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I. RESUMO

Dados da literatura relataram a importancia da suplementacdo ou da auséncia de
determinados micronutrientes no comportamento de uma infeccdo. Assim como, durante a
gestacdo, a concentracdo de Zinco (Zn) no plasma materno diminui devido a diversas
alteracOes fisioldgicas, aumento da absor¢ao e transferéncia fetal. Entretanto, a avaliacdo da
suplementacdo de micronutrientes durante a infec¢do chagésica pouco tem sido discutida.
Diante dos beneficios proporcionados por meio da suplementacio de Zn sobre algumas
doengas infecciosas e durante a gestacao, foram objetivos do presente trabalho: determinar
as concentracdes plasmaticas e teciduais de Zn, avaliar os efeitos da suplementacdo desse
micronutriente durante a gestacdo de camundongos infectados por Trypanosoma cruzi € os
efeitos in vitro em cultura de células. Foram utilizados camundongos Swiss prenhas e ndo
prenhas, infectadas com duas cepas distintas de 7. cruzi. Esses animais foram
suplementados com 20mg/Kg de sulfato de zinco durante 7 dias (cepa Y) e 14 dias (cepa
Bolivia). Apds a suplementacdo diversos parametros foram avaliados: parasitemia, peso
materno, peso e tamanho dos fetos, desenvolvimento dos filhotes apds o nascimento, as
concentragdes plasmadticas e teciduais de Zn, taxa de mortalidade, aspectos histopatologicos
e os efeitos in vitro em cultura de células. De acordo com os resultados obtidos, foi
observado que as fémeas infectadas que receberam suplementacdo de Zn apresentaram
reducdo da parasitemia; ndo alterou o peso das fémeas, da prole, das placentas; ndo alterou
o comprimento dos fetos e dos neonatos, o peso dos neonatos e a taxa de mortalidade.
Histologicamente, a suplementacdo diminuiu a quantidade de ninhos nos tecidos avaliados
de fémeas infectadas com a cepa Bolivia e diminuiu a quantidade de infiltrados

inflamatodrios. A dosagem de zinco plasmatico e tecidual demonstrou que a suplementacio
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aumentou a concentracdo de zinco no plasma e nos tecidos dos animais infectados. Em
relacdo a avaliacdo in vitro do Sulfato de Zinco, foi verificado que as concentracdes
utilizadas foram citotdxicas, porém apresentaram potencial tripanocida sobre as formas
intracelulares de 7. cruzi. Sendo assim, a suplementacdo de zinco durante a prenhez em
camundongos infectados com 7. cruzi, proporcionou resultados benéficos na concentragdo
plasmatica, desta forma, melhorando o desenvolvimento fetal e auxiliando no controle da

carga parasitéria.
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II. ABSTRACT

A bulk of information concerning the relevance of supplementation and absence
of certain nutrients in the modulation of the infection is available in the literature. Several
physiological alterations can severely compromise plasmatic zinc levels during gestation,
which is characterized by low zinc levels due to enhanced absorption of micronutrients and
fetal transference. The benefits of zinc supplementation during the course of infectious
diseases and during pregnancy are well known facts. Few data can be found concerning the
effects of zinc supplementation during chagasic infection. The objectives of this work were
to evaluate the plasmatic and tecidual concentration of zinc, the possible beneficial effects
of zinc supplementation in pregnant and infected Mus musculus not only regarding to
control maternal parasite levels but also to reduce fetal damage, and to evaluate the in vitro
effects in cell culture. Pregnant and non pregnant Swiss mice were i.p. infected with two
different T. cruzi strains (Bolivia and Y strains). Animals were daily supplied with
20mg/Kg of zinc sulphate during 7 days for Y strain and 14 days for Bolivia. Several
parameters were evaluated: parasitemia, maternal weight, fetal size and weight,
development of the litter after birth, plasmatic and tecidual concentration of Zn, mortality
rate, hystopathology, and the effects of Zn supplementation on cell culture. Pregnant and
infected females supplemented with Zn displayed reduced parasitemia, did not enhance
body weight, bigger litters and placental size and weight. The presence of this
micronutrient did not alter the length of fetuses and neonates, as well its weight and
mortality rate. The hystopathological observation for Bolivia strain, showed reduced
number of amastigote burdens in all evaluated organs and low inflammatory infiltrate.

Plasmatic and tecidual zinc concentration were elevated in all animals supplemented with
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zinc. The in vitro observations of 7. cruzi amastigote forms in the presence of zinc sulphate
revealed a potential tripanocidal effect but also a citotoxic effect on cell culture. We
concluded that zinc supplementation during pregnancy of infected mice in some way
triggered a stimulatory immune modulation, leading to a better fetal development, reduced

mortality rate and control of blood and tecidual parasite burdens.




III. INTRODUCAO

1)Doenga de Chagas

A doenca de Chagas é uma das patologias de mais ampla distribui¢do no
Continente Americano, causada pelo protozodrio flagelado Trypanosoma cruzi, descrito por
Carlos Chagas em 1909. A Organizacdo Mundial de Saude estima que existam entrel6 a 18
milhdes de pessoas infectadas nas Américas, desde do norte do México até o sul da
Argentina e Chile, e que aproximadamente 100 milhdes de pessoas correm risco de
contaminacao (WHO, 2003).

Essa enfermidade € um exemplo tipico resultante das alteracdes causadas pelo
homem ao meio ambiente, das distor¢des econdmicas e injuncdes sociais. Anteriormente,
T. cruzi se relacionava estritamente com o meio silvestre, circulando entre mamiferos,
através da transmissdo vetorial e via oral (ingestdo de vetores e mamiferos infectados). O
homem ao invadir esses ecétopos, incluiu-se no ciclo epidemiolégico da doenga,
oferecendo ao Hemiptero vetor, condigbes ideais de abrigo e oferta alimentar,
estabelecendo a transmissao vetorial (Dias; Coura, 1997; Vinhaes; Dias, 2000). Tal fato
proporcionou novos mecanismos de transmissdo, tais como as transmissoes transfusional e
transplacentdria (VINHAES; DIAS, 2000).

A transmissdo transfusional € responsdvel por aproximadamente 10% dos
casos, onde o risco de adquirir a infeccdo ap6s receber a transfusdo de sangue de doadores
infectados € de aproximadamente 20%. Entretanto a transmissdo transplacentdria ou

congénita € considerada como o terceiro mais importante mecanismo de transmissao, onde




aproximadamente 5.000 — 18.000 casos em dreas endémicas sdo notificados por ano. Sendo
que, a probabilidade da transmissdo de uma mulher chagasica para o feto € de 1 — 10%. A
transmissdo através da contaminacdo acidental em laboratério e em transplantes é
considerada como mecanismos de transmissao esporddicos (PRATA, 2001).

Microepidemias da doenca de Chagas aguda, através da transmissdo oral por
alimentos contaminados (carne, caldo de cana-de-actcar e acai — Euterpe oleracea), e a
transmissdo vetorial tem sido relatada por cortadores de piagava (Leopoldinia piagcaba),
especialmente na regido Amazonica (COURA et al., 1994).

A patogenia da infec¢do chagdsica estd especialmente determinada por
caracteristicas proprias do hospedeiro e da populacdo infectante. Assim, o decurso da
infeccdo nos vertebrados suscetiveis € influenciado por fatores como a temperatura
ambiental, idade, sexo e constituicdo genética do hospedeiro (BRENER, 2000).
Entretanto, as caracteristicas das populagdes do parasita aparentemente exercem maior

influéncia na evolucdo da infecgdo em hospedeiros experimentais.

Populagées de T. cruzi circulam na natureza parasitando o homem,
reservatorios domésticos e silvestres, assim como vetores. Quando isoladas e estudadas em
laboratério, essas populacdes do parasita de origem conhecida, apresentam caracteristicas
distintas. Sabe-se que as diferentes manifestacdes clinicas da doenca de Chagas sao
determinadas entre outros fatores, pela grande diversidade de cepas de 7. cruzi, com
caracteristicas morfologicas diferenciadas.

