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ARTIGOS

EVOLUGCAO DA CARDIOPATIA EXPERIMENTALMENTE INDUZIDA EM

COELHOS INFECTADOS COM TRYPANOSOMA CRUZI
Floréncio Figueiredo*, Marcos A. Rossi* e Ricardo R. Santos**

Coelhos jovens de ambos os sexos (1 -2 meses de idade), outbred, inoculados com
tripomastigotas da cepa Colémbia de Trypanosoma cruzi desenvolveram lesdes
cardiacas, macro e microscopicas, além de caracteristicas parasitologicas e imuno-
logicas, muito semelhantes as observadas na doenga de Chagas humana, tanto na fase
aguda como na fase crénica. Na fase aguda a sindrome cardiaca caracteriza-se
macroscopicamente por discreta cardiomegalia, com dilatagdo de camaras direitas, e
miscroscopicamente por miocardite focal pouco acentuada; na fase crénica, por
cardiomegalia moderada ou acentuada, com hipertrofia e dilatagio de cdmaras e
adelgacamento da ponta (aneurisma apical), predominantemente do ventriculo es-
querdo, e por miocardite focal, com dreas de necrose miocitolitica e degeneracdo de
miocélulas, associadas a infiltrado inflamatério, principalmente composto de lin-
Socitos, e fibrose intersticial. Devido a reproducdo de aspectos da doenga cardiaca
chagdsica humana em tempo relativamente curto, a simplicidade, a disponibilidade
para multiplos pesquisadores e ao baixo custo, o0 modelo representado pelo coelho
constitui uma alternativa para estudos dos mecanismos, patologia e tratamento da
cardiopatia chagdsica.

Palavras chave: Trypanosoma cruzi. Coelho. Cardiopatia chagasica. Doenga de

Chagas. Modelo experimental.

A doenga de Chagas, constitui um dos mais
importantes problemas de saude piblica no paises
latino-americanos29. A doenga é caracterizada por
trés fases: aguda, latente e cronical6é 17, O mais
importante envolvimento visceral ¢ o do coragéo. Na
fase aguda, o grau de envolvimento miocardico varia
desde formas leves, assintomaticas ou oligossinto-
maticas, até formas graves, eventualmente fatais; estas
formas graves sdo infreqiientes e constituem apenas 3
— 10% dos casosl?. Na fase cronica, nos estagios
iniciais, o paciente pode ser assintomatico ou apre-
sentar sintomas relacionados a distirbios de ritmo; nos
estagios intermedidrios, as manifestagdes clinicas
persistem ou se intensificam, e um aumento do
coragao, de grau leve a moderado, pode ser detectado;
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nos estagios finais, ha acentuado aumento do coragéo
com grave insuficiéncia cardiaca congestiva, feno-
menos tromboembdlicos e arritmias graves. A morte
repentina representa um perigo constante em qualquer
estagio da doenga. A fase latente é o periodo in-
termediario que separa as fases aguda e cronica,
usualmente de longa duragéo (10 — 20 anos), pouco se
conhecendo sobre suas manifestagoes clinico-
patologicas.

A patologia reflete a importancia do envol-
vimento cardiaco na doenga de Chagas2 13. Na fase
aguda, o coragdo é globoso e flacido; microscopica-
mente observam-se focos de necrose miocitolitica e
degeneragdo miocelular com intenso infiltrado infla-
matorio mononuclear associados a fenomenos exsu-
dativos e parasitismo de miofibras. Na fase cronica, a
cardiopatia é polimorfa, com graus variaveis de hi-
pertrofia e dilatagdo, apresentando ou ndo aneurisma
apical; microscopicamente observa-se um infiltrado
inflamatorio focal ou difuso, focos de necrose mioci-
tolitica e degeneragao de células miocardicas, fibrose
intersticial de grau variavel e raras fibras com
parasitos intracelulares.

Varios mecanismos tém sido considerados
como implicados na patogénese da cardiopatia cha-
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gasica, tais como os de natureza imunologica8 20 23 24
hipoxémical2 21 28 ¢ neurogénicald. Todavia, a
patogénese dessa cardiopatia permanece nao escla-
recida.

No presente trabalho descrevemos a evolugio,
do ponto de vista anatomopatoldgico, da cardiopatia
experimentalmente induzida em coelhos infectados
com T. cruzi. Estudos clinicos, patologicos, parasi-
tologicos e imunolégicos foram relatados anterior-
mente 18 24 25 O presente estudo estende e aprofunda
a descri¢do dos achados patolégicos.

