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RESUMO

Doenca de Chagas ou Tripanossomiase Americana é uma protozoonose que tem
como agente etioldgico o protozoéario hemoflagelado Trypanosoma cruzi. Dados atuais
da Organizacdo Mundial de Satde apontam que em todo mundo a doenga acomete entre
6 a7 milhdes de pessoas, principalmente na América Latina, no qual é endémica em 21
paises. Medidas de combate ao triatomineo e melhoria das moradias, levaram ao
controle do principal vetor, o Triatoma infestans, culminando no controle da transmisséo
vetorial nos paises endémicos. Dessa forma, outras formas de transmissdo ganharam
importancia. No Brasil, podemos destacar a transmissdo oral, que € caracterizada pela
ingestdo de bebidas ou comidas contaminadas com formas tripomastigotas metaciclicas.
Nos ultimos 40 anos a grande maioria dos casos foram registrados na regido Norte do
pais, quase sempre associados a ingestdo de suco de frutas como a bacaba (Oenocarpus
bacaba) e o acai (Euterpe oleracea), contaminados com formas tripomastigotas
metaciclicas. No entanto, pouco se sabe sobre os impactos da infeccdo na por via oral
pelo Trypanosoma cruzi no tecido cardiaco. Dessa forma, uma avaliagdo do processo
inflamatdrio, do parasitismo tecidual e do estresse oxidativo nesse érgédo possibilitou uma
melhor compreensdo do acometimento desse tecido na infeccdo oral e qual a repercussao
para 0 organismo. Para a execucdo deste estudo foram utilizados um total de 50
camundongos Balb/c machos com 30 dias. Estes Camundongos foram distribuidos em
trés grupos experimentais: Nao infectado (n= 12); infectado com parasito em meio
RPMI (n= 19) e infectado com o parasito em Acai (n= 19). Esses aniamis foram
infectados com o indculo de 1 x 10° formas tripomastigotas da cepa Y(DTU Il) do
Trypanosoma cruzi pelo método de pipetagem. Os resultados mostraram que apesar da
presenca de parasitismo tecidual em ambos os grupos infectados, este ndo foi o
suficiente para gerar de processo inflamatério. Em relacdo, as analises do estresse
oxidativo foi observado um aumento significativo da atividade da enzima antioxidante
catalase no grupo RPMI no 7° dias ap0s a infeccdo e no 14° dias apds a infeccdo, em
ambos os grupos RPMI e Acai. Nesse sentidos, os dados demonstram que a auséncia de
processo inflamatério no coracdo pode estar relacionado ao aumento da atividade da
enzima catalase observada nos grupos infectados, como um mecanismo de defesa do

parasito as espécies reativas produzidas por macrofagos.

Palavras chave: Doenca de Chagas, Trypanosoma cruzi, Infec¢éo oral, Coragéo, Acai.



ABSTRACT

Chagas disease or American trypanosomiasis is a protozoonosis that has a
hemoflagellateprotozoan called Trypanosoma cruzi as its etiological agent. Current data
from the World Health Organization indicate that the disease affects between 6 and 7
million people worldwide, mainly in Latin America, where it is endemic in 21 countries.
The classic form of transmission of the disease occurs through a vector called
triatomine. It is characterized by contact with metacyclic trypomastigotes that are
released in feces or urine of the triatomine during blood meal. These metacyclic
trypomastigotes then penetrate the vertebrate host through microlesions in the skin or
through the intact mucosa. Measures to combat the triatomine bug and improved
housing led to the controlof the main vector called the Triatoma infestans, culminating
in the control of vector transmission in endemic countries. Thus, other forms of
transmission gained relevance. In Brazil, we can highlight the oral transmission, which
is characterized by the ingestion of drinks or food contaminated with metacyclic
trypomastigotes forms. In the last 40 years, the vast majority of cases were registered in
the Northern region of the country. These cases are almost always associated with the
ingestion of fruit juice such as that of bacaba(Oenocarpus bacaba) and acai(Euterpe
oleracea), contaminated with metacyclic trypomastigotes forms. Acute oral Chagas
disease is characterized by the severity of the disease, with reports of severe myocarditis
and even death in members of the same family. It is known that besides serving as a
reservoir for latent parasites, the heart is also one of the target tissues of Trypanosoma
cruzi. However, little is known about the impacts of oral inffection of Trypanosoma
cruzi on the cardiac muscle. Thus, an assessment of the inflammatory process and
oxidative stress in this organ will enable a better understanding of the involvement of
this tissue in oral infection and the repercussions on the body. To carry out this study, a
total of 50 male Balb/c mice, 30 days old, obtained from the Animal Science Center of
the Federal University of Ouro Preto and approved by the ethics committee of the same
institution were used. These mice were distributed into three experimental groups:
Uninfected (n= 12); infected with the parasite in RPMI medium (n= 19) and infected
with the parasite in acai (n= 19). Prior to infection, mice belonging to the RPMI and
acai groups were starved for 6 hours and then inoculated using an inoculum of 1 x 102
metacyclic trypomastigotes of the Y strain (DTU I1) of Trypanosoma cruzi, DTU Il. The
results showed that despite the presence of tissue parasitism in both infected groups, this
was not enough to generate an inflammatory process. This fact may be related to the
increased activity of the catalase enzyme observed in the infected groups, as a defense
mechanism of the parasite against reactive species produced by macrophages.

Keywords: Chagas disease, Trypanosoma cruzi, Oral infection, Heart, Acai
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1 INTRODUCAO

Descoberta pelo médico e pesquisador Carlos Ribeiro Justiniano Chagas em 1909,
a doenca de Chagas (DC), também denominada como Tripanossomiase americana, € uma
infeccdo parasitaria causada pelo protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi (T.
cruzi) (CHAGAS, 1909).

A forma classica de transmisséo da doenca se da por meio da liberacdo de formas
tripomastigotas metaciclicas, que sdo liberadas junto as fezes do hospedeiro
invertebrado, triatomineo, popurlamente conhecido como barbeiro, durante o repasto
sanguineo. (ZIGMAN BRENER, 1997).

