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RESUMO: O comportamento da doenca de Chagas descrita em 1909 depende em parte, do isolado de
Trypanosoma cruzi. Neste trabalho procurou-se avaliar a curva de parasitemia e o0 comprometimento do encéfalo,
coracgdo, lingua, eséfago, pulméo, estdmago, intestino delgado e grosso, rins e bexiga de ratos Wistar infectados
com Trypanosoma cruzi isolado de um paciente portador da forma cardiaca e digestiva da doenca. Utilizou-se 40
ratos (dez grupos contendo quatro animais cada um). Dois grupos inoculados aos 15 dias e dois inoculados aos
60 dias com 10 x 10° ou 10 x 10” tripomastigotas/animal, foram submetidos a avaliacdo da parasitemia em dias
alternados a partir do 3° dia apdés inoculacdo. Os 6rgaos citados foram processados pela técnica histologica de
rotina, secionados e as laminas foram coradas com hematoxilina e eosina. Os animais de 60 dias, apresentaram
picos de parasitemia de 24.710 formas/ml de sangue em inécuos de 10 x 10° formas/animal e de 28.240 formas/ml
em 10 x 10* formas/animal. Os animais inoculados aos 15 dias com 10 x 10° formas, apresentaram pico de
116.490 formas/ml, e ratos inoculados aos 15 dias com 10 x 10* de 229.450. O pico de parasitemia ocorreu entre
0 21° e 0 23° dia ap6s a inoculacdo nos grupos avaliados, sendo que os animais inoculados aos 15 dias de idade
apresentaram para ambos 0s in6culos valores parasitémicos maiores que animais inoculados aos 60 dias de
idade. A analise histoloégica demonstrou tropismo para o coracdo, com alteragfes teciduais tais como: processo
inflamatério focal e difuso, infiltrado perivascular e ninhos do parasito integros e rompidos. Tais processos
apresentaram células com sugestivas de macrofagos, linfécitos, polimorfonucleares, plasmdacitos e fibroblastos. Os
demais 6rgaos avaliados apresentaram-se com aspectos histoldgicos similares aos animais controle. Houve maior
comprometimento do tecido cardiaco dos animais mais jovens (15 dias) submetidos ao maior in6culo.

PALAVRAS-CHAVE: Trypanosoma cruzi, doenca de Chagas, infec¢do aguda, rato.

ABSTRACT: The Chagas disease, described in 1909, has a behavior that partially depends on the Trypanosoma
cruzi isolate. In this work, the parasitemy curve and the alterations in the tissues of the encephalus, heart, tongue,
esophagus, lungs, stomach, small and large intestines, kidneys and bladder of Wistar rats infected with
Trypanosoma cruzi isolated from a patient carrying the cardiac and digestive form of the disease, were analyzed.
Forty rats (ten groups of four animals each) were utilized. Two groups that were inoculated at 15 days and the
other two at 60 days with 10 x 10° or 10 x 10* trypomastigotes/animal, were submitted to an evaluation of
parasitemy at alternate days starting from the third day after inoculation. The organs listed were processed using
the routine histological technique, and then microscope slides were confectioned and stained with hematoxillin and
eosin. The animals inoculated at 60 days presented peaks of parasitemy ranging from 24,710 forms/mL of blood in
inoculates of 10 x 10° forms/animal to 28,240 forms/mL in inoculates of 10 x 10* forms/animal. The animals
inoculated at 15 days with 10 x 10° forms, presented a peak of 116,490 forms/mL, while the ones inoculated at 15
days with 10 x 10* forms had a peak of 229,450 forms/mL. The parasitemy peak occurred between the 21% and
23" day after inoculation in the groups evaluated, whereas the animals inoculated at 15 days of age presented, for
both inoculates, higher values of parasitemy than the animals inoculated at 60 days. The histological analysis
demonstrated tropism in the heart, with tissue alterations such as: focal and diffuse inflammatory process,
perivascular infiltrate and parasite nests both intact and breached. Such processes presented cells such as
macrophages, lymphocytes, polymorph nuclear cells, plasmocytes and fibroblasts. The remaining organs
evaluated presented histological aspects similar to those of the control animals. There were greater alterations in
the cardiac tissue of the younger animals (15 days), submitted to the greater inoculum.
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INTRODUCAO

