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RESUMO. Criangas até quatro anos de idade apresentam maior susceptibilidade 3 infecgio
chagisica com comprometimento do sistema nervoso central. Este trabalho teve como objetivo
avaliar o peso corporal, as altera¢des morfolégicas do sistema nervoso central de camundongos
inoculados aos dez dias de idade com 4.000 ou 200.000 tripomastigotas do Trypanosoma cruzi € a
parasitemia em animais inoculados aos 25 dias com e sem imunossupressio. Os animais foram
sacrificados e fixados com paraformaldeido 4%. Fragmentos encefilicos ¢ da medula foram
processados pela técnica histolégica e corados com hematoxilina/eosina. A parasitemia foi maior
nos animais inoculados e imunossuprimidos. Animais inoculados apresentaram ganhos de pesos
menores que os controles. No encéfalo, ocorreram ninhos de amastigotas fntegros, nédulos gliais
¢ infiltrados perivasculares. Na medula espinhal nio foi encontrado alteragdes teciduais. Animais
jovens foram mais susceptiveis as infec¢des pelo Trypanosoma cruzi  apresentando
comprometimento encefilico mais intenso. O isolado estudado demonstrou comportamento
compativel com cepa tipo III.
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ABSTRACT. Morphological alterations in the central nervous system induced in mice
by Trypanosoma cruzi. Children up to four years old are most susceptible to infection by
Trypanosoma cruzi, which can compromise the central nervous system. The objective of this study
was to quantify body weight, evaluate the histological alterations in the nervous system of 10-
day-old mice inoculated with 4.000 or 20.000 trypomastigotes of T. cruzi , and also study the
parasitemia of the inoculated animals at 25 days of age, with and without immunosuppression.
The animals were sacrificed and fixed with 4% paraformaldehyde. Encephalic and medullar
fragments were processed using the histological technique and stained with hematoxilin-eosin.
Parasiternia was major in inoculated and immunosuppressed animals. Inoculated animals
presented lower body weight than controls. In the encephalon, amastigote nests, glial nodes and
perivascular infiltrates were found. In the medulla, no histological alterations were. Young
animals were more susceptible to T. cruzi infection, with more severe encephalic implications.
The studied isolate presented behavior compatible with type III strains.
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Introducao

O primeiro relato de parasitismo, no sistema nervoso
central (SNC), por Trypanosoma cruzi (T. cruzi), foi
descrito em seres humanos por Chagas (1911). Estudos
posteriores indicaram maior susceptibilidade de criangas
até dois ou quatro anos de idade 3 meningoencefalite
chagisica (Prata, 1994). Durante a fase aguda da infecgio
com comprometimento do SNC, descrevem-se
encefalomielite com a presenga de parasitas, lesdes
degenerativas com proliferacio glial, hemorragia ¢
infiltragio linfocitdria perivascular e das leptomeninges
(Pittella, 1993).

Parasitismo experimental do SNC por T. cruzi tem
sido fartamente descrito, especialmente em  ratos
(Jardim, 1971; De Oliveira et al., 2002; Rivera et al., 2004)
e camundongos (Alencar e Elejalde, 1960; Jardim, 1967).
Ratos e camundongos com menos de 25 dias de idade
sio mais susceptiveis 2 infec¢io por T. cruzi,
apresentando parasitismo encefilico e parasitemia mais
elevada (Culbertson e Kessler, 1942; Costa et al., 1986;
Da Mata et al., 2000). Alteragdes encefilicas intensas em
ratos infectados aos dez dias de idade foram constatadas
por Da Mata et al. (2000).

O comprometimento do SNC, durante a fase
aguda da infec¢io chagisica, é evidenciado pela
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presenga de formas amastigotas e reagio inflamatdria
em forma de nédulos gliais distribuidos pelo tecido
nervoso, caracterizando encefalite multifocal (Da
Mata et al., 2000).

Apesar dos efetivos esforgos na busca por
tratamento mais adequado, a tripanossomiase
americana ainda constitui um problema de satde
ptblica. E reconhecida, atualmente, como doenca
negligenciada (DNDi, 2006), estd distribuida pela
América Latina e afeta milhdes de pessoas com
alto impacto de morbidade e mortalidade (Dias
et al., 2002). Por outro lado, o curso da infecgio
depende, pelo menos em parte, das caracteristicas
intrinsecas de cada isolado de T. cruzi (Dias et al.,
2002). Estes fatos justificam e explicam o vasto
nimero de pesquisas bdsicas que abordam a
doenga de Chagas.

Este trabalho objetivou avaliar o comprometimento
do SNC por T. cruzi e contribuir na caracterizagio de
um isolado deste parasito, o qual foi obtido de um
paciente portador da forma cardiodigestiva da doenca
de Chagas.

