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Calomys callosus sdo roedores silvestres presentes
no cerrado brasileiro, que foram adaptados as condicdes la-
boratoriais. Trata-se de animais que apresentam resisténcia
as infecc¢des que induzem respostas inflamatorias cronicas
(Trypanosoma cruzi e Paracoccidioides brasiliensis). O
objetivo deste trabalho foi caracterizar a reagdo inflama-
toria, na fase aguda, induzida pela implantag@o subcutanea
de um corpo estranho. Vinte e sete C. callosus e trinta
camundongos (B10A) foram implantados e analisados

RESUMO

comparativamente durante 144 horas. Laminulas implanta-
das em C. callosus mostraram predominio de macrofagos e
eosindfilos, enquanto que, nos camundongos, os neutrédfilos
seguidos pelos macrofagos foram as células migratorias
dominantes (p< 0,05). Conclui-se que os C. callosus apre-
sentam mecanismos inflamatérios para remogdo de corpo
estranho diferentes dos encontrados nos demais roedores e
nos seres humanos.
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ABSTRACT

CALOMYS CALLOSSUS CELL MIGRATION DINAMICS TO STRANGE BODY

Calomys callosus are wild rodents present in the
Brazilian savannas that were adapted to the laboratorial
conditions. These animals are resistant to infections that
induce chronic inflammatory responses (Trypanosoma
cruzi and Paracoccidioides brasiliensis). The objective
of this work was to characterize the acute inflammatory
reaction, prompted by the subcutaneous implementation
of a foreign body. Twenty seven C. callosus and thirty
B10A mice received implant and were comparatively

analyzed during 144 hours. Circular cover slides implanted
in C. callosus showed predominance of macrophages and
eosinophils whereas in the mice, the neutrophils followed
by the macrophages were the migratory dominant cells
(p <0.05). It was concluded that C. callosus present
inflammatory mechanisms for the removal of foreign body
different from the ones found in the other rodents as well
as in the human beings.

KEY WORDS: Acute inflammation, cover slip, granuloma, histology, wild rodents.

INTRODUCAO

O Calomys callosus é um roedor da fami-
lia Cricetidea, encontrado no Planalto Central do
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Brasil, que vive na interface entre o cerrado, are-
as de plantacao e deposito de alimentos, estando,
portanto, em contato direto com o ser humano
(MOOJEN et al., 1952; HERSHKOVITZ et al.,
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1962; MASSOIA & FORNER, 1965; MELLO et
al., 1969, 1977, 1979, 1984).

Em 1967, PETTER et al. introduziram
esse roedor na criacdo de animais de laborato-
rio. C. callosus sdo animais de facil manipula-
cdo e adaptacdo em condicdes laboratoriais,
sendo também altamente férteis durante todo o
ano (JUSTINES & JOHNSON, 1970; MELLO,
1977,1978; LENZI, 1995).

O género Calomys sp pode atuar como re-
servatorio natural do hantavirus (WILLIAMS et
al., 1997; CARROLL et al., 2005), virus Junin,
Familia Aeranaviridae (MORETTI et al., 1980).
O C. callosus tém sido utilizado como modelo
experimental para estudo de susceptibilidade
e resisténcia as infeccbes como o Paracocci-
dioides brasiliensis (JUNQUEIRA-KIPNIS et
al., 1994; ALCEU et al., 2007), o Toxoplasma
gondii (FAVORETO-JUNIOR et al., 1998), o
T. cruzi (MELLO, 1977; MELLO et al., 1979;
ANDRADE et al., 1994; PRADO JUNIOR et
al., 1998) e o Schistosoma mansoni (BORDA,
1972; MELLO, 1979, 1980; LENZI et al., 1998,
1995), e também por esta razdo vem sendo man-
tido em biotérios (JUSTINES & JOHNSON,
1970; VAZ DE LIMA et al., 1992). A infeccdo
com T. gondii demonstra que C. callosus séao al-
tamente susceptiveis. No entanto, esses animais,
quando desafiados com T. cruzi e P. brasiliensis,
adquirem a doenca, ndo apresentando patologias.
Comparando a infecgdo dos camundongos e Ca-
lomys sp com T. cruzi observa-se que, enquanto
o camundongo apresenta lesdes inflamatorias e
fibrose no miocardio persistente, que decorre da
colonizagdo por formas amastigotas, o Calomys,
embora inicialmente também tenha lesdo infla-
matoria e fibrose, apresenta regressao das lesdes
e reconstituicdo tecidual. J& na infecgdo com P.
brasiliensis, esses animais mostram-se resisten-
tes, formando granulomas do tipo epitelidide que
regridem espontaneamente (MORETTI et al.,
1980; JUNQUEIRA-KIPNIS et al., 1994).

