400X. C — 21SF strain - Heart section,
20 days after infection, showing focal necrosis of cardiac myocells and focal
mononuclear infiltration .200X. D -21SF strain — Skeletal muscle, 40 days of
infection, focal perivascular, residual mononuclear infiltration. 200X.

FIGURE 3 — Histopathological lesions of the heart and skeletal muscle of C.
callosus infected with the Colombian strain. A,B,C,D - Sections of the
myocardium: A — 15 days of infection — interstitial mononuclear infiltration and
fibroblasts proliferation. 200X. B — 20 days - Focal desintegration of necrotic
myocell, focal and diffuse mononuclear infiltration. 400X. C — 25 days — area of
disappearance of heart cells with substitution by scarce inflammatory infiltrate.
200X. D — 35 days— focal disintegration of cardiac myocell, with presence of
inflammatory infiltration and fibroblasts proliferation 400X.

E,F,G,H - Skeletal muscle sections: E - 15 days of infection — intracellular
collections of amastigotes of 7. cruzi without reaction; interstitial focal infiltration
with macrophages and proliferation of fibroblasts. 400X. F — 25 days — focal
necrosis of muscle cells with intense mononuclear inflammatory infiltration,
presence of polymorphonuclear neutrophils, cellular and parasite debris. 400X. G
— 30 days — interstitial inflammatory infiltration with fibroblasts proliferation and
collagen deposits forming strands in the interstitium. 400X. H — 35 days — dense
interstitial and perivascular mononuclear infiltration. 400X.
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FIGURE 4 -Morphometric evaluation of the inflammatory infiltration: A - Heart,
showing significant* increase of the number of inflammatory cells, compared with
normal control, from the 25" to the 30™ day of infection followed by a significant
decrease from the 40™ to 60" day post infection (* p<0.05). B - Skeletal muscle,
with significant increase of the number of cells from 25™ to 30™ days of infection
and decrease from 40" to 60" days (*p<0.01).

FIGURE 5 — Morphometric evaluation of the collagen deposits: A - Heart, although
na increase of the fibrosis has been detected in the 40™ day, statistical analysis did
not show significance when compared with normal controls (*p>0.05). B — Skeletal
muscle, significant increase of collagen deposits was detected by the 40" day of
infection, as compared to normal controls. By the 30" day, a slight increase was
also seen, but without reaching statistical significance (p>0.05).
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In situ cytokine expression in the heart and skeletal muscle of
Trypanosoma Cruzi- infected Calomys callosus (Renger, 1830).

ISIS F.MAGALHAES SANTOS & SONIA G. ANDRADE

Centro de Pesquisas Gongalo Moniz, Rua Valdemar Falcdo — 121 (Brotas), Salvador, Bahia,
Brasil. Laboratério de Chagas Experimental, Autoimunidade e Imunologia Celular

Summary

Calomys callosus, a silvatic reservoir of Trypanosoma cruzi , has been
used in the study of experimental infection with this parasite. It differs from the
murine model, surviving the infection with virulent strains, usually fatal to mice,
with regression of the lesions. The participation of pro-inflammatory and pro-
fibrogenic cytokines, such as TNFa, IFNy , and TGFg, in the pathogenesis of
the early, necrotic-inflammatory lesions and in the intense early fibrogenesis
caused by the Colombian strain of T. cruzi has been herein studied. Ninety-five
C. callosus WGighings20 to 30 g were used. Eighty-five were inoculated with the
Colombian strain (10” blood forms) and 10 were maintained as intact non-
infected controls. During the course of infection C. calfosus were sacrificed at
different peoints from 15 to 70 days. The heart and skeletal muscle were
processed for histopathology and immunohistochemistry for the in situ
presence of TNFa, IFNy , and TGFB by means of the following primary
antibodies: Rat-IgG anti-mouse - TNFa, Rat-IgG anti-mouse IFNy , and Rabbit
IgG anti-mouse TGFp. Results demonstrated cross reaction of the anti-mouse
antibodies with the tissues of infected C. callosus . They revealed the early
necrotic lesions of parasitized skeletal muscle and myocardium with intense
inflammatory lesions and the presence of TNFa, IFNy and TGFB, in the
cytoplasm of macrophages and in the necrotic material. Cytokines were
detected from 15 to 45 days post-infection, decreasing their intensity until
complete disappearance by the 65" day, which correlated to the decreasing of
the histopathological lesions. Participation of the cytokines in the control of
parasite multiplication, in the early fibrogenesis and in the regression of lesions
is suggested.

Keywords: Trypanosoma cruzi, Calomys callosus, Cytokines, TNFa, IFNy,
TGFB.
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Introduction

Trypanosoma cruzi infection determines parasitism of the myocardium,
with intense myocarditis due to an immunological response at cellular and
humoral levels, with production of a panel of inflammatory and regulatory
cytokines ( Gazzinelli & Brener, 1991, Reis et al. 1993 a,b, Lucella et al. 1996,
Morgan et al. 1996), as seen in human patients from endemic areas, during
acute infection.

Experimental investigations of immunological responses during acute
infection have preferentially been developed with the mice model (Silva et al,
1991, Zhang and Tarleton, 1996, Dos Reis, 1997, Abrahamson,1998),
accounting to a large contribution aiming at clarifying pathogenesis. In the
murine model, infection with T. cruzi is followed by activation of macrophages
as an initial innate response, mediated by IFNy produced by NK cells ( Cardillo
et al. 1996). Macrophages are then primed for further production of cytokines
as TNFa, TGFP and others, and to produce microbicidal agents such as N and
O metabolites: NO and H.0, (Gazzinelli et al, 1992; Silva et al, 1995, dos Reis,
1997).

The model of Calomys callosus, a silvatic reservoir of Trypanosoma
cruzi, biologically described and adapted to laboratory use by Mello (1982), has
been used for the study of the immune response in the infection with T, cruzi
and its capacity to produce IFNy and to incite a microbicidal response of
macrophages (Borges et al, 1992, 1995). Comparing with the infection in mice,
it was shown that calomys controls the infection with the Y and others strains,
and 90% of the animals survive the inoculation with the Y strain, while a 100%
mortality rate is recorded in mice (Borges et al, 1995). C. callosus infected with
T. cruzi strains belonging to biodeme Type |1l (Andrade, 1985), which
corresponds to group T. cruzi | (Satellite Meeting, 1999), such as, for example,
the Colombian and the F strains, develop intense necrotic-inflammatory lesions
and fibrosis in the heart and skeletal muscle ( Andrade et al, 1994, Magalhaes
Santos et al, 2002). These lesions are progressive from the acute phase of
infection and spontaneously subside by the early chronic phase. The

production of early fibrosis followed by spontaneous regression represents a



peculiar aspect seen with this experimental model. The genetic types of
collagen presént in the heart and skeletal muscle of these animals has been
previously investigated by immunohistochemistry using specific antibodies anti-
faminin, fibronectin and isotypes |, Ili and IV of collagen (Magalhdes Santos et
al, 2002). The results have indicated that the spontaneous regression of fibrosis
is independent of the genetic types of collagen and is correlated with the
modulation of the inflammation. The participation of pro-inflammatory,
fibrogenic and regulatory cytokines, may be responsible for this evolutive
processes. It seems important to investigate their participation in the lesions in
the C. callosus, understanding of the immunological response in this silvatic
animal that conduct to a regression of the inflammatory process with early and
concomitant regression of collagen deposits. In the present investigation, the in
situ demonstration of the cytokines TNFa, IFNy and TGFg, in the necrotic-
inflammatory lesions, from the early acute infection, suggest an active
participation of cytokines in the destruction of intracellular parasites, and in the
early fibrogenesis, possibly mediated by the TGFg, that also controls the

infection, with resolution of inflammation and fibrosis.

