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RESUMO

Chagas fez o primeiro relato de parasitismo cerebral em pacientes chagasicos. A maior
susceptibilidade em criancas tem sido observada. Este trabalho objetivou avaliar o parasitismo
encefélico em ratos Holtzman, de 10 e 30 dias de idade sob infeccdo com baixo e alto nUmero de
tripomastigotas do Trypanosoma cruzi. Ratos holtzman machos de 10 e 30 dias de idade foram
inoculados intraperitonealmente com 5 x 10% ou 2,5 x 10* tripomastigotas da cepa Y do T. cruzi. Os
animais foram sacrificados aos 13 dias ap6s inoculacdo sob anestesia por cloral hidratado,
perfundidos com parafomaldeido em tampéo fosfato a 4%. Fragmentos encefalicos foram
processados para inclusdo em paraplast ou glicol metacrilato. Sec¢des de paraplast foram coradas
com hematoxilina e eosina e as sec¢des de resina coradas por azul de toluidina-orangeG-eritrosina.
Imunohistoquimica foi realizada usando soro anti-T. cruzi de coelho e anticorpo IgG conjugado a
peroxidase. O parasitismo encefélico foi discreto nos animais inoculados com 5 x 10® aos 10 ou 30
dias de idade, demonstrado por esparsos nédulos gliais. A inoculacdo de 2,5 x 10* induziu
parasitismo encefélico mais intenso no grupo infectado aos 10 dias de idade. Areas encefélicas

desprovidas de barreira hematoencefalica apresentaram baixo parasitismo.

PALAVRAS-CHAVES: Encéfalo, Trypanosoma cruzi, ratos.

ABSTRACT

Chagas made the fist report on encephalic parasitism in chagasic patients. The greater susceptibility
of the children has been established. This present work aims at assessing the encephalic parasitism
in 10-day-old and 30-day-old Holtzman rats after infection whit low and high number of

trypomastigotes of Trypanosoma cruzi. Male Holtzman rats whit 10-day-old and 30-day-old were
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inoculates whit 5 x 10° or 2,5 x 10* tripomastigotes of the Y strain of T. cruzi intraperitoneally. The
animals were killed 13 days after inoculation under chloral hydrate perfused whit 4% phosphate-
buffered paraformaldehyde. The fragments were processed for paraplast or glycolmethacrylate
embedding. The paraplast sections were stained whit hematoxilina-eosin and resin section whit
toluidine blue-orange C-erytrosin. Immunohistochemical were performed by using anti-T.cruzi serum
obtained from T. cruzi-infected rabbit and a peroxidase conjugated-anti-rabbit IgG (Sigma). The
encephalic parasitism was discrete in the infection whit 5 x 10° both 10-day-old and 30-day-old
being revealed by sparse glial nodules. The inoculation of the 2,5 x 10* tripomastigotes/50g of body

weight induced more intense encephalic parasitism in the group infected at day 10 of age.

Encephalic areas devoid of blood brain barrier showed very low parasitism.

KEY-WORDS: Brain, Trypanosoma cruzi, rats.

INTRODUCAO

O mecanismo de entrada de varios
agentes infecciosos no sistema nervoso central
(SNC) nao esta completamente esclarecido, e
a doenca de Chagas ainda afeta milhdes de
pessoas na Ameérica Latina ocorrendo dentre
estes casos, quadros de encefalites chagasicas
(MATA et al, 2009). O avanco da idade otimiza
a protecao do cérebro de criancas a infecgdes
comuns nesta fase da vida, tais como
meningites e encefalites bacterianas. Isto se
deve ndo apenas a maior resisténcia adquirida
pelos individuos mais velhos, mas pelo menos
em parte, por alteragbes em receptores
apresentados pela barreira hematoenceféalica
(TUOMANEN, 1994).

O relato do parasitismo encefalico em
paciente chagasico esta descrito desde 1911
(CHAGAS, 1911), e apesar disto a
encefalopatia chagéasica ainda continua sem
terapéutica com eficiéncia completa (SOUZA-
JUNIOR et al, 2009). Nesta mesma época, ja
se observou maior resisténcia de individuos

adultos ao Trypanosoma cruzi (T. cruzi). A

maior susceptibilidade de criancas tem sido
relatada com quadros de meningoencefalite
em pacientes jovens (LIBONATTI, 1977; DIAS,
1985; MATA et al, 2009). Em torno de 10%
dos casos de doenca de Chagas apresentam
algum grau de alteracédo neurolégica, sendo os
casos mais graves em criangca abaixo de dois
anos de idade, individuos imunossuprimidos
por AIDS ou devido a transplantes de 6rgaos
(PRATA, 1994).

