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Cardiopatia chagasica. Model os experimentais

Dalmo S Amorim

Muito embora sejam numer 0sos 0s estudos acer ca da car diopatia chagasi ca em sua forma cronica no ser
humano, ainda n&o ha um consenso relativo aos mecanismos fisiopatol égicos exatos que levariam a sua
expressdo clinica. Diante das limitagBes das investigacdes diretas no homem, recorre-se a experimentacéo
animal, que da oportunidade de examinar a patogénese da doenca, 0s mecanismos de adaptacéo do parasita
ao hospedeiro, os mecanismos de respostas i munol dgicas e os efeitos dos agentes ter apéuticos no tratamento
da infeccdo. Mas, em seu conjunto, a dificuldade no entendimento global da moléstia ainda se deve a falta

de um modelo experimental adequado que represente a situacdo humana.

Asmanifestagdes clinicasmaiscomunsdaformacronica
humana da cardiopatia chagésica sdo a cardiomegalia, a
insuficiénciacardiacae as alteraces nacondugdo elétrica
e nafase de repolarizagdo vistas no eletrocardiograma.

A despeito da preponderancia de doentes com doenca
cardiaca, ha um nimero aprecidvel de pacientes com
exclusivo envolvimento de outras visceras ou de lesdes
organicas associadas 2.

Nesta doenga, a degeneragéo dos ganglios intramurais
e as lesdes dos nervos cardiacos constituem aspectos
patol 6gicos de especia relevancia. Desde a primeira
descri¢cdo sistemati zada de observagdo fisiol 6gicas?, novos
estudos vieram consolidar o conhecimento dainterferéncia
no controle da fungdo autonémica cardiaca em doentes
com a forma crénica da moléstia. As conclusdes desses
estudos sdo de que esta doenca, na auséncia de
descompensacgdo circulatoria, constitui um modelo
experimental paraaavaliacéo do controle autondmico da
funcgéo cardiacano homem*.

E importante notar que a presenca de infeccao pelo T.
cruzi ndo significa necessariamente que cardiopatia (ou
outrales3o organicavisceral) serainevitavel . Eimportante,
também, notar que, ndo obstante serem bem conhecidas
as alteracbes patolégicas e as conseqiéncias
fisiopatol 6gi cas destadoenga, 0 mecani smo de patogénese
aindando foi claramente elucidado.

Dessa forma, € do maior interesse a criagao de
um model o experimental adequado. Contudo, a des-

peito de diferentes espécies animais terem sido ja usadas,
persiste uma falta de consisténcia dos estudos
experimentais. A dificuldade que se enfrentanaandlise e
comparagdo de um grande nimero de investigacdes, em
parte reside na diversificagdo de objetivos de pesquisa e
também dos métodos empregados pel os diferentes autores.

Nesses estudos, model os animais podem ter objetivos
t&o distintos como a transmisséo da doenca, os aspectos
clinicos, patolégicos, parasitolégicos e imunolégicos e
programas de testes terapéuticos. Maisainda, adificuldade
éagravadapelaespécie anima, sexo eidade do hospedeiro,
via de inoculagdo, nimero e cepa (“strain”) do parasita,
tempo de infecc@o e métodos de estudo “in vivo” e post
mortem”.

Por conveniéncia, ao longo deste trabalho usaremos a
designacdo amostra para as cepas (strains) de parasita
usadas pelos autores citados.

A despeito das repetidas descri¢des de diferencas no
tropismo do T. cruzi por certos tecidos ou 6rgéos, a
importanciaparaapatogeniadadoenca, dessas diferencas,
ndo é bem conhecida. Por conveniéncia, os parasitas
inoculados em amimais tém sido designados como cepas
isoladas de seres humanos e de vetores naturalmente
infectados.

Por exemplo, Milesecdl. > compararan3amodrasdeT. cruz
radicamentedistintas, coletadasde 3 aressgeogréficas Venezuda,
onde o envolvimento viscerd digedtivo € desconhecido; bacia
amazonica brasileira, onde o T. cruzi é silvético e é
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rara ainfecgdo humana, e area do Brasil central eregido
leste onde ainfecgdo chagési ca estd comumente associada
com as sindromes ditas “megas’.

