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RESUMO: Este trabalho descreve um modelo de desnervagdo neuronal em ratos infectados
experimentalmente com diferentes inoculos da cepa Y de Trypanosoma cruzi, visando posteriores
abordagens inovadoras para intervencéo terapéutica de individuos infectados por T. cruzi. O experimento foi
realizado como ensaio cego, controlado, randomizado por sorteio, utilizando 24 ratos Wistar, machos de 8
semanas em grupos: controle néo infectado controle (CNI), infectados com 15.000 (G15), 30.000 (G30),
60.000 (G60), 250.000 (G250), 500.000 (G500), 1.000000 (G1.000000) e 5.000000 (G5.000000) formas
tripomastigotas sanguineas da cepa Y de T. cruzi, via intraperitoneal. Aos 75 dias de infec¢&o, os animais
foram mortos. O célon foi retirado, dissecado para obtenc¢é@o da tUnica muscular e serosa e submetido a
técnica de Giemsa. Foram quantificados neurénios mientéricos presentes em 120 campos microscopios ao
longo da circunferéncia intestinal do segmento distal do célon de cada rato. A desnervacdo (morte neuronal)
foi avaliada pela comparacéo da densidade neuronal entre grupos infectados e controle. Os dados foram
analisados utilizando os testes ANOVA — Tukey e Kruskall-Wallis, com 5% de significAncia. Os animais
infectados com (15.000), (30.000), (60.000) e (250.000) formas tripomastigotas sanguineas, n&o
apresentaram diferenca significante na densidade neuronal do célon distal quando comparado ao grupo
CNI. Os grupos infectados com 500.000, 1.000000 e 5.000000 formas tripomastigotas sanguineas
apresentaram reducdo significante deste par&metro, em relagdo ao grupo controle ndo infectado e aos
grupos com menor inoculo, mostrando que o grau de desnervagéo neuronal mientérica em ratos Wistar esta
relacionada ao tamanho do inoculo a partir de inéculos com 500.000 formas tripomastigotas.
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1. INTRODUCAO

A doenca de Chagas, descrita por Carlos Chagas em 1909, € uma zoonose
causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi, e ainda hoje representa um grave
problema de saude publica (Schmunis, 2010). A estimativa é de que aproximadamente 10
milhdes de pessoas estejam infectadas em todo o mundo, principalmente na América
Latina, onde a doenca é endémica, e mais de 25 milhdes de pessoas estdo sob o risco de
adquirir a infeccdo (World Health Organization, 2013).
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No decorrer da doenca observam-se duas fases clinicas, uma aguda que dura de
30 a 90 dias, caracterizada pelo elevado parasitismo tecidual e parasitemia patente, nos
humanos exibindo-se frequentemente como nao aparente, e na grande maioria das vezes
apresenta sintomas inespecificos. E seguida de uma fase crénica onde cerca de 70% dos
individuos permanecem assintomaticos caracterizando a forma indeterminada ou
inaparente da doenca. Contudo, 30% das pessoas infectadas desenvolvem a fase crbnica
sintomética em um periodo de 10 a 30 anos apos a infeccdo desenvolvendo as formas
clinicas cardiaca e digestiva (Prata, 2001; Rassi, 2012).

Embora excepcionalmente os parasitos possam ser encontrados nas seccdes
histolégicas de rotina, a patologia dos megas associada a doenca de Chagas nada tem de
especifico. Ha tempos as alteragBes anatomo-patolégicas dos megas - megaesodfago e
megacoélon sdo bem estabelecidas. Seus achados incluem intensa fibrose do plexo
mioentérico, com desaparecimento ou diminuicdo de neurdnios, hipertrofia da camada
muscular do es6fago e as reacdes inflamatérias focais tanto na vizinhanca dos plexos,
guanto em plena camada muscular (Dias, 2000).

Os roedores tém sido de extrema importancia para estudos cientificos em diversas
areas e sao 0s animais mais utilizados pelos centros de pesquisa, por apresentarem
caracteristicas fisiologicas e genéticas muito semelhantes a dos humanos (Carvalho,
2009). Modelos de desnervacdo neuronal miontérica por T. cruzi em camundongos estao
bem estabelecidos (Moreira et al, 2011) mas esta espécie € fatalmente sensivel a esta
infeccdo. Um modelo experimental mais resistente ao T. cruzi (Desquesnes, 2010) e com
maior porte apresenta mais utilidade para o estudo de medicamentos ultra-diluidos. Cada
espécie possui mecanismos fisioldégicos proprios, podendo sofrer variacdes relacionadas
ao sexo, idade, linhagem e resisténcia imunoldgica sofrendo, ainda, influéncia da dieta,
manuseio e ambiente (Dantas, 2006). Dessa forma, este trabalho descreveu um modelo
de desnervacdo neuronal em ratos Wistar infectados experimentalmente com diferentes
in6culos da cepa Y de T. cruzi, visando abordagens inovadoras para intervencao
terapéutica de individuos infectados por T. cruzi.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 ETICA:

O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em experimentacdo animal da
Universidade Estadual de Maringa (UEM), Parana - Parecer 110/2011.

