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O protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi, agente etioldgico da doenca de Chagas,
apresenta uma ampla variabilidade intraespecifica que determina a existéncia de
subpopulagBes com caracteristicas genéticas, morfolégicas, moleculares e bioquimicas
distintas. Este polimorfismo tem sido associado ao desenvolvimento das diferentes formas
clinicas da doenca de Chagas e suas implicacBes epidemioldgicas. Neste contexto, a forma
digestiva parece estar ausente na América Central, México e Venezuela, porém em paises
como Brasil e Bolivia pode ocorrer sozinha ou em associacdo com a forma cardiaca. O
megaesdfago e o megacolon, manifestacbes mais comuns da forma digestiva, séo
caracterizados por acalésia e obstrucdo parcial/total do colon, respectivamente. Achados
histopatologicos demonstram o envolvimento do sistema nervoso entérico na patogénese
dessas visceromegalias, porém poucos estudos tém abordado qual é o limite de
desnervacdo necessario para as alteracfes da motilidade. Neste trabalho, cées da raca
Beagle foram infectados com as cepas Y ou Berenice-78 do T. cruzi e necropsiados
durante as fases aguda (30 dias apds infeccdo-DAI) ou cronica (730 DAI) da doenca
experimental para avaliacdo histopatologica do eséfago e colon. Ambas as cepas foram
capazes de infectar o es6fago e o colon e provocar resposta inflamatdria durante a fase
aguda. Na fase cronica, a PCR convencional detectou parasitismo tecidual apenas no grupo
infectado com a cepa Be-78 o0 que poderia estar relacionado com a manutencdo do
processo inflamatorio neste grupo. Apenas nos animais infectados com a cepa Y foi
observada fibrose na fase cronica. Desnervacao dos ganglios mientéricos foi observada na
infeccdo com ambas as cepas durante a fase aguda, porém na fase crénica a desnervacao
foi persistente apenas nos animais infectados com a cepa Be-78. O comprometimento das
células gliais foi precoce nos animais infectados com a cepa Y enguanto os animais
infetados com a cepa Be-78 apresentaram reducdo de células gliais entéricas GFAP-IR
apenas na fase crénica. Estes resultados sugerem que embora as duas cepas sejam capazes
de provocar lesdes no trato digestorio, a cepa Y controla precocemente essas alteracdes,
enquanto a cepa Be-78 sustenta as alteracfes ao longo da infec¢do experimental, sugerindo

o desenvolvimento de lesGes digestivas cronicas.



NOGUEIRA, C. Abstract

The flagellate protozoan Trypanosoma cruzi, etiologic agent of Chagas disease, presents a
wide intraspecific variability that determines the existence of subpopulations with distinc
genetic, morphological, molecular and biochemical feactures. This polymorphism has been
associated with the development of different clinical forms of Chagas disease and its
epidemiological implications. In this context, the digestive form seems to be absent in
Central America, Mexico and Venezuela, but in countries like Brazil and Bolivia may
occur alone or in combination with the cardiac form. Megaesophagus and megacolon, the
most common manifestations of the digestive form, are characterized by achalasia and
colon partial /total obstruction, respectively. Histopathologic findings demonstrate the
involvement of enteric nervous system in these visceromegalies pathogenesis, but few
studies have addressed the limit of what is necessary for denervation changes in motility.
In this study, Beagle dogs were infected with strains Y or Berenice-78 of T. cruzi and
necropsied during the acute phase (30 days post infection-DPI) or chronic (730DPI) of the
experimental disease for esophagus and colon post-mortem histopathological evaluation.
Both strains were able to infect the esophagus and colon and cause an inflammatory
response during the acute phase. In the chronic phase, the conventional PCR detected only
tissue parasitism in the group infected with Be-78 strain that is associated with the
inflammatory process maintenance in this group. Only in animals infected with the Y strain
was observed fibrosis in chronic phase. Denervation of myenteric ganglia was observed in
infection with both strains during the acute phase, but in chronic phase, denervation was
persistent only in animals infected with Be-78 strain. The glial cells involvement was
earlier in animals infected with Y strain while animals infected with Be-78 strain showed a
reduction in enteric glial cells GFAP-IR only in the chronic phase. These results suggest
that although the two strains are capable of causing injury in the digestive tract, the Y
strain control these changes earlier, while the Be-78 strain sustain alterations throughout

the experimental infection, suggesting the development of chronic digestive lesions.
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1.1 Trypanosoma cruzi e a Doenca de Chagas

O Trypanosoma cruzi, agente etioldégico da doenca de Chagas (DC), é um
protozoario hemoflagelado pertencente a ordem Kinetoplastida e familia Tripanosomatidae
que infecta 0 homem e uma ampla variedade de mamiferos domésticos e silvestres. Os
principais hospedeiros invertebrados, vetores da DC, sdo insetos hematdfagos da
subfamilia Triatominae, popularmente conhecidos como “barbeiros”. Durante seu repasto
sanguineo, o triatomineo elimina formas tripomastigotas metaciclicas que podem penetrar
no hospedeiro vertebrado através da pele ou mucosa adjacente infectando, principalmente,
células do sistema mononuclear fagocitario (SMF). No interior dessas células, as formas
tripomastigotas metaciclicas se diferenciam em formas amastigotas, arredondadas e com
flagelo involuido, que d&o inicio a uma série de replicacfes. ApoOs varios ciclos de
multiplicacdo as amastigotas se diferenciam em tripomastigotas, que sdo liberadas na
corrente sanguinea prontas para infectar outras células hospedeiras e dar inicio a novas
replicacdes, disseminando a infeccdo para os diferentes tecidos e 6rgdos. O ciclo bioldgico
do T. cruzi continua quando o triatomineo ingere as formas tripomastigotas sanguineas
durante hematofagia em mamiferos infectados. No estdbmago do inseto, as formas
tripomastigotas se transformam nas formas epimastigotas (ndo-infectivas) e seguem para o
intestino onde se reproduzem extracelularmente por divisdo binaria simples. Uma vez que
elas alcancam o reto, as epimastigotas se diferenciam em formas tripomastigotas
metaciclicas que podem ser eliminadas nas fezes do triatomineo durante o seu repasto
sanguineo reiniciando o ciclo (BRENER, 1987).

A via de transmissdo vetorial, descrita acima, representa a principal e mais
frequente forma de transmissdo, sendo o Triatoma infestans, o Rhodnius prolixus e o
Triatoma dimidiata os mais importantes vetores no ciclo doméstico da DC (WHO, 2002;
ZELEDON & RABINOVICH, 1981). O Triatoma infestans, embora atualmente
considerado erradicado no Brasil (ROCHA-SILVA & RODRIGUES, 2000; DIAS, 1997),
é historicamente associado as regides endémicas sub-amazonicas, enquanto as espécies
Rhodnius prolixus e Triatoma dimidiata geralmente sdo encontradas ao norte da América
do Sul e Central, sendo que o Ultimo alcanca o norte do México (WHO, 2002; ZELEDON,
1981). No entanto, a DC ainda pode ser transmitida por mecanismos ndo-vetoriais através

de transfus@o sanguinea, transplante de Orgdos, transmissdo vertical da mae para o feto,
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acidentes de laboratério e ainda por via oral (BERN et al., 2007; BARBOSA et al., 2006;
PRATA, 2001).

No contexto epidemioldgico, segundo a Organizacdo Mundial de Salde, o nimero
estimado de pessoas infectadas pelo T. cruzi € de aproximadamente 10 milhdes,
distribuidas em 21 paises da América Latina, onde a doenca ainda € considerada endémica
com predominio da transmissdo vetorial, como Argentina, Chile, Bolivia, Venezuela e
Colbmbia, e em regides ndo-endémicas como Canada, Estados Unidos, Australia, Jap&o,
Franca, Italia, Espanha, Portugal e Bélgica (WHO, 2010). Nesses ultimos a incidéncia da
DC esta relacionada a mecanismos de transmissdo néo-vetoriais facilitados por fendbmenos
de mobilidade populacional (SCHMUNIS et al., 2007; WHO 2010). No Brasil, um
inquérito soroldgico nacional para DC, realizado entre os anos 1975 e 1980, estimou uma
soroprevaléncia de 4,22%, no entanto, com o controle da transmisséo vetorial, a incidéncia
da DC no pais caiu para 1,3% no ano de 1995 (BOCANEGRA, 2008; AKHAVAN, 2000).
As maiores prevaléncias foram encontradas no Rio Grande do Sul (8,84%), Minas Gerais
(8,83%), Goids (7,40%), Sergipe (5,97%) e Bahia (5,44%) (BOCANEGRA, 2008;
CAMARGO et al., 1984).

Na doenca humana ocorrem duas fases distintas. A fase aguda, que dura
aproximadamente dois a quatro meses, € geralmente assintomatica, entretanto, os sinais e
sintomas, quando presentes, estdo mais frequentemente relacionados ao estado
imunolégico e nutricional do hospedeiro, a cepa do parasito e indculo (quantidade e fonte)
entre outros fatores. Esta fase é caracterizada por uma elevada parasitemia e parasitismo
tecidual, processo inflamatorio intenso, quadro toxémico febril e clinico fugaz (revisado
por GOLGHER & GAZZINELLI, 2004). Apos a fase aguda, inicia-se a fase crbnica da
doenca, que se perpetua por toda a vida do hospedeiro vertebrado. Nessa fase os niveis de
parasitemia tornam-se subpatentes, devido ao controle da proliferacdo do parasito pelo
sistema imune. A maioria dos individuos (70%) permanece na forma indeterminada que é
caracterizada por positividade para anticorpos contra T. cruzi no soro e pela auséncia de
alteracdes nos exames eletrocardiograficos e radioldgicos do térax e abddmen (DIAS,
1995; ANDRADE et al.,, 1997). Porém, alguns individuos, cerca de 20 a 35%,
desenvolvem lesdes irreversiveis no sistema nervoso autbnomo (SNA) do coragéo, esdfago
e/ou colon, podendo desenvolver formas clinicas caracterizadas pelo envolvimento desses
orgdos (MONCAYO, 2003; PRATA, 2001).
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A cardiomiopatia chagasica é caracterizada por alteracdes eletrocardiogréaficas
como bloqueio atrioventricular, extra-sistoles ventriculares, sindrome do nddulo sinusal e
taquicardia supraventricular (revisado por GASCON et al., 2007). As manifestagdes
clinicas incluem arritmias, tromboembolismo periférico, aneurisma de ponta, insuficiéncia
cardiaca congestiva podendo ocorrer morte subita (LARANJA et al., 1956). Em relacdo a
forma digestiva, embora lesdes associadas ao intestino delgado (megaduodeno, megajejuno
e/ou megaileo) possam ocorrer, 0 megaeséfago e o megacolon sdo as manifestacdes
gastrointestinais mais comuns da DC, ocorrendo em areas endémicas numa taxa de15-20%
dos pacientes chagasicos, associada ou ndo a forma cardiaca (PRATA, 2001). No
megaesofago pode-se observar relaxamento anormal do esfincter esofageal e diminuicdo
da peristalse caracterizando uma alteragdo motora conhecida como acalésia com disfagia,
regurgitacdo, pirose e dor torécica, enquanto o megacolon esta associado & constipagdo
crbnica, com obstrucdo parcial a total de segmentos coldnicos (em especial, no segmento
retossigmoide) e complicacBes como desnutricdo e volvulo (torgdo) sigmoide (SANCHEZ-
GUILLEN et al., 2006; PRATA, 2001; OLIVEIRA et al., 1998; REZENDE, 1984).

A relacdo entre as alteracdes patofisiologicas observadas na doenca crénica e as
lesGes desenvolvidas ainda na fase aguda e destas com 0s niveis de parasitemia e a carga
parasitaria tecidual ainda geram observacdes muito conflitantes (PARADA et al., 1997).
Resultados obtidos por Andersson e colaboradores (2003) mostraram que a gravidade das
alteracdes da fase aguda ndo necessariamente define o eventual resultado da fase cronica.
Nesse estudo, camundongos C57BL/6 infectados com a cepa CA-1 apresentaram niveis
baixos de parasitemia e mortalidade, porém, desenvolveram inflamacéo cronica intensa,
enquanto camundongos BALB/c infectados com a cepa Tulahuen tiveram maiores niveis
de parasitemia e 50% de mortalidade, no entanto ndo desenvolveram inflamacdo crénica, o
que sugeriria a participacdo de outros fatores relacionados, por exemplo, caracteristicas
inerentes a cepa e ao hospedeiro. Dessa forma, variacdo genotipica entre linhagens do T.
cruzi poderia explicar a variabilidade na viruléncia, susceptibilidade a resposta imune do

hospedeiro, tropismo tecidual e sintomas clinicos da DC (HIGO et al., 2004).
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1.2 Patogénese da DC e a Variabilidade Intraespecifica do Trypanosoma cruzi

A escassez de parasitos detectados pela microscopia Optica convencional nas lesGes
teciduais ou no sangue durante a fase cronica suscitou duvidas sobre seu papel patogénico
direto e, juntamente com a presenca de auto-anticorpos, levantou a hipotese da
autoimunidade na patogénese da DC. Contudo, essa teoria tem sido refutada
experimentalmente através de técnicas mais sensiveis, como a imuno-histoquimica e a
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), onde uma forte correlacdo tem sido observada
entre a presenca do parasito e a ocorréncia de lesbes teciduais reforcando assim, a
participacdo do parasito na patogénese da doenca (VAGO et al., 2003; LAGES-SILVA et
al., 2001; VAGO et al., 2000; ANDRADE et al., 1999; ANES et al., 1999; VAGO et al.,
1996; HIGUCHI et al., 1993). No entanto, atualmente as teorias de autoimunidade e de
manutencdo de um parasitismo tecidual deixaram de ser mutuamente excludentes para se
tornarem complementares (SOARES et al., 2001). Neste contexto, parece que a
persisténcia do parasito € indispensavel, mas ndo necessariamente suficiente para causar a
DC cronica (ANDERSSON et al,. 2003). Estudos mostram que a persisténcia a longo
prazo do parasito parece ter um papel-chave para a manutencdo de um processo
inflamatério ativo capaz de causar lesdes histologicas (DA SILVEIRA et al., 2005;
ANDERSSON et al., 2003; LAGES-SILVA et al., 2001; TARLETON & ZHANG, 1999),
porém o mimetismo antigénico do T. cruzi capaz de induzir um ataque imunoldgico a
células proprias também pode estar relacionado a patogénese das lesdes (CUNHA-NETO
& KALIL, 1995).