O comportamento da infeccdo da doenca de Chagas descrita em 1909 depende em parte, do isolado de
Trypanosoma cruzi. Por quase um século a doenca de Chagas tem se constituido num desafio aos
pesquisadores. Apesar de intensas pesquisas, a sua patogénese permanece sem esclarecimento completo e seu
tratamento ainda inadequado (DNDi, 2006). Em torno de 7% da populagdo latino-americana é portadora da
doenca e 25% estd sob o risco de se contaminar (CAROD-ARTAL, 2003). Considera-se como area endémica
guase a metade do territorio brasileiro (44%), além dos casos isolados de infestagGes familiares no norte e no sul
do Brasil (COURA, 2003). Atualmente a doenca de Chagas € classificada como doenca negligenciada e a
pesquisa bésica sobre esta patologia tem sido incentivada (DNDi, 2006). A morbidade da doenga de Chagas esta
relacionada, pelo menos em parte, com fatores intrinsecos ao Trypanosoma cruzi (T. cruzi) que condicionam seu
tropismo para diferentes 6rgdos (BRENER, 1978; WHO, 1986; MATA, et al., 2000). A analise da viruléncia, curvas
de parasitemia, morfologia do parasito no sangue periférico, tropismo tecidual, quadro histopatol6gico da infec¢éo no
camundongo, tem contribuido para caracterizar os diversos isolados de T. cruzi (ANDRADE & ANDRADE 1979).
Além destes parametros, critérios bioquimicos também tém sido utilizados tais como o padrédo isoenzimético (MILES et
al., 1980), esquizodemas (MOREL & SIMPSON, 1980) e composicao antigénica do parasito (ANDRADE, et al., 1981,
MORGADO, et al., 1982).

O comportamento de uma populagdo de T. cruzi, obtida de um paciente do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Goias (HC/UFG), portador da forma cardiaca e digestiva da doenca de Chagas, foi
avaliado em camundongos (OLIVEIRA, 1993). Este trabalho teve como objetivo, avaliar as alteracdes teciduais
induzidas por esta mesma populacdo de T. cruzi em ratos Wistar.

MATERIAL E METODO

Foram utilizados 40 ratos Wistar machos com 15 e 60 dias de idade, fornecidos pelo Biotério do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFG. Os animais foram separados em grupos contendo quatro animais cada um e
mantidos no Laboratério de Bioquimica e Neurociéncia do Departamento de Morfologia do Instituto de Ciéncias
Biol6gicas da UFG, recebendo ragéo comercial (Labina/Purina) e dgua a vontade. Os animais foram inoculados
intraperitonealmente com 10 x 10° ou 10X 10" tripomastigotas por animal da populacdo de T. cruzi, isolada no
HC/UFG (OLIVEIRA, 1993).

Grupo A — 15 dias de idade

1A — ratos inoculados com 10 x 10° — parasitemia

2A - ratos inoculados com 10 x 10° — andlise histolégica
3A - ratos inoculados com 10 x 10* — parasitemia

4A — ratos inoculados com 10 x 10* — anélise histolégica
5A - ratos inoculados com salina — Controle

Grupo B - 60 dias de idade

1B - ratos inoculados com 10 x 10° — parasitemia

2B - ratos inoculados com 10 x 10° — andlise histolégica
3B - ratos inoculados com 10 x 10* — parasitemia

4B — ratos inoculados com 10 x 10" — anélise histolégica
5B - ratos inoculados com salina - Controle

Foi realizada a parasitemia em 5ul de sangue em dias alternados (BRENER, 1962). Os animais foram
eutanasiados aos 23 dias apos a inoculacéo (DA MATA, 2002) sob anestesia por cloral hidratado (Reagen) durante a
perfuséo intra-cardiaca de paraformaldeido a 4% em tampéo fosfato 0,1M em pH 7,2. Foi removidos o encéfalo,
coracgdo, pulmao, lingua, eséfago, estdmago, rim, bexiga, intestino delgado e grosso. Fragmentos destes 6rgaos foram
fixados, desidratadas em etanol, incluidos em parafina (Histosec). O material foi seccionado, corado com
hematoxilina/eosina e analisado sob microscopia de luz.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os animais inoculados tanto aos 15 quanto aos 60 dias de idade, com 10 x 10° ou 10 x 10*

tripomastigotas/animal, apresentaram ao longo dos 23 dias de infec¢do, ganhos de pesos semelhantes ao grupo
controle (Tab. 1 e 2). Ndo houve mortes durante toda a fase aguda.
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Tabela 1 — Valores do peso corporal em gramas (médiat+desvio padrédo) de ratos Wistar aos 15 dias de idade,
inoculados com 10 x 10° ou 10 x 10* tripomastigotas/animal de Trypanosoma cruzi, e aos 38 dias de idade
(23 dias ap6s a inoculagdo). Os pesos dos animais do grupo controle também sdo apresentados. Valores
MAaximos e minimos entre parénteses.