MATERIAL E METODOS

Vinte e cinco coelhos outbred da raga Nova
Zelandia, de ambos os sexos, com 1 — 2 meses de
idade, foram inoculados por via subcutdnea com
1x106 formas tripomastigotas/kg de peso corporal da
cepa Coléombia de T. cruzi¥, obtidas por pungio
cardiaca de camundongos em pico de parasitemia.
Quinze animais-controle foram injetados com solugéo
salina em vez de cepa Colombia de 7. cruzi.

Os animais foram mantidos em gaiolas indivi-
duais sob condigbes ambientais controladas. A para-
sitemia foi avaliada pelo teste do xenodiagnosticolV,
Os coelhos foram sangrados periodicamente e os soros
estocados a -20° C para posterior pesquisa de
anticorpos contra T. cruzi pelos métodos de imuno-
fluorescéncia indireta e hemaglutinagdo passiva4 3.

Para a realizagdo do estudo anatomopatoldgico
foram sacrificados cinco animais inoculados e trés
animais-controle aos 30, 60, 120, 240 e 540 dias apos
a inoculacdo. O corag@o foi rapidamente removido,
lavado em solugdo gelada de NaCl a 0,9% e fixado por
inteiro em formalina neutra a 10%. Todos os coragdes
foram seccionados do apice para a base em duas
metades, uma anterior e outra posterior e avaliados
macroscopicamente; foram colhidos fragmentos dos
atrios e dos ventriculos. Apds inclusdo em parafina
foram obtidas secgdes de 61um de espessura, coradas
com hematoxilina-eosina e pelo método tricrémico de
Cason e examinadas ao microscopio Optico. Para o
estudo ultra-estrutural, pequenos fragmentos da base e
das proximidades da ponta de quatro coragbes de
coelhos infectados (dois com 120 e dois com 240 dias)
e de dois respectivos controles, foram fixados em
aldeido glutarico a 2,5% em tampéo de fosfato (pH
7,3) por duas horas, pos-fixados em tetréxido de 6smio
a 1% em tampao de fosfato, desidratados em concen-
tragdes ascendentes de acetona e incluidos em resina
de epoxi (Araldite). Secg¢des ultrafinas foram obtidas
em ultramicrotono Sorvall MT-5000, duplamente
coradas com citrato de chumbo e acetato de uranila e
examinadas em microscopio eletronico Zeissem 109 a
80 kV.
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RESULTADOS

Todos os animais inoculados com T. cruzi
apresentaram niveis de parasitemia detectados pelo
xenodiagnostico (Fig. 1). No 15¢ dia pos-infecgédo a
parasitemia atingiu um pico, quando 100% dos bar-
beiros examinados estavam positivos. Posteriormente
o percentual de triatomineos infectados decresceu
paulatinamente, atingindo niveis intermediarios que
oscilaram entre 30 e 40% de positividade nos 30° e
40¢ dias ap6s a inoculagdo; apos 60 dias apenas 10%
dos barbeiros estavam positivos, enquanto com 90 ou
mais dias todos os animais tiveram xenodiagnosticos
negativos.

O percentual de coelhos infectados com an-
ticorpos humorais especificos contra T. cruzi é
mostrado na Figura 2. No 10¢ dia apos a inoculagéo,
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Figura 1 - Parasitemia demonstrada pelo xenodiagnostico
em coelhos inoculados com a cepa Colombia de
T. cruzi (parasitemia = numero de D. maximus
infectados com T. cruzi/numero total de insetos
usados x 100).
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Figura 2 — Pesquisa de anticorpos circulantes contra T. cruzi
no soro de coelhos inoculados, pelas técnicas de
imunaoflorescéncia indireta (U)) e de hemaglutina-
¢ao passiva ().
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33,3% e 20% dos animais apresentaram titulos de
anticorpos detectados pelas técnicas de imunofluo-
rescéncia e hemaglutinagéo, respectivamente. No 202
dia, essas taxas se elevaram para 66,6% e 75%,
respectivamente. Depois de 40 dias pds-infecgéo
todos os animais apresentaram anticorpos detectados
por ambas as técnicas.

Até 60 dias apos a inoculagdo de T. cruzi os
coragoes de quatro coethos mostravam-se idénticos aos
dos controles; os demais apresentavam-se flacidos,
com miocardio congesto e dilatagdo de camaras
direitas. Alteragdes macroscopicas importantes foram

Figura 3— Coracgdo de coelho com 540 dias de infeccdo
pelo T. cruzi, apresentando hipertrofia e dilata-
cdo de camaras: 2,2x.