Enquanto a manutengdo do parasitismo e a indugdo de autoimunidade estdo
associadas ao desenvolvimento das lesdes cronicas da DC, uma caracteristica bioldgica do
parasito parece influenciar o histérico clinico da doenga. A capacidade do T. cruzi de
infectar varios tipos celulares garante a ele uma adaptacdo bem sucedida e determina a
manifestacdo de fendbmenos de cito/histotropismo (ANDRADE, 1985). A maioria das
cepas apresenta preferéncia por células musculares (TARLETON et al., 1999) e dessa
forma, os principais 6rgédos afetados s&o o coracao, o es6fago e o cdlon, nos quais ocorrem
as lesdes mais graves que caracterizam as formas cardiaca e/ou digestiva da doenca. No

entanto, estudos comprovam a presenca de alteragdes histologicas decorrentes da infecgédo



NOGUEIRA, C. Introducédo

pelo T. cruzi no figado, baco, pancreas, intestino delgado, cérebro (ABREU-VIEIRA et al.,
2009; MENEGUELLI, 2004; HIRSCHBER et al., 1994; SALDANHA et al., 2001;
TAFURI & BRENER, 1966a; TAFURI & RASO, 1962) entre outros oOrgdos. Esta
habilidade do T. cruzi de infectar diferentes tecidos parece estar associada a variabilidade
genética tanto do parasito quanto do hospedeiro (ANDRADE et al., 1999; VAGO et al.,
2000; ANDERSSON et al., 2003; MACEDO et al., 2004).

A heterogeneidade intraespecifica do T. cruzi j& observada por Carlos Chagas
(1909) foi posteriormente estudada e confirmada por Brener & Chiari (1963). Os autores
demonstraram a ocorréncia de trés grupos morfologicamente distintos do parasito, de
acordo com a predominancia de formas delgadas, largas e muito largas. Esse polimorfismo
foi correlacionado ao curso clinico da infeccdo experimental de camundongos por Brener,
(1965; 1969). Em 1969, Brener demonstrou que as formas delgadas penetravam mais
rapidamente nas células do hospedeiro e estas eram mais susceptiveis aos mecanismos
imunes, enquanto, as formas largas persistiam por um tempo maior no sangue periférico,
sendo, portanto, mais resistentes aos mecanismos imunolégicos do hospedeiro. Dessa
maneira, as formas delgadas parecem mais adaptadas a penetrarem nas células que as
formas largas e muito largas, que tendem a acumular-se no sangue (BRENER, 1969).
Corroborando com essa hipotese, as taxas de mortalidade foram maiores nos animais
infectados com as cepas constituidas predominantemente por formas delgadas quando
comparadas as cepas constituidas por formas largas ou muito largas, onde muitos dos
animais sobreviveram até a fase cronica (BRENER, 1965), indicando que o curso da
infeccdo poderia depender da predominancia relativa de uma forma sobre a outra. Estudos
posteriores realizados por Guedes e colaboradores (2007) revelaram que a cepa Y possuia
91% de formas delgadas, enquanto a cepa Berenice-78 (Be-78) era constituida
predominantemente por formas largas (90%). Essas caracteristicas foram correlacionadas a
infectividade dessas cepas em células de VERO, sendo confirmada a maior taxa de
infectividade para a cepa com predominio de formas delgadas, a cepa Y, em relacdo a cepa
Be-78. Além disso, essas caracteristicas das cepas Y e Berenice-78 sdo associadas a
diferengas em relacdo a parasitemia. Estudos utilizando o cdo como modelo experimental
mostram que a cepa Be-78 apresenta periodo pré-patente e pico de parasitemia tardios em
relacdo a cepa Y, e ainda, os animais infectados com a cepa Y s&o capazes de controlar a
parasitemia mais rapidamente que os animais infectados com a cepa Be-78 (VELOSO et
al., 2008; CAMARGOS et al.,, 2000; CARNEIRO et al.,, 2007). Em relagdo ao
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histotropismo dessas cepas, achados histologicos em modelo murino indicam outra
diferenca entre essas duas cepas, sendo a cepa Y caracterizada por um tropismo
preferencial para macréfagos e a cepa Be-78, por parasitismo predominante em celulas
musculares, o que as classifica como reticulotropicas ou miotropicas, respectivamente
(MELO & BRENER, 1978).

Estas diferengas morfoldgicas e bioldgicas somadas as caracteristicas genéticas,
bioguimicas e moleculares do parasito e ao advento de técnicas cada vez mais sensiveis
determinaram o surgimento de diferentes classificagdes para as subpopulagdes do T. cruzi.
Atualmente, uma classificacdo geral em Discrete Typing Units (DTU) identifica as cepas
do T. cruzi em grupos geneticamente mais relacionados baseada em caracteristicas
genéticas e bioldgicas: Tcl, Tcll, Tclll, TclV, TcV e TcVI (ZINGALES et al., 2009).

Além das caracteristicas inerentes a cepa, fatores relacionados ao hospedeiro
também parecem ser importantes para o estabelecimento das diferentes formas clinicas da
DC. Estudos realizados por Andrade e colaboradores (1999) envolvendo duas diferentes
populagdes do T. cruzi, JG e Coll.7G2, originalmente isoladas de pacientes com formas
clinicas distintas da DC, mostraram alteracdo no padrdo de histotropismo. A cepa JG,
isolada de um paciente com megaesdfago, causou parasitismo cardiaco em camundongos
infectados por ela isoladamente ou em associacdo com a cepa Col1.7G2. Para 0s autores,
na infeccdo mista pode ter havido uma interacdo entre as duas cepas que foi capaz de
alterar a colonizagdo tecidual, no entanto, a inversdo de histotropismo observada na
infeccdo apenas com a cepa JG confirma o envolvimento de caracteristicas do hospedeiro.
Mais evidéncias sobre a participacdo de aspectos genéticos do hospedeiro sobre aspectos
patogénicos das distintas formas clinicas da DC foram obtidas em estudos posteriores,
analisando as respostas de diferentes linhagens de camundongos, C57BL/6 e Swiss versus
BALB/c e DBA-2, a infeccdo com uma mistura das cepas JG e Coll.7G2 (Andrade et al.,
2002). Para os camundongos BALB/c e DBA-2, o mesmo padrdo de distribuicdo tecidual
foi observado, com predominancia da cepa JG no coracdo e Col1.7G2 no reto e demais
tecidos. No entanto, camundongos C57BL/6 e Swiss apresentaram maior parasitismo
cardiaco em relacéo a cepa Col1.7G2, enquanto que, a cepa JG parasitou preferencialmente
0 reto e demais tecidos. Dessa forma, a distinta distribuicdo tecidual observada para
BALB/c e DBA-2 versus C57BL/6 e Swiss foi associada as diferencas entre os perfis
genéticos destes animais (ANDRADE et al., 2002).
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Assim como observado em modelos experimentais, a influéncia dos perfis
genotipicos das linhagens do T. cruzi e as diferengas imunoldgicas/genéticas observadas
entre as populagdes humanas parecem estar relacionadas a ocorréncia varidvel das trés
mais importantes formas clinicas da DC na América Latina. A forma digestiva é
principalmente atribuida ao Tcll (VIRREIRA et al.,, 2006; ZINGALES et al., 1998;
MILES et al., 1981). Estudos epidemioldgicos tém demonstrado que a distribuicdo das
diferentes linhagens do T. cruzi varia geograficamente, sendo Tcl prevalente na América
Central e na regido norte da América da Sul, enquanto as outras linhagens (Tcll-VI) sdo
encontradas predominantemente ao sul da América do Sul. Na regido central da América
do Sul (Brasil e Bolivia) parece ocorrer uma sobreposicao entre as linhagens do T. cruzi
(HIGO et al., 2004). Na Bolivia, as subpopula¢des pertencentes ao Tclld (atual TcV em
ZINGALES et al., 2009) sdo as mais comumente encontradas, seguidas pela linhagem Tcl,
e ndo parecem estar associadas a nenhuma forma clinica especifica, cujo desenvolvimento
deve relacionar-se mais a fatores relacionados ao hospedeiro (DEL PUERTO et al., 2010).
VariagBes com importancia epidemioldgica nos padres de distribuicdo geogréafica das
linhagens do parasito tém sido observadas atualmente, por exemplo, na Colémbia, onde a
cardiomiopatia, associada ao Tcl, parece ndo ser mais a Unica forma clinica da DC e
estudos de caso mostram a ocorréncia da forma digestiva associada ao Tcl (FLOREZ et al.,
2010; MANTILLA et al., 2010) e também a ocorréncia de forma cardiaca associada ao
Tcll (ZAFRA et al., 2008). Esses achados sugerem que a relacdo entre as formas clinicas
da DC e as linhagens do T. cruzi ainda ndo sdo claras (FLOREZ et al., 2010). Segundo
Medeiros e colaboradores (2010), cepas de ambas as linhagens Tcl (DM28c) e Tcll (Y ou
CL-Brener) foram capazes de causar alteracbes da motilidade no colon de camundongos
Swiss confirmando a dificuldade de se estabelecer essa relacdo, o que sugere a necessidade
de mais estudos abordando as lesbes chagéasicas Orgao-especificas e sua relacdo com a

presenca de linhagens particulares do parasito.

1.3 Trato Gastrointestinal e o Sistema Nervoso Entérico

Responsavel pelas funcdes de digestdo e absorcdo de moléculas nutrientes, o trato
gastrointestinal (TGI) é constituido pela cavidade oral, faringe, esdfago, estdmago,

intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo), intestino grosso, reto e anus, alem de 6érgéos
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glandulares associados como figado, vesicula biliar, pancreas e glandulas salivares. Com
excecdo dos oOrgdos glandulares, o trato digestdrio é histologicamente constituido por 4
tlnicas: mucosa, submucosa, muscular e serosa. Na tunica mucosa pode-se observar uma
camada de epitélio (variavel ao longo do TGI) que mantém contato direto com o limen do
0rgdo; uma camada de tecido conjuntivo frouxo, colageno e elastina, rica em vasos e
glandulas, formando a l&mina propria; e uma camada delgada de musculatura lisa,
denominada muscular da mucosa. A tanica submucosa pode apresentar glandulas e é
constituida por tecido conjuntivo frouxo com fibrilas de colageno e de elastina e vasos de
grande calibre. Duas camadas de musculatura lisa (com exce¢do do terco superior do
esdfago que apresenta musculatura estriada) com fibras dispostas em distintas orientaces
(camada muscular interna circular e camada muscular externa longitudinal) formam a
tinica muscular. E por fim, a tlnica serosa ou adventicia, que forma uma cépsula
conjuntiva coberta por camadas mesoteliais escamosas ao redor do tubo digestorio.

O funcionamento do TGI inclui fendmenos de motilidade, com propulsao
(peristaltismo) e mistura do bolo alimentar ao longo de todo o trato; secrecdo de
substancias (enzimas, agua); digestdo quimica; e absor¢do das moléculas menores
digeridas. Estas funcdes sdo reguladas por hormdnios, produzidos localmente ou em
orgdos glandulares associados (ex.: pancreas) e agem sobre células secretoras ou
musculares (ex.: esfincteres gastrointestinais) ou por circuitos neurais. O controle neural do
TGl é exercido pelo Sistema Nervoso Autdnomo (SNA) através da inervagdo simpatica ou
parassimpatica e ainda de uma divisdo independente do SNA distribuida ao longo de todo
o0 trato digestdrio, denominada Sistema Nervoso Entérico (SNE). De forma geral, estes
sistemas trabalham integrados e neurénios do SNE séo atingidos por axonios de neurénios
sensoriais extrinsecos originados no sistema nervoso simpatico (SNS) ou parassimpatico
(SNP) (FURNESS et al., 2000). Porém, o SNE é caracterizado por apresentar certa
autonomia na regulacdo das funcbes gastrintestinais, como secrec¢do, motilidade, fluxo
sanguineo e controle imunolégico (HANSEN et al., 2003).

Além de varios plexos aganglionados, trés plexos neurais ganglionados séo
descritos e estdo distribuidos ao longo do TGI, desde o esdfago até o anus: o plexo
mucoso, 0 plexo submucoso ou de Meissner localizado na borda submucosa da tdnica
muscular; e o plexo Mientérico ou de Auerbach, observado no plano intermuscular da
tunica muscular (COSTA et al., 2000; FURNES, 2000). Neurdnios encontrados nos plexos

submucosos regulam a secrecdo e absorgdo enquanto aqueles do plexo mientérico
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normalmente sdo responsaveis por controlar a atividade peristaltica (FURNESS &
COSTA, 1987). Histologicamente estes plexos sdo constituidos por neurdnios de varias
classes e funcdes, células gliais e fibras do SNS e SNP.

As células gliais entéricas (EGC) sdo morfologica e molecularmente semelhantes
aos astrocitos do Sistema Nervoso Central (SNC) e contém o filamento intermediario ou
proteina do citoesqueleto chamado proteina &cida fibrilar da glia (GFAP), vimentina e a
proteina ligadora de célcio S-100. Essas células apresentam fungdes citoprotetoras e
troficas, sendo importantes na barreira do TGI, uma vez que formam uma extensiva rede
na mucosa intestinal proxima aos vasos sanguineos submucosos (SAVIDGE et al., 2007).

As fibras nervosas presentes nos plexos sdo originadas tanto em neurdnios entéricos
qguanto em neurdnios extrinsecos aferentes e eferentes. Estudos abordando a inervagdo
intrinseca do TGI revelaram a existéncia de distintas categorias de neurdnios que podem
ser classificados de acordo com suas propriedades morfolégicas, neuroquimicas e
funcionais. Em relacdo aos critérios morfoldgicos, os neurbnios sdo classificados em
Dogiel tipo | ao tipo VI1I e neurdnios gigantes (revisado por HANSEN, 2002; revisado por
FURNESS, 2000). Esses critérios incluem arquitetura dos dendritos, tamanhos dos corpos
celulares e sua localizacdo dentro do génglio e posicdo do ndcleo (revisado por
BREHMER et al., 1999). Funcionalmente estas células sdo classificadas em: neurdnios
sensoriais (neurdnios intrinsecos aferentes primarios-IPANs), capazes de transduzir
estimulos fisicos (ex.: distensdo) em atividade elétrica; neurénios motores excitatorios ou
inibitérios, responsaveis pela contracdo ou relaxamento muscular, respectivamente;
neurénios secretomotores, que controlam a secrecao do epitélio gastrointestinal; neurbénios
vasomotores associados ao controle do fluxo sanguineo; neurdnios motores que inervam as
células enteroendocrinas, que respondem a estimulos intermediados por células
enteroenddcrinas e originados dentro do Iimen; e interneur6nios que projetam-se para fora
da parede gastrointestinal em dire¢bes oral (ascendente) ou aboral (descendente)
alcancando ganglios simpaticos pré-vertebrais e estdo envolvidos nos reflexos
gastrointestinais independentes de conexdes com o Sistema Nervoso Central (SNC)
(FURNESS, 2000; KUNZE & FURNES, 1999). Métodos imuno-histoquimicos permitem a
identificacdo da populacgdo total de neurdnios pela expressédo de HucHud, enolase e outros
marcadores e de suas subpopulagdes, por exemplo NOS, TH e Somastatina. A proteina do
gene produzida 9.5 (PGP 9.5) e uma hidrolase C-terminal, expressa no citoplasma de

neurdnios, utilizada como marcador pan-neuronal (THOMPSON et al., 1983). Embora

10



NOGUEIRA, C. Introducédo

algumas classes de neurdnios estejam localizadas preferencialmente em um dos plexos, de
um modo geral todos os tipos sdo encontrados distribuidos de forma aleatoria entre os
ganglios, ndo havendo nenhuma relacdo funcéo/localizacao.