Considerada como uma doenca tropical negligenciada, é encontrada notadamente
em 21 pais da Ameérica Latina. No entanto, devido ao movimento migratorio de pessoas
infectadas, a doenca de Chagas se espalhou para outros paises se tornando um problema
de saude mundial. Um século depois da sua descoberta, ela ainda é uma doenca ativa
que compromete a salde de aproximadamente 7 milhdes de pessoas no mundo. Além
disso, estima-se que em torno de 75 milhdes de pessoas estdo em risco de contrair a
infeccdo, 30.000 novos casos sdo notificados a cada ano e mais 12.000 mortes sao
registrados por ano em decorréncia das complicacbes da doenca. De forma
desproporcional, somente 30% dos infectados com o T. cruzi sdo diagnosticados e
menos de 1% dos doentes tém acesso ao tratamento.(WHO,2022; DNDi,2022).

Além da forma classica de transmisséo, o T. cruzi também pode ser transmitido para
0s seres humanos através da transfusdo de sangue, transplante de 6rgdos, acidente de
laboratdrio, transmissdo congénita, e transmissdo pela ingestdo de alimentos ou bebidas

contamidas com o T. cruzi, caracterizando a transmissdo oral. (MP Santana, et al. 2018).

No Brasil, com o controle da transmissdo vetorial por meio do combate e a
irradicacdo do principal vetor, o Triatoma infestans, atualmente a transmissao pela via
oral se destaca como a forma principal de transmissdo da doenca de Chagas,
principalmente na regido norte do Brasil. Isto porque os alimentos abundantes e culturais
desta regido como o acai (Euterpe oleracea) e o suco de bacaba (Oenocarpus bacaba)
sdo os principais alimentos e bebidas associadas a infec¢do aguda chagésica. Isso ocorre

devido ao fato de que algumas espécies de triatomineos utilizam as palmeiras dessas



frutas como abrigo e também como fonte de alimentacdo. Esses alimentos sdo muitas
vezes consumidos minimamente processados, sem passar pela pasteurizagdo ou pelo
processamento adequado para eliminar formas tripomastigotas metaciclicas que habitam
no intestino dos insetos vetores. (LV Pacheco, et al. 2021)

Nesse sentido, um estudo sobre a influéncia da cultura alimentar, ja que o agai tem
sido ligado diretamente na maioria dos surtos orais e apresenta caracteristicas
antioxidantes e anti-inflamatorias, e uma avaliacdo das lesbes cardiacas frente a
infeccdo por via oral, possibilitard a compreensdo de como o meio no qual o T. cruzi é
inserido no organismo interfere na interacdo entre parasito/hospedeiro e a influéncia

dessa interacdo no tecido cardiaco.



2 REVISAO DA LITERATURA

A doenga de Chagas (DC), também conhecida como Tripanossomiase Americana, foi
descoberta pelo médico e pesquisador Carlos Ribeiro Justiniano Chagas em 1909 e é
encontrada principalmente em areas endémicas de 21 paises continentais da América
Latina. Esta doenca também esta presente na América do Norte, Europa, Japdo e
Austrélia. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), estima-se que cerca de 6a
7 milhdes de pessoas em todo o mundo, principalmente na América do Sul, estejam
infectadas com o Trypanosoma cruzi, mais de 75 milhdes de pessoas estdo em risco
de contrair a infeccdo e 30.000 novos casos ocorrem por ano em todo o mundo. Além
disso, cerca de 12.000 mortes causadas pela doenca de Chagas séo registradas por ano.
(OMS,2023; DND,2022).

A doenca de Chagas ¢ uma antropozoonose de grande relevancia na América Latina,
acometendo, principalmente, populacdes suscetiveis de zonas rurais que vivem em
precarias condicdes de habitacdo. Essa doenca € originada de uma infeccdo causada pelo
protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi, e tem como principal mecanismo de
transmissdo, a via classica vetorial caracterizada pela liberacdo de formas TM nas
excretas do triatomineo infectado durante ou logo apos o repasto sanguineo, por via oral
(ingestdo de alimentos e bebidas contaminadas), via transfusional, vertical/gravidez,
transplante de 6rgédos, e com menor incidéncia, por meio de acidentes laboratoriais (LHC
Sangenis 2016, et al; MP Santana, et al. 2018).

Apenas algumas espécies do tratomineo infestam casas e sdo, portanto, importantes
vetores da doenca de Chagas no ciclo doméstico. Destes, Rhodnius prolixus e Triatoma

infestans receberam a maior destque ( Kollien & Schaub, 2000).

O ciclo de vida do T. cruzi inicia quando o barbeiro, ao se alimentar do hospedeiro
vertebrado, elimina suas fezes e urina, as formas tripomastigotas metaciclicas. Essas
formas tripomastigotas podem penetrar o hospedeiro vertebrado por meio de lesdes na
pele ou na mucosa adjacente a picada, e infectam as células deste hospedeiro,
transformando em formas amastigotas que, ap6s periodo de laténcia de 20 a 30 horas,
iniciam o seu processo de divisdo bindria intracelular. Quando as células estdo repletas
de parasitos, estes se transformam em formas tripomastigotas, que rompem a célula

hospedeira e ao atingirem a corrente sanguinea recebem o nome de tripomastigotas
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sanguineas. Esta forma infectiva no hospedeiro vertebrado, ao cair na corrente
circulatoria podem infectar células vizinhas, disseminando a infeccdo para diferentes
0rgdos e tecidos. Nessa fase do ciclo, se o hospedeiro vertebrado for picado pelo
triatomineo, 0s protozoérios serdo transmitidos ao inseto, dando inicio a um novo ciclo.
No estdbmago do barbeiro, as formas tripomastigotas se transformam em formas
epimastigotas, no qual multiplicam-se por divisdo binaria. No intestino posterior, essas
se transformam em tripomastigotas metaciclicas, as formas infectantes aos vertebrados.
(Zigman Brener, 1997).