Material and Methods

Experimental animals — Eighty C. callosus raised in the animal facilities of
Centro de Pesquisas Gongalo Moniz - Fiocruz, were used in this study. The
experimental animals were approximately 60 days old males, weighing 20-
30g.Their maintenance complied with the guidelines for the human use of
laboratory animals.

Inoculation with T. cruzi: Seventy C. callosus were intraperitoneally inoculated
with the Colombian strain (Biodeme Type I1l). fnocufum: 10° blood forms
obtained from infected mice, after washing with PBS, pH 7.2, by centrifugation
at 1.200 g. Ten non-infected C. callosus were used as intact controls.
Parasitemia of the infected animals was evaluated by counting trypomastigotes
in 50 microscopic fields (400x) in peripheral blood, examined under slide and
coverslip, three days/week.

Histopathology - Five Infected calomys per point were sacrificed with 15, 20,
25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65 and 70 days after infection. Complete
autopsies were performed and fragments of several organs were fixed in



buffered formalin, pH 7.6 and embedded in paraffin; 5 um-thick sections of the
heart and skeletal muscle were stained with hematoxilin eosin and Picro-Sirius
red method for collagen (Junqueira et al, 1979).

Immunohistochemistry - Fragments of the heart and skeletal muscle were
immediately embedded in tissue teck (OCT compound Miles Inc. Diagnostic
Division, Elkhart, USA) frozen in liquid nitrogen and cryopreserved in a freezer
at -70° C. Sections of 5um were cut in a cryostat at —10° C placed on slides
previously treated with 10% Poly L-Lisin (Sigma, St. Louis, MO, USA), fixed in
dehydrated Acetone and treated with PBS pH 7.4, containing 0.1% Saponin
(Sigma, St. Louis, MO, USA) and 1% Bovin Serum Albumin (BSA) (Sigma, St.
Louis, MO, USA). For blocking non-specific bindings sections were treated with
10% BSA for 20 min at room temperature.

As primary antibodies, the following antibodies were used in three experiments
1) Rat IgG antimouse TNFa monoclonal antibody (MP6-XT3) (Pharmigen, San
Diego, CA, USA) ; 2) Rat IgG antimouse IFNy monoclonal antibody (Sigma, St.
Louis, MO, USA) ; 3) Rabbit anti-mouse TGFp purified polyclonal antibody
(TGF-B1,82,Bp3ep5) (R&D Systems Inc. Minneapolis-MN, USA - Cod: DK-
20-PB).

Sections were incubated overnight at 4° C in an humidified chamber, with each
antibody diluted in PBS pH 7.4/saponin 0.1%/ BSA 1% in the dilution of 1:20 for
TNFa and IFNy; 1:50 for TGF B.

After washing with PBS and saponin, sections treated with TNFa or IFNy were
incubated in normal rat serum in the dilution of 1:20 in PBS/BSA (5%) for 20
minutes, for additional blocking of nonspecific binding. For TGF B the additional
blocking was done with normal rabbit serum, diluted 1:20 in PBS/BSA (5%),
incubated during 20 min. Inihibition of the endogenous peroxidase was
achieved by a 30 minute incubation in 0.3% H202 at room temperature. The
slides were then incubated for 30 min at 37° C in a humidified chamber with the
secondary antibody conjugated to Peroxidase. For TNFa and |IFNy a sheep
anti-rat IgG antibody conjugated to Peroxidase (Boehringer-Mannheim
Biochemica, Germany ) in the dilution of 1/300 in PBS/BSA/saponin, was used.
For TGFg a Goat anti-Rabbit Peroxidase (Sigma, St. Louis, MO, USA)
conjugate in the dilution of 1/800 in PBS/BSA/saponin was used. The colour



was developed with 0.6 mg/mL 3,3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB)
(Sigma, St. Louis, MO, USA) and 0.1%H202 plus 1% dimethylsulphoxide
(DMSQ) (Sigma, St. Louis, MO, USA)

Sections were counterstained with 1% methyl-green for 15 min,
dehydrated and mounted with Permount.

Positive controls

As control of the reaction for IFNy and TNFa, cells of the lineage
J774 described as “macrophage like” (Ralph & Nakoinz 1975; Van Furth et al.
1985) were used. The cells were maintained in RPMI cell culture medium with
10% bovine foetal serum, and collected during the exponential phase growth, at
a concentration of 10° cells/mL. The cells were stimulated for 24 h with 10
ng/mL with lipopolysacharide (LPS) from the cellular membrane of Escherichia
colli ( Sigma, St. Louis, MO, USA) in a CO2 chamber, at 37° C. Stimulated cells
were centrifuged at 1.500 r.p.m. for 10 min. The pellet was suspended in PBS
at a concentration of 10° cells/mL and re-centrifuged at 2.500 r.p.m. for 5 min in
a cytocentrifuge (Cytospin-3 —Shandon, Life Sciences International, England)
for adhesion to slides previously treated with Poly-L- lysine.
As control of the reaction for TGFB, L929 fibroblasts like from mouse C3H/Na,
were used. The cells were maintained in RPMI cell culture medium with 10%
bovine foetal serum, and collected during the exponential phase growth, at a
concentration of 10° celis/mL. These cells without stimulation, were collected,
fixed in PBS + Paraformaldehyde and processed in the same way b as for the
J774 cells.

Negative Controls - For each specimen that was immunolabelled, a
control specimen was processed through all steps of the procedure, except for
treatment with the anti- TGFB, IFNy and TNFa. Furthermore, sections of heart
and skeletal muscle of normal intact control calomys were always processed as
controls for the reaction.



Results

Parasitemia - Fig.1 shows the profile of parasitemia, with peak at the 14" day
post-infection.

Histopathology

Inflammatory infiltrates in the heart and skeletal muscles and necrotic lesions of
the parasitized myocells were present from the 15" to 20™ days of infection,
mainly in the myocardium, with intense inflammation (Figs. 2 A)

From 25 to 30 day post infection, mild to moderate focal and diffuse
inflammatory infiltration was present in the myocardium, with moderate
interstitial deposits of collagen (Fig. 2B). The skeletal muscle lesions became
most intense and diffuse, with necrosis of parasitized muscle cells, presence of
disintegrated polymorphonuclear cells and parasite debris, macrophages and
fibroblasts (Figs. 2 C,D). Collagen fibers appeared in the interstitium as slender
bundles. From 35 to 45 days, myocardial lesions became scarce, with mild
interstitial mononuclear infiltrates and foci of infiltrations around necrotic
myocells. In the skeletal muscle inflammatory infiltrates varied from moderate to
intense, diffuse and focal, replacing necrotic cells, fibroblasts proliferation and
interstitial fibrosis (Figs. 2 E, F). Parasitism was scarce or absent. Dense
collagen deposits in the areas of focal destruction of muscle fibers and in the
interstitium were present in the myocardium and skeletal muscle, as seen by
collagen staining under polarized light (Figs. 3 A, C); dissociation and
fragmentation of the matrix was present, at this phase, indicating a regression
of the collagen deposits (Figs. 3 B, D) By the 65" day post infection, regression
of the lesions, both in the myocardium and skeletal muscle was observed.
Inflammation in the myocardium was mild and matrix deposits were focal and
scarce. In the skeletal muscle, isolated foci of inflammation were seen in
absence of necrosis or parasitism of muscle cells.



