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1. Resumo

Embora a doenca de Chagas seja amplamente estudada, ainda ndo se conhece
todos os interferentes que modulam a relagdo parasitaria Trypanosoma cruzi- vetor-
hospedeiro vertebrado. Sabe-se que as aves séo refratarias ao T. cruzi, ou seja, 0
parasito ndo consegue estabelecer parasitismo nas mesmas, enquanto que nos
camundongos a infeccdo ocorre. Essa refratariedade representa um exemplo de
resisténcia natural do hospedeiro a uma infeccdo parasitaria. Originalmente,
acreditava-se que isso ocorria devido a presenca de um anticorpo natural contra o T.
cruzi no sangue das aves, porém estudos atuais atribuem tal atividade ao sistema
complemento presente no sangue das mesmas. Pretendeu-se avaliar neste projeto
se a referida caracteristica peculiar do sangue das aves interfere no processo e no
nivel de infeccdo dos triatomineos, em especial de Rhodnius neglectus, espécie de
comprovada importancia epidemiolégica. Para tanto, utilizou-se a cepa Y de T. cruzi
e ninfas de 4° estadio de R. neglectus. Avaliou-se também a capacidade litica do
soro de galinha em formas epimastigotas e tripomastigotas em meio de cultura LIT,
utilizando a cepa Y. Referente a influéncia de diferentes fontes alimentares na
infeccdo de R. neglectus por T. cruzi, observou-se um decréscimo no numero de
exemplares infectados ap6s alimentacdo em patos , apresentando indice de
Infeccao médio de 19,74%. Por outro lado, exemplares infectados apos alimentacéo
em camundongos ndo apresentaram diferenca significante na parasitemia total. Os
testes in vitro demonstraram que a adicdo de soro de galinha em meio de cultura
LIT, com formas epimastigotas e tripomastigotas, foi capaz de diminuir notoriamente
a contagem de parasitos moveis até a contagem zero, uma hora apés a adicdo. O
conjunto desses resultados sugere que a refratariedade das aves ao T. cruzi
influencia a infeccdo de R. neglectus pelo flagelado e foi demonstrada, in vitro, pela

acdo litica em formas epimastigotas e tripomastigotas em meio de cultura LIT.

Palavras chaves: T. cruzi, R. neglectus, refratariedade das aves, infecgéo.
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4. Introducéo

A doenca de Chagas € uma antropozoonose endémica, sistémica e cronica
que tem como agente etiol6gico o protozodrio hemoflagelado Trypanosoma cruzi. A
transmissdo € principalmente vetorial, pelas fezes de insetos hematéfagos da
subfamilia Triatominae contaminados com formas infectantes do protozoario
(Chagas, 1909). Carlos Justiniano Ribeiro das Chagas, em 1909, foi o responsavel
por descrever tanto o ciclo de transmissdo (vetores, hospedeiros, parasito) e as

manifesta¢des clinicas agudas do primeiro caso humano, em Lassance- MG.

Atualmente cerca de sete a oito milhdes de pessoas sdo acometidas pela
doenca de Chagas na América Latina (WHO). Do ponto de vista epidemiolégico e
politico é considerada um grande problema de saude publica, sendo uma patologia
endémica em 21 paises da América Latina (Pan American Health Organization,

2006), nos quais aproximadamente 25 milhdes vivem em situacao de risco.

Os casos de doenca de Chagas humana no Brasil sdo encontrados
principalmente nos Estados do Rio Grande do Sul, parte de Santa Catarina e regiao
noroeste do Parand Minas Gerais (exceto o sul de Minas), Sdo Paulo, Goias e
Estados do Nordeste. Sdo evidenciadas duas areas, distintas geograficamente, onde
0s padrdes de transmissdo de doenca de Chagas sdo diferenciados: a) regides
originalmente de risco para a transmisséao vetorial, das quais fazem parte os estados
de AL, BA, CE, DF, GO, MA, MG, MS, MT, PB, PE, PI, PR, RN, RS, SE, SP, TO; b)
Amazobnica Legal, com mecanismos excepcionais de transmissao (vetorial domiciliar
sem colonizacgéo, vetorial extradomiciliar, oral) compreendida pelos estados do AC,
AM, AP, RO, RR, PA, TO, e parte do MA e do MT (Consenso brasileiro em doenca

de Chagas).



A expanséao da doenca de Chagas humana € produto da ocupacao erratica e
colonizacdo ndo ordenada da América Latina. Essa teoria € baseada em trés
elementos principais: profundas acdes sobre o meio natural, como queimadas e
desmatamentos extensivos promovendo a abertura dos espacos naturais e
carreando para ecoétopos artificiais reservatorios e vetores silvestres da
tripanossomiase americana; existéncia de ranchos e outras vivendas de ma
qualidade propiciando adaptacdo dos vetores ao processo de domiciliacao;
migracfes e grandes deslocamentos populacionais, carreadores da prépria infec¢ao

e de vetores com alta capacidade de domiciliacédo (Forattini, 1980; Dias, 1988).

A doenca de Chagas originalmente era confinada as areas pobres da América
Latina, no entanto uma mudanca nesse cenario € observada. Atualmente essa
nosologia ndo € mais restrita, sendo observados casos em paises desenvolvidos
como Estados Unidos, Austrdlia, Canada, Japao, paises da Europa (Figura 1). Essa
expansao € resultado da emigracdo de pessoas de areas endémicas, da falta de

triagem nos bancos sanguineos e transmissao congénita (WHO,2007 ; Schmunis,;

2000; Rassi et al., 2010).
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Figura 1. Nidmero estimado de emigrantes infectados com Trypanosoma cruzi vivendo em areas
n&do endémicas (Rassi et al., 2010).
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Em 1991 foi criada a Iniciativa Cone Sul assinada pelo Brasil, Bolivia, Chile,
Argentina, Paraguai e Uruguai, cujo principal objetivo foi o combate ao vetor
Triatoma infestans e a reducdo de transmissdo por transfusdo sanguinea. O
resultado foi a reducdo da area de distribuicdo de T. infestans, o declinio das taxas
de infeccdo de criancas nascidas desde o inicio do programa, e a interrupcédo da
transmissdo vetorial e transfusional em sete estados brasileiros, Uruguai e Chile
(Dias et al., 2000)

O Brasil recebeu no dia 9 de junho de 2006 uma certificacdo da Organizacao
Pan- Americana da Saude pela virtual eliminacdo, no Pais, da transmissdo da
doenca de Chagas pelo principal vetor regional, o T. infestans. A certificacdo foi
produto do trabalho tenaz de dezenas de cientistas e de milhares de anénimos
guardas sanitarios, uma saga iniciada em Minas por Emmanuel Dias, na década de

1940.