O exame histopatologico do miocardio de
coelhos infectados revelou alteragdes focais cuja in-
tensidade era proporcional ao tempo de infec¢ao. Nos
animais sacrificados com 30 dias observou-se um quadro
de miocardite focal discreta, com dissociagdo edema-
tosa de miofibras, focos de necrose miocitolitica e
degeneragao e infiltrado mononuclear. Apos 60 dias, a
miocardite era mais intensa, com areas disseminadas
de necrose miocitolitica e alteragdes degenerativas de
miocélulas; miofibras atroficas ao lado de outras

observadas a partir de 1200 dia apos ainoculagao. Dos
15 coragdes examinados de animais com 120 ou mais
dias de infecgdo, oito (53,3%) apresentavam cardio-
megalia com graus variados de dilatacao e hipertrofia
das camaras (Figs. 3 e 4) e abaulamento do cone da
pulmonar. Adelgacamento da ponta do ventriculo
esquerdo (aneurisma apical) foi detectado em quatro
(26,6%) coragoes (Fig. 4), um dos quais também
apresentava adelgacamento da ponta do ventriculo
direito. Outro achado freqiiente foi a fibrose mio-
cardica, observada em oito (53,3%) coragdes, de
intensidade proporcional ao tempo de infecg¢do.
(Figs. 3 e 4)

Figura 4- Coracdo de coelho com 240 dias de infeccao
pelo T. cruzi, apresentando dilatagcao de cama-
ras, hipertrofia e aneurisma apical (ventriculo
esquerdo). 2,2x.

hipertrofiadas puderam ser vistas, além de um infil-
trado celular mononuclear intenso. As Figuras 5¢ 6
mostram o miocardio de coelhos com 120 dias de
infecgdo. A fibrose intersticial variava desde o padrao
perivascular e discreto até o comprometimento de
extensas dreas do miocardio (Figs. 7 e 8).

As alteragdes ultra-estruturais do miocardio de
animais com 120 e 240 dias de infecgdo variavam de
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Figura 5— Miocdrdio de coelho com 120 dias de infec¢do Figura 6 — Miocdrdio de coelho com 120 dias de infecdo.
pelo T. cruzi Necrose miocitolitica e degenera- Foco de necrose miocitolitica e degeneragdo
¢ao miocelular. Resposta inflamatoria mono- miocelular. Infiltrado intersticial mononuclear.

nuclear. Dissociagcdo de miofibras. H.E. 170x.
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Figura 7 - Miocdrdio de coelho com 240 dias de infeccdo. Figura 8 - Miocdrdio de coelho com 240 dias de infecgdo.
Fibrose intersticial difusa acentuada associada Fibrose intersticial. Infiltrado mononuclear.

a infiltrado mononuclear. HE. 170x. Lise e degeneracdo de miofibras. Tricromico de

Cason, 170x.
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uma 4rea para outra e de um aspecto normal a
completa dissociagdo das fibras miocardicas. Em
areas discretas e moderadamente lesadas as miofibras
mostravam-se desorganizadas, com focos de lise.
Além disso havia edema intermiofibrilar, com for-
magéo de vacuolos intracitoplasmaticos. As mitocon-
drias mostravam-se tumefeitas, com desorganizagao
e ruptura de cristas e diminui¢do da densidade da
matriz mitocondrial. Um aparente aumento do nimero

Figura 9 - Eletromicrografia (EM): Miofibrilas hiper-
contraidas com ruptura e perda de miojilamen-
tos (pontas de flechas). Edema intracelular e
vacuolizagdo (V). Presenca de numero aumen-
tado de corpusculos eletrodensos (peroxisomas?)
(flechas). Mitocondriose (MI). 7000x.

Figura 11 - EM: Edema intermiofibrilar (*). Lise de miofi-
lamentos. Bandas de contratura (BC). 10560x.

de mitocondrias (mitocondriose) foi também eviden-
ciado. Freqiientemente as miocélulas estavam hiper-
contraidas, com formagao de bandas andémalas de
contratura. O espago intersticial estava ampliado
devido a fluido de edema e infiltragdo celular por
fibroblastos ativados com deposigdo de fibras co-
lagenas e discreto infiltrado constituido predominan-
temente por linfécitos (Fig. 9 — 16).