Material e métodos

Utilizaram-se 48 camundongos Swiss webster, de
ambos os géneros. Foram constituidos grupos de cinco
animais cada um, submetidos aos tratamentos, que
receberam racio (labina-purina) e dgua i vontade até o
sacrificio. Foram avaliados a parasitemia, o peso dos
animais e as alteracdes no SNC em animais sem e com
imunossupressao por ciclofosfamida dissolvida em salina
e administrada intraperitonealmente na dosagem de 100
mg kg' de peso corporal no 5° dia de infecgio
(Calabrese et al., 1991). Os animais foram inoculados
com 4 x 10° ou 2 x 10° tripomastigotas de um isolado de
T. cruzi, obtido de um paciente portador da forma
cardiodigestiva da doenga de Chagas (Oliveira ef dl.,
1993). A parasitemia foi avaliada em dias alternados, a
partir do terceiro dia da inoculagio (Brener, 1962).

Os animais foram sacrificados no 23° dia apds a
inoculacio, em anestesia com cloral hidratado,
perfundidos ¢ fixados com paraformaldeido a 4%.
Foram analisados fragmentos do encéfalo e medula
espinhal nos niveis cervical, toricico e lombar. Estes
fragmentos foram submetidos 2 técnica histoldgica,
incluidos em parafina e confeccionaram-se lAminas, as
quais foram coradas com hematoxilina-cosina. O
material foi analisado em microscopia de luz com
aumento de 300 X. Os dados quantitativos foram
tratados pelo teste “t” de Student.

Resultados

Animais inoculados aos dez dias de idade com 4 x 10°

Da Mata et al.

ou 2 x 10° tripomastigotas apresentaram ganhos de peso
semelhante, porém menores que os animais-controle

(Tabela 1).

Tabela 1. Peso corporal médio em gramas (+ desvio-padrio) de
camundongos Swiss webster, aos dez e aos 33 dias de idade. Os animais
foram inoculados aos dez dias de idade com 4 x 10° ou 2 x 10°
tripomastigotas do Trypanosoma cruzi.

Idade Inéculos Peso médio
(dias) Dia da inoculagio (dez dias)  Dia do sacrificio (33 dias)
dez dias 4x10° 546+038(4,82-582)  1998+1,01(1881-21,12)
2x10° 566+0,72(5,10-6,85)  1952+2,02 (1599 -21,13)"
Controle  547+0,20 (522-5,80) 29,73 +3,65 (2531 -35,02)"

Valores miximos e minimos entre parénteses. Letras diferentes para a coluna indicam diferengas
significativas (test t).

De modo semelhante, animais inoculados aos 25 dias
com ambos os indculos também nio apresentaram
diferengas entre si no ganho de peso, porém estes foram
menores que seus controles. J4 a imunossupressio, no 5°
dia apés o indculo, determinou menor ganho de peso
tanto em relagio aos animais apenas inoculados quanto
aos animais controles (Tabela 2). Nio houve mortes em
nenhum dos grupos experimentais.

Tabela 2. Peso corporal médio em gramas (+ desvio-padrio) de
camundongos Swiss webster aos 25 ¢ aos 48 dias de idade. Os
animais foram inoculados aos 25 dias de idade com 4 x 10° (sem e
com imunossupressio no 5° dia de infecgio) ou com 2 x 10°
tripomastigotas do Trypanosoma cruzi.

Peso médio
Idade . " N ~ N .
(dias) Inéculos Dia da inoculagio Dia do sacrificio
(25 dias) (48 dias)
4x10° 11,28 +0,89 (10,30 — 12,40) 2840 326 (23,39 —32,20)"
(215 4x10°e 1322+0,58 (12,05 13.98) 23,68 +1,11 (22,16—24.98)°
ias

imunossuprimidos
2x10° 12,19+£121 (10,80-13,62) 27,81 £132(25,6—2905)"
1293 1,14 (11,20 13,25) 3343 £3 56 (29,30 —37,25)°

Valores maximos e minimos entre parénteses. Letras diferentes para coluna indicam
diferengas significativas (test t).

Controle

A inoculagio de 4 x 10° tripomastigotas aos 25 dias
de idade induziu curva parasitémica com inicio no 7°
dia; ja para o mesmo inéculo com imunossupressio no
5° dia de infeccio, assim como com o indculo de 2 x
10°, o inicio da parasitemia também foi observado no 5°
dia apés o inéculo (Figura 1).

Os valores da parasitemia média observados no pico
em animais com 25 dias de idade infectados com o
menor inéculo (720,3) e com o maior inéculo (899,64)
nio  apresentaram  diferengas  estatisticamente
significativas, mas foram menores que aqueles
apresentados por animais igualmente inoculados com
4 x 10° aos 25 dias de idade, porém imunossuprimidos
no 5° dia de infecgio (2.176,77).

