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Salutation to the dawn

Look to this day!
For it is life, the very life of life.
In its brief course
Lie all the verities and realities of your
existence:
The bliss of growth
The glory of action
The splendor of beauty,
For yesterday is but a dream
And tomorrow is only a vision,
But today well-lived makes every
yesterday a dream of happiness
And every tomorrow, a vision of hope.
Look well therefore to this day!

Such is the salutation to the dawn.

Kalidasa



Existem trés espacos vitais no cosmos.
O mar, onde o peixe nao fala
A Terra, onde 0s animais gritam
O céu, onde 0s passaros cantam
O homem participa destes trés espacos
Das profundezas do mar
Do peso da terra
Da imensidédo do céu
Ele possui o direito de ficar calado, de
gritar e de cantar.
Mas ao homem sem superacdo, € dada

apenas a capacidade de gritar.

Mahatma Gandhi
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RESUMO

A doenca de Chagas ou tripanossomiase americana, causada pelo protozoario Trypanosoma
cruzi, € uma doenca de carater multifatorial que envolve basicamente a persisténcia do
parasita, o processo inflamatorio e a fibrose tecidual. O objetivo deste trabalho foi o de
avaliar a presenga tecidual de citocinas pro e anti-inflamatorias e da expressdo da iNOS
através da imunohistoquimica e associar os resultados com as analises dos perfis clinicos
desenvolvidos por nossa coorte de macacos rhesus em 25 anos de infeccdo experimental,
além das analises histopatologicas e morfométricas. A avaliacdo clinica foi realizada
através do levantamento dos dados dos exames radiograficos, eletrocardiogréaficos e
ecocardiograficos realizados neste periodo. Para categorizar os animais, adotamos 0s
parametros de classificacdo clinica indicados pelo Consenso Brasileiro em Doenca de
Chagas. Todos os animais apresentaram IgG especifica para T. cruzi, com excecdo do
animal 99 que acreditamos ter apresentado cura espontanea. Foi possivel verificar uma
dissociacdo entre a presenca do processo inflamatério, de carater multifocal com
predominancia de células mononucleares e as alteracdes cardiacas na coorte avaliada. A
analise histopatologica revelou uma hipertrofia miocardica de carater multifocal e
degeneracgéo vacuolar em todos os animais infectados sob variados graus de acometimento
com excecdo do animal 99. Somente o animal 95 apresentou foco de necrose de liquefagédo
em atrio esquerdo, desprovido de atividade inflamatéria local. Nenhum elemento
parasitario tipico foi encontrado nas amostras cardiacas avaliadas. O padréo de distribuicéo
da fibrose foi avaliado através da coloracdo de Tricomio de Masson e foi caracterizada
como sendo multifocal nos ventriculos e difuso no atrio esquerdo dos animais infectados.
Evidenciamos um aumento significativo da densidade de volume dos vasos em ventriculo
direito dos animais infectados em relagdo aos animais controles sadios (3,7 + 0,1%; 1,6 +
0,5%, p=0,05). A avaliacdo da presenca de citocinas e da iINOS em ventriculo esquerdo
mostrou uma forte tendéncia & marcacao de células em meio a infiltrados inflamatorios e
em regi0es perivasculares dos animais infectados avaliados. Concluimos que este modelo é

satisfatorio para o estudo clinico da doenca de Chagas aguda e cronica.
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ABSTRACT

Chagas’ disease or american tripanosomiasis, caused by the protozoan Trypanosoma cruzi
is a multifactorial disease that involves basically parasite persistence, inflammatory process
and fibrosis. The aim of this work were to evaluate the tissue presence of inflammatory and
anti inflammatory cytokines and the iINOS expression by immunohistochemistry analysis
and associate the results with the clinical follow up presented by our coort of rhesus
monkeys in 25 years of experimental infection, and also the histopathological and
morphometrical analysis. The clinical evaluation was performed analyzing the features
found in the X-ray, eletrocardiogram and ecocardiogram exams in the period of infection.
For the clinical characterization, we adopted the Clinical Classification proposed by the
Brazilian Consensus on Chagas Disease. All the subjects presented specific anti- T. cruzi
IgG, except animal 99, which we believe to develop an spontaneous cure. Microscopically,
the findings suggested a mutifocal hypertrophy and vacuolar degeneration in all infected
subjects. The inflammatory process was composed mainly by mononuclear cells in
variable degrees of damage. It was possible to verify an dissociation between the presence
of inflammation and the cardiac alterations, however the presence of iNOS and IFNy was
proportional to the inflammatory damage found in the studied slices. The distribution of
fibrosis was characterized by a difuse process in the atrium and multifocal in ventricles of
the infected animals. A significant increase of the vascular density of volume in right
ventricles was found in the infected animals in relation with the healthy control ones (3,7 =
0,1%; 1,6 + 0,5%, p=0,05). The evaluation of the presence of cytokines and iNOS in left
ventricle showed a strong tendency of marked cells in inflammatory infiltrates and in
perivascular regions of the infected animals. We concluded our present work indicating that

the model is satisfactory for clinical studies of acute and chronic Chagas disease.
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1 INTRODUCAO

A tripanossomiase americana ou doenca de Chagas é uma antropozoonose que
existe no Continente Americano principalmente nas Américas Central e do Sul. E endémica
em 21 paises, estendendo-se, sobretudo, do México até o sul da Argentina e estima-se hoje
que 16 a 18 milhdes de pessoas estejam infectadas e cerca de 100 milhdes de pessoas sob
risco de infeccdo (WHO/TDR, 2004). Também constitui um problema de saude publica no
nos Estados Unidos, principalmente pela transmisséo por transfusdo de sangue e doacédo de
6rgéos (Cross, 2005).

Acredita-se que a doenca de Chagas é antiga, advinda de populacGes nativas da América,
onde se expandiu na era pos-colombiana devido a intensas mudancas no ambito
demografico e ecoldgico, causados pelas conquistas hispanicas e portuguesas,
possivelmente entre os séculos XVIII e XIX, onde o deslocamento populacional
proporcionou o contato entre homem, vetores, parasitas e reservatorios (Dias & Coura,
1997). Sua maior incidéncia pode ter ocorrido na primeira metade do século XX, onde a
partir da década de 40 a endemia se urbanizou devido as intensas migracGes das populactes
rurais para as cidades (revisto por Coura et al., 1999).

1.1 Etiologia e Ciclo Evolutivo

A doenca de Chagas é causada pelo Trypanosoma cruzi, um protozoario flagelado
pertencente a classe Mastigophora, ordem Kinetoplastida e a familia Trypanosomatidae.
Apresenta como vetores 0s insetos hematdfagos (triatomineos) da ordem Hemiptera,
familia Reduviidae, subfamilia Triatominae, sendo as espécies Triatoma infestans, T.
brasiliensis, T. sordida, T. pseudomaculata e Panstrongylus megistus as de maior
importancia médica no Brasil. Sdo denominados popularmente, de acordo com a regido,
como barbeiros, bicho-de-parede, bicimo, chupdo, fincdo, procotd ou vum-vum. (Burleich
& Andrews, 1995).



1.1.1. No Hospedeiro Invertebrado

Os triatomineos sdo os hospedeiros intermediarios da doenca de Chagas, infectam-
se quando picam hospedeiros vertebrados contaminados, ingerindo as formas
tripomastigotas sanguicolas que passam por uma série de transformacfes morfoldgicas
irreversiveis no trato gastrointestinal do inseto, resultando na liberagdo das formas
infectantes — 0s tripomastigotas metaciclicos — que séo liberados nas fezes do inseto no
momento da picada. Estas transformacdes morfoldgicas se iniciam no estdmago do inseto,
onde as formas tripomastigotas se diferenciam em esferomastigotas, que migram para o

intestino e se diferenciam em epimastigotas para entio, na ampola retal, assumirem a forma de

tripomastigotas metaciclicas, que serdo eliminadas por toda a vida do vetor (Chagas, 1909), como ilustrado na
Figura 1.
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Figura 1: Ciclo Evolutivo da doenca de Chagas. A. No hospedeiro invertebado. B. No hospedeiro vertebrado.
Fonte: WHO/TDR (2004) .



1.1.2. No Hospedeiro Vertebrado

As formas tripomastigotas metaciclicas infectam o hospedeiro vertebrado atraves da picada
dos vetores, ganham a corrente sanguinea ou invadem as células ficando inicialmente em
um vacuolo ligado a membrana e iniciam seu ciclo intracelular que pode durar em média de
4 a 6 dias. O primeiro passo do ciclo é a ruptura do vacuolo que ocorre de 1 a 2 horas ap6s
a infeccdo e a multiplicacdo no citoplasma. Ao atingirem o citoplasma, os parasitos se
diferenciam em amastigotas. Ap6s um periodo de aproximadamente 20 horas, estas se
diferenciam em tripomastigotas por divisdo binaria e rompem as células atingindo a
corrente sanguinea. Em seguida as formas tripomastigotas sanguicolas podem invadir novas
células e/ou serem ingeridas por um inseto vetor e completar o ciclo de vida ( revisto por

Burleich & Andrews, 1995), como ilustrado na Figura 1.

1.1.3 Invasao Celular

A invasdo das formas tripomastigotas em macréfagos ndo ativados é facilitada pela
agmatina ou poliaminas secretadas. Uma vez no citoplasma as formas amastigotas
proliferam utilizando a putrecina e a L-arginina para formar poliaminas. Ap6s diversos
ciclos de divisdo binaria, ocorre a transformacdo das amastigotas em tripomastigotas, que
vao causar a ruptura da célula e a liberacdo destes, propagando-se assim a infeccdo. IFNy
TNFa e IL-1 (citocinas Thl) ativam macrofagos para eliminar os parasitas através da

inducdo de determinadas enzimas, incluindo a iNOS, que gera NO em niveis micromolares.

A fagocitose através de receptores de 1gG leva a ativacdo da NADPH oxidase e producdo
do ion peroxido, potencializando a citotoxicidade do NO pela formacdo do peroxinitrito,
moléculs com acdo tripanocida. A invasdo pelo T. cruzi aumenta a expressao de receptores
de vitronectina (VnR) nos macrdfagos e a ingestdo de células apoptéticas do hospedeiro
através desse receptor levando a secrecdo de TGFp. Esta citocina vai dirigir o metabolismo
da L-arginina pra a sintese de putrecina atraves da inducdo da arginase | e a supresséo da
INOS e este favorecimento facilita a proliferacdo das formas amastigotas. O crescimento

dos parasitas pode ser limitado pela pressdo do sistema imune em parte através da produgédo



de altos niveis de NO (Peluffo et al., 2004). Contudo outros mecanismos podem ser
responsaveis pela destruicdo das células cardiacas, dentre eles aqueles modulados pela
presenca de radicais intermediarios de nitrogénio - RIN. Os RIN sdo formados a partir do
aminoacido L-arginina por uma familia de enzimas, as 6xido nitrico sintases, produzidas por
diversos tipos celulares. Radicais de nitrogénio (0xido nitrico - NO) sdo ativos apenas por
segundos, e necessitam reagir com &gua e oxigénio para gerar nitrito e nitrato. Varios
microrganismos sdo susceptiveis aos radicais de nitrogénio, como Toxoplasma gondii,
Leishmania major, Cryptococcus neoformans e Schistosoma mansoni (Nathan & Hibbs,
1991).

1.2 Transmissao, epidemiologia e controle

Classicamente as vias de transmissao da doenca de Chagas incluem a transmissdo
por transfusdo sanguinea, a vetorial, a congénita, por transplante de 6rgdos, por via oral e
por acidentes laboratoriais. No entanto, diversos fatores alteraram consideravelmente o
perfil e transmissdo da doenca no pais e na Ameérica, devido a intensos programas de
controle instituidos primariamente para erradicacdo da transmisséo vetorial. As migragoes
rurais para areas urbanas durante as décadas de 70 e 80 alteraram o padrdo epidemioldgico
tradicional da doenca de Chagas, fazendo com que ela se tornasse uma doenca urbana
transmitida principalmente pela transfusdo de sangue. Entre 1960 e 1989, a prevaléncia de
sangue infectado em bancos de sangue, em algumas cidades da América do Sul, como S&o
Paulo, era de 1,7% comparado com 50% em Santa Cruz, na Bolivia, mostrando uma
porcentagem de longe muito mais elevada que a da hepatite e 0 HIV. A perda econémica
para 0 continente devido a prematura mortalidade e morbidade em jovens adultos
produtivos somou cerca de US$ 8.156 milhdes, equivalente a 2,5% da divida externa de
todo o continente em 1995 (WHO/TDR, 2004).

Em junho de 1991, os Ministerios da Saude dos Paises do Cone Sul (Argentina,
Brasil, Chile, Paraguai e Uruguai) iniciaram o programa de iniciativa para a eliminagéo da
doenca de Chagas, criando uma comissdo intergovernamental composta de representantes
técnicos de cada ministério, que teve como fungdo implementar e avaliar os programas de

controle em cada pais membro. A Colémbia em 1997, juntamente com o Equador, Peru e



Venezuela criou um plano de acdo que tem como objetivo interromper a transmissao
vetorial e transfusional até 2010. Dois paises ja foram declarados livres de transmissédo:
Uruguai em 1997 e Chile em 1999. Doze de 19 provincias endémicas da Argentina foram
declaradas livres da transmissdo vetorial em 2000 e 2001. Dados atuais de bancos de
sangue e resultados soroldgicos em grupos de pessoas jovens indicam que a Bolivia e 0
Paraguai estdo se movendo em prol da interrupcdo da transmissdo (WHO/TDR, 2004). A
Comissdo Internacional de Especialistas constituida pela Organizacdo Panamericana de
Saude (OPAS) e pelos paises do Cone Sul, com a finalidade de avaliar a situacdo
epidemioldgica de cada pais, conferiu o certificado de interrupgédo da transmisséo vetorial
pelo T. infestans a dez estados brasileiros: Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Paraiba, Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul, Goiés, Minas Gerais, Pernambuco, Tocantins e Piaui (Ministério da
Saude, 2004).

Apds o cumprimento das aces de controle da transmissdo da doenca de Chagas,
observou-se que o quadro epidemioldgico da doenca foi alterado novamente no pais.
Segundo o Consenso Brasileiro em Doenca de Chagas de 2005, o risco de transmisséo
depende, em menor escala, da: i. persisténcia de focos residuais do T. infestans em alguns
estados; ii. da existéncia de grande nimero de espécies autdctones ou potencialmente
vetoras, ou ainda de novas espécies de vetores (T. rubrovaria, Panstrongylus lutzi); iii. da
emergéncia de transmissdo endémica na Amazoénia por mecanismos excepcionais (vetorial
domiciliar sem colonizacdo, vetorial extradomiciliar e oral); iv. de episédios de transmissdo
oral e v. das regifes originalmente de risco para a transmissdo vetorial (no Brasil,
compreende os estados de Alagoas, Bahia, Ceard, Distrito Federal, Goids, Mato Grosso,
Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Parani Rio
Grande do Norte, Sergipe, Sdo Paulo e Tocantins).

Mesmo tendo atingindo um estagio de controle vetorial e transfusional, e mesmo
ndo tendo mostrado a mesma freqiiéncia assinalada em outros paises, a transmissdo
congénita do T. cruzi no Brasil (com uma prevaléncia de 1% comparada a de 4 a 12% nos
paises do Cone Sul) passa a ser o principal mecanismo de transmisso da doenca no pais. E
considerada em criancas nascidas de mdes com sorologia positiva para T. cruzi com
identificacdo de parasitas no sangue do recém nascido e/ou anticorpos ndo maternos apés 6

a 9 meses de idade. Através do Programa Nacional de Triagem Neonatal, com a institui¢éo



do “teste do pezinho”, tornou-se possivel a identificacdo de casos positivos, com
notificacdo obrigatéria. Estes casos sdo entdo encaminhados ao Servico de Referéncia da
Triagem Neonatal, onde mé&e e neonato passam por testes sorologicos e sdo acompanhados
durante o curso da doenca. Por outro lado, a via de transmissdo oral, raramente
documentada, recentemente foi relatada como responsavel por um grave surto da doencga no
estado de Santa Catarina, a partir da ingestdo de caldo de cana, em um Uunico ponto de
venda nas margens da BR 111 (Barracdo Penha I1), no municipio de Navegantes em 13 de
Fevereiro de 2005. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) acompanhou
os trabalhos de investigacdo desenvolvidos pelo 6rgdo de vigilancia sanitaria estadual,
visando avaliar a situacdo através de pesquisas epidemiolégicas e a propor medidas de
controle de &mbito nacional (ANVISA, 2005; FIOCRUZ, 2006)

1.3 Patogenia

A infeccdo chagésica inicia-se quando o T. cruzi atinge a corrente sanguinea,
caracterizada por uma fase aguda que pode ou ndo ser sintomatica, ausente de sintomas
patognomonicos, com duracdo de aproximadamente dois meses. Ap6s 0 rompimento das
células pelo T. cruzi, o processo inflamatério se inicia desencadeando a ativacdo da
resposta imunoldgica gue ira controlar ambos, parasitismo e processo inflamatério até a sua
aparente resolucdo (Talvani et al., 2000). A presenca de anticorpos IgM especificos contra
as formas circulantes do parasita sdo normalmente encontrados em altos niveis durante o
curso da infeccdo aguda. A progressdo da fase aguda para a fase crénica na doenca de
Chagas coincide com o desaparecimento dos parasitas da circulacdo sanguinea, limitando-
se apenas a raros ninhos teciduais. Este periodo pode durar até cerca de 20 anos e é
conhecido como a periodo ou forma indeterminada da fase crbnica da infec¢do, onde os
sintomas clinicos ou lesdes histopatoldgicas significantes ndo sdo claramente evidenciados
(Soares & Santos, 1999). A fase cronica tradicionalmente é dividida em quatro formas: i: a
forma indeterminada, que consiste de um longo periodo de pouca ou nenhuma
sintomatologia e auséncia de parasitemia circulante; ii: a forma cardiaca, que envolvem as
lesbes cardiacas e/ou cardiomiopatia; iii: a forma digestiva, que é caracterizada pela

presenca de megacdlon e/ou megaesdfago e iv: a forma mista, mais rara, com



acometimento cardiaco e digestivo. Cerca de 70% dos individuos infectados permanecem
na forma indeterminada da fase cronica da doenga, sendo que de 5 a 10% destes podem
desenvolver uma denervacdo da musculatura lisa parietal do trato digestivo, desenvolvendo
a forma digestiva. A fase cronica sintomatica desenvolve-se em cerca de 25 a 30% dos
individuos infectados, 5 a 30 anos apés a infeccdo primaria (Teixeira et al., 1990; Anez et
al., 1999; Cunha-Neto & Kalil, 2001), sendo as patologias desta fase as causas responsaveis
pelos indices de morbidade e mortalidade diretamente relacionados com a doenga de
Chagas (Moore & Rowland, 2004).

A correlacdo entre a fase aguda e o desenvolvimento da fase cronica sintomatica na
doenca de Chagas tem sido alvo de varios estudos. Higuchi et al.(1993) mostraram que a
intensidade de miocardite em fase cronica estava diretamente correlacionada com os niveis
de antigenos de parasitas no tecido cardiaco humano. Marinho et al. (1999) apontaram que
a carga parasitaria durante a fase aguda da infeccdo pelo T. cruzi afetou a parasitemia, a
patologia e a resposta imune na fase cronica tardia da doenga em camundongos infectados
com 10° formas sanguicolas de T. cruzi (cepa Y), havendo miocardite e miosite graves
comparados com os camundongos infectados com dose menor de parasitas. Do mesmo
modo, estudos sobre marcadores com possiveis valores prognésticos sao desenvolvidos no
intuito de identificar precocemente os individuos infectados que possivelmente
desenvolveriam quadros mais graves na evolugdo da doenca. Georg (2005) verificou que
em pacientes com cardiopatia mais avancada os niveis séricos de IgE total se apresentaram
acima da faixa de normalidade, independentes do periodo de evolucdo da doenca. Lopez et
al. (2006) verificaram uma associacdo entre a fase evolutiva da doenga de Chagas e as
concentragcdes séricas de IL-6 e da proteina C reativa (PtC ou CRP). A concentracdo sérica
de PtC aumentou apenas durante a fase mais avancada da doenca e as altas concentragdes
de IL-6 indicaram uma associacdo com o aumento do indice de massa ventricular de
pacientes chagasicos. Contudo, o acometimento cardiaco, que varia desde anormalidades
silenciosas até as formas graves, como a insufiéncia cardiaca ou morte subita, € sem duvida
alvo de diversos estudos.

As manifestacbes mais importantes da doenca de Chagas séo as lesbes de carater
irreversivel no tecido cardiaco, caracterizadas por miocardite aguda e crénica com

alteracdes eletrocardiogréaficas e insuficiéncia cardiaca progressiva. O 6rgao se apresenta



dilatado e, ao nivel histologico, observa-se comumente infiltrados inflamatorios focais ou
difusos com degeneracdo e necrose de fibras musculares, além da fibrose (Laranja et al.,
1956; Rosembaum, 1964; Carrasco et al., 1987; D’Avila Reis et al., 1993). Durante a fase
aguda, as células miocéardicas encontram-se parasitadas com amastigotas que se
multiplicam e rompem as células. Na fase crbnica, ocorre o desenvolvimento da
cardiomiopatia chagésica cronica, que é uma cardiomiopatia dilatada inflamatéria que pode
levar & morte, caracterizada por uma miocardite difusa, predominantemente mononuclear,
rica em linfocitos T CD8*, com extensa fibrose onde raramente sao encontrados ninhos de
parasita nos cardiomidcitos. (Pereira et al., 1986; Mady et al., 1999; Cunha-Neto & Kalil,
2001). A génese e a distribuicdo da inflamagcdo explica o tipo de fibrose que
progressivamente se desenvolve desde o inicio da infeccdo, porém apenas na
cardiomiopatia chagasica cronica, se evidencia uma fibrose de carater intenso e com
caracteristicas peculiares. A fibrose € difusa ou focal e na sua maioria interfascicular,
advinda primeiramente do endomisio como uma substituicdo da perda de cardiomidcitos ou
como fibrose cicatricial de foco inflamatério em resolucdo. Um aumento de estruturas
tendineas e colageno sdo observados no perimisio juntamente com um aumento difuso do
colageno do endomisio. A fibrose focal ou difusa interrompe parcial ou totalmente os feixes
musculares, atingindo o perimisio, alteracfes estas que acarretam sérios disturbios no ritmo

cardiaco (revisto por Caliari et al., 2002)

1.3.1 O Coragéo

Os primeiros estudos topograficos em coragdes chagasicos crénicos mostraram que
as lesdes inflamatdrias afetam primeiramente os ventriculos, especialmente o ventriculo
esquerdo, para depois atingirem os atrios (Laranja et al., 1951; Torres, 1941). Com relacédo
ao parasitismo na fase crénica, coloragdes histoldgicas convencionais, por sua vez, podem
ndo identificar os parasitas no tecido, porem a técnica de imuno histoquimica pode
identificar antigenos de T. cruzi, principalmente no septo e parede livre do ventriculo
esquerdo de individuos que desenvolveram a fase cronica da doenca (Higuchi et al., 1993).
As Unicas formas de detecgdo de dano miocardico podem ser as alteracBes discretas e

inespecificas do eletrocardiograma. Posteriormente, 0 dano se manifesta como uma



sindrome que inclui a insuficiéncia cardiaca, arritmias ventriculares graves e
tromboembolismo pulmonar e sistémico, muitas vezes culminando na colocagdo de
marcapassos para garantia de vida. O tracado eletrocardiografico tem sido utilizado como
critério clinico por muitos investigadores devido ao lento desenvolvimento das lesdes
cardiacas em pacientes chagasicos, uma vez que os dados eletrocardiograficos, aliados a
clinica e, ainda aos achados ecocardiograficos sdo necessarios para classificar os pacientes
e avaliar sua sobrevida (Xavier et al.; 2005). Além disso, estudos com novas aplicagdes
terapéuticas estdo sendo realizados utilizando-se os tracados eletrocardiograficos como
referéncia de progressdo ou regressao da cardiopatia chagasica. Zulantay et al. (2005)
estudaram a persisténcia dos parasitas em pacientes chagasicos cronicos tratados com
itraconazol e alopurinol e sua relacdo com a evolucdo ou regressdo da doenca baseados nos
achados eletrocardiograficos. Desta forma foi verificado que os efeitos benéficos dos
farmacos sobre a evolucdo do tracado eletrocardiografico parecem ser independentes da

condicdo parasitologica dos pacientes.