Em camundongos o]

encefalico é insignificante (JARDIM, 1967;

parasitismo

AMARAL et al, 1975) a nado ser que se utilize
inoculo elevado (4 x 10/5 a 1,5 x 10/6). A
inoculacdo de 100.000 tripomastigotas da
cepa Y de T. cruzi em camundongos, nao
induziu parasitismo no cérebro de animais
adultos, porém ocorreu nos animais jovens
(COSTA et al, 1986).

Parasitismo encefélico tem sido relatado
em ratos inoculados com a cepa Y (MENEZES
& ALCANTARA, 1965; Campos, 1969; Jardim,
1971 a, b; Mata et al., 2000). Ratos com

idade menor que 25 dias sdo mais sensiveis a
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infeccdo por T. cruzi, com parasitemia mais
elevada e maior mortalidade (KOLODNY,
1939a; CULBERTSON et al, 1942; MATA et al,
2009).

Este trabalho objetivou avaliar o
parasitismo encefalico em ratos holtzman, de
10 e 30 dias de idade infectados com baixo e
alto in6culo, e verificar o comprometimento de
areas desprovidas da barreira
hematoencefalica durante a infeccdo do SNC
pelo T. cruzi.

MATERIAL E METODOS
Foram inoculados intraperitonealmente,
com 5 x 10° ou 2,5 x10* tripomastigotas da
cepa Y (SILVA & NUSSENZWEIG, 1953) do T.
cruzi por 50g de peso corporal. Foram
utilizados 24 ratos Holtzman aos 10 ou 30 dias
de idade, formando os seguintes grupos com
quatro animais cada.
1°© grupo - ratos de 10 dias, inoculados com
2.300 formas (5x 10°).

2° grupo - ratos de 10 dias, inoculados com
100.000 formas (2,5 x10%).

3° grupo - ratos de 30 dias, inoculados com
8.000 formas (2,5 x 10%).

4° grupo — ratos de 30 dias inoculados com
300.000 formas (2,5 x 10%).

5° grupo — ratos controles de 10 dias.

6° grupo — ratos controles de 30 dias.

Os animais ap6s a inoculagdo foram
mantidos no biotério do laboratério de
Bioquimica e Neurociéncias do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de
Goias, recebendo agua e racdo (labina-purina)
a vontade. Os animais foram sacrificados no
13° dia ap6s a inoculacdo sob anestesia por
hidrato de cloral durante a perfuséo
intracardiaca de salina seguido de

parafomaldeido a 4% em tampédo fosfato

0,1M, pH 7,2. Foram feitas secc¢bes frontais do
encéfalo ao nivel do quiasma 6ptico, do corpo
mamilar e na extremidade caudal da ponte. Os
fragmentos foram processados para inclusao
em paraplast ou em glicol metacrilato (GMA).
Seccgbes de 4 microbmetros de espessura foram
coradas com hematoxilina/eosina e
submetidas a contagem dos ndédulos gliais e
ninhos de amastigotas Os resultados foram
comparados pelo teste estatistico Anova.
Outras seccbes de resina com 2 micrometros
de espessura foram coradas com azul de
toluidina-orangeG-eritrosina. A
imunohistoquimica indireta para deteccdao de
antigenos do T. cruzi foi realizada usando soro
de coelho infectado com T. cruzi e anticorpo
anti-coelho obtido em cabra conjugado a
peroxidase (Sigma), revelado com 3’3
diaminobenzidina (DAB) e contra-corados com
hematoxilina diluida em agua a 0,25%

(STERNBERGER, 1986).

RESULTADOS

O parasitismo do encéfalo foi discreto,
tanto em ratos aos 10 dias de idade (figura
1A) quanto aos 30 dias, inoculados com 5 X
10® tripomastigotas/50g demonstrado por
nodulos gliais esparsos. Na maioria das
seccdes, as amastigotas puderam ser
identificadas somente pela técnica
imunohistoquimica (figura 1B).

A inoculacdo de 25 x 10°
tripomastigotas/50g induziu parasitismo
encefalico mais intenso. O parasitismo foi
maior no grupo infectado aos 10 dias de idade
em comparacgdo com a infeccdo dos ratos mais
velhos (tabela -1). Aos 10 idades de idade os

nodulos gliais (figura 1C) e ninhos de
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amastigotas (figura 1D) foram particularmente

numerosos no cortex cerebelar, sendo

também encontrados em outras regides do
cerebelo. Nodulos gliais foram observados na

regido sub-pial (figura 2A) e ninhos por todo o

hemisfério cerebral (figura 2B). Areas
desprovidas de barreira hematoencefalicas tais
como, &rea postrema, glandula pineal, plexo
coridide (figura. 2C) e hipdfise (figura 2D)

mostraram raro parasitismo.