Além do controle intrinseco, o SNE é influenciado diretamente por neurdnios
sensorias aferentes e fibras simpaticas e parassimpaticas, caracterizando a inervacao
extrinseca do TGI. Neurénios aferentes sensoriais possuem terminacfes nervosas dentro
dos ganglios entéricos e sdo responsaveis pelo controle central da atividade neuronal
entérica, ativando vias que causam todas as sensacgdes gastrointestinais e dirigem reflexos
mediados centralmente. Os componentes parassimpaticos que alcancam o0 intestino
concentram-se principalmente nas regifes proximal e distal do TGI e originam-se nos
nervos vagais ou pélvicos, respectivamente. Essas fibras formam varicosidades (locais de
liberacdo de neurotransmissores) que podem fazer contato com a maioria dos neurdnios
entéricos e geralmente sdo excitatorias, agindo através do neurotransmissor acetilcolina
(POWLEY, 2000) e sdo capazes de potencializar as respostas locais reflexas e desencadear
padrdes motores envolvidos no vomito e defecacdo. As fibras do SNS, predominantes entre
0 estbmago e o reto, originam-se em neur6nios tirosina hidroxilase positivos (TH™)
localizados principalmente em ganglios pré-vertebrais (celiaco, mesentérico superior,
mesentérico inferior e intermesentérico) e diferentes fenotipos inervam o0s ganglios
mientéricos (TH"), os vasos sanguineos (TH* e Neuropeptidio Y/ NPY™) e os ganglios
submucosos (TH* e Somastatina®), sugerindo que os processos de motilidade, secrecdo e
fluxo sanguineo podem ser independentemente controlados pelo SNS. Esse controle é
exercido pela liberacdo do neurotransmissor noradrenalina e tem funcdo de inibicdo pré-
sindptica suprimindo as atividades espontaneas do SNE e a inervacdo extrinseca do SNP
(HOLZER et al., 2002; KUNZE & FURNES, 1999).

E sabido que a ritmicidade elétrica do TGl é razoavelmente constante e
caracterizada por ondas lentas (HANSEN, 2003) e que as células musculares sdo incapazes
de gerar ou propagar movimentos coordenados. Dessa forma o aparato motor do TGl é
constituido por neurdnios entéricos, células musculares esqueléticas e células intersticiais
de Cajal (ICC). Estas ultimas foram descritas em 1893, por Ramon Y Cajal e estdo
localizadas em regides especializadas ao longo do TGI consideradas “regides
precursoras/marcapasso” onde as ondas lentas se originam. As ICCs sdao observadas
circundando o plexo de Auerbach e irradiando para o interior das camadas musculares

dispondo-se no mesmo sentido das fibras adjacentes e permanecem interconectadas e em
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contato direto com neurdnios entéricos e células musculares esqueléticas. Estas células
funcionam como intermediarias entre as fibras nervosas do SNE e as fibras musculares
lisas propagando o estimulo nervoso e determinando os fendmenos de contracdo ou
relaxamento (FAUSSONE-PELEGRINNI et al., 1999; 1985; BEREZIN, 1988;
THUNEBERG, 1982). O comportamento contratil do mdsculo liso € dependente de
eventos de despolarizacéo e abertura de canais de célcio (Ca") e a oscilagdo do potencial de
membrana dessas células, em resposta as ondas lentas, produzem periodos alternados de
maior e menor abertura de canais de Ca’. Essas regides sdo caracterizadas por padrdes de
motilidade naturalmente peridédicos como peristaltismo e segmentacdo. A forca de
contracdo pode ser controlada por neurdnios entéricos excitatérios a partir do aumento da
amplitude das ondas lentas com consequente aumento do influxo de Ca*. Em contrapartida,
neurbnios entéricos inibitérios podem reduzir a amplitude das ondas lentas e a forca
contrétil, via canais de potassio (K*) (SANDERS et al., 2006). Atualmente, as ICCs s&o
classificadas de acordo com a localizacdo e podem ser observadas por técnicas imuno-
histoquimicas a partir da marcacdo do receptor de superficie tirosina cinase cKit/CD117
(WARD et al., 1994).
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Figura 1: Representacdo esquematica da organizagdo do sistema nervoso entérico. Os plexos nervosos
intramurais sdo constituidos por regides ganglionadas e ndo ganglionadas. O plexo de Meissner ou
Submucoso encontra-se localizada na regido de transigdo entre a submucosa e a muscular circular interna,
enquanto o plexo de Auerbach ou Mientérico, localiza-se na regido intermuscular entre as miofibras
circulares e longitudinais. Ambos 0s plexos sdo caracterizados por certa autonomia no controle da motilidade
do trato digestorio, no entanto recebem inervacao de corpos neuronais localizados fora da parede do TGl que
constituem a inervagdo extrinseca.

Fonte: www.fiocruz.br
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1.4 Envolvimento do Trato Gastrointestinal na Doenca de Chagas

As mais frequentes manifestacGes da forma digestiva da DC s&o o megaestfago e o
megacolon e sua ocorréncia parece ter fatores relacionados a distribuicdo geografica das
linhagens do T. cruzi, uma vez que é incomum em algumas regides como América Central,
Panama e Venezuela. No Brasil, o comprometimento do trato digestério ocorre com
freqUéncia variavel de acordo com a regido do pais com incidéncia entre 3,1% a 13%
dependendo da &rea endémica (BOCANEGRA, 2008; CASTRO et al., 1987; DIAS et al.,
1983) de forma isolada ou em associacdo com a forma cardiaca (ANDRADE et al., 1999).

A lesdo chagasica do TGI € caracterizada anatomicamente por dilatacdo em graus
variaveis, aumento do lIimen, auséncia de obstrucdo mecénica e espessamento da parede
especialmente relacionada a hipertrofia muscular. As é&reas dilatadas intercalam-se
aleatoriamente com regiGes com aspecto normal. Microscopicamente é observado
infiltrado inflamatoério constituido predominantemente por células mononucleares na
muscular da mucosa, submucosa e na muscular prépria; ganglionite e periganglionite,
especialmente circundando o plexo de Auerbach; ulceragdo da mucosa e fibrose
intermuscular intersticial (ADAD et al., 1991; TAFURI, 1971). LesGes inflamatdrias
regressivas do sistema nervoso intramural afetam neurdnios, células gliais e fibras nervosas
e sdo consideradas elementos essenciais na patogénese da desordem gastrointestinal (DA
SILVEIRA et al., 2010; NASCIMENTO et al., 2010; DA SILVEIRA et al., 2009; 2008;
2007a; 2005; ADAD et al.,, 2001; LAGES-SILVA et al., 2001; ADAD et al.,1991;
HAGGER, 2000; KOBERLE, 1974; TAFURI et al.,1971; TAFURI, 1971; 1970; TAFURI
& BRENER, 1967; ANDRADE & ANDRADE, 1966; TAFURI & RASO, 1962;
KOBERLE, 1957; KOEBERLE &ALCANTARA, 1960).

O mecanismo patogénico das lesdes no SNA ainda ndo é completamente
compreendido, porém, durante a fase aguda, o parasitismo de células do SMF em regides
préximas aos ganglios do plexo de Auerbach pode estar associado ao dano neuronal. Para
Lisboa (1960), a ruptura dessas células e liberacdo do parasito nessas regides séo eventos
seguidos por inflamacdo ganglionar e periganglionar e posterior neurolise. Tem sido
mostrada uma intima relacdo entre a ruptura de ninhos com consequente liberacdo de
parasitos e seus antigenos e o desenvolvimento de um processo inflamatério (TEIXEIRA
et al., 1970; ANDRADE & ANDRADE, 1966) capaz de causar lise celular, seja essa
relacdo intermediada por um agente neurotoxico (KOBERLE & ALCANTARA, 1960),
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por uma ligacao de antigenos do parasito a células adjacentes ndo-infectadas do hospedeiro
(RIBEIRO & HUDSON, 1981; 1980) ou pela indugéo de autoimunidade (CUNHA-NETO
& KALLIL, 1995; TEIXEIRA et al., 1970). Ribeiro dos Santos e Hudson mostraram, tanto
in vitro (1980) quanto in vivo (1981), que antigenos do T. cruzi podem ser adsorvidos em
células de hospedeiros mamiferos tornando-as potenciais alvos para a resposta imune
contra o parasito. No estudo in vivo camundongos C57BI/6 foram infectados com a cepa Y
do T. cruzi e apresentaram perda de neurdnios cardiacos coincidente com o pico de
parasitemia e antigenos do parasito foram observados por imunofluorescéncia indireta
sobre miofibras e neurdnios adjacentes. Eles também observaram que a destruicdo
neuronal, além de ter precedido o desenvolvimento de uma resposta imune mediada por
linfcitos T anti-neur6nio, foi correlacionada com a resposta anti-parasito mediada por
anticorpos e células T. Neste contexto, os autores sugerem que quando um ninho de
parasitos é rompido, antigenos sdo liberados e podem associar-se a membrana de células
adjacentes ndo-infectadas e estas “células parasito-modificadas” poderiam ser lisadas por
elementos da resposta imune anti-T. cruzi, liberando antigenos-préprios, potencialmente
imunogénicos, que poderiam induzir o desenvolvimento de linfocitos T citotoxicos auto-
reativos (RIBEIRO DOS SANTOS & HUDSON 1981; 1980). Dessa forma, a lesdo
neuronal primaria seria causada pelo efeito direto ou indireto do parasitismo tecidual
enquanto as lesbes subsequentes poderiam estar associadas a eventos de autoimunidade.

De acordo com Tafuri (1971), nas lesbes chagasicas do TGI, as alteracfes agudas
do SNE estdo relacionadas a disfuncdo motora do érgdo que resultam em acumulo do
conteddo alimentar ou fecal na luz do trato digestorio que pode comprimir a mucosa e
induzir dilatacdo e eventos isquémicos. A interrupcdo do aporte sanguineo causa lesdes
regressivas da mucosa e nesta camada inicia-se um processo inflamatério, que alcanca a
submucosa, levando a lesbes do plexo submucoso, e consecutivamente as camadas
musculares, atingindo os ganglios do plexo mientérico ja lesionados pela infeccdo aguda.
O actmulo de células inflamatorias e a manutencdo destas ao longo da doenca crénica
estdo associados a destruicdo tecidual e a evolucao do quadro para fibrose que constitui um
dos fatores responsaveis pela modificagdo dos componentes do intersticio intermuscular e
das alteracBes das ceélulas musculares propriamente ditas (hipertrofia e/ou alteragdes
regressivas) como conseqiiéncia de um maior esfor¢o de contracdo devido ao aumento da

resisténcia causada pela fibrose. Estas alteracbes potencializam as lesfes do plexo
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mientérico que estdo em contato com as células musculares que tendem a ser agravadas de
acordo com o tempo e intensidade da dilatagéao.

O comprometimento do SNE ao longo da infeccdo pelo T. cruzi tem sido
comprovado por muitos autores a partir de técnicas imuno-histoquimicas, e achados
histopatoldgicos revelam que o comprometimento ndo esta restrito ao dano neuronal, uma
vez que alteracbes em numero e fendtipo de células gliais também sdo observadas (DA
SILVEIRA et al., 2010; 2009a; 2008; 2007a; IANTORNO, et al., 2007). lantorno e
colaboradores (2007), utilizando enolase como marcador pan-neuronal e S-100 como
marcador pan-glial, descreveram perda significativa de neurdnios e células gliais em
pacientes com megacolon chagasico. Desnervacdo, avaliada pela marcacdo de areas
PGP9.5, também foi observada em pacientes com megacélon chagasico em estudo
realizado por Da Silveira e colaboradores (2007a). Estes autores também descreveram
perda de células gliais entéricas S100", em pacientes com megacélon chagasico ou em
pacientes assintomaticos soropositivos para T. cruzi, porém estes Ultimos apresentaram
aumento nas células gliais GFAP* em relagdo aos pacientes com megacolon chagasico.
Estudos em cultura celular confirmaram a presenca de dois tipos de EGC, as EGC GFAP”
e as EGC GFAP’, e 0 aumento da expressdo de GFAP nessas células, interpretado como
resposta a algum trauma, foi associado ao contato com citocinas pro-inflamatdrias como
TNFa e IL-18 (VON BOYEN et al., 2004). Considerando que essa proteina é constituinte
dos filamentos intermediarios, possivelmente sua expressao esta relacionada ao aumento
da coesdo entre as células gliais (BUNIATIAN et al., 2002). Na DC, enquanto a
diminuicdo de células gliais S100" (pacientes com megacdlon) pode induzir perda da
homeostase e contribuir para o desenvolvimento do megacélon, o aumento de células gliais
GFAP" (pacientes ndo portadores do megacélon) parece criar uma barreira de protecéo
para 0s corpos celulares dos neurdnios representando uma tentativa de protecdo contra o
processo inflamatdrio ou infec¢do pelo parasito (DA SILVEIRA et al., 2007a).

Em contraste, pacientes com DC sem envolvimento do TGI apresentaram, além do
aumento da expressio de GFAP®, aumento de células gliais S100" no es6fago. Nesse
mesmo estudo também foi observado que quanto maior era a expressao de S100 e GFAP,
menor era a presenca de células inflamatdrias e pacientes que apresentavam essa relacéo
ndo apresentavam destruicdo neuronal, dilatagdo do 0Orgdo e nenhuma manifestacdo
patofisioldgica do megaes6fago (NASCIMENTO et al., 2010). Estes resultados foram

explicados pela potencial capacidade das EGC de funcionarem como células
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apresentadoras de antigenos. Essa capacidade foi demonstrada em EGC de pacientes com
megacolon chagasico, onde foi observada a expressdo de HLA-DR classe Il e CD80/CD86
(DA SILVEIRA et al., 2010). Nesse sentido, a expansdo de EGC S100°, embora n&o
impeca a invasdo do parasito (DA SILVEIRA et al., 2005), pode estar relacionada ao
controle do processo inflamatério prevenindo as lesbes associadas a desnervacdo, dilatagcdo
e perda funcional do 6rgdo (NASCIMENTO et al., 2010).