Ja em 1909, quando descreveu 7. cruzi, Chagas enfatizou a existéncia de
formas diferentes que apareciam na corrente circulatdria e, até hoje, as tentativas de

correlacionar o polimorfismo do parasita com seu comportamento bioldgico t€m tido




poucos resultados préticos. As dificuldades aumentam ainda mais quando se correlacionam
os dados morfol6gicos das amostras com suas agdes patogénicas, e respectivos quadros
clinicos, tanto no homem como em animais de experimentacdo (FERRIOLLI FILHO et al.,

1968; ANDRADE et al., 1970).

Muitas vezes, as cepas de T. cruzi diferem em termos epidemioldgicos,
patogénicos, bioquimicos, imunoldgicos, resposta ao tratamento, preferéncia pelo
hospedeiro, distribuicdo geogréfica, viruléncia e tropismo tissular (LIMA et al., 1999;
PRATA, 2001).

As amostras com predominio de formas delgadas apresentam periodo pré-
patente e curvas parasitémicas de ascensio e queda rapidas. J4 as amostras constituidas por
formas largas demonstram um periodo pré-patente mais longo, e curvas parasitémicas de
ascensdo e descenso lentos e progressivos (ANDRADE et al., 1970; BRENER; CHIARI,
1983).

Baseadas nas variagdes dos padrdoes morfoldgicos e da parasitemia durante o
curso da infeccdo experimental por diferentes amostras de 7. cruzi, e na distribuicdo dos
parasitas tissulares, Andrade em 1976 estabeleceu o grupamento das cepas, onde
populacdes de formas tripomastigotas finas ddo origem a parasitemias muito intensas e
fatais, com evidente reticulotropismo e populacdes com predomindncia de formas largas
determinantes de infec¢des prolongadas e de acentuado miotropismo.

Ainda, as cepas com predominio de formas largas foram caracterizadas com
tropismo por células musculares, pela presenga de receptores especificos na membrana

celular e porque essas cepas estariam mais adaptadas ao desenvolvimento no inseto vetor,




enquanto que as formas finas ou delgadas estariam mais adaptadas para cumprirem o ciclo

tecidual (MELO; BRENER, 1978).

A variabilidade intraespecifica de 7. cruzi pode ser facilmente verificada por
meio de sua morfologia, mas muitos autores relataram que as diferencas genéticas do
parasita contribuem para sua diversidade. Sendo assim, a elucidacdo da complexa estrutura
das populacdes de T. cruzi, estd inspirada em um esforco de se determinar, por meio de
técnicas de bioquimica e biologia molecular, marcadores que correlacionem essa estrutura

com caracteristicas especificas da relacdo parasito-hospedeiro.

Dessa forma, por meio de andlise genética dos zimogramas de cepas de T. cruzi
isoladas de uma d4rea rural no Brasil, foram diferenciados trés grupos de perfis
isoenzimaticos, denominando-os de zimodema Z1 (ciclo de transmissao silvestre), Z2 (ciclo
de transmissao doméstico) e Z3 (cepas isoladas de tatus e raramente do homem) (MILES et
al., 1980).

O advento do estudo do DNA, baseado em marcadores multilocais como DNA
fingerprinting (Macedo et al., 1992), random-amplified polymorphic DNA (Tibayrenc et al.,
1990) e simple-sequence-repeat PCR (Zingales et al., 1997) mostraram grande nivel de
variabilidade genética intraespecifica do parasito. Amplificacdo das seqiiéncias do gene do
RNA ribossomico (rRNA) 24Sa e do gene mini-exon ndo transcrito por técnica de reagdo
em cadeia da polimerase (PCR), indicaram um claro dimorfismo entre os isolados de T
.cruzi, permitindo a definicdo de duas linhagens (SOUTO; ZINGALES, 1993; SOUTO et
al., 1996; FERNANDES et al., 1998).

Na tentativa de se agrupar os pardmetros morfobiométricos e as caracteristicas

moleculares de diferentes linhagens de 7. cruzi, a comunidade cientifica agrupou as




diferentes caracteristicas comportamentais do parasito em dois diferentes grupos. O grupo
T. cruzi I foi relacionado com o ciclo silvestre, representando a forma original de 7. cruzi,
sendo que esse tipo de infeccdo foi encontrada na regido Amazoénica. O grupo 7. cruzi 1l
tem sido associado com roedores e triatomineos. Ambos, os grupos 7. cruzi 1 e II foram
associados as lesdes cardiacas em infeccdes humanas, e 7. cruzi Il também estd relacionado
com lesdes do trato digestério (PRATA, 2001).

Essa diversidade molecular de T. cruzi pode afetar o organismo hospedeiro em
nivel tecidual, pois recentes estudos demonstraram que durante a fase aguda em
camundongos, diferentes grupos genotipicos do parasito induziram distintas histopatologias
(De DIEGO et al., 1998). Sendo assim, alguns pesquisadores sugeriram que a variabilidade
na expressdo da doenca de Chagas pode ser influenciada pela diversidade genética e
bioldgica de T. cruzi (De Diego et al., 1998; Macedo; Pena, 1998), além da genética do
hospedeiro como um fator determinante na suscetibilidade a infec¢ao.

Diante da variabilidade das cepas do parasito, foi relatada a hipdtese que o tipo
de cepa pode elicitar maior ou menor resposta celular ou humoral, criando condi¢des para a
manuten¢ao da viruléncia e do controle da infeccdo. Cepas altamente virulentas podem
destruir seus hospedeiros e as menos patogénicas, podem contribuir para a transmissdo do
parasita antes que estes sejam destruidos pelo sistema imunolégico do hospedeiro (EBERT;
HERRE 1996).

A resposta imune celular € um importante fator no controle da infeccdo em
todas as fases da doenca, e a ineficidcia do sistema imune pode resultar no aumento do
parasitismo sanguineo e tecidual (SARTORI et al., 1999).

A resposta humoral especifica € de grande importincia para o controle dos

niveis dos parasitas circulantes (BRENER, 1980). A fase cronica da infeccdo com 7. cruzi é




caracterizada por baixa parasitemia associada a altos niveis de anticorpos especificos, que
induzem a lise das formas tripomastigotas mediada por complementos (KRETTLI;
BRENER, 1982; KRETTLI et al., 1982). Outra caracteristica da resposta imune humoral
durante a infecg¢do € a ativacdo de células B policlonais logo apds a infecgdo e persistindo
durante a fase cronica (D IMPERIO LIMA et al., 1986).

In vivo, T. cruzi demonstra tropismo para macréfagos, fibroblastos, epitélio,
musculos, e células nervosas (ANDRADE, 1982). Entretanto, in vitro a interagdo do
parasita e célula hospedeira tem sido estudada usando macréfagos (Alcantara; Brener,
1978), células musculares (Dvorak; Howe, 1976) e fibroblastos (KANBARA;
NAKABAYASHI, 1983).

A infec¢do da célula do hospedeiro, essencialmente ndo fagociticas como os
fibroblastos, pelo T. cruzi ocorre em duas fases. Na primeira fase, o parasita adere na
membrana da célula alvo, e posteriormente, penetra ativamente na célula (BOSCHETTI et
al., 1987; ABUIN et al., 1989). Os processos de adesdo e interiorizagcdo ocorrem por meio
de receptores localizados na membrana da célula alvo e do parasita (SCHENKMAN et al.,
1991).

No tecido, a resposta imunolégica representa-se de forma focal e difusa. A
reacdo focal é mediada pela presenca do parasita, que penetra na célula hospedeira e
multiplica-se, causando posteriormente a sua ruptura. A reacdo difusa ndo estd relacionada
diretamente com a presencga do parasita, ocorrendo geralmente durante a fase aguda e fase
cronica (ANDRADE, 1999).