A doenca de Chagas se apresenta em duas fases clinicas distintas; fase aguda e
cronica. Normalmente a fase aguda da doenga de Chagas é caracterizada pela presenga
do parasito no sangue do paciente, permitindo assim a demonstracdo de tripomastigotas
do T. cruzi por exame microscopico de um esfregaco de sangue fresco. Muitas vezes, a
fase aguda da infeccéo néo é percebida pelo paciente, ou seja, em cerca de 95% dos casos,
tem a presenca de sintomas inespecificos, comuns a outras enfermidades. No restante dos
casos sintomaticos, 0 paciente apresenta manifestacdes clinicas como febre, mal-estar,
dores musculares e articulares, sonoléncia, colicas e diarreia, edema e distdrbios
respiratorios. Na forma classica da doenca, a porcentagem de numero de pacientes que
morrem na fase aguda é bem pequena (menos de 5%). A mortalidade nessa fase da doenca
é normalmente causada por miocardite ou meningoencefalite, com consequente
complica¢bes como broncopneumonia. Influenciado pelo sistema imune, a fase aguda da
infeccdo por T. cruzi geralmente entra em remissdo e em cerca de 3 a 4 meses de seu
inicio, a infeccdo entra no estagio crénico.Os pacientes que ndo morrem em decorréncia
das complicacbes da doenca, evoluem para a fase crbnica. Cerca de dois tercos de
portadores da infeccdo crbnica por T. cruzi ndao apresentam manifestacdo clinica
detectavel. Cerca de um terco da populacdohumana cronicamente infectada desenvolve
manifestacdes da doenca. A doenca sintomatica afeta o coracdo em 94,5% dos casos;
esses pacientes sdo considerados portadores de cardiopatia chagasica crénica. A
Insuficiéncia cardiaca esta relacionada com a causa da morte em 58% dos pacientes,
enquanto as arritmias tém sido associadas a mortes inesperadas em 36,5%. Os 4,5%
restantes dos pacientes com infeccdo chagasica crdnica apresentam megassindromes,
estado de doenca que envolve o es6fago (megaesdfago) e o codlon (megaco6lon)
(Teixeira, Nitz, Guimaro, et al. 2006).



Com o avango do controle da transmissdo vetorial, outras formas de transmissao
ganharam importancia (JCP Dias et al., 2011). Nos dias atuais, a transmissdo oral é a
principal forma de transmisséo da doenca de Chagas no Brasil, especialmente na Regido
Amazbnica. Alimentos como caldo de cana-de-agUcar, acai, suco de acai, suco de bacaba
e suco de goiaba contaminadas com as formas TM s&o os principais alimentos e bebidas
associadas a infec¢do aguda chagésica. Dentre estes alimentos, o agai (Euterpe oleracea)
esta presente na maioria dos surtos agudos associados a infecgdo oral ao longo dos Gltimos
anos, principalmente na regido amazénica e no Para. (LV Pacheco, et al. 2021).

A contaminacdo de alimentos pelo T. cruzi pode ocorrer quando insetos
triatomineos depositam suas excretas infectadas com formas TM na superficie de
alimentos, através do processo de aerossolizacdo de formas TM das glandulas anais de
marsupiais infectados, ou eventualmente, quando os insetos sdo triturados durante o
processamento das frutas. Esta Ultima é a principal hipotese explicativa para os diversos

surtos ocorridos nos ultimos anos no Norte brasileiro. (LAC Passos, et al. 2012).

Na regido Norte do Brasil, a via oral tem assumido importancia cada vez maior,
principalmente em razdo de sua associacdo com microepidemias. Na transmissdo oral, a
ingestdo de formas TM do T. cruzi presentes em diferentes alimentos conduz a um quadro
agudo que, em muitos casos, evolui para a morte. (LAC Passos, et al. 2012). De acordo
com os dados registrados no SINAN em 2020, foram confirmados 146 casos de doenca
de Chagas aguda no Brasil, com uma letalidade de 2%. A Regido Norte foi a que
apresentou maior nimero de casos confirmados de DCA (95%), em relacdo ao total de
registros (SINAN 2021).

O acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) é uma palmeira (Fruteira) tipica da regido
norte do Brasil no qual se extrai o fruto (acai) que fornece a polpa que é utilizada para
produzir varios tipos de bebidas e produtos alimentares como sorvetes, licores, doces e
geleias consumidos nos territérios nacionais do Brasil (BARCELOS et al,
2017).Originaria da América do Sul, especialmente da Amazénia, a polpa de acai tem
recebido muita atencdo nos ultimos anos. Apresenta alta capacidade antioxidante e tem
sido utilizada como ingrediente alimentar com contribui¢fes funcionais na dieta além de
sua composicdo nutricional basica. Em um estudo recente de Xie e colaboradores(2011),
observou-se que a suplementacdo da dieta com polpa de acai melhorou os biomarcadores

de estresse oxidativo, resultando em um efeito hipocolesterolémico em ratos. 1sso sugere



que o consumo de acai pode melhorar o status antioxidante e fornecer efeitos
ateroprotetores em um modelo animal de hipercolesterolemia. A polpa de agai ou suco de
acai também demonstraram possuir atividade anti-inflamatoria (XIE; KANG; BURRIS;
FERGUSON et al., 2011)

Em um estudo realizado por Kang et al. (2011), cinco compostos do acai foram
isolados e testados para atividades antiinflamatérios e antioxidantes. A flavona velutina
apresentou excelente capacidade anti-inflamatéria em macréfagos de camundongos,
indicando uma potencial efeito ateroprotetor. Este potencial antiinflamatorio foi
confirmado pela inibicdo da expressdo de citocinas pro-inflamatérias (Xie et al., 2012).

O consumo de acai tem aumentado consideravelmente. Segundo o IBGE (2013), o
Brasil produziu, em 2011, um total de 215,4 mil toneladas de agai. O estado do Paré foi
o principal contribuinte, com 50,8% da producdo nacional em 2011. O estado do
Amazonas vem em seguida, respondendo por 41,5% do total brasileiro. Somada a
producéo de todos os estados produtores brasileiros, a producéo de acai em 2011 foi de
aproximadamente 215,3 mil toneladas, gerando uma movimentagdo monetaria estimada
em US$ 700,000 mil (IBGE,2013; Yamaguchi et al.,2015).