Além das alteracfes nos componentes enterogliais, o envolvimento do TGl na DC
crbnica tem sido associado a deficiéncia de ICCs (LIMA et al., 2008; IANTORNO et al.,
2007; HAGGER et al., 2000), aumento de fibrose e de mastocitos (ADAD et al., 2001;
PINHEIRO et al., 2003). Estudos realizados independentemente mostraram diminuicdo na
densidade de ICCs em pacientes com megaes6fago (LIMA et al., 2008) e megaco6lon
(HAGGER et al., 2000) associados & DC. As ICCs sdo classificadas de acordo com sua
localizagdo: ICC IM, distribuidas no plano intermuscular; ICC MY: circundando o plexo
mientérico; e ICC SM: circundando o plexo submucoso. Pacientes com megaco6lon
chagasico apresentam diminuigdo na densidade de ICCs MY, porém um aumento de ICCs
IM, localizadas mais distante do processo inflamatério, foi observado o que foi associado a
um mecanismo emergencial para compensar a atividade motora comprometida
(IANTORNO et al., 2007).

Estudos em modelos experimentais também tém demonstrado a presenca de
alteracdes do SNE induzidas pela infeccdo com o T. cruzi (ARANTES et al., 2004). Caes
podem desenvolver a fase aguda (LANA et al., 1992; ANDRADE, 1984) e as formas
cardiaca (LANA et al., 1992; 1988) e indeterminada (MACHADO et al., 2001a; 2001b;
LOPES et al., 1980) da fase crénica da DC, apresentando aspectos clinicos, morfoldgicos e
eletrocardiograficos similares aos observados em humanos, porém pouco é conhecido
sobre o envolvimento do TGI na DC experimental neste modelo. Este fato pode estar
relacionado a dificuldade em reproduzir os megas chagasicos em cdes (ADAD et al., 2001,
MACHADO et al.,, 2001b). Koeberle (1957) relatou ter observado megaesodfago,
megacolon e megabexiga em cdes naturalmente infectados pelo T. cruzi e sugeriu a
associacdo destas manifestagcdes & DC. Okumura e Corréa-Neto (1961) em estudo
utilizando cées experimentalmente infectados com diferentes indculos da cepa Y do T.
cruzi, observaram aumento do calibre e adelgacamento da mucosa do eséfago e célon. As
alteracdes do colon foram observadas apenas nos animais que receberam inoculo maior

(20x10° tripomastigostas sanguineas) indicando o envolvimento precoce do esdfago em

17



NOGUEIRA, C. Introducédo

relacdo ao colon ao longo da infeccio (OKUMURA & CORREA-NETO, 1961). As
células nervosas dos plexos submucosos e mientéricos do es6fago de cdes foram avaliadas
durante a fase aguda da DC e nenhum processo de desnervacao foi observado (CALIARI
et al., 1996). Na fase cronica, Machado e colaboradores (2001b) avaliaram o es6fago de
cdes infectados ou consecutivamente re-infectados com as cepas SC-1 ou 147 do T. cruzi e
ndo observaram parasitismo tecidual nem alteragdes como miosite ou ganglionite. Esses
resultados concordam com resultados da literatura onde a presenga do T. cruzi ou seus
antigenos estd relacionada ao processo inflamatério e as alteracbes do SNE (DA
SILVEIRA et al., 2005; LAGES-SILVA et al., 2001). Vale a pena ressaltar que nenhum
desses autores utilizou técnicas mais sensiveis para avaliagdo neuroquimica dos
componentes do SNE no modelo cdo. Dessa maneira, suscita a necessidade de estudos
mais profundos buscando compreender o envolvimento do TGI no modelo céo ao longo da
DC experimental, bem como a participacdo de fendmenos inflamatorios e degenerativos do
SNE que podem ocorrer mesmo em individuos portadores da forma indeterminada sendo
de grande importancia para a interpretacdo da influéncia do parasitismo tecidual e do
processo inflamatorio sobre as lesGes ganglionares, dilatacdo e disfungdo motora do 6rgao.

Tendo em vista todos esses aspectos, incluindo a variabilidade intraespecifica do T.
cruzi, o histotropismo preferencial de determinadas cepas e a influéncia do background
genético do hospedeiro, esse projeto propde investigar o envolvimento do TGI de cées
Beagle durante as fases aguda ou crdnica da DC experimental.
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2.1 Objetivo Geral

Avaliar alteragcdes no eséfago e colon durante as fases aguda e cronica da infeccdo
de cdes da raca Beagle com formas tripomastigotas sanguineas das cepas Y ou Be-78 do T.

cruzi, com énfase no plexo mientérico.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar qualitativamente o parasitismo tecidual e quantificar o processo inflamatério na

parede do esdfago e colon;

Avaliar o processo de neoformacéo de colageno na parede do esdfago e colon;

Avaliar a 0s processos degenerativos dos neurdnios e a desnervacdao do plexo mientérico
PGP 9.5-IR;

Avaliar as alteragdes das células gliais entéricas GFAP-IR do plexo mientérico.

Correlacionar as alteragfes do trato digestdrio a parasitemia e ao parasitismo cardiaco.
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3.1 Atividades Previamente Realizadas

Este trabalho utilizou amostras bioldgicas coletadas durante a execuc¢do do projeto
“Correlagao entre a génese de lesdes cardiacas e a resposta imune em céaes da raca Beagle
infectados experimentalmente com diferentes cepas do Trypanosoma cruzi”, decorrente de
uma colaboragdo entre a Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP) e a Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG), coordenado pelos professores Maria Terezinha Bahia e
Egler Chiari, respectivamente. As atividades realizadas previamente, que incluem a
manutencdo destes animais no Canil da UFOP, a infeccéo, eutanasia e coleta das amostras
foram executadas no periodo de 2004 a 2006 pelos doutores Paulo Marcos da Matta
Guedes (GUEDES, 2006) e Vanja Maria Veloso (VELOSO, 2007) durante o
desenvolvimento de suas teses de doutorado e todos os procedimentos das etapas de
execucao experimental do projeto foram realizados de acordo com o Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA). Este estudo contou com o importante auxilio de varios
alunos de iniciacdo cientifica, em especial os alunos Ivo Santana Caldas, Geovan Crepalde
e Livia Figueiredo. As amostras bioldgicas coletadas durante a necropsia atualmente
pertencem ao arquivo de tecidos do Laboratorio de Imunopatologia (NUPEB/UFOP).

3.1.1 Animais

Vinte e quatro cdes da raca Beagle foram obtidos e mantidos no canil da UFOP.
Esses animais receberam tratamento prévio com anti-helminticos e imunizacdo com a
vacina Vanguard® HTLP 5/CV-L Laboratério Pfizer LTDA, contra Parvovirose,
Cinomose, Leptospirose canina, Coronavirus, Adenovirus Tipo 2 e Parainfluenza.

Os animais foram distribuidos em trés grupos experimentais com n igual a oito:
grupo néo-infectado (N&o-infectado-NI); grupo infectado com a cepa Y (Y) e grupo
infectado com a cepa Berenice-78 (Be-78), sendo que quatro animais de cada grupo foram

necropsiados na fase aguda e quatro na fase cronica (Figura 2).
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3.1.2 Cepas do Trypanosoma cruzi

As cepas do T. cruzi utilizadas nesse estudo estdo atualmente classificadas dentro
do DTU Tcll, porém apresentam caracteristicas morfologicas distintas, sendo a cepa Y
predominantemente constituida por formas delgadas e a cepa Be-78, formada
principalmente por formas largas. A cepa Y foi isolada de um individuo na fase aguda por
Pereira de Freitas em 1950, Marilia SP (FREITAS et al., 1953), e posteriormente estudada
e descrita por Silva e Nussenzweing (1953) e a cepa Berenice-78, isolada em 1978 por
xenodiagnostico da paciente Berenice, considerado o primeiro caso humano descrito no
Brasil (LANA e CHIARI, 1986). Nesse estudo foi avaliado o impacto da infec¢do com as
diferentes cepas Y e Be-78, inoculadas isoladamente, sobre as alteragdes teciduais
ocorridas no es6fago e colon de cédes Beagle ao longo da infeccdo experimental.

3.1.3 Infecgéo dos Caes e Parasitemia

Aos 120 dias de idade, os cées foram inoculados com 4000 formas tripomastigotas
sanguineas das cepas Y ou Be-78 por Kg de massa corporal pela via intraperitoneal. As
formas sanguineas foram obtidas de camundongos Swiss infectados com as diferentes
cepas e mantidos no Centro de Ciéncia Animal da UFOP.

A parasitemia dos animais foi verificada do 10° ao 30° dia apds a inoculagdo. Para
isso, 5ul de sangue da veia marginal da orelha foram coletados diariamente e examinados
ao microscopio (aumento de 400X) para pesquisa de tripomastigotas. A infeccdo foi

confirmada em todos os cdes avaliados.

3.1.4 Necropsia, Coleta, Fixacdo e Processamento do Material para Microscopia
Optica

Os animais foram eutanasiados no 30° (n=12) ou 730%2 anos (n=12) dia apds a
infeccdo (DAI) com 0,5 mL/Kg de massa corporal de tiopental sodico (0,03g/ml de
solucdo salina 0,8%), por via endovenosa, representando as fases aguda e cronica da DC,

respectivamente. Durante a necropsia foram coletados segmentos do es6fago e célon. As
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amostras foram fixadas em formol a 3,7% tamponado (pH 7.2) ou armazenadas em freezer
-80°C.

3.1.5 Avaliacdes Parasitoldgicas e Histopatologicas

Amostras de sangue e tecido cardiaco também foram coletadas durante a necropsia
(30 DAI ou 730 DAI) dos animais e submetidas a avaliagdo do parasitismo tecidual pela
técnica de PCR convencional (VELOSO et al., 2008). As amostras de coracdo foram ainda
submetidas a analises histopatologicas do processo inflamatorio, pela coloragédo
Hematoxilina-Eosina, e da fibrose, pela técnica de Tricrdbmico de Masson (GUEDES et al.,
2006), como pode ser observado na Figura 2.
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‘ 24 Cdes da Raga Beagle

(Vacinagdo e Vermifugagdo)

Infectados coma Cepa Y
Ndo-infectados

Infectados com a Cepa Be-78

8 (4000 formas TS) (4000 formas TS)
n=
| | n=8 n=8
NI | oy ' Be-78 |
VELOSO etal., 2008; VELOSO, 2007 ‘ Parasitemia |
‘ Necropsia |
Fase Aguda Fase Cronica
(30 DAI) (730 DAI)
‘ Sangue | ‘ Coragdo | ‘ Esofago e Célon |
VELOSO etal., 2008; VELOSO, 2007 ‘ Parasitismo |

Processo Inflamatdrio e
Fibrose

GUEDES et al., 2007 ‘

Figura 2: Delineamento experimental, ilustrando as atividades previamente realizadas. TS: tripomastigotas sanguineas; DAI: dias apés a infeccéo.
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3.2 Atividades Realizadas neste Estudo

Neste estudo foi avaliado o envolvimento da TGI de cdes Beagle ao longo da
infeccdo experimental (fase aguda-30 DAI e fase cronica-730 DAI) com duas cepas
bioldgica e morfologicamente distintas do T. cruzi (cepa Y ou Be-78). As analises estdo
relacionadas ao parasitismo tecidual, processo inflamatério, neoformacdo de colageno
além de avaliacbes dos componentes do sistema nervoso entérico, com énfase no plexo de
Auerbach (Figura 3).

3.2.1 Parasitismo Tecidual

Reacgédo em Cadeia da Polimerase (PCR)

a) Extracdo de DNA

O processo de extragdo de DNA foi realizado utilizando-se o Kit Wizard
(Promega). Os fragmentos armazenados em freezer -80°C foram transferidos para tubos de
microcentrifuga de 1,5mL e macerados com auxilio de pistilos devidamente higienizados e
esterilizados. Ao tecido macerado foi adicionado 600uL da Solugéo de Lise Nuclear
(Nuclear Lise Solution). Ap6s homogeneizacdo, as amostras foram aquecidas em banho-
maria a 56°C durante 30 minutos. A seguir, 200pL da Solucdo de Precipitacdo Protéica
(Protein Precipitations Solution) foram adicionados e as amostras foram entdo,
homogeneizadas vigorosamente em vortex durante 20 segundos e centrifugadas a 14.000
rpm (temperatura ambiente, 3 minutos) com formagdo de um pellet. O sobrenadante foi
cuidadosamente transferido para um novo tubo contendo 600uL de isopropanol e
misturado delicadamente por inversdo por 5 minutos. Novamente as amostras foram
centrifugadas a 14.000 rpm, a temperatura ambiente, porém, durante 6 minutos, sendo
observada a formag&o de um pellet claro. O sobrenadante foi descartado e apds a adi¢éo de
600uL de etanol 70% (ETOH), as amostras foram misturadas por inverséo durante 5
minutos. O etanol foi entdo vertido e as quantidades remanescentes evaporadas. Por fim,
100uL da Solucdo de Re-hidratacdo de DNA (DNA Rehidratation Solution) foram

adicionadas as amostras que permaneceram a temperatura ambiente durante 18 horas.

26



NOGUEIRA, C. Material e Métodos

b) Amplificac@o Especifica do DNA do T. cruzi

PCR Convencional

ApoGs a extracdo, o DNA foi amplificado pela PCR utilizando-se os iniciadores
especificos para T. cruzi (S35 = 5’AAATAATGTACGGG(T/G)GAGATGCATGA 3’ ¢
S36 = 5’GGGTTCGATTGGGGTTGGTGT 3°) que sdo capazes de amplificar um
fragmento de 330 pares de bases (pb) da regido variavel do minicirculo. Em sintese: 2uL
da solucdo de DNA de cada amostra foram adicionados a solucdo contendo 10 mM de
Tris-HCL (pH 9,0); 75 mM de KCL; 1,5 mM de MgCL;; 0,1% de Triton X100; 0,25 mM
de cada dNTP (Sigma Company Ltda, USA); 10pmol de cada iniciador (S35 e S36); 0,5U
de tag DNA polimerase (Platinum, Invitrogen, SP; Brasil) e 4gua suficiente para completar
11ul. Esta mistura foi coberta com 30 puL de o6leo mineral e submetida ao seguinte
programa de amplificacdo: uma etapa de desnaturacdo inicial a 94°C por 5 minutos,
seguida de 30 ciclos contendo um passo de desnaturagdo a 94°C por 1 minuto, um de
anelamento a 64°C por um minuto e um passo de extensdo a 72°C por 1 minuto. Para
finalizar, um passo de extensdo a 72°C por 5 minutos. Os produtos de amplificacdo foram
submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida a 6% e visualizados apds coloracdo
pela prata (SANTOS et al., 1993).