Idade Grupos Indculo/animal Peso médio dos animais
Dia da inoculacao Dia da eutanasia
(15 dias de idade) (38 dias de idade)
Inoculado 10 x 10° 22,9+1,34 (21,5 - 25) 117+14,4 (101 — 132)
15dias  Inoculado 10 x 10* 29,4+3,05 (26 — 33) 106+7,8 (100 — 116)
Controle - 26,4+2,09 (23 — 28) 110,8+6,3 (104 — 120)

Os valores ndo apresentam diferencas significativas (p < 0,05).

Tabela 2 — Valores do peso corporal em gramas (médiat+desvio padrédo) de ratos Wistar aos 60 dias de idade,
inoculados com 10 x 10° ou 10 x 10* tripomastigotas/animal de Trypanosoma cruzi, e aos 83 dias de idade
(23 dias ap6s a inoculacdo). Os pesos dos animais do grupo controle também sdo apresentados. Valores
mMAaximos e minimos entre parénteses.

Idade Grupos Inéculo/animal Peso médio dos animais
Dia da inoculagéo Dia da eutanéasia
(60 dias de idade) (83 dias de idade)
Inoculado 10 x 10° 220,6+13,6(203 — 241) 258+16,3 (240 — 278)
60 dias  Inoculado 10 x 10° 200,4+17,6(178 — 225) 240+62,1 (218 — 223)
Controle - 209,8+3,1(207 — 215) 260,2+1,9 (258 — 263)

Os valores ndo apresentam diferencas significativas (p < 0,05).

A inoculacdo de 10 x 10° tripomastigotas/animal aos 15 dias de idade induziu curva parasitémica com inicio
no 5° dia, pico maximo no 23° dia apds a inoculacédo e término do periodo de parasitemia patente no 39° dia. O
valor da parasitemia média observada no pico foi de 116.490 tripomastigotas por mililitro de sangue (Fig. 1).
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Figura 1 - Curva de parasitemia (valores médios) em ratos Wistar inoculados aos 15 ou aos 60 dias de idade com
10 x 10° ou 10 x 10* tripomastigotas por animal do Trypanosoma cruzi.
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J& a inoculacao de 10 x 10* tripomastigotas/animal aos 15 dias de idade (Fig. 1) induziu curva parasitémica
com inicio similar (5° dia de infeccdo), porém com pico levemente mais precoce (21°dia de infeccdo) e valor
parasitémico médio no pico, 229.450 tripomastigotas/animal, quase duas vezes maior que aquele apresentado
pelos animais inoculados com o menor indculo. O término da parasitemia patente ocorreu no 41° dia pos-
inoculacao.

O indculo de 10 x 10° tripomastigotas\animal aos 60 dias de idade induziu curva parasitémica com inicio no
13° dia de infeccao, pico médio aos 23 dias de infeccdo com término da parasitemia patente aos 39 dias apos a
inoculacdo. Animais de mesma idade inoculados com 10 x 10 tripomastigotas/animal determinaram curva
parasitémica com inicio no 7° dia de infeccdo, pico médio aos 21 dias de infeccdo com término da parasitemia
patente aos 33 dias ap0s a inoculacao (Fig. 1).

Os valores da parasitemia média observada no pico para animais com 60 dias de idade inoculados com 10 x
10 (24.710) ou 10 x 10* (28.240) foram estatisticamente semelhantes. Todavia estes valores foram menores
(p<0,05) que aqueles apresentados por animais inoculados com 10 x 10° aos 15 dias de idade (116.490) e
principalmente inoculados com 10 x 10* aos 15 dias de idade (229.450).