Apesar de que a relacdo pode ser mais complexa, é
tentador especular que diferencas entre amostras de T.
cruzi naVenezuelae Brasi| so responsaveispor diferentes
tropismos tissulares e portanto, pelas reconhecidas
distintas manifestagdes clinicas de infec¢do nessas areas
geogréficas. Dentro da mesma ordem de idéias, Ribeiro
dos Santos ¢ demonstrou que camundongos infectados
com amostras “Y”, “BT” e “Boalivia’ tiveram acentuada
destrui¢do neuronal, enquanto que esta ndo ocorria na
mesma espécie animal, inoculadacom aamostra“ PF".

A influénciadaidade do animal narespostaimunol dgica
apo6s infecgdo com T. cruzi foi bem observada nos
experimentos de Kolodny 7. Ratos jovens de menos de 20
dias ndo responderam ainfecc¢do, a qualquer tempo antes
da morte, com a producdo de quantidades suficientes de
anticorpos protetores. Ja 0s animais adultos jovens com
60 dias e aqueles com 85 a 100 dias de idade produziram
anticorpos cercade 8 dias apdsainfeccdo. O autor concluiu
gue ostitul os de anticorpos aumentam progressivamente,
porém mais rapi damente nos animais adultos.

O numero de tripanosomas inoculados influencia o
tempo médio de sobrevida, como mostrado por Marsden @
gue usou a amostra “Peruvian” do T. cruzi para a
inoculagdo de camundongos CFI machos, com 3 semanas
de vida, pesando 9 a 10 g. O tempo médio de sobrevida
pode ser relacionado ao nimero de organi smosinocul ados
nos camundongos.

Marsden ® usou o nivel de parasitemiae o tempo médio
de sobrevidacomo indicadores de avaliacdo de resultados
de infec¢@o provocada por uma variedade de vias de
inoculagdo: pele, membrana mucosa e conjuntiva. Os
cuidados experimentai s adotados asseguravam avalidade
das comparages.

N&o foi possivel infectar um animal através de pele
integra e 0 sucesso em causar infecgéo pela aplicacdo de
T. cruzi a uma superficie cutnea recentemente raspada,
provavelmente se explica pela penetragcdo de organismos
atravésdelesdes|ocai s minimas decorrentes daraspagem.
Nenhuma explicacdo satisfatoria foi oferecida diante do
baixo nimero deinfeccBes detectadas quando os parasitas
foram diretamente aplicados sobre a conjuntiva.

Das diversas espécies animais usadas para estudos
sobre infec¢do pelo T. cruzi, o cdo, 0 macaco e o coelho
sdo considerados os mais adequados para um grande
nimero de investigacOes.

A susceptibilidade do c8o ainfeccdo pelo T. cruzi foi
logo reconhecida por Carlos Chagas °. Em anos
subsequentes, infecgdo chagésica experimental em caes
foi objetivo de aprecidvel atencdo. Por exemplo, em seu
artigo, Goble ** se ocupa com as variagdes no periodo de
incubacdo e patogénese influenciadas pela idade e sexo
do cdo, além de, naturalmente, daamostrade parasitae a
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viadeinoculagdo.

O modelo canino da doenga de Chagas € aceito como
adequado para um grande nimero de investigacoes,
porque €ele apresenta os estagios da infeccdo humana 2,
Contudo, devem ser esperadas variacfes e um provével
comportamento ndo deve ser antecipado, a ndo ser em
seus aspectos mais gerais. As razbes sdo aguelas ja
mencionadas na diversidade de abordagem experimental e
as que serdo comentadas adiante.

Cées mesticos, com idade de 15 a 30 dias foram
inoculadosintraperitoneamente com tripanosomas obtidos
deconteidointestinal detriatomineos®3. Onze dos 20 cdes
morreram antes de apresentarem parasitemia. Todos 0s 4
animais que sobreviveram até alcancar a fase cronica de
infecgdio mantiveram el etrocardiogramanormal.

Miocardite agudafoi produzidaem cées mesticos, com
2 a3 mesesdeidade, medianteinoculacdo intraperitoneal
de organismos (amostra “12 SF”) obtidos da corrente
circulatéria de camundongos . Os animais foram
estudados por 19 a29 dias. A histopatologiarevel ou lesbes
progredindo dos éatrios para os ventriculos, com
predominéncianas cavidades cardiacas direitas. O sistema
de conducdo estava envolvido e as lesbes inflamatérias
progrediam do nddulo atrioventricular paraa periferia. O
eletrocardiogramarevelavadiversostiposde arritmias. O
blogueio cardiaco, nainfecgdo terminal, estavaassociado
com intensa lesfo inflamatéria e necrose do sistema de
conduc&o.

