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Resumo

Introdugdo: a doenga de Chagas, causada pelo protozodrio Trypanosoma cruzi, ¢ um grave problema de saude publica na América
Latina, afetando milhdes de pessoas. O Calomys callosus, um roedor, reservatério natural da espécie T. cruzi, tem sido visto
como um modelo animal importante para o estudo da patogénese da doenga de Chagas. A fibrose cardiaca, uma das principais
complicagdes da doenga em humanos, caracterizada pela deposigdo excessiva de coldgeno no miocardio, leva a disfungdo cardiaca
e insuficiéncia cardiaca congestiva. Objetivo: avaliar a participacdo de metaloproteinases na modulagdo da fibrose cardiaca e no
musculo esquelético do C. callosus infectado com a cepa colombiana do Trypanosoma cruzi. Metodologia: foram utilizados casos
representativos referentes a estudos anteriores com fragmentos de coragdo e musculo esquelético de C. calosus infectados com a
cepa colombiana do T. cruzi nos periodos correspondentes aos dias 152, 202, 252, 352, 452 e 652 para realizagdo de imunomarcagdo
de metaloproteinases MMP-1, MMP-2, MMP-3 e MMP-9. Resultados: foram verificados depdsitos mais evidentes de MMP-2,
variando de discretos a moderados, com distribuigdo focal e difusa no miocardio e distribui¢do intensa e difusa no musculo
esquelético no 252 e no 352 dia de infecgdo. A MMP-9, no coragdo e no musculo esquelético, apresentou depdsitos intensos e
difusos a partir do 152 dia de infecgdo, quando comparada a MMP-1, que apresentou depdsitos discretos e focais no 252 dia
de infec¢do e a MMP-3, sem marcagSes relevantes. Conclusdo: os resultados sugerem que o C. callosus infectado pode estar
desencadeando mecanismos de modulagdo de reparo tecidual de forma precoce.
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Abstract

Introduction — Chagas disease, caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, is a serious public health problem in Latin America,
affecting millions of people. Calomys callosus, a rodent and natural reservoir of the species T. cruzi, has been recognised as an
important animal model for the study of the pathogenesis of Chagas disease. Cardiac fibrosis, one of the main complications of the
disease in humans, is characterised by excessive deposition of collagen in the myocardium, which leads to cardiac dysfunction and
congestive heart failure. Objective — to evaluate the participation of metalloproteinases in the modulation of cardiac and skeletal
muscle fibrosis in C. callosus infected with the Colombian strain of Trypanosoma cruzi. Methodology — representative cases from
previous studies were used with fragments of heart and skeletal muscle of C. callosus infected with the Colombian strain of T.
cruzi, on days 15th, 20th, 25th, 35th, 45th and 65th to perform immunostaining of metalloproteinases MMP-1, MMP-2, MMP-3
and MMP-9. Results — more evident deposits of MMP-2 were observed, ranging from mild to moderate, with focal and diffuse
distribution in the myocardium and intense and diffuse distribution in skeletal muscle on days 25th and 35th days of infection.
MMP-9, in the heart and skeletal muscle, presented intense and diffuse deposits from day 15th day of infection compared to MMP-1,
which showed mild and focal deposits on day 25th day of infection, and MMP-3 exhibited no relevant markings. Conclusion — the
results suggest that infected C. callosus may be triggering early tissue repair modulation mechanisms.

Keywords: Calomys callosus; Trypanosoma cruzi; Fibrosis; Metalloproteinases.

INTRODUCAO

Calomys callosus Renger 1830 (Rodentia, Criceti-
dae) é um roedor descrito como reservatério natural
de cepas silvestres do protozodrio Trypanosoma cruzit
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e, apesar de poucos relatos na literatura, essa espécie
vem sendo utilizada como modelo experimental para
o estudo da patogenia da doenga de Chagas®*.
Estudos prévios tém demonstrado que o Calomys
callosus infectado com diferentes cepas da espécie
T. cruzi apresenta um quadro evolutivo da infecgao,
acompanhado do aumento da parasitemia, com alte-
ragOes caracteristicas da miocardite chagasica, que
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evoluem rapidamente, sem haver, contudo, registros
de mortalidade durante o periodo experimental. Inte-
ressantemente, durante o curso da infecgdo, observa-
-se que a parasitemia é controlada pelo hospedeiro,
tornando-se negativa em torno de 40 dias de infeccdo,
e as lesdes fibrético-inflamatdrias comegam a ser
moduladas espontaneamente, também nessa fase*>®.