Immunohistochemistry

Reaction of the anti-mouse antibodies with the tissues of C. callosus was
present, occurring specific staining of the macrophages and necrotic tissues by
the cytokines TNFa, IFNy , and TGFp.

IFNy immunolabelling

Positive control - J774 cells were treated with the anti-IFNy antibody and the
results were Positive.

Heart and skeletal muscle of infected C. callosus

From the 15" to 25™ day post infection, sections of the heart, showed positive
immunolabelling for IFNy in the cytoplasm of macrophages and in extracellular
material, corresponding to the inflammatory infiltrates around necrotic myocells
(Figs.4 A, B). On the 25" day of infection, positive staining for the IFNy was
detected in the cytoplasm of macrophages, and in the extensive areas of
necrosis of the skeletal muscle and the myocardium (Fig. 4 C). With 35 and 45
days, the myocardium and the skeletal muscle showed focal and interstitial
infiltrates with positive deposits in the cytoplasm of the mononuclear cells and
in the interstitium (Figs. 4 D, E). By the 65 days post infection, staining was
negative for IFNy in the myocardium. However, the skeletal muscle showed

focal inflammatory infiltrates with positive staining for IFNy (Fig. 4 F).

TGF g Immunolabelling

Positive control - The 1929 cells treated with anti-TGF-p antibody, showed
positive results, with dilutions of 1:10, 1:20 and 1:50.

Heart and skeletal muscle of infected C. callosus _

In the myocardium ,TGFf was detected in the cytoplasm of macrophages and
fibroblasts and interstitium, in focal inflammatory foci around necrotic myocelis,
in the 15! and 20" days post-infection and advanced phase, 35" to 45" days
post infection (Figs. 4 G, H). In the skeletal muscle, deposits of TGFp were

seen as positive mild staining in the cytoplasm of macrophages and fibroblasts
and in extracellular material from the 15™ to 45" day of infection (Figs. 4 1, J,

K). However, TGFp was not detected in the extracellular material of the



extensive necrotic-inflammatory lesions in the skeletal muscle seen in the 25%
day of infection. In the 45™ days of infection, cardiac and skeletal muscle
lesions were mild, and rare cells with scarce positive staining for TGFg were
present in focal inflammatory lesions (Fig. 4K). By the 65 days, residual
infiltrates were seen in the myocardium and skeletal muscie, TGFp being

absent.

TNFo immunolabelling:

Positive conirol - As a positive control for TNFa antibody, J774 cells were
stained with the monoclonal anti-TNFa antibody and were positive.

Heart and skeletal muscle of infected C. callosus.

Sequential study from the 15 days of infection showed the expression of TNFa.
in small inflammatory foci in the myocardium, corresponding to areas of focal
necrosis of myocells (Figs. 4 L, M). TNFa was present in the cytoplasm of
macrophages and in the amorphous necrotic cellular debris. With 20 to 25 days
of infection, intense positive immunolabelling for TNFa in the cytoplasm of
macrophages and in the extracellular necrotic material was present mainly in
the skeletal muscle (Fig. 4N). In the 35" day of infection, small foci of
inflammation with positive intra and extraceliular deposits of TNFa, were seen
in the myocardium and skeletal muscle (Fig. 4 O). At 45 days post infection
positive staining for TNFa in macrophages was present in focal infiltrates in the
myocardium and interstitial infiltration in the skeletal muscle (Fig. 4 P). At 65
days of infection, residual infiltrates were seen in the myocardium and skeletal
muscle, being negatives for TNFa.

Normal controls (Immunohistochemistry)

Sections of the heart and skeletal muscle of intact Calomys callosus treated
with each monoclonal antibody through all steps of the procedures to
immunolabeling of the cytokines: TNFq, IFNy , and TGFg, exhibited negative
results.



Discussion

The present study demonstrates in the tissues of T. cruzi-infected C. callosus ,
the in situ presence, of the cytokines TNFa and IFNy, in the cytoplasm of
macrophages and in the necrotic extracellular material, in extensive areas of
necrosis of myocardium and skeletal muscle, that corresponded to destruction
of intracellular parasites. TGF-p was detected in the cytoplasm of
macrophages and fibroblasts and in extraceliular material in the mononuclear
infiltrates. Presence of these cytokines occurred in the early and advanced
phases of infection. TNFa and TGFB, decreased rapidly, being absent on the
65" day post-infection. However, the IFNy was positive when examined until
the 65™ day post-infection, in the residual infiltrates of skeletal muscle.

In the model of C. callosus, the demonstration of participation of the
different cytokines in the evolutive lesions is limited by the absence of available
specie-specific monocional antibodies. However, cross-reactive antibodies to
mouse cytokines, have successfully been used in the present study, for the in
situ demonstration of the cytokines involved in the different phases of infection.
In previous studies (Borges et al. 1995), it has been demonstrated an
homology between murine and C. callosus |FNy.

Differently from results in the C. callosus, in situ demonstration, in the
spleen of infected mice, of most of the cytokines involved in the response to
infection with T. cruzi, (Zhang and Tarleton, 1996), had indicated persistence of
the pro-inflammatory citokines as the TNFa and IFNy as well as the regulatory
cytokine TGFp, during the course of infection, until the late chronic phase (700
days). However, these studies (Zhang and Tarleton, 1996), have been
developed in the spleen and not in the tissue lesions of the heart and skeletal
muscles, as in the present investigation.

The C. callosus model differs from the mouse model of infection with the
Colombian strain, in which intracellular parasite proliferation, with well
preserved amastigotes, persists until advanced acute infection (Andrade ,
1985). The evolution of the lesions in the C. callosus infected with the
Colombian strain was very rapid, corresponding to an early elevation of
parasitemic levels, with peak at the 14™ day, followed by a drop in crisis. An



early intense parasitic proliferation into the cardiac and muscle cells has been
rapidly detained by parasite destruction, with in sifu expression of these
cytokines. This means that the C. callosus is highly susceptible to 7. cruzi but
controls the parasite multiplication by TNFa mediated parasite disintegration. In
mice model it has been demonstrated that macrophages of susceptible inbred
mice produces higher levels of TNFa than the most resistant strains (Russo et
al, 1989) and this could be compared with the described situation in the C.
callosus. In a previous study in mice ( Lima et al. 2001), the participation of
TNFa in the massive parasite destruction and spleen necrosis, caused by a
macrophagotropic strain (Biodeme Type I), has been documented. This last
study has confirmed the lesions described by Cordeiro et al. (1997), in which
necrosis of the parasitized macrophages corresponded to a drop in the
parasitemia and initiation of a phase of resistance of the animals. The presence
of IFNy since the early phase of infection represents the initial innate response
to T. cruzi infection by the NK cells. This is followed by stimulation of
macrophages for the production of TNFa, IFNy , and TGFg (Cardillo et al,
1896). Interestingly, it has been demonstrated that IFNy persists in tissues for a
prolonged time (65 days) as compared with the other cytokines that were
absent in the heart and skeletal muscle at this phase.