Laranjaecol. ** descreveram em caes mesticos, umtipo
de cardiopatia, em muito semel hante aguelaobservadano
homem nafase aguda e naformacrénica. Mas adescricéo
carecia de detalhes referentes ao nimero e idade do
hospedeiro, avia de inoculagdo ao inéculo e ao tempo de
sobrevida dos animais infectados. Os cées foram
inocul ados com o sangue de pacientes ou com o contedido
intestinal detriatomineos. V érios meses apdsainocul ago,
osanimaisapresentavam cardiomegalia, arritmias cardiacas
e manifestacdes de descompensagdo circulatéria. As
ateracBes eletrocardiograficasincluiam bloqueio do ramo
direito, extra-sistoles ventriculares alteractes naconducéo
atrioventricular e narepolarizacdo ventricular, complexos
QRS atipicos e padrfes de aumento de tamanho do
ventriculodireito. A sindrome congestivaexplicou amorte
de alguns desses animais e, em outros, ndo inteiramente
(mortestibita).

Anselmi e col. ¢ inocularam, por via peritoneal,
em 72 caesjovens, 2 a6 meses deidade, o T. cruzi
obtido de sangue periférico de um paciente com a
formaaguda damoléstia. Em 2 meses, 41 dos 72 cées
morreram com lesBes miocéardicas. Em 87% dos 31
sobreviventes, a histopatol ogiarevelou miocardite;
em 74% desses animais o eletrocardiograma era
anormal. Aqueles cées sem alteracdes histol 6gicas
do miocardio tinham um eletrocardiograma
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normal. Quinze caesforam estudados por periodo superior
aum ano apos ainocul agdo, tendo apresentado um ndimero
variavel de reinfeccles.

Fase aguda da doenca, seguidapor um periodo crénico
assintomatico variando de 8 meses a 3 anos, constituiu
objeto de observacéo de Andrade e col. ¥ em caes
mesticos. Noveanimais, com 2 a5 mesesdeidade, sofreram
inoculagdo peritoneal com formas sangtiineas (“12 SF” ou
“Colombian™) deT. cruzi obtidasde camundongos. Apesar
dediscretasateraces el etrocardiograficas, todos exibiram
miocardite crénicafocal. A histopatologiamostrou fibrose
focal ou difusaem vérias partes do sistema de conducgo,
especiamente no nédulo AV, por¢do distal dofeixedeHis
e porcdo inicial do ramo direito. Os autores destacaram
gue, aém de caracterizarem as lesdes da fase cronica
(intermedi&ria) dacardiopatiachagésicano model o canino,
esses achados sugerem que as lesbes possam ser
responsaveis pelas alteracdes el etrocardiograficas que sdo
registradas em humanos com infeccéo cronica
assintomatica.

A amostra“Peru” do T. cruzi serevelou extremamente
patogénica para cées muito jovens de raca “beagle” 8, 9
de 10 animais infectados morreram dentro de 35 dias. A
patogenicidade estava relacionada com o nimero de
parasitasinoculados. Os animaisforam infectados por via
subcutanea ou por instilagdo da suspensdo de
tripanosomas no saco conjuntival; nesta Ultima situagdo,
asobrevidafoi maisprolongada. Presumivel mente, 6 uma
pequena proporcdo de parasitas penetraram essa
membrana. A despeito de 6 cdes terem sofrido instilagdo
de parasitas ha conjuntiva ou palpebra, sd 1 desenvolveu
edemaperiorbital. Infeccdo cronicafoi produzida, com uma
pequena dose de organismos obtidos de contetdo fecal e
inoculados per conjunctivam. A histopatol ogia, haviamais
infiltragdo linfatica e maior grau de formas tissulares
(incluindo o corago e oslobosfrontais) naquelesanimais
gue sobreviveram mais tempo, do que nos que tiveram
morte precoce causada pela infeccdo aguda. Desses
estudos, derivaram os autores a conclusdo de que a
patogenicidade eradependente dadose einfluenciadapela
viadeinoculaggo.