O isolado do T. cruzi avaliado, com ambos os inéculos e em ambas as idades dos animais foi capaz de
induzir parasitismo cardiaco. Ocorreu a presenca de ninhos de amastigotas integros distribuidos por todo o
miocardio (Fig. 2a) e por vezes associados a células inflamatérias (Fig. 2b). O processo inflamatério foi focal (Fig.
2c) ou difuso e infiltrados inflamatorios perivasculares (Fig. 2d) também foram fartamente encontrados. Através
dos aspectos morfologicos péde-se sugerir a tipagem celular do processo inflamatério focal (Fig. 2e). Nao houve
comprometimento da musculatura lisa do ter¢o posterior do es6fago, do estomago, intestino delgado e grosso. Do
mesmo modo ndo foram encontradas alteragées na lingua, bexiga, encéfalo, pulméo e rins.
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Figura 2 — Atrio esquerdo do corag&o de rato inoculado aos 15 ou 60 dias com 10 x 10* tripomastigotas/animal
corada com hematoxilina e eosina.

a — Ninho de amastigota integro (seta). Rato de 60 dias, 900 X.

b — Ninho de amastigota (seta) envolto por células inflamatérias. Rato de 15 dias, 900 X.
¢ - Processo inflamatério focal (seta). Rato de 15 dias, 400 X

d — Vaso () com Infiltrado perivascular (seta). Rato de 15 dias, 400X.

e — Processo inflamatdrio focal. Sugestiva de varios tipos celulares: linfocitos (L), macréfagos (M), fibroblasto (F),
plasmdcito (P) e polimorfonuclear (PM). Rato de 15 dias, 1.100X.

O numero de ninhos de amastigotas integros, em animais inoculados aos 15 dias de idade sob o inoculo de
10 x 10° e 10 x 10" tripomastigotas/animal foi maior que o encontrado em ratos de 60 dias de idade sob os
mesmos inéculos (Tab. 3). Aos 60 dias ndo houve diferengas entre os dois indculos, porém aos 15 dias, maior
ndmero de ninhos foi induzido pelo maior in6culo.
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Tabela 3 — Numero médio (médiat+desvio padrao) de ninhos de amastigotas integros no coracao de ratos Wistar,
inoculados aos 15 ou 60 dias de idade, com 10 x 10° ou 10 x 10 tripomastigotas/animal de Trypanosoma
cruzi. Valores maximos e minimos entre parénteses. Nao foram encontradas altera¢cdes em animais do
grupo controle.

Tamanho do indculo (tripomastigotas/animal)

Idade dos animais 10 x 10° 10 x 10*
15 dias 4+1,58 (2 - 6)° 8+1,58 (6 — 10)* *
60 dias 1+0,71 (0 - 2)° 2+1,00 (1-3)°

Em cada coluna, os valores com letras diferentes indicam diferencgas significativas. Para linhas, apenas o valor
assinalado com asterisco (*), apresenta diferenca significativa (p < 0,05).

O aumento do inoculo de 10 x 10° para 10 x 10" tripomastigotas/animal determinou aumento de processos
inflamatérios focais apenas nos animais mais jovens (Tab. 4).

Tabela 4 — Numero médio (média+desvio padrdo) de processos inflamatorios focais no coracdo de ratos Wistar
inoculados aos 15 ou 60 dias de idade, com 10 x 10° ou 10 x 10* tripomastigotas/animal de Trypanosoma
cruzi. Valores maximos e minimos entre parénteses. Nao foram encontradas alteracdes em animais do
grupo controle.

Tamanho do inéculo (tripomastigotas/animal)

Idade dos animais 10 x 10° 10 x 10*
15 dias 13+2,24 (10 — 16) 25+3,67 (21 -30) *
60 dias 8+2,55 (5 -11) 10+3,74 (5 -13)

Para cada coluna, os valores sdo semelhantes. Para linhas, apenas o valor assinalado com asterisco (*), apresenta
diferenca significativa (p>0.05).

O numero de infiltrado perivascular foi semelhante sob o inéculo de 10 x 10° tripomastigotas/animal em
ambas as idades. Sob o maior inéculo os animais mais jovens, apresentaram maior niamero de infiltrado
perivascular (Tab. 5).

Tabela 5 — NUmero médio (média+desvio padrédo) de infiltrados perivasculares no coragdo de ratos Wistar
inoculados aos 15 ou 60 dias de idade, com 10 x 10° ou 10 x 10 tripomastigotas/animal de Trypanosoma
cruzi. Valores maximos e minimos entre parénteses. Os animais do grupo controle ndo apresentaram

alteracoes.
Tamanho do inéculo (tripomastigotas/animal)
Idade dos animais 10 x 10° 10 x 10*
15 dias 5+1,58 (2 —7)* 15+2,12 (12 — 17)*
60 dias 3+1,00 (2 - 4)° 4+1,41 (3-6)°

Em cada coluna, os valores com letras diferentes indicam diferengas significativas. Para linhas, apenas o valor
assinalado com asterisco (*), apresenta diferenca significativa (p>0.05).
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A populagdo de T. cruzi induziu alteracéo tecidual no coracédo, assemelhando-se aos dados para este mesmo
isolado em infecc@o de camundongo (OLIVEIRA, 1993; DA MATA, 2002).

