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Resumo

RESUMO

A Tripanossomiase americana, ou mais comumente conhecida, doenga de Chagas
(DC), é atualmente uma das mais importantes antropozoonose endémica. E
causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi (T. cruzi). T. cruzi pode ser encontrado
em diferentes locais dentro do hospedeiro vertebrado. As formas tripomastigotas
sanguineas predominam na fase aguda, bem como a infecgao por amastigotas de
praticamente todos os 6rgaos e sistemas. A carga parasitaria € um fator importante
gue influencia o progresso do estagio agudo e, consequentemente, a doenga, e esta
ligada a alteragdes cardiacas, intestinais e renais. A diabetes e a doenca de Chagas
foram relatadas em estudos anteriores, mas as alteracdes pancreaticas na doenca
de Chagas foram pouco estudadas e focadas em estudos funcionais de metabolismo
de carboidratos e pancreas exdcrino, principalmente nas formas indeterminada e
critica da doenca. Aqui estabelecemos infecgao chagasica aguda e cronica em
camundongos C57BL/6 machos com cepa Y e parasitemia de acesso, infiltrado
inflamatdrio pancreatico, mortalidade e histopatologia pancreatica, morfometria e
funcionalidade com TITG e quantificacao de insulina plasmatica. A infeccao por T.
cruzi leva ao parasitismo e consequentes alteracdes morfoldgicas e funcionais no
pancreas, de um modo dependente do inéculo. Alta carga parasitaria induz a uma
infeccdo aguda com alta parasitemia, mortalidade e menor parasitismo tecidual, com
ligeiras alteragbes pancreaticas (estruturais e funcionais). A menor carga parasitaria
acarreta parasitismo pancreatico acentuado, com intenso infiltrado inflamatdrio
associado, area das ilhotas pancreaticas, associada a menor insulina plasmatica e
glicemia. Em camundongos na fase crénica com diferentes indculos manteve-se de
forma semelhante o parasitismo e a inflamagdo pancredtica e menor insulina
plasmatica. Essas diferentes alteragbes pancreaticas em relacdo as diferentes
cargas parasitarias podem ser partes importantes no amplo enigma de variacées

clinicas e metabdlicas associadas a doenga de Chagas.

Palavras-chave: Doenca de Chagas; Pancreas; Cepa Y; Glicemia; Trypanosoma

cruzi
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Abstract

ABSTRACT

American Trypanosomiasis, or more commonly known, Chagas Disease (CD), is
currently one of the most important endemic anthropozoonosis. It is caused by the
Trypanosoma cruzi protozoan (T. cruzi). T. cruzi can be found in different sites inside
the vertebrate host; the blood trypomastigote forms predominate in the acute stage,
as well as the amastigote infection is present all organ and systems. The parasite
load is an important factor that influences the progress of the acute stage, and
consequently, the disease, and are linked to heart, intestinal and kidney changes.
Diabetes and Chagas disease was related in previous studies, but pancreatic
changes in Chagas Disease were little studied and focused in functional studies of
carbohydrate metabolism and exocrine pancreas, mainly in the indeterminate and
critical forms of the disease. Here we did establish acute and chronic chagasic
infection in male C57BL/6 mice with Y strain and access parasitaemia, pancreatic
inflammatory infiltrate, mortality and pancreatic histopathology, morphometry and
functionality with Intraperitoneal Glucose Tolerance Test (TITG) and plasma insulin
guantification. Trypanosoma cruzi infection leads to parasitism, and consequent
morphological and functional changes in the pancreas, in an inoculum dependent
way. High parasite load leads to an aggressive acute infection with high parasitemia,
mortality and smaller tissue parasitism, with slight pancreatic changes (structural and
functional). Lower parasite load leads to marked pancreatic parasitism, with intense
associated inflammatory infiltrate, reduction of the pancreatic islet area, associated
with lower plasma insulin and glycemia. At chronic phase mice with different inocula
similarly maintained the parasitism and the pancreatic inflammation and lower
plasma insulin. These different pancreatic changes in relation to different parasite
loads can be important parts in the wide variation puzzle of clinical and metabolic

changes that are associated with Chagas Disease.

Keywords: Chagas Disease; Pancreas; Y strain; Glycemia; Trypanosoma cruzi
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1 INTRODUGAO

1.1 HISTORICO E SITUACAO ATUAL

A Tripanossomiase americana, ou como € mais conhecida doenca de Chagas
(DC), é uma das antropozoonoses endémicas mais importantes da atualidade (Rassi
e Marin-Neto, 2010). E causada por protozoario Trypanosoma cruzi (T. cruzi)
(Chagas, 1909), e sua distribuicao geografica da infeccdo chagasica, incluindo os
seus reservatorios e seus vetores, estendem-se desde o sul dos Estados Unidos até
o sul da Argentina e Chile, afetando cerca de 7 milhdes de pessoas e com outras 25
milhées em risco de infecgédo (Who, W. H. O., 2015).

Em um feito ainda inigualado na medicina, Carlos Chagas identificou o agente
etiolégico, o vetor e descreveu o quadro clinico e as principais formas da doenca
gue seria batizada com seu nome (Chagas, 1909). De forma interessante,
evidéncias paleoparasitologicas indicam que T. cruzi esta presente parasitando o ser
humano ha milhares de anos, como em mumias no Chile (Ferreira et al., 2000;
Moncayo e Ortiz Yanine, 2006).

Diversos fatores se apresentam como condicionantes para a transmissao da
doenca de Chagas, como migracbes humanas ndo controladas, baixa condi¢ao
sécio-econémica e degradagcdo ambiental (Pinto Dias, 2013; Coura et al., 2014). Até
este momento, a globalizagao contribuiu para identificacdo de casos em paises nao
endémicos, como na Europa, América do Norte, Asia e Oceania. Além dos
processos migratorios, a melhora nos testes e exames de triagem apenas
recentemente instalados nessas regides também contribuiram para um maior
numero de diagnosticos (Riera et al., 2006; Bern et al., 2007; Buekens et al., 2008;

Dias et al., 2008). Segundo o ultimo consenso brasileiro em Doenga de Chagas, no
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Introdugdo

periodo de 2000 a 2013 foram notificados 1.570 casos de doenca de Chagas aguda,
oriundos de registros da maioria dos estados brasileiros, com a excegdo do Mato
Grosso do Sul, Distrito Federal e Parana. A maioria destes casos (1.430, 91,1%)
concentrava-se na regiao Norte, seguida pelas regides Nordeste (73, 4,7%), Sul (28,
0,2%), Centro-Oeste (27, 1,8%) e Sudeste (12, 0,8%). Ressalta-se que o Estado do
Para foi responsavel por 75% de todos os casos no pais e por 82% dos casos da

regido Norte (Saude, 2015; Dias et al., 2016).

1.2 TRANSMISSAO

Classicamente, as formas de transmissao da doenga de Chagas envolvem as
vias: vetorial, transfusional, transplacentaria ou oral. A transmissao também pode ser
por mecanismos menos comuns, que envolvem acidentes de laboratério, manejo de
animais infectados e transplante de 6rgaos solidos (Sanchez-Guillén et al., 2002;
Moncayo e Ortiz Yanine, 2006; Gascon et al., 2010). Em relagédo a via vetorial, T.
cruzi é transmitido pelos insetos triatomineos, popularmente conhecidos como
barbeiros. Dentre as mais de 100 espécies de triatomineos presentes nas américas,
a maioria destas sendo importante apenas no ciclo silvestre da doenga de Chagas,
uma pequena parcela infesta casas e desta forma sao importantes no ciclo
doméstico de T. cruzi. Destes, Triatoma infestans e Rhodnius prolixus sao dois dos
principais vetores (Kollien e Schaub, 2000).

No Brasil a principal forma de transmissdo durante varias décadas foi a
vetorial, com o Triatoma infestans figurando como a principal espécie (Coura e Dias,
2009). Contudo, nos ultimos anos, a forma prevalente no ultimo reporte oficial foi

peca via oral (1.081, 68,9%), seguida pela transmisséo vetorial em 100 casos (6,4%)

(Sallde 2018) Cahe ressaltar aue a Oraanizacia Mundial de Salide acredita aile
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Introdugdo

possa haver uma subnotificagdo dos casos com transmissdo vetorial, devido
especialmente a sua ocorréncia em regides com sistemas de saude precarios. Por
exemplo, em 372 (23,7%) casos notificados nao foi identificada a forma de
transmissao, sendo 93,0% (306 casos) destes somente do Estado do Para (Saude,

2015; Who, 2015).

1.3 CICLO DE VIDA, RESPOSTA IMUNE E FISIOPATOGENIA

O ciclo de vida de T. cruzi é baseado em seu desenvolvimento em um
hospedeiro vertebrado e em um hospedeiro invertebrado. De forma geral, a partir de
um hospedeiro infectado os insetos triatomineos ingerem os parasitos, que se
desenvolvem em seu trato digestivo e sdo eliminados nas fezes durante ou apés o
repasto sanguineo em um hospedeiro vertebrado. Apds entrar em contato com este
hospedeiro, T.cruzi invade células e se replica no interior destas, levando a lise das
células infectadas, liberagdo na corrente sanguinea e invasdo de novas células,
podendo ainda infectar um novo inseto vetor (Chagas, 1909; Brener, 1973; Brener et
al., 2000).

Durante este ciclo de vida, T. cruzi desenvolve trés formas morfologica e
funcionalmente distintas: epimastigota, tripomastigota e amastigota. Estas formas se
diferem ndo somente pelo hospedeiro onde sdao encontradas, mas também por sua
capacidade de invadir células, se desenvolver em meio intracelular e terem
mecanismos de resisténcia e suscetibilidade diferentes aos mecanismos
imunoldgicos dos hospedeiros vertebrados e triatomineos. A forma tripomastigota
metaciclica estd presente no intestino posterior do triatomineo, na corrente

sanguinea do hospedeiro vertebrado e dentro das células parasitadas, nos

maomentas iniciais nAs infeccin e imediatamente antes da lise destas células:
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forma amastigota, encontrada no interior das células dos hospedeiros mamiferos e
possivelmente também no sangue; e a forma epimastigota, encontrada no tubo
digestivo do inseto vetor e também na maior parte das culturas axénicas (Brener,
1973; Brener et al., 2000; Kollien e Schaub, 2000; Rassi e Marin-Neto, 2010).