3.2.2 Processo Inflamatorio

A analise rotineira das alteracBes histopatoldgicas, incluindo a quantificacdo do
processo inflamatorio foi realizada em cortes de esdfago e colon submetidos a coloracdo
Hematoxilina-Eosina (HE). Os cortes foram desparafinizados em duas trocas de xilol,
hidratados em concentracdes decrescentes de alcool (100, 90, 80 e 70%) e entdo lavados
em agua corrente. Em seguida, foram corados pela Hematoxilina, por 10 minutos e lavados
em agua corrente, para retirada do excesso do corante. Os cortes foram diferenciados em
alcool acidulado (100 mL de alcool absoluto e 10 gotas de acido cloridrico) e novamente
lavados em agua corrente para evitar acidificacdo excessiva. Posteriormente, foram

corados pela Eosina, por 30 segundos. Apés a Ultima lavagem em agua corrente, foram
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desidratados, em 2 banhos de alcool absoluto e levados a estufa a 56°C para secagem e
montados com laminula e Entellan.

Para avaliagdo do processo inflamatorio os nucleos celulares foram quantificados
separadamente na submucosa e muscular, sendo 10 imagens (campos) aleatérias em cada
uma das camadas, totalizando uma érea percorrida igual a 1,5 x 10° um?®. As imagens
foram visualizadas pela objetiva de 40x e digitalizadas através da microcamera Leica
DFC340FX associada ao microscopio Leica DM5000B e todas as imagens foram
analisadas com o auxilio do software de analise e processamento de imagem Leica
QwinV3 no Laboratério Multiusuérios do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Ouro Preto. O processo inflamatorio foi determinado pela
diferenca significativa (p<0,05) entre 0 nimero de nucleos celulares presentes nos animais
infectados pelo T. cruzi e aquele observado nos animais ndo-infectados + desvio padréo
(MALTOS et al., 2004; CALIARI, 1997)

3.2.3 Neoformacéo de Colageno

A neoformacdo de colageno foi determinada pela quantificacdo de colageno total
soltvel em amostras de esdfago e colon, congeladas em freezer -80°C, através de dosagem
bioquimica baseada na precipitacao de colageno pelo reagente Sirius Red (MENDES et al.,
2009; CAMPOS et al., 2008; PHILLIPS et al., 2004) e pela avaliacdo qualitativa de cortes
histoldgicos submetidos a coloragdo com Picrosirius Red (MOURA et al., 2009). Para a
dosagem bioquimica, as amostras foram maceradas em 1ml de Salina-Triton X100 e 50yl
desse homogenato foram adicionados a 50ul de reagente Sirius Red. As amostras foram
misturadas por inversdo delicada do eppendorf. Apés incubagcdo por 30 minutos, o
complexo colageno-corante foi precipitado por centrifugacao a 10.000 rpm por 10 minutos.
O sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com 500ul de etanol (99% puro e livre de
metanol). Um ml de solucdo de NaOH 0,5M foi adicionado ao pellet de coldgeno-corante
remanescente. Apos solubilizacdo em vortex, as amostras foram transferidas em duplicata
para uma placa de 96 poc¢os sendo medida a absorbancia em comprimento de onda de
540nm. A curva de calibracdo foi estabelecida com base em um padrdo de gelatina
(Img/mL) e os resultados foram expressos como microgramas de colageno por miligrama

de peso umido. A avaliagdo qualitativa foi realizada em cortes histologicos
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desparafinizados e hidratados que foram mantidos em solugdo de Picrosirius Red por 60
minutos e contracorados com Hematoxilina de Harris por trés minutos. As fibras colagenas
foram visualizadas em microscopia éptica associada a um sistema de polarizacdo de
imagens onde os tons vermelho e amarelo representavam o colageno tipo I, enquanto o tom

verde, representava o colageno tipo Ill.

3.2.4 Plexo de Auerbach

Os componentes do plexo mientérico foram avaliados em cortes histolégicos de
esdfago e cblon submetidos a reacdo imuno-histoquimica em cortes em parafina. O
anticorpo primario anti-PGP9.5 foi utilizado para imuno-marcacdo de neurdnios e fibras
nervosas enquanto o anticorpo anti-GFAP foi utilizado como marcador de células gliais.

Os cortes desparafinizados e hidratados foram submetidos a recuperacao antigénica
em tampdo citrato durante 20 minutos a 96°C. Apds resfriamento e blogueio duplo da
peroxidase enddgena em solucdo de peréxido de hidrogénio (H,O;) 3%, foi realizado o
bloqueio de sitios inespecificos em duas etapas, sendo a primeira constituida por uma
banho com leite em p6 desnatado (Molico®, Nestlé, Brasil) seguida pela incubacdo com
soro normal de cabra (1:50) em camara Umida e a temperatura ambiente. Posteriormente,
0s anticorpos primarios produzidos em coelho anti-humano PGP 9.5 (1:100; Z5116-Dako
Cytomation, Carpinteria, USA) ou GFAP (1:50; Z03334-Dako Cytomation, Carpinteria,
USA) foram adicionados aos cortes. Apos incubacdo a 4°C durante 18 horas, o Kit
Streptavidina-Biotina (K0675-Dako Cytomation, Carpinteria, USA), foi aplicado e 0s
cortes mantidos em cdmara imida a 37°C durante uma hora (para cada reagente do Kit) e a
atividade enzimatica foi revelada com diaminobenzidina (D-5637; Sigma, St. Luis, MO,
USA) em Tampdo Salina Fosfato (Phosphat Buffer Saline-PBS), pH 7.2 — 7.4. Os cortes
foram contra-corados com hematoxilina de Harris e cobertos com entellan (1.07961.0100-
Merck, Darmstadt, Alemanha) e laminula. Como controle negativo de cada reagéo, foram
utilizados cortes nos quais os anticorpos primarios foram substituidos por diluente de
anticorpo (S3022- Dako Cytomation, Carpinteria, USA).

a) Neurdnios e Fibras Nervosas
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Neste estudo foram realizadas analises morfométricas do corpo neuronal e das areas
PGP9.5 imunorreativas (PGP 9.5-IR) restritas as regides ganglionares do plexo de
Auerbach e quantificacdo do nimero de neurénios. O corpo neuronal foi avaliado pelas
medidas da area e perimetro do corpo celular, nucleo e citoplasma de todos 0s neur6nios
nitidos observados nos cortes de esdfago e colon e as razBes entre area nuclear e area do
corpo celular também foram obtidas (BARBOSA et al., 2009; MENDES et al, 2009).
Além dessas medidas morfométricas, 0 niumero de neurdnios integros foi quantificado e
avaliado em relacdo a &rea ganglionar (TAFURI & TAFURI, 1957). A inervacdo do plexo
mientérico foi analisada pela medida da area PGP9.5 imunorreativa (PGP 9.5-IR) restrita e
relativa a area ganglionar. Todas essas avaliacbes foram realizadas em 10 imagens
aleatorias/animal visualizadas pela objetiva de 40x e digitalizadas através da microcamera
Leica DFC340FX associada ao microscépio Leica DM5000B e analisadas com o auxilio
do software de analise e processamento de imagem Leica QwinV3 no Laboratério
Multiusuarios do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de

Ouro Preto.

b) Componentes Enterogliais

A analise morfométrica dos componentes enterogliais foi realizada pela avaliagao
da area GFAP imunorreativa (GFAP-IR) relativa a &rea ganglionar em 10 imagens
aleatdrias/animal. Todas essas analises foram realizadas em imagens visualizadas pela
objetiva de 40x e digitalizadas através da microcamera Leica DFC340FX associada ao
microscopio Leica DM5000B e analisadas com o auxilio do software de andlise e
processamento de imagem Leica QwinV3 no Laboratério Multiusuarios do Nucleo de

Pesquisas em Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Ouro Preto.

3.2.5 Andlises Estatisticas

Os testes estatisticos foram realizados com o apoio instrumental do software
GraphPad Prism 4.03 (Prism Software, Irvine, CA, USA).
Para avaliacao estatistica do processo inflamatério, neoformacéo de colageno e area

imuno-marcada para as diferentes reagcdes imuno-histoquimicas foi realizada analise de
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variancia (ANOVA one-way). Quando as alteracGes foram significativas, o teste de Tukey
foi realizado para determinar as diferencas especificas entre as médias. A diferenca entre as
fases aguda e cronica para os trés grupos experimentais (NI, Y e Be-78) foi determinada
com o Test T de Student. As analises de correlagdo foram executadas através do teste de
Spearman com intervalo de confianca de 95%. Diferencas entre médias com valores de p
menores que 0,05 foram consideradas significativas.

Andlises de associacdo foram realizadas entre os resultados de parasitismo e
processo inflamatdrio, neoformacgéo de colageno, area PGP9.5-IR, area GFAP-IR através
do Teste do Qui-quadrado com intervalo de confianca de 95%. Andlises de correlacédo
foram realizadas entre os resultados de processo inflamatorio, neoformacdo de colageno,
area PGP9.5-IR e drea GFAP-IR através do Teste de Spearman com intervalo de confianca
de 95%.

A parasitemia e parasitismo cardiaco avaliados por PCR, nos dias 30 e 730 apds a
infeccdo, obtidos durante o desenvolvimento da tese de doutorado da Dra. Vanja Maria

Veloso, foram associados aos resultados obtidos para o trato digestério neste estudo.
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(D A
FASE AGUDA FASE CRONICA
Esofago Célon
PCR Hematoxilina- Dosagem Picrosirius IMH anti- IMH anti-
Convencional Eosina Bioguimica Red PGP 9.5 GFAP
Parasitismo Processo Neoformagdo Fibras Neurdnios e Células Gliai
Tecidual Inflamatdrio de Coldgeno coldgenas Fibras elulas Gliais

Andlise Estatistica

Figura 3: Delineamento experimental, ilustrando as atividades realizadas neste estudo. NI: Grupo de cdes Beagle N&o-infectado; Y: Grupo cées Beagle infectado com a
cepa Y do Trypanosoma cruzi; Be-78: Grupo cdes Beagle infectado com a cepa Be-78 do Trypanosoma cruzi.
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4.1 Parasitismo Tecidual

O parasitismo tecidual foi avaliado qualitativamente pela técnica de PCR
convencional. Durante a fase aguda, fragmentos de kDNA do T. cruzi foram detectados no
esdfago e colon em 100% dos animais do grupo Be-78, enquanto no grupo Y foi observada
positividade no es6fago e no célon de 75% e 50% dos animais, respectivamente. Na fase
cronica foi observado parasitismo tecidual apenas no es6fago de 25% dos animais do
grupo Be-78 (Figuras 4 e 5).
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Figura 4: Parasitismo tecidual no esdfago e colon de cées Beagle necropsiados nas fases aguda ( O) ou
cronica (M) da infeccdo experimental com as cepas Y (Y) ou Berenice-78 (Be-78) do Trypanosoma cruzi. Os
resultados estéo representados em percentual de animais PCR+, cada grupo com n=4.

Y Be-78

PM SR CN CP E C E C E C E C E C E C E C E C

330pb

Figura 5: Gel de poliacrilamida representativo da amplificacdo, pela PCR, do KDNA do Trypanosoma cruzi
obtido em amostras de es6fago (E) e cdlon (C) de cdes Beagle necropsiados na fase aguda da infeccéo
experimental com as cepas Y (Y) ou Berenice-78 (Be-78) do Trypanosoma cruzi. PM: Marcador de Peso
Molecular ($X174); SR: Solucéo de Reidratacdo; CN: Controle Negativo/Amostra conhecidamente negativa;
CP: Controle Positivo/Amostra conhecidamente positiva. Os nimeros representam cddigos dos animais

infectados com as cepas Y (35-38) ou Be-78 (42-45) necropsiados durante a fase aguda da infeccdo
experimental.
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4.2 Processo Inflamatorio

O processo inflamatorio foi quantificado em cortes histologicos corados pela
técnica Hematoxilina-Eosina. Foi observado infiltrado inflamatério significativamente
maior nos cortes de es6fago e célon dos animais infectados com as cepas Y ou Berenice-78
em relacdo aos animais ndo-infectados durante a fase aguda. Na fase crbnica, apenas 0s
animais infectados com a cepa Be-78 mantiveram uma resposta inflamatoria significativa
no eséfago quando comparado aos animais ndo-infectados. O processo inflamatorio foi
maior tanto no es6fago quanto no célon dos animais infectados por ambas as cepas
necropsiados na fase aguda, quando comparados a fase cronica (Figuras 6, 7 e 8). O
infiltrado inflamatério observado na infeccdo com ambas as cepas foi constituido
predominantemente por células mononucleares, no entanto a distribuicdo destes
apresentou-se focal nos animais infectados com a cepa Y e difuso nos animais infectados

com a cepa Be-78.
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Figura 6: Andlise morfométrica do processo inflamat6rio no es6fago e cdlon de cdes Beagle necropsiados
nas fases aguda (O ) ou crbnica (M ) da infeccdo experimental com as cepas Y ou Berenice-78 do
Trypanosoma cruzi. Os dados estdo representados como Média + Erro Padrdo. Grupos com n=4. NI: grupo
de animais ndo-infectados; Y: grupo de animais infectados com a cepa Y; Be-78: grupo de animais infectados
com a cepa Berenice-78. As linhas conectoras tracejadas indicam diferencas significativas entre os grupos
durante a fase aguda, as linhas conectoras inteiras indicam diferengas significativas entre os grupos durante
fase crénica e o asterisco indica diferenca significativa entre a fase aguda e crénica. Cut off representado pela
linha pontilhada.
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Fase Aguda Fase Cronica

Figura 7: Fotomicrografias de cortes histolégicos do esdfago de cdes Beagle ndo-infectados (NI) ou infectados com as cepas Y (Y) ou Berenice-78 (Be-78) do
Trypanosoma cruzi necropsiados nas fases aguda ou crbnica da doenga de Chagas. Aspecto histolégico normal em animais ndo-infectados necropsiados em época
correspondente a fase aguda (A e G) e a fase cronica (D e J); presenca de infiltrado inflamatdrio em animais infectados com as cepas Y (B e H) e Be-78 (C e 1),
acompanhada por parasitismo tecidual (setas, insert em I, Imuno-histoquimica anti-T. cruzi) na fase aguda; aspecto histolégico normal em animais infectados com a cepa
Y na fase cronica (E e K); manutencdo do processo inflamatério em animais infectados com a cepa Be-78 (F e L) na fase cronica. Camada Submucosa (A-F); Camada
Muscular (G-L). Hematoxilina-Eosina.. Barra= 50um.
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Fase Aguda Fase Cronica

Figura 8: Fotomicrografias de cortes histologicos do célon de cdes Beagle ndo-infectados (NI) ou infectados com as cepas Y (YY) ou Berenice-78 (Be-78) do Trypanosoma
cruzi necropsiados nas fases aguda ou crdnica da doenca de Chagas. Aspecto histolégico normal em animais ndo-infectados necropsiados em época correspondente as
fases aguda (A e G) ou cronica (D e J); presenca de infiltrado inflamatério em animais infectados com as cepas Y (B e H) ou Be-78 (C e I) na fase aguda; aspecto
histol6gico normal em animais infectados com as cepas Y (E e K) ou Be-78 (F e L) na fase crénica. Camada Submucosa (A-F); Camada Muscular (G-L). Hematoxilina-
Eosina. Barra= 50pum.
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4.3 Neoformacéo de Colageno