Nesse sentido, a variabilidade das cepas de 7. cruzi pode induzir respostas
imunolégicas diferenciadas, que podem influenciar na suscetibilidade das cepas frente aos

diversos compostos testados sobre esse parasito.




Em bancos de sangue, a substincia efetiva quimioprofilaticamente contra as
formas tripomastigotas presentes nas amostras a serem transfundidas é a violeta de
genciana. Entretanto, muitas restricdes t€ém sido feitas quanto ao uso dessa substincia,
devido sua coloracdo violeta e uma possivel acdo mutagénica (DOCAMPO; MORENO,
1990).

Atualmente o tratamento dessa enfermidade € realizado com duas substincias, o
nitrofurano Nifurtimox (Lampit ®) e o 2-nitroimidazol benzonidazol (Rochagan®)
(CROFT et al.,, 1997). Ambas as substancias sdo efetivas na reducdo da severidade da
doenga durante a fase aguda e congenitamente, porém sem efeitos na terapia da infeccdo na
fase cronica (MUELAS et al., 2002). Essas substincias sdo administradas por longos
periodos, freqiientemente causando graves efeitos colaterais e cura parasitoldgica de apenas
50% dos pacientes tratados (KIRSHHOFF, 1994).

Sendo assim, nas dltimas décadas milhares de substdncias e produtos naturais
foram estudados com intuito de encontrar uma substancia incolor, sem efeitos colaterais e

eficientes no combate ao T. cruzi.

2)TRANSMISSAO CONGENITA DA DOENCA DE CHAGAS

Na medida em que as formas cléssicas de transmissdo da doenca de Chagas,
como a vetorial e a transfusional estdo sendo controladas, outras formas de transmissao
menos freqiientes como transplante de 6érgdos e a transmissao congénita vém demonstrando

importancia crescente (REICHE et al., 1996).




Carlos Chagas (1911) foi o primeiro a sugerir a existéncia de infeccdo
congénita por 7. cruzi, ao observar hepatomegalia, linfadenomegalia e hipertrofia da
tiredide, numa crianca de vinte e trés dias de idade, cuja mae era portadora de
tripanossomiase.

A transmissdo congénita da doenca de Chagas constitui sério problema de
saide publica no contexto epidemiolégico da doenga, em dreas endémicas e ndo endémicas,
sendo referida na literatura como o terceiro mais importante mecanismo de transmissao,
devido a migracdo das populagdes rurais para centros urbanos (DIAS, 1988; WHO, 1991;
BITTENCOURT, 2000; PRATA, 2001).

Formas menos freqilientes de transmissdo da doenca de Chagas podem ocorrer
pela contaminagdo oral através do liquido amnidtico, e a transmissdo hematogénica,
durante o trabalho de parto. H4 também a possibilidade da transmissdo pelo leite materno
em mulheres na fase aguda da infeccdo ou por meio do sangramento dos mamilos
(SARASUA, 1993).

Estudos sobre a prevaléncia da infeccdo chagésica em gestantes e sobre a
incidéncia de transmissdo congénita nas Américas do Sul e Central resultaram na
constatacdo de 2 — 51% em alguns centros urbanos e de 23 — 81% em dareas rurais
(BITTENCOURT, 1988; WHO, 1991; BITTENCOURT, 2000). No Brasil, essa
transmissdo é menor com relagdo as freqii€ncias apresentadas na Bolivia, no Chile e na
Argentina (PRATA, 2001).

Atualmente na Argentina, a transmissdo congénita € mais importante via de
transmissao, visto que, o nimero estimado de casos congénitos € 10 vezes mais freqiiente

do que os casos agudos pela transmissdo vetorial (GURTLER et al., 2003).




Esses dados epidemioldgicos podem ndo refletir verdadeiramente a situacio da
infeccdo chagdsica congénita, pois o diagndstico da doenga em mulheres gestantes e recém-
nascidos nao € realizado rotineiramente em muitos paises endémicos para 7. cruzi. Assim, a
magnitude dessa forma de transmissdo ainda ndo foi bem estabelecida (GURTLER et al.,
2003).

A transmissdo congénita pode ocorrer durante a fase aguda, pois esse periodo é
caracterizado por elevadas e persistentes parasitemias. Gestantes infectadas com 7. cruzi,
porém assintomadticas, podem infectar o feto através da placenta e ocasionalmente durante a
amamentacdo (BITTENCOURT, 1992).

A freqiiéncia da infec¢do fetal em mulheres cronicamente chagésicas é de
aproximadamente 1 — 6% (NISIDA et al., 1999). Estudos demonstraram que 25 a 67% de
recém nascidos infectados podem ser assintomaticos, provavelmente porque adquiriram a
infec¢do no ultimo més de gestacdo (FREILLJ; ALTCHEH, 1995).

A infec¢do maternal pelo 7. cruzi determinou o aumento da freqiiéncia de
prematuros, abortos e natimortos (BITTENCOURT, 1988; HERNANDEZ-MATHESON et
al., 1983). Recém nascidos de mulheres infectadas, e que morreram durante o 1°. semestre
de idade apresentavam alguma evidéncia da infec¢do pelo 7. cruzi (BLANCO, 2000).

Como conseqiiéncia da infec¢do materna, podem ocorrer abortamento e feto
macerado, prematuridade, natimortalidade, retardo do crescimento intrauterino,
deformac¢des em neonatos, com ou sem sintomatologia da doenca de Chagas aguda. Dentre
a sintomatologia apresentada pelo recém-nato, sdo importantes: hepatoesplenomegalia,
distdrbios neurolégicos, meningoencefalites, tremores, convulsdes, zonas de necrose com

seqlielas, edemas generalizados, ictericia, hemorragias cutineas, cianose, hidrocele,
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pneumonite, corioretinite e alteragdes gastrointestinais (PEHRSON et al., 1982;
BITTENCOURT, 1984; ALMEIDA; BARBOSA, 1986).

A transmissdo congénita da doenca de Chagas € transplacentdria e parece
depender de fatores ligados ao parasito e ao hospedeiro. Ocorre quando as formas
tripomastigotas presentes no espago interviloso atravessam o epitélio trofobléstico e
atingem o estroma das vilosidades, dos troncos vilosos ou da placa corial. Esse epitélio
separa essas estruturas do sangue matemno presente no espago interviloso. Os
tripomastigotas que atingem o estroma das vilosidades coriais penetram nos macréfagos
(células de Hofbauer), onde se transformam em amastigotas. Essas formas se multiplicam
por divisdo bindria e apds o rompimento dos macréfagos, liberam formas tripomastigotas
que penetram em outros macréfagos ou atingem a luz dos vasos coriais, alcangando
posteriormente o feto (BITTENCOURT, 1984).

A placenta é derivada do epitélio externo, formado através de uma linhagem de
células trofoblésticas, de uma rede vascular e do estroma, que s@o derivados do mesoderma
embriondrio. Consideravelmente, a diferenciacdo das células trofobldticas produz diferentes
células com especialidade enddcrina, vascular, imunoldgica ou de transporte. Além disso, a
reorganizacdo tecidual que ocorre durante o desenvolvimento placentdrio, modifica
estruturas uterinas e produz uma grande superficie para trocas gasosas e de nutrientes
(CROSS, 2000).

O termo “placenta” refere-se ao estigio em que a nutricdo fetal envolve a
captura direta de nutrientes da circulagdo materna (nutricdo hemotréfica), sendo controlada
diretamente por células trofoblésticas placentérias, a partir do 9.5 — 10.5 dias de prenhez em
camundongos (ADAMSON et al., 2002). Anterior a esse estidgio existem fortes evidéncias

que a maior fonte de nutrientes para a nutri¢cdo fetal sdo provenientes da secre¢do das
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glandulas uterinas (nutricdo histotr6fica). Em humanos e camundongos, tais nutrientes
estdo disponiveis para o feto (através do saco vitelino), via agdo fagocitica das células
(CROSS et al.,, 1994; GULBIS et al., 1998; BURTON et al., 2001). As células
trofobléasticas interagem com o tutero e produzem fatores de crescimento, citocinas e
hormoénios, tendo como alvo o sistema imune materno, resultando no aumento de fluxo
sanguineo e de nutrientes para unidade feto-placentaria (CROSS et al., 2003).