A forma tripomastigota sanguinea tem capacidade de invadir, ativa ou
passivamente, qualquer célula do organismo, se diferenciando em forma amastigota
intracelular, encurtando seu flagelo e incorporando-o ao seu corpo. Estas formas sao
capazes de destruir a membrana do vacuolo parasitéforo, ficando livre no
citoplasma, iniciando uma fase de divisdo binaria que ocorre por varios dias,
dependendo da cepa de T.cruzi (Brener, 1973; Burleigh e Andrews, 1995). Apds
este periodo se inicia um processo de diferenciacdo de amastigotas em
tripomastigotas sanguineas, que sob esta forma, rompem a célula hospedeira,
invadem as células vizinhas ou caem na corrente circulatéria dando inicio ao novo
ciclo (Brener, 1973; Brener et al., 2000; Kollien e Schaub, 2000; Rassi e Marin-Neto,
2010). Conforme podemos observar, T. cruzi, in vivo e in vitro, replica-se de forma
intracelular, sendo que, uma vez no hospedeiro, pode infectar varias células
nucleadas. E, desta forma, um parasito intracelular importante e bem sucedido,
devido a sua viruléncia e capacidade de infectar varios tipos celulares (Reed, 1998).

Em todas essas fases da infeccdo com T. cruzi o sistema imune tem
participacéo crucial, sendo desencadeados diversos mecanismos imunolégicos que
vao atuar na tentativa de eliminar ou conter a infecgdo. A resposta imune na doenga
de Chagas ocorre principalmente em trés niveis: detecgdo e destruigdo dos
parasitos diretamente, particularmente por macréfagos e células dendriticas;
ativacdo de células dendriticas e macrofagos no intuito de potencializar suas

fungdes como apresentadores de antigenos, e desta forma, direcionar uma resposta
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imune adaptativa eficiente; e por ultimo, monitorando a infec¢ao de células nao-
fagociticas, como por exemplo, cardiomiécitos, neurbnios e ilhotas pancreaticas
(Reed, 1998; Nardy et al., 2015).

De modo geral, a imunidade inata fornece a primeira linha de defesa contra
agentes agressores, como por exemplo, T. cruzi, utilizando-se de diversos
receptores, como o0s Toll-like receptors (TLR). Estes reconhecem padrdes
microbianos, como LPS, LPG, flagelina, entre outros, sendo que a estimulacado da
maioria de TLRs condiciona células dendriticas a atuar na diferenciacdo de linfocitos
T auxiliares, com prevaléncia de Th1 na doenca de Chagas (Schnare et al., 2001).
llustrando essa importancia, camundongos deficientes do principal sinalizador de
TLR, MyD88, tem deficiéncia na produgcdo de citocinas inflamatodrias, junto com
parasitemia e a mortalidade aumentadas (Campos e Gazzinelli, 2004).

Outros papeis importantes da imunidade inata na doengca de Chagas seriam a
ativacao de outros componentes desta imunidade, como células Natural killer (NK)
(Hatcher et al., 1981), macrofagos (Ortiz-Ortiz et al., 1976), e ativagao secundaria
policlonal de células T, com aumento de moléculas pré-inflamatério, pelo menos nos
eventos iniciais da infecgao, por T. cruzi (Huang et al., 2000; Ropert et al., 2001,
Huang et al., 2003; Petersen e Burleigh, 2003; Ropert et al., 2003).

Além de células da imunidade inata, células ndo imunes alvos da infeccao
pelo T.cruzi como os cardiomiocitos sdo ativadas em um padréo inflamatorio
durante a infecgéo por T. cruzi, produzindo mediadores como citocinas, quimiocinas
e intermediarios de oxigénio e nitrogénio, resultando em aumento da inflamacgé&o
tecidual (Teixeira et al., 2002). Embora este efeito esteja mais claramente
caracterizado no tecido cardiaco, no parasitismo de outros sitios, como as ilhotas

pancreaticas, € razoavel esperar um fendbmeno parecido, e os dados deste e de
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outros trabalhos fortalecem este conceito. Neste contexto, diversas moléculas do
parasito parecem ter papel na ativagdo desta inflamacgao, destacando-se ancoras-
GPI, glicoproteinas e mucinas relacionadas a GPI, trans-sialidades, além do proprio
DNA do parasito (Almeida et al., 1999; Procopio et al., 1999; Almeida et al., 2000).

As células T compreendem a grande maioria das células no infiltrado
inflamatdrio de pacientes chagasicos e sao provavelmente principais controladoras
da reatividade imune nesta doencga (Reis et al., 1993). No que diz respeito a ativagao
de célula T paciente chagasico crénico, mostrou-se que individuos com a forma
indeterminada ou severa da doenca de Chagas tem uma alta frequéncia de
circulagao de células T CD4+ e T CD8+ (Dutra et al., 1996), além de T CD8+ no
infiltrado inflamatdrio das lesdes (Reis et al., 1993).

Ainda, evidéncias pioneiras ja apontavam uma resposta predominantemente
do tipo Thl como determinante da resisténcia a infeccdo, representado
principalmente pelas citocinas inflamatérias IFN-y e TNF-a, ativadores de
macrofagos e desencadeantes de producédo elevada de agentes antimicrobicidas
como o oxido nitrico (NO) e as espécies reativas do oxigénio, demonstrando o papel
crucial deste eixo de resposta imune (Silva et al., 2003; Mantovani et al., 2004).

Apods a infeccdo e o desencadeamento das respostas imunes iniciais, que
culminam com controle inicial da parasitemia e do parasitismo tecidual, a miocardite,
bem como a ativagéo policlonal de linfécitos, sdo atenuados durante a fase crénica
da doenga. Mecanismos imunorreguladores entram em cena, controlando atividade
do sistema imune, fator necessario para prevencao dos aspectos deletérios da
estimulacdo imunolégica excessiva (Hunter et al, 1997). Neste contexto,
mediadores imunorregulatérios, como citocinas e outros mediadores (Pinge-Filho et

al., 1999), ou inducao de apoptose de células B e T (Lopes et al., 1995; Lopes e
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Dosreis, 1995; Freire-De-Lima et al., 2000; Zuniga et al., 2002) tem papel relevante
no controle da exacerbagao da resposta imune e a passagem da fase aguda para a
fase crénica da infecgao.

De fato, citocinas imunorregulatérias, como TGF- e IL-10, tém importante
papel no controle da resposta imune durante a infeccdo com T. cruzi e modelos
experimentais reforgam a importédncia destas citocinas, com camundongos
deficientes de IL-10 exibindo forte resposta inflamatéria e embora controlem bem o
parasitismo, sucumbem perante uma resposta inflamatoria exacerbada (Hunter et
al., 1997). Outra evidéncia importante € a demonstragdo de que expressao
aumentada de mRNA de IL-10 ja é observada 15 dias apds a infecgao, sugerindo
sua participagao desde os eventos iniciais da doenca (Golgher e Gazzinelli, 2004).

Um importante aspecto a ser considerado nesse contexto de
imunorregulagcdo como controle de danos derivados da inflamacao é sua utilizagédo
pelo parasito para estabelecer uma infecgdo de longo prazo, tanto nos sitios
classicos de desenvolvimento de lesdo, como o coragdo, ou outros menos
estudados, como rins, intestino, cérebro, sistema fagocitico mononuclear e
pancreas. (Silva et al., 1991, Silva et al., 1992; Golgher e Gazzinelli, 2004).

Tomando todos estes conceitos em conjunto, podemos resumir que a fase
aguda da doenga de Chagas apresenta alta parasitemia inicial, ativagdo de multiplos
componentes do sistema imune, com intensos processos inflamatérios associados
ao parasitismo e que culminam com desenvolvimento de resposta imune especifica,
polarizagédo especialmente do tipo Th1, contole da infecgdo sistémica e do
parasitismo tecidual, contudo sem levar a esterilidade (Fragata Filho et al., 1995;
Rassi et al., 2010). A todos esses eventos iniciais segue uma fase crénica da

infeccdo, mantida com trés caracteristicas basicas: parasitemia baixa ou
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indetectavel, parasitismo tecidual e altos niveis de anticorpos especificos e
inespecificos (Fragata Filho et al., 1995; Rassi et al., 2010). De forma extremamente
interessante, o0 prognostico é deveras imprevisivel, com apenas algumas
caracteristicas comuns, em humanos: uma longa fase dita indeterminada, as quais
manifestagées clinicas s&o mais suaves, embora progressivas, ou formas
determinadas, especialmente com sintomas cardiacos e gastrointestinais (Rassi et
al., 2010).

Este periodo de “laténcia” da infeccdo pode perdurar por toda a vida do
hospedeiro. Porém, em uma parcela dos individuos este equilibrio € quebrado e as
manifestacdes clinicas da doenga se manifestam. A exata relacdo parasito
hospedeiro envolvida neste desequilibrio ainda € muito controversa, com as teorias
fundamentadas principalmente em trés hipdteses: dano direto pelo parasito,
autoimunidade e suscetibilidade genética do hospedeiro.

Primeiramente, a patologia seria devido a uma ruptura da célula parasitada e
liberagdo dos antigenos do parasito, afetando o tecido e direcionando uma
inflamacao crénica. Contudo, esta teoria esbarrava na auséncia de demonstracao de
parasitos nos tecidos de cerca de 80% dos individuos ja com a patologia
desenvolvida (Teixeira et al., 2006). De fato, as manifestagdes crénicas da doenga
de Chagas n&o estdo relacionadas com severa parasitemia, pelo contrario, esta é
praticamente ausente na fase cronica da doenga (Teixeira et al., 2006). Esta
dificuldade foi resolvida com o advento de testes imunoldgicos e, em especial
moleculares, que demonstraram a presenca de kDNA de T. cruzi nos tecidos de
individuos chagasicos (Zhang e Tarleton, 1999), embora esse n&o seja indicativo de

infeccao ativa com T. cruzi (Lauria-Pires et al., 2000).
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Ainda, nas ultimas décadas, a autoimunidade tem sido considerada um
importante aspecto na patogenia da doenga de Chagas, recebendo atencdo e
suporte substanciais (Girones e Fresno, 2003). Dados experimentais tém
demonstrado que a autoimunidade € um importante componente da patogénese da
Doenga de Chagas (Levitus et al., 1991; Abel et al., 1997; Correa-Oliveira et al.,
1999; Dutra et al., 2000; Dutra et al., 2005). E atualmente aceito que resposta
antiparasitas e autoreativas ndo sdo mutuamente exclusivas na doenga de Chagas e
que as combinagcdes destes tipos de resposta imune podem estar envolvidas no
estabelecimento da patologia (Dutra et al., 2005). Ainda, fatores genéticos do
parasita e hospedeiro também podem influenciar o resultado da infecgéo
(Kierszenbaum, 2003).