O processo de neoformagdo de coldgeno foi avaliado através da dosagem
bioquimica do colageno total solivel em amostras congeladas de es6fago e colon e o
resultado esta representado nas Figuras 9 e 10. Foi observado aumento do colageno total
nos animais infectados com a cepa Y em relacdo aos animais ndo-infectados e aos animais

infectados com a cepa Berenice-78 apenas na fase crénica em ambos os 6rgdos analisados.
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Figura 9: Avaliacdo quantitativa de colageno total soltvel no es6fago e c6lon de cdes Beagle necropsiados
nas fases aguda (O ) ou crbnica (M ) da infeccdo experimental com as cepas Y ou Berenice-78 do
Trypanosoma cruzi. Os dados estdo representados como Média + Erro Padrdo, grupos com n=4. NI: grupo de
animais ndo-infectados; Y: grupo de animais infectados com a cepa Y; Be-78: grupo de animais infectados
com a cepa Berenice-78. As linhas conectoras tracejadas indicam diferencas significativas entre os grupos
durante a fase aguda, as linhas conectoras inteiras indicam diferencas significativas entre os grupos durante
fase cronica e o asterisco indica diferenca significativa entre a fase aguda e cronica.
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Figura 10: Fotomicrografias de cortes histologicos do es6fago e colon de cdes Beagle ndo-infectados (NI) ou infectados com as cepas Y (Y) ou Berenice-78 (Be-78) do
Trypanosoma cruzi necropsiados nas fases cronica da doenca de Chagas. Camada muscular do esdfago com auséncia de neoformacdo de coldgeno em animais ndo-
infectados (A) e infectados com a cepa Be-78 (C) e deposicdo de fibras colagenas tipo | (vermelhas/setas) em animais infectados com a cepa Y na fase cronica (B);
camada muscular do c6lon com auséncia de neoformacao de coldgeno em animais ndo-infectados (D) e infectados com a cepa Be-78 (F) e deposicdo de fibras colagenas
tipo | (vermelhas/setas) em animais infectados com a cepa Y na fase cronica (E). Serosa evidente em A e D (asterisco). Picrosirius-Red. Barra= 50um.
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4.4 Plexo de Auerbach

a) Neuronios e Fibras Nervosas

Area PGP 9.5-IR

A inervacdo mientérica do esdfago e colon foi avaliada em cortes histologicos pela
imunomarcagéo, por imuno-histoquimica, de areas PGP 9.5-IR na regido intermuscular do
plexo de Auerbach. No eséfago, os animais infectados com ambas as cepas apresentaram
reducdo significativa da area PGP 9.5 imunomarcada na fase aguda. Na fase cronica, a
desnervacdo foi mantida apenas nos animais infectados com a cepa Be-78 em relagcdo aos
animais ndo-infectados e aos animais infectados com a cepa Y. Ainda neste 6rgdo, os
animais do grupo ndo-infectado apresentaram uma reducdo na inervacdo na fase cronica.
No célon, ndo foram observadas diferencas para area PGP 9.5-IR entre os diferentes

grupos analisados (Figuras 11 e 12).
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Figura 11: Avaliacdo morfométrica da area PGP 9.5-IR no es6fago e c6lon de cées Beagle necropsiados nas
fases aguda ( O) ou cronica ( W) da infeccdo experimental com as cepas Y ou Berenice-78 do Trypanosoma
cruzi. Os dados estdo representados como Média + Erro Padrdo, grupos com n=4. NI: grupo de animais nao-
infectados; Y: grupo de animais infectados com a cepa Y; Be-78: grupo de animais infectados com a cepa
Berenice-78. As linhas conectoras tracejadas indicam diferencas significativas entre os grupos durante a fase
aguda, as linhas conectoras inteiras indicam diferencas significativas entre os grupos durante fase cronica e o
asterisco indica diferenca significativa entre a fase aguda e crénica.
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Fase Aguda
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Figura 12: Fotomicrografias de cortes histologicos do esdfago de cdes Beagle ndo-infectados (NI) ou infectados com as cepas Y (Y) ou Berenice-78 (Be-78) do
Trypanosoma cruzi necropsiados nas fases aguda ou crénica da doenga de Chagas. Ganglio mientérico PGP 9.5-IR com aspecto normal em animais ndo-infectados (A) e
com moderada reducéo de area imunomarcada em animais infectados com as cepas Y (B) e Be-78 (C) na fase aguda; ganglio mientérico PGP 9.5-IR com discreta reducdo
da area imunomarcada em animais ndo-infetados (D) ou infectados com a cepa Y (E) e apresentando intensa reducdo da area imunomarcada em animais infectados com a
cepa Be-78 (F) na fase cronica. Imuno-histoquimica anti-PGP 9.5. Barra= 50um.

41



NOGUEIRA, C. Resultados

Neurdénios

Os neuronios foram visualizados pela imunomarcagdo com anticorpo anti-PGP 9.5
e quantificados em relacdo a area ganglionar e os resultados estdo apresentados na Figura
13. Nenhuma diferenca significativa foi observada entre os grupos avaliados nos diferentes

Orgéos.
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Figura 13: Avaliacdo quantitativa de neurdnios ganglionares do plexo de Auerbach no eséfago e célon de
cdes Beagle necropsiados nas fases aguda (0 ) ou cronica @ ) da infeccdo experimental com as cepas Y ou
Berenice-78 do Trypanosoma cruzi. Os dados estdo representados como Média + Erro Padrdo, grupos com
n=4. NI: grupo de animais ndo-infectados; Y: grupo de animais infectados com a cepa Y; Be-78: grupo de
animais infectados com a cepa Berenice-78. As linhas conectoras tracejadas indicam diferencas significativas
entre 0s grupos durante a fase aguda, as linhas conectoras inteiras indicam diferengas significativas entre os
grupos durante fase cronica e o asterisco indica diferenca significativa entre a fase aguda e cronica.
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Os neurdnios também foram avaliados em relacdo a area nuclear, citoplasmatica e
do corpo celular em cortes submetidos & imuno-histoquimica anti-PGP 9.5 e os resultados
estdo representados nas Figuras 14 e 15. Nenhuma diferenca significativa foi observada no
esdfago durante a fase aguda em relacdo a area do corpo celular em nenhum dos grupos
analisados. Entretanto, neste mesmo 6rgéo, durante a fase crénica, os animais infectados
com a cepa Y apresentaram aumento da area do corpo celular em relagdo aos animais nao-
infectados e aos animais infectados com a cepa Be-78. O aumento do corpo celular foi
resultado do aumento do citoplasma, uma vez que ndo houve diferenca significativa em
relacdo a area nuclear entre os diferentes grupos analisados e o grupo Y apresentou
aumento da area citoplasmatica na fase crénica. No célon nenhuma diferenca significativa
foi observada entre os grupos avaliados.

Além disso, foi obtida a razdo entre a area nuclear e a area do corpo celular para
avaliacdo da atividade nuclear. Ndo houve diferenca significativa em relacdo a razéo

nucleo/corpo celular nos dois 6rgdos analisados.
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Figura 14: Avaliacdo morfométrica da &rea nuclear, citoplasméatica e do corpo celular de neur6nios
ganglionares do plexo de Auerbach no esdfago e célon de cdes Beagle necropsiados nas fases aguda ( ) ou
crénica (M) da infeccdo experimental com as cepas Y ou Berenice-78 do Trypanosoma cruzi. Os dados estéo
representados como Média + Erro Padrdo, grupos com n=4. NI: grupo de animais ndo-infectados; Y: grupo
de animais infectados com a cepa Y; Be-78: grupo de animais infectados com a cepa Berenice-78. As linhas
conectoras tracejadas indicam diferencas significativas entre os grupos durante a fase aguda, as linhas
conectoras inteiras indicam diferencas significativas entre os grupos durante fase crénica e o asterisco indica
diferenca significativa entre a fase aguda e cronica.
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Figura 15: Fotomicrografias de cortes histoldgicos do esdfago de cles Beagle ndo-infectados (NI) ou infectados com a cepa Y (Y) ou Berenice-78 (Be-78) do
Trypanosoma cruzi necropsiados nas fases aguda ou crdnica da doenga de Chagas. Neurdnios PGP 9.5-IR com aspecto normal em animais ndo-infectados necropsiados em
época correspondente as fases aguda (A) ou cronica (D); neuronios PGP 9.5-IR com aspecto normal em animais infectados com as cepas Y (B); neur6nios PGP 9.5-IR
apresentando hipertrofia citoplasmatica em animais infectados com a cepa Y (E); neurdnios PGP 9.5-IR com aspecto normal em animais infectados com a cepa Be-78 nas
fases aguda (C) e cronica (F). Imuno-histoquimica anti-PGP 9.5. Barra= 50um.
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b) Componentes Enterogliais

As células gliais entéricas foram avaliadas em cortes submetidos a imuno-
histoquimica anti-GFAP e os resultados estdo representados nas Figuras 16, 17 e 18. No
esdfago, os animais do grupo Y apresentaram uma diminuicao significativa na area GFAP-
IR em comparacdo ao grupo nédo-infectado, durante a fase aguda. Durante a fase cronica,
essa reducdo foi observada, neste mesmo 6rgdo, apenas no grupo Be-78 em relagdo ao
grupo ndo-infectado. A avaliagdo do célon revelou reducdo dos componentes enterogliais

apenas durante a fase aguda para o grupo Y em relacdo aos demais grupos avaliados.
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Figura 16: Avaliacdo morfométrica dos componentes enterogliais GFAP-IR nos ganglios do plexo de
Auerbach no eséfago e colon de cées Beagle necropsiados nas fases aguda ( LC1ou cronica ( H) da infeccdo
experimental com as cepas Y ou Berenice-78 do Trypanosoma cruzi. Os dados estdo representados como
Média + Erro Padrdo, grupos com n=4. NI: grupo de animais ndo-infectados; Y: grupo de animais infectados
com a cepa Y; Be-78: grupo de animais infectados com a cepa Berenice-78. As linhas conectoras tracejadas
indicam diferencas significativas entre os grupos durante a fase aguda, as linhas conectoras inteiras indicam
diferencas significativas entre os grupos durante fase cronica e o asterisco indica diferenca significativa entre
a fase aguda e cronica.
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Figura 17: Fotomicrografias de cortes histologicos do esdfago de cdes Beagle ndo-infectados (NI) ou infectados com as cepas Y (Y) ou Berenice-78 (Be-78) do
Trypanosoma cruzi necropsiados nas fases aguda ou crdnica da doenga de Chagas. Ganglio mientérico GFAP-IR com aspecto normal em animais ndo-infectados (A) e
infectados com a cepa Be-78 (C) e com redugdo da area GFAP imunomarcada em animais infectados com a cepa Y (B) na fase aguda; ganglio mientérico GFAP-IR com
aspecto normal em animais ndo-infectados (D) e infectados com a cepa Y (E) e com redugdo da area GFAP imunomarcada em animais infectados com a cepa Be-78 (F) na
fase cronica. Imuno-histoquimica anti-GFAP. Barra= 50um.
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Figura 18: Fotomicrografias de cortes histologicos do cdlon de cées Beagle ndo-infectados (NI) ou infectados com as cepas Y (Y) ou Berenice-78 (Be-78) do
Trypanosoma cruzi necropsiados nas fases aguda ou crdnica da doenga de Chagas. Ganglio mientérico GFAP-IR com aspecto normal em animais ndo-infectados (A) e
infectados com a cepa Be-78 (C) e com redugdo da area GFAP imunomarcada em animais infectados com a cepa Y (B) na fase aguda; ganglio mientérico GFAP-IR com
aspecto normal em animais ndo-infectados (D), infectados com a cepa Y (E) ou infectados com a cepa Be-78 (F) na fase cronica. Imuno-histoquimica anti-GFAP. Barra=
50pum.
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4.5 Anédlises de Correlacdo e Associagdo

Foi observada associacdo apenas entre a parasitemia e o parasitismo do esofago e
do colon (p<0,0001) aos 30 dias apo6s a infecgdo para os animais infectados com a cepa Be-
78.
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Duas fases sdo clinicamente reconhecidas na DC humana durante sua evolugéo
natural. ApoGs a infecgdo pelo T. cruzi inicia-se a fase aguda, caracterizada por elevada
parasitemia, parasitismo tecidual e processo inflamatorio intensos. Nesta fase iniciam-se as
lesbes do SNA que geralmente estdo relacionadas a um infiltrado inflamatorio adjacente,
associado ou néo a ninhos do parasito (TAFURI, 1971; ANDRADE & ANDRADE, 1966;
LISBOA, 1960). A fase cronica inicia-se quando o sistema imune do hospedeiro controla a
multiplicacdo do parasito, ocorrendo simultaneamente a reducdo do parasitismo tecidual e
sanguineo. Consequentemente, o processo inflamatério tende a reduzir, porém a
manutencdo de uma resposta inflamatoria ativa e progressiva estd associada as alteracdes
graves da DC e ao desenvolvimento da fase cronica determinada ou aparente, na qual as
manifestacBes clinicas mais comuns envolvem o coracdo e o trato digestdrio,
caracterizando as formas cardiaca ou digestiva (megacolon ou megaes6fago),
respectivamente, que podem ocorrer isoladas ou em associacdo (TAFURI, 1971).
Individuos com infecg¢do crbnica também podem desenvolver a forma indeterminada ou
inaparente da DC. A forma indeterminada é a mais freqliente de todas as formas
anatomoclinicas da DC (ANDRADE, 2005). O critério para o diagnostico da forma
indeterminada, adotado pela Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, prevé individuos
assintomaticos, com evidéncias soroldgicas e/ou parasitologicas da infeccdo pelo T. cruzi,
com eletrocardiograma e estudo radioldgico contrastado do esdfago e célon dentro dos
limites normais (ANDRADE, 2005). Os individuos infectados com o T. cruzi podem
permanecer assintomaticos pelo resto de suas vidas, no entanto, aproximadamente 30%
deles, ap6s varios anos de infeccdo, podem apresentar alteragcbes morfofuncionais no
coragdo e/ou trato digestério e assim evoluirem para a forma determinada da DC
(ANDRADE et al., 1997). Dessa maneira, a forma inaparente ou indeterminada parece ter
um complexo significado anatomoclinico e epidemioldgico e tem sido considerada por
muitos autores apenas como uma fase ou forma latente da DC e a despeito da normalidade
nos exames radiologicos e eletrocardiograficos do tdrax, lesdes histoldgicas podem estar
presentes nestes individuos e serem indicativas da evolugdo para a forma aparente mesmo
gue em niveis leves (PRATA, 2001; MACEDO, 1999; ANDRADE et al., 1997; CASTRO
et al., 1994; COURA et al., 1985; MACEDO, 1980). Um estudo longitudinal realizado na
cidade de Mambai/Goias entre os anos de 1975/76 a 1986/91 revelou que 120 dos 190
pacientes com DC pesquisados apresentavam a forma indeterminada no ano inicial da

pesquisa, no entanto, 39 desses pacientes indeterminados tiveram evolugdo progressiva em
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1986/91 (CASTRO et al., 2001). Destes 39 individuos, 33 evoluiram da forma
indeterminada para a forma digestiva sendo que 23 pacientes desenvolveram megaesofago,
enquanto 10 pacientes manifestaram sintomas do megacélon (CASTRO et al., 2001).
Neste contexto, o substrato anatdbmico da forma inaparente é representado por lesdes
inflamatorias microscépicas focais, associadas ou ndo a presenca de parasitos que sdo
raramente demonstrados pelos métodos histologicos comuns (ANDRADE, 1991), mas tém
sido revelados por técnicas mais sensiveis (VAGO et al., 2003; 2000; HIGUCHI et al.,
1993; JONES et al., 1993).