In a previous study (Borges et al, 1995), serum levels of IFNy were evaluated in
C. callosus and Swiss mice, infected with different strains of T. cruzi , in an
attempt to correlate this cytokine with the control of infection in vivo. The
highest IFNy serum levels were obtained with strain F with peak at 7 days and
with titres maintaining a plateau until day 28 and dropping after that to baseline
levels (Borges et al,1995). The F strain is included in the same biodeme, of the
Colombian strain used in the present experiment. in the infection of mice with
the F strain (Borges et al, 1995), IFNy peaks were delayed, occurring between
days 21 and 28 after infection, with a retarded drop. According to Silva et al.
(1991) the regulation of IFNy-mediated killing of the intracellular T. cruzi
amastigotes is mediated by TGFB produced during acute infection in mice.
TGFB is a potent inihibitor of the effects of macrophage activating cytokines
and may play a role in regulating infection (Silva et al, 1991). It is also a potent
regulator of inflammation, being pro-inflammatory at low concentrations and
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anti-inflammatory at high concentrations (Omer et al, 2000). As such, TGFB
might be important in maintaining the balance between control and clearence of
infectious organisms on the one hand and prevention of immune-pathology on
the other. The immunoregulatory properties of TGFB, in the context of parasitic
infections, indicates that this cytokine modifies the severity of the disease. In
the present study, the presence of TGF8 in the lesions of myocardium and
skeletal muscle, was detected since the early phase, which is consistent with
the participation of this cytokine in the modulation of the other cytokines and in
the early fibrogenesis, that follows the repair of lesions. The exsudative lesions
characteristic of the intracellular parasites disintegration are substituted by
macrophages collections and epithelioid cells forming granulomatous lesions
and proliferation of fibroblasts, characteristics of the delayed cellular immune
response. Stimulation of fibrogenesis became clear, coincident with the
presence of a pro-fibrogenic and regulatory cytokine in the cytoplasm of the
macrophages and fibroblasts, of TGF (Branton and Kopp, 1999, Varga et al,
1987). The decrease and disappearence of the tissue cytokines, from 35 to 45
days of infection coincided with the regression of the inflammatory and fibrotic
lesions,although with persistence of IFNy until later on (65™ day).

The results of the present study suggest the importance of the cytokines
IFNy and TNFa, in controlling the parasitic multiplication and of the TGFB, in
the regulation of these effects in C. callosus infected with T. cruzi. These
findings demonstrated that this silvatic animal is highly susceptible and,
concomitantly, develops a high resistance, by the capacity of controling the
parasitic proliferation, without dying, a very convenient arrangement for a
natural reservoir of parasites.

Acknowledgments — Thanks are due to Dr. José Mengel, who provided the
anti-TGFp purified polycional antibody used in the present study and to Dr.
Fabiola Cardillo for reading the text and valuable suggestions. Thanks to
Biologist Ariane R. Pimentel to her assistance in the development of the
immunohistochemical techniques.

REFERENCES

11



ANDRADE S.G., MAGALHAES J.B., PONTES A.L. (1985a) Evaluation of
chemotherapy with benznidazole and nifurtimox in mice infected with T.cruzi
strains of different types. Bul. World Health Org. 63, 721-726.

ANDRADE S.G., KLOETZEL. J.K., BORGES M.M., FERRANS V.J. (1994).
Morphological aspects of the myocarditis and myositis in Calomys calfosus
experimentally infected with Trypanosoma cruzi: Fibrogenesis and
spontaneous regression of fibrosis. Mem. Inst. Oswaldo Cruz. 89, 379-393.

BORGES M.M., MELLO D.A., TEIXEIRA M.L. (1982). Infecgao experimental de
Calomys callosus (Rodentia cricetidae) com Trypanosoma cruzi. Rev.Saude
Publ Séo Paulo. 16, 233-242,

BORGES M.M., ANDRADE S.G., PILATTI C.G., PRADO-JR. J.C, KLOETZEL
J.K (1992).Macrophage activation and histopathological findings in Calomys
callosus and Swiss mice infected with several strains of Trypanosoma
cruzi. Mem. Inst. Oswaldo Cruz. 87, 493-502.

BORGES M.M., VASSAO R., ANDRADE S.G., PEREIRA C.A, KLOETZEL
J.K., (1995).Interferon-gamma levels during the course of Trypanosoma
cruzi infection of Calomys callosus (Rodentia-cricetidae)and Swiss mice.
Parasitol. Res. 81(6), 498-504.

BRANTON M.H. AND KOPP J.B. (1999) TGF -g and fibrosis. Microbes Infect.
1(15), 1349-1365.

CARDILLO F., VOLTARELLI J.C., REED S.G,, SILVA J.S.,{ 1996) Regulation
of Trypanosoma cruzi infection in mice by gamma interferon and interleukin
10: role of NK cells. Infection and Immunity. 64,128-134.

CORDEIRO M.S., DAHIA A C.G. & ANDRADE Z.A (1997) Kinectics of
Trypanosoma cruzi destruction in the mouse spleen. Rev. Soc. Bras. Med.
Trop. 30, 3-9.

DOS REIS G.(1997) Cell-mediated immunity in experimental Trypanosoma
cruzi infection. Parasitol. Today .13, 335-342.

GAZZINELLI G., BRENER Z. (1991) Immunological aspects of the morbidity of
human Chagas' disease. Res. Immunol. 142, 167-169.

GAZZINELLI R.T., OSWALDO |.P., HIENY S., JAMES S.L. & SHER A. (1992)

The microbicidal activity of IFNy treated macrophage against Trypanosoma

12



cruzi involves an 1-arginine-dependent,nitrogen oxide-mediated mechanism
inhibitable by IL-10 and TGF-B. Eur. J. Immunol. 22, 2501-2506.

JUNQUEIRA L.C.U., BIGNOLAS G., BRENTANI R.R., (1979). Picrosirius
staining plus pblarization microscopy, a specific method for collagen
detection in tissue sections. Histochem. J. 11, 447-455.

LAUCELLA S.A, ROTTENBERG M.E., DE TITTO E.H.(1996) Role of cytokines
in resistance and pathology in Trypanosoma cruzi infection. Rev. Argent.
Microbiol. 28(2), 99-109.

LIMA E.S., ANDRADE Z.A, ANDRADE S.G.(2001).TNF -a is expressed at sites
of parasite and tissue destruction in the spleen of mice acutely infected with
Trypanosoma cruzi.. Int.J. Exp.Path. 82, 327-336.

MAGALHAES-SANTOS 1.F., LIMA E.S., ANDRADE S.G. (2002).Fibrogenesis
and collagen resorption in the heart and skeletal muscle of Calomys
callosus experimentally infected with Trypanosoma cruzi
Immunohistochemical identification of extracellular matrix components.
Mem Inst. Oswaldo Cruz: 97, 703-710.

MELLO D.A.(1982). Roedores marsupiais e triatomineos silvestres capturados
no municipio de Mambai-Goias. Infecgéo natural pelo Trypanosoma cruzi.
Rev. Saude Publ. S. Paulo. 16, 282-291.

MORGAN J., DIAS J.C., GONTIJO E.D., BAHIA-OLIVEIRA L., CORREA -
OLIVEIRA R., COLLEY D.G, POWELL M.R.(1996) Anti-trypanosoma cruzi
antibody isotype profiles in patients with different clinical manifestations of
Chagas'disease. Am. J. Trop. Med. Hyg. 55, 355-359.

OMER, F., KURTZHALS, J., RILEY, E. (2000) Maintaining the immunological
balance in parasitic infections a role of TGFB? Parasitology Today. 16, 18-
23.

RALPH P. & Nakoinz |.(1975) Phagocytosis and cytolysis by a macrophage
tumour and its cloned cell line. Nature. 257, 393-394.

REIS, D.D., JONES, E.M., TOSTES JR. S,, LOPES E.R., GAZZINELLI G.,
COLLEY D.G., MCCURLEY T.L. (1993) Characterization of inflammatory
infiltrates in chronic chagasic myocardial lesions: presence of Tumor
Necrosis Factor-a+ cells and dominance of granzyme a+, CD8+
lymphocytes. Am. J. Trop. Med. Hyg. 48, 637-644.