A placenta de roedores, estd dividida em trés regides anatomicamente e
fisiologicamente distintas: basal ou decidua (estd em contato com o tdtero materno),
esponjosa e labirintica (CROSS, 2000; ADAMSON et al., 2002).

A camada basal ou decidua materna estd localizada entre as células gigantes da
camada esponjosa e o ttero. Em camundongos, essa camada possui comumente artérias
centrais e numerosas veias maternas localizadas perifericamente (REDLINE; LU, 1989;
WOODING; FLINT, 1994; ADAMSON et al., 2000). As veias e as artérias maternas da
camada decidua da placenta em camundongos sdo continuadas pelos canais venosos e
arteriais da camada esponjosa (PIJNENBORG, 1996).

A camada esponjosa estd localizada entre a camada labirintica e a camada basal
sendo composta por células esponjosas, células gigantes e células produtoras de glicogénio.
Essa regido ndo contém sangue fetal, mas € atravessada por vasos sanguineos maternos
(através do qual o sangue materno € levado e trazido para a camada labirintica)
(PIINENBORG et al., 1981; REDLINE; LU, 1989).

A camada labirintica contém vasos sanguineos fetais e maternos, pelos quais, os
sangues materno e fetal circulam independentemente, possibilitando o transporte

bidirecional de nutrientes e excretas entre a mae e o feto (CROSS, 2000).
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A placenta de camundongos apresenta grande crescimento no 10.5 dia de
prenhez até o dia do parto devido a expansdo da camada labirintica, onde a formagdo
extensiva dos capilares fetais estd presente somente no 12°. dia de gestacgdo. Esses dados
sugerem fortemente que a placenta definitiva de camundongos estd estabelecida na metade
da gestacdo (ADAMSON et al., 2002; GEORGIADES et al., 2002).

A placenta humana e murina diferem no tipo de ramificacdo, onde a humana é
do tipo vilosa apresentando inumerdveis ramificacdes e sub-ramifica¢des, enquanto que as
ramificagdes da porcdo labirintica murina sdo mais interconectadas, sendo chamadas de
ramificagdes em labirinto. Como resultado dessa diferenca, o espaco no qual o sangue
materno circula na placenta fetal humana é mais aberto, quando comparado a placenta
murina (WOODINGG; FLINT, 1994; LEISER et al., 1997). Portanto, a possibilidade de
transmissao congénita em humanos € maior do que em murinos (BADRA, 2004).

Lesoes placentarias na doenca de Chagas sem infeccdo fetal ja foram
documentadas (ANDRADE, 1982; CARLIER et al., 1987). Entretanto, esses casos foram
considerados como transmissdao congénita em nivel placentdrio, uma vez que a placenta é
um o6rgdo fetal (BITTENCOURT, 1984). Portanto, além de oferecer uma barreira

mecanica, a placenta constitui uma barreira imunolégica, uma vez que produz citocinas e

possui capacidade fagocitica (BITTENCOURT, 1995).

3)MICRONUTRIENTES - ZINCO

Substancias inorganicas como o Ferro (Fe), Zinco (Zn), Cobre (Cu), Selénio

(Se), Manganés (Mn), Cromo (Cr), Cobalto (Co) e lodo (I) sdo nutricionalmente
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necessarios em pequenas quantidades todos os dias para manutengdo e determinagdo de um
funcionamento adequado do metabolismo, podendo atuar como cofatores enzimdaticos ou
estabilizadores de reagdes quimicas, principalmente no que diz respeito a neutralizagdo de
radicais livres (BEDWAL; BAHUGUNA, 1994; CUNHA; CUNHA, 2000).

O Zinco € um dos principais minerais constituintes da crosta terrestre. Sua
distribuicdo ndo é homogénea e sua concentragdo é varidvel de acordo com o local estudado
(SCHROEDER et al., 1967). Esse microelemento tem como caracteristicas nimero atdmico
30, peso atdomico 65,4 e ponto de fusdo de 419°C (HALSTEAD et al., 1974).

A importancia do Zn para o crescimento de microorganismos foi inicialmente
documentada por Raulin em 1869, que observou a necessidade desse micronutriente para o
crescimento do Aspergillus niger em meio de cultura (BERTRAND; JAVILLIER, 1974). A
partir de 1926, Sommer; Lipman demonstraram a importincia do Zn para o crescimento de
plantas, assim como a distribuicdo universal desse micronutriente, por meio da
determinacdo das concentracdes de Zn em tecidos de animais e de plantas. Sendo assim,
concluiu-se que o Zn é um elemento tragco necessirio para crescimento celular, divisdo e
diferenciacdo, e desenvolvimento normal (ELIZAGA; FERREIRA, 1985; NEGGERS et
al.,, 1990). Quantidades maiores de Zn s3o requeridas durante periodos de rdpido
crescimento, como na gestacdo, infancia e puberdade (NEGGERS et al., 1990).

Apé6s a demonstracdo da presenca de Zn em alimentos, até mesmo no leite
materno, foi que o seu valor como nutriente passou a ser considerado (BIRCKNER, 1919).
A concentragdo de Zn no leite € maior do que no plasma de muitas espécies, inclusive em
humanos (CASEY et al., 1989).

Somente apés o desenvolvimento de uma ragdo animal deficiente em Zn, por

Todd et al. (1934) foi demonstrado o efeito da deficiéncia desse micronutriente sobre o
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crescimento e desenvolvimento de ratos, assim como os efeitos apds a suplementacdo com
Zn (TUCKER; SALMON, 1955). Diante desse fato, foi relatada a importancia do Zn na
dieta de camundongos, demonstrando significativa redug¢do de leucdcitos, aumento da
concentragdo de corticosterona e redugdo da resposta de hipersensibilidade (FRAKER et
al., 1987).

A importancia do Zn na nutricdo humana foi descoberta por PRASAD (1991).
E atualmente, os mecanismos responsiveis pelas alteracdes patofisioldgicas, perante a
deficiéncia de Zn foram estabelecidas por WELLINGHAUSEN (2001).

A participacdo do Zn no metabolismo protéico é fundamental, a ponto de ser
comparado a um aminodcido essencial (GOLDEN; GOLDEN, 1981). Sendo assim, a
deficiéncia desse micronutriente pode induzir anorexia de instalacdo rdpida, retardo de
crescimento, sensibilidade aumentada a oferta de nitrogénio, aumento da amdnia e uréia
sanguineas, diminui¢cdo da sintese protéica e reducdo da relacdo acido ribonucléico / acido
desoxirribonucléico (RNA/ DNA) (PRASAD, 1983).

No plasma, o Zn geralmente estd ligado as proteinas existentes e representa
aproximadamente menos 1% da quantidade de Zn corpérea (LAZEBNIK et al., 1988).

Em relacdo a concnetracdo de Zn nos tecidos, alguns autores relataram a
presenca desse micronutriente nos 0ssos, no pancreas, nos rins, no intestino, na prostata,
nos musculos e principalmente no figado (FORBES, 1964; PRASAD, 1983; SOWA;
STEIBERT, 1985).

A absorcdo, o metabolismo e a liberacdo hepética dependem de uma adequada
concentragcdo de Zn nos tecidos, da quantidade ingerida e da concentracdo desse

micronutriente presente no plasma (LASTRA et al., 1997; SESHADRI, 2001). A absorcao
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instestinal de Zn é considerada um dos principais mecanismos para manter o equilibrio
desse micronutriente em humanos e em animais (JACKSON; LOWE, 1992).

