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RESUMO

A Doenga de Chagas, cujo agente etioldgico € o protozoario
Trypanosoma cruzi, ¢ uma das endemias de maior
importancia no continente americano. Esta infec¢do pode
levar a diversos distirbios organicos nos seres humanos, o
que leva a necessidade de diversos cuidados do ponto de vista
médico-assistencial. O proposito deste estudo foi avaliar a
possibilidade de transmissdo do Trypanosoma cruzi através
da transferéncia de tecido renal entre camundongos BALB/c.
Para tanto, 20 animais com testes sorologicos e histologicos
positivos para a presenca do protozoario foram sacrificados,
seus Orgaos (coragao e rim) foram removidos e foi produzido
um macerado a partir destes. Este macerado foi injetado em
dois grupos (controle/coragao e experimental/rim), cada um
com 15 camundongos. Cada um dos grupos foi dividido em
tr€s subgrupos: animais imunossuprimidos com ciclosporina
ou hidrocortisona e animais que ndo receberam
imunossupressores. Ao fim de dois meses apds a inoculagéo
do macerado, os animais foram sacrificados e submetidos a
teste sorologico. Foi observada uma alta taxa de mortalidade
dos animais inoculados com 100.000 formas de parasitas da
cepa Y; assim como se pode estabelecer uma relagao inversa
quanto a cronicidade e o niimero de formas inoculadas.
Também se constatou apds sorologia, a presenga de
anticorpos contra Trypanosoma cruzi nos imunossuprimidos
que receberam macerado de tecido cardiaco e renal de
animais previamente contaminados com o parasito.
Descritores: Doenca de Chagas, Trypanosoma cruzi, rim,
camundongos.

ABSTRACT

The Chagas' Disease, whose etiologic agent is the protozoan
parasite Trypanosoma cruzi, is one of the most important
endemic diseases in the American continent. This infection
can take the diverse organic routes in the human beings, what
it takes the necessity of diverse cares of the point of view
medical-assistance. The main objective of this study was to
evaluate the possibility of transmission of the Trypanosoma
cruzi through the renal tissues transference between BALB/c
mice. For in such a way, 20 animals with serological and
histological positive tests for the presence of the protozoan
had been sacrificed, its organs (heart and kidney) had been
removed, and were produced one macerated from these. This
macerated was injected in two groups (control/heart and
experimental/kidney), each one with 15 mice. Each one ofthe
groups was divided in 3 sub-groups: animals imunosupressed
with cyclosporine or hydrocortisone and animals that had not
received immunosuppressive drugs. To the end of two
months of the inoculation of macerated the animals had been
sacrificed and submitted the serological test. One high tax of
mortality of the animals inoculated with 100.000 forms of
parasites of Y strain was observed; as well as if it can
establish an inverse relation how much to the cronicity and the
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number of inoculated forms. Also serology was evidenced
after the presence of antibodies against Trypanosoma cruzi in
the imunosupressed ones that they had received macerated
from cardiac and renal tissue of animals previously
contaminated with the parasite.

Key-words: Chagas disease, Tripanosoma cruzi, kidney,
mice.

INTRODUCAO

O Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi é o agente

etiologico causador da Doenga de Chagas, ou tripanossonomiase
americana, descoberta em 1909 pelo cientista brasileiro Carlos
Chagas.' Sua descoberta ¢ considerada até hoje fato inédito na
histéria da Medicina, pois pela primeira vez um pesquisador
descreve uma doenca até entdo desconhecida, identifica seu
agente etiologico, sua morfologia e biologia no hospedeiro
vertebrado e invertebrado, seus reservatorios naturais € diversos
aspectos da patogenia e sintomatologia da doenga.™’

A Doenga de Chagas é uma das mais importantes causas

de morbidade e mortalidade em paises do continente
americano, abrangendo uma area que se estende do sul dos
Estados Unidos da América até a Argentina.’ Atualmente,
existem 17 milhdes de pessoas infectadas pelo Trypanosoma
cruzi, 120 milhdes de pessoas estdo expostas ao risco de
infeccdo e uma taxa de incidéncia anual de 200.000 casos

segundo a organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS), o que

torna a Doenca de Chagas uma das mais importantes endemias
do Brasil e daAmérica.’

No Brasil, estima-se que a area endémica da Doenca de

Chagas seja de, aproximadamente, 3,5 milhdes de quilometros
quadrados, o que representa uma populacdo de mais de 35
milhdes de pessoas em risco, sendo que atualmente no Pais
existem mais de 7 milhdes de pessoas infectadas pelo

Trypanosoma cruzi, sendo a grande maioria composta de

moradores da zona rural e pertencente as classes mais inferiores

4,6,7

dapopulagio.