Doze cdes*beagle’, de 2 a4 mesesdeidade, receberam
T. cruzi (amostra “B”), por via subcutédnea. Todos
apresentaram umaformaagudade infec¢do, com um pico
de parasitemia, 13 a 24 dias apds ainoculagdo. Ja aos 13
dias, infeccdo foi observada em varios tecidos, incluindo
as estruturas cardiacas, 0s modul os linféticos e a medula
Ossea. Foram sede precoce de infec¢8o, 0s nervos
periféricos e 0s nervos vago, ciético e 6tico. Os ganglios
nervosos exibiam formas cel ulares do parasitaou exibiam
sinais deinvasdo recente. Os autores deixaram claro que,
inevitavelmente todos os cées teriam morrido de grave
miocardite e extensainfec¢éo do sistemanervoso central.

O interesse nos primatas como model os experimentais
advém dos trabalhos pioneiros de Carlos Chagas que
inoculou o Callithrix penicillata e observou parasitemia3
a4 semanas apds ainoculagio . E extensaa bibliografia
relativaainfeccdo experimental deprimataspelo T cruzi,
mas merece ser abordada uma série de experimentos
realizados no rhesus -2,

Seah e col.  descreveram o curso da infecgdo em 4
rhesus (Macaca mullata), 2 dos quais foram antes
vacinados com um extrato de formas mortas de T. cruzi
acrescido de adjuvante de Freund. Solucéo isotonica foi
aplicada no tecido subcutaneo da pélpebra superior. O
parasita foi obtido de contetido intestinal de Rhodnius
prolixus ou de sangue de camundongos. A fase agudafoi
semelhante aquela observada em humanos, incluindo o
sinal de Romafia.

E de interesse notar que nesses estudo 2, a vacinagao
produziu baixos niveis de anticorposcirculanteseinduziu
resposta atrasada de hipersensibilidade, mas ndo impediu
0 aparecimento de parasitemia.

Um dos animais ndo vacinados morreu 38 dias apos a
inoculagdo, revelando a histopatologia, esparsos ninhos
de formas celulares no miocardio. Trés macacos
sobreviveram, apesar de que também o animal ndo
vacinado apresentou manifestacdes de insuficiéncia
cardiaca durante os primeiros 2 meses de infeccdo. Os
tragados el etrocardiograficos dos 3 animais sobreviventes
35 dias apoés a infecgdo inicial revelaram discretas
alteragdes nafase de repolarizagdo.

O artigo de Marsden e col. # descreve os estudos
subseqiientes até 1256 dias nesses trés macacos
sobreviventes? eaté 937 diasem outro grupo de 4 macacos
infectados. Todos estes ultimos animais tiveram a
inoculagdo viapalpebral com T. cruzi obtido de Rhodnius
prolixus. A amostra“Peru”, isoladade um doente em 1963
no Peru, foi o principal organismo usado. Todos osmacacos
apresentaram parasitemia somente durante a fase aguda,
mas em nenhum houve parasitemia durante o periodo
crénico dainfecgcdo. O aparecimento do sinal de Romafia
pareceindicar ainevitabilidade de infec¢do neste modelo
animal, quando esta é promovidaa partir da6rbitaocular.

Nesse grupo de macacos rhesus 222, ocorreram duas
mortes durante o primeiro ano, ambos infectados com a
amostra* Peru”, reconhecidamente de alta patogenicidade,
usua mente produzindo elevada mortalidade. Um animal
morreu apés 38 dias, na fase aguda, provavelmente de
insuficiénciacardiaca®, e outro com emaciacgéo,. 166 dias
apos o desenvolvimento de megaesbfago.

Miles e col. 2 estudaram 5 r hesus que sobreviveram
ainfecgdo por 6 a 8 anos, até que os animais foram
sacrificados. Todos tinham xenodiagnéstico posi-
tivo e titulos elevados de anticorpos. Em 2,
as anormalidades eletrocardiograficas eram
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compativels com lesdo miocérdica difusa, ainda que em
um deles faltasse 0 substrato anidtomo-patol égico.
Importante alteracfes eletrocardiogréficas, tais como
blogueio deramo direito, que sdo comuns naformacrénica
cardiaca humana, ndo foram observadas em qualquer dos
macacosinfectados. As alteragdes histopatol 6gicasforam
discretas em 4 animais. Contudo, um macaco exibia
acentuada degeneracdo da fibra miocéardica e miocardite,
mais acentuadas no ventriculo esquerdo.

Nesses animais cronicamente infectados %, ndo foi
possivel demonstrar a presenca de parasita no miocardio
apesar da minuciosa investigacdo. Megaesbfago e
megacolon também ndo estavam presentes. Da mesma
forma secgBes histol 6gicas obtidas durante o exame post
mortem ndo revelaram adenite ou degeneracéo ganglionar
de qualquer parte do tubo digestivo.