A deficiéncia de Zn causa retardo no crescimento, anorexia, problemas
gastrointestinais, cirrose hepdtica, acrodermatites enteropética, dermatites, mudancas de
temperatura corporal, inibe a maturacdo sexual, sintese de proteinas, atrofia do timo e
reducdo da imunocompeténcia (PRASAD, 1979; 1983). Os grupos mais suscetiveis a
deficiéncia de Zn sdo mulheres gestantes, criancas em desenvolvimento e criangas de paises
subdesenvolvidos (PRASAD, 1983; LASTRA et al., 1997).

Em relacdo as infeccdes, a deficiéncia de Zn pode prejudicar a defesa contra
infecgdes por bactérias, parasitas, fungos e virus (PEKAREK et al., 1977; VAN
EECHHOUT et al., 1976; SHANKAR; PRASAD, 1998; WELLINGHAUSEN, 2001). Em
animais, esse fato ja foi relatado por diversos autores, como infec¢des causadas por: virus
Herpes simplex (Feiler et al., 1982), Salmonella enteritidis (Kidd et al., 1994),
Trypanosoma cruzi (Fraker et al, 1982), Trypanosoma musculi (Lee et al, 1983),
Toxoplasma gondii (Tasci et al., 1995), Plasmodium yoelli (Shankar et al., 1995),
Strongyloides ratti (Fenwick et al., 1990a), Trichinella spiralis (Fenwick et al., 1990 b),
Fasciola hepatica (Flagstad et al., 1972) e Schistosoma mansoni NAWAR et al., 1992).

Mudangas na concentracdo de Zn plasmatico ocorreram devido a severidade e o
estigio de infecgcdo, como foi demonstrado em animais infectados com Trypanosoma
brucei que receberam dieta deficiente em Zn apresentaram decréscimo das concentragdes
plasmaticas de Zn e alteracOes na parasitemia (MWANGI et al., 1995).

Varios estudos demonstraram os beneficios da suplementacdo de Zn sobre

doengas infecciosas em humanos (SHANKAR; PRASAD, 1998). Grupos tratados com Zn
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apresentaram reducdo de infeccdOes por agentes oportunistas, especialmente por
Pneumocystis carinii e Candida ablicans (MOCCHEGIANI et al., 1995).

O sistema imunoldgico € influenciado pelo Zn através de proteinas dependentes
desse micronutriente, que geralmente estdo envolvidas na funcéo celular, como, replicacdo,
transcricdo e traducdo (BAUM et al., 2000). Além disso, o Zn é um cofator essencial para

producdo do hormonio do timo, que possui propriedades imunorreguladoras.

4)IMPORTANCIA DO ZINCO NA GESTACAO

A gestacdo € um periodo onde ocorre um aumento da necessidade metabdlica
para as mudancas fisioldgicas e para o desenvolvimento fetal (KING, 2000b). Essas
alteracOes fisioldgicas resultam no aumento do volume plasmético e de células vermelhas
do sangue, redugdo da concentragdo de proteinas e micronutrientes circulantes, producdo de
hormdnios que redirecionam os nutrientes através da placenta e glandulas mamaérias
(LADIPO, 2000). Todas as altera¢des variam de mulher para mulher, estado nutricional
prenatal e gestacional, determinantes genéticos, comportamento maternal e condigGes
socio-econdmicas (LADIPO, 2000; KING, 2000b).

Durante o periodo gestacional, quantidades inadequadas ou a falta de vitaminas
ou minerais, podem prejudicar a gestante (RAMAKRISHNAN et al., 1999). Além disso,
podem ocorrer nascimentos de fetos prematuros, natimortos, retardo no crescimento
intrauterino, malformacdes congénitas, problemas imunolégicos e anormalidades no
desenvolvimento de 6rgaos (BLACK, 2001).

De acordo com a literatura, o Zn, o acido fdlico, as vitaminas A e E, o Fe e o

Cu, sdo elementos essenciais durante a gravidez. Tanto o excesso quanto a caréncia desses
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elementos podem ocasionar distirbios significativos na formagdo dos tecidos fetais
(ASHWORTH; ANTIPATIS, 2001).

A transferéncia do Zn maternal para os fetos ocorre em cinco etapas. A primeira
envolve a passagem através das microvilosidades da membrana, seguida pela transferéncia
entre as células placentdrias, atingindo a circulagdo e figado fetal, e finalmente,
incorporacdo com a Metalotioneina (MT) (LINDSAY et al., 1994).

A Metalotioneina € uma proteina que exerce importantes fungdes no
metabolismo, como: transporte de metais, desintoxicacdo promovida pelos metais, protecao
contra metais toxicos, captura e armazenamento de metais livres em excesso,
principalmente de Zn e participa na resposta imunoldgica (LINDSAY et al., 1994;
NORDBERG, 1998).

Nos fetos, a concentracdo de Zn aumenta no dltimo trimestre, principalmente
no figado. Esse aumento esté relacionado com a elevagdo da MT fetal. O aumento prenatal
de Zn tem grande importincia para o desenvolvimento do neonato apdés o nascimento,
incluindo a maturagdo do sistema imunolédgico fetal (LINDSAY et al., 1994). Diante desse
fato, a absorcdo de Zn aumenta aproximadamente 30% por dia no fim do periodo
gestacional e cerca de 21% sdo absorvidos e transferidos para o feto (KING, 2000a).

Além da MT, a concentrac@o de Zn aumenta no feto no tltimo trimestre devido
ao desenvolvimento completo da placenta, o que permite acesso a maior quantidade de Zn
circulante e a mobilizacdo desse micronutriente presente na camada decidua (SOLE;
NASPITZ, 1996).

A concentragdo de Zn urindrio aumenta no periodo gestacional e diminui

durante a lactacdo (KING, 2000a). Porém, ha relatos de que a excrecdo de Zn na urina
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aumenta ao longo da gestacdo, possivelmente devido a elevacdo da filtracdo glomerular
(KLEIN et al., 1995).

No intestino a absor¢do de Zn ndo aumenta durante a gestagdo. Dessa forma,
maiores quantidades de Zn sdo necessdrias para suprir o feto e tecidos placentérios (KING,
2000a). Entretanto, a absorcdao de Zn no duodeno de ratos aumenta duas vezes no término
da gestacdo e durante a lactacdo (DAVIES; WILLIAMS, 1977; JACKSON et al., 1988).
Ainda nesse sentido, observaram que a absor¢do de Zn em mulheres lactantes foi
aproximadamente 80% maior do que em mulheres pds-parto nio lactantes e mulheres nao
gestantes (MOSER-VEILLON et al., 1995). Esses dados sugerem que a absor¢do intestinal
de Zn é importante para o controle do metabolismo desse micronutriente durante a
gestacao.

A associagdo da caréncia ou nao de outros micronutrientes com a de Zn,
durante a gestacdo, pode atenuar ou acentuar os efeitos deletérios da deficiéncia de Zn
(SOLE; NAPITZ, 1996). Entretanto, a deficiéncia de vitaminas e minerais especificos varia
de acordo com a idade, a estagc@o climdtica, o grupo étnico, as condi¢cdes sécio-econOmicas
e o numero familiar ou populacional (BLACK, 2001).

Durante a gestacdo, os efeitos da deficiéncia de Zn ocorrem de modo mais
acentuado, aumentando os riscos de complicacdes durante o parto, como hemorragias e
infecgdes; afetando a contracdo muscular e de certo modo, funcionando como
pontencializadora para eventuais complicacdes obstétricas. Além disso, pode causar: 1)
malformagdes do feto principalmente se a deficiéncia ocorrer durante o periodo da
organogénese; 2) perda de peso, tanto fetal como maternal; interferindo na acdo de enzimas
Zn dependentes, importantes para a divisdo e replicacdo celulares, podendo acarretar a

morte fetal; 3) abortos; 4) nascimento de prematuros, 5) atrofia do timo; e 6) aumento da
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suscetibilidade a infeccdes bacterianas, virais e flingicas (SOLTAN; JENKINS, 1982;
TRAVE et al., 1985; BEDWAL; BAHUGUNA, 1994; BLOXAM; BAX, 1996; SOLE;
NASPITZ, 1996; WELLINGHAUSEN et al., 1997).