A grande maioria dos dados ao longo dos anos aponta que, no Brasil, a forma
cardiaca é a mais frequente, acometendo cerca de 30% dos pacientes com doenga
de Chagas (Rassi et al., 2000; Coura, 2007; Pinto Dias, 2013; Saude, 2015). Devido
a isso grande parte do conhecimento acerca dos mecanismos que levam as
alteragbes na doenca de Chagas esta contextualizado no tecido cardiaco, podendo
em grande medida ser transposto a demais tecidos parasitados.

Dentre todos os mecanismos envolvidos na fisiopatogenia da forma cardiaca
da Doenca de Chagas, é relativamente consensual que a miocardite, tanto na fase
aguda quanto crbnica (Brener et al., 2000), € o componente principal para
desencadear as repercussdes funcionais observadas, como a cardiomegalia,
insuficiéncia cardiaca congestiva e arritmias (Bilate e Cunha-Neto, 2008; Gutierrez et
al., 2009). A reagéo inflamatéria frente aos parasitas que colonizam estes 6rgaos é
amplamente suportada por estudos como fator crucial para as manifestacées da

doenca de Chagas. Nesta perspectiva, as lesdes crénicas seriam geradas por uma
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continua destruicdo do tecido infectado através de uma resposta inflamatoria
induzida por T. cruzi e mediada por clones linfocitarios especificos para o parasita

(Zhang e Tarleton, 1999).

Embora cada vez mais estudos confirmem esses dados, desde os estudos
pioneiros no inicio do século passado autores ja apontavam para o fato de o
infiltrado inflamatoério parecer mais lesivo para as células cardiacas do que no
controle  parasitario (Viana, 1911). Esta miocardite é caracterizada
fundamentalmente por um infiltrado de células mononucleares, destruicdo de fibras
miocardicas no foco inflamatério, areas de fibrose e raros parasitos nas lesdes
(Brener et al., 2000). Ocorre destruicdo de células cardiacas mediadas por
mecanismos estabelecidos logo no inicio da infecgdo e perpetuados pela continua
estimulagao antigénica durante o curso da doenca (Santos-Buch e Teixeira, 1974).

Esta caracteristica dindmica do processo inflamatério nos tecidos parasitados
leva, comumente ao reparo via fibrose (Andrade et al., 2000), com todos os padroes
de fibrose descritos (focal, difuso, intersticial, perivascular e plexiforme), até mesmo
em um mesmo corte histolégico, sendo fator decisivo no mecanismo de insuficiéncia
cardiaca (Ju e Dixon, 1996). De fato, mesmo pacientes cronicos assintomaticos
apresentam lesdes avangadas de inflamagao e fibrose (Pereira e Coura, 1986),

reduzida experimentalmente com tratamento antiparasitario (Andrade et al., 1991).

1.4 PANCREAS E DOENGA DE CHAGAS

T. cruzi pode ser encontrado em diferentes sitios no hospedeiro vertebrado,

predominando na fase aguda os tripomastigotas sanguineos e a infeccado por

amastinatas de Aradns e sistemas coma o milscula cardiaca miisculos esaiielética
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e lisos, células sanguineas e do sistema fagocitico mononuclear (inclusive em
linfonodos, bacgo e figado), supra-renal, sistema nervoso, ovarios, testiculos, pele,
tecido subcuténeo e pancreas, cuja fibrose e atrofia foram descritas em 26,6% dos
chagasicos portadores de megaeséfago e megacdélon, incluindo alteragbes
funcionais como hiperglicemia e amilasemia (Vieira e Hadler, 1961).

Alteragcbes pancreaticas na doenga de Chagas foram pouco estudadas e
focadas em estudos funcionais do metabolismo dos carboidratos e do pancreas
exécrino principalmente nas formas indeterminada e cronica da doenga. Estes
trabalhos demonstraram niveis diminuidos de glucagon e polipeptideo pancreatico
(PP) em pacientes com megacolon grave em comparagao com grupo controle sem
doenca apos infusao de insulina (Long, R. et al., 1980; Long, R. G. et al., 1980).

Alteracbes pancreaticas podem ser decorrentes de alteragbes difusas da
inervagao neste 6rgao, particularmente do sistema parassimpatico afetando células
a, B e PP; ou alteragdes do componente simpatico do sistema nervoso autonémico;
lesdo de ganglios intrapancreaticos; lesao direta das células 3 pelos parasitas ou
pelo processo inflamatério e alteragdes do eixo éntero-pancreatico (Mott et al., 1989;
Guariento et al., 1993; Oliveira et al., 1993; Dos Santos et al., 1998; Silva et al.,
2012).

O processo inflamatério na fase cronica e na fase aguda também foi relatado
em alguns trabalhos que demonstraram grande infiltrado celular, atrofia e fibrose na
por¢cao exoécrina, enddcrina e parénquima pancreatico (Dos Santos et al., 2004;
Coura, 2007), menor crescimento do pancreas com aumento do indice glicémico
(Albuquerque et al., 1991), presenga de desorganizagao e degeneragdo em algumas
areas do pancreas (Albuquerque et al., 1991), desorganizagdo causando alteragcbes

nas ilhotas pancreaticas (IP), ductos inter e intralobulares; e a desorganizagao acinar
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(De Scorza et al., 1995). Marinho e colaboradores (1999) mostram que a carga
parasitaria € um relevante fator que influencia no curso da fase aguda e,
conseguentemente, da fase crénica, juntamente com a resposta imune desenvolvida
pelo hospedeiro contra a infecgdo (Marinho et al., 1999).

Com relagdo aos aspectos morfolégicos e morfométricos de chagasicos
cronicos com a forma digestiva, Saldanha et al. (2001), encontraram aumento da
area e densidade de ilhotas pancreaticas na regido da cauda do pancreas (Saldanha
et al., 2001), concordando com estudo anterior que demonstrou aumento das ilhotas
pancreaticas na doenga de Chagas (Teixeira et al., 1989).

Apesar de estudos observacionais em humanos apontarem a relagcao da
doenca de Chagas com alteragdes pancreaticas, a maioria falha em monitorar como
o desenvolvimento da infeccéo, especialmente na fase aguda, mas também durante
o estabelecimento da fase cronica (Lana et al., 1992; Ramirez et al., 1994; Corbett et
al., 2002a; Romanha et al., 2010). Neste contexto, o camundongo € amplamente
utilizado, uma vez que a doenga manifesta-se de forma semelhante a observada na
infeccdo em humanos, com uma fase aguda sintomatica que evolui para a fase
cronica, infectando quase todos os tipos celulares, sendo de maior importancia os da
musculatura cardiaca e da musculatura esquelética (Brener, 1973; Burleigh e
Andrews, 1995).

Neste trabalho, demostramos a variagdo da curva parasitaria entre os grupos
estudados, além das alteragbes na resposta imunitaria, histopatoldgicas,
morfométricas e funcionais do pancreas em ambas fases da infecgdo. O que
contribui para melhor compreensdo das consequéncias de diferentes inéculos

parasitarios para o hospedeiro, auxilia a esclarecer a gravidade e o progndstico nas
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1 diferentes formas de infeccdo, além de contribuir para a criagdo de estratégias

2 terapéuticas e preventivas para a doenga de Chagas.
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1 2 HIPOTESE

2 A infeccao em camundongos C57BL/6 por diferentes cargas parasitarias de T.
3 cruzi causa alteragdes funcionais e morfométricas em pancreas de camundongos na

4 fase aguda e cronica da doenga de Chagas experimental.
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3 OBJETIVO GERAL

Analisar as ilhotas pancreaticas de camundongos C57BL/6 infectados T.
cruzi cepa “Y”, por meio do estudo bioquimico, histolégico, imunohistoquimico e

morfométrico, durante a fase aguda e crénica da infeccéo experimental.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

I.  Comparar o peso dos animais controles com o grupo dos animais infectados;
[I.  Avaliar a curva de sobrevida ao longo da infec¢ao;
[ll.  Avaliar a parasitemia entre os grupos infectados;
IV. Detectar os antigenos de T. cruzi por Imunohistoquimica;
V. Analisar a densidade parasitaria de ninhos de amastigotas de T. cruzi no
pancreas.
VI.  Quantificar o infiltrado inflamatério das ilhotas pancreaticas;
VIl.  Mensurar a média das areas das ilhotas pancreaticas;
VIIl.  Avaliar a curva de tolerancia a glicose;

IX. Dosar a insulina plasmatica.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados 150 camundongos da linhagem C57BI/6, isogénicos,
machos, com idade entre 6 e 8 semanas, pesando entre 18 e 24 gramas. A escolha
desta linhagem decorreu da sua relativa resisténcia, permitindo uma melhor
sobrevida e mesmo cronificagdo da infecgdo com relativa facilidade dependendo da
concentragdo do inéculo (ARAUJO-JORGE 17 & CASTRO, 2000).

Foram constituidos grupos controle (GC) com 50 animais e dois grupos de
infectados (Gl) com cepa "Y" MHOM/BR/0OQY (T. cruzi Il) com 50 animais cada. Os
animais, tanto no grupo controle quanto no grupo infectado, foram separados em
subgrupos de 5 animais para cada dia de eutanasia (7, 14, 21, 28 e 90 dias), assim
totalizando 10 animais por subgrupo, constituindo um n de 50 animais por grupo
conforme elucidado no modelo esquematico experimental da figura 1. Os animais
foram mantidos no Biotério da Disciplina de Biologia Celular da UFTM em gaiolas
plasticas contendo cama de maravalha esterilizada, de 414 mm x 344 mm, sendo
cinco animais por gaiola, em sala especial com renovagdo constante do ar, a
temperatura de 22° a 26°C, umidade relativa do ar entre 45 e 55% e ciclo noite/dia
de 12 horas. A alimentagao foi feita com ragdo comercial de composi¢ao conhecida
(Nuvilab-CR-1, Nuvital Nutrientes Produtos Veterinarios Ltda. Curitiba-PR.) e agua
esterilizada oferecida ad libitum. A limpeza e desinfeccdo do biotério e das gaiolas
foram feitas semanalmente com solugao clorada, sendo também realizada a troca da

cama de maravalha.
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Grupo experimental

Subgrupos
: Subgrupos Subgrupos
7-14'21'2_5%90 dins 7.14,21,28 90 dias 7,14,21,28 ¢ 90 dias
s n=50 nz=50

Figura 1 - Modelo esquematico experimental.