2.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL:

O experimento foi realizado como ensaio cego, controlado, randomizado por
sorteio.

2.3 ANIMAIS:

Foram utilizados 24 ratos Wistar, machos de 8 semanas de idade, distribuidos em
8 grupos (N=3): controle nao infectado (CNI), infectados com 15.000 (G15), 30.000 (G30),
60.000 (G60), 250.000 (G250), 500.000 (G500), 1.000000 (G1.000000) e 5.000000
(G5.000000) formas tripomastigotas sanguineas da cepa Y de T. cruzi, via intraperitoneal.
Os animais foram acondicionados em caixas de polipropileno (dimenséo 414 x 344 x 168
mm) tampadas com grade zincada com depresséo central para deposicdo da racédo e
bebedouros. Os animais permaneceram em biotério climatizado (temperatura entre 21 e
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23°C) com ciclo claro/escuro de 12h e com agua (clorada) e racdo (Nuvilab Cr-1® da
Nuvital®) disponiveis “ad libitum”.

2.4 COLETA DE INTESTINO:

Aos 75 dias de infeccdo, os animais foram submetidos a eutanasia por
aprofundamento anestésico (cloridrato de cetamina 50mg/kg) e xilasina-10mg/kg,
intraperitonealmente). O colon de cada animal foi retirado, dissecado para obtencdo da
tinica muscular e serosa e submetido a técnica de Giemsa (Barbosa 1978).

2.5 ANALISE QUANTITATIVA DE NEURONIOS MIOENTERICOS:

Foram quantificados o0s neurdbnios miontéricos presentes em 120 campos
microscoépios equitativamente ao longo da circunferéncia intestinal do segmento distal do
colon de cada rato. Foi utilizado microscopio fotdnico (Olympus CBA), com objetiva de
40X. A desnervacdo (morte neuronal) foi avaliada pela comparacdo da densidade
neuronal entre grupos infectados e controle.

2.6 ANALISE ESTATISTICA:

A distribuicdo dos dados foi verificada com o teste D Agostino Pearson. Para a
comparacao de dados entre os grupos foram utilizados os testes ANOVA-Tukey (para 0s
que apresentaram distribuicdo normal), Kruskall-Wallis (para os que apresentaram
distribuicdo ndo-especificada), com nivel de significancia de 5%. Foi utilizado o programa
BioEstat 5.0°.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, aos 75 dias de infeccdo, os animais infectados com (15.000),
(30.000), (60.000) e (250.000) formas tripomastigotas sanguineas ndo apresentaram
diferenca significante na densidade neuronal no cdélon distal quando comparado ao grupo
CNI. Contudo, os grupos infectados com 500.000, 1.000000 e 5.000000 formas
tripomastigotas sanguineas apresentaram reducdo significante neste parametro, em
relacdo ao grupo controle ndo infectado e aos grupos com menor inoculo (Figura 1). No
entanto, ao comparar a densidade neuronal entre 0s animais com estes trés maiores
in6culos, ndo foi observada diferenca significante. Estes dados coincidem com os de
Moreira et al, (2011), que observaram que o grau de desnervacao neuronal miontérica da
populacdo neuronal total em camundongos ndo esta relacionado ao tamanho do inoculo,
mas sim ao tempo de infeccdo, quando comparados apenas dois inéculos 100 e 1000
tripomastigotas.
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Figura 1 — Densidade neuronal miontérica do c6lon distal de ratos, infectados com tripomastigotas
sanguineos da cepa Y do T. cruzi, aos 75 dias, controle ndo infectado (G1), 15.000 formas tripomastigotas
sanguineas (G2), 30.000 (G3), 60.000 (G4), 250.000 (G5), 500.000 (G6), 1.000000 (G7) e 5.000000 (G8).

Algumas das principais complicac6es da doenca de Chagas estao relacionadas ao
comprometimento do funcionamento do tubo digestorio e do coragéo. Entre elas, destaca-
se 0 megaesdfago e megacolo, resultante da destruicdo de neurbnios mioentéricos. Esta
desnervacédo ocorre em graus variados de forma irregular e descontinua dependendo
tanto do parasito quanto das condi¢cdes do hospedeiro (Rassi, 2012).

4. CONCLUSAO

O modelo de desnervacdo neuronal proposto utilizando ratos Wistar, infectados
com diferentes in6culos da cepa Y de T. cruzi é valido, pois mostra alteracdes na
populacdo neuronal miontérica total com reducdo na densidade/morte neuronal e a
reducdo a partir do inoculo de 500.000 formas tripomastigotas.
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