4.1 Os vetores da Doenca de Chagas

A subfamilia Triatominae, familia Reduviidae, caracterizada por insetos
hemato6fagos, € composta por aproximadamente 146 espécies (Galvao et al., 2003;
Forero et al., 2004; Costa et al., 2006; Schofield e Galvdo, 2009; Frias-Lassare,
2010, Rosa et al. 2012). Duas tribos apresentam 0s géneros mais importantes
epidemiologicamente: Rhodniini (géneros Rhodnius e Psammolestes) e Triatomini
(género Triatoma, Panstrongylus, Eratyrus, Dipetalogaster, Hermanlentia, Meccus,
Mepraia e Paratriatoma) As espécies mais importantes de vetores da doenca de
Chagas séao: Triatoma infestans, Triatoma dimidiata, Triatoma brasilisienis, Triatoma

maculata, Triatoma sordida, Rhodnius prolixus, Rhodnius neglectus, Rhodnius
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pallescens e Panstrongylus megistus (Lent e Wygozinsky, 1979; Cruz e Lopéz,

2001).

No Brasil sdo encontradas aproximadamente 62 espécies de triatomineos

sendo esse numero sujeito a alteracdes (Gurgel et al, 2012).
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Figura 2. Ocorréncia relativa de 16 espécies de
triatomineos em todos os biomas brasileiros, calculado
com base em proporcBes de ocorréncias conhecidas
correspondentes a cada area. (GURGEL et al., 2012)

4.1.1 Rhodnius neglectus

Rhodnius neglectus habita varias espécies de palmeiras, como babacu
(Orbignya maritima), macaubeira (Acrocomia macrocarpa), buriti (Mauritia vinifera
Martius) e aricuri (Scheelea phalerata Burret). Pode ser também encontrado em
galinheiros, ninhos de passaros, em alguns mamiferos e habitando casas, possuindo
um papel importante na transmissao enzootica de T. cruzi e T. rangeli. Trata-se de
uma espécie caracteristica do cerrado no Brasil central, concentrada principalmente
nos Estados de Goias, Minas Gerais, Sdo Paulo e Mato Grosso, como descrito por

Lent e Wygodzinsk em 1979 (Figura 3).
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Em geral, seu comprimento varia de 17,5 - 19mm nos machos e 18,5 -
20,5mm em fémeas com coloracdo marrom clara. Além disso, apresenta manchas
marrom escura na cabeca, escutelo, pronoto, conexivo e corio e regides amareladas

na parte ventral do abdémen, no conexivo, coxa e trocanter.

Figura 3. Modelo de nicho eéolégico projetado
como potencial de distribuicdo para R. neglectus
no Brasil (Gurgel et al, 2012).

4.2 Trypanosoma cruzi
O agente etiolégico da doenca de Chagas é um protozoario flagelado
pertencente a ordem Kinetoplastida e a familia Trypanosomatidae A diversidade
patogénica, imunoldgica e morfoldgica inerentes ao T. cruzi, depende do hospedeiro
e outros fatores ainda indeterminados, como variacdo regional e individual da
doenca humana em infec¢des naturais e experimentais (Coura e Dias, 2009).

T. cruzi apresenta um ciclo de vida bastante complexo, que inclui diferentes
formas no vetor e no hospedeiro vertebrado. As formas epimastigotas e
tripomastigotas metaciclicas sédo encontradas no vetor, enquanto as formas
tripomastigotas sanguineas e amastigotas intracelulares no vertebrado (Dias, 1934).

A forma tripomastigota é alongada, com cinetoplasto posterior ao nucleo, flagelo que
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se estende por toda célula e torna-se livre na porcéo anterior, sendo ela a forma
infectante. A forma epimastigota € alongada com cinetoplasto localizado na regido
anterior do nucleo com flagelo aderido a parte do corpo do parasita, tornando-se
livre na regido anterior (Figura 4). Por dltimo, amastigota é caracterizada por ser
ovalada e possuir cinetoplasto em forma de barra ou bastdo na regido anterior ao
nacleo e flagelo curto que néo se exterioriza a (Bellini et al., 2011; Lana e Tafuri,

2000).

7
e

d

A B

Figura 4. Trypanosoma cruzi isolado de
fezes de R. montenegrensis (Rosa et al.;
2012). A, forma epimastigota; B, forma
tripomastigota. Foto tirada por Maria Clara
S. Marin.

Em 1999, duas linhagens principais foram descritas, T. cruzi |, que predomina
no ciclo de transmisséao silvestre, parece ser menos resistente a farmacos utilizados
no tratamento; T cruzi I, que predomina no ambiente doméstico em todos os paises
da América Latina, com sugestiva resisténcia a farmacos tripanossomicidas e que,
especialmente no Brasil e Argentina, esta relacionado ao dano tecidual (Di Noia et
al., 2002; Freitas et al., 2005). A linhagem Il é ainda subdividida em cinco outras: lla,
lIb, lic, 11d, e lle (Brisse et al., 2000). Em 2006, Freitas et al. reportaram uma terceira

linhagem, denominada 1.
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Em 2009, Zingales e colaboradores fizeram uma revisdo da nomenclatura e T.
cruzi foi classificado como pertencente a seis grupos independentes, referidos como
DTU (Discrete Typing Unit — Tcl a TcVI).