Estudos prévios com esse modelo’ demonstraram
gque, embora exista um padrdo de alteragdes histopa-
toldgicas distintas durante a infec¢do determinada por
diferentes cepas, o perfil de resposta imune, referente
ao controle parassitémico e a resolugdo das lesdes
teciduais, ndo se modifica nos diferentes grupos.

Uma pesquisa de carater comparativo entre ca-
mundongo e C. callosus infectados com a cepa F da
espécie T. cruzi mostrou que ambos os modelos ndo
apresentam o mesmo padrdo tecidual de resposta a
infeccdo®. Nesse estudo® foi observado que as lesGes
miocardicas apresentam altera¢des histopatoldgicas
distintas durante o curso da infecg¢do, sugerindo que o
Calomys é um modelo que desenvolve bem um meca-
nismo imune de adaptac¢do narelagdo entre parasito e
hospedeiro, o que o torna um importante reservatério
do parasito.

Aspectos referentes a resolugdo da fibrose car-
diaca e do musculo esquelético, no Calomys infectado
com a cepa colombiana da espécie T. cruzi, foram
avaliados através daimunomarcagem de componentes
da matriz extracelular, como coldageno Tipo |, lll e 1V,
laminina e fibronectina®. Os achados demonstraram
que esses componentes matriciais estao presentes nas
diferentes fases evolutivas da fibrose, e a degradacgdo
dessa matriz ocorre rapida e espontaneamente, inde-
pendentemente das espécies de coldgeno presentes.
Esses aspectos, entretanto, diferem no camundongo,
pois ja foi bem discutido que, nas diferentes fases
evolutivas da doencga, os depdsitos matriciais obser-
vados no intersticio sdo distintos, com predominio de
fibronectina na fase inicial da infec¢do e de laminina
e colageno IV na fase cronica®.

Evidentemente, deve-se considerar que esses as-
pectos fibrogénicos e de fibroclasia estdo diretamente
ligados a participacdo de mediadores quimicos, como
citocinas e fatores de crescimento, os quais contribuem
na modulagdo de uma fibrose!®,

No modelo do Calomys callosus, foi demonstrada a
participagdo de citocinas in situ, como interferon gama
(IFN-g), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e fator
de crescimento tumoral beta (TGF-b) na imunomodu-
lacdo das alteragdes fibrético-inflamatdrias do coragdo
e do musculo esquelético de C. callosus infectado
com a cepa colombiana do protozodrio, bem como
no controle da multiplicagdo do parasito nos tecidos,
sugerindo uma forte associacdo dessas citocinas no
processo evolutivo da miocardite chagasica cronica®?,
fendmeno ja demonstrado anteriormente em estudos
com o camundongo®*4,
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No modelo experimental do rato infectado por
T. cruzi, durante o processo de modulagdo da fibrose
miocardica, foi observado que as mesmas células, que
sintetizam esses componentes da matriz cicatricial,
sdao também estimuladas por citocinas a liberar enzi-
mas denominadas colagenases ou metaloproteinases
(MMP, Matrix Metalloproteinase), que tém a fungdo de
clivar moléculas de colageno, proteoglicanos e elastina,
levando a sua desintegragdo®.

Estudos in situ, referentes ao papel de metalopro-
teinases no mecanismo de reabsorc¢do da fibrose car-
diaca causada pelo parasito, sdo escassos na literatura.
E considerando a capacidade de o C. callosus controlar
naturalmente essa infecgdo, pelas evidéncias de seu
potencial de degradacdo do tecido fibroso durante a
infeccdo, e pelo fato de, até o momento, os estudos
referentes a participacdo das metaloproteinases na
modulagdo da fibrose serem avaliadas por zimografia e
sorologia'®Y, este trabalho tem como objetivo avaliar,
in situ, a participacdo de metaloproteinases na mo-
dulagdo da fibrose cardiaca e no musculo esquelético
do C. callosus infectado com a cepa colombiana da
espécie T. cruzi.

METODOLOGIA

Animais

Foram utilizados blocos de parafina de casos re-
presentativos referentes a estudos anteriores com C.
callosus normais e infectados com a forma tripomas-
tigota da cepa colombiana do protozoario Trypanoso-
ma cruzi®*®. E todos os animais, neste estudo prévio,
foram manuseados seguindo-se as recomendagdes do
Biotério do Instituto Gongalo Moniz FIOCRUZ (BA), no
ano de 2001. Foram, entdo, selecionados do acervo
do Laboratério de Doenga de Chagas Experimental e
Imunologia Celular (FIOCRUZ-Ba) blocos de parafina
correspondentes a trés casos para cada grupo ex-
perimental, com fragmentos de coragdo ou musculo
esquelético de Calomys calosus normais e infectados,
avaliados no periodo de 15, 20, 25, 35, 45 e 65 dias de
infecgdo, para realizagcdo de imunomarcacdo in situ e
detecgdo de metaloproteinases (MMPs).