Foi observado ninho de amastigotas integro sem
esbogo de reagio inflamatéria (Figura 2A) e por
infiltrados  perivasculares. Alteragdes encefilicas  se
caracterizaram por reacio tecidual, em forma de nédulos
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gliais distribuidos, tanto na substincia branca quanto na
cinzenta (Figura 2B).
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Figura 1. Curva de parasitemia (valores médios) em
camundongos Swiss webster infectados por Trypanosoma cruzi aos
25 dias de idade. Os animais foram inoculados com 4x10° (sem e
com imunossupressio no 5° dia de infecgio) ou com 2 x 10°
tripomastigotas do Trypanosoma cruzi.

Figura 2. Camundongo inoculado aos dez dias de idade. A -
cértex cerebral com ninho de amastigotas integro (seta) em célula
glial. Inéculo de 4 x 10° tripomastigotas. Hematoxilina/eosina. 300
X. B - Cértex cerebelar que exibem nédulos gliais (setas menores)
e células de Purkinje (setas maiores). Inéculo de 2 x 10°
tripomastigotas. Hematoxilina/eosina. 300 X.
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A natureza das células constituintes dos
infiltrados perivasculares nio esti estabelecida. Na
regido mais periférica do cértex cerebral, observou-
se infiltrado inflamatério que envolve a piamiter, o
qual se expandiu na camada molecular constituindo
nédulos gliais subpiais. No cerebelo, os nédulos
gliais estiveram presentes preferencialmente na
camada molecular. Os nédulos gliais ¢ ninhos de
amastigotas foram mais facilmente encontrados nos
animais inoculados aos dez dias e se apresentaram
com grau variado de densidade celular. As células
constituintes dos nédulos gliais, em microscopia de
luz, nio puderam ser identificadas. Nio foram
observados nédulos ou ninhos de amastigotas na
medula espinhal ou no plexo corioide. Os animais
inoculados aos 25 dias de idade, com qualquer um
dos indculos, apresentaram pequeno ndmero de
nédulos gliais e com valores semelhantes. Do
mesmo modo, animais inoculados com 4 x 10°
tripomastigotas aos 25 dias de idade e
imunossuprimidos no 5° dia de infec¢io
apresentaram valores semelhantes aqueles de mesma
idade apenas inoculados tanto com 4 x 10° quanto
com 2 x 10° tripomastigotas. Para qualquer um dos
inéculos utilizados, tanto em animais aos dez dias de
idade quanto aos 25 dias de idade, o ntmero de
nédulos gliais foi estatisticamente maior nos animais
mais jovens. O nimero miximo de ndédulos gliais
ocorreu quando se conjugou o maior inéculo com a
menor idade (Tabela 3).

Tabela 3. Ntimero médio (+ desvio-padrio) de nédulos gliais no
encéfalo de camundongos Swiss webster inoculados aos dez ou 25
dias de idade, com 4 x 10° ou 2 x 10° tripomastigotas do
Trypanosoma cruzi.

Tamanho do inéculo

Idade

(dias) 4000 A0+ 200000
lmunossupnmldo

dezdias  4£122(3—6) N 10520 £ 23,92 (89— 147)°

25dias 020044 (0-1)" 020+044 (0-1) 04+054 (0-1)*

Letras diferentes nas colunas indicam diferencas significativas, nas linhas, apenas o valor
com asterico (*) (test t).

Discussao

A infec¢io pelo T. cruzi, em camundongos, aos
dez ou aos 25 dias de idade determinou menor
ganho de peso em comparagio com camundongos-
controle, dados coincidentes com relatos de infecgio
chagisica em ratos jovens (Oliveira et al., 1986),
porém diferem daqueles obtidos em ratos adultos
(trés meses de idade) por Guerra (1996). O menor
ganho de peso corporal nos animais tratados com
ciclofosfamida coaduna com a debilidade orginica
do animal e a exacerbagio da infec¢io (Anton, 1987)

Quanto ao inicio da parasitemia, os resultados
que utilizam qualquer um dos indculos foram mais
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tardios que aqueles apresentados por Oliveira et al.
(1993) a0 empregar os inéculos de 10* ¢ 10° parasitas
do mesmo isolado do T. cruzi, porém mais precoces,
quando comparados com o inéculo de 10°
tripomastigotas/animal em camundongos.

A induc¢io de imunossupressio, em animais
infectados, determinou parasitemias mais elevadas
em compara¢io com os animais apenas infectados,
confirmando dados da literatura (Silva e Rossi, 1990;
Calabrese et al., 1991). Os niveis parasitémicos ¢ a
sobrevivéncia durante a fase aguda de todos animais
infectados sugerem a classificagio deste isolado
como cepa do tipo III (Andrade e Andrade, 1979).