A diversidade patogénica, imunolégica e morfoldgica inerentes ao T. cruzi,
depende do hospedeiro e outros fatores ainda indeterminados, como variacao
regional e individual da doenca humana em infeccfes naturais e experimentais
(Coura e Dias, 2009).

Aves e alguns animais poiquilotérmicos representam exemplos tipicos de
resisténcia natural ao T. cruzi (Bruni, 1926; Dios, Werngrenand Perez, 1929; Dias,
1933). Formas sanguineas de T. cruzi obtidas de camundongos infectados foram
relatados por serem rapidamente lisadas por soro fresco de galinha, ras e sapos,
mas ndo camundongo, humano ou porcos-guiné (Rubio 1956; Budzko, 1975).

Essa resisténcia natural foi interpretada originalmente pela presenca de
anticorpos naturais aos protozoarios presentes especialmente no sangue das aves,
porém Kierzszenbaum et al.(1976) revelaram que soro de galinhas
agamaglobulinicas foi igualmente capaz de lisar formas tripomastigotas, sugerindo

que talvez essa capacidade esteja relacionada ao sistema complemento.

4.3 Ciclo bioldgico e interacdes parasito-célula hospedeira.

O ciclo biolégico de T. cruzi é caracterizado por ser heteroxeno sendo necessario
um hospedeiro invertebrado (triatomineo) e outro vertebrado (mamifero). O ciclo no
hospedeiro invertebrado foi descrito em detalhes por Dias (1934), mostrando a
transformacdo dos tripomastigotas sanguineos em  epimastigotas e
subsequentemente em tripomastigotas metaciclicos, a forma infectante do parasita

eliminada junto as fezes e urina.
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Durante o repasto sanguineo as formas tripomastigotas, presentes no sangue
do hospedeiro vertebrado, séo ingeridas pelo inseto. Depois de alguns dias no
intestino do triatomineo, a maioria dos tripomastigotas sanguineos assumem a forma
epimastigotas e em alguns esferomastigotas, que posteriormente se tornam
epimastigotas. Os epimastigotas replicam-se ao longo do comprimento total do trato
digestivo e nos tubos de Malpighi, migrando para o intestino posterior atingindo o
reto, transformando-se em tripomastigotas metaciclicas, as quais sao eliminadas nas
fezes e urina do vetor (Tyler e Engman, 2001). Essa forma é capaz de infectar e
replicar em uma ampla variedade de células do hospedeiro vertebrado usando

componentes de sua superficie e da superficie celular do hospedeiro (Burleigh e

Woolsey, 2002; Yoshida, 2006).

A transmissédo de T. cruzi ao homem ocorre quando as fezes do parasito,
contaminados com a forma infectante, durante o repasto sanguineo, entram em
contato com mucosas ou fissuras na pele do hospedeiro. Subsequentemente,
diferenciam-se em amastigotas e se multiplicam no citoplasma da célula. Essas
formas amastigotas, depois de certo periodo, assumem a forma tripomastigota que
rompe a célula, podendo penetrar em células adjacentes ou propagam-se na
circulacdo sanguinea e infectam tecidos distantes. As células musculares, incluindo
as do coracéo, sao as mais fortemente infectadas.

A doenca de Chagas € dividida em fase aguda e cronica. Durante a fase
aguda os sintomas podem incluir febre, inflamag&o no local de inoculagéo, edema
unilateral de palpebra (sinal de Romafia), inchaco de linfonodos e esplenomegalia.
Essa fase desaparece espontaneamente em dois a quatro meses, e 0 paciente, se
nao tratado, permanece infectado entrando na fase cronica. Cerca de 60% dos

pacientes nunca apresentam sintomas, enquanto os outros 40% desenvolvem 20 a
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30 anos apds a fase aguda cardiomiopatia, arritmias, megasindromes e, mais

raramente, polineuropatias (Pérez-Molina et al.,2012).

Trypomastigotes transform into
epimastigotes, and epimastigotes
replicate by binary fission (midgut)

Epimastigotes migrate to the
' hindgut and rectum, and differentiate

Foregut "‘ into metacyclic lrypmr!astigotes that
! are released by defecation

Infective metacyclic trypomastigotes
released onto skin of a mammalian
host in faeces

— .
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Figura 5. Transmissao vetorial e ciclo de vida de T. cruzi. (Adaptado de Rassi Jr et al.,
2010
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5. Objetivos

Estudar a infeccdo de exemplares de R. neglectus por T. cruzi quando
alimentados por camundongos (Mus musculus), linhagem Swiss, e patos (Cairina
moschata), ambos utilizados na rotina de manutencdo das coldnias do Insetario de
Triatominae da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara (FCFAr).

Avaliar a capacidade in vitro do soro coletado de galinha (Gallus gallus

domesticus ) em lisar formas tripomastigotas e epimastigotas de T. cruzi (cepa Y).



18

6. Materiais e Métodos

6.1 Experimento I. Avaliacdo da infec¢do de R. neglectus por T. cruzi apos
alimentacdo em camundongos (Mus musculus) linhagem Swiss e patos (Cairina

moschata).

6.1.1 CepaY de T. cruzi

A cepa Y foi isolada de um caso humano de doenca de Chagas por meio de
xenodiagndstico e caracterizada por Silva e Nussenzweig, 1953. Essa cepa possui
elevado percentual de mortalidade e periodo pré-patente de um a oito dias,
dependendo do numero de parasitos inoculados. A cepa é classificada como do Tipo
I, por se multiplicar muito rapido, predominancia de formas finas e macréfago

tropismo na fase final de infec¢éo, altos e curtos picos de parasitemia e mortalidade.