O caminho para a comprovacdo da associacdo do acai com a infeccdo oral da DC
iniciou-se no dia 29 de dezembro de 2017, no qual uma mulher de 57 anos com
sindrome febril agudo buscou ajuda em um centro de atencdo terciaria para doencas
infecciosas chamado Fundacéo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT -
HVD) em Manaus, capital do estado do Amazonas, Brasil, onde a malaria é endémica.
Um esfregacosanguineo foi realizado e o resultado foi negativo para Plasmodium spp.,
mas positivo para tripomastigotas de Trypanosoma cruzi. A paciente relatou que trés
parentes em Manaus e mais seis parentes em Labrea apresentavam quadro de febre e o
fator comum entre esses nove parentes foi 0 consumo do acai. Subsequentemente todos
foram testados e a infeccdo foi confirmada. Uma amostra do acai consumido pelos
pacientes foi coletada por autoridades de salde, submetido a descongelamento e
centrifugacdo. Apos a centrifugacdo trés camadas foram observadas: 1) polpa; 2)
camada intermediaria contendo gordura; 3) sobrenadante. Cada camada foi separada e
ressuspendida em meio LIT (Liver Infusion Tryptose). Apés um dia de incubacdo
foram observadas formas flageladas mdveis na camada intermediaria de gordura.
(SANTANA;GUERRA; SOUSA; COUCEIRO et al., 2019).



3 JUSTIFICATIVA

Apos o controle da doenga de Chagas vetorial no Brasil, a transmisséo oral se tornou
a principal forma de transmissdo da doenca. A grande maioria dos surtos agudos
concentram-se na regido Amazonica onde foram registrados mais da metade desses casos
nos ultimos 40 anos. Nessa regido, a transmissdo oral da doenca de Chagas esta
relacionada com a ingestdo de sucos de fruta como o agai e a bacaba contaminados com
formas tripomastigotas metaciclicas do Trypanosoma cruzi. Uma caracteristica comum a
todos os surtos € a gravidade da doenca, com altas taxas de mortalidade, se comparadas
a outras formas de transmiss@o. Nesse sentido, podemos sugerir que a infeccdo oral pode
estar relacionada a modificacdo no perfil de infeccdo do parasito através do meio no qual
é inserido no hospedeiro vertebrado. Dessa forma, uma avaliacdo das lesdes frente a
infeccdo por via oral possibilitaria a compreensdo de como o meio no qual o parasito é
inserido no organismo interfere na interacdo entre T. cruzi/hospedeiro e a influéncia dessa

interacdo no tecido cardiaco.



4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar a influéncia do indculo em acai no acometimento cardiaco de camundongos

Balb/c na fase aguda da infecgdo oral experimental pelo Trypanosoma cruzi.

4.2 Objetivos especificos

e Determinar a taxa de sobrevida até 42° DAI;

e Determinar a curva de parasitemia até 42° DAI;

e Quantificar parasitismo no coracgao aos 5, 7 e 14 dias ap0s infecgéo;

e Quantificar o processo inflamatorio no coracdo aos 5, 7 e 14 dias ap6s infeccao;

e Quantificar o estresse oxidativo no coragdo aos 5, 7 e 14 dias ap0s infeccao.



5 MATERIAIS E METODOS

5.1- Animais e infeccéo:

Para a execucdo deste estudo foram utilizados um total de 50 camundongos Balb/c
machos com 30 dias de idade provenientes do Centro de Ciéncia Animal da Universidade
Federal de Ouro Preto e com a aprovacdo da comissio de Etica no Uso de
Animais(CEUA/UFOP) da mesma institucdo sob o nimero de protocolo 6327160320.
Estes Camundongos foram distribuidos em trés grupos experimentais: N&o infectado
(n= 12); infectado com parasito em RPMI (n= 19) e infectado com o parasito em agai
(n=19). Previamente a infeccdo, os camundongos pertencentes aos grupos RPMI e acai
foram mantidos em jejum por 6 horas e depois inoculados por pipetagem utilizando o
indculo 1 x 10° formas tripomastigotas da cepa Y(DTU Il)do T. cruzi.

Cepa Y Trypanosoma cruzi

sl BN -
L

| Comunongps Balbic | 1x10° Tripomastigotas Metaciclicas

| Taxa Sobrevida |

I Parasitemia |

| Eutanisia 5,7e 14 DAl |

| Coracao I
|
| |

[ Metanol-DMsO | [ congelamento(Freezer 80°C) |

|
| |

Microscopia - Bioquimica
Convencional PCR

P Estresse Oxidativa
orocesso (T8RS SOD)
inflamatorio

Fluxograma 1: Delineamento experimental
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5.2 Obtencéo de formas epimastigotas

Foi coletado em EDTA aproximadamente 1 mL de sangue do plexo orbital de um
camundongo sabidamente infectado com a cepa Y do T. cruzi. O sangue foi transferido
para um tubo de 15 mL, onde foram adicionados 2 mL de meio de cultura LIT 10%. Os
tubos foram mantidos em estufa BOD (Biochemical Oxygen Demand) a temperatura de
28°C por 15 dias. Apos esse periodo foi realizado o repique da cultura de 15 em 15 dias
por diversas vezes, até a purificacdo da cultura com observacdo da presenca de
epimastigotas vidveis (vivos, com morfologia e motilidade normais) em microscopio

Optico em objetiva de 40x. Todo o procedimento foi feito em capela de fluxo laminar.

