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Parametros para avaliacdo clinica em camundongos infectados por Trypanosoma
cruzi

RESUMO
Analisou-se a eficiéncia de parametros clinicos na avaliacdo da infeccdo pelo Trypanosoma
cruzi em camundongos suicos, machos de 8 semanas. Dividiu-se animais em dois grupos: GS
(sadios ndo inoculados) e Gl (inoculados com 1400 tripomastigotas, intraperitoneal, cepa Y —
T. cruzi). Avaliou-se pardmetros quantitativos e qualitativos em dias ndo consecutivos nos
periodos, 7°-11° e 15°-18° dias de infeccdo. Observou-se diferencas significativas (p<0.05)
entre os grupos, nos dois periodos: consumo de agua, circunferéncia abdominal e peso.
Apenas no segundo periodo: quantidade de excretas, temperatura corporal, movimento-
levantar e mortalidade. Ndo houve diferenca (p > 0.05) entre os grupos: consumo de racéo,
exploracdo de auto-limpeza e coloragdo da pele. As fezes diferiram entre 0s grupos no
segundo periodo. A ocorréncia de isolamento ndo se mostrou pratica. Diferencas na pelagem
foram observadas entre os grupos, embora o parametro sofra interferéncia de brigas entre os
animais. O consumo de agua, racdo, producdo de excretas, caracteristica das fezes,
temperatura corporal, circunferéncia abdominal, movimento-levantar, peso e mortalidade, sdo
parametros faceis de serem medidos e eficientes na diferenciacdo da clinica de camundongos
sadios e infectados pelo T. cruzi, eleitos para protocolos de estudos clinicos com
camundongos, sendo este o primeiro trabalho a reunir informacGes de parametros clinicos

qualitativos e quantitativos avaliados nesses animais.

Palavras-chave: anélise clinica, doenca de Chagas, infeccdo experimental, camundongos,

Trypanosoma cruzi.



Parameters for evaluation of clinical trial in mice infected by Trypanosoma cruzi

ABSTRACT

The effectiveness of clinical parameters in the evaluation of Trypanosoma cruzi infection was
analyzed in male Swiss mice of 8 week. Animals were divided into HG (healthy) and IG
(1400 trypomastigotes, intraperitoneally, Y strain — T. cruzi). Quantitative and qualitative
parameters in non-consecutive days was evaluated, 7th-11th and 15th -18th days of infection.
There were significant differences (p<0.05) between both groups, in the two periods: water
consumption, abdominal circumference and weight. Only the second: amount of excreta, body
temperature, move-up and mortality. There was no difference (p>0.05) between the groups in
food consumption, exploration of self-cleaning and skin staining. The feature of fecal differed
between the groups in the second period. The occurrence of isolation was not practical.
Differences were observed in the hair between groups, although the parameter had been
interfered by fights between animals. The consumption of water, feed, excreta production,
characteristic of the faeces, body temperature, abdominal circumference, move up, weight and
mortality parameters are easy to be measured and effective in clinical differentiation of
healthy mice and mice infected by T. cruzi, elected in protocols for clinical study with mice,
which is the first report to gather information of qualitative and quantitative clinical
parameters evaluated in these animals.

Keywords: clinical analysis, Chagas disease, experimental infection, mice, Trypanosoma

cruzi.
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Figura 1 Curva média de parasitemia obtida em camundongos sui¢os, machos, com 8 semanas
de idade infectados com 1400 tripomastigotas sanguineos da cepa Y de
Trypanosoma cruzi, por via intraperitoneal. Dados experimentais de uma repeticao
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circunferéncia abdominal e consumo de racdo de camundongos suicos, machos,
sadios (GS) ou infectados (GI) nos dois periodos de avaliacdo. Dados experimentais
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CAPITULO |

HISTORICO

A doenca de Chagas (DC) (tripanosomiase americana ou esquizotripanose) é uma
infeccdo causada pelo protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi, descoberto pelo
médico brasileiro Carlos Justiniano Ribeiro das Chagas em uma de suas viagens para o Estado
de Minas Gerais para o controle da malaria. A quantidade de insetos hemat6fagos
(Panstrongylus megistus) que albergavam grandes quantidades do protozoario no intestino Ihe
chamou atengdo. Chagas inoculou uma amostra deste protozoario em macacos e em outros
animais de laboratdrio e, posteriormente, observou o aparecimento dos mesmos no sangue
periférico dos animais. Tempos depois ele descobriu 0 mesmo protozoario em uma crianca de
dois anos, Berenice, em 1909, na cidade mineira de Lassance. Apds o descobrimento da
doenca em humanos, ele descreveu sua historia natural, a biologia do protozoario em
reservatorios silvestres e domésticos, tanto nos vertebrados quanto nos invertebrados.
Descreveu também toda sintomatologia clinica e estabeleceu alguns modelos experimentais,
tais como cées, cobaios e macacos (Callitrix penicillata) (SALGADO, 1980; CHAGAS,
1909; ELIZARI, 1999). Atualmente outros vertebrados, como coelhos, ratos, camundongos
tém sido utilizados por diversos pesquisadores, a fim de investigar diferentes aspéctos da
infeccdo pelo T.cruzi (DE OLIVEIRA et al., 2009; MORENO et al., 2010; LARREA et al.,
2011).

Embora a DC tenha sido descrita no seculo XX, Charles Darwin, em uma das suas
viagens na América do Sul, na noite de 25 de marco de 1835 relatou a presenca do vetor
transmissor da DC, chamando-o de “benchuca” (DARWIN, 1979), também conhecido como
“chinche”, “vinchuca” e “barbeiro” (PEREIRA et al., 2010). Quando ele voltou para a
Inglaterra, ap6s um possivel periodo de incubacéo, e provavel aquisicdo da DC, comecou a ter
sintomas digestivos, morrendo de insuficiéncia cardiaca congestiva (ADLER, 1965).

Existem relatos da infeccdo humana pelo T. cruzi mais antigos. Analises de mumias
da regido do Vale do Peruacu, em Minas Gerais, apontam que a infec¢do pelo parasito ja
acontecia em terras brasileiras ha pelo menos 4.500 anos (FERNANDES et al., 2008).
Estudos de paleoparasitologia revelaram a presenca de DNA de T. cruzi no tecido de mumias
de seres humanos, pré-colombianas, que viviam no deserto do Atacama, no Chile e no Peru,
datadas com 9.000 anos (AUFDERHEIDE et al., 2004). Embora, evidéncias demostrem que a

DC ¢é uma infeccdo que esta presente em humanos ha milhares de anos (ARAUJO et al.,
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2009), atualmente, ela continua sendo totalmente negligénciada e considerada como um
proplema de saude publica (DIAS, DESSOY, 2009).

DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

A DC é uma zoonose que ocorre preferencialmente na América Latina, sendo
endémica em 21 paises: Argentina, Belize, Bolivia, Brasil, Chile, Colémbia, Costa Rica,
Equador, El Salvador, Guiana Francesa, Guatemala, Guiana, Honduras, México, Nicaragua,
Panamd, Paraguai, Peru, Suriname, Uruguai e Venezuela (WHO, 2012).

Através da crescente migracdo de latino-americanos que nao sabem que estdo
infectados, ocorreu aumento do numero de pacientes, em paises desenvolvidos ndo
endémicos, incluindo paises do Continente Americano (Canada e Estados Unidos), Europa
(Alemanha, Austria, Bélgica, Croacia, Dinamarca, Espanha, Franca, Holanda, Italia, Noruega,
Portugal, Reino Unido, Roménia, Suica e Suécia), assim como em regides a oeste do pacifico
(Austrdlia e Japdo) (DNDi, 2012a; WHO, 2010). Na Itdlia estima-se que existam
aproximadamente 3000 imigrantes infectados (GUERRI-GUTTENBERG et al., 2009).