6.1.2 Animais

Foram utilizados para a infeccdo dos triatomineos camundongos Swiss,
machos, infectados com a cepa Y. Os animais infectados passavam por repiques

periodicos de forma a manter a cepa.

Para a alimentacdo foram utilizados camundongos Swiss, machos, adultos.

A alimentacdo em patos foi realizada no Insetario de Triatominae da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara/UNESP utilizando-se animais
que fazem parte do patario.

6.1.3 Triatomineos
Os exemplares de triatomineos utilizados foram obtidos de colbnias de
triatomineos mantidas no Insetario de Triatominae da Faculdade de Ciéncias de

Araraguara — UNESP. As colbnias sdo mantidas em cubas de vidro fechadas, com
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divisérias internas rigidas, identificadas com numero e CTA (Colénia de
Triatomineos de Araraquara — CTA n°. Periodicamente, de acordo com a
necessidade bioldgica da colbnia, sdo alimentadas com Rattus novergicus (ratos),
Mus musculus (camundongos) ou Cairina moschata (patos). Para este trabalho
foram utilizadas as colénias CTA 055 e CTA 056 provenientes de Frutal, Minas

Gerais, e estabelecidas no insetario desde 23/05/1983.

a) Infeccao dos triatomineos

Para infeccdo dos triatomineos, optou-se por utilizar 30 ninfas de 4° estadio
por grupo, que haviam sido alimentadas, de preferéncia, 30 dias antes e que
estavam visivelmente magras.

Os camundongos infectados com a cepa Y foram examinados de 10-15 dias
apos o ultimo repique de forma a verificar se 0sS mesmos se encontravam no pico
parasitémico. Foi realizado um pequeno corte na cauda do animal e
aproximadamente uma aliquota de 5 pL de sangue foi inserida em uma lamina de 25
X 75mm e recoberta por uma laminula de 22 x 22 mm sendo examinada em
microscopio Carl ZeissJena, Jenamed com objetiva de 40X e ocular de 10X. Dois
camundongos foram selecionados de acordo com o resultado da contagem em 100
campos, 20 campos em cada um dos cantos e um central. Todos os utensilios
utilizados eram flambados e apds o0 uso a bancada passava por assepsia com alcool
70%.

As ninfas selecionadas foram colocadas em contato com os dois
camundongos anteriormente examinados, separadamente em bolsas para

alimentacdo. A cuba era devidamente fechada, colocada em ambiente escuro onde
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permanecia por 30 minutos ou até as ninfas se apresentarem visivelmente
ingurgitadas.

Para confirmar se houve a infeccdo e garantir a exequibilidade do
experimento os exemplares de R. neglectus, trés semanas apo0s a infeccao,
passavam por compressdo abdominal, de forma a eliminar suas fezes em um vidro
de relégio. Essas fezes foram colocadas /em uma solucéo fisioldgica 0,9% (salina) e
examinadas ao microscopio para confirmacdo da infecgdo. Durante esse processo
foi necessario muita destreza, visto que os exemplares ndo poderiam morrer, e
ainda, muita atencado para identificar a presenca do parasito nas fezes.

As ninfas que apresentavam resultados positivos no material biolégico foram
isoladas, enquanto que aquelas que tiveram resultados negativos, inconclusivos ou

gue nédo defecaram foram descartadas.

b) Alimentacdo apés infeccao

Foram estabelecidos dois grupos de R. neglectus, denominados A e B, de
acordo com a fonte alimentar a que seriam infectados posteriormente a infec¢do. Os
exemplares de R. neglectus do grupo A eram alimentados, apdés infeccdo, em patos
e os exemplares infectados do grupo B alimentados em camundongos. Os grupos
foram submetidos ao experimento em triplicata, subdividindo- os em Grupo Al, All,
Alll, BI, BII,BIII, para dar maior relevancia aos resultados obtidos.

No insetario de Triatomineo da FCFAr mantem-se também um patéario do qual
era capturado um animal para alimentacdo do grupo A. O animal foi colocado sobre
um balcdo, amarrado, e a colbnia era colocada em baixo do mesmo para

alimentagao.
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Para alimentacdo em camundongos, Grupo B, foram utilizados dois animais,
aprisionados em uma bolsa e colocados em contato com as ninfas. A cuba era
fechada e posta em ambiente escuro por aproximadamente 30 minutos, ou por

tempo suficiente para que ficassem ingurgitadas.

c) Leiturafinal ap6s alimentacao

Apés duas semanas as ninfas, ja alimentadas, foram examinadas no
microscopio. Por meio de compressado abdominal, suas fezes eram coletadas em um
vidro de relégio com algumas gotas de solucdo salina 0,9% e seguiam para
visualizacdo no microscopio. Os grupos A e B foram examinados separadamente e
apos leitura de um grupo todos os instrumentos utilizados eram embebidos em

alcool 70% para ndo haver contaminacao.

6.2 Experimento Il. Avalicdo da atividade litica de soro de galinha em

formas epimastigotas e tripomastigotas de T. cruzi em meio LIT.

6.2.1 Animais

a) Camundongos: foram utilizados, para a obtencdo de formas
tripomastigotas, camundongos da linhagem Swiss, machos, infectados com a cepa
Y, mantidos no Biotério do Laboratério de Parasitologia da FCFAr.

b) Galinha: utilizou-se uma galinha adulta, aparentemente sadia. A ave
foi colocada em decubito lateral para que a coleta pudesse ser feita pela veia ulnar
(veia da asa) por meio de uma seringa de 5mL por punc¢éo venosa. O volume foi
transferido para um tubo de ensaio de 10mL, autoclavado, seco e sem

anticoagulante. Para a obtencdo do soro o tubo de ensaio foi mantido em completo
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repouso até separacdo. O soro foi coletado por uma pipeta Pasteur e armazenado
em um tubo de ensaio para realizacdo do experimento e mantido em refrigeracao

apos o primeiro uso.