Estudos com animais experimentais demonstraram que a falta de nutrientes
pode comprometer a funcdo imunoldgica. Em ratos apds o periodo de lactacdo, a baixa
concentracdo de alguns elementos tragos, promoveu a supressdo da resposta imunoldgica,
aumentando assim, a suscetibilidade a infec¢des (FRAKER et al., 1984). Assim como, a
reducdo da concentracdo de Zn prejudicou a atividade das células NK (Natural Killer),
fagocitose dos macréfagos e a fungdo dos neutréfilos (WELLINGHAUSEN et al., 1997).

Além das alteragdes ja& mencionadas, observaram que fetos cujas maes foram
submetidas a deficiéncia de Zn apresentaram comprometimento da fun¢@o pancreética, com
diminui¢cdo da sintese de hormodnios e enzimas pancredticas (ROBINSON; HURLEY,
1981).

Os efeitos da deficiéncia de Zn maternal em embrides de ratos ocorrem
rapidamente, pois quatro dias apds receber dieta deficiente de Zn, a concentragdo desse
micronutriente foi menor do que em ratos que receberam dieta normal. Isto ocorre porque a
concentragdo de Zn plasmético materno diminui rapidamente no caso de ingestdo de dieta
deficiente desse micronutriente (HURLEY, 1979).

Diversas substincias farmacologicamente ativas e mudangas ambientais podem
induzir a deficiéncia de Zn em animais pregnantes, através da sintese de MT (KEEN et al.,
1993). Isso ocorre porque muitos compostos organicos, hormonios endogenos (como os
adrenocorticosteroides) e citocinas podem estimular a sintese dessa proteina. Como

conseqiiéncia desse aumento, o Zn € retirado do plasma e posteriormente armazenado no
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figado. Essa deficiéncia de Zn plasmadtico reduz a disponibilidade para o feto (KING,
2000a, 2000b).

Alguns autores (Hunt et al., 1984; Garg et al., 1993; Jameson, 1993;
Goldenberg et al., 1995; Ladipo, 2000; Osendarp et al., 2001; Wellinghausen, 2001)
relataram que a suplementacdo de Zn melhorou significativamente o desenvolvimento fetal
e fungdes do sistema imunolégico; além de reduzir a incidéncia de complicagcdes maternais
e fetais; quadros de diarréia aguda, desinteria e impetigo. Além disso, a suplementacdo
desse micronutriente, tem sido avaliada como medida terap€utica e utilizada na profilaxia

da malaria (BLACK, 1998).

5)ZINCO E DOENCA DE CHAGAS

A avaliac@o de micronutrientes em individuos portadores de 7. cruzi pouco tem
sido relatada. Na maioria das citacdes encontradas na literatura os autores relatam a
importancia da suplementacio ou da auséncia de determinados micronutrientes no
comportamento da infecgao.

A associacdo entre o aumento da suscetibilidade a doencas infecciosas e a
deficiéncia nutricional de Zn, levou pesquisadores a aventarem a possibilidade de que esse
elemento traco € muito importante para a imunidade (WELLINGHAUSEN, 2001).

Entre varios micronutrientes, o estudo do Zn no processo de imunidade celular
na doenca de Chagas experimental foi descrito por Fraker et al. (1982), onde os autores
submeteram camundongos da linhagem BALB/c a diferentes situacdes de deficiéncia do
metal na alimentacdo. Posteriormente, observaram que a reposi¢cdo alterou o

comportamento da infec¢ao, melhorando a resposta imune dos animais tratados em relacdo
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aqueles utilizados como controle. Esses resultados foram confirmados por outros autores
que indicaram a necessidade do Zn na dieta alimentar, associando-o como um importante
co-fator em eventos bioquimicos associados a atividade dos macréfagos e a morte dos
parasitas (WIRTH et al., 1989; COOK-MILLS, et al., 1990).

Diante da importdncia do Zn no desenvolvimento humano ou animal, no
sistema imunoldgico e no controle de doengas infecciosas, a suplementagdo de Zn durante o
periodo gestacional em camundongos f€meas infectadas por 7. cruzi pode ser um
importante complemento alimentar, podendo diminuir ou controlar os efeitos causados pela

infeccdo chagésica, tanto nas maes quanto nos fetos.
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IV. OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivos:

1. Verificar os efeitos da suplementacdo de Zn durante a gestacdo de camundongos
Mus musculus, experimentalmente infectados por duas cepas de 7. cruzi, em
comparagdo aos grupos ndo infectados, e submetidos as mesmas condicdes,
avaliando:
e A parasitemia dos grupos experimentais infectados com duas cepas de T.
cruzi suplementados e ndo suplementados com Zn.
e O peso das fémeas dos grupos experimentais.
e O peso e o tamanho dos fetos, e o peso das placentas entre os grupos
experimentais.
e O desenvolvimento dos neonatos apds o nascimento, através do peso e do
tamanho desses animais.
¢ A mortalidade das fémeas dos grupos.
e Por meio da anélise histoldgica, a taxa de infecc@o: placenta, fetos, e figado,
coracdo e bago matemo dos diferentes grupos experimentais, bem como os
neonatos originados desses grupos, por meio da coloracdo de Hematoxilina
Eosina.
e Por meio da andlise histoldgica, a presenca de processos inflamatérios nos

tecidos.
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e A concentragdo plasmdtica de Zn materno, por meio da técnica analitica de
Espectroscopia de Absor¢cdo AtOmica.

e A concentragdo de Zn no coragdo, no bago, no figado materno, nas placentas
e nos tecidos fetais de todos os grupos experimentais, por meio da técnica

analitica de Espectroscopia de Absor¢do AtOmica.

2. Avaliar “in vitro” os efeitos do tratamento com Sulfato de Zinco (ZnSO4) em
diferentes concentracdes, apds 24 horas, sobre:

o (Células LLCMK..

e (élulas LLCMK;infetadas com ambas as cepas de T. cruzi.

e As formas amastigotas de 7. cruzi.
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V.MATERIAL E METODOS

1)Principios Eticos na Experimentacio Animal

O presente trabalho foi encaminhado para apreciacio da Comissio de Etica no
Uso de Animais (CEUA) do Campus de Ribeirdo Preto — USP, sendo aprovado e
protocolado (n°. 05.1.638.53.2) por estar de acordo com os principios éticos na

experimentacdo animal.

2)Parasito

Foram utilizadas duas cepas de T. cruzi com caracteristicas morfoldgicas e
filogenéticas distintas. A cepa Y, caracterizada por formas delgadas, macrofagotropismo e
alta patogenicidade (Pereira da Silva; Nussenzweig, 1953), sendo classificada como grupo
T. cruzi I e linhagem 1 (DOST et al.,, 2002). A cepa Bolivia apresenta caracteristica
morfolégica de forma larga, tropismo predominante para células musculares e glandulares,
baixa patogenicidade (Funayama; Prado Junior, 1974), pertencente ao grupo 7. cruzi I e

linhagem 2 (DOST et al., 2002).