1.4 Modelos Experimentais

Desde a sua descoberta por Carlos Chagas em 1909, a doenca de Chagas vem sendo
estudada em diferentes espécies animais no intuito de responder a diversas questdes
referentes aos mecanismos fisiopatologicos que levam a expressdo clinica da doenca apds
muitos anos de infeccdo, uma vez que muitas sdo as limitaces para as investigacGes diretas
no homem. No entanto, ainda ndo foi proposto um modelo experimental que fosse

satisfatorio em reproduzir aspectos da doenca em padrdes comparativos a infeccdo humana.

O modelo animal ideal deve ser resistente ao T. cruzi na fase aguda e deve manifestar
a fase cronica tardia, desenvolvendo assim todas as fases da doenca que ocorrem em
humanos naturalmente infectados, desenvolvendo também todos o0s aspectos
patofisiologicos encontrados em humanos (Teixeira et al.,1983). A maioria dos estudos
concentra-se na utilizacdo de camundongos e ratos como modelos experimentais para a
doenca de Chagas, por serem animais de facil aquisicdo e por desenvolverem a doenca num

curto periodo de tempo, porém ndo demonstram todos os perfis patolégicos que sdo



desenvolvidos na doenca humana. Contudo, mesmo nestas condigcdes, estes modelos
propiciam dados importantissimos que oferecem aos pesquisadores um acesso rapido a
informacdes de pesquisa bésica que muitas vezes ndo seriam reprodutiveis em tempo habil

em outros modelos.

Diferentes linhagens de camundongos sao utilizadas para o estudo da infeccéo
experimental, uma vez que € um modelo que apresenta grande heterogeneidade em relacdo
ao curso e intensidade da doenca, caracteristicas estas intimamente relacionadas com a
combinacdo entre as cepas do T. cruzi (e ainda o inoculo) e a linhagem do camundongo
escolhida. E um modelo capaz de proporcionar ao pesquisador sua manipulacio genética,
podendo ser produzidos camundongos mutantes ou knock outs (Aradjo-Jorge, 2000). As
linhagens de camundongos mais utilizados entre os pesquisadores em doenca de Chagas
sdo o Balb/c e em seguida C3H (425 referéncias encontradas na base de dados Medline
com as palavras-chave “Balb/c e Chagas disease” e 240 com as palavras-chave “C3H ¢

Chagas disease” em fevereiro de 2006).

O rato desenvolve uma infeccdo lenta e pouco evidente, necessitando de altos
indculos para que a infeccdo se instale de forma a compreender todos as fases da doenca.
Sdo utilizados para estudos histopatolégicos do coracdo, trato digestivo e do sistema
nervoso central pois desenvolvem lesdes similares as encontradas na doenca de Chagas
humana (396 referéncias encontradas na base de dados Medline com as palavras-chave

“Rats e Chagas disease” em fevereiro de 2006).

Kummer et al. (2005), estudando os efeitos do desenvolvimento de ganglionite em
tecido cardiaco de ratos na fase crénica da doenca de Chagas, descobriram que estes
animais apresentavam uma abundancia de células apresentadoras de antigenos (APC) que
foram correlacionadas com um aumento na permeabilidade das barreiras celulares e
endoteliais 0 que promoveria uma protecdo maior nestes individuos a partir de fatores
sanguineos e teciduais. Fabrino et al., (2004) verificaram que as células mononucleares do
sangue periférico, recrutadas durante a fase aguda da infeccdo chagasica, teriam sua
producdo de NO inibida por mecanismos envolvidos com a ativagdo da arginase, enzima

que afeta a sintese de NO.
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Os cdes sdo 0s Unicos que desenvolvem as diversas formas clinico-patoldgicas da
doenca de Chagas humana (Araujo-Jorge, 2000). Guedes, et al (2002), investigaram o papel
dos cdes como modelos experimentais nas fases aguda e crénica da doenca antes e apds o
tratamento com as drogas utilizadas no esquema terapéutico humano, sugerindo a
relevancia destes animais para os estudos sobre a quimioterapia da doenca de Chagas.
Bahia et al (2002) estudaram a influéncia da fonte do in6culo e a via de inoculagdo na
evolucdo da infecgdo de cées, sugerindo que em hospedeiros vertebrados estes fatores
interferem na taxa de infectividade e na evolucdo da infeccdo pelo T. cruzi. Estudos
relativos as alteracdes histoldgicas em tecido cardiaco de cdes foram comparados com as
alteragOes eletrocardiograficas comumente encontradas na cardiopatia chagasica crénica em
humanos, onde se encontrou relacdo entre a fibrose e a mudanga do comportamento

mecanico do miocardio destes animais (Caliari et al., 2002).

O coelho vem sendo utilizado para o estudo da infec¢do chagasica desde a
descoberta da doenca por Carlos Chagas. (161 referéncias encontradas na base de dados
Medline com as palavras-chave “Rabbits ¢ Chagas disease” em fevereiro de 2006).

Teixeira et al em 1975 foram os primeiros a realizar estudos nesta espécie no intuito
de avalia-la enquanto modelo experimental. Em 1983 Teixeira et al demonstraram notaveis
observacdes relativas as alteracbes miocardicas em coelhos infectados pelo T. cruzi, dentre
elas aumento da é&rea cardiaca, insuficiéncia cardiaca congestiva, fendmenos
tromboembdlicos, alteracBes eletrocardiograficas e megacdlon Além disso, Silva, et al,
1996 notou que esses animais repetem algumas lesdes similares as encontradas em

pacientes chagasicos, especialmente aquelas da forma indeterminada.

141 Primatas nao humanos

O interesse nos primatas como modelos experimentais advém de trabalhos pioneiros
de Carlos Chagas que inoculou o Callithrix penicillata no intuito de observar o
desenvolvimento da parasitemia que ocorreu 3 a 4 semanas apés a inoculacdo (Chagas,
1909). Somente em 1934, apds muitos anos de auséncia de relatos sobre a utilizacdo de
primatas no estudo da doenca, € que Wood retomou 0s experimentos com primatas ndo

humanos, entre eles, os macacos rhesus (Macaca mulatta), verificando que mesmo com
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uma parasitemia patente 0s macacos nao apresentaram sintomatologia ou mortalidade.
Romania (1939) verificou a formacdo de edema orbital em macacos infectados pelo T.
cruzi; o inchago unilateral encontrado comumente em humanos nesta regido recebeu, mais
tardiamente, o0 nome de Sinal de Romafa. Davis em 1943 infectou 10 jovens macacos
rhesus através da inoculacdo de fezes de triatomineos infectados na mucosa ocular
constatando que todos os animais se tornaram infectados e todos apresentaram o sinal de
Romafa no curso inicial da infeccdo. Com o intuito de utilizar culturas de T. cruzi tratadas
com mertiolate, capaz de matar os parasitas, Muniz (1946) utilizou esta espécie para
verificar o potencial vacinal desta preparacdo, e verificou que ndo houve protecdo dos
animais tratados com a ingestdo da cultura em relagdo aos animais nédo tratados.
Posteriormente, Torres e Tavares (1958) estudaram as diferentes vias de infecgdo nos
macacos rhesus, utilizando-se das vias conjuntivais, cutanea e outras superficies mucosas,
verificando diferencas entre estas vias de inoculacdo e o curso da doenca. A partir da
década de 70, Seah et al. (1974), em um trabalho envolvendo macacos rhesus vacinados
com uma cultura liofilizada de T. cruzi, descreveram a fase aguda e fase cronica inicial da
doenca, que compreendeu do 217° ao 1258° dia pos infecg¢do, demonstrando que nao houve
diferencas entre os animais vacinados e os controles (confirmando o trabalho desenvolvido
por Muniz em 1946), e que os niveis de parasitemia por eles apontados eram compativeis
com a doenga humana, apesar do foco do estudo ser direcionado a imunizagéo.

No entanto, somente na década de 80, Bonecini-Almeida et al (1991) e Meirelles et al
(1991) iniciaram um estudo pioneiro em macacos rhesus com o proposito de avaliar a fase
aguda da doenca correlacionando as alteracfes hematolégicas e imunol6gicas com as
manifestacdes clinicas da doenca, incluindo avaliacGes eletrocardiograficas. Alguns
animais foram ainda mantidos para que se pudesse alcancar a fase crénica tardia da doenca.
Desta forma, Carvalho et al (2003) acompanharam a fase crbnica tardia e demonstraram
ndo somente que estes animais desenvolvia alterages cardiacas compativeis com a doenca
humana neste estagio, mas que também alguns permaneciam na forma indeterminada da
fase cronica da doenca, sem alteragdes cardiacas e digestivas. Os resultados detalhados da

historia clinica de alguns destes animais serdo apresentadas posteriormente no item 4.1.2.
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1.5 Imunopatogenia

Patégenos intracelulares podem rapidamente induzir a ativacdo de resposta imune
efetora celular e humoral no hospedeiro infectado. No caso do T. cruzi, 0s mecanismos que
favorecem seu crescimento persistente em diversos tecidos de mamiferos ainda ndo foram
completamente caracterizados, porém existem razdes para se acreditar que a diversidade
molecular do T. cruzi pode afetar a dindmica do envolvimento tecidual. Neste sentido, as
varias formas clinicas da doenca de Chagas podem estar relacionadas a essa diversidade
genética e bioldgica de clones de T. cruzi que circulam nos reservatérios silvestres e
domesticos (Diego et al., 1998; Scharfstaein & Morrot, 1999). Além disso, as diversas
formas clinicas da doenca de Chagas, e por sua vez as diferencas na severidade destas
formas sdo influenciadas e estdo relacionadas ao hospedeiro e ao parasita. Contudo, 0s
mecanismos exatos que interferem na patogénese e resisténcia ainda precisam ser
elucidados. E proposto que, grande parte das manifestacdes clinicas da doenca de Chagas
se deva a resposta imune dirigida ao parasita. No homem, a infeccdo pelo T. cruzi
sensibiliza diferentes compartimentos do sistema imune, levando ao aparecimento de
respostas humorais e celulares especificas contra o parasita (Higuchi, 1997).

Embora inimeros trabalhos em modelos experimentais tenham definido a
importancia das subpopulagdes de linfécitos T CD4* e CD8" na infecgdo pelo T. cruzi, esse
aspecto ndo se encontra totalmente definido na doenca de Chagas. Em camundongos, a
supressdo de genes de MHC de classe | e/ou Il mostra uma correlacdo direta entre a
presenca de linfocitos T CD8* e CD4" na patogénese da miocardite chagasica (Tarleton et
al.,1996). Clones de células T obtidos a partir das células mononucleares do sangue
periférico (PBMC) de pacientes chagasicos assintomaticos sdo predominantemente TCD4",
enguanto aqueles obtidos a partir de pacientes com sintomas cardiacos ou gastrintestinais
sdo preferencialmente células CD8*, sugerindo uma possivel participacdo dessas células
nos mecanismos imunopatologicos (Cufia & Cufia, 1995). De fato, observagdes por
imunohistoquimica em tecido cardiaco, obtidas em autopsias de pacientes com
cardiomiopatia chagasica grave, mostraram que as lesbes inflamatorias eram
principalmente caracterizadas por linfécitos T CD8", muitos dos quais expressavam

granzima A, além de macrofagos expressando TNF-a e poucas células NK e linfécitos B.
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Esses achados sdo compativeis com conceitos envolvendo citotoxicidade e fibrose e
sugerem a participacdo das células T CD8" na destruicdo da miofibra cardiaca na
cardiopatia chagéasica. Além disso, observou-se a expressdo aumentada de moléculas de
HLA-classe | nas células miocéardicas de pacientes chagasicos com cardiopatia crénica,
reforcando-se que elas podem ser alvos para a citotoxicidade mediada por linfocitos TCD8"
(Reis et al., 1993; Santos et al., 2001).

Foi observado no modelo murino que o predominio de células T CD8" ativadas no
tecido cardiaco estd associado a presenca das quimiocinas RANTES e MIP-1a, citocinas
pro-inflamatorias, IFN-y, TNF-a, e da molécula de adesdo VCAM-1 no endotélio dos
vasos sanguineos cardiacos (Santos et al., 2001). Estes resultados sugerem que a interacao
das moléculas de adesdo (VLA-4) presentes nas células circulantes com as moléculas de
adesdo (VCAM-1) presentes nas células endoteliais do tecido cardiaco participem do
processo de migracdo das células T CD8" ativadas para o tecido infectado, sendo este
processo orquestrado pela liberacdo de IFN-y, TNF-a. ,RANTES e MIP-1a. [1Uma vez no
tecido infectado, os linfocitos T CD8" podem participar dos processos de controle do
parasitismo e/ou perpetuacdo dos processos inflamatdrios, através de sua acéo citotdxica ou

das citocinas produzidas (Santos et al., 2001).

A identificacdo de poucos focos de parasitismo nos pacientes crénicamente
infectados, levou a hipotese de que o parasitismo em si ndo seria suficiente para causar a
infiltracdo inflamatoria, sugerindo um possivel envolvimento da autoimunidade na
patogénese da cardiomiopatia chagasica crénica. Como as células mais comumente
recrutadas sdo os linfécitos T, com a ativacdo de um padrdo Thl de resposta, aliado ao
aumento na expressdo de HLA classe | pelos cardiomidcitos, a geracdo de dano tecidual
poderia estar associada a individuos suscetiveis. Nestes casos o repertorio de linfocitos T
poderia desenvolver uma reacdo cruzada com algum antigeno préprio cardiaco, causando
uma hipersensibilidade tardia mediada por linfocitos que migrariam ao tecido e causariam
leséo (Cunha-Neto & Kalil, 2001).
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1.5.1 O Oxido Nitrico e o controle da patogenia

A partir de estudos sobre o metabolismo da nitrosamida na carcinogénese e da
atividade anti-tumoral de macrofagos, nas décadas de 80 até a década de 90 surgiram
evidéncias de que os macrofagos poderiam gerar moléculas de acdo citotoxica e que mais
tardiamente seriam denominadas de radicais intermediarios de nitrogénio - RIN, e que
contribuiriam com a habilidade de macréfagos em inibir uma grande variedade de
patdgenos intra e extracelulares (Revisto em Nathan & Hibbs, 1991). Desde esta
descoberta, uma ampla atencdo foi sendo dada especialmente ao NO, como uma nova
classe de molécula mensageira que apresenta uma variedade de funcbes em diferentes
tecidos (Madison, 1993).

O NO é uma das dez menores moléculas da natureza. Era considerado somente
como um produto de degradacdo resultante da combustdo dos derivados do petroleo que
aparece na fumaca emitida pelos motores e por conseqiiéncia, um contaminante toxico para
atmosfera que causa a chuva 4cida e que destroi a camada de ozonio (Luksic, 2005). Para a
biologia, ndo é somente um gas, mas apresenta propriedades dos radicais livres (RL) com
grande instabilidade e vida curta, difundindo-se por qualquer ponto da membrana da célula
produtora para atuar intercelularmente sem a necessidade de transportadores. Esta
implicado em diversos processos biol6gicos como ativacdo de fatores de transcricao,
translocacdo de RNAm, metabolismo de ferro, mutagénese, apoptose, glicolise, transporte
de elétrons mitocondriais, adesdo plaquetaria e de neutréfilos, proliferacdo dos promotores
de células mieloides, producédo de células T, queratindcitos e células tumorais, liberacdo de
hormbnios pituitarios, regulacdo do ténus broénquico e dos esfincteres, regulacdo do
peristaltismo esofagico, contracdo do estbmago, intestino, Utero e coracdo, regulacdo
pulmonar, erecdo da pele e regulacdo da memoria, sono e pressao sanguinea. Em processos
patoldgicos sdo encontrados altos niveis de producdo de NO associados com a
citotoxicidade celular ndo especifica mediada pela ativacdo de processos imunes e,
portanto, relacionado com certas afeccdes cronicas, como por exemplo, 0S processos
inflamatdrios autoimunes (Revisto por Rodrigo et al., 2000).

O NO é um radical livre relativamente estavel e difusivel que em baixas
concentragdes funciona como molécula mensageira através da ativacdo da guanilato ciclase

solivel. Em processos patoldgicos, encontra-se em altas concentragdes (micromolar) e age,
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neste caso, como uma molécula citotoxica do sistema imune. E sintetizado a partir do
substrato L-arginina, reagdo esta catalizada por uma familia de enzimas denominadas 6xido
nitrico sintases — NOS. As NOS podem ser constitutivas ou induzidas e podem coexistir em
diferentes tipos celulares (Green & Nacy, 1994). As formas constitutivas sdo dependentes
da calmodulina, proteina fixadora de célcio, que se ativam atraves de estimulos tais como
acetil colina, bradicinina e ADP, e séo subdivididas nas formas endotelial (e-NOS, NOS
tipo 111, NOS-3, ecNOS), neuronal (n-NOS, NOS-1, bNOS, ncNOS) e a mitocontrial
(mtNOS) (Revisto por Molina, et al., 2004). Ja a forma induzida da NOS, a iINOS (NOS
tipo I1, NOS-2, macNOS, hepNOS) é ativada principalmente em macrofagos ativados.

A L-arginina é um aminoacido semi-essencial para 0s humanos e suas
concentragdes diferem dependendo do tipo celular numa média de 0,1 a 1 milimolar. E
adquirida pelas células a partir da captacdo via transportadores especificos e o metabolismo
da L-arginina nas células de mamiferos é composto de diversas vias metabdlicas (Figura 2).
Durante a oxidagio da L-arginina pela NOS, um componente intermediario, a N-hidroxi-
L-arginina (NOHA) é formado, servindo como um potente inibidor da arginase, enzima
responsavel pela formacao da ornitina, que dara origem as poliaminas agmatina, putrecina e
espermidina. Estas poliaminas sdo aminas alifaticas que estdo amplamente distribuidas
entre as espécies e apresentam funcbes distintas durante a proliferacdo celular e
diferenciacéo e sintese de macromoléculas. Existem duas isoformas da enzima arginase nas
células de mamiferos: a arginase | que é citosodlica e é induzida por citocinas Th2 e a
arginase 1, que é mitocondrial e constitutivamente expressa. Alternativamente, a L-
arginina pode ser descarboxilada pela arginina descarboxilase (ADC) e produzir agmatina
que, por sua vez, é hidrolisada pela agamatinase, gerando putrecina e uréia. Finalmente, a
L-arginina é precurssora da fosfocreatina e fosfoarginina, que servem como fontes de
renovacdo de ATP (revisto por Peluffo et al., 2004).

Como existem diversos trabalhos que indicam a atividade microbicida realizada por
macrofagos ativados, estudos tém sido propostos para avaliar os possiveis estimulos que
desencadeariam tal atividade. Green e Nacy (1994) indicam que os estimulos que induzem
a atividade microbicida incluem citocinas e produtos de origem microbiana. No entanto, o

IFNy é o responsavel por induzir com mais propriedade os altos niveis de NOS numa
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Infeccdo, atuando em sinergismo com LPS, MDP (muramil dipeptideo) e TNFa ou com
Btoxinas bacterianas e protozoarios que também sdo potentes ativadores de TNFa. .

Estudos experimentais confirmaram que no miocardio de animais chagéasicos
agudos ocorre a persisténcia de iINOS em altos niveis até quinze dias pos-infeccdo, além da
ativagdo precoce do sistema NOS com danos oxidativos para o tecido (Chandrasekar, et al.,
2000). O NO pode contribuir para o controle da infecgdo aguda e o estabelecimento da
infeccdo cronica pelo T. cruzi, pois exerce um papel critico na resposta imune que controla
a infeccdo (Millar & Kahn, 2000). Da mesma forma Chandra et al. (2002) demonstraram
que além da presenca de iNOS no tecido cardiaco, citocinas como IL-1p, IL-6, TNFa- e
IFN-y estavam presentes e que os radicais de nitrogénio liberados poderiam ser
responsaveis pelo desenvolvimento e progressdo da dilatacdo ventricular e disfuncao

sistolica na cardite chagasica experimental aguda.
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Existem muitas fontes de NO no coracdo e no sistema nervoso autbnomo e ambas as
formas podem ativar vias bioquimicas discretas. Além disso, 0s mecanismos que governam
a biodisponibilidade do NO sdo muitos e altamente sensiveis a fatores fisicos e
bioquimicos. Este NO gerado pelas formas constitutivas pode modular a funcdo miocardica
e em situacOes de exercicio ou ativacdo do sistema nervoso simpatico (situacdes de
estresse, por exemplo), pode ter ainda a¢Oes variadas na musculatura cardiaca de individuos
portadores de doenca cardiaca, potencializando-a. Por exemplo, um aumento da expressao
de eNOS miocardica tem sido observado em humanos com insuficiéncia cardiaca e em
animais com cardiomiopatia dilatada. A nNOS pode estar aumentada apos o infarto do
miocardio, sugerindo que as formas constitutivas sintetizam NO em situagdes fisiologicas
e de estresse patofisioldgico e podem ser responsaveis pelas alteracdes da sinalizacéo

autondmica-cardiaca vistas em atletas ou em doencas cardiacas (Danson, 2005).

Recentes relatos indicam que pacientes chagasicos crénicos possuem elevados
niveis de oxido nitrico circulante, aléem de TNF-a e a superdxido desmutase — SOD,

levando a cardite chagéasica (Perez-Fuentes et al., 2003).

De modo interessante o proprio parasita desenvolveu mecanismos antioxidantes
para escapar dos radicais de nitrogénio como peroxinitrito, podendo servir como
mecanismo de escape e facilitando sua sobrevivéncia no ambiente intracelular (Thomson et
al., 2003).

Assim, tanto a presenca de radicais de nitrogénio, como citocinas inflamatorias e
anti-inflamatorias no tecido cardiaco durante a fase crénica da doenca poderiam induzir as
alteracdes miocardicas descritas na cardiopatia chagasica crénica. Desta forma, temos como
hipdtese que a presenca de iNOS estaria relacionada com a extensao das lesdes cardiacas de
fase cronica, sugerindo um possivel papel deste radical na patogénese da lesdo miocérdica
cronica na doenga de Chagas.
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2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo geral

Estudar o perfil clinico de macacos rhesus infectados por T. cruzi, associando 0s

dados com alguns aspectos histopatolégicos e imunoldgicos da infeccéo crénica cardiaca.

2.2 Objetivos especificos

1. Avaliar a expressdo de iNOS e abundancia de células CD68* no musculo cardiaco;
2. Avaliar a expressao de IFN-y, IL-4, IL-10 e IL-12 no tecido cardiaco
3. Avaliar a extensdo da lesdo miocéardica pela analise histopatoldgica, morfométrica e

estereoldgica;

4. Associar a expressdo da iNOS e citocinas com o desenvolvimento clinico da doenca de

Chagas experimental.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1  Animais de experimentacao.