Em paises com auséncia do vetor, ocorre com menor frequéncia a transmissao
vertical (de mée infectada para o filho), transfusdo sanguinea e transplante de 6rgdos (WHO,
2012). A doenca que antes era considerada restrita das Américas, hoje tornou-se mundial
(SCHMUNIS, YADON, 2010).

EPIDEMIOLOGIA

Estudos transversais apontam que aproximadamente 10 milhGes de pessoas estdo
infectadas pela DC em todo mundo, e 25-90 milhdes de pessoas estdo em risco de contrai-la.
Na década de 80, foram registrados cerca de 45.000 6bitos pela DC. Em 2012 esse namero
reduziu para 12.000, correspondendo a 11% das mortes e representando 0,5% da mortalidade
geral no Brasil nos ultimos 10 anos (WHO, 2012; DNDi, 2012b; WORLD BANK, 2006).
Dados do Ministério da Saude mostram que, entre 2000 e 2011, foram registrados no Brasil
1.252 casos de doenca de Chagas aguda, sendo a maior parte dos casos registrados na regido
norte do pais, nos estados do Para e do Amazonas. No entanto, as notificacdes sdo apenas de
novos casos, como 0s dos surtos decorrentes da ingestdo de alimentos contaminados (caldo de
cana, acai, bacaba, entre outros) representando 70% (877/1.252) deles e 7% por transmissao
vetorial (92/1.252). Em 22% dos casos (276/1.252) nao foi identificada a forma de
transmissdo (BRASIL, 2012a). Quanto ao chagasico cronico, ndo é obrigatorio a notificacao,

cabendo ao gestor municipal assegurar a assisténcia e 0 acompanhamento dos tratamentos, de
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acordo com a forma clinica apresentada (BRASIL, 2009a; BRASIL, 2009b). Isto leva a
subnotificacdo de casos da DC existentes no Brasil e consequentes 6bitos. Estima-se que de
1% a 10% dos individuos com a forma crénica da DC evolua para 6bito (BRASIL, 2011).

No dia 09 de junho de 2006, o Brasil recebeu a certificagdo da Organizagédo Pan-
Americana da Saude de interrupcdo da transmissdo vetorial pelo Triatoma infestans
(BRASIL, 2006). Mas isso ndo significa que houve erradicagdo da transmissdo vetorial,
devido ao fato de existir aproximadamente 141 espécies transmissoras da doenca (BALCZUN
et al., 2012). Para ser considerada erradicada uma doenca, deve existir uma forma radical de
controle do agente etiolégico ou de seu vetor, extinguindo-o, ndo havendo novas incidéncias
nem a necessidade de prevencdo (EVANS, 1985). Essa nédo ¢ a realidade encontrada em nosso
pais para a DC, onde ainda novos casos sdo diagnosticados. Em cinco de margo de 2012 foi
notificada a morte de uma crianca na cidade de Guarapari, confirmada pela Secretaria da
Salde do Estado do Espirito Santo (BRASIL, 2012b) em nove de abril de 2012. Uma equipe
da SESA/ES enviada para as proximidades da residéncia da crianga constatou a presenca do
vetor (Triatoma brasiliensis) infectado pelo parasito (Trypanosoma cruzi).

Em um estudo realizado na Espanha com 489 imigrantes adultos de 14 paises da
América Latina atendidos em dois servicos médicos destinados a esta populacdo, 202
participantes (41%) estavam infectados pelo T. cruzi, sendo que 14 (7%) tinham antecedentes
de terem recebido transfusdo de sangue. Dentre os imigrantes infectados, a Bolivia foi o pais
de origem mais frequente (65%), seguido pela Argentina (56%), Chile (50%), Paraguai (33%)
e Venezuela (20%) (MUNOZ et al., 2009).

Nos dias atuais, milhares de individuos encontram-se infectados cronicamente pela
DC, sem acesso ao diagnostico e tratamento. Apesar do Ministério da Saude propor algumas
acOes para melhorias no atendimento (BRASIL, 2009c), o acesso do paciente crénico ao
sistema de salde raramente é observado, sendo um desafio diagnosticar esses pacientes pelo
fato de sua maioria apresentar quadros assintomaticos ou sintomas semelhantes a diversas
patologias, dificultando o seu tratamento. Apenas apds longos periodos de infeccdo a DC é
descoberta, situacdo que acarreta em um nimero subestimando de pacientes infectados pelo T.
cruzi (BRASIL, 2005; RASSI et al., 2010).

Passado mais de um seculo do descobrimento da doenca de Chagas, ela continua
sendo evidentemente negligenciada. De um total de 1.393 novos farmacos aprovados entre
1975 e 1999, apenas 1% (13 farmacos) era especificamente indicado-para doencas tropicais,
mas nenhum para a DC, prejudicando o atendimento do paciente chagasico (TROUILLER et
al., 2002).
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VETORES

Os transmissores da doenca de Chagas sdo insetos hemat6fagos hemipteros,
pertencentes da familia  Reduviidae, agrupados na subfamilia  Triatominae
(LENT,WYGODZINSKY, 1979), sendo popularmente conhecidos como: “vinchuca”,
“percevejao”, “percevejo-do-sertdo”, “percevejo-francés”, “percevejo-gaudério”, “percevejo-
grande”, “bicho-de-parede-preto”, “bara-tdo", “bruxa”, ‘“cafote”, “cascudo”, ‘“chupanga”,

2 ¢ 2 e L9 ¢ 9% e

“chupao”, “chupa-pinto”, “fincao”, “bicudo”, “procotd”, “porocotd”, “furao”, “piolho de pia-
cava”, “quiche do sertdo”, “vum-vum”, mas principalmente como “barbeiro” (LENT, 1999;
MALAFAIA, RODRIGUES, 2010).

As provaveis denominacfes para este nome se atribuem a profissdo de barbeiro, pelo
fato de antigamente esta profissdo também exercer a sangria (CHAGAS, 1910) ou por ele
picar na regido da face, local que se encontra descoberto durante o periodo que o individuo
esta dormindo (CHAGAS FILHO, 1993).

O motivo mais relevante para a transmissdo da doenca, ndo é o fato deles serem
apenas hematofagos, mas sim, o ato de defecarem logo apos a hematofagia, depositando as
fezes contaminadas com o agente etioldgico da doenca, podendo ser levado aos olhos, nariz,
boca ou simplesmente penetrarem na regido onde ocorre 0 repasto sanguineo, apds o
individuo cocar e/ou esfregar a regido, introduzindo o parasito na circulacdo sanguinea
(TARTAROTTI et al., 2004).

Os vetores de maior importancia para a transmissdo da doenca de Chagas pertencem
aos géneros Panstrongylus, Triatoma e Rhodnius, dentre estes estdo o Triatoma infestans,
Triatoma brasiliensis, Triatoma dimidiata, Rhodnius prolixus, Triatoma pseudomaculata,
Triatoma sordida, e Panstrongylus megistus (BUSCAGLIA, DI NOIA, 2003; SILVEIRA,
2011).