Anticorpos

Foram eles: Goat anti-human MMP-1 (C-18), Rabbit
anti-human MMP-2 (H-76), Goat anti-human MMP-3
(C-19) e Rabbit anti-human MMP-9 (H129) (Santa Cruz
Biotechnology, Inc.), Goat anti-Rabbit I1gG peroxidase,
Rabbit anti-Goat IgG peroxidase e Rabbit anti-mouse
IgG conjugado a peroxidase (SIGMA).

Imunohistoquimica

Laminas pré-tratadas com Poly-L-lisina (SIGMA),
gue continham cortes de coracdo ou de musculo es-
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quelético, foram desparafinizadas sequencialmente em
xilol, acetona e dlcool e tratadas com tampao citrato
(pH 6.0), em micro-ondas, para exposi¢do antigénica.
A peroxidase endégena foi bloqueada em metanol com
agua oxigenada a 3%. Em seguida, foi realizado um
segundo bloqueio de ligagdes inespecificas com leite
desnatado diluido a 10% em PBS, seguindo-se a adi¢do
dos respectivos anticorpos primdrios anti-MMPs (MMP-
1, MMP-2, MMP-3 e MMP-9), diluidos nesse mesmo
tampdo de bloqueio (1:1000) e incubados, durante a
noite, a 4 °C. Como anticorpos secundarios, foram uftili-
zados anticorpos anti-coelho e anti-cabra, conjugados a
peroxidase, para detecg¢do de anticorpos anti MMP-2 e
MMP-9 (produzidos em coelho) e anticorpos anti MMP-
1 e MMP-3 (produzidos em cabra), respectivamente,
todos diluidos 1:1000 em tampdo de bloqueio. Todas
as dilui¢cdes dos anticorpos foram previamente padro-
nizadas. Para a revelagdo, foi utilizado, como substrato,
3,3’ tetrahidrocloreto diaminobenzidina (DAB), diluido
em solugdo salina tamponada com fosfato (PBS) pH
7.4, contendo H,0, (0,1%) e 1% de dimethylsulfhoxide
(DMSO). As laminas foram contracoradas com Metil
Green a 1% e montadas com bdlsamo do Canada para
avaliagdo em microscépio dtico.

A distribuicdo de marcagdao de MMPs no coragdo
e no musculo esquelético, visualizadas nos campos
microscopicos, foram graduadas subjetivamente como
leve (+), moderada (++) e intensa (+++), usando-se
parametros histopatoldgicos pré-estabelecidos?, e as
laminas, em triplicata para cada periodo de infecgdo,
foram avaliadas em duplo cego.

Controle positivo

Foi utilizado, como controle positivo, cortes de pla-
centa de camundongo, pois tem sido demonstrado que
diferentes tipos de metaloproteinases estdao envolvidas
na modulagdo da matriz extracelular da placenta e do
utero de mamiferos, durante a gestagdo®.

Controle negativo

Para descartar a possibilidade de reag¢des ines-
pecificas no teste, sec¢des de coragdo e de musculo
esquelético de animais infectados e normais foram
selecionadas para histoquimica, excluindo-se a etapa
de incubagdo com anticorpo primario (anti-MMPs) e
mantendo-se a etapa de incubagdo com o anticorpo
secundario. Também, para excluir possibilidade de rea-
¢do inespecifica, foiincluido um outro controle negativo
com IgG de camundongo (inespecifica), uma vez que ndo
ha disponibilidade de IgG de C. callosus no mercado.

Critérios éticos
Durante o experimento, os animais foram manti-

dos em condi¢Oes que atenderam a suas necessidades
fisiolégicas e comportamentais e monitorados conti-

nuamente para detectar sinais de sofrimento. Quanto
ao procedimento de eutanasia, ele foi realizado utili-
zando-se métodos humanitdrios, o que compreendeu a
aplicagdo de anestésico injetavel, conforme indica Con-
selho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
CONCEA (2018), que preconiza: “Um método adequado
de eutandsia deve garantir a perda da consciéncia de
forma rdpida, irreversivel e desprovida de experiéncia
emocional ou fisica desagraddvel, ou seja, o animal ndo
deve apresentar dor, estresse, apreens@o ou ansiedade.”