A formagdo de granuloma ¢ um aspecto
importante na capacidade de resisténcia a agen-
tes patogénicos. Conforme demonstrado por
JUNQUEIRA-KIPNIS et al. (1994), o C. callo-
sus apresenta capacidade de formar granulomas

perante paracoccidioidomicose, porém com um
perfil de migracao celular diferenciado daquele
apresentado por camundongos. Enguanto na for-
macao dos granulomas em camundongos existe
um baixo envolvimento de eosinofilos, nos C.
callosus, os eosindfilos estdo sempre presentes
em propor¢oes semelhantes as dos macréfagos.
A associagao da presenca de eosinofilos nos gra-
nulomas a capacidade de resisténcia a infecgédo
pelo P. brasiliensis pode caracterizar o perfil de
formagéo de granulomas do Calomys sp. Estu-
dos da formagdo de granulomas nessa espécie
podem contribuir para o entendimento de alguns
dos fatores que determinam a sua resisténcia a
diversas infecgdes.

Neste estudo, apresenta-se uma avaliagdo
do perfil de migracao celular agudo na formagao
de granuloma induzido pela presenca de corpo
estranho em C. callosus

MATERIAL E METODOS
Animais

Acasalaram-se C. callosus e os camun-
dongos isogénicos da linhagem B10A, man-
tendo-os no Biotério do Instituto de Patologia
Tropical e Saude Publica da Universidade Fe-
deral de Goiés (IPTSP-UFG). Aos trinta dias
do nascimento, os filhotes foram desmamados
e sexados. Utilizaram-se para 0s experimentos
animais de ambos os sexos, com idade variando
entre oito e doze semanas.

Toda conduta experimental seguiu as nor-
mas exigidas pelo Colégio Brasileiro de Experi-
mentacao Anima (COBEA), com prévia aprova-
¢do pelo Comité de Etica da Instituicdo, onde se
desenvolveu o experimento.

Implantacgdo e coleta das laminulas

Os animais foram anestesiados com solu-
¢do 1:1 (0,4mg/Kg) de cloridrato de 2 (2-6-xili-
dino)-5,6-dihidro-4h-1,3-tiazina e cloridrato de
ketamina e, em seguida, dispos-se cada um em
decubito ventral, para a realizacdo de uma fenda
cirrgica de 5mm, com o auxilio de um bisturi.
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Nessa fenda, apds divulsdo da pele, colocou-se
uma laminula circular de 3mm, a qual em segui-
da foi fechada, com ponto simples, usando-se fio
de algoddo. Apos cada periodo determinado pe-
los grupos, os animais foram anestesiados com
¢ter sulfurico e sacrificados por deslocamento
cervical, coletando-se as laminulas.

Coloracéo das laminulas

As laminulas foram lavadas em salina
estéril, fixadas com metanol e coradas por He-
matoxilina-Eosina. Procedeu-se a divisdo das
laminulas em quadrantes e contaram-se as c¢-
lulas com o auxilio de microscopio de luz. As
células foram diferenciadas de acordo com a sua
morfologia.

Delineamento experimental

Implantaram-se 27 C. callosus e 30 ca-
mundongos com laminulas. Apds o implante,
sacrificaram-se trés a quatro animais, por grupo,
sendo as laminulas retiradas as 3, 6, 9, 12, 24,
48, 72, 96 e 144 horas apos a implantagdo. Os
experimentos foram reprodutiveis em trés expe-
rimentos independentes.

Analise estatistica

Os resultados representam a média e o desvio-
padréo de trés a quatro animais por grupo. Compara-
ram-se os dados por andlise de variancia (ANOVA).
Para determinacdo das diferencas estatisticas entre
os tratamentos, utilizou-se o test t de student. O nivel
de significancia empregado foi de p< 0,05.

RESULTADOS

Acompanhou-se o perfil de migracdo ce-
lular para as laminulas implantadas por via sub-
cutanea em camundongos e C. callosus por sete
dias consecutivos, sendo encontradas células
nas laminulas de neutréfilos, macréfagos, cé-
lulas gigantes multinucleadas, eosindfilos e fi-
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broblastos. As Figuras de 1 a 4 demonstram 0s
resultados obtidos na contagem das células nas
laminulas implantadas em C. callosus e B10A .