6.2.2 Meio de cultura
Para obtencdo das formas epimastigotas, foi utilizado o meio de cultura LIT

(Liver InfusionTryptose), proposto por Camargo (1964) com a seguinte formulagao:

N =0 Y B @ S —— 8,0g
NAC ----mmmm e 409

K Gl = 049
GlUCOSE ---m-mmmm oo 209
TryptoSe -----=-==-=-eoemommmmeom oo eeeee -5009
Caldo de infuso de figado ---------------------n-mmemmmenue 5009
Hermina --- 25mg/20mLTrisBase ----- 0,1N
Soro fetal bovino----------=-=-=-=-=-msmem o 100mL
Agua Milli Q -----=---=m-=m—-- q.s.p -- 1000mL

6.2.3 Parasitos

a) Epimastigotas:

As formas epimastigotas foram obtidas de cepa Y estabelecida em meio LIT
mantidas em uma estufa incubadora para B.O.D modelo 347F/FANEM a 25°C.
Inicialmente, foi realizada a contagem dos parasitos em Camara de Neubauer , nos
quatro quadrantes.Com base na quantidade de parasitos contados inicialmente,

calculou-se a concentracdo de parasitos por unidade de volume da mostra liquida
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inicial. Desta forma, fez-se necessario aliquotar 4,6mL de cepa Y, para garantir a

concentracéo padronizada de 2.10° parasitos.

b) Tripomastigotas

Os tripomastigotas sanguineos foram obtidos de sangue colhido durante a fase
aguda da infeccdo, por puncdo cardiaca, de animais previamente infectados
mantidos no biotério do Laboratorio de Parasitologia.

As contagens das formas tripomastigotas foram realizadas de acordo com o
meétodo de Brener (1965) com correcdo dos intercampos. Colheu-se 5uL do sangue
de 3 animais infectados com a cepa Y, por meio de corte da cauda e depositou-se
em uma lamina de vidro, recobrindo-a com uma laminula. Examinou-se a
preparacdo em microscopio Otico, com objetiva de 40X e ocular de 10X, na
proporcaol, contando-se 100 campos microscopicos. Considerando que a superficie
da laminula utilizada com a correcdo dos intercampos corresponde, no aumento
empregado, a cerca de 1550 campos microscépicos, basta multiplicar o nimero de
parasitos encontrados no exame de 100 campos pelo fator 15,55 e obtém-se o
numero de formas contidas em 5yL.

Optou-se escolher aquele camundongo que apresentasse o maior nimero de
formas em 5uL, que foi submetido a puncdo cardiaca, para coleta do sangue.
Sabendo das limitacbes de se usar um animal, o volume de sangue obtido por
puncdo em média € de 1-2mL, padronizou-se que o volume utilizado de sangue
seria 0,1mL.

Outro fator limitante: quanto maior o volume de sangue utilizado, mais concentrado
ficaria 0 meio e, portanto mais dificil a visualizacdo dos parasitos em microscopio

optico.
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6.2.4 Procedimento

a) Para formas epimastigotas: todo o experimento foi feito em triplicata,
cada tubo de ensaio continha inicialmente 0,3mL de meio de cultura LIT, 4,6mL de
cepa Y, concentracdo aproximada 2x10° formas epimastigotas/mL e 0,1mL de soro,
totalizando 3 tubos. A contagem, apos adicéo do soro, foiem 2, 5, 8, 12, 16, 18, 22 e
60 minutos para cada tubo.

b) Para formas tripomastigotas: foram utilizados quatro tubos de ensaio,
cada um contendo 0,1mL de sangue de camundongo infectado com a cepa Y, 4mL
de meio LIT, concentracdo aproximada 6x10* parasitos/mL, e 0,1mL de soro. Trés
deles foram destinados a adicdo do soro e contagem apés 5,8, 12, 16, 18, 22 e 60
minutos. O tubo restante foi utilizado para controle, ndo foi adicionado o soro e a
contagem foi feita em dois momentos: no inicio do experimento e apds uma hora.

Para o teste com epimastigotas utilizou-se o soro imediatamente apos a coleta,
enquanto para tripomastigotas o mesmo foi mantido sob refrigeracdo por trés
semanas a 4°C. Imediatamente apds adicdo do soro, a amostra total era
homogeneizada e a cada tempo padronizado uma aliquota de 10uL era colocada
sobre a area util de uma camera de Neubauer, recoberta com uma laminula e

colocada em microscépio éptico para contagem.
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7. Resultados

7.1 Experimento |. Avaliacdo da infeccdo de R. neglectus por T. cruzi
apos alimentacdo em camundongos (Mus musculus) e patos (Cairina
moschata).

O experimento, como dito anteriormente, utilizou-se de dois grupos: grupo A
composto por exemplares infectados e posteriormente submetidos a alimentacdo em
pato; grupo B também formado por exemplares infectados porém submetidos
posteriormente a alimentacdo em camundongo.

Os exemplares eram examinados em uma semana. Porém, observou-se que
apos esse periodo os mesmos ainda continuavam ausentes de T. cruzi. O mesmo
exame foi feito em semanas consecutivas e observou-se que somente apoés trés
semanas, em média, na maioria dos exemplares, era possivel visualizar o parasito
nas fezes.

A primeira etapa do experimento, que consiste no processo de infeccdo dos
exemplares. Observa-se que em ambos 0s grupos chegou-se a uma média proxima
de infectados. O subgrupo A Il (Tabela 1) obteve o maior nimero de infectados e o

subgrupo B Il (tabela 2) o menor nimero.

Tabela 1- Numero de exemplares infectados de R. neglectus do Grupo A apoés
alimentacdo em camundongo parasitado pela cepa Y de T. cruzi.

Grupo A* Total Infectados Descartados
Al 32 24 8
All 30 23 7
Alll 30 28 2
Média (X) 30,66 25 5,6

* Al, All, Alll: Grupos de R. neglectus destinados a alimentagdo em patos apoés infeccao por
T. cruzi
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Tabela 2- Niumero de exemplares infectados de R. neglectus do Grupo B apoés
alimentacdo em camundongo parasitado pela cepa Y de T. cruzi.