RESULTADOS

Histopatologia

Como foi previamente descrito em outros estu-
dos realizados pelo presente grupo?®, as alteragdes
histopatoldgicas foram bastante representativas em
musculo cardiaco e esquelético na infecgdao com a cepa
colombiana da espécie T. cruzi no modelo do C. callo-
sus. Observou-se moderado infiltrado inflamatério e
lesdes necroticas de miocélulas parasitadas entre 0 152
e 0 2092 dia de infecgdo, principalmente no miocardio.
Entre 0 252 e 0 302 dia de infecgdo, as lesdes cardiacas
evoluiram, apresentando infiltrado de moderado a in-
tenso, difuso e focal, com proliferagao de fibroblastos
e depdsitos de matriz fibrotica. A regressao das lesGes
fibrético-inflamatdrias ocorreu a partir do 402 dia de
infeccdo. No musculo esquelético, o infiltrado inflama-
tério permaneceu intenso até o 402 dia de infecgao,
reduzindo-se no 452 dia, quando foram observados
apenas focos isolados de células inflamatorias.

Imunohistoquimica

A partir da andlise histopatolégica (coragdo e mus-
culo esquelético), casos representativos (triplicata) de
diferentes fases da infecgdo (dias: 1592, 209, 259, 35¢9,
4592 e 659) e controles foram selecionados para avaliar a
presenga, in situ, das metaloproteinases (MMP-1, MMP-
2, MMP-3 e MMP-9), pelo método da imunoperoxidade.

Controle positivo

A placenta apresentou marcagdo positiva para:
MMP-1, com distribuicdo intersticial; MMP-2, com
deposicdo perivascular; MMP-3, permeando células
endoteliais; e MMP-9, presente tanto no intersticio
como em regido perivascular.

Controle negativo

Os controles testados sem a presencga do anticorpo
primario ndo apresentaram marcagao positiva para as
MMPs, confirmando a especificidade dos anticorpos
antimetaloproteinases. O teste com a IgG inespecifica de
camundongo também ndo apresentou reagdo cruzada
alguma com o tecido cardiaco e muscular esquelético.
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MMP-1

Os controles normais apresentaram resultados ne-
gativos no coragao e no musculo esquelético. No grupo
experimental, foram observados depdsitos de MMP-1
apenas a partir do 252 dia de infecgdo no coragdo, com
imunomarcagdo positiva em foco isolado no atrio, com
aspecto filamentoso e com distribui¢do intersticial dis-
creta (+). No musculo esquelético, nessa mesma fase,
observou-se positividade em foco isolado, em area de
necrose com discreto infiltrado inflamatério focal. Nos
demais periodos, ndo foram evidenciadas marcagGes
positivas para MMP-1 (Quadro 1).

MMP-2

Dos controles normais, o coragdo (Figura 1A) e o
musculo esquelético (Figura 1B) apresentaram imuno-
marcagao discreta e em focos perivasculares. Com 15
dias de infecgdo, observou-se, no miocardio, discreta (+)
marcagao positiva em forma de feixes, em foco isolado
de necrose. No 252 e 352 dia de infecgdo, foi observado
aumento do depdsito da MMP-2, que variava de discreto
(+) a moderado (++), com distribuicdo focal e difusa no
miocardio. Nessa fase, foi identificado apenas um vaso
com marcacgdo positiva, de intensidade moderada, em
meio a infiltrado inflamatdrio perivascular discreto, com
necrose de fibras e proliferagao de fibroblastos. A partir
do 409 dia de infecgdo, ndo houve marcagdo positiva
para MMP-2 (Figura 2A).

No musculo esquelético, observou-se, com 15 dias
de infec¢do, marcagao positiva perivascular e intersticial
focal moderada (++) de MMP-2, em areas de necrose de
fibra com infiltrado inflamatério moderado e focal. Em
algumas células inflamatorias, foi observada marcagao
positiva em membrana. Do 202 ao 252 dia de infecgdo,
a distribuicdo da MMP-2, no musculo esquelético, foi
intensa (+++), com distribuigdo focal e difusa em focos
necrético-inflamatorios, correspondendo a areas de
feixes colagénicos. Também foram observadas células
gigantes, com membrana imunomarcada positivamente.
A partir do 352 dia de infecgdo, os depdsitos de MMP-2
intersticiais passaram a ser de distribuicdo moderada
(++) e desapareceram completamente no 452 e no 652
dia de infecgdo, correspondendo a dreas de regressao
do tecido fibroso (Figura 2B e Quadro 1).