Tabela. 1 — Niumero de ninhos de amastigotas e de nédulos gliais no encéfalo de ratos Holtzman. Os
ratos foram inoculados aos 10 ou 30 dias de idade, com 5 X 10° ou 2,5 X 10* tripomastigotas/50g
de peso corporal (cepa Y do Trypanosoma cruzi) e sacrificados 13° dia de infec¢ao.

Grupos — ratos In6culo Ninhos de Nodulos
Amastigotas
Infectados aos 10 dias 5 x 10° 18?2 433°
2,5 x 10* 3.847° 1.196'
Infectados aos 30 dias 5 x 10° 4° 69
2,5 x 10* 560 881"
Controles - 00 00

Os valores com letras diferentes nas colunas

indicam diferencas significativas. (anova).

Figura 1 — Ratos inoculados aos 10 dias de idade com 5 x 10% ou 2,5 x 10* tripomastigotas/50g de peso corporal e

sacrificados aos 13 dias de infeccéo.

A - Nédulo glial (seta) no cértex do hipocampo. Inéculo de 5 x 10°. Hematoxilina/eosina, 70X.

B - Nédulos gliais (setas) no cortex cerebral exibindo amastigotas (coradas em marrom). Inéculo de 5 x 10°.

Imunohistoquimica para Trypanosoma cruzi, 80X.

C - Nodulo glial (seta) no cértex cerebelar. Inéculo de 2,5 x 10°. Hematoxilina/eosina, 150X.

D - Ninho de amastigotas (seta) no cértex cerebelar. Inéculo de 2,5 x 10*. Azul de toluidina-orangeG-eritrosina,

850X.
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Figura 2 — Ratos infectados aos 30 dias de idade com 2,5 x 10* tripomastigotas/50g de peso

corporal e sacrificados no 13° dia de infecgéo.

A - Nédulo glial sub-pial (seta) no cortex cerebral. Azul de toluidina-orange-G-eritrosina 300X.

B - Ninho de amastigotas integro na camada piramidal externa (seta) do coértex cerebral. Azul de

toluidina-orangeG-eritrosina, 600X.

C - Nodulo glial (seta maior) no plexo coridide do ventriculo lateral, 300X. Inserto exibindo

amastigotas (setas menores). Azul de toluidina-orangeG-eritrosina, 850X.

D - Distribuicdo esparsa de amastigotas coradas em marrom (setas) na adeno-hipofise apés

imunohistoquimica para antigenos de Trypanosoma cruzi, 70X.

DISCUSSAO

Apesar de que o0s mecanismos de
penetracdo do T. cruzi no hospedeiro n&o
estarem  completamente  definido, este
depende em parte da cepa do parasito
(OLIVEIRA et al, 2007) e na interacdo
parasito-hospedeiro durante o curso da
doenca ha aumento da expresséo de proteinas
caderinas (DAMASCENO et al, 2008). Os
resultados ratificam tanto a influencia da idade
do hospedeiro quanto do tamanho do in6culo
no parasitismo do SNC. Animais inoculados
com alto nimero de tripomastigotas (2,5 x

10% apresentaram parasitismo mais intenso

em contraste com parasitismo discreto
encontrados em ratos infectado com a mesma
idade e baixo inéculo (5 x 10%), conforme ja
registrado (JARDIM, 1967; AMARAL et al.,
1975). De fato, houve maior parasitismo
encefalico quando se conjugou a menor idade
com o maior inéculo, todavia experimento com
a cepa Y em retos apresentam intensa
miocardite e raro parasitismo encefélico o que
sugere maior refratariedade do SNC ao T.
cruzi (MACHADO & RIBEIRO, 1989; MATA et
al, 2000).

A auséncia de parasitismo em

neurdnios do SNC mesmo em animais jovens
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ratificou a refratariedade destas células ao T.
cruzi (TANOWITZ, 1992; MATA et al, 2000).
Por outro lado, também n&o houve
parasitismo preferencial pelas areas
desprovidas de barreira hematoencefalica, o
que sugere que outros fatores, além da
barreira hematoencefélica, podem estar
envolvidos no comprometimento do SNC pelo
T. cruzi. A elevada frequéncia de parasitismo
nas vizinhancas das células de Purkinje sugere
as alteracdes neste sitio, como fator promotor

da diminuicdo do nudmero destas células
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