Figura 10 - EM: Edema intracelular. Vaciiolo intracito-
plasmatico (V). Mitocondriose (MI). EI, es-
paco intersticial. 5200x.

g i

Figura 12 - EM: Tumefacao mitocondrial (M1), com acla-
ramento de matriz e ruptura de cristas. Bandas
de contratura (BC). Ruptura de miofilamentos
(pontas de flechas). Edema intermiofibrilar.
10560x.
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Figura 13 - EM: Miofibra atréfica com lise de miofila- Figura 14— EM: Fibrose intersticial (F). Mitocondriose
mentos (*¥) e grande niimero de corpos mielinicos (MI). Bandas de contratura (BC). 5200x.
(CM). Fibrose intersticial (F). 10560x.
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Figura 16 - EM: Alargamento do espaco intersticial (EI),

‘ ~ S onde se nota microfibrilas e células mono-

Figura 15— EM: Fibrose intersticial (F). Fibroblastos nucleares (linfocitos) (L1). CP, capilar. 7000x.
ativados (FB). 5200x.
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DISCUSSAO

Na fase aguda da doenga de Chagas no hcmem
os parasitos podem ser detectados no sangue periférico
através de métodos diretos e/ou do xenodiagnostico.
Posteriormente surgem os anticorpos especificos con-
tra T. cruzi. Do ponto de vista patologico o coragao
pode estar discretamente aumentado de tamanho, com
aumento de peso e dilatagdo de camaras. Microsco-
picamente observa-se uma miocardite caracterizada
por focos de necrose miocitolitica e de degeneracéo de
miofibras, infiltrado inflamatorio predominantemente
mononuclear, discreta fibrose intersticial e fibras
miocardicas contendo pseudocistos parasitarios. Na
fase cronica os parasitos sao dificilmente encontrados
no sangue periférico, enquanto as provas sorologicas
demonstram elevados titulos de anticorpos humorais
especificos. Usualmente os coragdes apresentam-se
com forma globular, hipertrofiados e com dilatagao de to-
das as camaras. Outras vezes apresentam-se normais na
forma e no tamanho. Abaulamento do cone da
pulmonar é quase sempre evidente. A lesao mais
caracteristica ¢ o adelgagamento e a protusdo da
regido apical, particularmente do ventriculo esquerdo,
encontada em cerca de 50 — 60% dos casos,
usualmente denominada de aneurisma de ponta.
Microscopicamente observam-se areas focais de
necrose miocitolitica e degeneragdo, com resposta
inflamatoria composta de células mononucleares com
coincidente fibrose intersticial e ocasionais miofibras
contendo pseudocistos parasitarios. Lesoes do sistema
nervoso auténomo e do sistema de condugdo tém
também sido descritas. As alteragbes patoldgicas que
ocorrem na fase latente sdo muito pouco conhe-
cidas2 613,

Os nossos resultados mostram que o coelho é
um animal susceptivel a infec¢do experimental com
T. cruzi, corroborando resultados anterioresl8 24 25,
Na fase aguda apresentam baixos niveis de para-
sitemia, demonstraveis através do xenodiagnostico. A
baixa parasiternia estd de acordo com o relato na
doenga humana, na qual, em muitos casos, mesmo na
fase aguda, o exame direto demonstra poucos parasi-
tos] 714, sendo muitas vezes necessaria a utilizagao
de métodos de enriquecimento ou mesmo do xe-
nodiagndstico para a confirmagéo parasitologica26.
Além disso, observamos no curso da infecgdo o
aparecimento de anticorpos humorais especificos
contra T. cruzi. Esses dados estdo de acordo com a
literatura, muito semelhantes aos verificados na
doenca humana, caracterizada por altos niveis de
anticorpos, predominantemente da classe IgM na fase
aguda e da classe IgG na fase cronica®.

Com relagdo a anatomia patologica do coragdo
nossos resultados demonstram que coelhos experi-

mentalmente infectados desenvolvem muitos aspectos
da doenga cardiaca no homem. Na fase inicial as
alteragGes cardiacas sdo caracterizadas macrosco-
picamente por cardiomegalia discreta, com dilatagdo
de camaras direitas, e microscopicamente por miocar-
dite focal pouco acentuada. Na fase crénica a sin-
drome cardiaca ¢ caracterizada macroscopicamente
por cardiomegalia moderada ou acentuada com hiper-
trofia e dilatagdo de camaras, e adelgagamento da
ponta (aneurisma apical), predominantemente do ven-
triculo esquerdo; microscopicamente, por miocardite
focal intensa, com areas de necrose miocitolitica e
degeneragdo de miocélulas, miofibras atroficas ao
lado de outras hipertroficas, associadas a um fenéme-
no inflamatdrio, predominantemente composto de
linfocitos, e fibrose intersticial. Observagdes anterio-
res18 25 mostraram, em coelhos cronicamente in-
fectados com T. cruzi, alteragdes eletrocardiograficas
e anatomopatologicas muito semelhantes as descritas
no homem e as do presente estudo. Os nosso achados
ultra-estruturais sdo muito semelhantes aqueles
observados na cardiopatia chagasica crénica hu-
manal5 22, Todavia, essas alteragées morfoldgicas
ndosdoespecificas, desde que alteragdes idénticas tém
sido descritas em varias formas de doenga cardiaca,
tais como cardiomiopatia congestiva e valvulopatia
aorticals,