A Figura 1 mostra os resultados comparati-
vos das contagens de neutrdfilos dos C. callosus
e dos camundongos B10A. Dividiram-se as lami-
nulas em quatro quadrantes, sendo contadas cem
células em cada quadrante, as quais foram classi-
ficadas quanto a sua morfologia. Os camundongos
apresentaram uma predominancia de neutréfilos ao
longo do periodo de observacgéo (p<0,05). Embora
os neutrofilos tenham sido as principais células mi-
gratorias até as 24 horas de implantagdo, essas cé-
lulas mostraram uma tendéncia a diminuir drastica-
mente apos esse periodo nos C. callosus (p<0,05),
quando comparado com 0s camundongos.

A presenca de macrofagos nas laminulas
esta representada na Figura 2. As principais cé-
lulas migratorias para o corpo estranho na fase
aguda da inflamagdo, em C. callosus, foram o0s
macrofagos (p<0,05). Essas células apresentaram
tendéncia a aumentar apos 24 horas de implan-
tagdo, mantendo-se dominantes até 144 horas de
observacdo. As laminulas implantadas no camun-
dongo B10A demonstraram um aumento gradual,
mas nao predominante de macrofagos (p<0,05).

Apo0s 48 horas de implantagao das laminu-
las, iniciou-se a formacdo das células gigantes
multinucleadas tanto nos C. callosus quanto nos
camundongos B10A (Figura 3). As células gi-
gantes multinucleadas das laminulas provenien-
tes de camundongos apresentavam um numero
de aproximadamente quatro nucleos, enquanto
que a dos C. callosus apresentavam em torno de
oito ou mais ndcleos (Figuras 5A e 5B).

Nas Figuras 4 e 5C observa-se a presenca
marcante de eosindfilos nas laminulas implanta-
das nos Calomys. Esse aumento de esosinofilos
ao longo do tempo foi significativo a partir das
48 horas apos a implantagdo, tornando-se evi-
dentes as 144 horas (p<0,05). No entanto, em
camundongos, apesar de se observar um aumen-
to sutil de eosinofilos, ele ndo foi significativo
(p>0,05).
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DISCUSSAO E CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste trabalho
demonstram que os macrofagos e os eosinofilos
sdo as principais células envolvidas na formacao
de granulomas a corpo estranho na fase aguda
nos C. callosus, enquanto que, nos camundon-
gos, os neutrofilos sdo as principais células se-
guidas dos macrofagos.

A presenca de macrofagos nas inflama-
coes do Calomys foi também observada por
BORGES et al. (1992) e LENZI et al. (2002).
Esses autores infectaram o Calomys com T. cru-
Zi e as principais células envolvidas nas lesdes
induzidas pela presenca de formas amastigotas
eram os macrofagos e os fibroblastos, valendo
ressaltar que LENZI et al. (2002) também obser-
varam a presenca de eosinofilos. ANDRADE et
al. (1994), em modelo semelhante, observaram
apenas o predominio de eosinofilos, indicando
uma participacao ativa dessas células na infla-
macao. Igualmente, quando esses animais foram
infectados com Shistossoma mansoni, as lesdes
inflamatorias da fase aguda assemelharam-se,
com predominio de macrdéfagos nos granulomas
(LENZI et al., 1995).

Segundo alguns autores, a reacao infla-
matoria granulomatosa ¢ uma resposta imune
eficaz na eliminagdo de patdgenos intracelu-
lares como o P. brasiliensis (FRANCO, 1987;
JUNQUEIRA-KIPNIS, 1994). ARRUDA et al.
(2007) acrescentaram que diversos outros fato-
res também podem influenciar na resisténcia do
hospedeiro. Quando camundongos isogénicos
de linhagem resistentes a infeccdo intracelular
sdo infectados, citocinas do tipo 1 como IL-2/
IFN-y e anticorpos da classe IgG2a sao produzi-
dos, além de ser formado um granuloma, como
¢ o caso dos camundongos A/J infectados com
P. brasiliensis. No entanto, quando se utilizam
camundongos susceptiveis (B10A), observam-
se auséncia de hipersensibilidade tipo tardia,
falta de secrecdo de citocinas do tipo 1 e reagdo
inflamatoria difusa com auséncia de granulo-
mas. Conclui-se que a resisténcia do hospedeiro
e que a capacidade de formacdo de granuloma
dependem da heranca genética dos animais. O
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Calomys parece apresentar uma resposta infla-
matoria mista, uma vez que apresenta macrofa-
gos e fibroblastos caracteristicos de uma resposta
do tipo TH1 e formados de granulomas epitelioi-
des, mas com infiltrado eosinofilico que predo-
mina nas respostas TH2.