MMP-3

Quanto aos controles normais, o coragao sé apre-
sentou marcacdo positiva em forma de depdsitos
discretos (+) em regido perivascular. E, no musculo
esquelético normal, ndo houve marcacgdo positiva para
MMP-3. Quanto aos casos estudados, ndo se observa-
ram marcacdes relevantes no miocardio e no musculo
esquelético nos dias 159, 209, 259, 352, 452 e 652 de in-
feccdo, assemelhando-se ao controle normal (Quadro 1).
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MMP-9

Quanto aos controles normais, houve marcagao
positiva perivascular moderada (++) em vasos isolados
e também marcagdo em areas com colageno, que nor-
malmente constituem o tecido cardiaco (Figura 1C). E, no
musculo esquelético, a MMP-9 foi observada de forma
discreta (+) permeando vasos e presente no intersticio
correspondente a areas em que, normalmente, se
encontra coldgeno constituindo o 6rgdo (Figura 1D). O
coragdo e o musculo esquelético dos animais infectados
ja apresentavam depdsitos intensos (+++) de MMP-9,
com distribuicdo difusa a partir do 152 dia de infecgao.
No coragdo, a imunomarcagdo para a MMP-9 foi bem
evidente em areas perivasculares associada a infiltrado
inflamatério moderado e difuso. Foram observadas
células inflamatdrias com marcagao intracelular e em
membrana. O padrdo de marcagdao acompanha dareas
gue correspondem a depdsitos de colageno, em focos
de necrose de fibras (Figura 2C). Quanto a presenca da
MMP-9 no musculo esquelético, observou-se marcagdo
positiva perivascular e intersticial intensa (+++) e difu-
sa, que se manteve até o 252 dia de infec¢do (Quadro
1). No 352 dia de infecgdo, apesar do infiltrado mode-
rado difuso, a MMP-9 ficou restrita a focos isolados
perivasculares permeados por infiltrado inflamatdrio
discreto, assemelhando-se ao padrdo normal (Figura
2D). P6de-se observar também presenca de fibroblastos
e macréfagos marcados positivamente para a MMP-9
na membrana, e também alguns ninhos isolados que
apresentam marcagao positiva.

Quadro 1 - Avaliagdo das metaloproteinases MMP-1, MMP-2,
MMP-3 e MMP-9 pelo método da imunoperoxidase em cortes
histoldgicos de coragdo e musculo esquelético de Calomys
callosus infectados por Trypanosoma cruzi.

TEMPO | GRGAO | MMP-1 | MMP-2 | MMP-3 | MMP-9
15 dias Coragdo - +f [+ f +++d
Musculo - ++f - +++d
20dias | coracso - +f = +++d
Musculo - +++d - +++d
25dias | coracso i +/++d - ++d
Musculo +f +++f +f ++f
35dias | coracdo - ++d . 4 f
Musculo - ++f - ++f
45dias | coraciio +f = +f w4 f
Musculo - - +f N
65dias | coracso - - - B,
Musculo - - - R

Legenda —— ndio detectado; + discreta detecg¢do,; ++ moderada detec-
¢do; +++intensa detecgdo; f, distribuicdo focal; d, distribuigéo difusa®.

Fonte: dados da pesquisa
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Figura 1— Controles normais para imunomarcagdo (setas) de metaloproteinases (MMPs) em Calomys calossus. A: MIMP-2 em coragdo
normal; B: MMP-2 em musculo esquelético normal; C: MMP-9 em corag¢do normal; D: MMP-9 em musculo esquelético. normal.
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Fonte: autoria prépria

Figura 2 — Imunomarcagdo (setas) de metaloproteinases (MMPs) em Calomys calossus no 152 dia de infec¢do por Trypanosoma
cruzi. A: MMP-2 em coragdo; B: MMP-2 em musculo esquelético; C: MMP-9 em coragéo; D: MMP-9 em musculo esquelético.

Fonte: autoria prépria

DISCUSSAO

O presente estudo procurou avaliar, in situ, a par-
ticipagdo de metaloproteinases (MMP) no processo de
regressao espontanea da fibrose cardiaca e de musculo
esquelético de Calomys callosus infectado por Trypa-
nosoma cruzi, uma vez que esse roedor silvestre é um
hospedeiro tolerante natural a infeccdo causada pelo
protozoario.

Os resultados mostraram que, em diferentes pe-
riodos da infeccdo experimental e do reparo tecidual,
as metaloproteinases MMP-1 e MMP-3 foram pouco
detectadas pela imunomarcacgdo, apresentando uma
deposicdo leve e focal entre 0 252 e 0 452 dia de infecgéo.