O emprego de modelos experimentais animais
tem sido importante para o estudo dos possiveis
mecanismos envolvidos na patogénese da cardiopa-
tia chagasica2. Mecanismos imunologicos tém sido
implicados8 20 23 24, [ es3o de neurdnios autondémicos
sido postulada como um mecanismo patogenético
alternativol3. A participagido de mecanismos auto-
imunes se fundamenta na miocardite caracterizada por
um infiltrado de células mononucleares, observada nas
fases aguda e cronica23. A reagdo inflamatoria se
assemelha as lesdes de outras doengas de hipersen-
sibilidade. O mecanismo de lise tecidual seria depen-
dente da sensibilizagdo a antigenos parasitarios19 20
ou por reatividade cruzada entre o parasito e com-
ponentes teciduais23 2427 ¢ mediado por células
imunocompetentes capazes de induzir células efetoras
de lesdao. O estudo microscopico do miocardio de
coelhos infectados mostrou um infiltrado inflamatério
mononuclear associado a lesdes de miofibras, tanto na
fase aguda como na fase cronica. Também caracteri-
zamos por meio de microscopia Optica e eletrdnica al-
teragdes miocelulares muito semelhantes a necrose
nido-coronarigénica observada em um grande niimero
de doengas cardiacas no homem. Uma forma semelhan-
te de lesdo focal tem sido observada experimentalmen-
tel! e clinicamente3 na isquemia transitoria do mio-
cardio. Esses fatos, associados ao carater focal da lesdo
miocardica, constituem evidéncias indiretas da participa-
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¢a0 da microcirculagao na génese das alteragdes miocar-
dicas no presente modelo. Recentemente, tem sido suge-
rido que a microcirculagao poderia estar implicada na
patogénese da cardiopatia chagasica2!l, Desse modo,
o substrato morfolégico da cardiopatia experimental
induzida em coelhn< inoculados com a cepa Colémbia
de T. cruzi sugere gue no seu determinismo poderiam
estar envolvidos mecanismos imunologicos e isquémi-
Cos.

Em resumo, coelhos jovens experimentalmente
infectados com T. cruzi desenvolvem alteragdes pa-
tologicas do coragéo, macro e microscopicas, além de
caracteristicas parasitolégicas e imunologicas, muito
semelhantes as observadas na doenga de Chagas
humana, tanto na fase aguda como na fase crénica.
Desse modo, devide a reprodugéo de aspectos funda-
mentais da doenga cardiaca em um tempo relativa-
mente curto, 4 simplicidade, a disponibilidade para
multiplos pesquisadores e ao baixo custo, esse modelo
parece ser adequado para estudos sobre mecanismos,
patologia e tratamento da cardiopatia chagasica.

SUMMARY

Male and female outbred young rabbits (1 -2
months of age) inoculated with trypomastigote forms
of the Colombia strain of T. cruzi have been shown
to develop cardiac pathologic changes, besides
parasitological and immunological features, very
similar to those observed in both acute and chronic
phases of Chagas’ disease in man. In the acute phase
the cardiac syndrome is characterized grossly by

slight cardiomegaly, with dilatation of the right
chambers and microscopically by discrete focal myo-
carditis: in the chronic phase, by moderate or marked
cardiomegaly, with hypertrophy and dilatation of all
chambers, and thinning of the ventricular apex (apical
aneurysmy), particularly of the left ventricle, and striking
Jocal myocarditis, with areas of myocytolytic necrosis
and degeneration of myofibers, with concurrent inflam-
matory response, predominantly composed of lympho-
cytes, and interstitial fibrosis. The accurate reproduc-
tion of the cardiac disease in a relatively short period,

the simplicity, availability and long survival of the
animal, and the low costs make this animal model
suitable for studies on pathology and treatment of
chagasic cardiopathy.

Key words: Trypanosoma cruzi. Rabbit. Cha-
gasic cardiopathy. Chagas’ disease. Experimental
model.
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