5.3 Metaciclogénese das formas epimastigotas

A cultura rica em epimastigotas viaveis obtidas da cepa Y foi submetida a
metaciclogénese in vitro. Para isto, foram transferidas 5 mL de cultura de epimastigotas
para uma garrafas de cultura contendo 10 mL de meio Grace'’s Insect Medium 20% com
L-glutamina e NaHCO3, Sigma® Life Science (Sigma, Aldrich,USA) esteril. Feita a
homogeneiza¢do em movimentos circulares, a garrafa contendo a cultura foi mantida na
horizontal em estuda BOD a 28°C, durante 15 dias. ApOs esse periodo, a cultura foi
diluida 10x em PBS previamente autoclavado para observar a presenca e posterior
contagem das formas tripomastigotas metaciclicas em camara de Neubauer em
microscopio dptico. Apds a contagem foi feito o ajuste de 1x10° parasitos / mL para o0s

inéculos.

5.4 Preparo do in6culo

Apos o ajuste do indculo, a cultura com a quantidade de parasitos conhecida, foi
centrifugada a 2200 rpm por 10 minutos a 4°C para a obtencdo de um pellet com as formas
tripomastigotas metaciclicas. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em

Acai ou RPMI para a realizacdo da infeccdo dos animais pela via oral.

5.5 Taxa de sobrevida
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Os animais utilizados para a determinacdo da curva de parasitemia foram
acompanhados diariamente até 42° DAI sendo a mortalidade registrada e expressa em

porcentagem cumulativa.

5.6 Parasitemia

Para determinacgéo da parasitemia, os camundongos foram avaliados diariamente a
partir do 4° dia apds infeccdo (DAI) até a negativacdo do exame por cinco dias
consecutivos, segundo a metodologia adaptada de Brener (1962). Cinco microlitros de
sangue foram coletados da veia caudal dos camundongos para confecc¢do de laminas que
foram observadas diariamente ao microscépio optico. A curva de parasitemia foi plotada
para cada grupo experimental empregando a média diaria da parasitemia detectada nos
animais. Essa foi expressa em numero de tripomastigotas sanguineos por 0,1 mL de
sangue e 0 periodo pré-patente, periodo patente e o pico maximo de parasitemia foram

determinados.

5.7 Eutanasia, coleta, fixacéo

Os animais foram eutanasiados no 5°, 7° e 14° DAI e foi coletado o coracdo desses
animais. Posteriormente a coleta, esses 6rgaos foram fixados em solucdo de Metanol-
DMSO e processados rotineiramente para confeccdo de blocos de parafina. Esses blocos
obtidos foram submetidos a microtomia para a obtencdo de cortes com espessura de
quatro micrémetros. Foram confeccionadas laminas dos blocos parafinizados do coragédo
para coloracdo pelo método de Hematoxilina-Eosina (HE) para analise do processo

inflamatorio.

5.8 Parasitismo

5.8.1 Desparafinizacdo das amostras

Para a extracdo de DNA, os mesmos blocos de parafina descritos no item 5.7 foram
usados. Quatro sec¢des de 50 um foram feitas em microtomo e colocadas em microtubos
de 1,5 mL para desparafinizagéo, totalizando 200 um de tecido. As navalhas foram

higienizadas a cada corte com solugédo de hipoclorito a 2%. A desparafinizacéo foi feita
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seguindo o protocolo de (SILVA, 2015), com adaptacdes. Foram adicionados 1,5 mL de
xilol no tubo com as amostras que foram mantidas em repouso por 10 minutos.
Posteriormente, essas amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm por trés minutos e o
xilol foi descartado vertendo-se o tubo. Em seguida, foram adicionados 1,5mL de xilol e
centrifugado a 14.000 rpm por trés minutos e novamente o xilol foi descartado. Apés o
descarte do xilol, a remocdao do xilol bem como da parafina residual, foi feita com a adicéo
de 1mL alcool absoluto. As amostras foram centrifugadas nas mesmas condicoes citadas
anterormente. O alcool residual das amostras foi removido utilizando o concentrador de
amostras a vacuo (CHRIST RVC 2-33), a 37° C, 1.300 rpm por 10 minutos.

5.8.2 Extragdo de DNA

Apo6s a evaporagdo do etanol residual as amostras foram transferidas de tubos
vertendo e com suaves batidas para o tubo de 2mL Qiagen com fundo redondo contendo
uma unidade de bead para a etapa de digestdo. A digestdo do tecido foi feita em duas
etapas: mecanica e quimica. A digestdo mecénica se deu com a ruptura das células por
meio de agitacdo em alta velocidade em tubos de plastico com beads de carboneto de
tungsténio de 3mm. Para isso, foram utilizados dois ciclos de 30 segundos em uma
frequéncia 25 agitacGes por segundo no Tissue Lyser (Tissue Lyser Il, Qiagen) com a
solucéo de lise nuclear do kit WizardTM Genomic DNA Purification (Promega, Madison,
WI, EUA). Apoés a digestdo, o conteido macerado foi transferido para um tubo tipo
eppendorf de 1,5 mL DNAse E RNAse free. Em seguida, foram adicionados 3 pL

de RNAse A solution com posterior incubagdo a 37 graus por 30 minutos.

A digestao quimica foi realizada utilizando 30uL de Proteinase K na concentragdo
de 20mg/mL (Proteinase K from Tritirachium album, Sigma) incubadas por dezoito horas
a 65°C. Apos o periodo de incubacédo, foram adicionados 200uL de Protein Precipitation
Solution e foram homogeneizadas no vértex por vinte segundos e resfriadas em gelo por
cinco minutos. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm por 4

minutos a temperatura ambiente.

Apos a realizacdo dessas etapas, 0 sobrenadante contendo o DNA foi coletado e
transferido para novo tubo contendo 400uL de Isopropanol. As amostras foram
homogeneizadas por inversdo até a turvacdo do DNA. Subsequentemente, foi feita a

centrifugacdo a 14.000 rpm por um minuto a temperatura ambiente. Em seguida, 400uL



de Etanol 70% foram adicionados e posteriormente feita a inversao para lavar
0 DNA e novamente foram centrifugadas a 14.000 rpm por um minuto. O
sobrenadante foidescartado vertendo o tubo. Os eppendorfs ficaram invertidos
e as amostras secando por tempo varidvel de trinta minutos a duas horas.. A
reidratacdo do DNA foi feita com a adigdo de 30uL de DNA Rehydratarion
Solution, por dezoito horas em temperatura ambiente. A qualidade e a
concentragdo do DNA foram determinadas pela razéo de absorbancia de 260 a
280nm (A260 / 280), utilizando o espectrofotometro (Nanodrop, GE
Healthcare Products). E posteriormente as amostras foram armazenadas a -

20°C atéo momento do uso.