Todos os procedimentos com 0s animais seguiram as normas propostas pela
Sociedade Brasileira de Ciéncias de Animais de Laboratério (MEZADRI et al., 2004,

ANDERSEN et al., 2004), conforme 2.

Figura 2 — Gabinete para biotério (Biocel/ UFTM)

Sala especial com renovagédo e controle constante do ar, temperatura, umidade e
ciclo noite/dia de 12 horas.
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4.2 EUTANASIA, EXAMES SANGUINEOS E COLETA DE MATERIAIS

BIOLOGICOS

Apods 7, 14, 21, 28 e 90 dias de infeccdo, foram realizadas as eutanasias e
necropsias dos animais infectados e dos controles. Para tal, foram heparinizados
com um volume de 15 pl/grama por animal, anestesiados e colhido o sangue do
plexo venoso oftalmico com o auxilio da pipeta Pasteur apés 7, 14, 21, 28 e 90 dias
de infeccdo e dos controles durante o procedimento da eutanasia. O sangue
coletado foi centrifugado a 1831g por 10 minutos para separagdo do plasma e
guardado em freezer a - 20°C, Figura 3.

Em seguida os animais foram submetidos a necropsia sendo realizada incisdo
mento-pubiana com subsequente exposicdo das cavidades toracica e abdominal. A
abertura da cavidade abdominal foi feita removendo-se pele e peritbnio, expondo-se
as visceras abdominais. O pancreas foi retirado "in totum", distendido em papel de
filtro, pesado em balanga de precisdo e fixado em metacarn por 24 horas e depois
colocado em alcool 70% para a andlise histopatoldégica e imunohistoquimica.
Terminadas as necropsias as carcagas dos animais foram armazenadas em formol a
10% durante 48 horas e, apds este periodo foram descartadas no lixo hospitalar

(ARAUJO-JORGE et al., 2000).
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l [ Fase aguda I]

0 7 14 21 28 35 42 50 60 70 80 90

Dias apés infeccdo

= Infecgao com cepa Y de T. cruzi

I = Eutanasia e coleta de materiais biolégicos
I = Parasitemia a partir do 32 dia até 282 dia

1
~ EUTANASIA - —
Heparina sicmA© s-15
C57BL/6 &« - z -
SET| 3000 1831 0:19:09
Pl i |ies1 9%
Freezer PROG —- #|11156/13115 ¢| PARA # | CONFIG »
5 BIOCEL/UFTM
S 20e | S
lCOZ @ Plasma
Coleta de /
sangue pelo
plexo oftdlmico >
2

3 Figura 3 — Desenho experimental e Processo de coleta sanguinea até

4 separagao do plasma

6 4.3 CURVAS DE MORTALIDADE, PARASITEMIA E MASSA DOS ANIMAIS

7 O exame parasitolégico sanguineo (direto) dos animais infectados foi
8 realizado a partir do terceiro dia de infec¢ao diariamente até o vigésimo oitavo dia de
9 infecgdo para construir a curva de parasitemia. O procedimento do exame
10 parasitoloégico foi realizado conforme protocolo previamente estabelecido na

11 literatura (ARAUJO-JORGE & CASTRO, 2000).
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Em ambos os grupos, os animais foram pesados diariamente em balanca de
precisao (Industria e Comércio eletroeletronicos GEHAKA Ltda. Industria brasileira)
para construir uma curva de ganho ou perda de peso. O resultado foi apresentado
calculando a percentagem de peso ganho ou perdido tomando como referéncia o
peso inicial do camundongo.

A curva de sobrevivéncia foi feita verificando-se diariamente a ocorréncia de

obito nos diferentes grupos até o nonagésimo dia.

4.4 EXAMES LABORATORIAIS

441 Determinagdes dos niveis plasmaticos de insulina

Os niveis de insulina foram determinados no plasma dos animais utilizando a
metodologia de imunoabsorcdo ligado a enzima com kit da marca Millipore (St.

Charles, Missouric- USA. Rat / Mouse Insulin ELISA Kit).

4.4.2 Teste intraperitoneal de tolerancia a glicose (TITG)

Apds jejum de 6 horas dos camundongos, os animais foram pesados e
realizados a primeira dosagem de glicemia em uma gota de sangue retirada da
extremidade da cauda pos corte cutaneo, utilizando o glicosimetro Accu-Chek
(Roche Diagnostics). Logo apos foi administrado por via intraperitoneal uma solugéo
de glicose a 20%, na dose de 1g/Kg. A glicemia foi novamente mensurada aos 15,

30, 45, 60, 90 e 120 minutos pés-administracao (MIZRACHI-BERNAL et al., 2001).
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4.5 ANALISES HISTOPATOLOGICAS

4.5.1 Preparo dos tecidos para os cortes histolégicos

O pancreas foi submetido aos processos de desidratacdo em uma série
crescente de alcool etilico, diafanizagdo em xilol e inclusdo em parafina para
microtomia de acordo com as praticas rotineiras do laboratério de histotecnologia.

A inclusdo de cada fragmento foi feita posicionando seu eixo longitudinal
paralelo ao plano de microtomia. Os blocos de parafina com os fragmentos de
pancreas foram cortados em micrétomo rotativo obtendo-se secgdes seriadas com 5
micrémetros (um) de espessura. Os cortes seriados foram estendidos em laminas de
vidro para microscopia previamente tratadas com adesivo 3
aminopropiltrietoxisilano, Sigma). Os cortes foram estendidos na parte superior das
laminas até um total de 14. O procedimento se repetiu até completar 3 secgdes em
cada lamina com intervalo de 70 um entre as sec¢des. Esta sequéncia se repetiu
mais cinco vezes totalizando 89 laminas. O seriado total consistiu de 294 seccbes de
pancreas. Foram avaliadas as cinco primeiras colunas de 7 laminas com 3 secdes
de cada sequéncia de 14 cortes, conforme Figura 4. Os cortes histolégicos apds
secagem em estufa a 60°C por um periodo de 24 horas foram corados pela técnica
de Hematoxilina/Eosina (HE) (Stevens, 1982) e pela técnica de imunohistoquimica

(IHQ) anti-T. cruzi (Da Silva et al., 2016).
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3 Figura 4 - Cortes histolégicos do pancreas para analise morfométrica e
4  imunohistoquimica.
5 Seccgoes histolégicas com espessura de 5 ym.
6
7 4.5.2 Detecgao de antigenos de Trypanosoma cruzi no pancreas
8 A técnica imunohistoquimica (IHQ) para a detecgao de ninhos de T. cruzi no

9 pancreas foi realizada em laminas de vidro para microscopia contendo cortes
10 histolégicos previamente tratados com adesivo (3 aminopropiltrietoxisilano, Sigma).
11 Foi realizado o bloqueio da peroxidase enddgena, das ligagdes inespecificas e a
12 recuperagao antigénica. Apds esses procedimentos os cortes foram incubados com
13 o anticorpo anti-Trypanosoma cruzi produzido em coelho a partir de formas
14  tripomastigotas sanguineas obtidas de camundongos "Swiss". O anticorpo foi
15 utilizado a uma concentracao de 1: 100 diluido em 2% de BSA em PBS (LEMOS et

16 al., 2013) e incubado durante 2 hora a temperatura ambiente (37°C). Posteriormente,

17 ac |Aminac faram lavadac com PRS o inciihadace ocom a nratoaina A canininada en
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peroxidase (1:100). Apods a lavagem com PBS as laminas foram reveladas com
DAB-diaminobenzidina (26,5 yL DAB em 1000 uL de tampao - Tris-HCI pH 7,4);

lavado em agua corrente e contra-corado rapidamente com hematoxilina.

4.5.3 Analise morfométrica

As imagens para a analise morfométrica do péancreas foram obtidas
utilizando-se uma cémera de video digital (Evolution MP 5.0 - color - Média
Cibernetic Inc. USA) acoplada a um microscopio de luz (Nikon - Eclipse 50i) e
computador (Pentium dual core). O tamanho das imagens capturadas foi de 2560 x
1920 pixels, calibradas através de lamina (Leica) com régua graduada de 2 mm
dividida em unidades de 0,01 mm (10um) para as objetivas de 10 e 20 vezes. Sendo
utilizando o aumento de 10 x na analise de imagens capturadas com o preparo das
ldminas com a coloragdo imunohistoquimico (IHQ) e 20 x quando corado com
hematoxilina e eosina (HE). Para a captura e armazenamento das imagens utilizou-
se o programa "Image- Pro Plus" (Media Cybernetics). Para a analise das imagens
capturadas utilizou-se o programa "ImageJ" (http://rsb.info.nih.gov/ij), conforme

Figura 5.
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Figura 5 - Analise morfométrica do pancreas
Sistema de captura utilizado para imagens obtidas através do uso de uma camera
de video digital (Evolution MP 5.0 - color - Média Cibernetic Inc. USA) acoplada a um

microscopio de luz (Nikon - Eclipse 50i) e computador (Pentium dual core) (Biocel/
UFTM).