O vetor primario de transmissao da doenca de Chagas é o Triatoma infestans, no
entanto, em algumas areas foram observados a sua substituicdo por vetores autdctones antes
considerados secundarios, que se mantinham no ambiente peridomiciliar ou que muito
raramente eram capturados no interior de habitacdo (VINHAES, DIAS, 2000).

RESERVATORIOS
O agente etioldgico da DC passou por uma longa histéria de adaptacdo, habitando
em diversos nichos ecoldgicos, em diferentes ecotopos, parasitando centenas de reservatérios

silvestres e domésticos, pertencentes a mais de 100 espécies de mamiferos, de oito diferentes
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ordens (Marsupialia, Edentada, Rodentia, Chiroptera,Carnivora, Primates, Lagomorpha,
Artiodéctia) nos quais ocorre transmissdo entre eles (BRIONES et al., 1999).

Dentre 0s reservatorios silvestres mais importantes estdo o tatu (Edentada) e o
gambé (Marsupialia), enquanto que entre os reservatorios domésticos, destacam-se o cdo, 0
gato (Carnivora) e o rato (Rodentia), além do proprio homem (BARRETTO, 1979).

Alguns animais silvestres como 0s quatis, cachorro-do-mato, tatus e morcegos,
aproximam-se de casas, compartilhando ambientes com o homem e animais domésticos,
servindo como fonte de infeccdo aos triatomineos peridomiciliares e intradomiciliares
(BRENER et al., 2000).

PARASITO

O agente etioldgico da doenca de Chagas, T. cruzi, pertence ao reino Protista, filo
Euglenozoa, classe Kinetoplastidea, familia Tripanosomatidae, ordem Kinetoplastida, género
Trypanosoma e espécie Trypanosoma cruzi. Morfologicamente caracteriza-se por apresentar
nucleo central, um flagelo e mitocondria unica, que esta localizada no cinetoplasto, organela
especializada que contem &cidos nucleicos (DE SOUZA, 2002).

Os parasitos sdo encontrados em animais vertebrados (mamiferos) e invertebrados
(triatomineos) podendo apresentar-se sob as formas amastigotas, epimastigotas,
tripomastigotas e, raramente, promastigotas em seus ciclos de vida (HOARES, 1972).

Sé&o protozoarios classificados em biodemas do tipo I, Il e I1I, 0s quais correspondem
a trés zimodemas: zimodema I (linhagem II) e I11 que se relacionam ao ciclo de transmisséo
silvestre, enquanto que o zimodema Il relaciona-se ao ciclo de transmissdao domeéstico
(MILES et al., 1977; MILES et al., 1978).

Estes biodemas e zimodemas foram ainda inicialmente relacionados as duas
linhagens genéticas principais nas quais o T. cruzi foi dividido utilizando diferentes
metodologias: T. cruzi |1 e T. cruzi I (ANONYMOUS, 1999; FREITAS et al., 2006;
ZALLOUM et al., 2011). Uma terceira linhagem, denominada T. cruzi Ill, foi ainda descrita
e seria equivalente a sublinhagem chamada TClIc identificada por BRISSE et al. (2001), que
propuseram cinco subdivisdes para T. cruzi Il, denominadas Ila-e. Um consenso datado de
2009, refere-se ao T. cruzi como contendo seis subdivisdes denominadas Discrete Typing
Units (DTUs), Tcl-VI (ZINGALES et al., 2009; ZINGALES et al., 2012).

Os isolados de um determinado hospedeiro, apds serem caracterizados em

laboratorio recebem o nome de cepas (D’ALESSANDRO, 1976). Existem varias cepas
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descritas na literatura e que sdo utilizadas em estudos experimentais. A cepa Y é talvez a mais
estudada.

A cepa Y foi isolada de caso agudo humano e caracterizada por Pereira da Silva &
Nussenzweig em 1953. Na infeccdo murina esta cepa apresenta periodo pré-patente de 3-5
dias (BRENER, GALVAO, 1981; BORGES et al., 1983; PINTO et al., 1986; DE SOUZA,
2002). A curva de parasitemia observada em camundongos € caracteristica, com pico maximo
de parasitos entre o0 7°-12° dias apés a infeccdo (MENEZES, 1966; BORGES et al., 1982;
PINTO et al., 1999). Esta cepa foi classificada como pertencente ao biodema I, zimodema Z2
e grupo T. cruzi Il (ANDRADE, 1985; MARTINS et al., 2003).

CICLO BIOLOGICO

O ciclo evolutivo do T. cruzi alterna em hospedeiros vertebrados (mamiferos) e
invertebrados (triatomineos), onde assume estagios evolutivos diferentes (HOARE, 1972).

No hospedeiro vertebrado o ciclo inicia-se quando o triatomineo infectado pica o
hospedeiro para se alimentar. Apos o repasto sanguineo o vetor defeca na regido e as fezes
contem formas metaciclicas de T. cruzi, que podem penetrar na regido lesada, ou de ferimento
ou podem ser levadas a locais de mucosas (olhos, boca, nariz). Nestes locais invadem as
células do hospedeiro, preferencialmente macrofagos, onde perdem o flagelo e se
transformam em amastigotas, multiplicando-se por divisdo binaria. Quando as células estdo
repletas de parasitos eles se transformam em tripomastigotas, levando a ruptura celular e
disseminam-se pela corrente sanguinea, sendo capazes de infectar novos tecidos e érgéos.

Os triatomineos, hospedeiros invertebrados, se infectam ao ingerir sangue contendo
as formas tripomastigotas de T. cruzi ao sugar o hospedeiro vertebrado infectado (homem,
animal doméstico ou silvestre). Estas formas irdo se transformar em esferomastigotas e na
sequéncia em epimastigotas no trato digestivo. Em seguida, 0s parasitos migram para o
intestino se multiplicando intensamente. Apo6s duas semanas se transformardo em
tripomastigotas metaciclicos no reto, que serdo eliminadas junto com as fezes e urina do
inseto (BARRETTO, 1979; CHAGAS, 1911).

TRANSMISSAO

No Brasil, a principal via de transmissao atualmente é a forma oral, podendo ocorrer
através de ingestdo de alimentos ou liquidos contaminados (ALARCON DE NOYA et al.,
2010; SANTALLA et al., 2011; BRASIL, 2012a). Entretanto, em diversos paises da América
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do Sul, a forma vetorial continua sendo uma preocupacéao para a satde publica (SCHOFIELD,
DIOTAIUTI et al., 1999; SILVEIRA, DIAS, 2011; SARQUISet al., 2012).

A forma congénita é menos frequente, porém ocorre em alguns paises endémicos
(BLANCO et al., 2010; CLAVIJO et al., 2012). A transmisséo transfusional tornou-se um
grande risco de contaminacdo em paises ndo endémicos, atribuindo-se a imigracdo de
populacdo de area endémica para DC o 6nus deste risco (BRENER et al., 2000; ASSAL,
CORBI, 2011).

Transplantes de 6rgdos e acidentes laboratoriais sdo considerados formas
excepcionais de transmissdo de T. cruzi (STEVENSON, MILLER, 1991; CENTER FOR
DISEASE CONTROL, 2006).