13



RE!S D.D., JONES E.M., TOSTES S., LOPES E.R., CHAPADEIRO R.,
GAZZINELLI G., COLLEY D.G., MCCURIEY T.L. (1993) Expression of
major histocompatibility complex antigens and adhesion molecules in hearts
of patients with chronic Chagas' disease. Am J. Trop. Med. Hyg. 49, 192-
200.

RUSSO M., STAROBINAS N., RIBEIRO, S.R., MINOPRIO P., EISEN H.,
HONTEBEYRIE, J.M.(1989). Susceptible mice present higher macrophage
activation than resistant mice during infections with myotropic strains of
Trypanosoma cruzi. Parasite Immunol. 11, 385-395.

SATELLITE MEETING.( 1999) Recommendations of a Satellite Meeting -
International Symposium to Commemorate the 90™ Anniversary of the
Discovery of Chagas' Disease. Mem./nst.Oswaldo Cruz. 94, 429-432.

SILVA J.S., TWARDZIK, D.R., REED S.G., (1991) Regulation of Trypanosoma
cruzi infections in vitro and in vivo by transforming growth factor B (TGF-B).
Journal of Experimental Medicine. 174, 539-545.

SILVA J.S., VESPA G.N., CARDOSO M.A,, ALIBERTI J.C. & CUNHA F.Q.
(1995) Tumor necrosis factor alpha mediates resistance to Trypanosoma
cruzi infection in mice by inducing nitric oxide production in infected gamma
interferon-activated macrophages. Infect. Immun. 63, 4862-4867.

VAN FURTH R., VAN SCHADEWIJK -NIEUWSTAD M., ELZENGA-CLAASEN
., CORNELISSE C. & NIBBERING P. (1985) Morphological, cytochemical,
functional and proliferative characteristics of four murine macrophage-like
cell.Immunol. 90, 339-357.

VARGA, J., ROSENBLOOM, J., JIMENEZ, S.A (1987) Transforming growth
factor beta (TGF-B) causes a persistent increase in esteady-state amounts
of type | and type 1l collagen and fibronectin mRNAs in normal human
fibroblasts. Biochen.J. 247, 597-604.

ZHANG L.& TARLETON R.L. (1996} Characterization of cytokine production in
murine T. cruzi infection by in situ immunochemistry: lack of association
between susceptibility and T helper type 2 cytokine production. European
Journal of Immunology. 26, 102-109.

14



Legends

Figure 1 — Parasitemic profile from C. callosus infected with the Colombian
strain of Trypanosoma cruzi; parasitemic peak occurred at the 14" day post-
infection with a rapid decrease until negativation.

Figure 2 - Histopathological aspects of the myocardium and skeletal muscie of
C. callosus infected wit thre Colombian strain of T. cruzi : A — Myocardium (20
days of infection), showing intense mononuclear infiltration and the presence of
amastigote forms of T. cruzi in myocells. H&E, 400X. B — Myocardium (25
days), focal disintegration of necrotic cardiac myocells and inflammatory
infiltration. H&E, 400X. C — Skeletal muscle (25 days), large collection of
parasites in the cytoplasm of muscle cell; necrotic myocells with dense
inflammatory infiltration. H&E, 200X.

D — Skeletal muscle (25 days), necrotic myocell with mononuclear and
polymorphonuclear neutrophils infiltrate, with debris of amastigotes and
necrotic material. H&E, 400X. E — Skeletal muscle (35 days), interstitial
mononuclear infiltration, fibroblasts proliferation and interstitial fibrosis. H&E,
400X. F — Skeletal muscle (45 day), focal necrosis of muscle cell with
mononuclear cells infiltration. H&E, 400X.

Figure 3 — Collagen deposits in sections of the heart and skeletal muscle of C.
callosus infected with the Colombian strain of T. cruzi. Sections were stained
with the Picro-Sirius red staining method, revealing bi-refringence under
polarized light.

A — Heart section (20 days of infection), presence of dense collagen deposits in
the areas of focal destruction of myocells and in the interstitium. Picro-Sirius,
400X. B- heart section (45 days), the collagen deposits seen at polarized Iighf
appeared as irregular and focal thickening of the interstitial matrix. Picro-Sirius,
400X. C — Skeletal muscle (25 days), showing interstitial deposits of collagen
with bi-refringence under polarized light. Picro-Sirius, 400X. D — Skeletal
muscle (45 days), collagen deposits appeared discontinuous and fragmented
indicating regression of coliagen deposits. Picro-Sirius, 400X.
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Figure 4 — Immunohistochemical identification of the cytokines IFNy , TGFf
and TNFa in the heart and skeletal muscle of C. callosus infected with T. cruzi.
A, B, C, D, E, F - IFNy immunostaining: A, B —Inflammatory cells in the
myocardium showing positive expression of IFNy in the early (15 days) and
advanced (25 days) phases of infection, respectively. C, D, E, F — skeletal
muscle ( 25, 35, 45 and 65 days post-infection ), evolutive aspects, showing the
expression of IFNy in the macrophages present in focal areas of necrosis of
myocells, in mononuclear cells of interstitial infiltrates and in the extracellular
deposits. 1.000X.

G, H, 1, J, K- TGFgimmunostaining: G, H — Myocardium with positive staining
for TGFB in the cytoplasm of macrophages and interstitium in focal areas of
inflammatory infiltration, in the early (15 days) and advanced phases of
infection (35 days). I-skeletal muscle (20 days), focal area of necrosis with
infiltration of macrophages and fibroblasts with positive staining for TGFg; J-
skeletal muscle (35 days), inflammatory focus with positive staining in the
cytoplasm of macrophages and in the interstitium; K — skeletal muscle (45
days) presence of positive staining in the cells of focal inflammatory infiltrate.
X1000.

L, M, N, O, P-TNFa immunostaining : L, M=myocardium ( 15 and20 days)
necrotic area with mononuclear infiltrate showing positive staining for TNFa in
the cytoplasm of macrophages and in the amorphous necrotic cellular debris. N
- skeletal muscle, early phase (20 days), focal mononuclear infiltration with
positive staining for TNFa; O-skeletal muscle (35 days), focal area of necrosis
with intra and extracellular deposits of TNFa ; P-skeletal muscle (45 days),
focal mononuclear infiltration, with the presence of intracellular deposits of
TNFa. X1000.
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7. DISCUSSAO

O estudo da patogenicidade e histotropismo de cepas do 7. cruzi no
modelo do C. callosus aponta diferengas comportamentais bem distintas quando o
animal é infectado com cepas do T. cruzi pertencente a diferentes biodemas.
Estas diferengas estao relacionadas com o grau de inflamagéao, histotropismo,
parasitismo e processo evolutivo da fibrose.

As cepas Y e 21SF nao determinaram alteracoes fibrotico-inflamatérias tao
exuberantes como a cepa Colombiana, que estimulou no C. callosus uma resposta
inflamatéria intensa e precoce em musculo cardiaco e esquelético, evoluindo para
uma fibrose intensa com regressao espontanea entre 40 e 60 dias de infecgéo.

Neste caso, a cepa Colombiana se apresentou mais patogénica do que as
cepas Y e 21SF, que apresentaram um perfil moderado de infecgao. Contudo, a
regressao das lesdes teciduais foi semelhante nos trés grupos infectados com as
referidas cepas. Interessante € que, embora o padrao de lesao tecidual tenha sido
distinto, a mortalidade nos trés grupos foi nula, e este comportamento do C.
callosus tem sido descrito por diferentes autores (BORGES et al., 1982;
ANDRADE et al., 1994).