Grupo B Total Infectados Descartados
B I 31 24 7
Bl 30 22 8
B Il 30 25 5
Média (X) 30,33 23,66 6,6

** BI, Bll, BIIl: Grupos de R. neglectus destinados a alimentacdo em camundongo apds
infeccdo por T. cruzi

Os exemplares descartados foram aqueles que apds trés semanas se
encontravam mortos, com resultado inconclusivo ou negativo para infecgcdo. Mesmo
sendo contabilizados todos juntos, os descartados eram na sua grande maioria
exemplares mortos. O grupo A (Tabela 1), em média, descartou cinco exemplares
enquanto o B (Tabela 2) teve, em média, seis exemplares subtraidos do total.

Posterior a infeccdo, os grupos infectados foram alimentados em suas
respectivas fontes alimentares. O exame final dos exemplares foi feito trés semanas
ap0s esta alimentacdo e seus resultados referem-se as tabelas 3 e 4. Os
exemplares descartados, foram aqueles que inicialmente, encontravam-se mortos.
Aqueles que possuiam resultados inconclusivos, auséncia ou quantidade insuficiente
de fezes foram reexaminados apds alguns dias, e se ainda assim, nao
apresentassem nenhum resultado significante (negativo ou positivo) eram
descartados.

O grupo A apresentava no inicio do experimento uma média de 25
exemplares infectados por T. cruzi. Apés a alimentacdo em pato o numero de

infectados examinados foi, em média, 3,66 exemplares, enquanto 0s negativos

somaram-se em 14,66 exemplares (Tabela 3).
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Tabela 3. Numero de exemplares infectados de R. neglectus do Grupo A apés
alimentagdo em patos.

Grupo A Positivos Negativos Descartados
Al 4 12 8
All 3 15 5
Alll 4 17 7
Média (X) 3,66 14,66 6,66

* Al, All, Alll: Grupos de R. neglectus destinados a alimentacdo em patos apés infecgao por
T. cruzi

A média de triatomineos infectados no grupo B, no inicio do experimento foi
23,66 exemplares. Quando examinados, apés alimentacdo, o numero de infectados
somaram-se 17, apenas um exemplar foi considerado negativo e 6,33 exemplares

descartados (Tabela 4).

Tabela 4. NUmero de exemplares infectados de R. neglectus Grupo B apdés alimentacéo
em camundongo sadio.

Grupo B Positivos Negativos Descartados
B I 15 1 8
Bl 17 0 5
B Il 19 0 6
Média (X) 17,00 1,33 6,33

** Bl, BIl, Blll: Grupos de R. neglectus destinados a alimentagdo em camundongos apds
infeccéo por T. cruzi.
Quando comparado o indice de infeccao, observou-se que o grupo A, depois
de alimentado, apresentou diminuicdo da parasitemia total, com indice de infeccéo

meédia de 19,74 % (Tabela 5).



28

Enquanto isso, os exemplares do grupo B depois de alimentados né&o
apresentaram mudancas significativas no quadro de infeccdo, mostrando um indice

meédio de 97,91% (Tabela 5).

Tabela 5. indices de Infecgdo ap6s alimentacgéo : Grupo A, R neglectus infectados por T. cruzi e
alimentados em patos; Grupo B, R. neglectus infectados por T. cruzi e alimentados em

camundongos sadios.

indice de Infeccao*

Experimento Grupo A Grupo B
I 25% 93,75%

Il 16,66% 100%

[ 19,04% 100%
Média (X) 19,74 % 97,91%

*O indice de Infeccdo foi calculado com base nos exemplares viaveis e que apresentaram
resultados conclusivos, portanto através da razdo entre os exemplares positivos e o total de
exemplares analisados.

7.2 Experimento Il. Avalicdo da atividade litica de soro de galinha em
formas epimastigotas e tripomastigotas em meio LIT.

A contagem dos parasitos na camera de Neubauer, iniciada imediatamente
apos a adicao do soro, foi realizada em cada tempo estipulado observando-se as

formas que apresentavam movimentacao.

a) Teste em epimastigotas
A primeira contagem dos epimastigotas, dois minutos apés a adi¢do do soro,

foi de 251, 283 e 267 formas moveis. Observa-se nos experimentos | e Il que a
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contagem de parasitos foi decrescendo de forma constante, até que apos 60
minutos nenhuma forma com movimento foi observada (Tabela 6). O experimento Il
apresentou-se de forma diferente e logo nos 12 minutos nédo foi possivel visualizar
nenhuma forma com movimento, saindo do padrdao que foi apresentado nos

experimentos | e Il (Tabela 6).

Tabela 6. NUmero de formas epimastigotas de T. cruzi méveis apés adicéo de soro de galinha
em meio de cultura LIT.

Epimastigotas moéveis

Experimento

Tempo (min) [ Il i

2 251 283 267

5 189 151 142

8 196 128 90
12 158 122 0
16 156 114 0
18 130 114 0
22 130 96 0
60 0 0 0

b) Teste em tripomastigotas

A contagem de formas tripomastigotas iniciou-se com uma concentracdo bem
inferior a concentracdo das formas epimastigotas, porém por um motivo técnico e
adequado para as condicdes do experimento. E importante ressaltar que o soro
utilizado neste experimento, ainda que o mesmo utilizado no teste em epimastigotas,
foi mantido em refrigeracdo por duas semanas a 4°C antes de adicionado as

amostras.
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Os trés experimentos apdés dois minutos apresentaram quantidades muito
proximas de formas tripomastigotas com movimento. Assim como nos experimentos
| e Il da tabela 6, os experimentos |, Il e lll da tabela 7, mostram-se semelhantes no
decorrer dos tempos apresentando diminuicio na contagem geral de parasitos. E
possivel visualizar em | (Tabela 7) que nos tempos 16, 18 e 22 minutos a contagem
de parasitos permanece constante até zerar no tempo 60 minutos. Nos demais
experimentos, dois momentos de constancia iguais sdo observados: no tempo 12 e
16 minutos e 18 e 22 minutos, zerando apdés uma hora da adicéo do soro (Tabela 7).