4.5.4 Mensuragoes da area das ilhotas pancreaticas

Foi definido como ilhota pancreatica um "conglomerado de células composto
por no minimo quatro células com nucleos esféricos basofilicos e citoplasma claro
com caracteristicas de célula enddcrina a coloragéao pelo HE" (ALMEIDA, 2011). Os
valores das areas foram expressos através das médias em um?, dessa forma foram

analisadas em média 70 ilhotas por pancreas, conforme Figura 6.
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Figura 6 - Estratégia para mensuracao da area de ilhotas pancreaticas

Formatacdo adotada foi

proporgdes dimensionadas, juntamente com a area no quadro.

pelo programa

ImageJ (http://rsb.info.nih.gov/ij/) na
realizagdo da morfometria de duas ilhotas pancreaticas mensuradas (HE 20x),
sendo uma delas delimitada por uma linha amarela expressando os resultados das

4.5.5 Quantificagao da area de infiltrado inflamatério pancreatico

Imagens do parénquima pancreatico foram capturadas com aumento de 20 x

HE de uma grade reticulada contendo 25 campos sobreposta, 13 campos

padronizados foram escolhidos e analisados. No total foram analisadas 10 imagens

e 130 campos. Os campos apresentavam uma distancia entre eles de 144,32um no

“Thank you very much! | can use Acrobat Distiller or the Acrobat PDFWriter but | consider your

pdfMachine - is a pdf writer that produces quality PDF files with ease!
Get yours now!

product a lot easier to use and much preferable to Adobe's" A.Sarras- USA



http://www.pdfmachine.com?cl

17

18

19

20

21

22

23

39
Materiais e Métodos

eixo X e 107,53um no eixo Y. A area de cada campo correspondia a 15520,15 pm?2.
Os 130 campos correspondem a uma area total de 2017619,5um? ou seja,
2,01lmm?3.

O resultado corresponde a somatéria das areas em pm? com infiltrado

inflamatério no tecido pancreatico, Figura 7 A e B.

Figura 7 - Morfometria do infiltrado inflamatério pancreatico

Morfometria do infiltrado inflamatério pancreatico. Os * indicam os 13 campos
padronizados e analisados. Cada area demarcada em linhas quadrangulares
representa tamanho de 144,32 ym no eixo X e 107,53 ym no eixo Y. A area
corresponde a 15520,15 um? No total foram analisados 130 campos que
corresponderam a 2017619,5 pm? ou 2,01 mm? (HE 20x). B - Area do quadro

pontilhada em branco de A mostra o contorno da area delimitada em amarelo de um
infiltrado inflamatoério em B.

4.5.6 Quantificagao de ninhos de T. cruzi

As imagens do paranquima pancreatico foram capturas utilizando as laminas
de IHQ, com aumento de 10 x. No total foram analisadas 4 imagens por animal,
sendo padronizado como forma de analise o uso de grade reticulada contendo 25
campos sobreposta, 13 campos padronizados e pré determinados, resultando num
total de 52 campos analisados. Os campos apresentavam uma distancia entre eles

de 286,48 pm no eixo X e 212,89 um no eixo Y. A area de cada campo correspondia
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1 a60988,24 um2 Os 52 campos correspondem a uma area total de 3171388,48 um?,
2 ou seja, 0,003171388 cm? O resultado foi expresso pela relagdo da somatéria dos
3 ninhos de T. cruzi nos 52 campos microscépicos pela area total analisada em cm?,

4 Figura8e?9.

6

7 Figura 8 - Ninho de T. cruzi infectando células acinares do pancreas (IHQ)

8

untitled00010x-02.jpg (G) (33.3%)
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Ninho de T. cruzi infectando células acinares do péancreas (IHQ 10x), grade
reticulada contendo 25 campos sobreposta, 13 campos aos quais fora quantificados
e analisados os quadrantes tracejados e demarcados.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

O conjunto de dados obtidos dos experimentos com os GC e GI foram
submetidos a analise estatistica realizada nos programas "Prisma" da Graphad
(http://lwww.graphpad.com) e "Medcalc" da MedCalc Software
(http://www.medcalc.be/). Em todas as variaveis foram testadas a distribuigdo normal
(teste Kolmogorov-Smirnov) e a variancia homogénea (teste de Bartletts e/ou teste
F). Quando a distribuigao foi considerada normal e com variancia homogénea foram
utilizados testes paramétricos para dois grupos: Teste t ndo pareado, e, para mais
de 3 grupos: ANOVA com pos-teste de Tukey para comparagdes multiplas.

Nos casos de distribuicio ndo Gaussiana foram utilizados testes nao
paramétricos (teste de "Kruskal-Wallis" com pds-teste "Dunn's de Comparagao
Multipla"). Além disso, foi analisada a diferenga estatistica significante da area da
curva da glicemia, p<0,05 por ANOVA, sobre dados transformados em logaritmo e o
Teste de Student-Newman-Keuls para as comparagdes entre os grupos. Os
resultados foram expressos em médiastEPM. Para analise da curva de
sobrevivéncia foi utilizado o Teste "Log-rank (Mantel-Cox)”.

As diferencas observadas foram consideradas significantes quando p <0,05.

(DORIA FILHO, 1993; MANDARIN DE-LACERDA, 2003; MATHEWS et al., 1990).
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4.7 ASPECTOS ETICOS

O presente trabalho foi submetido & avaliagdo pela Comissdo de Etica em
Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Tridangulo Mineiro e registrado

com o numero de protocolo 255 aprovado em 11/01/2013.

4.8 NORMAS ADOTADAS

Foram adotadas normas da Associacdo Brasileira de Normas técnicas —
ABNT NBR14724. Informagdo e documentacdo - trabalhos académicos -
apresentagdao e as recomendagdes do Curso de Pés-graduagdo em Ciéncias da
Saude da UFTM juntamente a Biblioteca Universitaria associada ao manual de
elaboragdo de trabalhos académicos baseado nas normas de documentagdo da
ABNT / Universidade Federal do Triangulo Mineiro (Biblioteca Universitaria;
organizado por Beatriz Gabellini Alves, Rachel Inés da Silva, Maira Silveira de

Almeida. 2. ed. rev. atual, 2013).
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1 5 RESULTADOS
2
3 5.1 CONTROLE E COMPORTAMENTO DA MASSA CORPORAL
4 Efeitos de diferentes concentragdes de indculo de T.cruzi em camundongos
5 C57BL/6 infectados com 3x10° e 3x10* tripomastigotas (cepa "Y") foram
6 individualmente monitorados durante os 90 dias de infecgdo juntamente com o grupo
7 controle. O comportamento da massa corporal dos animais avaliados foi expresso
8 em percentagem de peso (médiatEPM). Os resultados mostraram que os animais
9 Gl em comparagdo com controle, sofreram variagcbes de peso estatisticamente
10 significantes (p<0,05) entre o 7° e 36° dia, conforme Figura 10.
11
1301
1;23 | : |
115-
110-
& 1054
s 100
o 95-
90- —— Controle
85+ Gl-3x10°
80- s 4
75_: Gl-3x10
70t+-—-rr-r-—rr+r—rr"+—"T"r T T TV T T T T T T T T
0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77 84 91 98
Dias apos infeccdo
12
13 Figura 10 - Variagao de peso corporal
14  Valores da média + erro padrao da média da porcentagem de ganho e perda de
15 peso diario entre os grupos controle e infectados com 7, 14, 21, 28 e 90 dias poés-
16 infecedn com T ecriizi cona “Y” No ardfica (média + EPM) (%) renrecantam valare
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com significancia estatistica (p<0,05) entre os grupos. Teste t nao pareado
(ANOVA).

5.2 CURVAS DE SOBREVIVENCIA

Existiu mortalidade de 52% dos animais no Gl — 3 x 10*. Essa mortalidade
ocorreu entre 0 12° e 36° dia, sendo estatisticamente significante. Nao houve

mortalidade no Gl — 3 x 10° e no grupo controle, Figura 11.

5.3 CURVAS DE PARASITEMIA

Houve comportamento ascendente entre o 7° e 8° dia de caracteristica
logaritmica das parasitemias acompanhadas, demostrando que a partir do 4° dia no
Gl — 3 x 10* e no 5° dia no Gl — 3 x 10°® comparativamente, j& expressaram
diferengas entre grupos. Apds inoculagdes, como indicado na metodologia, os
grupos apresentaram decréscimo da parasitemia entre o 8° e 9° dia nos grupos
analisados e mantiveram diferengas analiticas do 4° até o 21° dia quando

comparado entre grupos infectados, Figura 12.
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Figura 11 - Curva de sobrevivéncia

“Thank you very much! I can use Acrobat Distiller or the Acrobat PDFWriter but | consider your

pdfMachine - is a pdf writer that produces quality PDF files with ease!
Get yours now!

product a lot easier to use and much preferable to Adobe's" A.Sarras- USA



http://www.pdfmachine.com?cl

WN P~

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22

23

24

25

26

27

28

45
Resultados

Curva de sobrevida dos grupos controle e infectados com T. cruzi cepa “Y”, durante
os 90 dias de infecgao. Teste Log-rank (Mantel-Cox), p<0,05.

Curva de parasitemia diaria dos camundongos C57BL/6
infectados com T.cruzi.

6
4.0x10 - x
3.5%106- *

- GI-3x10°
% G|-3x10*

3.0x106-
2.5x106-
2.0x106-
1.5x106-

corrente sanguinea /ml

1.0x106-

Concentracdo de parasita circulante na

5.0%10°4

I
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

Dias de infecgao

Figura 12 - Curva de parasitemia

Curva de parasitemia diaria dos camundongos C57BL/6 inoculados com T. cruzi.
cepa “Y”. Dados representativos de 2 experimentos independentes com média de 10
animais por grupo. Cada ponto representa a média + erro padrdo da média dos

valores individuais sendo que o (*) no grafico representam valores com significancia
estatistica (p<0,05).

5.4 DENSIDADE PARASITARIA

A observagdo morfolégica quanto a positividade ao T. cruzi cepa “Y” nos
diferentes cortes experimentais infectados e visualizagdo e deteccdo reativa do
antigeno, em microscopia de luz comum, foi realizado com preparo do material

histolégico por imunihistoquimica (IHQ) e visualizado em uma lente de aumento de
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10 x para analise de presencga de ninhos do parasita no tecido pancreatico, conforme
Figura 13. E importante ressaltar que a maior marcagdo reativa do antigeno

(positividade) foi no 21° dia de infecc&o para os diferentes indculos, Figura 14.