Macacos rhesus (Macaca mulatta), adquiridos da colénia mantida pelo Centro de
Primatologia do Centro de Criacdo Animal da Fundag&o Oswaldo Cruz, foram infectados
quando possuiam em média 5,0 (+ 0,71) anos de idade utilizando-se 1,5 x 10° formas
tripomastigotas metaciclicas de T. cruzi (cepa Colombiana) por quilo de peso. Os animais
utilizados neste estudo foram infectados a cerca de 20 anos por Bonecini-Almeida e
colaboradores (1991) e avaliados durante a fase aguda em relagdo a i: persisténcia da
parasitemia, relacionada com a positividade da hemocultura e do xenodiagndstico; ii:
presenca de anticorpos anti-T. cruzi e EVI (anti-endocéardio, vasos sanguineos e intersticio
normais) e iii: analises eletrocardiograficas por até 3 anos ap0s a infeccdo. Apos este
periodo (cerca de 16 anos da primo infec¢do), os animais foram novamente avaliados,
longitudinalmente por um periodo de 20 meses, quanto a persisténcia da parasitemia,
hemocultura, xenodiagnostico, presenga de KDNA circulante por PCR, anélise biométrica
(peso, temperatura corporal, perimetro toracico, comprimento do corpo e comprimento da
cauda), alteracbes hematoldgicas (hemograma completo) e estudos soroldgicos,
radioldgicos, eletrocardiograficos e ecocardiogréaficos (Carvalho et al., 2003). Mais
recentemente, Carvalho et al. (2006, tese de doutorado) descreveram os perfis clinico,
parasitologico e a resposta imune celular através de i: identificacdo da presenca de parasitas
ou kDNA do T. cruzi no sangue ou no tecido cardiaco; ii: estudo da producao de anticorpos
e da resposta linfo-proliferativa de células T; iii: caracterizacdo do potencial efetor da
resposta imune através da dosagem dos metabdlitos estaveis do NO e de citocinas séricas;
iv: caracterizacdo das populacdes celulares dos infiltrados inflamatérios e 0s mecanismos
moleculares potencialmente envonvidos na migracdo celular e da expressao de moléculas
de adesdo e receptores de quimiocinas; v: identificacdo da producdo de citocinas pelas
células TCD4" e CD8" e mondcitos, além de sua capacidade de co-estimulagdo; vi:
avaliacdo da fibrose e da expresséo de conexina 43 (Anexos 1 e 2).

Nenhuma terapéutica indicada para o tratamento da doenca de Chagas foi adotada
nos animais infectados durante todo o periodo de infeccdo avaliado. Apds 20 anos, 0s

animais foram eutanasiados e submetidos a necropsia e amostras de sangue e tecidos foram

21



armazenadas no Servico de Imunologia do Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas —
FIOCRUZ.

3.2 Ensaio Imunoenzimatico

Durante a fase aguda, todos os animais apresentaram anticorpos anti-T. cruzi. Para
podermos analisar longitudinalmente o desfecho parasitoldgico, estes dados foram
levantados a partir de Bonecini-Almeida et. al, 1991. Na fase cronica, trés analises foram
realizadas, utilizando-se soros obtidos a partir de amostras armazenadas a —20°C, bem
como a amostra obtida no momento da eutanasia, que compreendiam 15,6, 19,3 e 20 anos
pos-infecgéo.

A determinacdo de anticorpos anti T. cruzi foi realizada através da utiliza¢do do Kit
de Biomanguinhos (E.I.LE — Chagas, Biomanguinhos), e os procedimentos seguiram as
recomendacdes do fabricante. Cem microlitros de soro diluido dos controles do kit
(controle positivo baixo, controle positivo alto e controle negativo) e dos animais controle e
infectados, foram diluidos 1:100 e adicionados aos orificios de uma microplaca
previamente sensibilizada com antigenos solUveis e purificados de T. cruzi e incubados por
30 minutos a 37° C. Em seguida, seis lavagens com o tampé&o de lavagem do kit foram
realizadas utilizando-se 200 pl por orificio. A seguir, 100ul da solugdo de conjugado (anti-
Ig total humana conjugada com peroxidase) foi adicionada a microplaca e incubada por 30
minutos a 37° C . Novamente foram feitas 6 lavagens para proceder a incubacdo por 30
minutos em temperatura ambiente e ao abrigo da luz com 100 ul de perdxido associado ao
cromogeno TMB (tetrametilbenzidina diluidos no tampdo do substrato do kit). Sem
desprezar o conteldo da placa, 50 ul de &cido sulfurico 2M foram adicionados em cada
orificio a fim de bloquear a reacdo, para entdo ser feita a leitura da densidade Gtica em
espectofotdmetro com filtro de 450 nm. As amostras foram consideradas positivas quando
apresentaram densidade oOtica igual ou superior ao valor do “Cut-off”, utilizando-se a

seguinte equacao para calculo:

CO = X CPB+X CN
2
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onde: CO: cut-off; X CPB: densidade 6ptica do controle positivo baixo; X CN: densidade
Optica do controle negativo

3.3 Eutanasia

Apos a contencdo fisica feita através do dispositivo da prépria gaiola em que os
animais eram mantidos, foi realizada a contencdo quimica através da administracdo
intramuscular de cloridrato de quetamina, sob a dose de 70 mg/kg para obtencdo de plano
anestésico profundo. Os animais foram entdo eutanasiados por hipovolemia através de
puncdo do sangue por via intracardiaca (Carvalho, 2006). A necropsia, fragmentos de
diversos tecidos e 6rgdos, inclusive o coragdo, foram preservadas em OCT (Optimal cutting
temperature compound — Tissue Teck, Sakura, USA) e em formalina a 10% e armazenados
em nitrogénio liquido e & temperatura ambiente, respectivamente, para posterior analise. O
tecido cardiaco remanescente foi mantido imerso em solugdo de formalina a 10%. A
eutanasia foi realizada com supervisdo do médico veterinario Renato Sérgio Marcheviski
(Biomanguinhos- FIOCRUZ).

3.4 Obtencdo de fragmentos cardiacos

Fragmentos de parede livre com aproximadamente 1 cm foram coletados do atrio
esquerdo e ventriculos direito e esquerdo em sua por¢do média a partir do material mantido
em formalina a 10% com o auxilio do Dr. Carlos Alberto Mandarim de Lacerda
(Laboratorio de Morfometria — UERJ) e do Dr. Marcelo Pelajo (Laboratoério de Patologia —
I0C - FIOCRUZ).
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3.4.1 Cortes aleatdrios e uniformemente isotrépicos (AUI)

Para que se pudessem adquirir cortes aleatorios e uniformemente isotropicos do
tecido cardiaco dos animais infectados e controles, foi utilizado o “método do orientador”
descrito por Mattfeldt (1990). Um fragmento de parede livre foi seccionado em dois cortes
consecutivos, sendo o primeiro corte realizado em um angulo determinado aleatoriamente.
Apo6s o corte, a face deste foi apoiada no plano da mesa e novamente o tecido foi
seccionado em um angulo aleatorio. Os fragmentos obtidos foram entdo colocados em
cassetes de forma randomizada, sem que houvesse a referéncia da posi¢do das amostras no
primeiro corte realizado. As amostras entdo foram fixadas em solucéo de formalina 10%,
sendo mantidas nesta solucdo por no minimo duas semanas para serem, entdo, submetidas

ao preparo das laminas.

3.4.1.1 Preparo das laminas para coloracao

Os fragmentos de tecidos acondicionados nos cassetes foram desidratados em
banhos de solucdes alcodlicas de concentracdes crescentes (3 banhos de 3 minutos de
alcool 70%, seguido de 1 banho de alcool 95% por 3 minutos e 3 banhos de 3 minutos
cada de alcool absoluto). Posteriormente, as amostras foram diafanizadas em xilol (3
banhos por 3 minutos) para permitir a inclusdo das mesmas em parafina filtrada.Em seguida
foram realizados cortes AUI de 4um os quais foram secos, desparafinizados e re-hidratados
(3 banhos de 3 minutos de xilol, 3 banhos de alcool absoluto por 3 minutos, 1 banho de
alcool 95% por 3 minutos, 1 banho de alcool 70% por 3 minutos e 1 banho de agua

destilada por 5 minutos) e corados com hematoxilina e eosina e Tricomio de Masson

Todas as coloracdes foram realizadas no Laboratorio de Patologia do I10C-
FIOCRUZ e submetidas a avaliagdo estereoldgica com a supervisdo do Dr. Carlos Alberto
Madarim de Lacerda (Laboratério de Morfometria da UERJ), histopatoldgica, com
supervisdo da Dra. Janice C. Coelho (Laboratério de Anatomia Patologica — IPEC) e
morfometrica (Laboratorio de Producéo e Tratamento de Imagens — 10C).
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3.4.1.1.1 Hematoxilina e Eosina

Os cortes foram corados conforme o Procedimento Operacional Padrdo do Servico
de Anatomia Patologica do IPEC. As laminas foram embebidas em hematoxilina por 3 a 5
minutos e lavada em seguida em agua corrente. Os cortes foram diferenciados em alcool
acido a 1%, lavados em &gua corrente até a oxidacdo (10 minutos aproximadamente),
tornando os cortes azulados. Em seguida, as laminas foram mergulhadas em eosina por 1
minuto, escorridas e submetidas a desidratacdo em 4 a 6 trocas de alcool absoluto, levando
1 a 2 minutos em cada cuba. Foi realizado o clareamento em trés trocas de xilol PA, 1 a 2

minutos por cuba para permitir a montagem de l&mina e laminula.

3.4.1.1.2 Tricdmio de Masson

Os cortes foram corados conforme o Procedimento Operacional Padrdo do Servico de
Anatomia Patoldgica do IPEC. As laminas foram embebidas por 10 minutos em
hematoxilina férrica a 1% por 10 minutos, lavadas em agua corrente até 0s cortes
adquirirem a coloracdo azul e por ultimo um banho de &gua destilada. Em seguida, as
laminas foram embebidas por 12 minutos em solugdo de Biebrich Escarlet, lavadas em agua
acética e embebidas por 12 minutos em é&cido fosfotungstico e fosfomolibidico. Apos,
procedeu-se mais duas coloracGes, a primeira com solucdo de Orange por 5 minutos, com
posterior lavagem em agua acética e a segunda com solucdo de azul de anilina por 5
minutos e novamente lavagem em agua acética. Rapidamente apds este procedimento, as
laminas foram lavadas em agua corrente, desidratadas em 4 a 6 trocas de alcool absoluto,

clareadas com 3 trocas de xilol PA e submetidas a montagem de lamina e laminula.
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3.5  Estereologia

Dezoito campos de cada coloragdo foram escolhidos aleatoriamente para a avaliagdo
de cada compartimento cardiaco (atrio esquerdo e ventriculos direito e esquerdo) dos
animais controles e infectados, através de um sistema de teste contendo 36 pontos testes,
sobreposto a tela do monitor de video (Sony Triniton), acoplado ao microscopio 6ptico
(Leica DMRBE) e a uma camera de video (Kappa CF 15/5), utilizando-se objetiva num
aumento de 20 vezes (Gundersen et al. 1988). Foi calculada a densidade de volume (VVv) de
cardiomidcitos (nimero de cardiomidcitos em um determinado volume) (VvCmy em %),
de vasos (VvVe em %) e de tecido conjuntivo (Vvct em %), além do comprimento dos
vasos (Lv ve em mm/mmg) e area de cardiomidcitos (A cmy em pum?2 - area de tecido
cardiaco ocupada por cardiomiocitos) determinados pela contagem dos pontos,
considerando-se 0s pontos que tocavam 0s midcitos, 0s vasos e o intersticio cardiaco de

acordo com a formula:

Vy (estrutura) = Pg (estrutura)
Pr

sendo Ppl[estrutura]= pontos sobre a estrutura em estudo e Ptotais = 36

3.6 Morfometria

A anélise morfométrica dos cortes AUI para quantificacdo de area de fibrose foi
realizada em atrio esquerdo e ventriculos direito e esquerdo (corados com Tricdmio de
Masson) de animais infectados e controles através do software de analise Image Pro Plus
(versdo 4.5). Foram escolhidos aleatoriamente ao microscopio Otico 10 campos em

aumento de 40 vezes, onde areas totais e de processo fibrotico foram quantificadas. A partir
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dos resultados coletados (em upm?), foram feitas andlises individuais obtendo-se a

porcentagem de area com lesdo em relacéo a area total dos campos avaliados.

Para avaliacdo da area de infiltrado inflamatorio, foram utilizados cortes AUI
corados com hematoxilina e eosina. As representacdes foram realizadas através da
contagem do nimero de células contidas em cada campo. Foram escolhidos aleatoriamente
32 campos em aumento de 400 vezes. Foram mais uma vez avaliadas amostras de atrio
esquerdo, ventriculos direito e esquerdo de animais infectados e controles e a quantificagdo
de cada compartimento foi representada pela média do namero de células encontradas por

campos.

3.7 Imunohistoquimica em cortes criopreservados

A analise da expressdo das citocinas, IL-4, IL-10 e IL-12, da molécula de superficie
CD68 e da enzima 6xido nitrico sintase induzida (iNOS) foi realizada em amostras de
ventriculo esquerdo preservados em OCT e armazenados em nitrogénio liquido. Cortes de
3 um de espessura foram fixados em laminas previamente embebidas em alcool absoluto
por 5 minutos e filmadas com uma solucdo de silano (3-aminopropiltretoxisilano - Sigma,
USA) a 4% e acetona por 5 minutos para a realizagdo da técnica de imunohistoquimica. Os
cortes foram fixados por 20 minutos em acetona gelada e posteriormente lavados duas
vezes em PBS contendo 0,1 % de saponina (Sigma, USA) por 10 minutos. Posteriormente,
foi realizada a inibicdo enddgena com o reagente de bloqueio da peroxidade do kit En
Vision (Dako Cytomation, USA) por 10 minutos em temperatura ambiente, seguida de duas
lavagens com agua destilada e PBS com 0,1% de saponina. A inibicdo de ligacbes
inespecificas foi realizada utilizando-se soro de cavalo (Vector, USA) diluido 1:100 em
PBS com 0,1% de saponina por 30 minutos a temperatura ambiente. Apds remocao do soro,
cada corte foi circundado com um marcador hidrofébico (Pap Pen, Zymed - USA) para ser
iniciada a incubacdo com os anticorpos primarios em cdmara imida por 16 horas a 4°C. Em
seguida, trés banhos de 5 minutos cada em PBS com 0,1% de saponina foram realizados
para iniciar a incubacao do anticorpo secundario correspondente em camara umida por 30

minutos a temperatura ambiente (Tabela 6). Em seguida, foram necessarias trés lavagens de
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5 minutos cada em PBS com 0,1% de saponina para proceder a revelacdo com o DAB (Kit
En Vision — DAKO - USA), controlando a reacdo através do uso de microscopia oOptica.
Para que a reacdo do cromdgeno cessasse, as laminas foram lavadas duas vezes em agua
destilada por cerca de 2 a 3 minutos cada. A contra-coloracdo foi feita com hematoxilina de
Harris (Merck, Germany) pura por alguns segundos, sendo lavadas em agua destilada.
Posteriormente, os cortes passaram pelo processo de desidratagdo que consiste em banhos
consecutivos de alcool 70% por 3 minutos, alcool 96% por 3 minutos, alcool absoluto por 3
minutos e Xxilol por 5 minutos e submetidos a secagem em temperatura ambiente para
posterior montagem de lamina e laminula (Entellan -MERCK) e leitura em microscopia
Optica (Leica - DMLB). Para a escolha dos anticorpos que apresentassem reagdo cruzada
com macacos rhesus, um extenso levantamento bibliogréafico foi realizado e os clones
foram selecionados a partir de referéncias ja anteriormente publicadas, como demonstrado

na Tabela 5.

Tabela 5: Anticorpos primérios e secundarios utilizados para a reacdo de

imunohistoquimica

Angcc?r[oo Clone Tipo Diluigdes Antlco!rp_oz
Primario Secundario
IL-4" 82,4 mAb purificado  1:50 Mouse
IL-10" 9D7 mAb purificado  1:50 Rat
IL-12 IL-12 1 mADb purificado 1:50 Mouse
CD68? KP1  mAb purificado  1:50 Mouse
IFN* GZ-4 mAb purificado  1:25 Mouse
iNOS® N-20 pAb 1:50 Rabbit

! Mabtech, USA; 2 Dako Cytomation, USA; 3Santa Cruz Biotechnology, USA.
Rat:Polyclonal Rabbit Anti-Rat Immunoglobulins/Biotinylayted; Mouse:En Vision Anti-
mouse and Anti-rabbit Labelled Polymer, HRP — Dako Cytomation, USA.

Fontes :Calarota et al. (2003); Fuller et al. (2002); Makitalo et al. (2002); Zarlingo et al.
(1997).
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3.8  Diagnostico Clinico

Os animais infectados foram diagnosticados conforme a gravidade da forma clinica
(forma indeterminada da fase cronica ou fase cronica cardiaca) em estagios de acordo com
as especificacbes da nova classificacdo da insuficiéncia cardiaca da American Heart
Association (AHA) adotada pelo Consenso Brasileiro de Doenca de Chagas de 2005
(Siciliano et. al.; 2006) e receberam um score de acordo com a classificagéo:

e Estagio A: ECG alterado e ECO normal
e Estagio B: : ECO alterado com fracdo de ejecdo maior que 45% sem
insuficiéncia cardiaca
e Estagio B> : ECO alterado com fracdo de ejecdo menor que 45% sem
insuficiéncia cardiaca
e Estagio C: Insuficiéncia cardiaca compensada
e Estagio D: Insuficiéncia cardiaca refrataria
Os animais assintomaticos receberam o score no valor de zero. Os animais
infectados que ndo apresentaram quadro sintomatoldgico proprio da doenca e com
resultados eletrocardiografico de repouso, estudo radiolégico de térax, esdéfago e célon
normais, foram caracterizados como pertencentes a forma indeterminada da doenca de
Chagas. Os pertencentes ao estagio A receberam score um e 0s pertencentes ao Estagio B:

0 score 2.

3.8.1 Avaliacdo da Forma Cardiaca

Embora o acometimento cardiaco na doenca de Chagas inclua amplo espectro de
manifestacdes que vao desde anormalidades silenciosas a insuficiéncia cardiaca refrataria e
morte sUbita, caracterizamos o0s animais como portadores de cardiopatia chagasica crénica
quando apresentaram arritmias (com alteracdo em freqiiéncia e complexidade do quadro

clinico) e disturbios da conducdo do estimulo atrio ventricular e intraventricular.
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3.9. Diagnostico histopatologico

A avaliacdo gravidade do acometimento histopatoldgico foi baseada a contagem das
células inflamatdrias e na quantificacdo da fibrose conforme descritos no item 3.8. Deste
modo, obtivemos o diagndstico histopatoldgico conforme o processo inflamatorio e o
acometimento fibrotico tecidual, onde utilizamos o sistema de score para classificar estes
animais conforme o grau de leséo inflamatoria e fibrotica. Recebeu o score 3 os animais
que obtiveram maior acometimento (considerados graves), seguidos do score 2 (para 0S
moderadamente acometidos) score 1 (levemente acometidos) em relacdo aos animais

controles.

3.10 Avaliacéo final

Somamos os score de cada animal referentes ao diagnostico clinico e ao diagnostico

histopatol6gico para, desta maneira, classificarmos os animais por gravidade.
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4 RESULTADOS

4.1  Animais de experimentacdo

Nesta avaliagdo, foram incluidos cinco animais machos infectados pelo T. cruzi e
dois animais controle mantidos sob as mesmas condi¢cdes de manejo por um periodo de 20

anos.

Um estudo retrospectivo, realizado com o objetivo de coletar dados referentes a
parasitemia patente, alteracfes eletrocardiograficas e ecocardiogréaficas durante a fase
aguda e crbnica dos animais foi realizado para a obtencdo do historico clinico de cada
animal quanto a evolucdo da doenca de Chagas experimental de longa duracdo. Apds a
eutandsia dos animais, foi proposto um estudo prospectivo, onde andlises histopatoldgicas,
morfométricas e estereoldgicas, juntamente com a determinacdo de citocinas pro e anti-
inflamatdrias, macréfagos e a enzima oOxido nitrico sintase induzida (iNOS) foram entdo
associados ao historico clinico e caracterizacdo da evolucdo clinica da cardiopatia

chagaésica.

4.1.1 Histérico clinico

A avaliacdo do histérico clinico compreendeu todo o periodo de analises realizadas
durante a fase aguda e cronica da infeccdo experimental pelo T. cruzi por Bonecini et al.,
1990, Meirelles et al., 1990 e Carvalho et. al., 2003 e 2006.

4.1.1.1 Macaco 64
O animal 64 nasceu no ano de 1975 e foi infectado com 1,2 x 10% formas

tripomastigotas da cepa Colombiana de T. cruzi por quilo de peso aproximadamente aos 6

anos de idade. Na época pesava cerca de 12 kg.
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4.1.1.1.1 Fase aguda

Durante a fase aguda apresentou uma perda progressiva de peso até a 9% semana p.i.,
tendo perda de 16,67% nesta semana. Este animal ndo apresentou chagoma de inoculacéo
nem alteracGes em linfonodos axilares quanto a consisténcia, elasticidade e aderéncia. Nao
houve presenga de hepatoesplenomegalia. A parasitemia direta foi detectada da 22 a 72
semana p.i., apresentando um pico de parasitemia (5 x 10° parasitas/ml) entre as semanas 4
e7p.i

O exame eletrocardiografico apresentou-se normal, porém a avaliacdo radiogréafica
revelou alteracdo do indice cardio-toracico (ICT = 0,47 — 0,49), durante 20 a 26 dias p. i..
Nenhuma alterag&o digestiva foi encontrada.

Anticorpos IgM totais estavam aumentados logo a partir da 1 semana p.i. (2 vezes o
valor médio anterior a infeccdo, para este animal), tendo um aumento médio de cerca de
317,36% entre as semanas 1 e 8, enquanto os anticorpos IgM especificos anti T. cruzi foram
detectados da 5% a 18?2 semana p.i. Anticorpos IgG totais ndo foram avaliados para este
animal nesta fase. No entanto, anticorpos 1gG especificos anti T. cruzi foram detectados a

partir da semana 9 p. i..

4.1.1.1.2 Fase Cronica

Nas avalia¢des radioldgicas de fase cronica, este animal ndo apresentou alteracdo no
ICT. Contudo, o eletrocardiograma apresentou modificacdo das ondas S e T e repolarizagao
ventricular anormal aos 19 anos po6s infeccéo.

A deteccdo de anticorpos IgG especificos anti T. cruzi foi possivel até 0 momento
da eutanasia.

Os parasitas foram isolados por hemocultura e xenodiagnostico na semana 115 p. i,
e apresentando resultado negativo na semana 169 p.i.. Na fase cronica tardia, foi possivel
isolar o parasito por xenodiagnostico apos 18,4 anos.

O histérico clinico deste animal mostra que houve perda de peso que progrediu até a

fase cronica tardia. Embora tenha apresentado alteracdo do indice céardio-toracico,
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visualizado pelos exames radiograficos, este animal ndo demonstrou quaisquer

manifestacdes clinicas da doenca durante todo o periodo da infecgdo experimental.