As mudangas celulares que resultam no
acumulo de macréfagos a sua associagdo fisi-
ca estavel a laminulas para formar granulomas
necessitam de melhor esclarecimento. Provavel-
mente, podem envolver expressdo de moléculas
de adesdo e seus ligantes. A expressao de molé-
culas de adesdo encontra-se na dependéncia de
citocinas secretadas pelo macrofago ativado. A
importancia do TNF-a e da IL-1 para a forma-
cao de um granuloma ja se encontra evidenciada
(KASHARA et al., 1988). Além disso, compro-
vou-se recentemente que o TNF-a e o TGF-B
produzidos pelos macrofagos dos Calomys séo
importantes tanto para a indugéo da reagéo in-
flamatéria como para a sua regressao, quando
analisados durante a infeccdo experimental com
T. cruzi (MAGALHAES-SANTOS et al., 2002;
MAGALHAES-SANTOS et al., 2004; MAGA-
LHAES-SANTOS et al., 2005).

Do ponto de vista do acimulo de eosin6fi-
los nas laminulas, resultados semelhantes foram
obtidos na infeccdo de C. callosus por T. cruzi
(ANDRADE et al., 1994). A funcdo do eosino-
filo € complexa, variada e incerta. Estudos com
shistosomiasis mediante a utilizacdo de modelos
experimentais camundongos e ratos concluiram
que os eosindfilos participam da formagdo do
granuloma, possuem funcéo citolitica e funcéo
patoldgica, em virtude de danos teciduais causa-
dos pela desgranulacdo (CAPRON & CAPRON,
1992). No entanto, quando LENZI et al. (1998)
trabalharam com S. mansoni e Calomys, eles ve-
rificaram que, apesar da presenca de eosindfilos
nos granulomas, ndo havia morte dos miracideos,
0 que descarta a atividade citolitica.

As células gigantes (CG) estdo envolvidas
na remocgao de corpos estranhos e de tumores,
assim como no seqiiestro de patéogenos (FER-
REIRA et al., 2004; KASHINO et al., 1995). As
CG estdo também envolvidas na fase aguda da
resposta inflamatoria nos C. callosus infectados



Perfil de migragio celular agudo induzido pela presenga de corpo estranho em Calomys callosus 467

com T. gondii (FERREIRA et al., 2004). Neste
trabalho, observou-se a formagdo de CG a par-
tir de 48 horas de implantacdo das laminulas.
N&o houve diferenca na migracgao inicial entre
camundongos e Calomys; entretanto, quando a
migracao de eosindfilos intensificou-se, ocorreu
um aumento significativo de CG nos Calomys.

Ja em estudo recente, LI et al. (2007)
mostraram que pacientes com gastrite eosin6fi-
la granulomatosa (GEG) possuiam no infiltrado
inflamatério um grande numero de CG e eosi-
noéfilos. A alta densidade das células gigantes foi
associada a dois fatores: presenca de eosindfilos
e proliferagdo de microvasos. Em camundongos,
sabe-se que a presenca de eosinofilos ¢ devida
principalmente a acdo de: IL-5, leucotrienos, fa-
tor de crescimento ativo de eosinofilos, triptase e
histamina. Acredita-se que as CG liberam TNF-
a, que induz os linfocitos TH2 a liberar IL4 e
IL5, importantes fatores quimiotaticos para 0s
eosinodfilos, sendo que este TNF-a liberado per-
mite a sobrevida do eosinoéfilo no infiltrado. Nos
resultados desta pesquisa, comprovou-se a parti-
cipacao de células CG na resposta aguda a corpo
estranho, sugerindo que tais células apresentam
funcbes semelhantes tanto nos Calomys quanto
nos isogénicos da linhagem B10A. Conguanto
a interagdo entre os eosinofilos e os macréfagos
na indugdo da formagéo da CG ainda néo este-
ja completamente esclarecida, neste trabalho,
a quantidade de nucleos presentes nas CG dos
Calomys parece estar diretamente relacionada a
presenca de eosinofilos nas laminulas.

Se nos C. callosus os macrofagos e os eo-
sindfilos sdo as principais células envolvidas na
formacéo do granuloma (fase aguda) na presenca
de um corpo estranho, nos camundongos, as figu-
ras centrais sdo os neutrofilos e os macréfagos.
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