Embora as cepas 21SF e Y tenham causado baixo parasitismo tecidual
houve um histotropismo para miocardio do C. callosus. Embora o C. callosus
infectado com a cepa Y (Biodema tipo I) tenha apresentado maior parasitismo no

miocardio, o macrofagotropismo no bago foi observado, contudo foi escasso
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(dados nao mostrados). BORGES et al. (1982) anteriormente ja& haviam descrito
este mesmo aspecto de miotropismo na infecgdo com a cepa Y do T. cruzi.

Com relacao as cepas de Biodema tipo lll, sabe-se que elas apresentam
padrao miotrépico classico (ANDRADE, 1985). A cepa Colombiana no C. callosus,
apresentou o0 mesmo comportamento bioldgico caracteristico de cepa tipo |ll bem
descrito no modelo murino, demonstrando intenso parasitismo tecidual,
principalmente em mausculo esquelético. Estas observagcoes nos levam a
considerar que o C. callosus controla mais eficientemente a evolugao das lesoes
quando infectado com cepas de Biodemas tipo | e Il. Entretanto, o C. callosus
mostrou alta suscetibilidade a infeccao para a cepa Colombiana, pois foi
observado intenso parasitismo na fase precoce da infeccdo com presenca de

grandes ninhos parasitarios no musculo esqueléticg. embora tenha desenvolvido
M

um mecanismo de controle que deierminou se dos ninhos parasitarios

—

B A cepa Colombiana do T. cruzi no C. callosus apresentou maior
patogenicidade comparado ao que se observa no modelo murino, pois as lesoes
necréticas de musculo esquelético, assoctada a um intenso infiltrado inflamatério e
fibrogénese precoce, foram mais exuberantes. Isto reforga a importancia da
interacéo que existe entre parasito e hospedeiro, que possivelmente contribui na
determinacao das lesdes teciduais (ANDRADE, 1990). Possivelmente existem
fatores inerentes tanto a cepa do’ “parasito, como ao tipo de resposta imune

\Y

estabelecida pelo hospedeiro, que podem estar determinando os tipos de lesdes

caracteristicas no modelo.
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Estudos tém demonstrado que a cepa Colombiana apresenta
comportamento distinto relacionado a diferentes pardmetros moleculares, a
exemplo da sua composi¢ao antigénica, que pode influenciar na resposta imune
(ANDRADE et al., 1981), e também da atividade especifica da neuroaminidase
(PEREIRA e HOFF, 1986), que pode influenciar no seu comportamento bioldgico,
determinando um miotropismo caracteristico (ANDRADE, 1974). Entretanto
estudos sobre o papel da trans-sialidase do 7. cruzi na interagdo parasito-
hospedeiro realizados por NEVES (1998), demonstrou que ndo haver diferenga
nos niveis de trans-sialidase e de sialidase entre diferentes cepas do 7. cruzi
sugerindo que esta molécula ndo seja importante para a penetragdo do parasito
nas células, mas que pode ter implicagoes na patogenia da doenga de Chagas.

A composicao antigénica de diferentes cepas do T. cruzi foi analisada por
ANDRADE et al. (1981), e 0 padrao antigénico apresentou algumas diferencas
bem evidentes. Embora o perfil antigénico tenha apresentado reatividade cruzada,
a cepa Colombiana apresentou determinantes antigénicos préprios, que foi
sugerido estar relacionado com o seu carater imunogénico.

A importAncia da neuroaminidase no parasitismo celular tem sido
investigado por PEREIRA e HOFF (1986). Diferentes cepas pertencentes ao
Biodema tipo Il (Zimodema |) tém apresentado atividade elevada de
neuroaminidase, principalmente a cepa Colombiana (Tipo Ill), tipicamente
miotropica. Estudos in vitro tem demonstrado que neuroaminidase de
tripomastigotas do T. cruzi, pode agir sobre o acido sidlico presente em células
cardiacas, permitindo o parasitismo intracelular (LIBBY et al, 1986). Estas

observagoes também foram confirmadas por SHENKMANN et al. (1991 e 1992),
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que identificaram a transialidase transferindo o acido sialico da superficie da célula
hospedeira para a superficie do parasito, viabilizando a penetragdo do T. cruzi na
célula. Nesta investigacdo SHENKMANN et al. (1991 e 1992) sugerem que a
transialidase e neuroaminidase sao a mesma molécula, pois apresentam a mesma
atividade enzimatica.

Estes dados podem explicar porque a cepa Colombiana, diferentemente
das outras cepas estudadas, determina lesbées mais intensas no C. callosus,
embora haja controle da infecgdo e regressdo espontinea da fibrose neste
modelo.

As lesoes fibrético-inflamatorias determinadas pela cepa Colombiana e a
fibroclasia observadas neste estudo, descritas no manuscrito 2 (parte desta tese)
MAGALHAES-SANTOS et al. (2002) foram confirmadas pela quantificagédo da
inflamacéo e da fibrose, por analise morfométrica. Os resultados do manuscrito2
demonstraram através da imunotipagem do colageno e de outros componentes da
matriz, uma fibrogénese precoce, com regressdo espontanea, no coragao e no
musculo esquelético de C. callosus em diferentes fases da infecgdo pelo
Trypanosoma cruzi.

Comparando o modelo murino com o C. callosus, quanto aos aspectos
evolutivos da fibrose, o camundongo apresenta um quadro evolutivo de infecgao,
lento e progressivo, até atingir a fase crbnica, correspondendo ao periodo entre
150 a 200 dias de infec¢do. A fibrose que se estabelece neste periodo, ndo
regride espontaneamente como ocorre no C. callosus, mas pode ser observada,
quando os camundongos sao submetidos ao tratamento quimioterapico especifico

(ANDRADE et al., 1991).
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Em estudos paralelos, MAGALHAES-SANTOS e ANDRADE (2003
manuscrito 3 - submetido), demonstraram que a presenga in situ de citocinas
inflamatorias como TNF-a e IFN-y e citocinas pro-fibrogénicas como TGF-8
presentes na fase inicial da infeccdo, possivelmente estdo contribuindo na
determinagao das lesées observadas no modelo, associados evidentemente com
o comportamento biolégico da cepa (Biodema tipo ).

Estes achados sugerem que C. caflosus apresenta um padrao de resposta
imune répido e precoce, permitindo a sobrevivéncia do hospedeiro. Isto o torna um
reservatério natural do T. cruzi, pois ja foi demonstrado na literatura que mesmo
nao apresentando parasitos no sangue, o xenodiagnéstico do animal € positivo
(ANDRADE, et al., 1994).

Neste estudo; a cepa Colombiana, diferentemente das cepas 21SF e Y,
determinou no C. callosus uma fibrogénese precoce e intensa, seguida de
fibroclasia espontdnea em coragao e em musculo esquelético. Estes aspectos nos
direcionou para uma nova investigagao, no sentido de avaliar a evolugao da
fibrose e a sua regressao, através da caracterizagdo dos componentes da matriz
extracelular presentes neste processo, em diferentes fases da infecgao.