No processo de reparo tecidual, existe, inicialmente,
um acuimulo de proteinas fibrosantes e depdsitos de co-
ldgeno, produzidos por fibroblastos, principalmente, que
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se dispdem nas dreas da lesdo no sentido de reconstituir
espacos intersticiais danificados. Nessa fase, verifica-se
que o coldgeno Il é um dos primeiros componentes da
matriz a ser depositado no intersticio. Na reorganizagao
dessa matriz, os fibroblastos iniciam deposi¢do do colage-
no tipo |, considerado importante constituinte da cicatriz
e que logo se sobrepde, em quantidade, aos depdsitos
de coldgeno tipo lll, que diminuem gradativamente?!.

A MMP-1, produzida principalmente por fibroblastos,
também é chamada de colagenase 1 e apresenta uma
importante fun¢do na degradagdo do colageno tipo |, o
qual corresponde ao maior componente da matriz ex-
tracelular. Tem sua sintese aumentada no periodo apds
infarto de humanos e porcos e, além disso, é capaz de ter
acdo enzimatica sobre outros tipos de colageno, como o
tipo Il e tipo I11?%%,

Durante um processo de dano tecidual, a MMP-1
é normalmente secretada por fibroblasto, e células en-
doteliais, também em estdgios mais tardios, na fase de
remodelagdo da cicatrizagdo de feridas, sdo detectadas
em baixas concentragBes?*. Esses achados corroboram os
resultados do presente estudo, no qual foi detectada, de
forma discreta, a presenga de MMP1 no tecido cardiaco
e no musculo esquelético do C. callosus com 25 dias e
45 dias de infecgao.

Um estudo experimental com ratos, expostos a
isquemia-reperfusdao miocardica, foi realizado para ava-
liar o papel da regulagdo do TGF-B1 sobre a expressdo
de MMP-1, em cultura de midcitos. Os resultados mos-
traram, inicialmente, que a presenca de MMP-1 estava
associada a morte de miocitos, de maneira dose-de-
pendente. E quando as células foram tratadas com TGF
—B1, a morte dos midcitos em cultura se reduziu. Diante
desses resultados, os autores sugeriram que a inibicdo da
MMP-1 pelo TGF-B1 pode ser, pelo menos em parte, um
importante mecanismo de cardioprotecdo determinada
pelo TGF-B1%.

Pesquisas anteriores? ja vinham demonstrando que,
no modelo do camundongo, nas fases aguda e cronica
dainfecgdo por T. cruzi no miocardio, persistem citocinas
inflamatadrias e anti-inflamatérias, e que, possivelmente,
esses fatores podem estar determinando o padrao de
resposta celular tecidual, bem como o grau de severidade
da infecgdo.

Na miocardite chagdsica, no modelo experimental do
C. callosus, foi relatada a presenca de TGF- no citoplas-
ma de macréfagos, em dreas de lesdes necrdticas, até
0 452 dia de infec¢do, diminuindo sua intensidade até o
completo desaparecimento por volta do 652 dia, o que se
correlacionou com a regressdo das lesGes miocdardicas®2.

A metaloproteinase 3 (MMP-3), também conhecida
como estromelisina-1, é uma enzima multifacetada, que
desempenha um papel crucial em diversos processos
bioldgicos, incluindo lesdo celular, cicatrizagdo e repa-
ro tecidual. Sua atividade proteolitica é essencial para
remodelacdo da matriz extracelular, migracdo celular
e remocao de debris celulares. No entanto, a atividade
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excessiva da MMP3 pode ser prejudicial, levando a de-
gradacdo descontrolada da matriz extracelular, disfungao
tecidual e doengas inflamatdrias cronicas?.

Em estudo de revisdo acerca do papel da MMP-3 na
osteoartrite, foi mostrado que a MMP-3 é predominan-
temente regulada por fatores inflamatérios, tais como
TNF-a e Interleucina-1Beta (IL-1B)%, pois ja se discutia
previamente que fibroblastos sinoviais tratados com
IL-1b apresentavam niveis detectdveis de MMP-3 nos
exossomas desses fibroblastos?.

A MMP-3 geralmente estd distribuida na parede
vascular e em células endoteliais, e tem como substrato
o proteoglicano, a fibronectina, a laminina e colagenos
tipo lll, 1V, V, VII, X e XI. Entretanto, a MMP-3 pode estar
envolvida na ruptura de plaquetas, durante a formacgao
de placa e ateroma, e ainda funcionar como marcador
de doengas cardiovasculares®.