4.1.1.2 Macaco 90

O animal 90 nasceu em 22/11/1978 e foi infectado com 1,7 x 10% formas
tripomastigotas da cepa Colombiana de T. cruzi por quilo de peso aproximadamente aos 5,7

anos de idade. Na época pesava cerca de 9,0 kg.

4.1.1.2.1 Fase aguda

Durante a fase aguda apresentou perda progressiva de peso até a 122 semana p. i.,
que variou em cerca de 10,88%. Este animal ndo apresentou chagoma de inoculacdo. Os
linfonodos axilares apresentaram-se infartados com consisténcia elastica e ndo aderentes.
N&o houve presenca de hepatoesplenomegalia. A deteccdo de parasitas foi avaliada por
métodos diretos e indiretos, compostos por avaliacdo da parasitemia, hemocultura e
xenodiagnostico. A parasitemia direta foi detectada entre a 3% e 72 semanas p. i.,
apresentando um pico de parasitemia na 62 semana p. i. (4 x 10° parasitas/ml de sangue). Os
parasitas foram isolados por hemocultura até a 32% semana p. i. € 0 Xxenodiagnostico
apresentou positividade apenas na 112 semana p. i..

Foram encontradas alteracdes eletrocardiograficas compativeis com bloqueio atrio-
ventricular de Grau | (BAV-I) e baixa voltagem de QRS (BVQRS) entre a 4% e 8% semanas
p. i.. Nesta fase ndo foram realizadas avaliacOes ecocardiograficas.

O exame radioldgico ndo apresentou alteracdes quanto ao indice cardio-toréacico
(ICT=0,39 - 0,42). Nenhuma alteracdo foi visualizada no célon e es6fago.

Anticorpos IgM totais foram detectados a partir da 3% semana p. i., apresentando um
aumento progressivo de 207,81% entre as semanas 5 e 10. Os anticorpos IgM especificos
anti T. cruzi foram detectados entre as semanas 2 a 12 p. i.. A presenca de anticorpos IgG

totais foi verificada a partir da semana 0, apresentando aumento progressivo de 256,26%
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entre as semanas 5 e 11 p. i.. Anticorpos 1gG anti-T. cruzi foram identificados a partir da

1° semana p.i. com pico na semanas 11 e 12 p.i..

4.1.1.2.2 Fase crbnica

Na fase cronica tardia da infecgdo, o xenodiagndstico apresentou resultados
negativos.

Os exames eletrocardiograficos mostraram, apos cerca de 16 anos de infeccéo, extra
sistole ventricular e RVA. O ecocardiograma ndo revelou qualquer alteracéo.

Ao raio X, foram encontradas alteracbes no ICT (0,62), porém nenhuma alteracdo
digestiva foi visualizada.

A deteccdo de anticorpos IgG especificos anti T. cruzi foi possivel até 0 momento

da eutanasia.

4.1.1.3 Macaco 95

O animal 95 nasceu em 01/12/1979 e foi infectado com 1,5 x 10% formas

tripomastigotas da cepa Colombiana por quilo de peso aos 4,8 anos de idade.

4.1.1.3.1 Fase Aguda

Durante a fase aguda, houve uma perda progressiva de peso até a 9% semana p.i. que
variou em cerca de 9,04%. A presenca de chagoma de inoculagéo foi observada a partir do
11° d. p. i., permanecendo até o dia 18 p.i., caracterizando-se por uma lesdo eritematosa
ovoide. Os linfonodos axilares apresentavam-se com consisténcia elastica e ndo aderentes.
N&o houve presenca de hepatoesplenomegalia. A deteccdo de parasitas foi avaliada por
métodos diretos e indiretos, compostos por avaliacdo da parasitemia, hemocultura e
xenodiagndstico. A parasitemia direta foi detectada entre a 32 e 5% semana pos-infeccao
demonstrando um pico de parasitemia de 2,5 x 10* parasitas por ml de sangue. Os parasitas
foram isolados por hemocultura até a 322 semana p.i € 0 xenodiagnostico permaneceu

negativo. Foram encontradas alteracfes eletrocardiograficas compativeis com bloqueiro
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atrio-ventricular de primeiro grau (BAV 1) e repolarizacdo ventricular anormal entre a 4% e
122 semanas p.i.. Nesta fase, ndo foram realizadas avalia¢fes ecocardiograficas.

O exame radioldgico apresentou alteraces quanto ao indice cérdio-toracico (ICT)
do 30° ao 54° dias p.i (ICT=0,50). Nenhuma alteracdo foi visualizada ao exame radioldgico
de coélon e es6fago.

Anticorpos IgM totais foram detectados a partir da semana zero, apresentando um
aumento progressivo de 427,08% entre as semanas 5 e 10. Os anticorpos IgM especificos
anti T. cruzi foram detectados entre as semanas 2 a 12 p. i.. A presenca de anticorpos 1gG
totais foi verificada a partir da semana 0, apresentando aumento progressivo de 302,24 %
entre as semanas 1 e 10 p. i.. Anticorpos IgG anti-T. cruzi foram identificados a partir da

2° semana p.i. com pico na semana 12 p.i..

4.1.1.3.2 Fase cronica

Na fase cronica tardia da infec¢do, o xenodiagnostico foi positivo cerca de 16 anos
p.i.. Ndo ocorreram alteragdes hematoldgicas significativas entre este animal e os animais
controles. As alteracdes de fase cronica foram observadas pelas avaliacBGes radioldgica,
eletrocardiogréafica e ecocardiograficas. O exame radioldgico cardiaco mostrou-se com ICT
alterado (0,69) aos 14,7 anos p.i., porém as radiografias realizadas em colon e esdéfago
permaneceram sem alteracdes. Os exames eletrocardiograficos mostraram, apds cerca de 17
anos de infeccdo, bloqueio de ramo esquerdo do feixe de His (BRE) e repolarizagédo
ventricular anormal. O ecocardiograma revelou alteracdo no septo ventricular deste animal
também aos 17 anos p.i..

A deteccdo de anticorpos IgG especificos anti T. cruzi foram detectados até o

momento da eutanasia.
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4.1.1.4 Macaco 99

O macaco 99 nasceu em 21/10/1979 e foi infectado com 1,9 x 10% formas

tripomastigotas da cepa Colombiana por quilo de peso aos 4,6 anos de idade.

4.1.1.4.1 Fase aguda

Durante a fase aguda houve perda progressiva de peso até a 92 semana p. i. que
variou em cerca de 11,11%. A presenca de chagoma de inoculacéo foi verificada dos 13 aos
19 dias p. i., composto por lesdo maculosa e eritematosa. Os linfonodos axilares
apresentaram-se palpéveis do 11° ao 19° dias p. i., de consisténcia eléstica e ndo aderentes.
N&o houve presenca de hepatoesplenomegalia. A deteccdo de parasitas foi avaliada por
métodos diretos e indiretos, compostos por avaliacdo da parasitemia, hemocultura e
xenodiagnostico. A parasitemia direta foi detectada entre a 22 e 72 semanas p. i., com pico
de parasitemia na 42 semana p. i. (2 x 10° parasitas/ml de sangue). Os parasitas foram
isolados por hemocultura até a 322 semana p. i. e 0 xenodiagnostico apresentou positividade
da 11% a 292 semana p. i..

N&o foram encontradas alteracdes eletrocardiograficas e radioldgicas neste animal
(ICT=0,39 - 0,42). Nesta fase ndo foram realizadas avaliagGes ecocardiogréaficas.

Anticorpos IgM totais foram detectados a partir da 5% semana p. i., apresentando um
aumento de 125 % entre as semanas 5 e 8 p. i. Os anticorpos IgM especificos anti T. cruzi
foram detectados entre as semanas 2 a 12 p. i.. A presenca de anticorpos IgG totais foi
verificada a partir da semana 0, apresentando aumento progressivo de 207,14% entre as
semanas 5 e 11 p. i.. Anticorpos IgG anti-T. cruzi foram identificados a partir da 5°

semana p.i..

4.1.1.4.2 Fase cronica

Na fase cronica tardia da infeccdo, o xenodiagndstico ndo apresentou positividade.

Né&o foram encontradas alteracfes eletrocardiogréficas e ecocardiograficas.
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Ao RX, houve um aumento do ICT (0,58), porém nenhuma alteracdo digestiva foi
visualizada.

A deteccdo de anticorpos 1gG especificos anti T. cruzi foi possivel até cerca de 16
anos p.i.. No entanto, as analises soroldgicas realizadas com as amostras de sangue
coletadas no momento da eutanasia revelaram a negativacdo da parasitemia, confirmada

pela realizacédo do teste de imunofluorescéncia.

4.1.1.5 Macaco 103

O animal 103 nasceu em 13/11/1979 e foi infectado com 1,7 x 10% formas
tripomastigotas da cepa Colombiana por quilo de peso aos 4,7 anos de idade.

4.1.15.1 Fase aguda

Durante a fase aguda houve perda progressiva de peso até a 9% semana p. i. que
variou em cerca de 4,12%. A presenca de chagoma de inoculagéo foi observada dos 13 aos
19 dias p.i., composto por mécula eritematosa de 4,5 cm de didmetro. Os linfonodos
axilares apresentaram-se palpéveis, com 2 cm de didmetro e ndo aderentes, dos 13 aos 19
dias p. i. Ndo houve presenca de hepatoesplenomegalia. A deteccdo de parasitas foi
avaliada por métodos diretos e indiretos, compostos por avaliacdo da parasitemia,
hemocultura e xenodiagnoéstico. A parasitemia direta foi detectada entre a 22 e 72 semanas p.
i., com pico de parasitemia na 5% semana p. i. (2,5 x 10° parasitas/ml de sangue). Os
parasitas foram isolados por hemocultura e xenodiagndstico a partir da 1 semanap. i..

Foram encontradas alteracOes eletrocardiograficas entre a 6% e 8% semanas p. i.,
compativeis com BAV-l e RVA. Nesta fase ndo foram realizadas avaliacdes
ecocardiograficas.

O exame radiolégico ndo apresentou alteracdes quanto ao ICT (0,39 - 0,42).
Nenhuma alterag&o foi visualizada no célon e eséfago.

Anticorpos IgM totais foram detectados entre a 3% e 212 semanas p.i. apresentando
um aumento progressivo de 289,18% entre as semanas 6 e 11 e os anticorpos IgM
especificos anti T. cruzi foram detectados entre a 52 e 122 semana p. i..
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A presenca de anticorpos 1gG totais foi verificada a partir da semana O,
apresentando aumento progressivo de 174,02 % entre as semanas 2 e 8 p. i.. Anticorpos
IgG anti-T. cruzi foram identificados a partir da 5° semana p.i. com pico na semanas 11 e
12 p.i..

4.1.15.2 Fase cronica

Na fase cronica tardia da infeccdo, o xenodiagnostico e a hemocultura foram
positivos até cerca de 16 anos p. i..

Foram encontradas alteracGes eletrocardiograficas e radiologicas. O ECG
continuou revelando BAV-1 e RVA, porém também revelou taquicardia sinusal. O exame
radiologico cardiaco demonstrou aumento do ICT (0,71). Contudo, nenhuma alteracao
digestiva foi visualizada. O ecocardiograma ndo revelou qualquer alteracéo.

A deteccdo de anticorpos 1gG especificos anti T. cruzi foi possivel até cerca de 20
anos p.i. ate a eutanasia

Os resultados obtidos através do eritrograma revelaram uma anemia normocitica e
normocrémica, entre a 3% e 72 semana p.i. em todos os animais infectados. O leucograma
revelou leucocitose por linfocitose entre a 8° e18° semanas p.i.. principalmente pelo
aumento do numero de linfocitos T CD4 e CD8 em relagdo ao animais controles.

4.1.1.6 Macacos 81 e 94

O animal 81 nasceu em 28/10/1979 e o animal 94 em 26/11/1978. Estes dois
animais foram utilizados como controle experimental. Por todos os anos do experimento,
receberam as mesmas condicGes de alojamento e alimentacdo que os animais infectados.
Durante o acompanhamento da fase aguda da infecgdo, estes animais ndo apresentaram
perda progressiva de peso. Os linfonodos axilares apresentaram-se normais quanto a
consisténcia, elasticidade e aderéncia. O hemograma completo ndo revelou qualquer
alteracdo. Nenhuma alteracdo eletrocardiografica, radiologica ou ecocardiografica foi

observada nestes animais. Ndo foram detectados anticorpos especificos anti T. cruzi (IgM e
1gG).
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4.2 Estudos Post mortem

4.2.1 Avaliacdo estereologica

Foram feitas analises estereoldgicas quanto a densidade de volume de
cardiomidcitos (Vv cmy em %), densidade de volume de vasos (Vv ve em %), densidade de
volume de tecido conjuntivo (Vv ct em %), comprimento dos vasos (Lv ve em mm/mm?) e
area de cardiomiocitos (A cmy em um?2) em atrio esquerdo (AE), ventriculo direito (VD) e
ventriculo esquerdo (VE) dos animais infectados e controles. Infelizmente néo foi possivel
analisar o animal 90 por ter apresentado lesGes microscopicas tipicas de alteraces post
mortem. Da mesma forma ndo obtivemos material suficiente de AE do animal 94
(controle) para estas andlises. Somente foi evidenciado um aumento estatisticamente
significativo da densidade de volume de vasos (Vv ve em %) em VD nos animais
infectados quando comparados aos controles sadios (3,7+0,1%; 1,6+0,5% respectivamente;
p = 0,03), podendo refletir um aumento na angiogénese em VD nos animais infectados.
Contudo, alguns parametros como a densidade de volume de tecido conjuntivo (Vv ct)
estava 1,56 vezes maior nos animais infectados em comparacgdo aos animais controles; da
mesma forma em relagdo ao comprimento dos vasos (Lv ve; 2,3 vezes em VD e 2,4 vezes
em VE), corroborando com a possibilidade de se ter uma maior densidade de volume de

vasos (Tabela 6).
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Tabela 6: Avaliagdo estereoldgica do tecido cardiaco de macacos rhesus (Macaca mulatta ) na fase cronica tardia da Doenca de Chagas experimental: Densidade de volume de cardiomidcitos, tecido conjuntivo e vasos,

comprimento dos vasos e area de cardiomidcitos

Vv cmy (%) ® Vv ct (%) ° Vv ve (%) © Lv ve (mm/mm?) ° A cmy (um2) °
AE VD VE AE VD VE AE VD VE AE VD VE AE VD VE
Infectados
64 88,7 78,3 76,3 10,5 18,1 20,8 0,8 3,6 2,9 150,8 465,1 414,8 910,14 788,73 912,99
95 84,4 85,4 89,4 12,7 11,7 74 2,9 2,9 3,2 414.8 2715 452,5 714,46 381,78 448,79
99 85,3 82 90,3 13,1 13,2 7 15 4.8 2,7 301,7 515,3 603,3 592,98 836,62 951,32
103 79,9 77,9 83,2 19,3 18,6 13,4 0,8 3,5 34 553 1068,4 754,1 655,66 750,8 678,74

Média+DP 846+04 809+04 848+06 139+04 15403 122+06 15+01 3,7+0,1 3,00

Controles
81 89,7 85,1 88,3 8,9 13,7 11 1,5 1,2 0,6
94 _ 89,5 90,7 B 8,6 6,2 B 1,9 3,2
Média + DP 89,7 87,3+3,1 895+1,6 8,9 11,1+36 86*34 1,5 16+05 19+18
teste t 0,23 0,1 0,39 0,24 0,23 0,52 0,19 0,03 0,23

355,1+170,6 580,1+342,1 556,2+155,1

289,1 238,8 163,4

— 268,7 490,2
289,1 253,7+21,1 231,1+0,21
0,22 0,27 0,21

947,6 £526,3 938,3+584,9 1227 +1,09

762,93 720,34 1011,37
_ 586,04 833,9
762,93 653,2+95,0 922,6 +125,5
0,29 0,54 0,72

Tecido cardiaco compreende atrio esquerdo (AE), ventriculo direito (VD) e ventriculo esquerdo (VE)

a Densidade de volume de cardiomiécitos; b Densidade de volume do tecido conjuntivo, ¢ Densidade de volume de vasos, d Comprimento dos vasos, e Area de cardiomidcitos
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4.2.2 Andlise Histopatoldgica e morfométrica

4.2.2.1 Anélise do Infiltrado inflamatério

Ao avaliarmos o numero de células inflamatdrias presentes no tecido cardiaco (atrio
esquerdo -AE, ventriculo direito - VD e ventriculo esquerdo - VE) dos animais infectados,
observamos diferentes perfis no padrdo de distribuicdo do processo inflamatorio (Tabela 7),
representado pelo acumulo de células inflamatorias. Assim, o VE foi o compartimento
cardiaco onde o maior numero de células inflamatorias foi identificado entre os animais
infectados, apresentando 14,5 + 8,1 (média * erro padrdo) células por campo (média de
células por 32 campos escolhidos aleatoriamente), seguido pelo AE (2,8 £ 1,95) e VD (2,0
+ 1,0), enquanto que nos animais controle poucas células foram identificadas (0,3 + 0,28;
1,1 e 0,4 = 0,14 respectivamente). Contudo, ao analisarmos os animais infectados
individualmente foi possivel notar que o animal 64 (Figura 3, Tabela 7) apresentou um
maior nimero médio de células inflamatérias por campo em todos os compartimentos
cardiacos (VE, 44,9; AE, 10,3; VD, 6,2 média de células; sendo estas 150; 9,4 e 15,5 vezes
maior que os animais controle respectivamente). Além disso, ndo houve associacdo com as
alteracdes elétricas e/ou miocardicas, visto que este animal ndo apresentou tais alteracdes
na fase cronica tardia Anexo 1). Em relacdo aos animais 103 e 95 (Figura 4 e 5
respectivamente), que apresentaram focos inflamat6rios somente em VE (com aumento de
53 e 36 vezes maior que 0s animais controles), observamos que estes animais
demonstraram comprometimento cardiaco compativel com a fase cronica da doenca de
Chagas (Bloqueio atrio-ventricular grau 1 -BAV 1° e bloqueiro de ramo direito do feixe de
his grau 1 - BRD 1° para o animal 103 e bloqueio do ramo esquerdo do feixe de his grau 2
- BRE 2° grau, repolarizacdo ventricular anormal - RVA e alteracdes ecocardiograficas)
(Anexos 1 e 2) e indice cardio-toracico alterado (Anexo 1). O animal 90 (Figura 6 e Tabela
7) apesar de apresentar comprometimento cardiaco compatieis com a doenca de Chagas
cronica (BRE 1° grau, extrasistoles atriais e ventriculares e RVA), este animal nio
apresentou focos inflamatérios em nenhum compartimento cardiaco avaliado. De modo

interessante, o animal 99 (Figura 7) se comportou como 0s animais sadios, néo
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apresentando focos inflamatorios em nenhum dos compartimentos cardiacos, possivelmente
associados a negativacdo da sorologia e auséncia de alteragdes cardiacas no momento da
necropsia. O historico deste animal mostra que a infeccdo foi branda e assintomatica
durante todo o curso da doenca (Anexo 1). Apesar desta amostra ser muito reduzida, foi
possivel verificar claramente a dissociacdo entre a presenca do processo inflamatorio e
alteracgOes clinicas cardiacas.

A andlise histopatologica mostrou que em nenhum dos cortes foram observados
elementos parasitarios tipicos (formas amastigotas) na coloracao por HE. Todos 0s animais,
com excecdo do animal 99 e dos animais controle, apresentaram hipertrofia miocardica
multifocal com deposi¢do de lipofuccina, caracterizando dano de fibra. Em especial no
animal 95 notou-se uma area focal de necrose de liquefacdo em éatrio esquerdo desprovida
de infiltrado inflamatério (dado ndo mostrado).

A degeneracdo vacuolar esteve presente em todos os animais infectados sob graus
variados e de dificil quantificacdo por serem de carater multifocal e muitas vezes isolados
em um pequeno numero de células miocardicas.

Os animais controle 81 e 94 (Figuras 8 e 9, respectivamente e Tabela 7) exibiram um
endocérdio de aspecto usual. O miocardio apresentou-se composto por fibras de espessura
habitual, desprovido de sinais de inflamag&o, necrose e de elementos parasitarios tipicos na
coloragéo por H. E.
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Tabela 7: Analise da presenca de células inflamatdrias no tecido cardiaco de macacos
rhesus (Macaca mulatta) na fase cronica tardia da Doenga de Chagas experimental: nimero

de células inflamatdrias por campo histoldgico, distribuidas nos compartimentos cardiacos.

AE VD VE

Infectados n° células/campo*
64 10,3 6,2 44,9
90 0,9 2,0 1,0
95 1,1 13 10,7
99 1,1 0,0 0,2
103 0,5 0,7 15,8
média 2,8 2,0 14,5
SD 4,2 2,4 18,2
EP 1,9 1,0 8,1

Controles

81 1,1 053 076
94 _ 0,6 0,0
média 1,1 0,4 0,3
SD _ 0,2 0,4
EP 0,14 0,28

* Média do nimero de células inflamatdrias analisadas em 32 campos
SD — desvio padrao

EP — Erro padréo
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Figura 3 - Infiltrado inflamatério: Corte histolégico do ventriculo esquerdo do animal 64 infectado
experimentalmente pelo Trypanosoma cruzi demonstrado pela coloragdo HE (10X). Detalhe em maior
aumento (40X). Setas indicam infiltrados inflamatorios.
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Figura 4 - Infiltrado inflamatério — Corte histolégico do ventriculo esquerdo do animal 103 infectado

experimentalmente pelo Trypanosoma cruzi demonstrado pela coloracdo HE (10X): epicardite multifocal

(seta) permeando adipdcitos (cabeca de sata).
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Figura 5 - Infiltrado inflamatério: Corte histolégico do ventriculo esquerdo do animal 95 infectado
experimentalmente pelo Trypanosoma cruzi demonstrando infiltrado inflamatério (seta) pela coloragdo HE

(10X); Detalhe evidenciando deposito de lipofuccina (ponta da seta) em cardiomidcitos (40X).
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Figura 6 - Tecido cardiaco — Cortes histol6gicos corados com HE demonstrando o tecido cardiaco do animal
90 (Infectado): A:Ventriculo direito (10X); B: ventriculo esquerdo (10X); C: &trio esquerdo (10X) . Como
este animal apresentou artefatos teciduais pré analiticos decorrentes de fixacdo e presenca de congestdo
vascular decorrente de efeitos de morte, ndo foi possivel avaliar a deposicdo de fibrose pela coloragdo de
Tricdmio de Masson.
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Figura 7 - Tecido cardiaco — Cortes histologicos corados com HE demonstrando o tecido cardiaco do
animal 99 (infectado): Ventriculo direito (A), ventriculo esquerdo (B) e éatrio esquerdo (C). D: étrio

esquerdo corado com Tricomio de Masson para demonstragdo da deposicdo normal de fibras colagenas

(10X).
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Figura 8 - Tecido cardiaco — Cortes histoldgicos corados com HE demonstrando o tecido cardiaco do animal
81 (controle): A:Ventriculo direito (10X); B: ventriculo esquerdo (20X); C: atrio esquerdo (20X); D: atrio
esquerdo corado com Tricobmio de Masson, para evidenciar o padrdo de distribuicdo de fibras colagenas no

animal ndo-infectado. (10X).
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4.2.2.2 Fibrose

Foram quantificadas as areas de fibrose tecidual em atrio esquerdo e em ventriculos
direito e esquerdo, corados com Tricomio de Masson, dos animais infectados e controles
através do uso do software Image Pro Plus versdo 4.5. Excluimos a analise do atrio direito
dos animais infectados, pois somente conseguimos amostras de apenas dois animais (95 e
103). Dez campos escolhidos aleatoriamente de cada compartimento foram observados em
microscopia oOptica (aumento de 20x) e quantificados quanto a sua area total e a area de
fibrose e os valores expressos em um?2. A proporcdo de fibrose encontrada em relacio a
area total avaliada foi expressa em porcentagem.