MANIFESTACOES CLINICAS

As manifestacGes clinicas sdo a expressao da grande variedade de comprometimento
organico que pode ser observado na doenca de Chagas. Uma das formas de apresentacéo
clinica da DC ¢é a fase aguda com duracdo média de dois meses. Em 95% dos casos é
assintomatica ou inaparente, podendo desenvolver febre, mialgia, lifadenopatia,
hepatoesplenomegalia, anorexia e vomito. E representada por infeccdo generalizada do T.
cruzi com abundante parasitemia e formas amastigotas presentes em quase todos 0s 0rgaos,
com presenca de infiltrado inflamatério, principalmente no miocardio (RASSI et al., 2010;
TEIXEIRA et al., 2006; DIAS, 1984). Pode ser fatal devido a miocardite grave, entretanto séo
raros 0s casos onde isto acontece. Na maior parte dos casos a morte ocorre como
consequéncia da insuficiéncia cardiaca, ou devido a meningoencefalite, ou ainda, por
complicac6es secundarias tais como broncopneumonia (TARLETON, 2003).

As manifestacbes cronicas ocorrem em aproximadamente 30 a 40% dos casos,
podendo ter curso como forma indeterminada, cardiaca, digestiva ou cardio-digestiva, apos 10
a 30 anos da infeccdo inicial (MACEDO, 1999). E caracteristica a reducdo de parasitemia
(RASSI et al., 2010).

As lesbes cardiacas ocorrem em 20 a 30 % dos individuos (TEIXEIRA, 2006),
podendo levar a insuficiéncia cardiaca progressiva, aneurismas apicais, tromboembolismo e
morte subita em dois tercos de doentes. A morte por insuficiéncia cardiaca refrataria pode
ocorrer em 25 a 30 % e tromboembolismo em 10 a 15 % (RASSI, RASSI, 2001; COURA,
PEREIRA, 2011).

As manifestacOes digestivas sdo caracterizadas por disfungdes gastrointestinais,

através do desenvolvimento de megaesdfago, megacolon ou ambos, afetando de 10 a 15% dos
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pacientes infectados (RASSI et al., 2010), iniciando por incoordenagdo motora (disperistalse)
devido ao comprometimento do sistema nervoso autbnomo (plexos mioentéricos), afetando
diferentes partes do tubo digestivo com repercussao no esofago e célon (MAIFRINO et al.,
2005).

Nos neonatos infectados a forma assintomatica é a mais frequente, seguido pela
hepatoesplenomegalia. No entanto, alguns recém-nascidos podem apresentar calcificacdes
cerebrais em 30% dos casos, hipotonia muscular, anemia, ictericia, hiperbilirrubinemia, febre,
insuficiéncia cardiaca, microcefalia, meningoencefalite, crises convulsivas e morte
(PEHRSON et al., 1982; MOYA, MORETTI, 1997; SALEME et al, 1971).

Pacientes transplantados, portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
submetidos a tratamentos antineoplasicos ou qualquer intervencdo que venha a suprimir a
imunidade de um individuo que tenha anticorpo contra o T. cruzi, podem sofrer reativacdo da
DC, provocando aumento de tripomastigotas sanguineos com novas manifestagcdes clinicas
(LAMBERT et al., 2006; RASSI et al., 2012).

TRATAMENTO

Os Unicos medicamentos ja lancados para tratamento etiolégico da DC foram o
Nifurtimox e o Benznidazol (BZ). Os estudos terapéuticos com o BZ foram iniciados em
1971, demonstrando diminuicdo da parasitemia em animais infectados, assim como
nifurtimox (COURA, CASTRO, 2002). Possuem eficacia na fase aguda da doenca, baixo
indice curativo e diversos efeitos colaterais, tais como anorexia, nausea, vomito, dor de
cabeca, depressdo do sistema nervoso central ou sintomas maniacos, vertigem, parestesias,
polineuropatias periféricas e dermatites (FERREIRA, 1990; RASSI et al., 2010). O
nifurtimox foi retirado de comercializacdo no Brasil na década de 80, ficando apenas o BZ
(BRASIL, 2005).

O Consenso Brasileiro em doenca de Chagas recomenda o tratamento com o BZ para
pacientes diagnosticados na fase aguda (acidentes laboratoriais, imunossuprimidos, sujeitos a
reativacdo da infeccdo, infeccdo congénita) e cronica recente para prevenir complicacdes da
doenga (UMEZAWA et al., 2002; URBINA, DOCAMPO, 2003).

As limitacGes do uso do BZ se atribuem ao seu uso prolongado, por se tratar de um
medicamento com efeito parasiticida e reacGes adversas dose dependente. Por ndo ser um
medicamento considerado ideal para o tratamento da doenca de Chagas, diversos
pesquisadores vdo a finco na busca de novas drogas tripanocidas (RASSI et al., 2012;
SOUZA et al., 2012).
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INFECQAO EXPERIMENTALE MODELO ANIMAL

A infeccédo experimental promove mecanismos para retratar a patologia apresentada
pelo homem, permitindo a avaliagdo de mecanismos bioldgicos, fisiolégicos, bioquimicos,
imunol6gicos ou comportamentais e clinicos. Por este motivo, o estudo experimental tem sido
amplamente utilizado nos mais diversos modelos animais como coelhos, cées, macacos e
camundongos, objetivando estudar a evolucdo da patologia com a finalidade curativa,
testando novas drogas com atividade tripanocidas, tanto para parasitos circulantes no sangue
quanto teciduais, assim como avaliando outras formas de intervengéo na busca de uma melhor
abordagem de individuos infectados pelo T. cruzi, tentando melhorar a qualidade de vida dos
pacientes (COURA, 2003; FERREIRA, FERREIRA, 2003; FAGUNDES, TAHA, 2004;
SOARES et al., 2010; MENDES et al., 2011; RODRIGUES et al., 2012).

O camundongo é o animal mais utilizado na pesquisa da doenca de Chagas, podendo
ser definido por linhagem e cepa, 0 qual podera ser infectado pelas diferentes vias de
inoculacdo (intradérmica, intraperitoneal, intraconjuntival ou oral) (ANDRADE et al., 2002;
BAEZ et al., 2008; COURA, PEREIRA, 2012).

O modelo animal ideal para infeccdo experimental deve atender a capacidade de
sobrevivéncia apds a fase aguda, demonstrando condi¢bes similares a infeccdo humana.
Devem ser consideradas a quantidade de tripomastigotas inoculadas, a via de inoculacéo e o
tipo de cepa ja que estes parametros influenciam na patologia da doenca, revelando
peculiaridades de tropismo tecidual, grau de infecciosidade, curva de parasitemia, mortalidade
entre outras caracteristicas (PINTO et al., 1986; DA MATA et al., 2000; ANDRADE, 1974).

MODELO MURINO

A facilidade de adaptacdo, porte, manuseio, tempo de gestacdo curto, possibilidade
de analise da infeccdo crénica em curto periodo de tempo, semelhancas clinicas, laboratoriais
e anatomo-patoldgicas com o ser humano séo alguns dos fatores cruciais para a utilizacao do
modelo murino na infeccdo experimental pelo T. cruzi (ROSSI, MENGEL, 1992; CHORILLI
et al., 2007).

A resisténcia do camundongo a infeccdo experimental pelo T. cruzipode variar de
acordo com a sua linhagem e cepas inoculadas. De um modo geral, as linhagens CBA e B-10
sdo mais resistentes (ANDRADE et al., 1985a) e as linhagens A/J e AKR sdo mais sensiveis
(ANDRADE et al., 1985b).

A linhagem de camundongo mais utilizada no mundo é o Swiss (Suigo). S&o

camundongos albinos que ao passar do tempo tornaram-se geneticamente ndo homogéneos
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(ndo isogénicos), contribuindo para estudos experimentais, permitindo medigdes de
variabilidade de diversos pardmetros, assemelhando-se a variagdo genética dos humanos
(ANDRADE, 2002). Nos estudos de genética, estima-se uma homologia do DNA codificador
entre o camundongo e o homem de 70% a 90% (LAPCHIK et al., 2010).