A transmissao da Doenca de Chagas pode ocorrer
através da transmissdao vetorial, congénita, transfusdo
sanguinea, aleitamento materno, transplantes de 6rgéos solidos
e acidentes de laboratério.”” Pode evoluir através de trés fases
distintas. A primeira fase ¢ a aguda, que pode iniciar com

manifestagdes locais (sinal de Romand ou chagoma de

inoculagdo), febre, edema generalizado ou localizado,

hepatoesplenomegalia ¢ com intensa presenca de formas
tripomastigotas no sangue, podendo levar o paciente ao o6bito,

especialmente criangas.*""
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A seguir, o paciente passa por uma fase assintomatica ou
indeterminada, que pode durar até 30 anos, o que ndo significa
que o parasita esteja em estado de laténcia ou sem causar lesdes
ao organismo. Significa apenas que o hospedeiro conseguiu
desenvolver imunidade parcial contra o parasita.’

Por fim, o paciente comega a mostrar sintomas clinicos,
os quais podem ser decorrentes da cardiopatia chagasica,
manifestagdes digestivas (megacolon e megaesdfago) e
alteragdes neurais, o que caracteriza a fase cronica da doenca.”

A cardiopatia chagasica cronica ¢ a mais importante e
freqiiente manifestacdo da Doenca de Chagas, afetando dez
milhdes de pessoas na América Latina, a maior incidéncia
observada na populacdo entre 15 e 50 anos de idade, ¢ pode
ser dividida em trés fases de evolugio.>"

No estagio inicial, o paciente pode ser assintomatico ou
apresentar sintomas relacionados a distrbios de ritmo."” No
estagio intermedidrio, as manifestagdes clinicas persistem ou se
intensificam e pode ser detectado aumento do coragao, de grau
leve a moderado.” No estagio final, as mais significativas
manifestagdes clinicas incluem insuficiéncia cardiaca
congestiva, fendmenos tromboembolicos, arritmias graves e
morte stibita. "’

Hamais de 20 anos, ja foi documentada a transmissao da
Doenga de Chagas através de transplantes cardiacos de
doadores sabidamente chagasicos ¢ com a visualizagdo do
parasita no 6rgdo transplantado.™" J4 em relaciio ao transplante
renal, existem diversos relatos de casos, porém, nunca foi
visualizada a presenca do ninho de amastigotas ou de reagdes
inflamatérias no parénquimarenal.™'*"

MATERIAIS E METODOS

Para a realizagdo do trabalho, 20 camundongos
fémeas da espécie BALB/c, com idade de quatro semanas e
peso entre 13 g e 19 g, foram utilizados para a realizacdo da
infecgdo por Trypanosoma cruzi utilizandoacepay.

Foram infectados 20 camundongos BALB/c com a cepa
Y. Estes camundongos foram divididos em trés grupos: 5
camundongos foram inoculados com 1x104 formas
tripomastigotas, 5 com 5x103 formas tripomastigotas e 10 com
1x102 formas tripomastigotas.

As formas tripomastigotas para a inocula¢do foram
obtidas do sangue de camundongos Swiss-55 contaminados
com 1x104 tripomastigotas. A inoculacdo das formas
tripomastigotas nos camundongos BALB/c foi realizada por
via intraperitoneal apos a realizagdo do célculo das formas,
através do método de Brener.

A parasitemia dos camundongos BALB/c foi constatada
através da realizagdo de esfregaco de sangue fresco a partir da
coleta de uma gota de sangue da cauda do animal.

Os 30 camundongos que ndo haviam sido
contaminados com o Trypanosoma cruzi foram separados em
dois grandes grupos de 15 animais cada.

O primeiro grupo foi escolhido como grupo controle, e
os camundongos foram inoculados com macerado de tecido
cardiaco. O segundo grupo foi escolhido como grupo
experimental, e os camundongos foram inoculados com
macerado de tecido renal. Cada um desses dois grandes
grupos, experimental e controle, foram subdivididos em trés
outros grupos de cinco animais em cada um. Assim sendo, foi
estabelecido que um subgrupo seria tratado com ciclosporina,
outro subgrupo seria tratado com hidrocortisona ¢ o terceiro
subgrupo ndo receberia imunossupressor.
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A imunossupressao dos animais foi iniciada 24 horas
antes de se realizar a inocula¢do do macerado de tecido renal e
cardiaco. Os subgrupos tratados com ciclosporina receberam
injegoes diarias de 0,1 mL de concentracdo 10mg/mL. Os
subgrupos tratados com hidrocortisona receberam injegdes
diarias de 0,1 mL de concentragdo Img/mL.

A transferéncia de tecido foi realizada através da
remogdo dos 6rgaos dos camundongos infectados. Os o6rgéos
foram colocados em pistilos, onde foram cortados e
macerados até adquirirem uma consisténcia homogénea. O
material homogeneizado foi misturado com solugdo de
Ringer lactato e aspirado por agulha. Cada camundongo do
grupo controle foi inoculado com 0,1mL do macerado obtido
de tecido cardiaco, assim como o grupo experimental recebeu
omesmo valor de tecido renal.