3)Grupos experimentais

Para cada grupo foram utilizados camundongos albinos, Mus musculus,
linhagem Swiss, pesando aproximadamente 40g (fémeas) e 45-50g (machos), como

segue:
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Grupo 1 — Camundongos fémeas ndo infectadas e ndo prenhas (nlnP) — n = 15;

Grupo 2 - Camundongos fémeas ndo infectadas e prenhas (nIP) — n = 20;

Grupo 3 — Camundongos fémeas infectadas e ndo prenhas (InP) — n = 15;

Grupo 4 — Camundongos fémeas infectadas prenhas (IP) — n = 20;

Grupo 5 — Camundongos fémeas ndo infectadas e ndo prenhas, suplementadas com ZnSO;,
(nInPZ) — n = 15;

Grupo 6 — Camundongos fémeas ndo infectadas e prenhas, suplementadas com ZnSO,
(nIPZ) - = 20;

Grupo 7 — Camundongos fémeas infectadas e ndo prenhas, suplementadas com ZnSO,
(InPZ) - = 15;

Grupo 8 — Camundongos fémeas infectadas e prenhas, suplementadas com ZnSO4 (IPZ) -
= 20;

Grupo 9 — Camundongos machos ndo infectados — n = 42

Inicialmente, o camundongo macho permaneceu na caixa sem a presenga das
fémeas, durante 48 horas. Apds esse periodo, as fémeas foram colocadas em contato com o
macho por um periodo de 72 horas, sendo utilizadas trés fémeas para cada macho. A
presenca do feromdnio do macho deixado na caixa estimulou a fémea a entrar no periodo
de estro, e somente nessa fase do ciclo estral ocorre o acasalamento (FREEMAN, 1994).
Apd6s as 72 horas, o macho foi retirado e as fémeas foram mantidas em caixas individuais,

onde receberam racdo comercial e dgua ad libitum purificada (SOWA; STEIBERT, 1985).

Os animais pertencentes aos grupos infectados foram infectados via

intraperitoneal, com 4 x 10* formas tripomastigotas/mL de 7. cruzi. Os camundongos
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fémeas pertencentes aos grupos da cepa Y foram infectados no 12° dia de prenhez,
entretanto aqueles pertencentes aos grupos da cepa Bolivia, foram infectados no 5° dia de
prenhez. Os dias dos indculos foram calculados de maneira que os picos parasitémicos de

ambas as cepas ocorressem no 19° dia de prenhez.

Os animais nao infectados foram submetidos a suplementacdo de Zn, que foi
iniciada no 10° dia de prenhez. Esse dia gestacional foi escolhido com base nos dados
obtidos na literatura (Georgiades et al., 2002), onde o periodo de nutri¢do feto-maternal via
sangiiinea estd estabelecido no 10° dia de prenhez, conduzindo as trocas de gases e
substancias através da circulagdo. Existem grandes evidéncias que esse periodo
corresponde aos dois ultimos trimestres gestacionais em humanos e no 10° dia embridtico
em camundongos, onde a placenta destes animais estd totalmente desenvolvida e inicia suas
fun¢des. Em relacdo aos animais infectados, o tratamento iniciou-se no 1°.dia apds o
indéculo das formas tripomastigotas de 7. cruzi.

Todos os grupos experimentais receberam 20mg ZnSO4/Kg (Panemangalore et
al., 1983) até o dia do pico parasit€mico das respectivas cepas de 7. cruzi. A suplementagao

foi realizada por via oral, pois quando administrado principalmente por essa via, o Zn é

considerado como nao téxico (FOSMIRE, 1990).

4)Parasitemia
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A observacdo da parasitemia foi realizada de acordo com a técnica descrita
por Brener (1962), no 5°, 9°, 12°, 14° e 16° dia para a cepa Bolivia e no 3°, 5°, 7° ¢ 9°

dia paraacepa Y de T. cruzi.

5)Peso e medidas dos animais

O peso das fémeas foi avaliado no 1° dia do acasalamento e no 19° dia de
prenhez para todos os grupos, por meio de balangca semi-analitica (MARTE), com o
objetivo de acompanhar o desenvolvimento materno e verificar se a infeccdo e a
suplementacdo de Zn influenciaram no peso das fémeas.

ApOs a retirada cirurgica, os fetos e as placentas de 5 camundongos no 19° dia
de prenhez, foram pesados em balanga de precisao (Adventurer TM — OHAUS- 0.0001g —
210g) e os fetos foram mensurados da extremidade do focinho a base da cauda, utilizando
um paquimetro digital (Mitutoyo — 150mm — 6”’polegadas), sendo posteriormente fixados

em Formalina tamponada 10%.

6)Avaliacdo Pos-Natal dos Neonatos

Na avaliagdo pos-natal dos neonatos, 5 fémeas de cada grupo experimental
foram observadas durante o periodo gestacional. Os neonatos originados dessas fémeas
foram acompanhados durante o periodo pds-natal quanto: ao desenvolvimento corpdreo

(peso e tamanho) e a taxa de infeccao.
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Para avaliar o desenvolvimento corpéreo, foram utilizados paquimetro digital
(Mitutoyo — 150mm — 6”’polegadas) e balanca de precisdo (Adventurer TM — OHAUS -
0.0001g —210g). Os neonatos foram mesurados da extremidade do focinho a base da cauda.
Em relacdo a taxa de infeccdo, foi realizada a histologia de 5 filhotes de cada grupo

experimental, com 7 dias de vida.

7)Mortalidade

A taxa de mortalidade das fémeas foi observada em 5 fémeas de todos os

grupos experimentais desde o 1°. dia do acasalamento até a sua morte natural.

7)Histologia

Os animais foram mortos por meio de deslocamento cervical, seguindo as
normas de principios éticos na experimentacdo animal do CEUA. Foram utilizados 5
camundongos de todos os grupos experimentais, no 19° dia de prenhez e do pico
parasitémico correspondente a cada cepa (7° dia — cepa Y e 14° dia — cepa Bolivia). Os
fetos, placentas, e tecidos matermnos (figado, bagco e coragdo) foram retirados e em seguida
fixados em Formalina tamponada 10% por 24hs. Posteriormente os tecidos foram
processados histologicamente e cortes histologicos de Spum de espessura foram preparados,
e corados por meio da técnica de Hematoxilina Eosina (HE). A montagem desses cortes nas
laminas foi realizada com intervalo de 70pm, para evitar a anélise de um mesmo ninho com

formas amastigotas de 7. cruzi (CAMARGOS et al., 2000).
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7.1)Andlise do Parasitismo tecidual
O parasitismo tecidual foi estimado através da andlise quantitativa, a partir da
determinacdo de ninhos de formas amastigotas de 7. cruzi observados em 50 campos
microscopicos (400x). Para esta andlise, foram utilizados 15 cortes de Spum dos tecidos de

cada animal.

7.2)Andlise de Processos Inflamatorios

A partir dos cortes histolégicos, foi realizada a andlise da presenca de
infiltrados inflamatdrios no coracdo, no figado, no bagco e nas placentas. No figado foi
realizada a contagem e a medida da drea (umz) dos processos existentes em 30 campos
microscépicos (400x) (Souza et al., 2002), utilizando-se 5 laminas de cada grupo.

Para calcular a medida da 4area dos processos inflamatérios, os cortes foram
focalizados ao microscopio Optico (400x) munido de uma cdmera de captura de imagens e
video. As imagens capturadas foram projetadas em programa de computador (KS100 —

Zeiss), sendo a drea calculada automaticamente apds a marcagdo da regido correspondente.

8)Determinacdao das Concentracdes de Zinco por Espectrofotometria de Absorcdo

Atomica

8.1)Preparagdo dos Padroes e Vidrarias
Sendo o plasma relativamente viscoso, as solugdes de calibragdo do

equipamento de espectrofotometria de absorcdo atdomica (AAS — Atomic Absorption




30

Spectrometry) foram preparadas com solucdo de glicerol a 5% (S0mL de glicerol em
1000mL de dgua deionizada) (BUTRIMOVITZ; PURDY, 1977).

Inicialmente foi utilizada uma solu¢do padrao (Titrisol - Merck) a 1.000ppm e a
partir dessa solugdo, foi preparada uma solucao a S0ppm (1:19), a qual foi utilizada para o
preparo das solucOes necessdrias para a construcdo da curva padrdo (0.25, 0.5, 1.0, 2.0
pgZn/mL). Posteriormente, foram adicionados 10uL de solu¢cdo de HCI (4cido cloridrico
1:1 com &gua deionizada), para maior conservagdo das solu¢des padrao.