Dentre os fatores que influenciam o curso da doenca de Chagas em um modelo experimental, estdo os que
dependem do parasito e outros inerentes ao hospedeiro. MENEZES (1964) relata que a cepa do T. cruzi, a
susceptibilidade do animal e o nimero de parasitos inoculados induzem variacdo na gravidade desta doenca. De fato,
neste trabalho as alterag@es no nimero de tripomastigotas inoculados e na idade dos animais determinaram variacdes
na intensidade das les6es apresentadas.

N&o ocorreram alteragbes no ganho de peso dos animais sob inoculacdo. Estes dados concordam com MELO
& MACHADO (1998) e CAMARGO, et al., (1991) em ratos adultos sob inoculacéo. Por outro lado difere de ratos
inoculados com a cepa Y, com relato de perda de peso devido a sua maior viruléncia (MATA, et al., 2002).

Constatou-se que o dia do pico da parasitemia foi relativamente uniforme nos grupos experimentais, fato
semelhante foi constatado por DA MATA (2002), em torno do 21° ao 23° dia de infeccdo em infeccdo em
camundongos.

A parasitemia apresentou fim mais precoce entre o 33° e 41° dia pds-inoculagdo, que a infeccdo com 0 mesmo
isolado em camundongo (OLIVEIRA, 1993; DA MATA, 2002), sugerindo a resolucéo da fase aguda mais cedo no rato
gue no camundongo. Isto sugere que as defesas organicas dos ratos Wistar frente ao isolado e inoculo utilizado induz
resposta organica mais eficiente para ambas a idades e inéculos.

Ocorreram picos parasitémicos mais intensos nos ratos mais jovens o que também esta amplamente registrado
(KOLODNY, 1939; CULBUSTON & KESSLER, 1942; DIAS, 1985; PRATA, 1994; DA MATA, 2002). Nos ratos jovens,
0 aumento do nimero de formas inoculadas em dez vezes, duplicou o valor encontrado para o pico parasitémico. De
fato, quanto maior for o nimero de formas inoculadas tanto maiores serdo os picos parasitémicos e os danos teciduais
até o limite da capacidade de reacdo do hospedeiro (ANDRADE, 1974; TARLETON, 1995). Neste trabalho ficou
evidente, pela auséncia de mortes, que as defesas organicas do rato Wistar frente a cepa e inéculos utilizados
suplantaram a intensidade da infeccéo.

Houve relagdo entre o aumento da parasitemia e intensidade das alteraces teciduais, concordando com
KRAMER (1972) e DA MATA (2002), porem diferindo dos relatos de MENESES & ALCANTARA (1965). Nao
ocorreram alteragdes encefalicas o que difere do relato de DA MATA (2002) ao utilizar este mesmo isolado em
camundongos. Isto sugere menor refratariedade do SNC de camundongo ao T. cruzi do que o de rato. O tropismo do
parasito para tecido cardiaco também foi encontrado conforme relatos de OLIVEIRA (1993) e DA MATA (2002).

Houve intensa reacéo inflamatéria no tecido cardiaco, com desagregacdo celular induzida por edema com a
presenca de macréfagos, linfocitos, plasmadcitos e polimorfonucleares nos infiltrados inflamatérios, similares a outros
relatos (OLIVEIRA, et al., 1993; MARIN-NETO, et al., 1999; MELO & MACHADO, 2001). ANDRADE, et al. (1997)
relata necrose de midcitos ndo parasitados, edema e infartos microscépicos devido alteragcdes microvasculares. Os
mesmos aspectos foram encontrados neste trabalho, com edema e comprometimento micro-vascular. Infiltrados
inflamatorios também estiveram presentes conforme outros relatos (HIGUCHI, et al., 1999; MATA, et al. 2000).

CONCLUSOES

O isolado de T. cruzi ndo induziu comprometimento no ganho de peso dos animais infectados. Houve
preferéncia de parasitismo pelo tecido cardiaco, contudo sem determinar mortes durante a fase aguda da
infeccdo. O infiltrado inflamatério apresentou células com caracteristicas morfolégicas compativel com linfocitos,
macrofagos, fibroblasto, plasmacitos e polimorfonucleares.
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