Para determinar a ocorréncia da transmissao de formas
tripomastigotas através da transferéncia de macerado de tecido
renal e cardiaco, foi realizada semanalmente a coleta de uma
gota de sangue da cauda de um camundongo, escolhido
aleatoriamente, de cada um dos seis diferentes subgrupos.
Também foi realizado o teste sorologico por hemaglutinagio
(Teste Chagas - HAI - Ebram) de todos os camundongos que
receberam o macerado de tecidos.

Foi realizado o levantamento sistematico da literatura a
respeito da transmissdo da Doenga de Chagas em transplantes
de orgaos solidos, em humanos e em modelos experimentais
animais pela base de dados da BIREME e do portal CAPES, no
periodo de 1970 aos dias atuais.

RESULTADOS

Foi observada através da visualizagdo direta em
microscopio Optico, a presenca de formas tripomastigotas
sanguineas em 100% dos camundongos BALB/c (20 animais)
inoculados com as formas parasitarias provenientes do sangue
dos camundongos Swiss-55 contaminados.

A respeito da infeccdo, tivemos como resultado uma
mortalidade de 100% no grupo no qual os camundongos foram
inoculados com 1x104 formas tripomastigotas apos 15 dias de
infec¢@o. No grupo em que os camundongos foram inoculados
com 5x103 formas tripomastigotas, a mortalidade foi de 60%
ap6s 30 dias de infecgdo. E no ultimo grupo, no qual os
camundongos foram inoculados com 1x102 formas
tripomastigotas, observou-se 100% de sobrevida apos dois
meses de infecgdo (grafico 1).

Em todos os 12 animais sobreviventes foi realizada a
coleta de gota de sangue da cauda do animal semanalmente e
observou-se que nos dois camundongos inoculados com 5x103
formas tripomastigotas, ap6s 38 dias de infecgdo, poucas ou
nenhuma forma tripomastigota sanguinea foi visualizavel. Nos
dez camundongos inoculados com 1x102 formas tripomastigotas
0 mesmo evento ocorreu apos 56 dias de infec¢do. Foram
visualizados ninhos de amastigotas em trés ldminas de tecido
cardiaco do grupo inoculado com 1x104 formas tripomastigotas
(figura 1). As outras duas laminas do grupo inoculado com 1x104
e as duas laminas do grupo inoculado com 5x103 formas
tripomastigotas, de tecido cardiaco, foram visualizados
infiltrados inflamatérios fortemente sugestivos de miocardite
(figura 2). Nas laminas de tecido cardiaco do grupo controle,
camundongos BALB/c nao-contaminados, ndo foram
visualizadas alteragdes inflamatorias ou de qualquer outra
natureza que sugerisse a presen¢a do Trypanosoma cruzi no
tecido cardiaco destes animais (figura 3).



Quanto aos cortes histologicos de tecido renal, tanto as
laminas dos camundongos BALB/c que faleceram do grupo
inoculado com 1x104 e com 5x103 formas tripomastigotas
quanto a dos camundongos BALB/c ndo-contaminados, ndo
foram observadas alteragdes inflamatérias ou de qualquer outra
espécie que sugerisse a presenca do Trypanosoma cruzi no
parénquimarenal (figura 4).

Em relagdo aos testes soroldgicos realizados observou-
se 80% de positividade nos grupos que receberam macerado de
cora¢do e de rim tratados com hidrocortisona. Também se
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obteve 80% de positividade no grupo que recebeu macerado de
tecido cardiaco e que foi tratado com ciclosporina. Porém, o
teste para o grupo que recebeu macerado de tecido renal e
tratado com ciclosporina foi inconclusivo (tabelas 1 € 2).

No grupo de camundongos que néo recebeu tratamento
imunossupressor, o teste sorologico mostrou uma positividade
em 50% dos animais que receberam macerado de tecido
cardiaco e negativo para todos os animais que receberam
macerado de tecido renal (tabelas 1 ¢ 2).