A infeccéo pelo T. cruzi tem sido reproduzida em varios modelos experimentais e 0
cdo, em especial, apresenta uma alta representatividade das manifestaces da DC sendo
capaz de reproduzir a infeccdo aguda seguida por um longo periodo clinicamente
assintomatico e em alguns casos, anos depois, a fase cronica cardiaca fibrosante podendo
apresentar insuficiéncia cardiaca congestiva (CALIARI et al., 2002; ANDRADE et al.,
1997; LANA et al., 1992; TAFURI, et al., 1988; LANA et al.,, 1988; ANDRADE
&ANDRADE, 1980). Em relacédo a forma digestiva, apesar de alguns autores notificarem a
observacio de dilatacio neste modelo (OKUMURA & CORREA-NETO, 1961;
KOBERLE, 1957), a desnervacio e as lesdes neuronais regressivas do plexo mientérico
parecem ndo ter um padrdo caracteristico, podendo (CALIARI et al., 1996; TAFURI,
1971) ou ndo (MACHADO et al, 2001b) serem observadas.

O envolvimento do TGI na DC humana é caracterizado por disturbios da motilidade
principalmente relacionados a lesdo no SNE. As lesdes podem ser constituidas por
degeneragdes neuronais, desnervacdo e alteracbes nos componentes enterogliais e nas
celulas intersticiais de Cajal. Neste estudo, o envolvimento do TGI foi analisado, ao longo
da DC experimental, em cées Beagle infectados com duas cepas do T. cruzi (Y ou Be-78)
com caracteristicas morfoldgicas e bioldgicas distintas. Foi observado que ambas as cepas
foram capazes de parasitar o0 eséfago e o célon dos cdes durante a fase aguda e esse
parasitismo induziu uma resposta inflamatdéria moderada, porém significativa em relagao
aos animais ndo-infectados, nos dois 6rgdos avaliados. Santos (1998) também observou
parasitismo tecidual e processo inflamatério durante a fase aguda no es6fago de caes
infectados com a cepa Be-78 do T. cruzi. Na fase cronica apenas o es6fago de um animal
infectado com a cepa Be-78 apresentou positividade na PCR para T. cruzi, confirmando

que o predominio de formas largas coincide com uma multiplicag&o lenta e progressiva do
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parasito (ANDRADE, 1985). Ainda nesse grupo processo inflamatorio foi observado na
fase cronica.

O parasitismo tecidual e o processo inflamatorio observado no presente estudo
corroboram com os dados obtidos por Andrade e Andrade (1980) no modelo céo durante a
fase aguda. Estes autores avaliaram cortes histolégicos, submetidos a coloracéo por HE, do
esofago de cédes infectados com as cepas 12SF ou Colombiana do T. cruzi e necropsiados
aos 30 dias de infeccdo, e observaram a presenca frequente de infiltrado linfocitario ao
longo do plexo de Auerbach e parasitismo tecidual raro sem correlacdo direta com o
processo inflamatério. Os animais que sobreviveram a fase aguda foram necropsiados até o
36° més de infeccdo e apenas leve infiltrado linfocitario focal foi mantido no esdfago e
esses cdes foram considerados como portadores da forma indeterminada da DC
(ANDRADE &ANDRADE, 1980). A manutencdo da resposta inflamatdria durante a fase
cronica observada nos animais infectados com a cepa Be-78, neste estudo, provavelmente
esta relacionada a cepa e ao modelo experimental.

Tendo em vista que as duas cepas utilizadas neste trabalho foram capazes de
parasitar o0 TGI e que a resposta inflamatoria induzida por elas foi diferente, o préximo
passo foi avaliar se a inflamacéo teria sido capaz de causar destruicdo tecidual suficiente
para que houvesse um processo de cicatrizacdo com neoformacao de colageno. A dosagem
bioquimica do colageno total solGvel mostrou que o processo inflamatério limitado a fase
aguda observado nos animais infectados com a cepa Y foi capaz de causar necrose e
neoformacdo de colageno durante a fase cronica. E importante ressaltar que esses
resultados foram confirmados pela avaliacdo qualitativa de cortes histoldgicos submetidos
a coloracao pelo Picrosirius Red e a partir dessa analise p6de-se observar um aumento
deposicdo de fibras colagenas tipo |, associadas ao processo de fibrose, nos animais
infectados com a cepa Y na fase cronica. A auséncia de neoformacéo de colageno no grupo
Be-78 aos dois anos de infeccdo reflete a manutencao de processo inflamatério ainda ativo,
que por sua vez pode estar relacionado a presenca do parasito na fase cronica. Esses dados
sugerem que os animais infectados com a cepa Y podem controlar a resposta inflamatéria e
induzir um processo de cicatrizagdo das areas teciduais destruidas ja aos dois anos de
infeccdo, enquanto a resposta imunorreguladora dos animais infectados com a cepa Be-78
parece ocorrer mais tardiamente, o que concorda com os dados ja observados por Brener
(1969) onde a resposta a infeccdo com a cepa Y é mais rapida o que resulta no controle

precoce da parasitemia e do parasitismo tecidual.
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Muitos autores tém relacionado as lesdes do SNA a um processo inflamatdrio
adjacente (TAFURI et al., 1971; TAFURI, 1971; 1970; TAFURI & BRENER, 1967;
ANDRADE & ANDRADE, 1966) e diante da presenca de células inflamatorias
margeando o0s ganglios mientéricos do esdfago e colon observada neste estudo, foi
avaliado se essa resposta inflamatoria seria capaz de causar alguma alteragdo nos
componentes ganglionares do plexo de Auerbach no modelo cdo. A inervacdo mientérica
foi analisada a partir da técnica de imunomarcacdo de areas ganglionares PGP 9.5-IR. A
imunomarcacao com distintos marcadores pan-neuronais (enolase, PGP 9.5, HUCHuD) tém
sido amplamente utilizadas para a avaliacdo de processos de desnervacdo do SNE em
diferentes doencas inflamatérias gastrointestinais que envolvem distarbios da motilidade
relacionados as lesbes do SNE, seja em pacientes ou em modelos experimentais
(NASCIMENTO et al., 2010; DA SILVEIRA et al., 2009; 2008; 2007b; IANTORNO et
al., 2007; BOYER et al., 2005). A proteina gene produzida 9.5 (PGP 9.5) é uma proteina
citoplasmatica especifica para neurénios, expressa no corpo neuronal e seus processos, que
permite a visualizacdo e diferenciacdo destes dos demais componentes ganglionares
(THOMPSON et al., 1983). No es6fago, a inflamacdo induzida pela infeccdo com ambas
as cepas foi capaz de causar reducdo da area PGP 9.5-IR durante a fase aguda, no entanto o
processo de desnervacgdo foi mantido na fase crénica apenas nos animais infectados com a
cepa Be-78, 0 que pode estar associado a manutencdo do processo inflamatério observado
nesses animais, e embora o parasitismo tecidual nessa fase tenha sido observado apenas em
um animal desse grupo esses resultados parecem concordar com a hipotese de participacao
do parasito na patogénese das lesdes teciduais crdnicas, sendo que a associacdo entre a
gravidade da lesdo e o parasitismo deva ter relacdo com o nivel do parasitismo podendo
este ser o determinante do limite entre as alteracfes capazes de levar ao surgimento dos
“megas” ou aquelas caracteristicas da forma indeterminada. A desnervagdo observada
neste estudo foi constatada também em outros estudos que avaliaram o TGI ao longo da
DC em modelos experimentais (OKUMURA, 1967; KOBERLE, 1957). Na desnervacdo
do plexo mientérico pode ocorrer perda neuronal ou apenas alteracdes das fibras nervosas
(TAFURI et al., 1979). Durante a fase aguda, Andrade e Andrade (1980) observaram perda
neuronal e processos de degeneracdo com tumefacdo e vacuolizacdo citoplasmatica em
alguns dos neurdnios remanescentes em caes infectados com a cepa Y, enquanto Santos
(1998) observou, em cées infectados com a cepa Be-78, embora ndo tenham constatado

perda neuronal significativa, lesbes destrutivas de ganglios mientéricos. No presente
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estudo, semelhante ao observado por Santos (1998) ndo foi visto reducdo do nimero de
neurdnios, no entanto, estes apresentavam-se morfologicamente alterados, com hipertrofia
neuronal coincidente com o0 aumento da area citoplasmatica dos mesmos no esdfago dos
animais infectados com a cepa Y. A hipertrofia neuronal na DC foi constatada em
diferentes 6rgdos e modelos experimentais (SOUZA et al., 1996; TAFURI, 1971; TAFURI
& BRENER, 1967; 1966a; 1966b; ANDRADE & ANDRADE, 1966) e tem sido
relacionada a processos degenerativos da célula que podem ocorrer ap0s eventos
isquémicos (TAFURI, 1971). Na fase aguda da DC ocorre dilatacdo do oOrgdo com
consequente isquemia e dessa forma, a hipertrofia neuronal observada pode ser resultado
de desequilibrio hidroeletrolitico resultante da auséncia de ATP com alteracdo do
funcionamento da bomba de Na* e K* e o consequente influxo de &gua. No presente
estudo, a auséncia de lesdes regressivas nos neurdnios pode estar relacionada ao fato de
que as alteragBes do colon foram geralmente menos graves que aquelas observadas no
esdfago. Desta maneira, embora ambos os 6rgdos apresentem alteragdes neuronais com a
infeccdo pela cepa Y do T. cruzi, alguns mecanismos intrinsecos do colon parecem torna-lo
mais resistente as lesfes relacionadas as alteracdes motoras tipicas da DC apresentando
uma lenta progressédo, enquanto o esdfago parece ser primariamente afetado (REZENDE,
1968; REZENDE & RASSI, 1958).

Em concordancia com resultados obtidos por diferentes autores ao longo da
infeccdo experimental em modelo murino utilizando as mesmas cepas deste trabalho
(TAFURI & BRENER, 1966a; TAFURI & RASO, 1962) ou cepas distintas (TAFURI &
BRENER, 1967), as alteracfes do plexo mientérico observadas nos cdes Beagle foram
distribuidas de forma irregular, com ganglios lesados situados ao lado daqueles
morfologicamente normais, tanto na fase aguda quanto na fase crénica. Adicionalmente, a
agressdo precoce causada pela cepa Y neste trabalho também foi constatada nos estudos
independentes acima citados.

Estudos avaliando o colon de cédes experimentalmente infectados pelo T. cruzi
revelaram diferentes resultados em relacdo as lesdes do SNE. Machado e colaboradores
(2001b) utilizando as cepas 147 ou SC-1 do T. cruzi estudaram o efeito da infecgéo e de
reinfecgbes sobre o sistema nervoso intramural do es6fago de cdes e, diferente dos
resultados obtidos neste estudo, ndo observaram nenhuma destas alteracfes: miosite,
ganglionite, periganglionite, desnervacdo e lesdes neuronais degenerativas. Estes autores

sugeriram que a auséncia de lesbes no SNE poderia estar associada ao tropismo das cepas
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utilizadas. Além disso, em estudo prévio, Machado e colaboradores (2001a) avaliaram o
coragdo e o colon desses animais e concluiram que os cédes estudados desenvolveram a
forma indeterminada da DC nédo sendo constatadas lesdes significativas em nenhum dos
Orgdos. Caliari e colaboradores (1996) avaliaram, durante a fase aguda, o es6fago de cées
experimentalmente infectados com a cepa Be-78 e de forma semelhante aos dados deste
trabalho, observaram miosite, periganglionite, ganglionite e lesdes neuronais degenerativas
no plexo mientérico, além de raros ninhos de amastigotas localizados no tecido muscular.
Em nenhum dos estudos foi possivel reproduzir o megaesofago, porém, segundo Caliari e
colaboradores (1996) os fenémenos inflamatdrios e as lesbes observadas talvez possam ser
semelhantes as leses basicas iniciais de esd6fagos humanos na fase aguda da infecgao.
Essas observacdes concordam com a idéia de que a forma indeterminada possa apenas
refletir um periodo de laténcia, onde o verdadeiro significado das lesGes histopatologicas
ainda ndo foram esclarecidos, permanecendo a ddvida se estas sdo auto-limitadas ou
progressivas (ANDRADE et al., 1997).

Comparando o perfil patogénico das duas cepas utilizadas nesse estudo, péde-se
observar que a infeccdo com a cepa Y, de uma forma geral, induz o desenvolvimento
precoce de alteragdes o que pode ser refletido em uma resposta inflamatéria limitada a fase
aguda com um processo de cicatrizacdo com neorformacdo de colageno ja aos dois anos de
infeccdo. Além disso, o processo de desnervacao e a reducdo dos componentes enterogliais
GFAP-IR causado por esta cepa sdo significativos apenas na fase aguda. Estes dados sdo
consistentes com o controle mais rapido da parasitemia (VELOSO et al., 2008) e
parasitismo tecidual. As alteragdes consequentes da infeccdo com a cepa Be-78 foram
mantidas ao longo da infec¢do experimental ou mais tardias. No esofago destes animais a
resposta inflamatoria iniciada na fase aguda foi observada também na fase cronica, e este
fato pode estar associado ao parasitismo esofageal ainda observado nesta fase. Além disso,
a manutencdo do processo inflamatdrio ao longo da infeccdo experimental com a cepa Be-
78 parece estar associada a desnervagdo mientérica progressiva. Camargos e colaboradores
(2000) estudaram o impacto da infeccdo de ratos com as diferentes cepas do T. cruzi e
embora tenham avaliado o tecido cardiaco, os autores também observaram que a cepa Y
induzia um intenso processo inflamatorio durante a fase aguda que era resolvido ja ao final
desta fase. Entretanto, ao contrario do que foi observado no presente estudo, a resposta
inflamatdria sustentada durante a fase crénica (animais infectados com a cepa Col 1.7G2)

ndo estava associada a manutencdo da desnervacdo cardiaca, e esta embora ocorresse na
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fase aguda, era menor em relagdo a desnervacdo induzida pela infeccdo com as outras
cepas estudadas. E importante ressaltar que no estudo de Camargos e colaboradores (2000)
0s animais infectados com a cepa Coll.7G2 apresentaram inflamacéo significativamente
menor em comparacdo as outras cepas durante a fase aguda, no entanto mantiveram o
parasitismo tecidual e uma resposta inflamatdria discreta na fase crénica. A discordancia
em relagcdo aos resultados do presente trabalho pode ser explicada pela manutencdo do
processo inflamatorio significativo durante a fase cronica. Dessa forma a desnervacao
parece estar mais relacionada a intensidade da inflamacdo do que a manutengdo desta ao
longo da infeccdo experimental e ainda, embora as cepas Be-78 e Coll.7G2 sejam
constituidas por formas largas (ANDRADE et al., 1999; ANDRADE, 1985), diferencas
nas caracteristicas genéticas podem explicar o comportamento distinto delas em relacédo a
patogenicidade. Ainda em relacdo aos animais infectados com a cepa Be-78, a perda de
componentes enterogliais GFAP-IR foi evidente somente na fase cronica, 0 que pode
refletir o desenvolvimento progressivo das lesdes histopatoldgicas nestes animais.