Apesar da ampla utilizagdo de camundongos em experimentagdo, a literatura
cientifica é pobre de estudos que avaliem pardmetros clinicos em camundongos infectados
pelo T. cruzi imprecindiveis em avaliagdes de novas intervengdes medicamentosas
(FALKOWSKI et al., 2012).

JUSTIFICATIVA

A doenca de Chagas é um problema de satde mundial matando cerca de 12.000
pessoas a cada ano, sendo a doenca parasitaria que mais mata nas Américas (WHO, 2012;
DNDi, 2012b). A pesquisa desta doenca tem sido o objetivo de muitos pesquisadores, a fim
de compreender a relacdo do parasito versus hospedeiro no processo da doenca. Para estas
pesquisas, 0 modelo murino tem sido a principal escolna como modelo animal nos
experimentos pela facilidade de obtencdo, manutengédo e pequeno porte. Os camundongos séo
utilizados para estudos de diversos parametros relacionados a esta interacdo, tais como o
comportamento bioldgico de cepas do T. cruzi, eficacia de varias substancias utilizadas na
terapia especifica contra o parasito, resposta imunolégica, entre outros (ANDRADE et al.,
1985c; ROTTENBERG et al., 1988; GAMBINO, OTERO, 2012).

A cepa Y do T. cruzi é considerada uma cepa de referéncia, devido a sua ampla
utilizacio em modelo experimental murino (COURA, 2003). Esta cepa apresenta
caracteristicas bem definidas nos camundongos como, por exemplo, elevado pico de
parasitemia dos sete aos doze dias de infeccdo e taxa de mortalidade de 100% (BRENER,
1962; PINTO et al., 1986).

Em camundongos, a infeccdo pelo T. cruzi desenvolve-se de forma diferente da
observada em humanos. Nestes animais, a fase aguda da infeccdo € caracterizada por alta
parasitemia, grande disseminacdo do parasito e imunossupressao, culminando em morte
(MINOPRIO et al.,, 1989). No entanto permite mecanismos que retratam a patologia
apresentada pelo homem, permitindo a avaliacdo de mecanismos bioldgicos, fisioldgicos,

bioguimicos, imunoldgicos e comportamentais (COURA, 2003).
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O meio cientifico é pobre em estudos padronizando métodos de avaliacGes clinicas
em camundongos infectados pelo T. cruzi. Alguns trabalhos existentes possuem metodologias
dispersas e muitos ainda possuem falhas metodoldgicas para validagdo dos resultados.

Algumas das formas para validar as avaliacbes experimentais sdo através da
realizacdo de estudos controlados, cegos e randomizados por sorteio, com um ndmero
apropriado de animais, de modo que haja diferenca estatistica entre as analises de animais
infectados pelo T. cruzi e sadios (FALKOWSKI et al., 2012; SCHNEIDER et al., 2006),
justificando assim a realizacdo de um trabalho que retina metodologias adequadas e execucdes
praticas durante a rotina laboratorial, e apresentacdo de um protocolo de estudo de
caracteristicas clinicas de camundongos comparando animais infectados e sadios, permitindo
analise de mudancas clinicas sutis em intervengdes de substancias candidatas ao tratamento da

infeccédo por T. cruzi.

OBJETIVOS
GERAL
Estabelecer alguns parametros clinicos para a diferenciacdo da clinica entre

camundongos sadios e infectados pelo Trypanosoma cruzi.

ESPECIFICOS

Avaliar parametros clinicos qualitativos e quantitativos em camundongos infectados
pelo T. cruzi e sadios;

Apresentar metodologias adequadas para avaliacGes clinicas;

Apresentar problematicas dos procedimentos para avalia¢des clinicas;

Discutir eficiéncia de parametros na diferenciacdo clinica de camundongos

infectados pelo T. cruzi e sadios.
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RESUMO

Em camundongos suicos, machos de 8 semanas, infectados ou ndo pela cepa Y de
Trypanosoma cruzi, avaliou-se a eficiéncia de parametros clinicos quantitativos e qualitativos
em dias ndo consecutivos nos periodos 7°-11° e 15°-18° dias de infeccdo. Observou-se
diferencas significativas (p<0,05) entre os grupos (infectados ou sadios), nos dois periodos
para 0s parametros: consumo de &gua, circunferéncia abdominal e peso. Apenas no segundo
periodo: quantidade de excretas, temperatura corporal, movimento-levantar e mortalidade. O
consumo de agua, racdo, producdo de excretas, caracteristica das fezes, temperatura corporal,
circunferéncia abdominal, movimento-levantar, peso e mortalidade, sdo parametros faceis de
serem medidos e eficientes na diferenciacdo da clinica de camundongos sadios e infectados
pelo T. cruzi.

Palavras-chave: analise clinica, doenca de Chagas, infeccdo experimental, Trypanosoma

cruzi.
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INTRODUCAO

A utilizacdo de animais como modelos experimentais para o estudo de infeccGes é
amplamente difundida em todo o mundo nos diversos campos de pesquisa e a qualidade de
um modelo animal esta ligada a sua capacidade de reproduzir parametros que possibilitem
uma possivel extrapolacdo dos resultados para a espécie humana (Chorilli et al., 2007). O
modelo de infeccdo experimental pelo Trypanosoma cruzi utilizando o camundongo suico,
nao isogénico, € muito comum e permite o estudo de uma grande variedade de parametros que
sdo observados também na infeccdo humana (Araujo-Jorge, 2000). Este modelo conta com
nimero importante de dados publicados que poderdo contribuir sobremaneira para o
crescimento e fortalecimento da pesquisa experimental que tenha por objetivo avaliar
mecanismos de atuacdo de novas drogas, fenémenos fisiopatogénicos, entre outros.

Até quanto nos foi possivel pesquisar, ndo existe trabalho que reina em uma Unica
publicacdo, a relacdo e avaliacdo da qualidade de parametros clinicos e metodologia para sua
mensuracdo, em camundongos infectados pelo T. cruzi.

Desta forma, o objetivo deste trabalho € listar, apresentar metodologia de mensuracéao
e avaliar a qualidade de parametros utilizados para comparar clinicamente camundongos

sadios e infectados pelo T. cruzi.

MATERIAIS E METODOS

Animais: Foram utilizados 34 camundongos, suicos, machos, com oito semanas de
idade, oriundos do Biotério Central da Universidade Estadual de Maringa (UEM), divididos
em dois grupos experimentais: Grupo Infectado (GI) e Grupo Sadio (GS). Em cada grupo
foram sorteados 5 animais para a avaliagdo clinica. Os grupos foram divididos de modo que
as médias dos pesos dos camundongos de cada grupo fossem estatisticamente iguais.

O experimento foi conduzido como ensaio cego, controlado e randomizado por
sorteio. Os animais foram distribuidos em gaiola convencional de polipropileno com
dimensdo de 30x20x13cm, com tampa de metal contendo divisérias para racdo e agua
(Modelo GC 111 - Beiramar®). O piso da gaiola (forragdo ou cama) foi coberto por uma
camada de esmectita natural (Cat Plus — Distribuidor Embramil), pela sua alta capacidade de
adsorcdo. Foram realizadas duas repetic@es e apresentado o resultado de uma delas.