Katzin ecol. % referiram que aevolugdo dainfecgcdo no
homem e no coelho guarda semelhanca. Eles inocularam
25 coelhos com a amostra “AWP” de T. cruzi, por via
peritoneal, com formas sanguineas obtidas de
camundongos ou de formas obtidas de contelido intestinal
do Triatoma infestans, através de escarificagdo cutanea.
Todos os animais foram acompanhados durante 3 anos
apos a inoculagdo.

Oito coelhos com um més de idade receberam por via
peritoneal formas tripomastigotas de virulento T. cruzi
(amostra “Ernestina’) . A despeito de todos os coelhos
terem apresentado parasitemia, e manifestagBes deinfeccdo
aguda, nenhum morreu durante afase aguda. Esses coelhos
evoluiram paraumaformalatente deinfeccdo, caracterizada
por parasitemianegativacom anticorpos persistentemente
positivos, ou desenvolveram umaformacrénicae morreram.
Aslesdes observadas post mortem eram similaresaquelas
conhecidas na forma crénica humana. Deve ser notado
gue multiplas injecdes de fragbes de T. cruzi resultaram
em |esdes mi croscopi cas semel hantes aquel as observadas
nos coelhos que ndo sobreviveram ainfecgdo direta pelo
protozoario.

Foram oferecidos elementos de apoio ao conceito de
gue, em mamiferos, umarespostaanitigénicaantiparasitiria
poderia dar lugar a uma reagcdo auto-imune envolvendo
células ndo infectadas do hospedeiro . A superficie das
células de mamiferos seriam alvos potenciais para a
resposta imunol égica do hospedeiro contra o parasita %.
Esta seria uma interpretacédo para a destruicdo de células
ndo diretamente parasitadas na fase aguda da doenca.

S&o inumeras as demonstracdes de alteracbes
qualitativas e quantitativas do sistemanervoso autondmico
do coracdo e de outros 6rgdos nainfeccdo experimenta e
nainfeccdo natural de etiologia chagasica.

O mecanismo envolvido na destruicdo neuronal
permanece por ser determinado. O parasitismo direto dos
neurdnios ndo parece suficiente para explicar a extensdo
da lesdo neuronal ?’. Na fase aguda, foi sugerido que
guando da ruptura de uma célula parasitada, ocorre
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liberagcdo de antigeno que se associa com a superficie da
membrana das células vizinhas ndo parasitadas. Essas
células poderiam ser lesadas por elementos da resposta
imune anti-T. cruzi, liberando auto-antigenos capazes de
lesar as células neuronais %,

Resultadosindicam que 83% dos pacientes chagésicos
apresentam anticorpos 1gG e 7% anticorpos IgM para
neurénios #. Todos os controles usados na mesma série
eram negativos sob 0 aspecto sorol égico enfocado. Esses
anticorpos apresentavam reacdes cruzadas contra
neurdnios do sistema nervoso central e periférico
(simpaético e parassimpatico) e também contra neurénios
de outras espécies. Contudo, em coelhos, foi observada
umaafinidade seletivae aderénciadelinfocitos(T. cruzi -
imune) a células ganglionares mioentéricas
parassimpaticas, levando-asalise. A destruicdo neuronal
ndo ocorria quando linfécitos (ndo imunes) de coelhos de
controle foram usados, ou quando linfdcitos (T. cruzi -
imune) eram expostosacélulasdo sistemanervoso central.
Esses achados foram interpretados como uma indicacdo
do elevado grau de especificidade da destruicdo de
neurdnios parassimpaticos na doenca de Chagas .

SUmmary

An experimental model embodies an evaluation
procedure that helps the investigator to make choices
among possible alternatives. In this paper considerations
which include a variety of aspects related to the host-
parasiterelationship in Trypanosoma cruzi infection and
disease are made. Although several animal species have
been used, thereis still alack of consistent experimental
studies. A few examples of investigations mainly in dogs,
monkeys and rabbits are briefly reviewed showing the
diversity of methodological approachs and, therefore, the
difficulty experienced in comparing results and
interpretations. Emphasis was given to the need to have a
suitable model presenting all possible stages of the
infection asin man, aswell as the functional and organic
disorders commonly seem in this disease. The aterations
of the autonomic nervous system involving the heart and
other organs in Chagas' disease were stressed.
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