Em comparacdo a infeccdo humana, as lesdes do eséfago e colon dos cdes Beagle
experimentalmente infectados com o T. cruzi avaliadas neste estudo parecem refletir as
alteracOes histologicas do TGI observadas em pacientes com DC ndo portadores dos
“megas” digestivos. Atualmente a persisténcia do parasito no tecido tem sido demonstrada
e associada ao desenvolvimento das lesdes cronicas da DC (ANES et al., 1999). Vago e
colaboradores (2000) observaram a presenca de KDNA do T. cruzi em amostras de coragédo
e esdfago de pacientes com a formas cardiaca ou digestiva da DC, respectivamente. Os
autores ainda caracterizaram geneticamente os parasitos obtidos diretamente desses tecidos
e de forma interessante, observaram, em dois pacientes que apresentavam envolvimento
tanto cardiaco quanto esofageal, a presenca de perfis genéticos distintos do T. cruzi para
cada 6rgdo indicando a ocorréncia de infeccdo com cepas policlonais e um histotropismo
diferencial entre os clones, capaz de influenciar na patogénese e no desenvolvimento de
distintas formas clinicas (VAGO et al., 2000). Embora no presente estudo a infeccdo com
as duas cepas tenha sido independente, uma distinta preferéncia tecidual pode ser sugerida
na fase cronica, onde o tecido cardiaco apresentou maior positividade na PCR para a cepa
Y (VELOSO et al., 2008), enquanto o es6fago apresentou positividade apenas para a cepa
Be-78. Essa observacédo pode ser reforcada por dados obtidos por Guedes e colaboradores
(2007) durante a avaliacdo do coragédo destes animais, onde foi demonstrado que 80% dos

animais infectados com a cepa Y apresentaram alteracBes cardiacas como cardiomegalia,
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inflamacédo cronica e fibrose, em contraste, apenas 20% dos cdes infectados com a cepa
Be-78 apresentaram estas manifestacGes. Além disso, parasitemia observada aos 30 DAI
para a cepa Be-78 (VELOSO, 2007) foi estatisticamente associada ao parasitismo tecidual,
avaliado por PCR nos cées necropsiados na fase aguda, tanto no es6fago quanto no colon.
Lages-Silva e colaboradores (2001) avaliaram amostras de sangue e esOfago de
pacientes com megaes6fago chagéasico, associados ou ndo ao megacolon e a cardiopatia, e
observaram T. cruzi no sangue (hemocultura ou xendiagnostico) de 75% dos pacientes que
apresentavam parasitismo tecidual e de 66,7% daqueles com parasitismo tecidual negativo.
A presenca do T. cruzi, seus antigenos ou fragmentos gendmicos foi observada em 98%
desses pacientes, considerando todos os métodos utilizados. Em relagcdo a PCR realizada
por estes autores foi detectada positividade em 69,2% das amostras de esdfago e 90,4% das
amostras de sangue e em relacdo aos pacientes em que foi observado parasitismo
esofageal, 92,5 % também apresentaram PCR" no sangue. Os autores também observaram
uma relacéo entre o parasitismo tecidual, a intensidade do processo inflamatdrio e o grau
clinico do megaesofago, onde paciente classificados dentro do grau IV pareceram
apresentar estas manifestagdes com maior frequencia (LAGES-SILVA et al., 2001). Todos
estes resultados sustentam a participacdo do parasito nas lesdes digestivas da fase crénica
da DC, no entanto estudos avaliando a presencga do T. cruzi em pacientes ndo portadores da
forma digestiva geram resultados conflitantes. Vago e colaboradores (1996) observaram
positividade para PCR em amostras de es6fago em quatro pacientes com megaesdfago
chagasico, sendo que o tecido esofageal de trés pacientes portadores apenas de cardiopatia
chagésica foram negativos. Adad e colaboradores (2001) avaliaram o parasitismo tecidual
através de imuno-histoquimica e também néo observaram parasitismo tecidual no es6fago
de pacientes com DC sem megaes6fago e a pesquisa de parasitos no tecido esofageal de
pacientes com megaes6fago foi positiva em 50% deles. Em contrapartida,Vago e
colaboradores (2000) mostraram a presenca do parasito, por PCR, no es6fago de um
paciente ndo portador de megaesdfago chagasico, resultado que foi posteriormente
comprovado em trabalhos independentes onde 55-60% de amostras de es6fago de
pacientes chagasicos sem megaesdfago, foram positivas para PCR (DA SILVEIRA et al.,
2005; MANOEL-CAETANO et al., 2008; VAGO et al., 2003). No presente estudo,
amostras de esdfago e colon foram submetidas & PCR para avaliagdo do parasitismo
tecidual e ambas as cepas estudadas, Y e Be-78, foram detectadas no trato digestorio no

modelo canino. Na fase aguda, a positividade variou entre 75-100% no es6fago e 50-100%
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no colon e na fase cronica foi observado parasitismo apenas no eséfago (25%).
Considerando a auséncia dos “megas” nestes animais e assim classificando-0s como nao
portadores da forma digestiva, esses dados concordam com os dados anteriores (DA
SILVEIRA et al., 2005; MANOEL-CAETANO et al. 2008; VAGO et al., 2003; 2000)
onde o parasito ou seus antigenos e fragmentos genémicos foram observados em
percentuais mais baixos também em pacientes sem nenhum envolvimento do TGI na DC
crbnica, enquanto pacientes com megaesdfago apresentaram até 100% de positividade (DA
SILVEIRA et al.,, 2005), no entanto, discordam dos resultados obtidos por Adad e
colaboradores (1991) que ndo observaram nenhum parasito no tecido esofageal de
pacientes sem megesdfago, fato que pode estar associado a baixa sensibilidade da técnica
usada por estes autores. A presenca de parasitos relacionada a auséncia de sintomas
clinicos na DC cronica sugere a participacdo de outros fatores, como as caracteristicas
genéticas e a resposta imune do hospedeiro, além de fendbmenos associados a interagdo
parasito-hospedeiro durante a fase aguda, para desenvolvimento da forma determinada da
DC.

A presenca de infiltrado inflamatorio nos cées infectados com a cepa Be-78 durante
a fase crénica, concorda com os resultados obtidos por Da Silveira e colaboradores (2007a;
2005) e Adad e colaboradores (2001) que também observaram miosite nos pacientes com
DC néo portadores da forma digestiva. Além da manutencdo da resposta inflamatoria, os
animais do grupo Be-78 apresentaram uma sustentada desnervacdo mientérica na fase
crbnica, relacdo que também foi observada por Da Silveira e colaboradores (2005), porém
esses autores constataram reducdo do nimero de neurdnios, o que nao foi observado neste
estudo, onde a desnervacao parece estar associada as lesdes nas fibras nervosas. Outros
estudos avaliaram a area PGP 9.5-IR no TGI de pacientes com DC portadores ou ndo da
forma digestiva e, diferentemente do observado no presente estudo, apenas 0s pacientes
com a forma digestiva apresentaram reducdo da area PGP 9.5-IR (NASCIMENTO et al.,
2010; DA SILVEIRA et al., 2007a). Esta diferenca pode ser explicada pelas distintas
metodologias de analise morfométrica utilizadas, sendo que no estudo dos autores acima
citados apenas as fibras nervosas imunomarcadas extra-ganglionares foram avaliadas,
enquanto no presente estudo, a area PGP 9.5-IR avaliada foi restrita a area ganglionar. Em
relacdo as celulas gliais, os dados obtidos neste estudo indicam que a cepa Y foi capaz de
induzir uma reducdo dos componentes enterogliais GFAP-IR na fase aguda que foi

recuperada na fase cronica, enquanto o0s animais infectados com a cepa Be-78
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apresentaram perda de células gliais entéricas GFAP-IR apenas na fase cronica. O
comprometimento dos componentes enterogliais foi observado por outros autores na DC
cronica, no entanto as células gliais GFAP-IR parecem estar associadas a protecdo dos
componentes ganglionares, sendo expressa quando estas células entram em contato com
citocinas pro-inflamatdrias. Neste sentido, pacientes com DC que ndo apresentam a forma
digestiva tém area GFAP-IR aumentada em relagdo aos individuos ndo infectados,
enquanto pacientes com a forma digestiva apresentam reducdo dessas areas
(NASCIMENTO et al., 2010; DA SILVEIRA et al., 2007a). Diante disso, 0s cdes
infectados com a cepa Be-78 exibem o perfil de comprometimento das células gliais
compativel com os pacientes portadores de megaes6fago ou megacélon. Uma vez que tem
sido proposto que as células gliais operam um mecanismo de defesa no SNE contra T.
cruzi, no qual estariam associadas a prevencao da desnervacao do 6rgdo (NASCIMENTO
et al., 2010), pode-se sugerir que a diminuicdo das células gliais GFAP-IR pode estar
associada a desnervacdo, sendo ambas as alteracdes observadas no esdfago dos cées
infectados com a cepa Be-78 durante a fase cronica.

Em relacdo ao processo de cicatrizacdo na DC humana, a neoformacao de colageno
observada nos animais infectados com a cepa Y, durante a fase cronica, em ambos 0s
6rgdos analisados concordam com os resultados obtidos por Adad e colaboradores (2001)
que também observaram processo de fibrose nos pacientes sem forma digestiva. Da
Silveira e colaboradores (2007b) observaram um sutil aumento de tecido fibroso no célon
dos pacientes sem megacolon, porém nao houve diferenca significativa em comparacéo ao
grupo controle. No entanto os pacientes com a forma digestiva apresentaram fibrose no
célon, com quantificacdo da area ocupada por tecido fibroso estatisticamente aumentada
em relacdo aos pacientes ndo chagasicos e aos pacientes com DC ndo portadores da forma
digestiva.

Neste trabalho foi observado que os animais ndo-infectados apresentaram reducéo
da inervagdo no tempo correspondente a fase cronica da infecgdo. Esse fato esta associado
a senescéncia e causa alteragdes da motilidade (MECIANO-FILHO et al., 1995). Em
pacientes com DC, achados radiol6gicos indicam que a motilidade esofageal esta mais
comprometida em pacientes com idade mais avancada em comparacdo aqueles mais
jovens, e que este fato ndo esta apenas ao tempo de exposicéo a disfagia e mas também a
um processo natural neurodegenerativo consequente da senescéncia (DANTAS &

APRILE, 2006). No presente estudo a reducéo da area PGP 9.5-IR observada no esdfago
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dos animais infectados com a cepa Be-78 durante a fase cronica foi significativamente
maior aquela causada pela senescéncia no grupo ndo-infectado e por essa razdo foi aqui
considerada como desnervacdo decorrente da DC.

Tendo em vista estes resultados, a positividade para o T. cruzi, observada para o
grupo Be-78 durante a fase cronica, associada aos demais achados histopatoldgicos
corroboram a idéia da participagdo do parasito nas lesdes teciduais e ainda leva ao
questionamento a respeito do carater auto-limitado ou progressivo das manifestacdes da
forma indeterminada da DC. Neste sentido, os dados aqui apresentados mostram que,
embora os cdes avaliados ndo tenham desenvolvido nenhum sintoma associado a forma
digestiva da DC, alteracdes histoldgicas podem ser observadas no esdfago e colon neste
modelo experimental e estas parecem ser compativeis com as lesGes observadas em
pacientes com a forma indeterminada, no entanto as lesdes do SNE sugerem que o perfil
indeterminado ndo é caracterizado por normalidade histolégica. Estudos imunopatoldgicos
indicam que a forma indeterminada representa uma situacdo ideal para ambos parasito e
hospedeiro, onde ocorre um balango entre a resposta imune capaz de manter o parasitismo
em niveis baixos e o controle desta capaz de impedir mecanismos citotoxicos (DUTRA et
al., 2009). A influéncia direta de mecanismos imunes nas lesfes cronicas suscita a
necessidade de estudos abordando os aspectos imunoldgicos ao longo da DC tanto aparente
quanto inaparente e as diferencas relativas ao fenotipo das células inflamatérias e ao
microambiente de citocinas que parecem estar associadas as distintas formas clinicas da
DC, a auséncia de sintomas durante a fase latente da infeccdo e aos fatores responsaveis

pela progresséo para a forma crénica determinada.
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A infecgdo experimental de cdes da raga Beagle com as cepas Y ou Be-78 do T.
cruzi mostrou que ambas sdo capazes de parasitar o esdfago e o colon desses animais

suscitando resposta inflamatéria aguda.
Um padrdo distinto de patogenicidade foi verificado:

- a inflamacdo focal associada a cepa Y, na fase aguda, evoluiu para cicatrizagdo
na fase crénica. Neste grupo, as alteracbes do SNE, como degeneracgdes, desnervacdo e

perda de células gliais GFAP-IR, foram restritas a fase aguda.

- a inflamacdo difusa associada a cepa Be-78, na fase aguda, persistiu na fase
cronica, o que pode ser explicado pela manutencdo do parasitismo tecidual. As lesbes do
SNE foram progressivas, sendo sustentadas na fase cronica.

Dessa forma, os cdes avaliados neste estudo foram considerados como néo
portadores da forma digestiva, no entanto, alteracGes histoldgicas do TGI foram
observadas a partir da infeccdo com essas duas cepas. Portanto, conclui-se que a infecgédo
pela cepa Y leva ao controle precoce da lesdo, enquanto a infec¢cdo com a cepa Be-78
resulta em lesbes progressivas do TGl ao longo da doenca de Chagas experimental no

modelo cao.
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