Os animais foram mantidos no Biotério Setorial do Laboratorio de Parasitologia
(UEM), onde permaneceram por 7 dias para periodo de adaptacdo antes do inicio do
experimento, em ambiente com temperatura 22 + 1°C, umidade (70%) e iluminacdo

controladas, com ciclo claro e escuro de 12 horas (Canadian Councilon Animal Care, 1993).
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Durante todo o periodo foi oferecido racdo e agua ad libitum. A racdo, peletizada
(Nuvilab CR1®), foi colocada em comedouro convencional, situado na tampa da gaiola, com
0 cuidado de ndo colocar pellets quebrados, evitando a sua perda. A &gua foi colocada em
bebedouro, encaixado em furo situado na tampa da gaiola. Para evitar o vazamento da agua
dos bebedouros, foi colocado 4gua em sua capacidade maxima total e a cada dia foi trocado o
bebedouro para evitar a contaminagdo por microorganismo.

Apbés o periodo de adaptagdo, os animais foram inoculados com 1400 formas
tripomastigotas sanguineas de T. cruzi, via intraperitoneal. A parasitemia foi determinada com
contagem de parasitos diariamente, a partir do 4° dia de infeccdo utilizando a técnica de
Brener (Brener, 1962). A curva de parasitemia foi determinada pela média do nimero de
parasitos em cada animal, para cada dia.

Os animais foram submetidos a avaliagdes de parametros clinicos em cinco e quatro
dias consecutivos, em dois periodos distintos, respectivamente: do 7° ao 11° dia apés a
infeccdo (referente ao pico de parasitemia), e do 15° ao 18° dia apés a infeccdo (Pereira da
Silva & Nussenzweig, 1953), em horario fixo as 09h e 00min (Perez; Lebras; Fidenne, 1995).
Foram avaliados parametros quantitativos e qualitativos. Entre os parametros quantitativos
foram avaliados peso (g), consumo de agua (mL/animal) e racdo (g/animal), eliminacdo de
dejetos (g/grupo), movimentos exploratdrios de auto-limpeza e levantar observados durante
3min (Eilam, 2003), temperatura corporal (°C), circunferéncia abdominal (cm) e mortalidade
(%).

Os parametros peso, consumo de racao e excreta de fezes com urina foram avaliados
pela pesagem em balanca eletronica semi-analitica (BEL engineering — Classe 11 Mark 500g).
A medicdo do peso de excretas foi feita pela pesagem da forracdo das gaiolas ap0s o uso,
subtraido do peso inicial.

O parametro movimentacdo foi avaliado pela observacdo do nimero de movimentos
de exploracdo (levantar e auto-limpeza) que cada animal realizou durante o periodo de trés
minutos.

A temperatura foi medida na regido anterior da coxa traseira esquerda, utilizando
termdmetro digital infravermelho (Icel, modelo TD-920.0387) expressa em graus centigrados.
A circunferéncia abdominal foi avaliada com o auxilio de fio medido em régua e expressa em
milimetro. O parametro mortalidade foi avaliado diariamente e expresso em percentagem
cumulativa do periodo.

Entre os parametros qualitativos foram avaliados o aspecto das fezes, do pélo e da

pele, a cor dos olhos e ocorréncia de isolamento. A avaliacdo foi realizada utilizando
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categorias definidas numericamente. O aspecto das fezes foi categorizado segundo a
consisténcia em: 1 - formadas/pellets, 2 - pastosas e 3 - diarréicas. O parametro aspecto do
pélo foi avaliado como: 1 - ndo erigado e 2- ericado. O parametro aspecto da pele foi avaliado
observando-se a coloracdo de patas e cauda: 1- résea 2 - branca palida e 3 - arroxeada. O
parametro aspecto dos olhos foi avaliado segundo os critérios coloracdo: 1 - vermelho
brilhante e 2 - vermelho opaco. O parametro ocorréncia de isolamento foi avaliado
considerando: 1 — auséncia de isolamento e 2 - presenga de isolamento.

Os dados obtidos pela analise dos parametros clinicos foram comparados
estatisticamente (t studente comparacdo de propor¢oes) utilizando o programa Statistica 7.0
com significancia de 5%. O protocolo de experimentagdo foi submetido e aprovado pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) sob o parecer n° 030/2008.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A figura 1 mostra a curva de parasitemia obtida para uma das repeticdes realizadas. O
perfil obtido é caracteristico para a cepa Y do T. cruzi, com pico de parasitos no oitavo dia de
infeccdo. A variacdo da parasitemia entre os animais é grande ficando em torno de 30 % da
parasitemia média em cada ponto, resultado que é também caracteristico e descrito na
literatura (Pereira da Silva & Nussensweig, 1953). Esta cepa € altamente virulenta para a
linhagem de camundongos suigos, produzindo comprometimento crescente da saude dos
animais, com mortalidade de todos os animais infectados em até 20 dias ap0s a infeccdo com
o0 inoculo utilizado (Tibayrenc e Telleria, 2010).

Na andlise dos parametros quantitativos, foram observadas diferencas significativas
entre 0s grupos, nos dois periodos para consumo de agua, circunferéncia abdominal e peso
(tabela 1), mostrando que estes sdo bons parametros na avaliacdo de animais infectados e
sadios, confirmados em experimentos de repeti¢cfes. Vale a pena ressaltar que cinco animais
de cada grupo foram escolhidos por sorteio para avaliacdo clinica. Estes resultados
corroboram com as exigéncias éticas no quesito da diminui¢cdo do nimero de animais por
experimento. No consumo de agua, 0s animais sadios (13,3+0,239; 12,4+0,269) apresentaram
um consumo maior e mais homogéneo ao longo dos dois periodos de avaliacdo, enquanto 0s
animais infectados (8,5+0,343; 4,8+0,291) apresentam consumo extremamente variavel
(figura 2) de acordo com o periodo da infeccdo, o que reflete o estado de saude individual de
cada animal, expresso no consumo do grupo. Como foi trabalhada a média, esta oscilacdo
certamente esta relacionada a variagdo no consumo individual dos animais, que adoecem

diferentemente ao longo do periodo de observacao (figura 2) (Aradjo e Chiari, 1996; Pupulim
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et al., 2010). No segundo momento, a medicdo se faz em um periodo de alta morbidade, a
partir de quando os animais iniciam uma tentativa de reacdo a infeccdo (Brener, 1962;
Tibayrenc e Telleria, 2010) que tem como consequéncia a ingestdo de maior volume de dgua
(figura 2) (Richter e Brailey, 1929).

A circunferéncia abdominal (GS: 11,6+0,170; 11,2+0,238; GI. 10,7+0,303;
10,5+0,254) mostrou ser um 6timo parametro na diferenciacdo dos grupos comparados (tabela
1). Com este parametro a diferenciacdo entre os grupos GS e Gl ocorre porque em um
primeiro momento o processo de infeccdo é instalado nos camundongos, deixando-o0s
debilitados, caquéticos, apresentando edema generalizado pela acdo da regulacdo da
concentracdo de TNF-alfa entre outros marcadores imunolégicos (Yang et al., 2009). Este é
um bom parametro clinico a ser analisado, mas para ndo ocorrer erros na avaliacdo e gerar
dados com exceléncia, o animal deve ser imobilizado e a medicéo realizada sempre no mesmo
local anatbmico, por um mesmo experimentador, eliminando as variacées de medida devido
ao tamanho da méo e a forma com que o camundongo € manipulado, evitando o alongamento
demasiado do animal e a compresséo da pele (Vergosa et al., 2006).