Recentemente, foi demonstrado, no modelo do rato,
para diabetes, que a MMP-3 contribui para a lesdo vas-
cular, ap0s acidente vascular cerebral, e que a atividade
da MMP-3, medida na microvasculatura cerebral, estava
significativamente aumentada nesses animais. Isso foi
confirmado com a inibigdo farmacolégica da MMP-3, em
gue houve melhora nos resultados funcionais do animal
e reducdo da lesdo vascular®.

No presente estudo, ndo foram observados compro-
metimentos vasculares durante o processo de reparo e
deteccdo de MMP-1 e MMP-3 no tecido cardiaco e do
musculo esquelético do C. callosus. Foram semelhantes
ao controle normal, e essa condi¢do leva a discutir a
possibilidade da baixa expressdo deste zimégeno como
um mecanismo de controle do hospedeiro na resolucdo
da fibrose sem comprometimento angiogénico.

Recentemente, foi verificado, em cultura de cardio-
midcitos de ratos Wistar®, que as expressGes de mRNA
de metaloproteinases e da proteina soluvel apresenta-
ram perfis distintos de expressao, ou seja, os mMRNAs
de MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9 e MMP-14 foram
detectados em cardiomidcitos, embora a transcri¢do
de mRNA e expressdo proteica fosse restrita as MMP-2,
MMP-9 e MMP-14.

Quando avaliados, no presente estudo, os resultados
da imunomarcagdo das MMP-2 e MMP-9, os depdsitos
dessas enzimas, no tecido cardiaco e no musculo esque-
lético do C. callosus, foram mais evidentes, quando com-
parados as MMP-1 e MMP-3, ja discutidas. Os depdsitos
de MMP-2 e MMP-9 variaram de moderados a intensos
entre 0 152 e 0 452 dia de infeccgdo.

Comparando-se aos achados do estudo realizado
com ratos Wistar®®, é interessante considerar que o C.
callosus pode estar ativando esse mesmo mecanismo
de controle de transcricdo de mRNA para as MMPs de
forma precoce, o que pode estar favorecendo a modu-
lagdo dessa fibrose e o baixo percentual de mortalidade
do animal durante o processo de infecgdo.

Relacionando-se esses achados com o processo fi-
brético inflamatdrio anteriormente descrito no modelo
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do C. callosus infectado com a cepa Colombiana do T.
cruzi®, a resposta inflamatdria e a fibrose presentes no
tecido cardiaco e no musculo esquelético do hospedeiro
variaram, de moderada a intensa, no periodo de 24 a
31 dias de infecgdo. Esse periodo corresponde com o
de maior deposicdo de MMP-2 e MMP-9 verificada no
presente estudo.

As metaloproteinases MMP-2 e MMP-9 assumem
papeis cruciais na migragao celular durante a cicatrizagdo
de feridas. A MMP-2 atua na protedlise da laminina-5,
especialmente na fase prolongada da remodelagdo, mo-
dulando a migragao dos queratindcitos, células essenciais
para a finalizacdo adequada do processo cicatricial®.

Na doenca de Chagas em humanos®3, foram avaliados
os niveis séricos de MMPs e sua relagdao com o TGF-b, e
se verificou que os niveis plasmaticos da MMP-9 eram
mais elevados que a MMP-2 em pacientes chagdsicos
cronicos, com ou sem hipertensdo associada. E quando
foram associadas a MMP-2 e a MMP-9, com a presenca
do TGF-b, verificou-se uma correlagdo negativa entre elas,
levando a discussdao de que o TGF-b pode contrariar o
efeito das MMPs no processo de remodelagdo da matriz
extracelular em chagdasicos crénicos hipertensos.

Estudo prévio, utilizando citometria de fluxo para
avaliar a expressdo de MMP-2, MMP-9, IL-13, TNF-a,
TGF-B e IL-10 em células de pacientes com doenga de
Chagas e individuos ndo infectados, antes e depois de
estimulagdo in vitro com antigenos de T. cruzi, revelou
que os neutréfilos desempenham um papel significativo
na produgdo de MMPs, enquanto os mondcitos sdo pri-
mariamente responsaveis pela producdo de citocinas,
sugerindo que estimulagdo com antigenos de T. cruzi
resulta numa expressao diferencial de MMP-2, que tem
uma correlagdo positiva com IL-10 e negativa com IL-1,
enquanto a expressdao de MMP-9 tem uma correlagdo
negativa com IL-10, aventando possibilidade de que es-
ses antigenos possam regular a expressdao de MMPs em
neutréfilos e mondcitos, especialmente na auséncia de
alteragBes cardiacas®.