O grupo controle apresentou uma diferenca muito pequena na contagem de
parasitos moveis apés uma hora do tempo inicial, 42 parasitos moveis foram

contados no inicio e 40 formas apds 1 hora.

Tabela 7. Numero de formas tripomastigotas de T. cruzi méveis ap0s adicdo de soro de galinha
em meio de cultura LIT.

Parasitos moveis

Experimento

Tempo (min) I Il 1] Controle

2 39 37 40 42
5 21 21 33 -
8 23 22 17 -
12 16 13 13 -
16 8 13 13 -
18 8 8 7 -
22 8 8 7

60 0 0 0 40
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8. Discussao

Os resultados obtidos utilizando patos (Cairina moschata) como fonte
alimentar de R. neglectus infectado por T. cruzi mostraram uma visivel reducdo da
infeccdo quando comparados aos exemplares alimentados em camundongos. Os
resultados mostraram que o grupo de R. neglectus infectado por T. cruzi apés
alimentacdo em patos, teve o numero de exemplares infectados diminuido. Por outro
lado, o grupo B, alimentado em camundongo, um reservatorio do flagelado,
apresentou porcentagem de infeccdo semelhante a alimentacdo anterior. O
experimento contou com uma porcentagem de exemplares descartados, porém
deve-se ressaltar que 0 mesmo levou em consideracdo condi¢cdes externas que
puderam ter influenciado na manutencdo dos grupos. Um exemplo claro é a
mudanca de temperatura, umidade, claridade e habito alimentar anterior. Diotaiuti e
colaboradores (1987) mostraram que R. neglectus criados por longo periodo em
insetarios, alimentados em aves, apresentam um menor potencial bioldgico em
comparacao a colonias recém estabelecidas.

Referente a avaliacdo da capacidade litica do soro de galinha em T. cruzi
observou-se que a contagem de epimastigotas e tripomastigotas moveis diminuiu
significativamente apo6s adicdo do soro em meio de cultura LIT.

Os resultados obtidos estdo relacionados com o fendmeno de refratariedade
das aves, que representa um exemplo tipico de resisténcia natural ao T. cruzi. Dias
em 1944 descreveu a resisténcia natural de pombos a esse flagelado ao inocula-los
com formas sanguineas do parasito (tripomastigotas) e obter xenodiagndsticos
negativos desde trés horas até 25 dias apds as inoculagées. J4 é sabido que ovos
de galinhas embrionados com formas sanguineas de T. cruzi apresentam-se

parasitémicos apenas durante alguns dias apds o periodo embrionario e que apos o
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nascimento, 0s pintos originados apresentam-se ausentes de infeccdo (Nery-
Guimaraes e Lage, 1974; Nitz et al, 2004). Sendo assim, as aves sdo consideradas
refratarias ao T. cruzi desde o nascimento (Nery-Guimaraes e Lage, 1974).

Warren e Borsos (1959) atribuiram a refratariedade das aves a existéncia de
dois fatores no soro das galinhas capazes de lisar o T. cruzi : um termoestavel, que
seria um anticorpo aglutinante e sensibilizante, e outro termolabil, o sistema
complemento. Entretanto, Kierzembaum (1981) conseguiu demonstrar que galinhas
agamaglobulinémicas eram igualmente refratarias ao flagelado, ao passo que aves
sadias quando tinham seu soro aquecido perdiam essa capacidade. Portanto, desde
entdo a refratariedade das aves é dada como, majoritariamente, resultado da acao
do sistema complemento.

Alguns autores afirmam que o sistema complemento presente no sangue das
galinhas néo interfere na infeccdo de triatomineos por T. cruzi (Minter, 1976;
Urdaneta-Morale, 1972), porém Schaub (1981) ao misturar in vitro sangue de
galinha com uma populacédo de T. cruzi presente no estbmago do vetor observou,
apos dez minutos, apenas uma forma flagelada. No entanto, a mesma interacéo
sangue — parasito nao foi observada no intestino.

Cachorros, galinhas e humanos sdo as principais fontes alimentares dos
barbeiros no ambito domiciliar, apresentando um papel importante na transmissao
vetorial domiciliar de T. cruzi. Dentro deste ambito domiciliar, as galinhas poderiam
surgir como importantes ferramentas de controle de infeccdo, gracas a sua
peculiaridade refrataria associada aos resultados apresentados apos alimentacéo de
triatomineos infectados em patos. Porém a simples presenca da mesma em
ambientes onde a presenca de triatomineos € frequente e densa, nao seria o

suficiente para garantir auséncia ou niveis baixo de infeccdo por T. cruzi.



33

O papel das galinhas em ambientes infestados por triatomineos €
controverso. Minter (1976) declarou que a presenca de aves na area intradomiciliar
pode ser benéfica, reduzindo a porcentagem total de vetores infectados, ou
prejudiciais, aumentando a densidade populacional dos vetores.

Vazquéz (1999) testou experimentalmente a presenca de um hospedeiro ndo
susceptivel, galinhas, e porcos guing, susceptiveis, na infeccdo de T. infestans por
T. cruzi. Os resultados observados corroboram os resultados obtidos no experimento
de exemplares infectados apos alimentacdo em patos: a porcentagem de ninfas
infectadas foi significativamente menor na presenca (variacdo de 43-57%) do que na
auséncia (variacdo de 68-92%) de galinhas.