Na analise do peso houve inicialmente maior homogeneidade, mas com a evolucéo da
fase aguda da infeccdo, no segundo periodo de avaliacdo, houve significativa perda de peso
(GS: 50,9£0,379; 51,3+0,267; Gl: 42,3+0,225; 42,8+0,228) (figura 2), sendo isso ja previsto
devido a debilidade geral causada pela infeccdo com a cepa Y de T. cruzi, que proporciona
morbidade crescente culminando com alta taxa de mortalidade (Pereira da Silva &
Nussensweig, 1953).

No 17° dia de infeccdo, observou-se um falso ganho de peso. Isto acontece porque 0s
dados obtidos foram trabalhados como média, no entanto, os animais adoecem e morrem
diferentemente. Assim, apos a mortalidade dos camundongos mais debilitados, observa-se um
aumento na média, com ascensdo da curva gque ndo representa melhora clinica, mas sim
individualidade de resposta a infeccdo, fato observado depois da realizacdo de varios
experimentos (Queluz et al., 2002). Para contraprova, os dados individuais proporcionariam
melhor visualizacdo da evolucdo do peso, porém, apresentam pouca praticidade, devido aos
grandes numeros amostrais utilizados em experimentos com camundongos (Ferreira,;
Hochman; Barbosa, 2005).

A dinamica da evolucdo do consumo de racdo foi diferente nos grupos estudados,
porém a diferenca entre os valores ndo foi significativa (tabela 1). Outros autores encontraram

valores de p mais préximos da significancia para este parametro (Sandri, 2011) na
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comparacdo de intervengdes medicamentosas. Esta discussdo é relevante uma vez que o
consumo de racdo é um parametro muito importante em avaliacfes clinicas.

Uma estratégia para melhorar a avaliacdo do consumo de racdo pode ser o0 aumento da
amostra ou utilizacdo de gaiolas metabdlicas, guardando a avaliagdo do custo beneficio de
uma ou outra estratégia. Enquanto no grupo sadio o consumo médio de racdo por animal
aumentou em todo periodo, para os animais infectados houve inicialmente queda de consumo
com aumento no final do segundo periodo (GS: 4,6+0,238; 7,0+0,239; GI: 5,4+0,307;
6,2+0,280) (figura 2). Estes dados sugerem mais uma vez que a analise dos dados utilizando
as médias pode constituir um viés no experimento, pois certamente estd relacionada a
variacao individual no consumo de racdo dos animais que apresentam evolugdo de morbidade
e mortalidade diferentes ao longo do periodo avaliado da infeccdo. Assim, a analise individual
do consumo de ragdo pode ser uma forma mais adequada para a abordagem deste parametro
(Selman et al., 2001).

Outro ponto a ser discutido € a necessidade de um grupo controle, inoculado apenas
com salina. Considerando os parametros evolucdo de peso, temperatura, ingesta de agua ou
alimento ou movimentacéo, deve ser destacado que dados do nosso laboratorio (dados nédo
apresentados) ndo mostram diferenca significativa em relacdo ao grupo normal quando se
realiza inoculacdo intraperitoneal de salina. Esta comparacédo, além de nos permitir a deciséo
de ndo mais incluir este grupo experimental na nossa rotina, diminui 0 nimero de animais a
serem utilizados e diminui o trabalho do pesquisador. Ainda nos remete a observacédo de que
estar em experimentacao é o fator que mais estressa 0s animais, ja que este grupo com uma
Unica inoculacdo intraperitoneal, com baixo volume (0,2 mL), tomando todos os cuidados nos
procedimentos envolvidos, ndo mostrou alteracdo significativa dos parametros clinicos
quando comparado ao grupo sadio sem inoculagao.

A avaliacdo dos movimentos exploratorios de auto-limpeza ndo apresentou diferenca
significativa nos dois periodos avaliados (tabela 1). O pardmetro movimentos exploratorios de
levantar, apresentou diferenca significativa entre os grupos de animais sadios e doentes
somente no segundo periodo de avaliacdo (tabela 1). Estes resultados atestam o valor desse
parametro para medir intervencdes bio-fisio-patogénicas em camundongos (Oliveira et al.,
2008).

Existem programas de computador para pesquisas comportamentais em camundongos
medindo estes parametros de movimentos exploratdorios (DRAI et al., 2001). No entanto, estes
programas sdo limitados quanto ao numero de testes, precisando ser calibrados e

realimentados constantemente (Machado et al., 2006). Além disso, a sua utilizacdo pode
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causar estresse nos animais, alterando o seu comportamento (Galsworthyet al., 2005) devido
aos sinais elétricos emitidos. Assim, 0 método mais eficaz continua sendo a avaliacdo visual
(Souza et al., 2006).

A avaliacdo da temperatura corporal dos animais mostrou diferenca significativa entre
0s grupos GS e Gl somente no segundo periodo avaliado (tabela 1). Este pardmetro é
importante, principalmente em se tratando de doenga infecciosa e pode estar relacionado a
mortalidade dos animais (Vlach; Boles; Stiles, 2000). A medi¢do da temperatura corporal
pode ser realizada com auxilio de termémetro através da via retal. (Crawleyet al., 1993).
Entretanto, no presente trabalho foi utilizado um termdémetro infravermelho a fim de
minimizar o estresse sofrido pelos animais (Warnet al., 2003) e facilitar a rotina de avaliacéo
clinica com grupos apresentando maior nimero de animais, quando necessario. A diminuicéo
do estresse € um fator importante, pois estudos mostram que ele pode provocar variagdes
fisiologicas influenciando os resultados obtidos (Kant et al., 1991).

A caracteristica das fezes no segundo periodo diferenciou 0s grupos de animais
infectados e sadios (figura 2), sendo que os animais infectados apresentaram fezes menos
consistentes, caracterizando periodos diarréicos. Esta alteracdo poderia ser esperada na
infeccdo pelo T. cruzi, devido a deplecdo neuronal. A infeccdo experimental de camundongos
pelo T. cruzi diminui o nimero de neurbnios de plexo mientérico o que acarreta alteracéo
fisiologica e funcional do trato gastrointestinal, o que modifica a consisténcia das fezes
(Moreira et al., 2011).

A analise de ocorréncia de isolamento ndo se mostrou préatica devido a necessidade de
tempo elevado em sua avaliagdo. Uma possibilidade de otimizacdo para medida deste
parametro seria utilizacdo de uma camera filmadora, ndo somente no periodo claro de
iluminacéo do biotério, como também no escuro, ja que os camundongos sdo roedores e tem
habitos noturnos (Pistorie Souza, 2010).

Outro parametro que ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa entre GS
e Gl foi o0 aspecto do pelo. Este resultado indica que independente da infeccdo existe estresse
quando se manipula o animal, mostrando que estar em experimentacao ja € um fator em si
estressante. Visualmente foi observada diferenca entre a coloracdo e homogeneidade dos
pélos entre os grupos, no entanto, quando este parametro qualitativo foi quantificado
numericamente em categorias ndo foi possivel expressar esta diferenca estatisticamente.
Embora o aspecto da pelagem seja um bom parametro para avaliar adoecimento de

camundongos, haveria necessidade de mais tempo para sua mensuragdo devido as
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interferéncias sofridas, principalmente de brigas ocorridas entre os animais do grupo, que
podem alterar a satde do animal, dificultando a avaliacdo (Fox et al., 2007).