C

Figura 13 - Parénquima pancreatico dos grupos infectados

Em A, B e C deve ser visualizado de forma comparativa quanto a positividade ao T.
cruzi cepa “Y” nos diferentes cortes experimentais (A-GI- 3 x10°%; B-C, GI- 3 x10*
(IHQ 10x)), sendo expresso nessas figuras, referencia ao 14° dia de infecgdo nas
diferentes concentracbes de infeccao parasitaria, de forma que ha positividade
reacional ao antigeno em A, B e D com presenca de pontos marrons, Ninho de T.
cruzi (setas) infectando células acinares (asterisco) do pancreas (IHQ 10x). Na
figura C ndo houve marcagao, expressando negatividade em nossa avaliagédo. D
Ninho de T. cruzi infectando células acinares do pancreas em maior aumento (IHQ
20x). Esses resultados foram quantificados em numeros absolutos de casos
analisados entre os diferentes grupos quanto a visualizagado ou detecgao reativa do
antigeno, declarando positivo e ou negativo na microscopia de luz comum.
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As imagens do parénquima pancreatico foram capturas utilizando as laminas
de IHQ, com aumento de 10 x. A quantificacdo do niumero de ninhos de amastigotas
de T. cruzi cepa “Y” elou depdsitos granulares mostrou aumento nos grupos
infectados analisados, sendo presente uma quantidade baixa no 7° dia para ambos
os indculos utilizados, mantendo se discreta elevagao linear no 14° no Gl - 3 x 103 e
expressivas diferengas entre os valores expressados pelos grupos experimentais no
14°, 21°, 28° dia para Gl —3 x 10° e 3 x 10%, respectivamente. Houve declinio no 21°
em ambos os grupos infectados. Sendo no Gl — 3 x 103 o 28° até o 90° dia o
decréscimo foi continuo diferente do Gl - 3x10* que apresentou discreta ascendéncia
linear. O resultado foi expresso pela relagao da somatdria dos ninhos de T. cruzi nos
52 campos microscopicos pela area total analisada em cm? houve diferenga

expressiva entre 0s grupos no 14°, 21°, 28° e 90° dias, Figura 14.
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Figura 14 - Densidade parasitaria referente a area (cm?) e a preseng¢a de ninhos
de T. cruzi

Densidade parasitaria referente a area (cm?) e a presenca de ninhos de T. cruzi
cepa “Y” no tecido pancreatico entre os diferentes grupos infectados com 7, 14, 21,

28 e 90 dias pos-infecgdo. (*) indica diferenga significante com 14, 21, 28 e 90 dias
de infecgao, p<0,05. Teste Mann Whitney.

5.5 QUANTIFICACAO DO INFILTRADO INFLAMATORIO

Ao exame histopatolégico dos pancreas nao foram observadas alteragoes
em 100% dos animais do grupo controle, Figura 15. Nos grupos infectados
observou-se infiltrado inflamatério a partir do 7° dia da infeccdo. Houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos analisados (p<0,05) no 7° e 28° dia de

infecgao, Figuras 16 e 17.
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1
2
3
4  Figura 15 - Parénquima pancreatico do grupo controle
5 Em A e B presenga de acinos pancreaticos (asterisco branco), vasos sanguineos
6 (seta espessa), ductos (setas) e ilhotas pancreaticas (asterisco azul) com
7  caracteristicas morfoldgicas dentro da normalidade. Em A o aumento € de (HE 10x)
8 eem B oaumento é de (HE 20x).
9
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Figura 16 - Percentual de infiltrado inflamatério pancreatico

Percentual da area comprometida com exsudato inflamatério do tecido pancreatico
de camundongos dos grupos infectados com 7, 14, 21, 28 e 90 dias pds-infecgao
com T. cruzi cepa “Y”. No grafico o (*) indica diferenca significante entre os grupos,
p<0,05. Teste Mann Whitney.
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Figura 17 - Morfometria do infiltrado inflamatério pancreatico

Em A e B presenga de acinos pancreaticos (asterisco branco), vasos sanguineos
(seta espessa), ductos (setas) e ilhotas pancreaticas (asterisco azul) com
caracteristicas morfologicas dentro da normalidade. Em A o aumento € de (HE 10x)
e em B o aumento € de (HE 20x). C - Aspecto histolégico de processo inflamatério
do parénquima pancreatico, presencga infiltrado inflamatério (seta) (GI- 3 x10™ 21
dias) (grupo de menor inéculo) (HE 20x). D — Presencga de infiltrado inflamatério
mononuclear permeando tecido pancreatico ( ilhota ,ducto e parénquima) (GI- 3 x10*
21 dias) (grupo de maior inéculo) (HE 20x).

5.6 MENSURAGAO DAS ILHOTAS PANCREATICAS

A andlise morfométrica das médias das areas das ilhotas pancreaticas em
(um?) foi significante entre os grupos infectados ao 21° dia. No 28° dia houve

diferenga entre o grupo controle e Gl 3x10® e entre os grupos infectados, Figura 18.
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Figura 18 - Area das ilhotas pancreaticas

Area das ilhotas pancredticas dos camundongos dos grupos controle e grupo

infectado com 7, 14, 21, 28 e 90 dias pdés-infec¢do com T. cruzi cepa “Y”. Teste

Kruskal- Wallis com pés-teste Dunn's de Comparagdo Multipla. No gréafico, (*)

representam valores com significancia estatistica (p<0,05) entre os grupos e dias de
infecgao avaliados.

5.7 TESTES INTRAPERITONEAL DE TOLERANCIA A GLICOSE (TITG)

Os valores da glicemia apresentaram diferengas em diversos momentos das
afericbes, sendo que, a glicemia basal (jejum) estava discretamente diminuida nos
Gls de 7, 14, 21 e 28 dias de infeccdo em ambos grupos com resultados
estatisticamente significantes (p<0,05).

Foi constatada uma tendéncia aos niveis glicémicos estarem diminuidos nos
tempos 15, 30°, 45’, 60’, 90’ e 120’ nos diferentes grupos infectados em relagéo ao
GC. Sendo estatiscamente significativo no tempo 15 minutos tanto para Gl 3x10°
com 3x10*. Nos graficos os simbolos (*) (#) (¢) indicam diferenca estatisticamente

significantes entre o0s grupos, p<0,05. Foram analisados o0s resultados
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comparativamente entre 0s grupos, tempo e a area referente ao comportamento do
tracado grafico, nas Figuras 19, 20, 21 e 22.

No 7° dia de infecgao, houve diferenca estatisticamente significante entre o
GC e o Gl — 3x 10*. A diferenca ocorreu no tempo zero (jejum) (* GC x Gl 3x10% e
aos 15 minutos (* GC x Gl 3x10% apds a adicdo da solugcdo glicosada. Para
comparagao grafica em seu comportamento logaritmico foi usado o Teste de
Student-Newman-Keuls para as comparagdes entre os grupos (p<0,05) confirmando

diferenga entre o GC em relagao ao Gls ao longo de todo o tempo avaliado, Figura

19.
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Figura 19 - Teste intraperitoneal de tolerancia a glicose — dia 7 pés-infecgao

Teste intraperitoneal de toleréncia a glicose nos animais do GC e Gls no 7° dia de
infeccdo. Valores médios da glicemia em mg/dl em relagdo ao tempo de aferigéo.
ANOVA foi aplicado sobre dados transformados em logaritmo, utilizamos o Teste de
Student-Newman-Keuls para as comparagdes entre os grupos (p<0,05).
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Referente ao 14° dia de infeccdo é importante ressaltar um mesmo
comportamento grafico, porém, a diferenga estatisticamente significante ocorreu (*
GC x Gls 3 x 10® / 3x10%) entre o (# GC x GI — 3 x 10%), no tempo zero, 15, 30 e 120

minutos. E entre os grupos infectados no minuto 30, Figura 20.
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Figura 20 - Teste intraperitoneal de tolerancia a glicose — dia 14 pés-infecgao
Teste intraperitoneal de tolerancia a glicose nos animais do GC e Gls no 14° dia de
infeccao. Valores médios da glicemia em mg/dl em relacdo ao tempo de aferigao.
ANOVA foi aplicado sobre dados transformados em logaritmo, utilizamos o Teste de
Student-Newman-Keuls para as comparagdes entre os grupos. Teste ANOVA com
teste de comparagdao multipla de Tukey's para os diferentes tempos e grupos
(p<0,05).

No 21° dia de infecgéo, o grafico apresentou um tragado com menores valores
do Gl - 3x10® (* GC x GI 3 x 10% em relagdo aos grupos analisados o que é
confirmado no teste de Student-Newman-Keuls para as comparag¢des entre os

grupos em relagdo as suas areas expressa no grafico. A diferenga encontrada

ocorreu durante todo o tempo experimental entre GC e Gl - 3x10® e entre os
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infectados (p<0,05). Analisando os grupos Gls foram pontados suas diferengas (# Gl

3 x 10° x Gl 3x10%* nos tempos 30, 45, 60 minutos, Figura 21.
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Figura 21 - Teste intraperitoneal de tolerancia a glicose — dia 21 pés-infecgao
Teste intraperitoneal de tolerancia a glicose nos animais do GC e Gls no 21° dia de
infeccao. Valores médios da glicemia em mg/dl em relacdo ao tempo de aferigéo.
ANOVA foi aplicado sobre dados transformados em logaritmo, utilizamos o Teste de
Student-Newman-Keuls para as comparagdes entre os grupos. Teste ANOVA com
teste de comparagdao multiple de Tukey's para os diferentes tempos e grupos
(p<0,05).

No 28° dia de infecgao, encontramos diferencas entre os GC e Gls ao longo
de toda analise. O Gl 3x10° (* GI 3 x 10%® x GC x Gl 3 x 10% (¢ GC x Gl 3 x 10%
mostrou valores menores em relagdo aos outros grupos durante as duas horas de
aferigcdo analisados, o que € confirmado no teste de Student-Newman-Keuls para as
comparagdes entre os grupos em relagdo as suas areas expressa no grafico.

Existem diferencas marcantes entre os Gls nos diferentes momentos: 15 e 30

minutos (# GI 3 x 10* x GI 3 x 10%) (p<0,05), Figura 22.
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Figura 22 - Teste intraperitoneal de tolerancia a glicose — dia 28 pés-infecgao
Teste intraperitoneal de tolerancia a glicose nos animais do GC e Gls no 28° dia de
infeccdo. Valores médios da glicemia em mg/dl em relacdo ao tempo de aferigao.
ANOVA foi aplicado sobre dados transformados em logaritmo, utilizamos o Teste de
Student-Newman-Keuls para as comparagdes entre os grupos. Teste ANOVA com
teste de comparagao multiple de Tukey's para os diferentes tempos e grupos
(p<0,05).