5.9 Quantificacdo do processo inflamatorio
A quantificacdo do processo inflamatorio foi realizada em cortes
submetidos a coloracdo Hematoxilina-Eosina. Para avaliacdo do infiltrado

inflamatdrio, todos os nucleos celulares presentes foram quantificados em 25

imagens (campos) aleatdrias (areatotal percorrida igual a 35493,7 um?).

5.10 Quantificacao do estresse oxidativo

5.10.1 Determinacédo da atividade da Superoxido Dismutase

A atividade da Superoxido Dismutase (SOD) foi medida no tecido de acordo com o
método de Marklund e colaboradores (MARKLUND; MARKLUND, 1974). Esse método €
baseado na capacidade da SOD em inibir a auto-oxidacéo do pirogalol, portanto, quanto maior
a concentracdo de SOD na amostra, menor € a auto-oxidacao do pirogalol. Os reagentes de
trabalho utilizados foram: fosfato de potassio monobésico (KH2PO.), fosfato de sddio
dibasico (Na:HPOa4), Pirogalol, MTT e DMSO (dimetilsulfoxido). Para a realizacdo da
dosagem, fragmentos do tecido cardiaco homogeneizado com tampdo fosfato foram
utilizados. Inicialmente as amsotras foram pipetadas em uma placa de Elisa. A placa foi

incubada por 5 minutos a 37°C. Logo ap6s 150 uL de DMSO foram adicionados para cessar

a reacdo. Posteriormente, a placa foi lida em espectrofotémetro de

13
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placas a 570 nm. Apos a leitura da placa, o valor de absorbancia foi convertido em unidade de
SOD pela subtragéo do valor de absorbancia da amostra pelo valor do branco, seguido pela
divisdo desse valor pelo encontrado na subtragdo do padrdo pelo branco. O resultado foi
representado em U/mg de proteina.

5.10.2 Determinacéo da atividade da Catalase

A atividade da Catalase (CAT) foi mensurada a partir da taxa de decréscimo de peréxido
de hidrogénio a uma absorbancia de 240 nm, representada por U/mg de proteina (AEBI,
1984). Esse método baseia-se na decomposicdo do H»O; pela enzima observada durante 1
minuto por espectrofotometria a 240 nm. Resumidamente, 100 mg do tecido cardiaco foram
homogeneizados em 1 mL de tampdo fosfato de potéssio 0,1 M (pH 7,2) e em seguida
centrifugado a 10000 xg por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante retirado foi utilizado como
amostra biologica. Foram utilizados os reagentes: tampéo fosfato e peroxido de hidrogénio.
Apos o preparo dos reagentes foi iniciada a leitura em espectrofotdmetro. O tampdo com o
perdxido foi aliquotado juntamente com cada amostra em cubeta de quartzo (970 pL e 30 pL,
respectivamente) e lidos a 240 nm durante 60 segundos, com registros a cada 10 segundos. A
atividade da catalase foi determinada pela diminuicdo da absorbancia a 240 nm, de acordo
com a Lei de Lambert Beer, onde 1 U equivale a 1 umol de hidrélise de H.O2 por minuto, por

mL.

5.10.3 Determinacdo da presenca de substancias reativas ao acido tiobarbitarico
(TBARS)

A peroxidacéo lipidica foi determinada atraves do ensaio de substancias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS) utilizando o meétodo descrito por (BUEGE; AUST, 1978). A
determinacdo da concentracdo de TBARS se baseia na capacidade do acido tiobarbiturico
(ATB) em se ligar a lipidios oxidados. Resumidamente, 200 puL do tecido cardiaco foram
homogeneizados com 1 mL de tampédopor 10 minutos a 4° C. O sobrenadante foi retirado e
usado como amostra bioldgica. 500 pL do sobrenadante do homogeneizado foram misturados
com é&cido tricloroacético (ATC) (28% p/v em HCL 0,25N) e ATB (1% em 4&cido) e
colocados em banho de gelo. O precipitado foi removido por centrifugacdo a 13000 rpm por
10 minutos a 4°C, e a absorbéncia do sobrenadante foi determinada a 535 nm. A concentragéo
de TBARS foi determinada utilizando o coeficiente de extingdo molar (e= 1,56 x 105L x mol-
1 x cm-1), seguindo a lei de Lambert Beer. Os resultados foram expressos em U/ml/mg
proteina (SOARES; CAMPOS; PENA; BANDEIRA et al., 2016).
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6. RESULTADOS

6.1 Taxa de Sobrevida

Na quantificacdo da sobrevida, os animais infectados com formas TM do T. cruzi,
no meio Acai foi registrada uma taxa sobrevida de 98%, enquanto nos animais infectados
com formas TM do T. cruzi no meio RPMI foi registrada uma taxa de 83% sobrevida.
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Figura 2: Taxa de sobrevivéncia de camundongos Balb/c infectados com formas
tripomastigotas metaciclicas da cepa Y do T. cruzi nos meios AGai (se=) OU RPMI (s )
. Cada curva representa a média de 24 animais de cada grupo infectado observados ao
longo da fase aguda da infec¢éo.

6.2 Parasitemia

Na Figura 3 e Tabela 1 observam-se as médias das curvas de parasitemia e dados
obtidos das mesmas referentes aos animais pertencentes aos grupos Acai e RPMI. No
grupo Acai constatou-se periodo pré-patente de 11 dias, patente de 28 dias e pico maximo
de parasitemia no 16° DAI (11.475,00 tripomastigotas / 0,1 mL de sangue). J& no grupo

RPMI o periodo pré-patente foi menor (4 dias), com periodo patente de apenas 26 dias e
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o dia do pico méaximo de parasitemia, no 12° DAI DPI (13.108,70 tripomastigotas/0,1 mL

de sangue).
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Figura 3: Parasitemia de camundongos Balb/c infectados com formas tripomastigotas
metaciclicas da cepa Y do T. cruzi nos meios ACaisf ) Ou RPMI 4=). Cada curva
representa a média de 24 animais de cada grupo infectado durante 42 dias ap0s a infeccao.