Conforme mostra a Tabela 8, observamos que a fibrose estava presente em todos os
animais infectados, com excecdo do animal 95. Para que pudéssemos descartar que este
processo degenerativo das fibras cardiacas ndo estivesse presente também no atrio direito
do animal 95, este compartimento foi também analisado e verificamos uma extensa area
fibrotica (dados ndo mostrados — Figura 12). Este foi o animal com maior
comprometimento  cardiaco demonstrado pelos exames eletrocardiograficos e
ecocardiograficos (Tabela 4) e apresentando um infiltrado inflamatério considerado de
moderado a leve.

O padrdo de distribuicdo da fibrose foi caracterizado como sendo multifocal nos
ventriculos e difuso no atrio esquerdo, acometendo exclusivamente o miocardio. Assim, a
quantificacdo da fibrose revelou um maior acometimento em atrio esquerdo em 3 de 4
animais infectados do que nos demais compartimentos, com excecdo do animal 103 que
apresentou maior acometimento em VE (17,6 % de area cardiaca acometida; Tabela 8). O
animal 64 (Figura 11) manteve, como descrito para a presenca de foco inflamatorio, o
maior comprometimento em AE (7,1 % de area acometida), contudo ndo evidenciamos
presenca de fibrose neste animal em VD e VE (0 e 0,9% de area acometida,
respectivamente). Os animais 90 e 99 apresentaram respectivamente 2,1 e 3,8% de area

acometida em AE, sendo 21 e 38 vezes maiores que o animal controle (0,1% - Tabela 8).
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Figura 10 — Fibrose: Corte histologico do &trio direito do animal 95 infectado experimentalmente

pelo Trypanosoma cruzi, demonstrando extensa fibrose, demonstrada pela coloracdo de Tricomio
de Masson (10X).
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Tabela 8: Avaliagdo histopatoldgica do tecido cardiaco de macacos rhesus (Macaca

mulatta) na fase crénica tardia da Doenca de Chagas: Porcentagem de fibrose distribuida

nos compartimentos cardiacos dos animais infectados e controles.

Infectados

64
90
95
99
103
média
SD
EP

Controles

81
94
média
SD
EP

AE VD VE
Porcentagem

7,1 0,0 0,9
2,1 0,0 1,2
0,0 0,0 0,0
3,8 0,0 0,0
6,5 2,2 17,6
3,9 0,4 3,9
2,7 0,9 6,8
0,1 0,0 0,3
0,1 2,8 0,0
_ 0,0 0,1
_ 1,4 0,1
_ 2,0 0,1

1,4 0,1
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Figura 11— Fibrose: Corte histolégico do atrio esquerdo do animal 64 infectado experimentalmente pelo

Trypanosoma cruzi, demonstrada pela coloragdo de Tricomio de Masson (20X). Detalhe no mesmo aumento

da leséo visualizada na coloracéo HE.
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4.2.2 Avaliacdo da presenca de citocinas e INOS em VE

Como foi demonstrado que o VE foi o compartimento cardiaco que mais apresentou
focos inflamatérios em todos os animais infectados, optamos por avaliar esta area cardiaca
quanto a presenca de citocinas (IFN-y, IL-4, IL-10 e IL-12), da molécula de superficie
CD68 (marcador sugestivo de macrofagos) e INOS através da técnica de
imunohistoquimica em cortes criopreservados. Para esta andlise tinhamos disponiveis
fragmentos de VE dos animais infectados 64 (Figura 12), 95 ( Figura 13), 99 e o0s animais
controle. Como a quantidade de células positivas nos animais controle e no animal 99
foram consideradas pequenas comparadas aos animais infectados, ndo mostramos o0s cortes
corados destes animais.

Para analisarmos o numero de células expressando cada uma das citocinas, iINOS e
CD68, o corte foi analisado em pelo menos 50 campos em aumento de 200 vezes e 0
namero médio de células presentes em VE descrito na Tabela 9.

Foi possivel identificar que as células que demonstraram marcacdo para IFN-y
estavam dispostas em meio a infiltrados inflamatdrios e estavam presentes nos animais
infectados, exceto no animal 99. O nimero de células em 50 campos expressando IFN-y foi
de 11 e 1 (animais 64 e 95 respectivamente). Estes nimeros parecem relativamente baixos,
mas nenhuma marcag&o foi observada nos dois animais controles.

A expressdo de IL-4 em VE foi identificada apenas no miocardio dos animais 64 e
95 ( 4 e 1 células, respectivamente). Nenhuma marcacdo foi observada mais uma veznos
dois animais controles e no animal 99.

A expressao de IL-10 esteve presente apenas no animal 64 (5 células marcadas). Da
mesma forma, a presenca de IL-12 foi evidenciada somente no animal 95 (5 células
marcadas).

Ao avaliarmos a expressao da molécula CD68 nos cortes histologicos de ventriculo
esquerdo, observamos positividade em todos os animais infectados e todas as marcagdes
restritas a focos inflamatorios de menor ou maior grau (Figuras 12 e 13). A expressao de
INOS pareceu estar associada a presenca de infiltrado inflamatério e comumente
encontrada em regides perivasculares nos animais 64, 95 e 99 infectados (média + EP: 79 +

46; controles: 6 + 5). Os animais controle demonstraram marcagdo focal e dispersa no
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tecido, ndo estando associada a células inflamatdrias. Nos parece possivel que as marcacdes
que ndao foram encontradas em células inflamatdrias possam representar uma ativagdo da

INOS por cardiomidcitos ou fibroblastos.

Figura 12 : Imunohistoquimica de cortes criopreservados de ventriculo esquerdo do
animal 64. A: IFNy (40 X); B: IFNy (100 X); C: iNOS (40 X); D: iNOS (100 X); E: I1L-4
(40 X); F: IL-4 (100 X); G: IL-10 (100 X); H: controle negativo (20X).
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Figura 13: Imunohistoquimica de cortes criopreservados de ventriculo esquerdo do animal 95 - A:
IFNy (40 X); B: IFNy (100 X); C: iNOS (40 X); D: iNOS (100 X); E: IL-4 (100 X); F: IL-12 (40 X);

G: CD68 (40 X); H: controle negativo (20X).
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Tabela 9: Avaliacéo da expressdo da iNOS e citocinas em ventriculo esquerdo de macacos rhesus

(Macaca mulatta) na fase crénica tardia da doenca de Chagas.

namero de células/50 campos
Infectados IL-4 IL-10 IL-12 CD68 IFN INOS

64 4 5 0 52 11 173
95 1 0 5 70 1 44
99 0 0 0 12 0 21
Média 2 2 2 45 4 79
EP 1,73 1,73 1,73 17,3 3,46 46
Controles
81 0 0 1 5 0 1
94 0 0 0 20 0 11
Média 0 0 0 13 0 6
EP 7,8 0 5




4.2.3 Diagnoéstico clinico e histopatoldgico

A classificacéo clinica, realizada através da somatoria do score obtido através dos
exames radiologicos, eletrocardiograficos e ecocardiograficos, juntamente com as
avaliacOes da extensdo da fibrose e do numero de células inflamatorias revelou que 0s
animais 64 e 103 foram considerados como mais graves. Com infeccdo moderada julgada
pelo mesmo sistema, encontram-se os animais 95 e 90. O animal considerado com infec¢do

leve foi 0 animal 99 (Tabela 10).

Tabela 10: Classificagdo clinica e histopatoldgica através do sistema de score

Classificacéo

Animais Clinical Score Hls'[NopatoIoglc?a2 Score Final
Inflamacéo Fibrose
64 A 1 3 2 6
90 A 1 1 2 4
95 Bl 2 2 1 5
99 Assintomatico 0 1 1 2
103 A 1 2 3 6

1 - Classificacéo sugerida pelo consenso brasileiro em Doenga de Chagas
2- descrito em Materiais e métodos no item 3.11
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5 DISCUSSAO

A doenca de Chagas possui, mesmo ap6s um século de sua descoberta, muitas
lacunas a serem desvendadas quanto a patogenia e desenvolvimento da forma cronica
cardiaca. Assim, varias hipdteses tém sido postuladas quanto aos possiveis mecanismos de
inducéo da cardite chagéasica. Dentre elas estdo os mecanismos envolvidos numa possivel
inducdo de autoimunidade, sustentada por alguns pesquisadores, onde a escassez de
parasitas presentes nas lesdes ndo se correlacionaria com a intensidade do infiltrado
inflamatdério e com isso geraria respostas imunes contra antigenos préprios cardiacos
(Girones & Fresno, 2003; Leon & Engman, 2001; Cunha-Neto et al., 1995); a indugéo de
uma resposta imune celular resultando na cardiopatia chagasica cronica (Tarleton, 2003); e
as alteracfes na microvasculatura como atuantes nos processos de lesdo cardiaca (Higuchi,
2006; Plentz et al., 2006). Apesar de serem reportados diversos mecanismos que possam
estar envolvidos na progressdo da cardiopatia chagasica cronica, ainda ndo existem
ferramentas clinicas efetivas que possam auxiliar no estabelecimento de fatores da
progressdo da doenca para identificar nos pacientes crénicos os que evoluirdo para uma
doenca cardiaca e/ou digestiva grave. Desta maneira, a doenca de Chagas ainda constitui
um dos maiores problemas de salde publica entre os casos de insuficiéncia cardiaca em
areas endémicas, mantendo os servigos de saude publica em alerta na busca de meios
estratégicos de identificacdo precoce de individuos infectados e conter a disseminacdo da
doenca (Braga et al, 2006).

Tendo em vista que os modelos experimentais tém sido de grande valia para se
conhecer 0s mecanismos envolvidos na cardiopatia chagasica, nos propusemos a estudar
em primatas ndo-humanos infectados experimentalmente com cepa cardiotropica do T.
cruzi (cepa Colombiana), um modelo para a doenca humana, (Muniz et al., 1970, Seah et
al., 1974; Miles et al. 1979; Bonecini-Almeida et al. 1990; Meirelles et al., 1990; Bonecini-
Almeida, 1991; Carvalho et al., 2003). Nosso grupo avaliou clinicamente macacos rhesus
experimentalmente infectados pelo T. cruzi durante cerca de 25 anos, da fase aguda a fase
crbnica cardiaca. Desta forma, conduzimos o presente estudo no intuito de descrever as
alteracOes cardiacas, vistas através de alteraces eletrocardiogréficas, ecocardiograficas,

histopatologicas e imunoldgicas; bem como associar tais achados a evolugdo clinica de
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cada animal, desde a fase aguda a fase crénica. Apesar de nossa casuistica ser composta de
cinco animais infectados e dois animais controle, estes se apresentaram com distintos
quadros clinicos compativeis com a doenca humana que vdo desde a cura espontanea
(animal 99) até a cardiopatia chagasica crbnica diagnosticada pelas alteracdes
eletrocardiogréaficas e ecocardiograficas (animal 95). Para tanto, um extenso levantamento
clinico longitudinal foi realizado para caracterizar a fase em que cada animal se apresentava
no momento em que foram eutanasiados. Neste contexto, classificamos clinicamente os
animais de acordo com a Classificacdo da Insuficiéncia Cardiaca pela ACC/AHA
recomendada pelo Consenso Brasileiro em Doenca de Chagas (Ministério da Saude, 2005;
Xavier, et al., 2005; Siciliano, et al. 2006).

Todos os animais apresentaram sinais caracteristicos de fase aguda (parasitemia
patente, chagoma de inoculacdo, febre, perda de peso), contudo com ponderacdes em
relacdo a gravidade variando de animal para animal. A fase crbnica indeterminada
apresentou-se, como na doenca humana: longa (cerca de 20 anos) e sem sinais aparentes de
adoecimento (Laranja et al., 1956). A fase cronica cardiaca foi evidenciada em 4 animais,
mostrando mais uma vez a semelhanca entre a evolucdo do quadro cardiaco em pacientes
chagasicos e 0 modelo em macacos rhesus.

De modo interessante um animal (animal 99) apresentou cura parasitolégica e
soroldgica apds 20 anos de infec¢do. Durante a fase aguda, sinais da doenca (lesdo de porta
de entrada, febre e pico de parasitemia) foram identificados, porém mais brandos em
relacdo aos demais animais infectados, culminando na negativacdo da parasitemia direta a
partir da 10* semana. Aliados a estes dados, anticorpos IgG anti-T. cruzi que estavam
presentes por 16 anos, ndo mais foram encontrados, negativando a sorologia até a
eutanasia, num periodo que compreendeu cerca de 24 meses. Mesmo com a utilizacdo de
métodos moleculares para identificar a presenca de KDNA do T. cruzi em amostras de
sangue e posteriormente em diversos tecidos (Carvalho, 2006), estes testes mostraram-se
persistentemente negativos. Segundo o Consenso Brasileiro em Doenca de Chagas, casos
de cura espontanea ocorrem ap0s a negativacdo sorologica, considerada como o Unico
método tradutor de cura. Casos de cura espontanea em pacientes sdo descritos na literatura
como sendo excepcionais, mas mesmo assim, em algum momento da infeccdo ha a

presenca de alteracGes cardiacas ainda que leves (Zeledon et. al, 1988; Francolino, et. al.,
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2003), o que nao foi evidenciado no animal 99 em nenhuma fase da doenca. O conjunto de
dados clinicos, sorolégicos e parasitoldgicos indica que o animal 99 apresentou cura
espontanea da infeccdo. Nao temos relatos na literatura de outros primatas ndo humanos
que tenham apresentado tal quadro clinico. Este perfil benigno da doenca foi evidenciado
no estudo post mortem que sera descrito a seguir.

Os animais 64, 90 e 103 apresentaram quadros clinicos relativamente semelhantes
entre si durante todo o periodo da infeccdo experimental com alteragcGes cardiacas
compativeis com a insuficiéncia cardiaca humana sem sintomatologia (aumento do ICT,
RVA, extra sistoles e BAV-1). Casos de insuficiéncia cardiaca sem sintomatologia e
principalmente sem alteracGes ecocardiograficas sdo alvo de estudos direcionados a se
compreender possiveis fatores ligados a progressao clinica da doenca. Estudos realizados
em pacientes chagasicos mostraram que a avaliacdo cardiaca através da pesquisa clinica
envolvendo analises eletrocardiogréaficas, ecocardiograficas e radioldgicas de rotina, bem
como a avaliagdo dos protocolos de tratamento, tém demonstrado avangos substanciais na
obtencdo de dados que se correlacionam com a progressdo clinica da doenga. (Goldbraum
et al., 2004; Siciliano et al., 2006).

O Unico animal a apresentar um desfecho clinico desfavoravel foi o animal 95. O
curso da doenca em fase aguda foi semelhante aos demais animais infectados, apresentando
alteracOes cardiacas tanto nos exames radioldgicos, quanto no ECG (aumento do ICT,
BAV-1 e RVA). No entanto, a progressdo da doenca foi diferente. Enquanto que nos
demais animais ndo foi evidenciado agravamento no quadro clinico, este animal
permaneceu com o ICT alterado e RVA, além de desenvolver BRE. Com as analises
ecocardiograficas foi possivel identificar que este animal desenvolveu alteraces na fracdo
de ejecdo - FE , e assincronia do septo interventricular e, deste modo, classifica-lo como o
unico animal pertencente ao Estagio B pela ACC/AHA. As alteracGes ecocardiograficas em
pacientes humanos, aliados aos achados eletrocardiograficos podem indicar os fatores de
risco inerentes ao paciente chagasico, posto que exames ecocardiograficos, que
demonstraram alteragdes no didmetro ventricular sistolico esquerdo, na conducgéo
intraventricular aliados & presenca de taquicardia ventricular sustentada foram considerados
como fatores de risco para a progressdo da cardiopatia em pacientes chagasicos cronicos

(Viotti et al 2005). Recentemente foi proposto que a avaliacdo do fluxo mitral através do
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Doppler, permite identificar anormalidades iniciais da funcdo diastolica ventricular
esquerda em pacientes chagasicos de fase indeterminada sem alteragdes
eletrocardiogréficas, radiologicas e ecocardiograficas pré-existentes (Cianciulli, et. al.
2006; Siciliano, et al. 2006).

Uma vez encerrados os estudos clinicos com 0s nossos animais, a avaliagdo post
mortem nos remeteu a diversos pontos para reflexdo no que tange aos possiveis desfechos
clinicos que estes apresentariam se ainda estivessem mantidos sob condigOes
experimentais.

Em nossos animais foi possivel identificar a presenca de infiltrado inflamatorio de
variados graus de intensidade e extensdo, além da fibrose, como descrito no homem,
mesmo que estes animais tenham sido infectados concomitantemente e sob as mesmas
condicdes experimentais. Cada animal apresentou uma resposta inflamatoria peculiar, dado
este que esta de acordo com relatos na literatura, onde andlises histopatoldgicas realizadas
em tecido cardiaco humano revelam uma miocardite que varia em intensidade (focal a
difusa), com predominancia de células mononucleares e degeneracdo de fibras musculares,
com presenca de hipertrofia de cardiomiocitos, associados a fibrose tecidual (Rossi, 1998;
Abel, et. al, 2001; Elias, et. al, 2003; Higuchi, et. al, 2006). O animal 64, com 29 anos de
idade, desenvolveu um processo inflamatério em todos os compartimentos cardiacos
durante a fase cronica, porém somente apresentou fibrose moderada em éatrio e ventriculo
esquerdo sem demonstrar alteracdo cardiaca ao longo da infec¢do. O animal 95, Unico a
apresentar, além de alteracbes elétricas, uma queda na fracdo de ejecdo e aumento do
didmetro sistdlico, dados que ap6iam o diagnostico de insuficiéncia cardiaca, nédo
apresentou lesdes inflamatérias e/ou fibroticas que explicariam tais alteracbes nos
fragmentos analisados. Entretanto, o animal 103, com minimo processo inflamatorio, foi o
mais acometido pela fibrose entre os animais infectados, com presenca de alteracGes
cardiacas comprovadas pelo ECG e RX. Diversos autores descrevem uma associacao entre
alteracdes cardiacas seguidas de morte, com a presenca de processo inflamatério e fibrose
cardiaca (Rossi, 1998; Palomino et. al, 2000; Albajar et. al, 2003; Schijman et. al, 2004). A
avaliacdo utilizada para andlise foi baseada na aleatoriedade obtida através de cortes
uniformemente isotrépicos de fragmento retirado de parede livre dos compartimentos

cardiacos. Assim, nossos resultados ndo apontam para uma associagao entre a presenga ou
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intensidade do processo inflamatorio e as alteracbes clinicas, evidenciadas pelo
eletrocardiograma e ecocardiograma.

Outro dado que nos chamou a atencdo foi o fato de encontrarmos um aumento na
densidade dos vasos em ventriculo direito dos animais infectados. A vasculatura
compreende cerca de 35% do volume do miocardio (Weber et al., 1987) e o
comprometimento microvascular € uma importante conseqiiéncia da infeccéo pelo T. cruzi,
onde o dano no endotélio é um fator que contribui grandemente para o desenvolvimento de
vasoespasmos e isquemia (Tarleton et al., 2000). Higuchi et. al (2006) evidenciaram um
aumento no numero de capilares em ventriculo esquerdo em pacientes com cardiopatia
chagasica crbnica, indicando alteragBes estruturais inclusive em arteriolas cardiacas.
Hassan et al.(2006), sugeriram que a infec¢do pelo T. cruzi estimula a proliferacdo de
células musculares lisas e que esta proliferacdo esteja associada a uma regulacdo positiva
da via que envolve a endotelina 1 e seu receptor ETa. A endotelina foi considerada
primeiramente como um peptideo vasoativo liberado por células endoteliais, cardiomiocitos
e fibroblastos cardiacos por suas propriedades vasoconstritoras, porém apoOs diversos
estudos hoje é tratada como uma citocina pro-inflamatéria, devido a sua intima associacao
com os eventos inflamatdrios por atuar na ativacdo de neutrofilos e mondcitos para a
producdo de citocinas (Huang et al., 2001). Ainda nao foi possivel iniciar estudos quanto a
presenca de endotelina 1 no tecido cardiaco dos nossos animais, mas 0 aumento na
densidade de volume de vasos nos animais infectados nos leva a hipotese de que este
evento possa ser considerado benéfico uma vez que previne a formacdo de lesdes
isquémicas que poderiam resultar em alteracdes cardiacas ainda mais graves.

Sabemos que o desenvolvimento da doenca de Chagas € uma consequiéncia de uma
relacdo bastante extensa e complexa entre a persisténcia do parasita e 0S mecanismos
homeostaticos no hospedeiro que levam a alteracGes patoldgicas (Marinho et al., 1999;
Pérez-Fuentes et al., 2003). Neste contexto, podemos incluir a participacdo de citocinas,
tanto na fase aguda como na fase crénica, em especial aquelas que estdo relacionadas a
resposta imune do tipo Thl e sua participagdo no desenvolvimento da cardiomiopatia
chagasica em humanos. Dentre elas, o IFN-y seria a citocina mais freqientemente
demonstrada em pacientes chagasicos e que vem sendo relacionada com o desenvolvimento
da cardiomiopatia (Abel et al., 2003; Gomes et al., 2003).
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O infiltrado inflamatorio encontrado nos animais infectados foi caracterizado como
sendo predominantemente linfocitario, com predominio de células TCD8" (Carvalho,
2006). Encontramos uma associagdo entre a presenca de infiltrado inflamatdrio e a presenca
de células expressando IFN-y em dois dos trés animais estudados, com freqliéncia variando
de 1 a 11 celulas por 50 campos avaliados (animal 64 e 95 respectivamente; 6 = 5,01;
média * erro padrao), dados estes que corroboram os descritos em pacientes humanos, onde
foi possivel encontrar uma correlacéo linear positiva entre a liberacdo de IFN-y e a presenca
de linfocitos TCDS8, sugerindo que estes linfocitos seriam os principais produtores de IFN-y
na fase cronica (Reis et al., 1997). Embora estes dois animais tenham apresentado perfis
clinicos bastante distintos, quanto as alteracfes eletro e ecocardiograficas, o animal 64
apresentou maior acometimento inflamat6rio cardiaco e o maior numero de células
inflamatorias cardiacas expressando IFN-y. Além disso, apresentou concomitantemente
celulas secretoras de 1L-10, mas na auséncia de IL-12. Apesar de Vvarios autores terem
associado a elevada expressdo de IFN-y em tecido cardiaco de (Cunha-Neto et al., 1998,
Abel et al., 2001, Cunha-Neto & Kalil, 2001) pacientes chagasicos e em associa¢do com a
gravidade da cardiopatia chagasica, temos que ser ponderados em nossas observacdes no
modelo macaco rhesus pelo reduzido nimero de animais analisados. Analisamos trés
animais e em dois (macacos 64 e 95) encontramos que a expressdo de IFN-y intracardiaco
parece estar associada a destruicdo das fibras miocérdicas; pois o maior nimero de células
expressando esta citocina foi observada no animal que apresentava extensas lesdes
inflamatdrias. Contudo, inversamente o animal 95 apresentou somente 1 célula expressando
IFN-y, com quadro inflamat6rio moderado o Unico que apresentou insuficiéncia cardiaca
grave, representados por alteracdes eletrocardiograficas e ecocardiograficas. Podemos
também supor que o animal 64 poderia estar na fase de progressdo para a cardiopatia
chagasica como conseqiiéncia das lesdes observadas. E relatado que em camundongos a
presenca de IFN-y intracardiaco ocorre transitoriamente, ndo persistindo por mais de 9
semanas pos-infeccdo, ndo estando neste modelo associado ao desenvolvimento da
cardiopatia chagasica (Zhang & Tarleton, 1995).