Os animais mais jovens apresentaram altera¢oes
teciduais mais intensas, o que coincide com a maior
sensibilidade a infec¢io chagisica na primeira fase da
vida pés-natal tanto de animais (Culbertson e
Kessler, 1942; Costa et al., 1986) quanto em criangas
(Prata, 1994).

O aumento do inéculo utilizado, neste trabalho, em
50 vezes ou a indu¢io da imunossupressio em animais
infectados com o menor indculo, aos 25 dias de idade,
nio demonstrou aumento das alteracdes encefilicas, o
que se assemelha a dados apresentados para infec¢io
em ratos aos 30 dias de idade (Da Mata et al., 2000).

As alteragoes histoldgicas observadas no SNC,
durante a fase aguda da infec¢io por T. cruzi
caracterizaram-se por reagio inflamatéria multifocal
na forma de ndédulos, conforme diversos relatos da
literatura (Menezes, 1964; Jardim, 1971; Pittella
etal., 1993).

Os registros da presenga de parasitas envolvidos
nos nédulos gliais sio abundantes (Menezes, 1964,
Pittella et al., 1993), todavia anilises na microscopia
de luz nio demonstraram a presenga de amastigotas
na maioria dos nédulos, apesar de que estudos
imuno-histoquimicos demonstraram a presenga de
T. cruzi (Da Mata et al., 2000).

O cerebelo tem sido relatado tanto como sitio
encefilico de intenso parasitismo (Menezes, 1964)
quanto como drea pouco parasitada (Queiroz, 1978).
Nodulos subpiais, contiguos i leptomeninge, foram
observados em conformidade com outros dados
(Alencar e Elejalde, 1960; Da Mata et al., 2000).

Nio foi observada a presenga de T. cruzi, no
plexo corioide, o que parece refletir a raridade de
registros do acometimento deste plexo durante a
infecgio (Da Mata et al., 2000). Por outro lado, isto
parece contrastar com alusdes da literatura de que
ireas encefilicas mais irrigadas seriam mais
parasitadas  (Menezes, 1964). Desse modo, ¢
provivel que, também nestas dreas, o parasitismo
esteja na dependéncia da interagio entre o parasito e
as células presentes.

Da Mata et al.

Ninhos de amastigotas integros ou rotos se
assemelharam aos j4 documentados (Prata, 1994; Da
Mata et al., 2000), além de infiltrados perivasculares
associados ou nio aos nédulos gliais (Alencar e
Elejalde, 1960; Da Mata et al., 2000).

O maior grau de infec¢io foi observado quando
se conjugou maior inéculo com a menor idade do
animal. Este fato ratifica o maior parasitismo
encefdlico em animais mais jovens (Costa et al.,
1986; Da Mata et al., 2000).

A similaridade do ntimero de ndédulos gliais e
ninhos de amastigotas, entre o0s grupos apenas
infectados e os grupos infectados e imunossuprimidos,
demonstram a auséncia de correlagio entre os
estados de imunossupressio e a infec¢io encefilica
tanto em camundongos (Melo e Brener, 1978)
quanto em ratos (Da Mata et al., 2000), apesar de que
a imunossupressio intensifica o  parasitismo
cardfaco.

A inducio de imunossupressio, em camundongos
durante a fase aguda, apesar de induzir niveis
parasitémicos mais elevados, parece nio oferecer as
condigdes ideais ao T. cruzi para parasitar o SNC o que
concorda com Da Mata et al. (2000). Nos casos
humanos de imunossupressio por longo tempo
(AIDS,  transplantes),  infecgdes  oportunistas
secunddrias sio comuns, o que poderia induzir
aumento nos niveis de citocinas. A disponibilidade de
citocinas teciduais ou circulantes parece representar
fator que pode desencadear aumento da
permeabilidade da barreira hemato-encefilica (De
Vries et al., 1997). Assim, poder-se-d especular que o
afrouxamento da BHE possivelmente signifique
facilitagio de penetragio de T. cruzi no SNC, apesar de
a quebra da BHE, utilizando 4cido cainico em ratos,
nio ter apontado nessa diregio (Da Mata et al., 2000).
Por outro lado, a imaturidade do sistema imune dos
animais mais jovens, juntamente com a maior
permeabilidade dos capilares encefilicos, caracteristicos
desta fase, poderia conjugar-se, representando fatores
de acesso de T. cruzi ao SNC.

Conclusao

Animais jovens foram mais susceptiveis ao
comprometimento encefilico por este isolado de T.
cruzi, provavelmente pela imaturidade do sistema
imune e maior permeabilidade dos capilares nessa
fase de vida. A imunossupressio induzida, nos
animais, determinou aumento na parasitemia. O
isolado  estudado  apresentou  comportamento
compativel com cepa tipo III. Outras abordagens de
caracterizagio, como a bioquimica, poderio ser
utilizadas no aprofundamento desta.
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