Tabela 1: Valores parasitémicos referentes aos animais infectados com formas

tripomastigotas ou metaciclicas da cepa Y do T. cruzi nos meios RPMI ou Acai

Grupos PPP (dia) PP (dia) PMP DMPP
Acai 1 28 11.475,00 16
RPMI 4 26 13.108,70 12

PP: periodo pré-patente; PP: periodo patente; PMP: valor de tripomastigotas no pico
maximo de parasitemia (tripomastigotas / 0.1 mL de sangue; DMPP: dia do pico
maximo de parasitemia;
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6.3 Parasitismo

Na quantificacdo do parasitismo no tecido cardiaco, foi observado maior
parasitismo tecidual nos animais infectados com o meio Acai em relacdo ao meio RPMI
no 7° DAI. Além disso, o parasitismo tecidual no grupo de animais infectados com o
meio acai no 7° DAI foi maior que o dos animais infectados com 0 mesmo meio no 5°
DAL.

Por outro lado, a quantificacdo da carga parasitaria no coragdo foi significantemente
maior no grupo de animais infectados com o meio RPMI no 14° DAI em comparagdo com
0 grupo de animais infectados com o meio Acai nesse mesmo tempo de avaliacdo. Além
disso, a carga parasitaria no grupo RPMI foi maior no 142 DAI em relacéo aos dias 5 e 7

neste mesmo grupo.
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Figura 4: NUmero de parasitos no coracdo de camundongos BALB/c infectados por
formas metaciclicas da cepa Y do T. cruzi em Acai ou RPMI e eutanasiados ao longo das
fases aguda (5, 7 e 14 DAI).

6.4 Processo inflamatério

O impacto da infeccdo pelas formas infectivas tripomastigotas metaciclicas do
Trypanosoma cruzi nos diferentes meios foi verificado sobre as alteracdes
histopatoldgicas no cora¢do no inicio da fase aguda da doenca de Chagas e o resultado da

analise quantitativa do processo inflamatdrio na camada muscular estdo apresentados nas



18

Figuras 5. A analise morfométrica do coracdo mostrou a auséncia de processo
inflamat6rio em ambos os grupos infectados ao longo do periodo avaliado. No entanto,
foram observados ninhos de amastigotas no grupo de animais infectados com formas TM
da cepa Y do T. cruzi no meio RPMI e eutanasiados no 14° DAL.
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Figura 5: andlise do processo inflamatdrio do coracdo de camundongos Balb/c néo-
infectados, infectados com as formas TM da cepa Y do T. cruzi em meio Ac¢ai ou RPMI.
A linha tracejada representa 0 nimero médio de nucleos celulares quantificados em
cortes histologicos de animais ndo infectados (n=12). Os valores foram expressos como
média £ erro padrdo de cinco camundongos por grupo em cada tempo.
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FIGURA 6: Fotomicrografias de cortes histologicos do tecido cardiaco de camundongos
Balb/c apds a infeccdo com formas tripomastigotas metaciclicas do Trypanosoma cruzi
nos meios Acai ou RPMI. Aspecto histolégico muscular normal em animais nao-
infectados (Controle) e em animais infectados de ambos 0s grupos. A seta preta indica a
presenca de ninho de amastigotas no coracao de animais infectados em meio RPMI no
14° DAL.

6.5 Estresse Oxidativo

O resultado da analise do estresse oxidativo e da atividade antioxidante no coragéo
mostrou uma reducdo significativa da atividade de superéxido dismutase em
comparagdo com o grupo controle no grupo RPMI no 7° DAI e em ambos 0S grupos
infectados e no 14° DAI. Por outro lado, foi observado um aumento significativo da
atividade da enzima antioxidante catalase no grupo RPMI nos dias 7 e 14 apds infeccdo
e no grupo Acai no 14° DAL
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A avaliag8o da atividade das substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico néo

resultou em diferengas significativas.
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Figura 7: Quantificacdo do estresse oxidativo tecidual no coracdo de camundongos
BALB/C infectados por via oral com as formas TM da cepa Y do T. cruzi em meio RPMI
ou Acai aos dias 5°,7° e 14° ap0s infecgdo.
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7 DISCUSSAO

Esse trabalho proporcionou um melhor entendimento da influéncia do meio no qual o
parasito é inserido no hospedeiro vertebrado na infeccéo oral com formas tripomastigotas
metaciclicas da cepa Y do T. cruzi. No que diz respeito a taxa de sobrevida, foi observado
que os animais infectados pelas formas TM no meio acai tiveram uma taxa de sobrevida
maior do que aqueles infectados pelo meio RPMI. No grupo Acai a taxa de sobrevida foi
de 98%, ja no grupo RPMI foi de 83%. Os dados encontrados no grupo RPMI condizem
com aqueles observados nos surtos orais, onde a taxa de mortalidade dos pacientes varia
entre 8-35%, superando a taxa observada na infeccdo classica vetorial (5-
10%).(CHATELAIN,2017; BERN,2015)

Além disso, apesar de nesse trabalho a infeccdo nos diferentes meios apresentarem niveis
parasitémicos semelhantes, animais infectados com formas TM no meio agai
apresentaram periodo pre-patente mais longo. No entanto, nesses animais o periodo
patente foi maior, com niveis parasitémicos mais baixos do que os animais infectados
com formas TM no meio RPMI. Em um estudo conduzido por Silva-dos-Santos e
colaboradores (2017), camundongos Balb/C infectados pela via oral com formas TM da
cepa Dm28c-luc, apresentaram curva de parasitemia semelhante ao que foi observado
no grupo RPMI. Apesar da cepa do T. cruzi utilizada ser diferente, pode-se especular
que a influéncia da fonte do in6culo na interacdo inicial parasito/célula hospedeira e
consequentemente, no curso da infec¢do ocorre de forma distinta, sendo dependente do

meio de inéculo.