O IFN-y tem sido extensivamente associado como uma citocina que controla o
crescimento e disseminacdo do T. cruzi, possivelmente pela ativagdo de macrdéfagos e

acredita-se que ele seja o indutor mais importante da iINOS, aumentando a producdo de
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oxido nitrico por estas células (Aliberti et al., 1999; Tarleton et al., 2004). Embora o 6xido
nitrico esteja implicado em ser essencial para o controle do T. cruzi na fase aguda inicial da
infeccdo, estudos demonstram que este papel fundamental ndo se repete na fase aguda
tardia e fase cronica da doenca (Machado et al., 2000; Saeftel, et al., 2001).

Foi possivel encontrar uma associacdo entre a presenca de infiltrado inflamatorio,
liberacdo de IFN-y e a expressdo de iINOS em nossos animais, independente do perfil
clinico.

E relatado que o NO esta relacionado com o estabelecimento da infeccio cronica e
pelo desenvolvimento e progressdo das alteragfes cardiacas associado a citocinas pro-
inflamatdrias em modelos experimentais (Millar & Kahn, 2000; Chandra et al.; 2002).

O papel dos radicais de nitrogénio tem sido cogitado na biologia da isquemia
cardiaca como sendo indutores de apoptose de midcitos quando niveis elevados de iINOS
estdo biodisponiveis no tecido cardiaco ou na prevencdo da apoptose quando niveis basais
de eNOS, produzido por células endoteliais estdo presentes (Razavi et al., 2005).
Recentemente foi descrito que a INOS parece estar associada, tanto endégenamente como
exdgenamente, na prevencdo de injarias do miocardio, podendo ser considerada como uma
proteina protetora (revisto por Jones & Bolil, 2006). Outras associa¢fes podem também
estar relacionadas a presenca de iINOS e TNFa, como tromboembolismo e baixa
contratibilidade das fibras cardiacas em pacientes com cardiopatia dilatada (Habib et al.,
1995), visto pela elevada expressdo de iNOS pelos midcitos. Assim, ainda é dubio o papel
da iNOS no tecido cardiaco. Na doenca de Chagas, a iINOS esta presente no coracdo de
camundongos infectados pelo T. cruzi e sua expressdo ¢ modulada pela presenca de TNFa,
MCP, MIP-2 (Machado et a., 2000). Da mesma forma, ratos infectados e analisados na fase
aguda mostram elevada expressao de iINOS em células mononucleares e cardiomiécitos
durante a fase aguda, mesmo na auséncia de infiltrado inflamatorio (Chandrasekar et al.,
1998).

Infelizmente para termos uma real percepcdo do papel da INOS e de citocinas
inflamatdrias e antiinflamatdrias na cardite chagasica humana seria necessario um numero
maior de individuos e, desta maneira, avaliar todas as varidveis para encontrar correlacées
entre os achados durante o longo percurso da doencga de Chagas. No entanto, ainda hoje o

papel da iINOS na defesa do hospedeiro humano frente as infecgbes permanece obscuro
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(Nathan, 2006). Assim, ainda permanece a questdo principal, se a resposta imune mediada
pela liberacdo de IFN-y e INOS presentes no infiltrado inflamatdrio cardiaco seria
responsavel pela inducdo da cardiopatia chagésica crbnica e/ou se os niveis de iINOS
liberados pelos cardiomiocitos, independente da iNOS “imune” poderia influenciar na

degeneracdo do tecido cardiaco, logo numa fase inicial da cardiopatia chagasica cronica.

Outros mecanismos que podem estar relacionados a relacdo iINOS/T. cruzi/processo
inflamatorio, sdo: i) o crescimento do T. cruzi estar associado & dependéncia do parasita da
L-arginina do hospedeiro para sintese de poliaminas (Piacenza et al.; 2001); ii) a interacéo
com TGF-f para inibir a produgdo do NO, favorecendo o crescimento do parasito pelo
consumo da L-arginina disponivel, iii) ou, como hipdtese, pela inducdo do processo
inflamatdrio pelo parasita para assegurar sua sobrevivéncia intracelular na fase cronica, o

que culminaria na produgdo em excesso de L-arginina para seu consumo.

Por outro lado IL-4 e IL-10 séo capazes de modular negativamente o controle do T.
cruzi pela supressdo de células produtoras de IFN-y e em consequéncia os macrofagos.
Assim, o balanco entre a expressdo cardiaca de IFN-y, IL-10 e IL-4 pode sugerir o
equilibrio entre o patdégeno e o hospedeiro. Em nosso estudo, IL-10 e IL-4 foram
observadas somente em um animal (macaco 64) concomitantemente com IFN-y. A relacéo
IL-10/ IFN-y foi de 1:2,2 e de IL-4/IFN-y foi de 1:2,7, neste animal. Da mesma forma a
relacdo iINOS/ IFN-y foi de 1:15,7. Desta forma, nos parece que mesmo na presencga
concomitante de citocinas Thl e Th2, a producdo de iNOS nédo é diminuida quando ha uma
secrecdo maior de IFN-y. Por outro lado, camundongos deficientes na expresséo de IL-10
apresentam baixa parasitemia circulante e nos tecidos com expressao elevada de IFN-y e
INOS. Estes dados sugerem que IL-10 tem papel regulador e impede o controle do

crescimento parasitario (Abrahamsohn et al, 1996).
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6

CONCLUSOES

O modelo experimental em macaco rhesus apresenta quadros clinicos
compativeis com os descritos na doenca de Chagas humana;

A cura espontanea em fase cronica de um animal infectado (animal 99) pode
estar relacionada a fase aguda branda, com auséncia de sinais clinicos;

A densidade de volume de vasos no ventriculo direito dos animais infectados
pode estar associada a evolugéo benigna da doenca;

A presenca de infiltrado inflamatorio e a liberacdo de IFN-y e expressdo de
INOS néo refletem as alterages clinicas cardiacas no nosso modelo;

Os critérios de avaliacdo clinica sugeridos pelo Consenso Brasileiro em Doenca
de Chagas podem ser utilizados para a classificacdo clinica da doenca de Chagas
em primatas ndo humanos.

Apesar da coexisténcia de citocinas Thl e Th2, houve predominio da resposta

Th1 neste modelo experimental.
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ANEXO 1

Materiais e métodos referentes a fase aguda e crénica do grupo de

macacos rhesus estudados no presente trabalho
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Tabela 1: Acompanhamento da infeccdo experimental pelo Trypanosoma. cruzi de longa duracdo em
macacos rhesus (Macaca mulata): relacdo dos animais de acordo com a idade, peso corporeo, indculo e

periodo de infeccéo.

Periodo

Peso Peso
a .t . b . ldade
Macacos (anos)? Corporal® Inoculo Infecco Corporal (anos)’
(kg) (anos) (kg)
Infectados
64 6,0 12,0 1,2 23,0 11,6 29,0
90 55 9,0 1,7 20,0 12,8 26,0
95 4,4 9,9 1,5 20,0 16,1 25,0
99 4,6 79 1,9 20,0 14,6 25,0
103 4,5 8,7 1,7 20,0 13,7 25,0
Média 5,0 9,5 1,6 20,6 13,7 26,0
SD 0,7 14 0,3 1,3 1,7 1,7
Controles
81 4,6 8,4 11,6 25,0
94 55 8,5 16,1 26,0
Média 51 8,5 13,8 25,5
SD 0,6 0,1 3,1 0,7

2 a0 serem infectados pela cepa Colombiana do T. cruzi; °n° de formas tripomastigotas metaciclicas x 10%/kg
de peso ¢ ao serem eutanasiados; SD= desvio padrado
Fonte: Bonecini-Almeida et. al, 1991; Carvalho et al., 2003; Carvalho, 2006

1 Demonstragdo da parasitemia

1.1 Fase aguda

Durante a fase aguda, a parasitemia direta foi realizada semanalmente e demonstrada em
Bonecini-Almeida et al., 1991, como descrito a seguir: Apds punc¢do venosa, uma aliquota
de sangue foi diluida 1:50 e 10 ul desta diluicdo foi colocada em cdmara de Neubauer. O
numero de formas tripomastigotas foi contado e acertado para ml de sangue. A leitura foi

realizada em microscopico optico (Tabela 2).
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Tabela 2: Acompanhamento da infeccdo experimental pelo Trypanosoma cruzi em

macacos rhesus (Macaca mulata) — Parasitemia direta (mm? de sangue)

Semanas pos-infec¢ao

Macaco

2 3 4 5 6 7 8 9 10
64 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
20 N N 20x10" 20x10* 25x10° 25x10° 25x10° N N N
95 N N 20x10* 20x10* 25x10° 25x10* 25x10° N N N
99 N 20x10* 20x10° 15x10° 1,0x10° 1,0x10° 7,0x10° N N N
103 N 2,0x10* 20x10° 50x10* 20x10° 1,0x10° 50x10° N N N

Fonte: Bonecini-Almeida, et al., 1991. N= parasitemia negativa; NR = ndo realizado

1.2 Fase crénica
Apds a negativacdo da parasitemia direta na fase aguda, os animais foram
monitorados através de métodos indiretos para a identificacdo de formas circulantes do T.
cruzi. Com 16 anos de infeccdo, os parasitas foram identificados por xenodiagndstico
artificial e/ou hemocultivo e/ou PCR (Carvalho et al., 2003).
A Tabela 3 apresenta a evolucdo da parasitemia dos animais utilizados no presente

estudo através da hemocultura e xenodiagnostico.

86



Tabela 3: Acompanhamento da infeccdo experimental pelo Trypanosoma cruzi de longa

duracdo em macacos rhesus (Macaca mulata): Hemocultura e Xenodiagndstico.

Exames Parasitolégicos

Macaco Avaliagéo 1° Avaliagéo 2° Avaliagéo 3°
Hemo Xeno Hemo Xeno Hemo Xeno

64 N P N NR N NR

90 N N N NR N N

95 N P N P N NR

99 N N N NR N N

103 P N NR P NR NR

NR: ndo realizado; P= positivo; N= negativo
2 15anos p. i.; 15,5 anos p. i. e ©15,8 anos p. i.
Fonte: Carvalho et. al., 2003 e 2006

2 Andlises Eletrocardiograficas, radioldgicas e ecocardiograficas

Analises prévias quanto ao historico clinico de cada animal, bem como todas as
andlises eletrocardiograficas e ecocardiograficas foram previamente publicadas por
Bonecini-Almeida et al., 1990 e Carvalho et al., 2003 e 2006. O eletrocardiograma foi
realizado em todos os animais semanalmente até o 5° més p. i. utilizando-se de um
eletrocardiégrafo de 3 canais (FAKUDA, FP 31 P) com seus eletrodos substituidos por
agulhas hipodérmicas metalicas (30 XB). Os animais foram submetidos a anestesia com
ketamina e as avaliagGes foram realizadas em 6 derivagOes periféricas (D1, D2, D3, aVF,
aVR e aVL) e com trés derivacdes precordiais (V1, V3 e V5). Todos os animais foram

submetidos a avaliagdes controles pré-infec¢cdo no minimo cinco vezes antes do indculo.
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Da mesma maneira, a analise radioldgica foi realizada préviamente ao indculo (minimo
cinco vezes) e constou de radiologias de torax, eséfago e colon a fim de determinar os seus
padrGes normais. O RX de toérax permitiu a avaliagdo do indice cérdio-toracico (ICT)

(Falasca et. al., 1986), seguindo-se a equacao:

ICT =DD + DE
DT

Onde ICT:

DT (didmetro do torax) referente a linha que traca o didmetro do térax de uma extremidade
aoutra,

DD (didmetro direito) correspondendo ao diametro méximo da metade direita do coragdo e
DE (diametro esquerdo) correspondendo ao diametro maximo da metade esquerda do

coracao.

Para 0 RX do esdfago e cdlon, foi necessario o uso de contraste iodado (dose: 20ml,

via oral, por animal). Os animais foram mantidos em decubito dorsal e lateral.
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ANEXO 2

Artigo 1 - MEIRELLES, M. N. L.; BONECINI-ALMEIDA, M. G.; PESSOA, M. H. R;;
GALVAO-CASTRO, B. Trypanosoma cruzi: experimental Chagas’ disease in rhesus
monkeys. 1l. Ultrastructural and cytochemical studies of peroxidase and acid phosphatase
activities. Mem. Inst. Oswaldo Cruz. 1990. 85 (2): 173-181 p.

Artigo 2 - BONECINI-ALMEIDA, Maria da Gléria; CASTRO, Bernardo Galvao;
PESSOA, Maria H. Ribeiro; PIRMEZ, Claude; LARANJA, Francisco. Experimental
Chagas’disease in Rhesus monkeys. 1. Clinical, parasitological, hematological and
anatomo-pathological studies in the acute and indeterminate phase of the disease. Mem.
Inst. Oswaldo Cruz. 1990.85 (2): 163-171.

Artigo 3 - CARVALHO, Cristiano M. Espinola; ANDRADE, Mércia C. R.; XAVIER,
Sérgio S.; MANGIA, Regina H.R.;BRITTO, Constanca C.; JANSEN, Ana M,
FERNANDES, Octavio F.; VIEIRA, Joseli L.; ALMEIDA, Maria da G. Bonecini. Chronic
Chagas disease in rhesus monkeys (Macaca mulatta): Evaluation of parasitemia, serology,
electrocardiolography, echocardiography and radiology.Am. J. Trop. Med. Hyg. 2003.
68(6): 683-691p.

Estes artigos originais incluidos no presente anexo referem-se ao estudo
longitudinal que deu origem, e nos quais foram baseadas, as analises clinicas pos-eutanasia
estudadas nesta dissertacdo. Estdo aqui incluidos com a finalidade de facilitar o

acompanhamento do perfil clinico dos animais estudados.
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EXPERIMENTAL CHAGAS' DISEASE IN RHESUS MONKEYS. I. CLINICAL,
PARASITOLOGICAL, HEMATOLOGICAL AND ANATOMO-PATHOLOGICAL
STUDIES IN THE ACUTE AND INDETERMINATE PHASE OF THE DISEASE

MARIA DA GLORIA BONECINI-ALMEIDA; BERNARDO GALVAO-CASTRO/*:
MARIA HELEOSINA RIBEIRQ PESSOA™*; CLAUDE PIRMEZ & FRANCISCO LARANJA*

Instituto Oswaldo Cruz, Departamento de Imunologia (WHO Collaborating Center for Research and Training
in Parasitic Diseases) *Hospital Evandro Chagas, Caixa Postal 926, 20001 Rio de Janeiro, RJ, Brasil
**Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Servigo de Microbioclogia € Imunologia, Rio de Janeiro, RJ, Brasil

Rhesus monkeys (Macaca mulatta) were infected subcutaneously with 1,0x 10% to 1.5x 10*
metacyclic trypomastigotes of Trypanosoma cruzi  Colombian strain). Parasitological and immunol-
ogical parameters were evaluated in these animals for periods of 1 month to over 3 years. A
chagoma was observed between the 3rd and the 13th day after infection (a. i.}) and patent parasi-
taemia between the 13th and 59th day a. i.. Thereafter, parasites were demonstrated only by haemo-
cuiture and/for xenodiagnosis, Circulating specific IgM and IgG antibodies were observed as early as
in the 2nd week a, i, IgG levels persisted until the end of the experiment, but IgM antibodies were
detectable nine months a. i, Heematological alterations comprised leucocytosis and lymphocytosis.
Eletrocardiographic alterations were minor and transient, similar to those observed in non-lethal
human acute Chagas’ myocarditis. Myocarditis and myositis, characterized by multiple foci of
lympho-histiocyte inflammatory infiltrate, were present in monkeys sacrificed on the 41th, 70th
and 76th day but not in the animal sacrificed 3 years and 3 months a. i.. The results suggest that
Chagas® disease in rhesus monkeys reproduces the acute and indeterminate phases of human
Chagas’ disease.

Key words: Trypanosoma cruzi — rhesus monkeys — experimental Chagas’ disease

Chagas’ disease (Chagas, 1909), can manifest
itself in a variety of clinical and pathological
forms. The acute phase is characterized by
high parasitaemia, which usually subsides
spontaneously. The indeterminate phase is
characterized by an absence of clinical symp-
toms, sub-patent parasitaemia, and the infection
may remain quiescent for many years or de-
cades. A variable percentage of the patients may
develop a progressive chronic form which is
characterized by myocarditis and/or megaesoph-
agus and/or megacolon.

The difficulty of studying all the aspects of
the disease in human beings has led to the search
for an adequate experimental model. Various
animal species such as mice, dogs and rabbits
have been proposed, but differences from
human infection were always observed (WHO,

This work was partially supported by TDR/OMS
T16/181/8B.
+ Corresponding author.

Received September 13, 1989
Accepted May 15, 1990.

1984). On the other hand, monkeys seem to
be a suitable model for the reproduction of
human disease (Muniz et al., 1970; Seah et al.,
1974; Marsden et al., 1976; Pung et al., 1988
1, b). However, only one kinectic study in
Cebus apelle monkeys has been carried out up
to date (Rosner et al., 1988, 1989). The present
study was thus performed in order to investigate
the kinetics of the acute and indeterminate
forms of Chagas’ disease in rhesus monkeys.

MATERIALS AND METHODS

Animals: fifteen male Macaca mulatta, 4.4 to
10 years old, with 70 to 77 ¢m of height
weighing from 7.2 to 14.3 kg, were purchased
from Primatology Center of the Oswalde Cruz
Foundation, Rio de Janeiro, Brasil (Table). The
monkeys were maintained under quarantine for
6 months.

Serological tests for Chagas® disease and the
PPD skin test {50IU) were negative and no
alteration in electrocardiogram (ECG), chest X
rays, haematologic analysis and plasma protein
concentrations were observed during this period.
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TABLE
Experimental Chagas’ disease in rhesus monkeys: general data
N . Inoculum Duration of
Monkeys Age Body weight . . - 3
. . . (T. cruzifkg parasitaemia
identification (years) (kg x 10%) (days after infection)
1 7.0 104 14 2253
2b 10.0 13.3 1.1 2041
3 6.0 8.7 1.1 17-59
4¢ 6.0 7.9 1.3 17-59
§ 6.0 12.0 1.2 2237
6b 100 143 1.0 1641
7 100 12.2 1.2 15-37
gd 44 7.2 2.1 13-55
9 55 9.0 7 18-55
10¢ 4.4 110 1.4 18-53
11 45 99 1.5 18-55
12 4.6 79 19 13-55
13 45 8.7 1.7 13-55

a) as detected by direct observation in optical microscopy

b) sacrificed 41 days after infection (a. i.)
c) sacrificed 3 vearsa.i.
d) sacrificed 70 days a. i.
e) sacrificed 76 daysa.i.

Trypanosoma cruzi and experimental infec-
tion: stabilates of blood trypomastigotes of the
T. cruzi Colombian strain {(Federici et al,,
1964) were used to infect mice. Trigtoma
infestans were fed on these mice and metacyclic
trypomastigotes were obtained from bug urine
30 days afterwards (Lugo, 1973; Zeledon et al.,
1979). This process yielded a 98% pure meta-
cyclic trypomastigote preparation, which was
used to inoculate 13 monkeys subcutaneously
in the antero-lateral face of the arm (1.0 x 10*
to 1.5 x 10% trypomastigotes/monkey). The
inoculum size/body weight ratios are shown
in the Table. Urine from uninfected bugs was
injected in the opposite arm as a control. Two
monkeys were maintained non-infected as
environmental controls and were simultaneously
analyzed during the experiment. No significant
alterations were detected on these animals with
respect to the different tests performed.

Blood samples: blood samples were collected
weekly until the 2nd month a. i. and then
monthly from the femural vein. Serum samples
were kept at — 70 ©C until use.

All manipulations were done under anesthesia
using 10 mg/kg body weight of ketamine chlo-
ride (ketalar) and 0.1 ml of a 2% solution of
2-(2.6 xylidino) 5.6 dihydro 4H-13 thiazine
{Rompum} intramuscularly.

Parasitaemia: it was measured using the
technique described by Hoff (1974). In 3
monkeys {numbers 1, 5 and 6} the quantification
of parasite was not done.

Hemoculture: 1.0 ml of blood was added to
6.0 ml of culture medium (BHI - brain heart
infusion and LIT — liver infusion tryptose);
these cultures were observed weekly during 2
months.

Xenodiagnosis: forty 4th stage nymphs of
Triatoma infestans were allowed to feed on
each monkey; 30 or 60 days after exposure
the bugs were dissected and their gut contents
microscopically examined (Cerisola et al.,
1971).

Electrocardiographic studies: the records
were obtained with a direct writing 3 channel
Fukuda electrocardiograph (FP31P model) with
subcutaneous needles as electrodes, Six extrem-
ity leads and 3 or 6 precordial leads were used
with the previously anesthetized animal in a
dorsal recumbent position. Pre-infection control
records were made in every animal. Serial
tracings were made at variable intervals a. i., so
that a minimum of 8 and maximum of 207
records were obtained from each animal.
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Fig. 1: ECG registred A) before inoculation with Trypanosoma cruzi showing normal pattern and B) five weeks
after infection showing a first degree atrioventricular block.

Detection of antibodies against T. cruzi and
EVI: circulating anti-Trypanosoma antibodies
were detected by indirect immunofluorescence
(IIF) (Camargo & Amato Neto, 1974), using
specific fluorescent anti-human IgM and IgG
(Cappel Laboratories, USA) and by direct
agglutination (DA) using 2-mercaptoethanol
(2-ME) treated and non-treated sera (Vattuone
& Yvanovsky, 1971). A complement-mediated
trypanolytic assay (CoML) was carried out in
accordance with the methodology described
by Krettli (1982) modified by Romeiro et al.
(1984). Antibodies against normal endocardium,
blood vessels and interstitium (EVI) were
detected as described elsewhere (Cossio et al.,
1974).

Anatomo-pathological studies: five animals
were sacrificed under anesthesia on the 41st
(2 animals), 70th (1 animal) and 76th (1 animal)
days a. i. and in 3 years and 3 months a. i. (1
animal) (Table). Samples of each organ were
taken and fixed in 10% buffered formalin,
paraffin-embedded and stained with haemato-
xylin-eosin.

Statistical analysis: the Student’s t test,
corrected for population of unequal variance,
was employed.

RESULTS

Clinical aspects and electrocardiographic
alterations: during the 1st 3 weeks of infection
monkeys were apathetic, with loss of appetite
and small loss of weight (mean loss of 6%). In

3 monkeys there was also a small increase in
body temperature (of about 1 °C). A chagoma
was observed in 9 out of the 13 infected
monkeys between the 3rd and 13th day a. i.
and disappeared in the majority (7 out of 9)
of the animals before the 18th day a. i.. In the
other 2 animals the chagoma disappeared on
the 20th and 26th day a. i.. The lesion were
characterized by an erythema which evolved
to a papula. Axillar lymph-nodes were enlarged
in all animals. No reaction was observed when
only urine from uninfected bugs was injected
as control.

ECG disclosed myocardial damage in 9 out
of 13 infected monkeys. The abnormalities in
all cases were mild and represented by slight
degree of auriculo-ventricular conduction dis-
turbance (88.3%), an abnormality of T wave
repolarization (77.8%), a decrease in QRS
voltage (33.3%) or right bundle branch incom-
plete block (22.2%). These abnormalities were
transient and disappeared at the beginning of
the 4th month (Fig. 1).