Nos grupos do 90° dia de infeccdo os valores se aproximaram. Nao houve
diferenca estatistica ao longo do tempo analisado, sendo que o0s grupos

apresentaram um comportamento grafico semelhante, dando destaque ao Gl - 3 x

10® que manteve valores mais baixos, Figura 23.
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9
10 Figura 23 - Teste intraperitoneal de tolerancia a glicose — dia 90 pés-infecgao
11 Teste intraperitoneal de tolerancia a glicose nos animais do GC e Gls no 90° dia de
12 infecgao. Valores médios da glicemia em mg/dl em relagdo ao tempo de aferigéo.
13 ANOVA foi aplicado sobre dados transformados em logaritmo, utilizamos o Teste de
14  Student-Newman-Keuls para as comparagdes entre os grupos. Teste ANOVA com
15 teste de comparacdo multiple de Tukey's para os diferentes tempos e grupos
16  (p<0,05).
17
18 5.8 TESTE DE INSULINA PLASMATICA
19 De acordo com o resultado expressado, os valores da insulina plasmatica dos
20 animais do GC apresentaram discreta variagao de declinio grafico entre o 7° e 0 28°
21 dia. Do 28° ao 90° dia manteve uma inclinagdo branda e constante. Diferente dos
22 valores dos animais dos Gls que sinalizaram uma diminuicdo de valores nos
23 primeiros 21 dias e logo apés um aumento no 28° dia. No Gl — 3x10® houve um
24  aumento discreto até o 90° dia de infec¢ao, enquanto que os valores dos animais do
25 Gl - 3x10* houve uma diminuicdo. Ocorreram diferencas significantes entre o GC e
26 Gl — 3x10° (* GC x Gl 3 x 10°) nos diferentes dias de infecgdo: 14, 21 e 28, ndo
27  sendo significativo entre os Gls (p<0,05), Figura 24.
28
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Figura 24 - Dosagem de insulina plasmatica

Teste de insulina plasmatica pelo método de Elisa. Foi analisado por ANOVA para
avaliagao analitica entre os grupos, teste de Kruskal-Wallis com pés-teste Dunn's de
Comparagao Multipla entre os grupos. No grafico o (*) indica diferenca significante
entre os grupos GC e Gl — 3 x 10°, ndo sendo significativo entre os Gls (p<0,05).
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Discussdo

6 DISCUSSAO

O estudo da doengca de Chagas, seja em humanos, triatomineos,
reservatorios vertebrados ou modelos experimentais tem enfatizado, ao longo de
décadas, a complexidade da interacdo do T. cruzi com as células destes
hospedeiros, demonstrando claramente seu sucesso adaptativo em se estabelecer
nos mais diversos ambientes, sobreviver a situacbes de estresse, especialmente
aqueles derivados de mecanismos imunolégicos, espalhando-se por virtualmente
todos os tecidos dos hospedeiros vertebrados (Rassi et al., 2010).

Neste sentido, ainda que a infeccdo destes sitios, passada a fase aguda, seja
largamente caracterizada por baixa densidade parasitaria, a resposta inflamatoria
associada, reduzida se comparada ao inicio da infecgdo, porém constante, leva a
disfuncao progressiva de 6rgaos de forma bem caracterizada para o coragao e para
o0 sistema nervoso auténomo do trato gastrointestinal (Rassi et al., 2010).

Nos ultimos anos o papel deste parasitismo em sitios menos “classicos” tem
recebido atengdo especial, como rins, supra-renal e, aqui e em outros estudos, 0
pancreas. Embora a descoberta da infeccdo pancreatica por T. cruzi ndo seja
recente, 0S mecanismos pelos quais ocorrem e a repercussao dela no
funcionamento do pancreas, em especial no controle da glicemia, sdo ainda
escassos (Vieira e Hadler, 1961; Rassi et al., 2010).

Baseados nesta importancia utilizamos um modelo de infecgdo murina com
T. cruzi, utilizando uma linhagem de animais classicamente descrita como resistente
a infeccao, exibindo uma fase aguda com alta parasitemia, com infiltrado inflamatério
em diversos tecidos, que € seguida pelo controle da infecgdo na maioria dos animais

e estabelecimento de uma fase cronica, com baixo parasitismo tecidual e fibrose.
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Aliamos a essa abordagem uma comparagao de diferentes cargas parasitarias no
momento da infecgcéo a fim de avaliar sua influéncia no desfecho da infecgao.

Demonstramos que a infeccdo murina com cepa Y de T. cruzi leva ao
parasitismo pancredtico nas fases aguda e cronica da infecgdo. Ainda, validamos
gue apesar deste parasitismo ser comum a diferentes concentra¢des de inéculos (1
log10 de diferenga — 3x10° vs 3x10* formas tripomastigotas), o0 comportamento da
infeccao e a repercussao morfolégica e funcional no pancreas apresenta importantes
diferengas: enquanto o maior in6culo desencadeou uma parasitemia patente mais
precoce, maior pico de parasitemia e culminou com maior taxa de mortalidade,
animais com inéculo menor (3x10° formas tripomastigotas) apresentam maiores e
mais prolongados parasitismo tecidual e infiltrado inflamatério pancreatico. Além
disso, a carga parasitaria menor levou ao aumento das ilhotas pancreaticas, menor
glicemia média no teste de tolerdncia a glicose intraperitoneal e concentragao
plasmatica de insulina sistematicamente reduzida durante a fase aguda da infecgao,
com o inicio de sua redugao claramente relacionada com a primicia da parasitemia
patente.

Em relagdo ao comportamento das curvas de parasitemia, mortalidade e
parasitismo tecidual, estudos prévios utilizando diferentes concentragdes de inéculos
e concentragdes de indéculos semelhantes ao nosso modelo experimental,
demonstraram comportamentos semelhantes aos que observamos, com parasitemia
precoce, maior pico de parasitemia com maior inéculo (Lemos et al., 2013; Vazquez
et al., 2015).

Este efeito do diferente inéculo na parasitemia e mortalidade foi sugerido em
estudos anteriores, utilizando cepa Colombiana (Borges et al., 2013) e,

diferentemente do observado em nosso estudo, Borges e colaboradores observaram

(Toca Lo Masitawadn O a Lo (T ALaeals

“Thank you very much! I can use Acrobat Distiller or the Acrobat PDFWriter but | consider your

pdfMachine - is a pdf writer that produces quality PDF files with ease!
Get yours now!

product a lot easier to use and much preferable to Adobe's" A.Sarras- USA



http://www.pdfmachine.com?cl

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

61

Discussdo

uma associagdo entre maior inéculo, maior parasitismo tecidual e inflamacao (3x10*
vs 3x10° vs 3x10%), embora se deva levar em conta que foram avaliados apenas no
tecido cardiaco e com cepa caracteristicamente cardiotropica (Borges et al., 2013) e
gue diferentes cepas de T.cruzi estao associadas com diferentes tropismos e
intensidades de manifestagdes agudas e cronicas, inclusive com comportamentos
diferenciais em sucessivas reinfecgdes (Melo e Brener, 1978; Andrade, 1990; Reis
Machado et al., 2014).

Diferente do observado no tecido pancreatico, camundongos infectados com
0S mesmos inoculos (cepa Y) apresentaram infiltrado inflamatério e parasitismo
intestinal positivamente correlacionado com a carga parasitaria (Vazquez et al.,
2015), resultado também observado nos rins (Lemos et al, 2013). Nossos
resultados de maior parasitismo tecidual pancreatico associado com menor
parasitemia e menor mortalidade podem ser relacionados a dois eventos nao
necessariamente excludentes: altas concentragbes de indculo pode desencadear
uma resposta inflamatéria intensa, culminando com alteragdes sistémicas e
mortalidade elevada dos animais. Ja um inéculo menor desencadearia uma resposta
imune inicialmente mais branda, ainda capaz de controlar a parasitemia sem levar a
morte do hospedeiro, contudo permitindo o estabelecimento parasitario nos tecidos,
aqui representados pela infec¢cao pancreatica.

Um importante fator que ndo pode ser desconsiderado neste contexto é, o ja
mencionado, tropismo tecidual diferencial das cepas de T. cruzi que pode impactar
no estabelecimento da infeccdo no pancreas de forma diversa entre diferentes
cepas. Estudos anteriores relacionaram a capacidade de diferentes cepas
infectarem o tecido pancreatico e desencadearem inflamagao, embora em graus

diferentes (Calabrese et al., 1994; Lenzi et al., 1996; Corbett et al., 2002b; Dos
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Santos et al., 2004; Nagajyothi et al.,, 2013). Outro importante aspecto a ser
considerado € a redugao observada no peso dos animais, provavelmente secundario
a fendbmenos sistémicos da inflamagdo na fase aguda da doenca, ja atribuido
anteriormente ao eixo neuro-imunoenddécrino em infec¢cdes e ao custo energético
elevado da ativagdo maciga do sistema imune (Moret e Schmid-Hempel, 2000;
Bonneaud et al., 2003; Pérez et al., 2009). Manarin e colaboradores associaram a
reducao de peso observada na infecgao murina com 1000 tripomastigotas viaveis da
cepa Tulahuen de T. cruzi com desregulagdo do sistema de leptina (Manarin et al.,
2013).

Paises tropicais tém experimentado um aumento na incidéncia de diabetes
tipo Il e a coincidéncia com zonas endémicas de diversas doencgas infecciosas levam
a suposicdo que, em graus variados, possa haver relagdo causal entre essas
condicbes. Especificamente na doenga de Chagas, estudos ja apontam uma
possivel relacdo do desenvolvimento da doenca com disturbios metabdlicos
associados (Geraix et al., 2007; Tanowitz et al., 2011).

De fato, diversos estudos apontam que a relagao entre infecgdo e disturbios
no metabolismo, em especial homeostase da glicose no hospedeiro e etiologia do
diabetes, nado é exclusividade da doencga de Chagas, tal fato também foi descrito em
modelo murino de malaria (Elased e Playfair, 1994; Elased e Playfair), infec¢des
virais diversas, como Influenza, Rotavirus e Coxsackievirus (Jun e Yoon, 2003;
Graham et al., 2008; Richer e Horwitz, 2009; Capua et al., 2013) e sepse bacteriana
(George et al., 1974; Rattanataweeboon et al., 2009).