Mortalidade dos camundongos versus nimero de formas inoculadas

.l
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Grafico 1. Mortalidade em % dos camundongos observada em relagdo ao numero de formas tripomastigotas inoculadas

Figura 4

Figura 1. Lamina de coragdo mostrando um ninho de amastigotas dentro de uma fibra cardiaca do grupo de camundongos que foi inoculado com
1x104 tripomastigotas. Figura 2. Lamina de coragdo mostrando um intenso infiltrado inflamatério do miocardio do grupo de camundongos que
foi inoculado com 1x103 tripomastigotas. Figura 3. Lamina de coragdo sem altera¢des histologicas do grupo de camundongos que recebeu
macerado de tecido cardiaco e que foi tratado com ciclosporina. Figura 4. Lamina de rim sem alteragdes histologicas do grupo de camundongos
que recebeu macerado de tecido renal e foi tratado com hidrocortisona. Todas as laminas foram coradas com hematoxilina-eosina e fotografadas

comaumento de 200 X, exceto a figura 1, com aumento de 400X.
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Tabela 1. Resultado do teste soroldgico dos camundongos que
receberam macerado de tecido cardiaco

Ciclosporina
Hidrocortisona

Sem imunossupressao

/ / / /
+ + + +
- - / /

Tabela 2. Resultado do teste sorologico dos camundongos que
receberam macerado de tecido renal / amostras de

soro nao-testadas

Ciclosporina
Hidrocortisona

Sem imunossupressao

DISCUSSAO

No presente estudo foi utilizado a cepa Y do
Trypanosoma cruzi ao invés de outras variedades. Essa decisao
se baseou no fato da cepa Y possuir maior viruléncia, pico de
parasitemia e miotropismo que as demais. Isto pode ser
constatado pela alta mortalidade dos camundongos que foram
inoculados com um grande niimero de formas de parasitas.
Sendo assim, nos vimos for¢ados a achar um hospedeiro que
fosse mais resistente a cepa Y, pois dados anteriores revelaram
ser o Swiss-55 pouco resistente a infec¢do pela cepa Y. Com
isso, introduzimos os camundongos Balb/c no estudo, mesmo
assim se constatou que inoculagdes com 100.000 formas
causavam 100% de mortalidade, obrigando-nos a trabalhar com
inoculac¢des de 10.000 formas.

O comportamento da cepa Y e a escolha dos
camundongos Balb/c para o experimento foi de acordo com o
trabalho de Nunes, Pinto e Takami.’

O nimero de formas inoculadas parece estar altamente
relacionado com a cronificagdo, o que se assemelha a natureza,
onde um pequeno numero de formas ird contaminar o
hospedeiro e este levara um periodo de tempo relativamente
grande para entrar na fase cronica da doencga, dado semelhante
aode Andradeetal."

No estudo, o critério estabelecido para a cronicidade
foi a ndo visualizacdo de tripomastigotas no sangue dos
camundongos; este periodo foi de 56 dias. Cabe aqui ressaltar
que a presenca de formas tripomastigotas no sangue também
foi critério para confirmar a infecgdo. Critérios semelhantes
ao do estudo de Amato Neto et al. "

Quanto aos critérios histologicos, decidimos manter
uma classificacdo simples, diferente de outros estudos,
classificando os achados em quatro categorias: presenca de
ninho de amastigotas, infiltrado inflamatério intenso, infiltrado
inflamatorio leve e auséncia de alteragdes histologicas. Tal
decisdo visa a simplificagdo da analise e futuras replicagdes do
experimento bem como a comparagdo com os estudos de
Pontes de Carvalho et al.”
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+ + + +
+ + + +
+ + / /

O intrigante da Doenga de Chagas é que mesmo apos
100 anos da sua descoberta e de seu agente etiologico ainda
ndo se conseguiu estabelecer as bases fisiopatoldgicas das
alteragdes organicas.

Nosso estudo mostrou que camundongos que
receberam tecido cardiaco ou renal passaram a apresentar
anticorpos anti-7. cruzi, apesar das formas sanguineas ndo
terem sido observadas. Carvalho, Franco e Soares'
verificaram, além da sorologia positiva, a presenga de parasitos
no sangue dos animais transplantados. Tal divergéncia de
resultados pode ser resultante do protocolo de transferéncia de
tecido utilizado no nosso estudo, ndo podendo ser descartada a
chance dos parasitas estarem inviaveis apos o tratamento
anterior a inoculacao nos animais.

Estudos recentes tém mostrado que ¢ possivel o
desenvolvimento de miocardite chagdsica em camundongos
sem a doenca através da transferéncia de linfocitos ativados de
camundongos infectados com o 7. cruzi, demonstrando o papel
do sistema imunoldgico na patogenia chagasica. Sendo assim, €
possivel que orgdos e tecidos pelos quais o 7. cruzi nao possui
afinidade, possam causar uma rea¢ao positiva cruzada devido a
ativagdo do sistema imune e nio pela presenga do parasita. "

Permanece, ainda, a divida com relag@o a transmissao
do parasita por transplante renal, uma vez que a presenca de
anticorpos anti-Trypanosoma cruzi pode ser resultante da
ativagdo do sistema imune por antigenos do parasita. Portanto,
somente com o aprofundamento do conhecimento do sistema
imunologico ¢ que conseguiremos compreender com mais
clareza todos os mecanismos de transmissao e patogenia desta
doenga tipicamente sul-americana.
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