Parasitaemia and haematological alterations:
parasites were detected in the circulating blood
between the 13th and 22th days by direct
examination (Table). Parasitaemia reached
maximum levels between days 27 and 38, being
no longer detectable by direct examination
after day 59 (Fig. 2). However, the presence of
T. cruzi in the circulating blood could be
demonstrated after that day by hemoculture
and/or xenodiagnosis in all animals, in some
cases even after 3 years of infection (monkey 4).
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Fig. 2: Trypgnosoma cruzi parasitaemia in infected rhesus monkeys. Columns represent the mean parasitacmia
int each period of time and circles represents individual parasitaemia.

During the acute phase all the monkeys
showed a small, but not statistically significant
decrease in erythrocyte numbers and haemo-
globin levels. Significantly increased numbers
of leucocytes and lymphocytes were observed
from the 5th week to the 3rd month and 20
days a.i. {p > 0,05) reaching maximum numbers
in 3 months and 20 days a. i. (Fig. 3). There
was a slight increase of monocytes, not statisti-
cally significant.

Specific humoral immurne response and EVI
antibodies: circulating anti-T. cruzi antibodies
profiles are shown in Fig. 4. Specific IgM and
[gG antibodies were first observed by IIF since
the 2nd week in 1 out 13 animals and 2 out of

13, respectivelly. In the 3rd week [gG antibodies
were detected in all animals but IgM antibodies
were observed in only 8 out of 13 animals. IgM
antibodies were present in all animals at the
4th week. However. while these antibodies
were no longer detected after the 9th month,
the IgG antibodies remained at high levels
during all the course of the experiment. Specific
antibodies were also detected by agglutination
with and without treatment with 2-ME, pro-
ducing profiles similar of those observed with
IIF. Specific lytic antibodies were first detected
at the 3rd week, and remained detectable
until the end of the experiment in low titers.
EVI antibodies were found from the 4th week
onwards (with titers ranging from 1:80 to
1:1280).
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Fig. 3: numbers of lencocytes and lymphocytes in Trypanosoma cruziinfected rhesus monkeys. Open columns
represent the mean % standard deviation of a minimum of six animals, and hatched columns represent the mean

1 standard deviation of two unifected animals.

Anatomo-pathological studies: lesions were
detected mainly in muscular tissues. Myocarditis
and myositis were present in 4 out of 5 of the
sacrificed animals, being characterized by
multiple foci of lympho-histiocyte inflammatory
infiltrate, occasionally associated with fiber
destruction (Fig. 5). The inflammatory infiltrate
was also found in the muscle layer of the

esophagus, with destruction of muscle fibers
and nervous plexuses. Inflammatory reactions
were more conspicuous in monkeys which were
sacrificed on the 41th and 70th days, Parasitism
was more intense in these animals than in those
examined later on. In fact, no gross or micro-
scopical alteration was found in the monkey
sacrificed 3 years and 3 months a. i..
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Fig. 4: specific humoral immune response of Trypanosoma cruzi-infected rhesus monkeys. Each column represents
the mean * standard deviation of specific antibody titers detected by immunofluorescence (® IgM-IIF / OlgG-
[1F) and U complement-mediated trypanolytic assay (CoML).
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Fig. 5: acute Trypanosoma cruzi myocarditis in a monkey 5 weeks after infection. The cellular infiltrate is

composed of lymphocytes and macrophages. Arrow indicates nest of amastigotes in muscle fiber. The bar is
10 um long.
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DISCUSSION

The present data support previous reports
that rhesus monkeys experimentally infected
with 7. cruzi reproduce at least the acute and
indeterminate phases of human Chagas’ disease,
Indeed the haematological, eletrocardiographic
and histopatological pictures observed in the
monkeys studied herein are similar to those
reported in human cases of Chagas’ disease
(Dias, 1912; Mazza & Freire, 1940; Laran-
ja et al., 1949, 1956, Muniz et al., 1970,
Seah et al., 1974; Marsden et al., 1976; Miles
et al., 1979; OPAS, 1982; Baruffa & Alcantara
Filho, 1983).

Although there were individual age and
weight variations within the monkeys studied
in this work, these variations did not seem to
constitute critical factors affecting host-parasite
relationship as judged from the parameters
studied herein, in as much as there was an
homogenecus behaviour of the monkeys in
terms of disease progression.

The kinetic study of specific antibodies
synthesis was also shown to be similar to that
reported for human disease (Krettli, 1982).
However, specific IgM was detected for a
longer period of time than that usually observed
in the acute phase of human disease. The
presence of T. cruzispecific [gM could be
indicative of recent infection and assays for its
detection would therefore be useful as an
epidemiological tool as suggested previously
(Camargo & Amato Neto, 1974; Schmunis et
al., 1980; Amato Neto et al., 1984).

Despite the existence of circulating lytic
antibodies in all animals, even in that one
monkey with more than 3 years of infection
in which no histopathological alterations were
observed, parasitaemia was concomitantly de-
tected by xenodiagnesis and/or haemoculture,
suggesting the existence of mechanism(s) by
which the parasite escapes the lysis in vivo. This
finding is in accordance with data on human
disease in which the detection of Iytic antibodies
is associated with the presence of the parasite
(Krettli, 1982),

Previous studies indicate that there is a great
variation in histopathological and eletrocardio-
graphical findings in different species of mon-
keys infected with 7. cruzi (WHO, 1984).
These differences may be attributed to several

factors. Firstly, it can reflect differences in
T. cruzi strains and routes of inoculation.
Indeed, murine models display histopathological
differences when different strains or clones of
T. cruzi are employed (Andrade, 1974; Postan
et al., 1983). On the other hand, studies con-
ducted in rhesus monkey inoculated by different
routes showed similar infections as well as
similar histopathological findings (Seah et al.,
1974; Marsden et al., 1976). Secondly, it may
be related to differences in the species of
monkeys employed. To clarify this point it
would be necessary to perform experiments
using different species of monkeys inoculated
with the same strain/clone of T. cruzi.

Intense inflamatory lesions occur in both
acute and chronic phases of Chagas’ disease
affecting several organs, specially muscle and
nervous tissues, The histopathological findings
observed in the infected animals aggree closely
with what has been described in humans
(Andrade & Andrade, 1979). Biopsy of the
chagoma lesion showed a chronic inflamation
which tended to organize a granuloma, as
already observed in human chagomas (Mazza
et al., 1940; Galvido-Castro et al., 1981 ;Meirelles
et al., 1990). Acute T. cruzi meningoencephalitis
in the human is usually fatal but of rare occur-
renice and, so, the degree of central nervous
system involvement is not known yet. No
anatomopathological alterations related to Cha-
gas’ disease in this area was detected.

The pathogenesis of Chagas® disease is still
poorly understood but multiple mechanisms
may be involved in the passage from the inde-
terminate to the chronic phase. Since the
experimental Chagas’ disease in rhesus monkeys
seems 1o reproduce the acute and indeterminate
phases of the disease, this model could be
useful in solving the intricate puzzle of Chagas’
disease pathogenesis, and also in studies in
which the induction or acceleration of the
development of chronic Chagas’ disease could
be tried.
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TRYPANCSOMA CRUZI: EXPERIMENTAL CHAGAS’ DISEASE IN RHESUS
MONKEYS. H. ULTRASTRUCTURAL AND CYTOCHEMICAL STUDIES OF
PEROXIDASE AND ACID PHOSPHATASE ACTIVITIES
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Ulrrastructural and cytochemical studies of peroxidase and acid phosphatase were performed in
skin, lymph node and heart muscle tissue of rhesus monkeys with experimental Chagas’ disease.
At the site of inoculation there was a proliferative reaction with the presence of immature
macrophages revealed by peroxidase technique. At the lymph node a difuse inflammatory exudate
with mononuclear cells, fibroblasts and immature activated macrophages reproduces the human
pattern of acute Chagas’ disease inflammatory lesions. The heart muscle cells present different
degrees of degenerative alterations and a striking increase in the number of lysosomal profiles thar
exhibit acid hydrolase reaction product, A strong inflammatory reaction was present due to
lymphoceytic infiltrate or due to eosinophil granulocytes associated to ruptured cells, The present
study provides some experimental evidences that the monkey model could be used as a reliable
model to characterize histopathological alterations of the human disease.

Key words: ultrastructural cytochemistry — peroxidase activity — acid phosphatase — Chagas’ disease -~
rhesus monkeys

Several experimental models have been
tested with the purpose to obtain a reliable
reproduction of human Chagas’ disease. The
majority of these models only reproduces one
of the described stages of the disease (WHO,
1984; Andrade & Grimaud, 1986; Brener & Ra-
mirez, 1985).

Many lines of evidence indicate that non-
human primates are suitable model for Chagas’
disease. Studies with these animals were
performed using a species of the genus Cebus as
well as squirrel monkeys (Magarino Torres
& Tavares, 1958; Bolomo et al., 1980; Rosner
et al., 1988; Pung et al., 1988). Recently it was
possible to confirm that rhesus monkeys
reproduce at least the acute and indeterminate
phase of the disease (Guimardes & Miranda,
1961; Marsden et al., 1976; Seah et al., 1974;
Bonecini-Almeida et al., 1990).
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In this paper we analyse the ultrastructural
cytochemistry alterations by observing mainly
peroxidase and acid phosphatase activities of
the lesions in the skin at the site of inoculation,
the drainage lvmph node and heart muscle
tissue.

MATERIALS AND METHODS

Animals and experimental infection — Five
rhesus monkeys experimentally infected with
Trypanosoma cruzi (Colombiana strain) were
sacrified at five, ten and eleven weeks after
infection. Heart tissues were taken for ultra-
structural studies. Biopsies of the site of inocu-
lation in skin (Chagoma) and lymph node both
taken on the 13th day after infection were also
analysed. Details of the experimental infection
are to be found in the previous paper (Bonecini-
Almeida et al., 1990).

Transmission electron microscopy — Small
pieces (1 mm) of skin, lymph node and heart
muscle (atria and ventricles) were fixed either
in 2,5% GA or 1% PFA plus 1% GA in 0,1M Na
cacodylate buffer, pH 7.2 for 1 hour or 30 min,
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Fig. 1: general view of skin lesion 3 days old showing an inflammatory infiltrate of mononuclear cells with
predominance of lymphocytes (L), monocytes (M) and macrophages (MO). Fig. 2: nerve sections show a pattern
of disorganization in the mielinized fibers and a pronounced retraction in the axone (*) Collagen deposits are
seen in close proximity (CD). Fig. 3: congested blood capilary (BC) cells present the luminal space filled with
erytrocytes (LX) and monocytes. Monocuclear cells show peroxidase positive granules in the cytoplasm (MC).
All bars are 0.5 um.
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Iig. 4: lymphonode with mononuclear cells (MC); fibroblasts with enlarged endoplasmatic reticulum (I'). Fig.
5: lymphonode showing the presence of large number of neutrophils (N) with their characteristics granules,
activated macrophages (MO) and a pronounced extravasation of red cells (arrow).

respectively, and rinsed in the same buffer. Section were observed either unstained or
Then they were post-fixed with 1% OsO4. stained with uranyl acetate and lead nitrate, in
dehydrated in acetone and embedded in Epon. 4 EM 10B Zeiss Microscope.
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Ultrastructural cytochemistry — Horseradish
peroxidase (E. C. 1.11.1.7.) — For ultrastruc-
tural studies, the small pieces of tissue were
incubated in the presence of 2 mg/ml HRP
(Sigma, type II) for 2 h at 37 OC, followed by
a rinsage with PBS, and fixation in 2,5% GA on
0,1 M Na cacodylate buffer pH 7.2, and another
rinsage and then left overnight at 4 °C. The
material was incubated for 30 min at room
temperature in a medium containing 3,3’-diami-
nobenzidine (0,5 mg/ml} in 0,05 M Tris hidro-
xymethyl aminomethane-HCl buffer pH 7.6
and 0,01% H202, for detection of peroxidase
activity (Graham & Karnovsky, 1966) and
processed for routine electron microscopy.

Acid Phosphatase (E, C. 3.1.3.2.) — For
localization of the lysosomal enzyme acid
phosphatase, small pieces of heart (atria and
ventricles) were fixed with 1% PFA plus 1% GA
for 30 min at 4 °C, washed with Na cacodylate
buffer pH 7.2 and incubated in the medium
described by Ryters & Bowers (1976) as
follows: 0,05 M calcium chleride, 11,5 mM Na
B-glycerophosphate, 1 mM cerium chloride
in Tris-Maleate buffer pH 5.0 and also processed
for routine EM. The controls, were performed
incubating the material in a medium:(a) without
the substrate or (b) containing 10 mM NaF,

RESULTS

Skin biopsies — The examination of skin
lesions biopsies 13 days old, showed a consider-
able oedema and a proliferative reaction with
the presence of an inflammatory infiltrate of
mononuclear cells, mostly lymphocytes, mono-
cytes and macrophages (Fig. 1}. Nerve sections
exhibited alterations with a pattern of disorga-
nization of the myelinized fibers and axon
retraction. Collagen deposits were present (Fig.
2). Endothelial cells were enlarged, blood
capillaries were congested and filled with red
blood cells. Monocytes present at the skin
lesions showed positive peroxidase reaction

(Fig. 3).

Lymphonode — The fragments of lymph
node examined with 13 days of infection
showed an inflammatory infiltration with
predominance of lymphocytes, monocytes,
macrophages, fibroblasts and collagen deposits.
Macrophages with signs of activation and
peroxidase positive granules were seen. Neutro-
phis were abundant and a pronounced extrava-
sation of red blood cells was seen (Figs 4, 5).
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No parasites were detected in the lymph node
examined,

Heart muscle tissue — Heart tissue from four
monkeys at different times of infection was
examined. They were sacrificed with five, ten
and eleven weeks of infection. In all of thema
common inflammatory response due to an
infiltrate of mononuclear cells specially lympho-
cytes and macrophages was seen. Dissociation
of the basal membrane and abundant collagen
deposits were also observed (Fig. 6). Different
grades of dissociation of fibers were noted and
an increase in the lyososomal granules with a
positive reaction for acid phosphatase was
observed both in preserved and in well damaged
cells (Figs 7, 8). In one of the monkeys exam-
ined, with ten weeks of infection, a pronounced
bulgy sarcolema both in the left atria and
ventricle was noticed (Fig. 7). Sometimes two
well preserved and very closely located cells,
one with parasites and the other full with acid
phosphatase reactive lysosomes could be seen
(data nor shown). A lymphocyte infiltration
was seen in the heart muscle cells in the majority
of the monkeys studied showing different grades
of damage as swelling of mitochondria, dilated
T tubules, acid phosphatase reactive lysosomes,
bulgy sarcolemma (Figs 8, 9). In a sample from
a monkey examined with five weeks of infection
an aggressive reaction to heart muscle fibers was
seen due to a pronouced association of eosino-
phils with the heart muscle fibers (Fig. 10).
Well preserved 7. cruzi infected fibers were seen
at the left atria, Many sealed vesicles were
observed around the parasite (Fig. 11). A
common pattern was the looseness of the
junctions at the intercalated disk seen in non
parasitized but well damaged cells (Fig. 12). No
reaction product was observed in a medium
without substrate or containing 10 mM NaF
(data not shown).

DISCUSSION

The difficulties of finding a reliable animal
model that allows to follow the time course of
the human Chagas’ disease represent a great
problem in the knowledge of the immuno-
pathological evolution of this disease. Controlled
conditions and systematic studies in such a
model would clarify some questions related
with the immunological early events that may
be responsible for initiating the lesions in man
or the mechanism of heart damage in chronic
human disease.
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Fig. 6: damaged heart muscle cells (HMC) show an infiltrate of mononuclear cells (MC) with predominance of
lymphocytes and monocytes. Dissociation of basal membrane (BM) and abundant collagen (CO) are a common
feature. Fig. 7: localization of acid phosphatase in lysosomal profiles (arrows) in well damaged cells with an
extensive oedeme, bulgy sarcolemme (arrow head) and dissociated myofibers (*).

The study of experimental Chagas’ disease
in different animals models has pointed to the
difficulty in following the evolution of the
intermediate and chronic phases in regard to
their parasitological and immunological charac-

terists. This is due to the insufficient data
available or to experimental conditions that
allow the survival of the innoculated animals
(Brener & Ramirez, 1985).
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Figs 8-9: severe agressive reaction is seen in the monkey heart muscle cells: a lymphocyte infiltration in the
proximity of cells that display great dissociation of the myofibers (*), swollen T- Tubules (TT), bulgy sarcolem
(=) Reactive acid phosphatase lysosomal profiles (arrow). Fig. 10: eosinophils (E) with characteristic granules
(arrow) are seen associated with heart muscle fibers and with monocytes (M).
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Fig. 11: left atria of heart muscle cell infected with Trypanosoma cruzi. Small vesicles are scen around the
parasite (arrow), flagella of the parasite (I'). Fig. 12: damaged cells without the presence of parasites show signs
of looseness of the junctions (arrows), dilated mitochondria, oedema and great disorganization of myofibrils (*).

Our previous report, (Bonecini-Almeida et
al., 1990) points clearly that the rhesus monkey
experimentally infected with 7. cruzireproduces
the acute and intermediate stages of the human

Chagas’ disease. As now stated many similarities
were found at the site of inoculation, patent
parasitaemia, pronounced lymphocytosis, elec-
trocardiographical and histopathological alter-
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ations, hematological parameters, as well as the
detection of T, cruzi antibodies, that resemble
the human pattern.

An intense parasitism was observed in human
heart muscle cells followed by focal inflamma-
tion after the rupture of the fibers (Vianna,
1911). The inflammatory exudate is constituted
mainly by mononuclear cells, specially macro-
phages, lymphocytes and few plasma cells. This
response causes dissociation of the muscle cells,
pushing apart the myofibrils and other orga-
nelles leading to many degenerative changes
(Tafuri, 1985; Andrade, 1983). In systems in
vitro factors as the one related with the parasite
or related with the host may influence the
acute myocarditis pattern.

There are few reports concerning the early
events of the interaction and local changes that
follow the infection of T. cruzi in mammalian
hosts. A recent report (Bijovsky & Milder,
1988) about the inoculation of the parasites in
a peculiar region devoid of lymphatic vessels —
the cheekpouch of hamsters — showed the
persistance of parasites until 15-20 days after
inoculation followed by their disappearance of
this local around 28 days with the presence of
an infiltrate of mononuclear cells, plasmocytes
and macrophages.

In the present paper, examination at the site
of inoculation showed a proliferative reaction
with the presence of lymphocytes, activated
fibroblasts, eosinophil granulocytes and imma-
ture macrophages revealed by peroxidase
technique. In addition, oedema alterations in
the myelinized axones and congested blood
vessels were observed. The finding of a positive
reaction in the granules of some mononuclear
cells at the skin of the rhesus monkeys correlates
with the pattern of cell-mediated immune
response in this local.

At the lymph node a diffuse inflammatory
exudate of monocytes and lymphocytes, as well
as fibroblast with dilatated endoplasmic reti-
culum, neutrophil granulocytes, rare mastocytes
were seen. Qedema and immature activated
macrophages with peroxidase positive granules
were present, data that reproduce the human
pattern of acute Chagas’ disease inflammatory
lesions.

The present study demonstrates that heart
muscle cells could be seen with different degrees
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of degenerative signs showing electron micro-
scopic alterations that resemble the signs of
damage of a severe myocarditis pattern. A strong
inflammatory reaction was present due to
lymphocytic infiltrate that was seen at very
close proximity of the fibers, in most of cases,
or due to eosinophil granulocytes associated
to the ruptured cells suggesting a role of the
immune response in the reaction. Both aspects
are already described in the literature for the
human disease (Tafuri, 1985). In some cases,
in left atria, we observed parasites free in the
cytoplasm of well preserved cells, surrounded
by abundant sealed vesicles. These signs could
be an end product of the lysis of the endocytic
vacuole where the parasite could be initially
found, as previously demonstrated in in vitro
muscle culture systems {Meirelles et al., 1986).
In vitro systems of both macrophages and heart
muscle cells showed clearly the initial events
of the interiorization of T. cruzi revealing the
presence of the parasite within the phagosome
immediately after its interiorization (Meirelles
et al., 1986; Nogueira & Cohn, 1976). Some-
times normal fibers with an increase of lyso-
somal profiles were seen near infected cells with
no signs of damage. We noticed a striking
increase in the number of lysosomal profiles
that exhibit acid hydrolase reaction products
in heart tissue. It is interesting that the increase
in the lysosomal granules were seen in cells
without parasites, both with normal aspect and
with graded signs of disturbance. There are
some experimental evidences (Decker & Wilden-
thal, 1978; Decker et al., 1980) supporting the
hypothesis that lysosomal changes may some-
how be linked to the damage sustained by the
cells during certain disease. An important field
of research in the monkey model will be the
search of the role of lyscsomal hydrolases in
producing tissue damage and contributing to
the cellular alterations that accompanies cell
death.

The present study provides some experimen-
tal evidences that the monkey model, like the
human being, develops, a serie of sequential
alterations that resemble the morphological
signs of the Chagas’ disease and could be used
within well controlled conditions as a reliable
model to characterize the human disease.
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Abstract.

Severe chronic damage to the heart and gastrointestinal tract in patients with Chagas’ disease are often

observed 10-20 years after the acute phase. The course of long-lasting infection with the Colombian strain of Trypa-
nosoma cruzi was studied in seven rhesus monkeys infected for 15-19 years. Subpatent parasitemia was detected in all
studied animals, using hemoculture (two of seven), artificial xenodiagnosis (three of seven), and a polymerase chain
reaction PCR (six of six). High titers of specific [gG antibody to T. cruzi persisted throughout the chronic phase of
infection. Abnormal electrocardiographic (three of six) and echocardiographic (one of six) patterns detected in the 7.
cruzi-infected monkeys were possibly related to parasite-triggered myocardial damage. The results suggest that rhesus
monkeys experimentally infected with T. cruzi, besides reproducing the acute phase of Chagas™ disease, also develop

chronic chagasic cardiomyopathy.

INTRODUCTION

Chagas’ disease, which is caused by a flagellate protozoan
parasite, Trypanosoma cruzi, and transmitted to humans by
blood-sucking triatomine insects and by blood transfusions, is
endemic in many regions of Latin America. The disease has a
high social impact, enhancing morbidity and mortality, espe-
cially in patients with the chronic form of infection.! The
pathogenesis of chronic chagasic cardiomyopathy is poorly
understood due to the lack of a suitable animal model that
fully reproduces the disease processes.

The rhesus monkey (Macaca mulatta) is closely related to
human phylogenetically and physiologically. These monkeys
have been used as experimental models for numerous human
pathologies, including cardiovascular and infectious dis-
eases.> 1’

The acute phase of T. cruzi infection in rhesus monkeys is
similar to that which occurs in humans.'''? Our previous
studies described the acute and early chronic phases of infec-
tion in these monkeys over a three-year period of experimen-
tal infection with the Colombian strain of T. cruzi. Chagoma,
patent parasitemia, circulating [gM and [gG antibodies spe-
cific for T. cruzi, and hematologic alterations (leukocytosis
and lymphocytosis) were observed in the acute phase. Elec-
trocardiographic alterations were minor and transient, similar
to those observed in non-lethal human acute chagasic myo-
carditis up to the fifth month of infection. The heart muscle
cells present various degrees of degenerative alterations and a
striking increase in the number of lysosomal profiles that ex-
hibit acid hydrolytic reaction products. A strong inflamma-
tory reaction with lymphocytic infiltrate and eosinophils as-
sociated with ruptured cells was present.'*!*

Considering that approximately one-third of T. cruzi-
infected humans develop severe chronic disease with irrevers-
ible damage to the heart and/or gastrointestinal tract with
dilation and disorders of nerve conduction, it is crucial to
understand the mechanisms leading to these organ-specific
pathologies.'> Because these alterations are observed 10-20
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years after the acute phase, we have examined long-lasting
(15-19 years) T. cruzi experimental infection in seven male
rhesus monkeys that were initially evaluating for the clinical,
parasitologic, serologic, and hematologic aspects of the
chronic infection.