Gurtler (1998), avaliando a influéncia de humanos e animais domésticos na
prevaléncia intradomicilio de T. cruzi em triatomineos, observou que T. infestans
domiciliares que se alimentavam exclusivamente em galinhas tiveram um menor
indice de infeccdo (27%) do que aqueles que se alimentavam de caes (58%).
Aqueles que se alimentavam em galinhas e outras fontes, independente da qual,
apresentaram taxa de infeccdo ligeiramente menor (41%) do que aquelas que se
alimentavam apenas em cachorros ou seres humanos (56%). Entretanto, no mesmo
estudo, foi observado que a densidade domiciliar de T. infestans foi
significativamente maior em casas com galinhas do que em casa que as mantinham
do lado de fora.

O sistema complemento, embora muito eficiente, é rapidamente inativado
gquando submetido a diferentes temperaturas. Entretanto, a utilizacdo do soro de
galinha mantido em refrigeracdo, por trés semanas, em formas tripomastigotas
mostrou ter atividade similar comparada ao utilizado minutos apos a coleta em

formas epimastigotas. Essa atividade gerou uma controveérsia, visto que a diferenca
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de temperatura ambiente e depois ao refrigerar seria suficiente para inativa-lo.
Porém, Demey (1993) avaliou que atividade de um soro mantido sob -10° C
mantinha, ainda que bem menor, sua capacidade litica por aproximadamente 210
dias. Partindo desses dados é possivel sugerir que a amostra mantida em
refrigeracdo por trés semanas a 4°C continha uma quantidade incerta e diminuida, é
claro, de atividade do sistema complemento.

O sistema complemento € parte do sistema imune inato e é constituido por
mais de 30 proteinas presentes no plasma e nas superficies celulares. Suas
principais funcdes sao a lise celular, defesa contra infecgbes, quimiotaxia e ativacao
de leucdcitos, eliminacdo de imunocomplexos dos tecidos e de células apoptéticas,
interface entre sistema imune inato e adaptativo (Walport, M. J., 2001)

A ativacdo do complemento pode ocorrer por trés vias principais: a via
classica que é ativada na presenca de certos anticorpos como IgG e IgM; via
alternativa, que é ativada quando em contato com a superficie celular do
microrganismo; via das lectinas, ativada pela ligacdo de polissacarideos na
superficie de micro-organismos a lectinas circulantes, como as lectinas ligantes de
manose (Abbas et al., 2012).

Essas trés vias diferem-se no processo inicial de ativacdo, porém levam a
formacao de um complexo enzimaticamente ativo que atua sobre uma das principais
proteinas que fazem parte deste sistema, a proteina C3. A inser¢do do complexo de
ataque a membrana (MAC) como ponto final € um evento em comum entre as trés
vias (Abbas et al., 2012).

O sistema complemento presente no soro das aves possui um efeito
potenciador sobre a fagocitose, é capaz de induzir uma resposta inflamatoria,

aumentando as respostas das células B e T e, por fim, aumentar a morte direta de
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virus, bactérias e protozoarios. E igualmente ativado pelas trés vias convencionais:
classica, alternativa e das lectinas que culminam na insercéo do complexo de ataque
a membrana (Tirziu e Seres, 2010).

Kierszembaum (1981) estabeleceu claramente a importancia do sistema
complemento na lise de formas tripomastigotas do T. cruzi, demonstrando que o
aguecimento do soro de galinhas e o uso de CVF (cobra venon fator), depletor do
sistema complemento, inibiam a lise do parasito, enquanto que galinhas
agamaglobulinémicas (bursectomizadas) apresentavam a atividade litica inalterada.
Soma-se a esses fatos que a quelacéo de fons Mg*?, e nédo dos fons Ca*?, foi capaz
inibir o processo de lise, levando a crer que a atividade litica das galinhas ao T. cruzi
€ decorrente da ativacdo da via alternativa do complemento, dependente de
magnesio.

Os resultados obtidos in vivo por Kierszembaum (1981) mostraram que 0s
tripomastigotas foram lisados em aproximadamente 9 minutos. Nos experimentos
realizados no presente trabalho, os tripomastigotas moveis diminuiram nos primeiros
minutos, entretanto ndo o suficiente para zerar a contagem nos tempos iniciais. E
necessario levar em consideracao a diferenca entre concentracdes, bem como a
qguantidade de soro de galinha e a cepa utilizada.

Nos seres humanos existem diversos mecanismos efetores humorais e
celulares na resposta imune inata do hospedeiro a infeccédo por T. cruzi (Cuervo et
al., 2011). De forma semelhante as aves, a via alternativa é ativada, porém as
formas epimastigotas sé@o susceptiveis a lise enquanto que as tripomastigotas
metaciclicas sdo capazes de sobreviver. Essa atividade anticomplemento dos
parasitos pode ser decorrente da inducéo de nao ativacdo do complemento, porque

eles blogueiam a cascata apds o inicio, ou porque o complexo MAC n&o causa
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prejuizo nenhum a estrutura de sua membrana. Nos tripomastigotas, diversas
glicoproteinas de membrana especificas participam e previnem eficientemente a
ativacdo do complemento sobre a superficie do parasita como por exemplo a gpl160

e T-DAF (Norris e Schrimpf, 1994; Norris 1998; Kipnis et al., 1986).
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9. Conclusao

A infeccdo de R. neglectus por T. cruzi mostrou-se alterada em funcdo da
fonte alimentar utilizada apos infeccdo . O grupo de R. neglectus infectados por T.
cruzi quando alimentados em patos (Grupo A) apresentou reducdo no indice de
infeccdo médio. Entretanto, o grupo submetido a alimentacdo em camundongos

(Grupo B), ndo apresentou mudancgas significativas na parasitemia.

A atividade litica do soro da ave em formas epimastigotas e tripomastigotas
de T. cruzi foi evidenciada pela diminuicdo da contagem em camara de Neubauer,

no decorrer dos tempos estipulados, das formas méveis dos parasitos.

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem estreita relagdo com o
fendbmeno de refratariedade das aves ao T. cruzi, em especial a ativacdo do sistema

complemento, presente no soro das mesmas.
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