Apesar da infecgdo chagasica ser em grande escala relacionada com
disturbios cardiacos e circulatérios ou alteracbes digestivas principalmente

relacionadas com os megas (Rassi e Marin-Neto, 2010), seus efeitos nas funcdes

(Toca Lo Masitawadn O a Lo (T ALaeals

“Thank you very much! I can use Acrobat Distiller or the Acrobat PDFWriter but | consider your

pdfMachine - is a pdf writer that produces quality PDF files with ease!
Get yours now!

product a lot easier to use and much preferable to Adobe's" A.Sarras- USA



http://www.pdfmachine.com?cl

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

63

Discussdo

exoécrina e enddcrina pancreatica foram previamente relatados (Long, R. et al., 1980;
Mott et al., 1989; Nagajyothi et al., 2013), embora seus mecanismos ainda sejam
obscuros. Estudos classicos na doengca de Chagas estabeleceram disturbios
metabdlicos relacionados a funcido pancreatica, com repercussdes funcionais no
metabolismo de carboidratos na forma crénica da doenca, especialmente curvas
glicémicas, dosagem de insulina plasmatica e glucagon anormais, mesmo quando o
comprometimento digestivo nao é evidente (Vieira e Hadler, 1961).

Estes estudos sugerem que lesdes da inervagao intrinseca pancreatica
poderiam explicar, ao menos em parte, disturbios metabdlicos relacionados a fungao
pancreatica (Campos e Cangado, 1962; Reis et al., 1965; Vieira et al., 1970; Vieira e
Meneghelli, 1970; Oliveira et al., 1993). Disturbios no metabolismo de carboidratos,
como alteragdes no metabolismo da glicose e resposta a insulina estdo associadas
com doenca de Chagas crbnica, tendo sido associadas com diversos mecanismos,
como: parasitismo local, inflamagao crénica ou denervacdo parcial das ilhotas
pancreaticas (IP) (Vieira et al., 1970; Rocha et al., 1998; Santos et al., 1999).

Saldanha e colaboradores demonstraram alteragdes na resposta insulinica e
glicémica apos testes de tolerancia oral a glicose em pacientes com doenca de
Chagas. Os pacientes com mega-sindromes tinham aumento do tamanho das
ilhotas pancreaticas e houve inflamagao nos ganglios pancreaticos e possivelmente
o funcionamento das IP (ilhota pancreatica) sdo modulados por estimulos da
infecgdo por T. cruzi (Saldanha et al., 2001).

De fato, estudo em pacientes chagasicos demonstrou aumento das ilhotas
pancreaticas (Teixeira et al., 1989). Obviamente, embora neste estudo n&o haja
dados acerca da carga parasitaria, levando em conta a cronicidade da infecao e as

capacidades de estabelecimento da mesma em humanos com baixos inéculos

(Toca Lo Masitawadn O a Lo (T ALaeals

“Thank you very much! I can use Acrobat Distiller or the Acrobat PDFWriter but | consider your

pdfMachine - is a pdf writer that produces quality PDF files with ease!
Get yours now!

product a lot easier to use and much preferable to Adobe's" A.Sarras- USA



http://www.pdfmachine.com?cl

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

64

Discussdo

podem estabelecer um paralelo com nossos dados, cujo menor inéculo levou a
maior parasitismo tecidual e reducdo da area das ilhotas pancreaticas. Neste
sentido, estudos prévios relacionam o tamanho das ilhotas pancreaticas com maior
capacidade de secregao tanto de insulina quanto de glucagon (Hayek e Woodside,
1979; Reaven e Reaven, 1981).

Os efeitos da infecgao por T. cruzi na morfologia e, especialmente, na fungao
pancreatica em humanos e modelos animais apresentam dados conflitantes, embora
possamos estabelecer que os efeitos neste 6rgao sao repetidamente observados,
mesmo variando a espécie hospedeira, carga parasitaria e cepa infectante. A
infeccdo aguda de camundongos CD-1 com T. cruzi, cepa Brasil desencadeou
severa hipoglicemia com mortalidade associada (Combs et al., 2005).

Dos Santos e colaboradores também encontraram niveis de glicemia e
insulina plasmatica reduzida em hamsters infectados com T. cruzi (Dos Santos et al.,
2004). Ratos infectados (3 x 10° tripomastigotas de cepa Y) apresentam alteracdes
no metabolismo da glicose, com hiperglicemia apdés o teste oral de tolerancia a
glicose (OGTT) e teste de tolerancia a insulina (ITT), mas sem alteragdes na
arquitetura pancreatica apesar da pancreatite concomitante (Novaes et al., 2012).
Além disso, relatos anteriores apontam que os camundongos CD-1 infectados com
5x10* tripomastigotas da cepa Brasil de T. cruzi apresentam glicemia reduzida apds
o teste de tolerancia ao piruvato e niveis reduzidos de insulina tanto em fase aguda
(30 dpi — dias pos-infecgdo) quanto crénica (130 dpi). Apesar da diferenga nos
inéculos, essas alteragbes coincidem com o pico de parasitemia (30-35 dpi) e séo
subsequentes ao parasitismo pancreatico e infiltrado inflamatério acentuado (15 dpi)

(Nagajyothi et al., 2012).
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Embora sem avaliar alteragdes morfolégicas e parasitismo pancreatico um
estudo recente com camundongos C57BL/6J também infectados, 1x10?
tripomastigotas sanguineas de cepa Tulahuén demonstrou redugcdo de peso e
aumento da resisténcia insulinica (Onofrio et al, 2015). Interessantemente, a
infecgdo de camundongos com T. cruzi em modelo de induc&o de diabetes leva a
maiores parasitemias e mortalidade elevada, efeitos revertidos com a administracao
de insulina e recuperagdo dos niveis normais de glicemia (Tanowitz et al., 1988),
sugerindo, ainda que parcialmente, o efeito da alteragdo do eixo insulina-glicemia
como fator predisponente a mortalidade.

A hipoglicemia observada em nosso e em outros estudos também pode estar
fortemente associada com aumento da captagao de glicose pelo parasita (Cannata e
Cazzulo, 1984). Embora a hipoglicemia seja um achado amplamente descrito para a
doenca de Chagas esta, de certa forma, no caminho inverso de um grande numero
de quadros infecciosos, cuja hiperglicemia e resisténcia insulinica € um achado mais

comum (Mcguinness, 2005).

(Toca Lo Masitawadn O a Lo (T ALaeals

“Thank you very much! I can use Acrobat Distiller or the Acrobat PDFWriter but | consider your

pdfMachine - is a pdf writer that produces quality PDF files with ease!
Get yours now!

product a lot easier to use and much preferable to Adobe's" A.Sarras- USA



http://www.pdfmachine.com?cl

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

66

Conclusées

7 CONCLUSOES

O comportamento da massa corporal dos animais avaliados apresentaram,
nos animais Gl, variagoes de diminuicdo de peso na fase aguda e inicio da
fase crénica sendo expressivos seus valores (p<0,05) entre o 7° e 36° dia,
seguindo uma tendéncia a normalizagao e sobre peso comparado com GC no
final da fase crbnica de nosso modelo experimental.

Existiu mortandade de 52%, entre 0 12° e 36° dia, dos animais infectados com
maior inéculo (Gl — 3 x 10% diferentemente do grupo infectado de menor
inéculo que ndo houve mortandade (Gl — 3 x 10%) juntamente no grupo
controle.

Houve comportamento ascendente de caracteristica logaritmica das
parasitemias acompanhadas nos diferentes grupos infectados. Apods
inoculagdes, os grupos apresentaram decréscimo da parasitemia até o 28° dia
0 que ampara o término da fase aguda da doenga.

Na analise morfolégica de positividade ao T. cruzi cepa “Y” nos diferentes
cortes experimentais por imunihistoquimica (IHQ) foi factual para detecgéo
reativa do antigeno, em microscopia o6tica, quanto a presenca de ninhos de
amastigotas no tecido pancreatico.

A quantificagdo do numero de ninhos de amastigotas de T. cruzi cepa “Y”
e/ou depdsitos granulares mostraram aumento nos grupos analisados, sendo

0 Gl de menor indculo apresentou maior densidade parasitaria.
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VI.  No exame histopatolégico dos pancreas nao foram observadas alteracbes em
100% dos animais do grupo controle. Nos grupos infectados é legitimo a
presenca infiltrado inflamatério a partir do 7° dia da infecgdo e os animais com
indculo menor (3 x 10° formas tripomastigotas) apresentaram mais infiltrado
inflamatdrio pancreatico.

VII.  Animais com inéculo menor (3 x 10° formas tripomastigotas) apresentaram na
morfometria maior média das areas das ilhotas pancreaticas.

VIIl.  Niveis de glicemia foram encontradas de forma reduzida em camundongos
infectados com T. cruzi tanto na fase aguda como crénica da doencga, estando
evidente na fase aguda.

IX. Niveis de concentragdo do horménio insulina plasmatica reduziram nos

camundongos infectados com T. cruzi.

Conclusao geral

Tomados em conjunto nossos dados apontam que a infecgao por Trypanosoma
cruzi conduz ao parasitismo e consequente alteragcdo morfolégica e funcional no
pancreas de forma inéculo dependente. Enquanto que a alta carga parasitaria induz
a uma infeccdo aguda agressiva, com alta parasitemia, mortalidade e menor
parasitismo tecidual, com ligeiras altera¢cdes pancreaticas (estruturais e funcionais),
uma menor carga parasitaria arrasta um acentuado parasitismo pancreatico, com
intenso infiltrado inflamatdrio associado, diminuicdo da area das ilhotas pancreaticas
associado com menor insulina plasmatica e menor glicemia. De forma interessante,
na fase crénica da infecgdo, camundongos com diferentes inéculos comportaram de
maneira semelhante, com manutencdo de parasitismo e inflamagao pancreatica e

menor insulina plasmatica. Essas diferentes alteragbes pancreaticas frente as
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diferentes cargas parasitarias podem ser importantes pegcas no quebra-cabeca da

ampla variagcao de alteragbes clinicas e metabdlicas associadas com a doenca de

Chagas.
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