Ainfecgdo causada por T. cruzi,no modelo do C. callo-
sus, desencadeia uma resposta inflamatdria cronica, que
culmina em um processo fibrotico intenso no miocardio
e no musculo esquelético, mas que rapidamente regride
no periodo de 45 dias de infecgdo®. AMMP-9 e a MMP-2,
diferentemente da MMP-1 e da MMP-3, possivelmente
podem estar contribuindo mais diretamente para a
degradacdo dessa matriz fibrotica e a remodelagdo dos
tecidos afetados.

Mas atualmente se discute que o microambiente
inflamatorio causado pela doenga de Chagas possibilita
um desequilibrio na produgdo, secrecdo e atividades
de MMPs, inibidores teciduais de metaloproteinases
(TIMPs) e do TGF-B. A interagdo dessas moléculas, de
diferentes formas, favorece, direta ou indiretamente,
tanto nainfecdo quanto no processo de reparo do tecido
cardiaco, causando a fibrose que resulta na cardiopatia
chagasica®.

Compreender os mecanismos moleculares pelos
quais as MMPs contribuem para a inflamacao, a fibro-
se e a remodelacdo tecidual na doenca de Chagas é
crucial para o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas. O modelo do C. callosus, por apresentar
peculiaridades de resolug¢do espontanea dos danos teci-
duais causados pela infecgdo, pode abrir possibilidades
de novos estudos para a compreensao de possiveis vias
de sinalizagdo quimica do sistema de reparo, ou mesmo
identificar moléculas que modulam essa resposta natural
na patogénese da doenca de Chagas.

CONCLUSAO

O modelo experimental do Calomys callosus, um
roedor nativo da América do Sul, é reconhecido como um
reservatério natural de cepas silvestres da espécie T. cruzi.
Esse modelo é notavel por sua capacidade de controlar a
parasitemia e o processo fibrético inflamatdrio, durante
ainfecgdo, por meio de mecanismos moleculares, consi-
derando vias de sinalizagdo quimica, a partir de citocinas
anti-inflamatdrias e fibrogénicas associadas a produgao
de metaloproteinases envolvidas na resolugdo da fibrose
tecidual, e que, possivelmente, favorecem a sobrevivén-
cia do animal quando infectado.

Como reservatoério natural do protozoario T. cruzi, os
resultados do presente estudo mostraram que a imuno-
marcagao para MMP-1 apresentou depdsitos discretos
e focais no 252 dia de infec¢do. Para a MMP-3, ndo se
observaram marcagdes relevantes no periodo estudado.
Entretanto, quanto a presenca da MMP-2, foi verificado
um aumento desse depdsito, que variou de discreto a
moderado, com distribui¢do focal e difusa no miocardio
e distribuicdo intensa e difusa no musculo esquelético,
no 252 e no 352 dia de infec¢do. E a MMP-9, no coragdo
e no musculo esquelético, apresentou depdsitos intensos
e difusos a partir do 152 dia de infecgdo. Esses achados
corroboram dados da literatura, principalmente em
estudo com células humanas, o que favorece o uso do
modelo experimental para novas abordagens de investi-
gacdo de mecanismos de controle e resolugdo da fibrose
miocardica causada por T. cruzi.

Durante a infeccdo, observou-se que, mesmo
guando ocorrem danos no miocardio sem registros de
mortalidade, esses mecanismos moleculares, media-
dos por citocinas e ativagdo de MMPs, possivelmente
desempenham um papel relevante na resolugdo da
fibrose miocardica e do musculo esquelético. A fibrose,
gue inicialmente se manifesta como uma resposta ao
dano tecidual, desaparece de forma rapida e gradativa,
evidenciando a eficacia dos processos anti-inflamatdrios
e dereparo tecidual no 152 dia de infecgao. Considerando
os achados do presente estudo, esse processo natural
de imunomodulagdo da fibrose miocardica chagasica,
torna o C. callosus um modelo valioso para o estudo da
imunopatogénese dessas lesdes, enfatizando o controle
desse processo fibrético inflamatdrio, o que também o
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Participacdo de metaloproteinases (MMP) no processo de regressdo espontanea da fibrose cardiaca
e de musculo esquelético de Calomys callosus infectado por Trypanosoma cruzi

torna um consideravel modelo experimental para a inves-
tigacdo de novas abordagens terapéuticas no tratamento
da doenga de Chagas.
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