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Resumo:

A doenca de Chagas (DC) é uma importante zoonose causada pelo
protozoario Trypanosoma cruzi. Atualmente, o perfil epidemiolégico da
doenca apresenta um novo cendario com a ocorréncia de casos isolados e
surtos em regides anteriormente consideradas ndo endémicas e
principalmente relacionados a ingestdao de alimentos contaminados. O
objetivo do trabalho foi estudar a evolucdo da infeccdo pelo T. cruzi em
camundongos inoculados por via oral e comparar com animais inoculados
por via intraperitoneal. Foram estudadas 4 cepas de T. cruzi IV, em 2 grupos
de 13 camundongos Swiss, um inoculado via intraperitoneal (IP) e outro por
via oral (VO), utilizando de 2 x 10° tripomastigotas metaciclicos de
cultura/animal. A evolucao da infeccao foi avaliada por exame de sangue a
fresco (ESF), hemocultura (%HC+), reacdo em cadeia da polimerase
convencional (%cPCR+) e PCR em tempo real qualitativa e quantitativa
(%gPCR+). Foram ainda determinadas as taxas de infecciosidade e
mortalidade. Animais inoculados pela VO apresentaram niveis mais elevados
de parasitemia em relacdo aos inoculados por via IP. O pico maximo de
parasitemia foi mais elevado nos animais VO. %gPCR+ maior foi observada
para os animais do grupo VO, no sangue, coracdo e no esofago/estbmago,
e, menor na parede abdominal em comparacdo aos animais do grupo IP. Em
suma, o estudo desmonstrou que camundongos inoculados oralmente
exibiram um curso mais intenso de infeccdo em comparagcdo com
camundongos inoculados intraperitonealmente.
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Introducao

A doenca de Chagas (DC) € uma importante zoonose causada pelo
protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi. Atualmente, afeta cerca de 7
— 8 milhdes de pessoas em todo o mundo (WHO, 2015). E endémica na
Ameérica Latina, no entanto, nas ultimas décadas, ela tem sido cada vez mais
detectada nos Estados Unidos da América, Canada e Europa. O Brasil foi
considerado livre da transmissdo vetorial em 2006, entretanto o0s
mecanismos minoritarios passaram a ter importancia em saude publica.
Atualmente, o perfil epidemiolégico da doenca apresenta um novo cenario
com a ocorréncia de casos isolados e surtos em regides anteriormente
consideradas ndo endémicas, como a regiao da Amazoénia Legal. Surtos de
DC aguda relacionados a ingestdo de alimentos contaminados como caldo
de cana, acai, bacaba, entre outros. No periodo de 2000 a 2011, foram
registrados mais de mil e duzentos novos casos da doenga, 70% por
transmissao oral. Em relacdo ao parasita, as cepas de T. cruzi sao referidas
como unidades de tipagem distintas ou Discrete Typing Units (DTU) e os
isolados de T. cruzi mais frequentes em surtos do Amazonas pertencem as
DTU Tcl e TclV, sendo a TclV predominante em humanos em fase aguda.
Com isso, o objetivo do trabalho foi estudar a evolugéao da infecgéo pelo T.
cruzi IV em camundongos inoculados por via oral comparativamente com
animais inoculados por via intraperitoneal.

Materiais e Métodos

Parasitos: foram estudadas 4 cepas de T. cruzi IV provenientes do Estado
do Amazonas (AM14, AM16, AM64 e AM69); Inoculacdo dos animais: para
cada cepa foram inoculados 2 grupos de 13 camundongos Swiss com idade
entre 21 e 28 dias provenientes do Biotério Central da UEM, mantidos em
sala com umidade e temperatura controladas, ciclos claro/escuro e com
agua e racao ad libitum. Um grupo foi inoculado pela via intraperitoneal (IP)
utilizando in6culo de 2 x 10° tripomastigotas metaciclicos derivados de
cultura/animal (em um volume de 0,2 mL), e o0 outro grupo recebeu 0 mesmo
inodculo por via oral (VO) (em um volume de 1,0 mL), via gavagem; Exame
de sangue a fresco (ESF): os animais inoculados foram submetidos ao ESF
a partir do 3° dia apds a inoculacéo (d.a.i.) de acordo com Brener (1962).
Parametros derivados da curva de parasitemia obtidos: Periodo pré-patente
médio (PPP), periodo patente médio (PP), pico maximo de parasitemia
(Pmax) e o dia do pico maximo de parasitemia (Dpmax); Hemocultura (HC):
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foram realizadas 30 d.a.i. e incubadas em estufa BOD a 28 °C, segundo
Filardi & Brener (1987); Reacdo em cadeia da polimerase convencional
(cPCR): As coletas de sangue para a cPCR foram realizadas em paralelo as
HC. A extracdo do DNA, foi realizada segundo protocolo de Miyamoto et al.
(2006). Para a amplificacdo foram utilizados os iniciadores 121 e 122, que
amplificam um fragmento de 330 pares de base (pb). A visualizacao foi por
eletroforese em gel de poliacrilamida a 4,5% revelado pela prata; PCR em
Tempo Real (QPCR) em sangue e tecido: as coletas de sangue e de outros
tecidos (coragéo, es6fago/estbmago e parede abdominal) foram realizadas
apos eutanasia no 30° d.a.i. e 100° d.a.i. A extracdo do DNA foi realizada por
precipitacdo salina. Para as amplificacdes usou-se os iniciadores TCZ-F,
TCZ-R, e o0 Sybr®Green PCR Mastermix. Foi utilizado termociclador
StepOne (Apllied Biosystems) nas condi¢cdes descritas por Caldas et al.
(2012).

Resultados e Discussao

Foi observado que os animais inoculados pela via oral (VO) com cepas TclV
apresentaram niveis mais elevados de parasitemia em relacdo aos inoculados
por via intraperitoneal (IP). Considerando os parametros derivados da curva de
parasitemia, ndo foram observadas diferencas no PPP e PP entre os animais
dos grupos VO e IP. O Pmax foi mais elevado nos animais VO (p<0,001),
embora ele tenha ocorrido mais tardiamente (p=0,01). Nao houveram
diferencas nas positividades de ESF, HC, cPCR e gPCR entre os grupos VO
e IP, e também nas taxas de infecciosidade e mortalidade. Observou-se uma
taxa de mortalidade de 3,8% apenas no grupo VO. O grupo VO apresentou
%gPCR+ diferente em comparacdo com o grupo IP para os quatro tipos de
tecidos que foram analisadas durante a fase aguda da infeccdo (Tabela 3).
Uma percentagem de qPCR+ mais elevada foi observada para o grupo VO
no sangue (p = 0,01), coracao (p = 0,03) e es6fago / estbmago (p = 0,003), e
uma percentagem de qPCR+ menor na parede abdominal (p = 0,01) em
comparacao com o grupo IP. DNA de T. cruzi ndo foi detectado no esbéfago /
estdbmago dos animais do grupo IP, e na parede abdominal do grupo VO.

Conclusbes

Os resultados do presente estudo mostram diferencas no comportamento
bioldgico do parasita apds sua inoculacéo por diferentes vias. Camundongos
gue foram inoculados oralmente, exibiram um curso mais intenso de
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infeccéo em comparacao com camundongos inoculados
intraperitonealmente, refletido pela carga parasitaria mais elevada. Estes
resultados podem orientar o diagndstico futuro, o curso clinico da infecgéo e
0 tratamento de pacientes infectados oralmente com parasitos que
pertencem a DTU TclV de T. cruzi.
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