No que diz respeito do parasitismo tecidual, nesse estudo foi observado a presenca de
parasitos no tecido cardiaco nos animais infectados em ambos o0s grupos ao longo de
todo o periodo de avaliagdo. No 7° DAI o grupo de animais infectados com Acai
apresentou um aumento da carga parasitaria em relacdo aos animais infectados também
com Acai no 5% DAL, além de um aumento da carga em relacdo aos animais infectados
em meio RPMI no mesmo dia. No 14° é possivel observar uma inversdo desse resultado,
sendo que o grupo de animais infectados em meio RPMI apresentou um parasitismo
tecidual elevado em relagcdo ao grupo Acai. Somando-se a isso, na analise longitudinal
do grupo RPMI, mostrou um aumento da carga parasitaria no coragdo dos animais

infectados em relacdo aos dias 5 e 7. Esse achado observado no grupo Agai corrobora
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com o estudo de Santo-Albuquerque e colaboradores (2017) no qual foram observados,
a presenca de parasitismo no 7° DAI no tecido cardiaco de camundongos Balb/C
infectados pela via oral com a cepa Dm28c (DTU-Tcl) geneticamente modificado e a
cepa Tulahue’n (DTU-TcVI).

Nesse estudo a via oral foi o sitio de entrada do parasito, e mesmo ndo sendo observado
processo inflamat6rio em ambos os grupos infectados ao longo dos dias de analise, foi
possivel perceber a presenca de ninhos de amastigotas nos animais infectados e
eutanasiados no 14° DAI do grupo RPMI. Emum estudo que avaliou, experimentalmente,
a infeccdo pela via oral da cepa SC2005 do T. cruzi obtida de um paciente da Santa
Catarina, Brazil, Domingues e colaboradores (2015) observaram ninhos de amastigotas e
intenso infiltrado inflamatorio no coragdo de camundongos swiss 26 DAI. Apesar do fato
de que foi observado ninhos amastigotas no 14° DAI no presente estudo, o achado do
Domingues e colaboradores difere da analise do processo inflamatorio feita no presente
estudo ja que ndo foi observado processo inflamatério entre os grupos de animais

infectados no presente estudo.

No que diz respeito a avaliagdo do estresse oxidativo no coracdo, ndo foi observado
diferenca significativa de TBARS (0 Unico pardmetro para quantificacdo de estresse
oxidativo nesse estudo) entre os animais infectados e 0s animais pertencentes ao grupo

controle.

E sabido que o T. Cruzi possui um mecanismo de escape da resposta imune,ou seja, apos
a fagocitose do T. cruzi, a NADPH oxidase associada a membrana do macréfago é
ativada, produzindo o radical superoxido Oz — que pode ser convertido em H20. dentro
do lumen do fagolisossomo. Macrdfagos estimulados com citocinas pro-inflamatorias
(IFN-y e TNF) induzem a expressdo da oxido nitrico sintase (iNOS), gerando 6xido
nitrico (NO) no citoplasma a partir da oxidacdo da I-arginina. O NO entdo se difunde no
vacuolo do fagolisossoma e reage com 0 Oz — para formar peroxinitrito (ONOO-), um
potente oxidante. Radicais livres secundarios, como carbonato CO3z —, didxido de
nitrogénio (NO-) e radicais hidroxila (OH), sdo produzidos a partir do ONOO-. Essas
espécies reativas de oxigénio (ROS) podem causar varios danos celulares e morte do
parasita dentro do fagolisossoma. Para sobreviver nesse ambiente altamente oxidativo, o
parasito possui uma complexa rede de enzimas antioxidantes, como peroxidases (TCAPX,
TcCPX e TcMPX),Catalases e superdxido dismutases (SOD), que atuam na detoxificacdo

de ROS, e estdo distribuidas em diversos compartimentos celulares (Cardoso et al., 2016).
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Baseando nisso, podemos hipotetizar que o aumento da catalase induzido pelos parasitos
no tecido cardiaco que foi observado nesse estudo provavelmente é um mecanismos de
defesa do parasito para se proteger dos efeitos danosos das espécies reativas de oxigénio.
Anulacdo dos efeitos das ROS pelas catalases provavelmente resultou na anulacdo dos
seus efeitos danosos e proinflamatérios, por isso a auséncia de inflamacdo no tecido

cardaico.

Diante do exposto, é importante salientar que mesmo havendo comprovacdo cientifica(
Moura et al.,2015) dos afeitos antioxidantes do acai, nesse trabalho o meio no qual o
parasito é inserido no hospedeito vertebrado, ndo é capaz de interferir no curso da
infeccdo, uma vez que em ambos 0s grupos infectados, a infeccédo oral pelo T. cruzi ndo
foi capaz de gerar processo inflamatério cardiaco, ainda que tenha sido detectado
parasitismo tecidual nesse orgdo. Além dissso, foi observado aumento da atividade da
enzima catalase tanto no grupo de animais infectado com TM do T. cruzi no meio

RPMI, quanto no grupo Acai.
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8 CONCLUSAO

Ao final desse estudo foi possivel concluir que a infec¢do oral pelo Trypanosoma
cruzi em diferentes meios, RPMI e Acai, foi responsavel pelo parasitismo cardiaco
em ambos 0s grupos infectados. No entanto a presenca dos parasitos no coragao ndo
foi capaz de desencadear processo inflamatério ao longo do periodo de avaliacéo,
ainda que tenha sido observado presenca de ninhos de amastigotas em camundongos
infectados no meio RPMI. Esse fato esta associado, possivelmente, ao aumento da
atividade da enzina antioxidante catalase no tecido cardiaco, como um mecanismo de
protecdo do T. cruzi as espeécies reativas produzidas por macrofagos na tentativa de

eliminagéo do parasito.
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