O parametro coloragdo da pele nas patas e cauda, ndo se mostrou préatico, devido ao
fato dos camundongos infectados morrerem apresentando as mesmas caracteristicas de
coloracdo de pele dos camundongos sadios, provavelmente pelo curto periodo entre a infec¢do
e mortalidade. Embora seja descrito na literatura a observacao de anemia significativa na fase
aguda da infeccdo murina pelo T. cruzi (Ferraz, 2009), esta ndo se refletiu na alteracdo da
coloracdo da pele no periodo estudado. Uma analise que poderia substituir com exceléncia
esta avaliacdo seria a quantificacdo de parametros hematoldgicos relacionados a anemia.

As alteracdes na coloracdo dos olhos de camundongos podem ser estudadas na
infeccdo por outros parasitos, como o Toxoplasma gondii (Braga et al., 2010). Como na
infeccdo murina pelo T. cruzi, ndo sdo observados acometimentos oculares importantes, em
nosso modelo esse pardmetro ndo mostrou alteracao.

A mortalidade foi um bom parametro para diferenciar o GS do Gl (tabelas 1 e 3),
sendo importante destacar que além da taxa de mortalidade acumulada no periodo avaliado,
pode ser comparada a evolugdo da morbidade. A mortalidade é a maior consequéncia da
evolucao progressiva da morbidade expressa pelos diferentes parametros clinicos que podem
ser estudados. Como em camundongos infectados pela cepa Y do T. cruzi a mortalidade ¢
muito alta, qualquer intervencdo que promova a minima diminuicdo deste parametro néo

devera passar despercebida aos olhos de um pesquisador atento.

CONCLUSAO

Nas condicdes em que o experimento foi realizado podemos concluir que o consumo
de &gua, racdo, producdo de excretas, caracteristicas das fezes, temperatura corporal,
circunferéncia abdominal, movimento exploratério de levantar, peso e mortalidade, sdo
parametros faceis de serem medidos e eficazes na diferenciacdo da clinica de camundongos

saudaveis e infectados pelo T. cruzi.
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Figura 1 — Curva média de parasitemia obtida em camundongos suicos, machos, com 8
semanas de idade infectados com 1400 tripomastigotas sanguineos da cepa Y de
Trypanosoma cruzi, por via intraperitoneal. Dados experimentais de uma repeticdo com 5
animais por grupo.
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Figura 2 — Anélise de parametros clinicos das médias do volume de &gua ingerida, peso,
circunferéncia abdominal e consumo de racdo de camundongos suicos, machos, sadios (GS)
ou infectados (GI) nos dois periodos de avaliacdo. Dados experimentais de uma repeticdo com
5 animais por grupo.
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Tabela 1 — Média + desvio padrdo e significancia de pardmetros clinicos quantitativos
avaliados e comparados em camundongos sui¢os, machos, com 8 semanas de idades, sadios
ou infectados com 1400 tripomastigotas sanguineas da cepa Y de T. cruzi de acordo com o
periodo. Dados experimentais de uma repeticdo com 5 animais por grupo.

Parimetros SADIOS INFECTADOS

1° Periodo 2° Periodo 1° Periodo 2° Periodo pl p2
Peso 50,9+0,37 51,3£0,26 42,3+0,22 42,840,22 0,0001 0.0001
Consumo de agua 13,3+0.23 12,4+0.26 8.5+0,34 4,8+0,29 0,0002 0,0262
Consumo de racdo 4,6+0,23 7.,0+0,23 5.,4£0.30 6,2+£0.28 NS NS
Quantidade de excretas 21.5+4.1 27,5+£2,21 13.8+5.8 5.6%4,5 NS 0,0138
Temperatura 340,7 33,2403 34.6+0.4 31,7+0.8 NS  0,0399
Circunferéncia abdominal ~ 11,6%0,17 11,2+0,23 10.7+0,30 10,5+2.54 0,0006 0.0094
Exploracio/Levantar 17+4.6 17£2.7 14+6,9 74,4 NS 0,0179
Exploracdo/ Auto-limpeza 5+2,9 2+1,0 3x2.1 1+0.3 NS NS

p<0,05

pl corresponde ao valor de p no primeiro periodo de avaliagdo = 7°.- 11°.dia de infeccéo;
p2 corresponde ao valor de p no segundo periodo de avaliagdo = 15°. — 18°. dia de infeccao;
NS — ndo significativo

Tabela 2 — Aspectos das fezes de camundongos suicos, machos, sadios (GS) ou infectados
(GI) com 1400 formas tripomastigotas sanguineas da cepa Y de T. cruzi de acordo com o
periodo de avaliacdo. Dados experimentais de uma repeticdo com 5 animais por grupo.

1° periodo 2° periodo
Normal Inconsistente Diarréica Normal Inconsistente Diarréica
Grupos " °. % ne. % ne. % ne. % ne. % ne. %
GS 5 100 O 0 0 0 4 80 1 20 0 0
Gl 1 20 3 60 1 20 0 0 3 60 2 40

*p<0,05 (p10=0,3739;p»=0,0432)

Tabela 3 — Mortalidade apresentada por camundongos suigos, machos, sadios (GS) ou
infectados (GI) com 1400 tripomastigotas sanguineas da cepa Y de T. cruzi de acordo com o
dia de infec¢do. Dados experimentais de uma repeticdo com 5 animais por grupo.

Mortalidade (%) de acordo com o dia de infec¢édo
Grupos 7°.-11°, 15°, 16°. 17°, 18°,

GS 0 0 0 0 0
Gl 0 20 20 60 80
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CAPITULO Il

CONCLUSOES

Nas condigdes em que o experimento foi realizado podemos concluir que os

parametros para avaliagdes clinicas em camundongos infectados pelo Trypanosoma cruzi

mostrou que:

1)

2)

3)

4)

Pardmetros quantitativos, tais como o consumo de &gua, ragdo, circunferéncia
abdominal, peso e mortalidade sdo bons parametros para diferenciacdo clinica;

A temperatura corporal externa e o parametro comportamental de movimentacao
exploratoria de levantar do animal se mostraram significativos na diferenciacao clinica
a partir do 15° dia de infecgéo;

Pardmetro qualitativo das caracteristicas das fezes mostrou-se significativo na
diferenciacgéo clinica a partir do 15° dia de infecgéo;

As analises de isolamento comportamental como realizada neste trabalho,
caracteristica do pélo, coloracdo da pele, dos olhos, das patas e cauda ndo se
mostraram ser parametros préaticos na avaliagdo clinica de animais infectados pelo T.

cruzi e sadios.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Milhares de pesquisadores utilizam avalicdes clinicas em camundongos para
diferenciar caracteristicas que indicam melhora ou piora de um determinado grupo
experimental. Os dados obtidos neste trabalho mostraram caminhos para elaboracdo de um
protocolo para avaliar intervencdes medicamentosas, no qual qualquer alteracdo sutil possa
ser percebida.

O presente protocolo clinico permitira homogeneidade nas analises clinicas por
pesquisadores, facilitando a comparacdo de resultados em artigos que avaliam intervencdes
medicamentosas em qualquer agravo que utilize o camundongo como modelo experimental.

Inimeros trabalhos poderdo se apoiar nesta pesquisa realizada que poderd ser
inovada, permitindo sofisticagdo e mais precisdo, introduzindo uso de softwares e
equipamentos que realizem as medigdes quantitativas e qualitativas de analise
comportamental (Sistema Ethovision Basic System), com parametros que possam ser
analisados estatisticamente incorporando exceléncia aos resultados obtidos.

Especificamente passaremos a avaliar o efeito de diversas substancias ultradiluidas,
sobre o curso da infeccdo experimental de camundongos pelo T. cruzi, utilizando os

parametros descritos neste trabalho.