Neste segundo estudo, os componentes da matriz extracelular presentes na
fibrose e na fibroclasia em coragdo e musculo esquelético de C. callosus
infectado com a cepa Colombiana do 7. cruzi, demonstrou que diferentes tipos de
colagenos (I, lll e IV), laminina e fibronectina fizeram parte da composi¢ao desta

matriz fibrosa.
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Observou-se que a degradagdo da matriz presente no coragdo e no
musculo esquelético do C. callosus apresentou uma relagdo direta com a
diminuigdo do infiltrado inflamatério. A regressdo da fibrose na miocardite
chagéasica foi demonstrada por ANDRADE et al. (1991) em camundongos
infectados com diferentes cepas do T. cruzi, apés tratamento com quimioterapico
especifico, na fase cronica. Os achados demonstraram que ap6s o tratamento,
houve reabsor¢do da matriz colagénica, associada a diminuigdo do infiltrado
inflamatério no miocardio, com a cura do animal.

A resposta imune do C. callosus infectado pelo T. cruzi difere do
camundongo neste aspecto, porque a regressdao do infiltrado inflamatério e a
degradagdo do colageno ocorrem espontaneamente, sem haver nenhuma
intervengao quimioterapica. Esta peculiaridade do C. callosus ainda é pouco
compreendida, pois provavelmente existem fatores moleculares inerentes ao
modelo que podem estar modulando este mecanismo de controle natural.

E evidente que o controle do parasitismo e da inflamagéo, descrito nos dois
modelos, & importante fator determinante, para a resolucdo das lesdes fibrético-
inflamatérias. Pois, tem sido sugerido que o processo inflamatério em doengas
parasitarias, atuam como potentes promotores da formagao de matriz intersticial, e
esta deposicdo matricial pode ser reabsorvida quando a causa (patégeno) é
removida (ANDRADE, 1994).

O C. callosus infectado com o 7. cruzi apresenta uma regressao rapida e
dindmica das lesdes fibrético-inflamatérias, correspondendo a queda da
parasitemia, embora haja persisténcia da infecgdo, como foi demonstrado em

estudos prévios através de xenodiagnostico (ANDRADE et al., 1994). Portanto, a
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dindmica da evolugéo e da regresséo da fibrose na infecgéo pelo T. cruzi, reforga
a existéncia da relagao parasito-hospedeiro sugerida na literatura (BORGES et al.,
1995), sendo que este mecanismo de resposta do hospedeiro caracteriza uma
resposta de hipersensibilidade do tipo tardia (ANDRADE et al., 1987; DOS REIS,
1997), possivelmente acompanhada por uma regulagao negativa (down regulation)
deste mecanismo (ANDRADE et al., 1994).

Os depésitos matriciais no coragdo e musculo esquelético de C. callosus
foram bastante precoces, principalmente o colageno. Provavelmente citocinas
fibrogénicas liberadas por macréfagos ativados nos sitios das lesées necréticas, ja
bem descrita no modelo murino (ZHANG e TARLETON, 1996), podem estar
modulando esta fibrogénese precoce no C. callosus.

E possivel que esta matriz colagénica seja constantemente degradada por
fatores proteoliticos bem descritos na literatura, como as metaloproteinases, que
atuam diretamente em fibras coldgenas e em ouiros componentes matriciais
degradando-os (VARO et al., 2000).

Avaliando o perfil dos tipos de componentes da matriz extracelular
presentes no C. callosus, cbservou-se que houve um predominio dos colagenos
tipo Il e IV. Estes mesmos tipos de colageno, também estao presentes na fibrose
tecidual no camundongo infectado (ANDRADE et al., 1989), contudo existe uma
diferenga referente a presenca do colageno tipo |, que foi demonstrado no C.
callosus e foi ausente no camundongo.

Diferentes autores tém chamado a atencdo para a influéncia do tipo
genético do colageno, que pode ser degradado em tempos distintos, durante o

processo de reabsorgao da fibrose hepatica (ROJKIND e DUNN, 1979; GRIMAUD
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et al., 1980). Entretanto, foi demonstrado posteriormente que a regressao da
fibrose no granuloma esquistossomético, independe do tipo genético do colageno
presente, pois colageno tipo | e Il sdo degradados gradualmente e ambos
desaparecem simultaneamente (ANDRADE e GRIMAUD, 1986; ANDRADE,
1992).

Os resultados obtidos neste estudo de caraterizacao dos componentes da
matriz indicam que existe uma forte correlagao entre a regresséo da fibrose e o
precoce e espontaneo controle da replicagao do T. cruzi no modelo do C. callosus.
A fibrose intensa observada nos animais infectados, foi reabsorvida ao mesmo
tempo em que o infiltrado inflamatoério regrediu, independentemente dos diferentes
tipos de colageno presentes no intersticio.

Estes achados levantam a hipétese de que as alteragdes fibrético-
inflamatoérias observadas neste modelo, provavelmente estao sendo moduladas
por citocinas pré-inflamatérias e fibrogénicas. Portanto, uma nova abordagem,
complementar aos estudos anteriores foi estabelecida, no sentido de investigar a
presenga de IFN-y, TNF-a e TGF-§ in situ, nas diferentes fases evolutivas da
infecgao.

A caracterizacdo de citocinas in situ nesta nova abordagem demonstrou
que o TNF-a, o IFN-y e 0 TGF-B foram detectados no citoplasma de ceélulas
mononucleares como macréfagos e também no intersticio, correspondendo a
areas de necrose no coragdo e no musculo. Estas citocinas foram detectadas
desde a fase inicial da infec¢ao (15 dias), diminuindo de intensidade rapidamente

até o 45° dia e completamente ausentes aos 60 dias de infecgéo, exceto o IFN-y.
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A investigacdo de citocinas in sifu no C. callosus atualmente apresenta
limitagbes técnicas, uma vez que nao existem anticorpos monoclonais espécie-
especificos. Neste caso, utilizamos linhagens de células obtidas de camundongo,
como controle positivo das reagdes. Na reagao de imunohistoguimica, as células
L-929 (fibroblastos), nao estimuladas em cultura foram positivas para TGF-p e as
celulas J-774, estimuladas com LPS foram positivas para TNF-a. Embora as
células J-774 pertengam a uma linhagem macrofagica, também apresentaram
positividade para IFN-y na reacdo de imunohistoquimica, pois recentemente foi
demonstrado que macréfagos podem ser ativados de forma autdcrina pela IL-18, a
liberar oxido nitrico e quimiocinas como TNF-a e IFN-y na infec¢do por Listeria
monocytogenes (SWAIN, 2001).

Neste estudo, os anticorpos monoclonais especificos de camundongo que
foram utilizados apresentaram reatividade cruzada com antigenos do C. callosus,
sugerindo que as citocinas de ambas espécies apresentam certa homologia,
confirmando dados anteriores de BORGES et al. (1995) que demonstraram
reatividade cruzada entre IFN-y de camundongo e C. callosus.

A presenga destas citocinas no coragdo e no musculo esquelético esteve
fortemente associada com infiltrado inflamatério entre o 15° e o 45° dia de
infecgdo, diferindo das observagoes de TARLETON e ZHANG (1996), que
demonstraram as mesmas citocinas no bago de camundongos, desde a fase
aguda até a fase cronica da infec¢do. Contudo os préprios autores comentam que
estas observagdes séo restritas ao bago e que possivelmente em outros érgéaos o

padrao de resposta pode ser diferente.
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A evolugao das lesbes observadas no camundongo infectado com a cepa
Colombiana do 7. cruzi mostra uma proliferagdo intracelular dos parasitos, com
formas amastigotas bem preservadas até a fase avangada da infecgdo aguda
(ANDRADE, 1985). O C. callosus infectado com a cepa Colombiana apresenta um
comportamento evolutivo das alteragoes teciduais bem distinto. As lesdes
teciduais evoluem rapida e precocemente, correspondendo ao periodo em que a
parasitemia esta no seu pico mais elevado (14 dias). Neste periodo verifica-se
uma intensa proliferagdo de parasitos no interior de fibra muscular cardiaca e
esquelética. Esta proliferacdo € rapidamente detida com a destruicao dos
parasitos, 0 que se verifica na analise histopatologica, demonstrando focos de
destruicdo e necrose destas fibras. As citocinas investigadas neste estudo estao
exatamente presentes nestes sitios de lesdo. Estas observagbes podem apontar
uma caracteristica do C. callosus, a dele ser altamente susceptivel a infecgao pelo
T. cruzi, mas que, imediatamente, passa a conirolar 0 parasitismo com a liberagao
de TNF-a e também do IFN-y, que tem sido descrito como ativador de macréfago
para produzir H,O, para destruir 0s parasitos, uma vez que nao sintetizam éxido
nitrico, mesmo quando macréfagos sao inespecificamente estimulados in vitro
(BORGES et al., 1994; OLIVEIRA et al., 1997).