MATERIALS AND METHODS

Animals. Seven male Macaca mulatta, 22.7 + 3.2 (mean =
SD) years old and experimentally infected for 16.69 + 1.48
(mean + SD) years, were maintained in non-human primate
modular isolation units (Double L Group, Ltd., Monoma, [A)
of the Department of Primatology at the Center for Labora-
tory Animal Breeding of the Oswaldo Cruz Foundation (Rio
de Janeiro, Brazil). Monkeys were caged individually, pro-
vided water ad libitum, and fed a standard commercial chow
(Nuvilab Primates 6030; Nuvital. Colombo, Brazil) supple-
mented with fresh fruits, eggs, and vegetables. Temperature,
humidity, and light/dark cycles were controlled to provide
standard conditions. Two age-matched male monkeys were
maintained uninfected as controls and were simultaneously
analyzed.

Animal infection. Details of the infection methodology
have been previously reported.!® Briefly, metacyelic trypo-
mastigotes forms of the Colombian strain of T. cruzi were
used to infect monkeys subcutaneously in the antero-lateral
face of the arm.'® All manipulations were performed under
anesthesia using ketamine chloride (Vetaset; Fort Dodge,
Campinas, Brazil) (10 mg/kg of body weight) given intramus-
cularly and according to standard guidelines.”” All animals
were analyzed 16.69 + 1.48 (mean + SD) years after infection
with T. cruzi and followed for 20 months. Body weight and
temperature were measured regularly. Blood was obtained by
puncture of the femoral vein and collection into appropriate
tubes (Vacutainer@'; Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ).
Standard techniques were used for hematologic evaluation
(hemoglobin, hematocrit, red blood cell count, total and dif-
ferential white cell count).
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Direct parasitemia. Two blood smears from each monkey
were stained with Giemsa and examined for patent parasit-
emia twice over an 11-month interval.

Hemoculture. Whole blood collected in EDTA (0.5 mL)
was placed in 3 mL of NNN medium covered with 2 mL
of liver infusion tryptose medium, mixed with 10% fetal
calf serum and 140 mg/mL of gentamicin sulfate (Merck
AS, Rio de Janeiro, Brazil), in quadruplicate.'® 2° The
cultures were incubated at 28°C and analyzed twice a month
for seven months. In negative results were obtained, the ani-
mals were analyzed two more times at intervals of seven
months.?!

Artificial xenodiagnosis. Thirty fourth and fifth instar
nymphs of Triatoma infestans and Panstrongylus megistus
were fed with blood of rhesus monkeys that was collected in
sodium heparin.>? The bugs were dissected and examined af-
ter 45 days for the presence of parasites. Those monkeys that
yielded negative results were analyzed three more times at
intervals of two months.

Extraction of DNA and polymerase chain reaction (PCR)
conditions. Ten milliliters of blood were mixed with an equal
volume of 6 M guanidine hydrochloride/200 mM EDTA
buffer.”® The mixture was immersed for 15 minutes in boiling
water and DNA was purified using two aliquots (200 pL) of
each sample after extraction with phenol-chloroform and pre-
cipitation with ethanol.”* A 7.5-pL aliquot of DNA resus-
pended in water was PCR amplified using T. cruzi-specific
minicircle primers (#121 5'-AAATAATGTACGGG(T/
G)GAGATGCATGA-3" and #122 5'-GGTTCGAT-
TGGGGTTGGTGTAATATA-3"). The reaction mixture
contained 10 mM Tris-HCI, pH 8.3, 50 mM KCI, 4.0 mM
MgCl,, 200 pM dNTPs, 0.4 pM of each oligonucleotide
primer, and 2.5 units of Tag DNA polymerase in a final vol-
ume of 100 pL. The PCR was conducted in a Perkin-Elmer
Cetus (Boston, MA) DNA Thermal cycler GeneAmp PCR
System 9600, using two cycles at 98°C for one minute and
64°C for two minutes, 33 cycles at 94°C for one minute and
64°C for one minute, followed by one extension step at 72°C
for 10 minutes. Samples that were negative after T. cruzi-
specific amplification were checked for possible inhibition
with human B-globin specific primers (#PCO3 5'-
ACACAAACTGTGTTCACTAGC-3" and #PCO4 5'-
CAACTTCATCCACGTTCACC-3'), using the same afore-
mentioned protocol.?> Samples showing DNA inhibition were
retested after a new DNA extraction.

Serology. Specific IgG antibodies to T. cruzi were mea-
sured by indirect immunofluorescence (IIF) and an enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA). using commercial kits
produced by Bio-Manguinhos (Oswaldo Cruz Foundation,
Rio de Janeiro, Brazil). These were performed in accordance
with manufacturers’ instructions. Two analyses were per-
formed at an interval of 11 months.

Radiology. To evaluate cardiac and gastrointestinal alter-
ations, we performed radiologic examinations (Polymat Plus
30/50; Siemens, Rio de Janeiro, Brazil) by means of uncon-
trasted radiographs of the thorax (front view) and contrast
radiographs of the esophagus-stomach transit area. The large
intestine was also examined using barium sulfate perfusion.
An approximate indication of heart size relative to chest size
(the cardiothoracic index [CTI]) was obtained according to
the procedure of Falasca and others.”® Two analyses were
performed at an interval of 16 months.
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Electrocardiograph (ECG) and echocardiograph. The clas-
sic 12-lead human ECG system was used; tracings were made
at 25 mm/second and at a voltage of 1 mV standardized to 1
cm (ECG-6; Ecafix, Sao Paulo, Brazil). Two-dimensional and
M-mode echocardiography were performed on a regular ba-
sis, recorded on a videotape, and printed on multi-image cam-
era (Ultrasound Scanner EUB-555, Hitachi Medical Corp.,
Tokyo, Japan). An anesthetized monkey was positioned in
left lateral decubitus and a transducer (5 MHz) was applied
directly to the shaved thorax. The ventricular function was
assessed in the M mode by calculating the fraction of ejec-
tion, in accordance with the guidelines provided by the Com-
mittee on M-mode Standardization of the American Society
of Echocardiography and in the bi-dimensional mode by ana-
lyzing semiquantitatively the global systolic function, accord-
ing to the procedures of Sahn and others?” and Amico and
others.?®

Two age-matched, uninfected, male animals (monkeys 81
and 94) maintained under the same experimental conditions
as T. cruzi-infected animals and four age-matched, healthy,
male rhesus monkeys (animals L17, L21, M31, and N31), ob-
tained from the Primatology Department, were used as con-
trols for the ECG, echocardiographic, and radiology exami-
nations. Two analyses were performed on the infected and
control animals at an interval of 16 months.

RESULTS

The present study aimed to characterize clinical alterations
developed in rhesus monkeys infected for 15-19 years with
the Colombian strain of T. cruzi. Periodical physical and clini-
cal examinations revealed no other clinical infections or ill-
nesses. The results of this cross-sectional study are demon-
strated in Tables 1, 2, and 3.

General clinical aspects. Physical examinations showed that
all monkeys were normal, except for an enlarged abdomen
caused by excess adipose tissue. One of the infected animals
(monkey 68) had unspecific artrosis and was humanely killed.
No significant body weight or hematologic changes were de-
tected in monkeys inoculated with T. cruzi compared with
uninfected controls.

Parasite detection. Direct examination of blood samples
failed to detect the presence of circulating T. cruzi trypomas-
tigote forms. However, the presence of the parasite was dem-
onstrated in all studied animals, using hemoculture, artificial
xenodiagnosis and PCR (Table 1). Hemoculture was positive
in two (28.5%) of seven animals, after 6 + 1.41 (mean + SD)

TaBLE 1
Detection of Trypanosoma cruzi using artificial xenodiagnosis,
hemoculture, and a polymerase chain reaction (PCR) in blood
samples of rhesus monkeys during chronic infection

PCR
Monkey Artificial

no. xenodiagnosis Hemoculture T. cruzi B-globin
42 Negative Negative Positive Positive
64 Positive Negative Positive Positive
68 Negative Positive Undetermined Negative
90 Negative Negative Positive Positive
95 Positive Negative Positive Positive
99 Negative Negative Positive Positive

103 Positive Paositive Positive Positive

109



CHRONIC CHAGAS' DISEASE IN RHESUS MONKEYS 685

TaBLE 2
Electrocardiographic patterns detected in Trypanosoma cruzi-infected rhesus monkeys during chronic infection®

Chronic phase (years after infection)

Monkey
no. First analysis Second analysis
Infected
42 T wave abnormal (18.92) Normal (19.08)
64 T wave inversion (18.67) Normal (19.83)
90 Ventricular extrasystoles, T wave inversion (15.83) Atrial extrasystoles (17)
95 ILBBB. T wave inversion (15.83) ILBBB, T wave inversion, abnormal ventricular conduction (17)
99 Normal (15.83) Normal (17)
103 Normal (15.83) Incomplete AV block, T wave inversion (17)
Noninfected
81 T wave inversion Normal
94 Normal Normal
L17 Normal Normal
L21 Normal Normal
M31 Normal Normal
N31 Normal T wave inversion

#*ILBBB = Incomplete left bundle branch block; AV = atrioventricular.

months of culture incubation. Artificial xenodiagnosis was
positive in three (42.8%) of seven monkeys. Although T. in-
festans were also used for artificial xenodiagnosis, only P.
megistus were infected (1.6%). Positive PCR amplification
products with primers that annealed to 7. cruzi kDNA were
detected in six (100%) of six animals (Figure 1) that showed
amplification of the B-globin gene. One animal (monkey 68)
was negative by PCR analysis. The negative PCR result was
probably due to the presence of inhibitors in the DNA sample
of animal 68, as confirmed by the lack of amplification of the
B-globin gene (Table 1). The PCR could not be repeated
because this animal had been humanely killed.

Specific IgG antibodies to T. cruzi. Specific IgG antibodies
to T. cruzi with titers ranging from 1:80 to 1:640 (1IF cut-off
value = 1:80) were detected (Figure 2) in all T. cruzi-infected
animals at the first analysis. These results were confirmed
using an ELISA, which showed the presence of antibodies to
T. eruzi 18.05 = 1.32 years after experimental infection. In-
terestingly, monkey 99, which was positive at the first analysis
(ELISA positive, ITF titer = 1:80), was seronegative (ELISA
negative, IIF: titer 1:40) at the second evaluation carried out
11 months later. This animal was found to be negative in three
additional tests performed at two-week intervals.

Radiologic studies. No radiologic alterations were observed
in T. cruzi-infected monkeys, either with regard to the CTI
obtained from the chest radiograph or the diameter of the
esophagus and colon revealed by contrast radiography of the
gastrointestinal tract.

TABLE 3
Summary of test results obtained with Trypanosoma cruzi-infected
rhesus monkeys during chronic infection®

Monkey Years after Positive ECG  Echocardiograph
no, infection parasitemia Serology  alterations alterations
42 19.08 PCR Positive No No
64 19.83 PCR, XD Positive No No
68 17 HC NP NP NP
90 17 PCR Positive Yes No
95 17 PCR, XD Positive Yes Yes
99 17 PCR Negative  No No

103 17 PCR, XD, HC Positive Yes No

*ECG = electrocardiographic; PCR = polymerase chain reaction: XI? = artificial xe-
nodiagnosis; HC = hemoculture; NP = not performed.

Electrocardiographic and echocardiographic studies. The
ECG alterations found in rhesus monkeys chronically in-
fected with T. cruzi are summarized in Table 2. Five (83.3%)
of six infected animals showed T wave alterations. These al-
terations were also found in two (33.3%) of six sex- and age-
matched controls. The T wave abnormalities seen in 7. cruzi-
infected rhesus monkeys 42 and 64 and in control monkeys 81
and N31 appeared similar to those produced by anesthesia.
The electrocardiographic patterns of one infected monkey
(monkey 99) were normal. Interestingly, three of six T. cruzi-
infected animals showed significant electrocardiographic ab-
normalities. In one infected animal (monkey 90), multiform
ventricular extrasystoles and T wave inversion were observed
at the first examination, and atrial extrasystoles were ob-
served at the second analysis. In the second animal (monkey
95), incomplete left bundle branch block (ILBBB) was seen
at both examinations, with more accentuated T wave inver-

2 3

300 bp -

FiGURE 1. Representative results of polymerase chain reaction
(PCR) amplification of variable regions of the Trypanosoma cruzi
minicircle molecule from blood samples. The 330-basepair (bp) band
is the expected T. cruzi-specific product. Molecular weight markers
(100-bp ladder) are shown in lanes 1 and 13. Lanes 2, 3, 6. 8, 9, and
10 contain positive samples from infected monkeys (42, 64, 90, 95, 99,
and 103, respectively). Lane 4 contains a negative sample from an
infected monkey (68). Lanes 5 and 7 contain negative control samples
from uninfected monkeys. Lane 11 contains a negative control in
which no DNA was added to the PCR. Lane 12 contains a positive
control from a confirmed chagasic human patient.
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infection. Two indirect immunofluorescence evaluations were performed at an interval of 11 months. The white bars represent the first evaluation
and the black bars represent the second evaluation. The dotted line represents the negative cut-off value. 1/x = reciprocal titer.

sion at the first examination (Figure 3). First-degree atrioven-
tricular (AV) conduction disturbance and T wave inversion
were observed in monkey 103 at the second examination.
Only one of six infected monkeys (monkey 95) showed an
echocardiographic abnormality, asynchronic interventricular
septum motility (Figure 4). with a decrease in the ejection
fraction.

DISCUSSION

To our knowledge, this is the first report describing a well-
characterized chronic phase of T. cruzi infection in a non-
human primate. The main finding of our study was the pres-
ence of cardiomyopathy characterized by abnormal electro-
cardiographic and echocardiographic patterns in non-human
primates compatible with ongoing Chagas’ disease.

Due to the infrequency of clinical signs in the chronic
phase, T. cruzi infection is difficult to identify without specific
parasitologic and serologic tests.”® Circulating 7. cruzi was
demonstrated by artificial xenodiagnosis in three infected
monkeys and by hemoculture in two. Our findings are similar
to those observed in humans and in other non-human pri-
mates during chronic Chagas’ disease.”** Failure to isolate
the parasite from seropositive monkeys was attributed to the
scarcity of parasites in the bloodstream, as is commonly ob-
served in the chronic human disease.*

In the present study, only P. megistus bugs were infected by
artificial xenodiagnosis, which corroborates a remarkable dif-
ference between vector species observed in previous stud-
ies. ¥ However, when P. megistus, T. infestans, and Rhod-
nius prolixus were used for xenodiagnosis of the Peru strain of
T. cruzi in thesus monkeys, only the two former species were
suitable for the diagnosis of this particular strain.*” Thus, our
result may reflect interaction between the invertebrate host

and the Colombian strain in the chronic phase of the experi-
mental infection when T. cruzi blood forms were scarce, since
T. infestans were infected by xenodiagnosis during the acute
phase.™

The performance of the PCR far exceeded that of artificial
xenodiagnosis or hemoculture, and may become the gold
standard technique for parasite detection in the chronic phase
of Chagas” disease in rhesus monkey, as previously demon-
strated for human patients, since the sensitivity of the ampli-
fication process is believed to be sufficient to detect a single
parasite in 20 mL of peripheral blood.?*3*3 Qur results sug-
gest the persistence of the parasite, although scarce in circu-
lating blood, during long-lasting infection of rhesus monkeys
with the Colombian strain of 7. cruzi.

Rhesus monkeys can live up to 40 years in captivity.*” Our
results show that these animals can support a long-lasting
sub-clinical T. cruzi infection with scarce parasitemia. Cellu-
lar and humoral immune responses are crucial to control par-
asitemia and parasitism during acute and chronic T. cruzi
infection.*' Our results show that circulating antibodies to T
cruzi persisted throughout the chronic phase of infection and
were not related to the presence of circulating parasites. Fur-
thermore, profiles of humoral immune responses in 7. cruzi-
infected monkeys during acute and chronic infection were
demonstrated to be similar to those observed in humans and
Cebus monkeys.'>*~** The limitations of serologic testing in
the diagnosis of chronic Chagas’ disease have long been rec-
ognized as the result of variations of antibody levels related to
oscillatory periods of parasitemia.***” We showed thatina T,
cruzi-infected rhesus monkey (monkey 99). the results of se-
rologic analysis for IgG antibodies to T. cruzi became nega-
tive at the second evaluation carried out 11 months after the
first analysis, when circulating parasites were not detected.
Conversely, monkey 90 showed high levels of IgG antibody to
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analysis. The arrows indicate T-wave inversion.

T. cruzi, but with negative parasitemia. However, both ani-
mals showed positive PCR results. Although these findings
may be controversial, recent experimental data show that the
detection of kinetoplast DNA (kDNA) by a PCR reflects the
persistence of infection since 7. cruzi kDNA was detected
only for two days after injection into mice and not thereaf-
ter.’® Furthermore, the detection of T. cruzi in monkey 99 by
the PCR confirms the importance of this method for diagno-
sis, especially during the chronic phase.

The Colombian strain of 7. cruzi has a peculiar capacity to
reproduce several histopathologic aspects of the chronic cha-
gasic cardiomyopathy in mice.'®>'33 Rhesus monkeys
acutely infected with the Colombian strain also showed ag-
gressive cardiomyopathy.'*'* In addition, the histopathologic
analysis of the chronically infected monkeys that were killed
(monkeys 42 and 68) confirms the presence of mild myocar-
ditis in absence of significant ECG abnormalities (Carvalho
CME and others, unpublished data). Interestingly, we have
shown that rhesus monkeys chronically infected with the Co-
lombian strain developed electrocardiographic altelanons
similar to those observed in chronic chagasic patients’*%*

Electrocardiographic analysis of monkey 95 demonstrating incomplete left bundle branch block. A, First analysis. B, Second

Electrocardiographic abnormalities, suggesting the presence
of acute 7. cruzi-elicited myocarditis, have been described in
Cebus apella and Saimiri sciureus.***>7° In fact, our animals
presented several ECG abnormalities attributed to the pres-
ence of the parasite in the cardiac tissue from the fourth week
of infection up to the 12th week of the acute phase.'* More-
over, after 17 years of infection, the ECG abnormalities in
monkeys 90, 95, and 103 may have been due to T. cruzi-
elicited myocardial damage, while the alterations observed in
monkeys 42 and 64 were transitory and isolated, consequently
without diagnostic significance, suggesting that these animals
had the indeterminate form of chronic Chagas’ disease.> This
was further supported by the histopathologic finding of mild
myocarditis in monkey 42 (Carvalho CME and others, un-
published data).

Other investigators have reported electrocardiographic al-
terations in non-human primates in the chronic phase of Cha-
gas’ disease, including rhesus and Cebus monkeys. 2642666771
Szarfman and others had observed ECG abnormalities sug-
gestive of myocardial damage in a female rhesus monkey in-
fected with T. cruzi 29 years earlier.*> Multiform ventricular
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Figure 4. M-mode echocardiogram showing the change in interventricular septal motion (arrows) and a decrease in the ejection fraction (EF)
in a Trypanosoma cruzi-infected rhesus monkey (95). A, first checkpoint demonstrating discrete echocardiographic abnormality in the septum
motion. B, second checkpoint demonstrating aggravation in the change in interventricular septum motion and decrease in the EF.

extrasystoles and T wave inversion found in the monkey 90
have also been recorded in other animal models for chronic 7.
cruzi-induced heart disease, including rabbits, mice, and
dogs.”>7* Importantly, these alterations are common in
chronic Chagas’ heart disease.”®7%37 The first-degree AV
conduction disturbance and T wave abnormalities were also
observed in one of the T. cruzi-infected monkeys (monkey
103). Furthermore, the first-degree AV block suggests dam-
age to the atrioventricular node or to the autonomic nervous
tissue supplying these regions that occurs mainly during the
carly stages of chronic Chagas’ disease.5>7% 7 Although first-
degree AV block, T wave inversion, and extrasystoles may be
considered unspecific alterations, our findings showing asso-
ciations of these abnormalities may suggest a role for 7. cruzi
infection in the genesis of these dysfunctions, since these as-
sociations were absence in all control animals.”

In monkey 95, ILBBB with T wave inversion was observed.
Right bundle branch block is the most frequent conduction
disturbance in chronic Chagas” heart disease, and has a high
prevalence (38.8-55.7%). In contrast, LBBB has a low preva-
lence (0.5-9.6%); however, left branch alterations are ex-
pected to appear when the injuries are much more se-
vere 453 386L62.647578 If one takes these into account, our
findings suggest that the monkey 95 is developing significant
T. cruzi-elicited heart disease. Unfortunately, since this study
was a cross-sectional rather than longitudinal, the timing of
the last normal ECG is unknown in this animal.

Echocardiography is a noninvasive tool frequently used for
clinical diagnosis in chronic Chagas’ disease that makes pos-
sible a direct evaluation of the presence, type, and extension
of the myocardial involvement.”"2 It represents a more
sensitive methodology in assessing cardiac performance than
an ECG or chest radiographs. The asynchronous movement
of the interventricular septum, with a decrease in the ejection
fraction and an increase in the systolic diameter, were ob-
served in our study (monkey 95). This condition has also been
observed in T. cruzi-infected dogs and Cebus monkeys.”®” In
humans, the most typical echocardiographic findings are api-
cal left ventricular aneurysm and/or posterior basal akinesia
or hypokinesia with preserved septal contraction. In cases of
advanced cardiomyopathy with cardiac failure, biventricular
dilatation occurs without hypertrophy.®'** In our study, this
asynchronous movement of the interventricular septum is at-

tributed to the ILBBB observed in the same animal. Impor-
tantly, Casado and others have suggested that during late-
stage disease, when several significant ECG abnormalities are
detected, there is an increase in the left ventricular volume
and a decrease in the ejection fraction, as observed in the
records of monkey 95.%

Relative to humans, infected rhesus monkeys seem to de-
velop the chronic phase of Chagas’ heart disease, with a long
asymptomatic evolution. Although the ECG and echocardi-
ography abnormal patterns reported here are not frequently
observed in human chronic Chagas’ disease, they are highly
relevant when detected. In fact, studies carried out in Brazil
have demonstrated a low incidence of LBBB; however, this
abnormality has been more frequently described in chagasic
patients and individuals with cardiomyopathies of obscure
origin from Colombia, the origin of the T. cruzi strain used
here, and in mammalian reservoirs from Panama,'-3861.83.86
In addition, the low morbidity of Chagas’ disease in Colombia
is postulated to be due to the genotype of the circulating
parasites.*** Thus, one cannot exclude the possibility that
the particular findings observed in our group of T. cruzi-
infected rhesus monkeys are due mainly to the Colombian
strain of the parasite used in our study.

In conclusion, the findings reported here support the valid-
ity of rhesus monkeys as an experimental model for acute,
indeterminate, and cardiac chronic Chagas’ disease. These
findings will also contribute to a better understanding of the
parasite/host interactions and the physiopathogenesis of this
parasitic disease, and can be used to evaluate new T. cruzi-
specific chemotherapy and identify putative markers for dis-
ease progression.
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