No camundongo, tem sido demonstrado que macréfagos de animais
susceptiveis apresentam uma maior produgdo de TNF-a do que macréfagos de
animais resistentes (RUSSO et al., 1989). Este € um aspecto que se assemelha

ao C. callosus, pois na fase inicial da infeccdo a distribuigdo de TNF-a no
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intersticio é bastante intensa e estd associado com a destruigdo parasitaria e com
alteragoes necroticas teciduais.

Em estudo recente, LIMA et al. (2001) investigaram a participagao do
TNF-a em bago de camundongos infectado com cepa macrofagotropica (Biodema
tipo 1), na fase aguda da infecgdo. Os achados demonstraram que nas areas de
destruigdo macica com necrose tecidual, o TNF-a estava presente. Anteriormente,
CORDEIRO et al. (1997), ja haviam demonstrado que a necrose de macréfagos
parasitados correspondia a uma queda da parasitemia e inicio de uma fase de
resisténcia a infecgao.

Ja € bem conhecido na literatura que a presenga do IFN-y e tipos celulares
como macréfagos e células NK, durante a fase inicial da infecgédo pelo 7. cruzi,
caracteriza uma resposta imune inata (ABRAHAMSOHN, 1998). A participagao de
células NK1.1 nesta fase, tem sido considerada de grande importancia na
resposta imune inata, pois sao potentes produtoras de IFN-y e indiretamente
contribuem na regulégéo da replicagéao do parasito (CARDILLO et al., 1996).

O papel do IFN-y no controle da infecgdo no C. callosus comparado ao
modelo murino foi avaliado por BORGES et al. (1995), e os resultados
demonstraram que os niveis de IFN-y no soro dos dois modelos experimentais
infectados com a cepa F do T. cruzi, foram elevados com 7 dias de infecgao.
Entretanto, macrofagos peritoneais de C. callosus, diferentemente do
camundongo, liberaram grandes quantidades de H>O., no periodo em gue os

niveis de IFN-y estavam elevados.
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Neste estudo, procuramos quantificar pelo teste ELISA, os titulos do TGF-g,
do IFN-y e do TNF-a no soro dos animais infectados, nas diferentes fases
evolutivas da infecgdo. Entretanto, os resultados foram negativos, apesar dos
controles e curva padrac apresentarem resultados positivos (dados néo
mostrados). Possivelmente, estas moléculas estdo mais bem preservadas no
tecido e por isso nao foi possivel detecta-las no soro pois, podem ser rapidamente
consumidas. Ou ainda, os anticorpos monoclonais utilizados como anticorpo de
captura ou de detecgao possivelmente ndo conseguiram reconhecer as moléculas.

De acordo com SILVA et al. (1991), a regulagao do IFN-y na fase em que 0s
parasitos intracelulares estdo macicamente destruidos € mediada pelo TGF-§
produzido por macréfagos durante a fase aguda da infecgdo. Sabe-se que o TGF-
B & um potente inibidor da atividade tripanocida de macréfagos, tendo portanto um
importante papel na regulacao da infecgao (SILVA, et al., 1991).

No nosso estudo, a presenga do TGF-$ nas lesdes de miocardio e de
musculo esquelético foi demonstrada desde a fase inicial da infecgao, indicando
que a sua participagdo na modulagdo de outras citocinas e na determinagédo da
fibrogénese precoce, acompanha o processo de reparo das lesées. As lesoes
exsudativas, caracteristicas da destruicdo de parasitas intracelulares foram
acompanhadas pela presenga de colegoes de macréfagos e de células
epitelidides que formavam reacéo tipo granulomatosa, em meio a proliferagéo de
fibroblastos, caracterizando uma resposta de hipersensibilidade do tipo tardia.

Neste estudo, fica bem claro que a estimulagdo da fibrogénese esta

associada a presenca de macréfagos e fibroblastos, apresentando citoplasma
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positivo para TGF-B pela imunomarcacao especifica, além dos achados
Qg e,

histopatoldgicos. demonstrarem fibrose intersticial em_coracdo e em misculo

esquelético.»“Portanto o TGF-$ no mo (perimental{do C. ca!!osus'f também N

representa uma citocina pré-flbrogénlca e regulaténa como tem sido descrlta na
e e
literatura (BRANTON e KOPP, 1999; VARGA et al 1987).

—
O desaparecimento das citocinas in situ, investigadas neste estudo,

coincidiu com a regressao do infiltrado inflamatério e resolugdo das lesoes

fibréticas, num periodo que correspondeu ao 60° dia de infecgdo. Assim os

resultados do presente estudo, sugerem que citocinas como IFN-y e 0 TNF-a

estao relacionadas com controle da replicacdo do parasito, previamente

——

demonstrado no C. callosus (BOF{GESWet al., 1995) e no camundongo (LIMA et al.,
2001), respectivamete. Estes achados demonstraram que o C. callosus é um
animal altamente susceptivel, mas que, concomitantemente, desenvolve um perfil
de alta resisténcia, demonstrada pela sua capacidade de controlar a proliferagao
do parasito, com mortalidade nula durante o curso da infecgao. Estas
caracteristicas em conjunto, possivelmente contribuem para que este animal

silvestre seja um reservatério natural do Trypanosoma cruzi.

T
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8.CONCLUSOES

1~

O Calomys callosus infectado com cepas do Trypanosoma cruzi pertencentes
a diferentes Biodemas, desenvolve alteragbes fibrético-inflamatérias bem
distintas, confirmando dados da literatura sobre a importancia da cepa do
parasito na determinacao das lesoes no hospedeiro.

As cepas de Tipos | e Il determinam lesdes pouco intensas, sem componente
fibrogénico que regridem precocemente enquanto a cepa de Tipo Il determina
lesdes fibrético-inflamatdrias intensas, com regressédo espontanea do
processo, indicando a importdncia da combinagdo cepa do T. cruzi X
hospedeiro vertebrado, na infecgao experimental.

No modelo do Calomys callosus a regressdo da fibrose ocorre
independentemente dos tipos de colagenos (tipos |, Ill e IV) identificados pela
imunohistoquimica.

Foi observada provavel correlacdo entre a presenca de citocinas (IFN-y,
TNF-a e TGF-B) e as lesOes necrético-exsudativas, inflamatérias e fibréticas e
0 controle e regressao das mesmas lesoes, permitindo a sobrevivéncia do
animal.

Estes achados em conjuntc demonstram que o C. caﬂosqs € um animal

altamente susceptivel, mas que, paralelamente, desenvolve um padrédo de alta

resisténcia, reforgando a sua importancia como reservatério natural do T. cruzi.
~_
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