Todas as vidrarias e pipetas utilizadas na preparacdo das solugdes de calibragcao
e na andlise das amostras de plasma foram lavadas inicialmente com solucdo de HNO;
(1mol/L) (SHAW et al., 1982; GOZZO et al., 1999). Depois esses materiais permaneceram
em repouso em solu¢do de EDTA por 24hs (Butrimovitz & Purdy, 1977; Smith et al.,

1979), e apds esse periodo, os materiais foram lavados seis vezes em dgua deionizada.

8.2)Avaliacdo Quantitativa de Zinco Plasmadtico

Para a dosagem da concentracdo plasmdtica de Zn, foi colhido por puncao
cardiaca o sangue de cinco camundongos ja mortos no dia do pico parasittmico de cada
cepa, correspondente ao 19° dia de prenhez. Microtubos de 2mL contendo o sangue
coletado com anticoagulante (Heparina sddica) foram centrifugados a 1500rpm durante 10
minutos a 23°C para separacdo do plasma. Posteriormente, as amostras de plasma foram
transferidas para novos microtubos e congeladas a -20°C, até o dia da leitura. No momento
da leitura, as amostras foram descongeladas em temperatura ambiente, sendo os microtubos
invertidos seis vezes (BUTRIMOVITZ; PURDY, 1977). Ap6s o descongelamento, as

amostras foram diluidas (1:1) em 4gua deionizada (SHAW et al., 1982).
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Amostras hemolisadas ou contendo componentes celulares foram descartadas,
pois foram consideradas inapropriadas para andlise, devido ao fato da quantidade de Zn ser
maior no interior das células do que no plasma (PASSEY et al., 1985).

A quantificag@o foi realizada por meio da técnica de AAS utilizando leitor (AA-
680 Atomic Absorption/Flame Emission Spectrophotometer — SCHIMADZU). Esse
método tem sido mais utilizado para andlise de Zn no sangue, devido a simplicidade,
rapidez, baixo custo, sensibilidade e precisdo (LISKA et al., 1985; FUNG et al., 1997).

Inicialmente foi verificada a curva padrido através da leitura das solugdes de

calibracdo e posteriormente foi realizada a leitura das amostras de plasma diluidas.

8.3)Avaliacao Quantitativa de Zinco Tecidual

No dia do pico parasit€émico correspondente a cada cepa, 5 camundongos
foram mortos por meio de deslocamento cervical. O figado, o bago, o coragdo materno, € as
placentas e os fetos foram retirados, lavados em PBS e posteriormente armazenados em
tubos Falcon de S0mL e congelados.

Para a realizacdo dessa avaliacdo, foram adaptadas as técnicas descritas por
(Yasdani et al., 1990; Luterotti et al., 1992) onde os Orgaos foram previamente
descongelados e homogenizados em dgua (5 mL/g) durante 3 minutos, em um
homogenizador (JANKEE KUNKEL). O homogenizado aquoso foi centrifugado a 15.000
rpm durante 15 minutos a 12°C. Apoés esse periodo, foi adicionado 1mol/L de HCI no
sobrenadante e a solucdo obtida foi homogenizada durante 3 minutos. Em tubo Falcon de
15mL, a aliquota de 1mL da solu¢do obtida foi diluida em 1mL de dgua deionizada. Os
tubos foram centrifugados a 3000rpm por 10 minutos a 12°C. Posteriormente foi realizada a

leitura do sobrenadante por meio da técnica de AAS utilizando leitor (AA-680 Atomic
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Absorption/Flame Emission Spectrophotometer — SCHIMADZU). As solugdes padrdes

utilizadas nessa avaliacdo foram as mesmas solu¢des da quantificacdo de Zn plasmadtico.

9)Avaliacdo “in vitro” do Sulfato de Zinco em cultura de células

Essa avaliacao foi realizada sobre cultura de células LLCMK> (Monkey Rhesus
kidney) (Kloetzel et al., 1984; Tomlinson et al., 1995), mantidas em meio RPMI 1640
(GIBCO), suplementado com 7,5% de Soro Bovino Fetal (SBF) e 0.01mg/mL de
Ciprofloxacina (Bayer). A partir dessa cultura, foi utilizada uma suspensido de células na
concentragdo de 1 x 10° células/mL, contadas em camara de Newbauer. Posteriormente,
aliquotas de 200uL/pogo foram adicionadas em placa de microtitulagdo (96 pocos) e
incubadas a 37°C por duas horas em estufa de CO,, com umidade de 95%. Apds esse
periodo, foram adicionados Benzonidazol e ZnSOy nas seguintes concentragdes: Sug, 20ug,

100pg e 200pg /mL. Sendo essa placa novamente incubada em estufa de CO,, com
umidade de 95%, durante 24hs.

A avaliac¢ao foi realizada em triplicata para cada concentracdo de Benzonidazol
e ZnSQ4 Como controle positivo (100% de atividade) foi utilizado apenas meio RPMI
1640 sem células e para o controle negativo (sem atividade) o meio com células.

Para verificar a a¢do do ZnSO, sobre as células foi utilizada a técnica
colorimétrica baseada no uso do sal Tetrazolium MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazolium bromide - ACROS Organics), que mede apenas as células vivas presentes na
amostra, podendo ser quantificada pelo espectrofotdmetro. O reagente MTT de cor amarelo

claro produz o produto Formazan de cor azul escuro quando incubado com células vivas
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(MOSMANN, 1983). Sendo assim, finalizado o tempo de incubagdo da microplaca, foram
retirados 100uL/pogo e adicionados 10pL/pogo de MTT na concentracdo de Smg/mL. Em

seguida a placa foi incubada a 37°C por 4 horas em estufa de CO,, com umidade de 95%
(MUELAS-SERRANO et al., 2000; 2002).

O produto da reagdo do MTT a formazan foi solubilizado em isopropanol-dcido
(100pL/poco de HCI1 0,04N em isopropanol), considerado o solvente mais adequado para
essa reacdo. Posteriormente os pogos foram homogenizados e incubados em temperatura
ambiente por 30 minutos. A solucdo obtida foi medida por densidade Otica no
espectrofotdometro (Sunrise — TECAN), usando 570 a 630nm de comprimento de onda
(MOSMANN, 1983; MUELAS-SERRANO et al., 2000; 2002). Os resultados da leitura
foram processados no programa Magellan 3 e editados no programa computacional Prism

3.0, utilizando a seguinte férmula:

I- [(Y-CN/CN-CP)] x 100 = % de lise

Y = valor da amostra;
CN = controle negativo;

CP = controle positivo.

10)Avaliacdo “‘in vitro” do Sulfato de Zinco em cultura de células infectadas com T.

cruzi

A metodologia utilizada foi a mesma descrita para a avaliacio do ZnSO4 em
cultura de células ndo infectadas. Entretanto, apds o periodo de incubagdo por 2 horas da

microplaca contendo 1 x 10° células/mL na estufa de CO,, foram adicionados 5 x 10°
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formas amastigotas/mL das cepa Y e Bolivia de T. cruzi, provenientes de cultura de células
LLCMK; infectadas. Essa microplaca contendo células e parasitas foi incubada a 37°C por
3 horas em estufa de CO;, com umidade de 95%. Posteriormente, foram adicionados
Benzonidazol e ZnSO4 nas seguintes concentracdes: Spg, 20pg, 100pg e 200pg /mL.
Sendo essa placa novamente incubada durante 24hs. A leitura do ensaio foi realizada de
acordo com a técnica descrita para a cultura de células ndo infectadas.

A avaliacgao foi realizada em triplicata para cada concentracdo de Benzonidazol
e ZnSQ4 Como controle positivo (100% de atividade) foi utilizado apenas meio RPMI

1640 e o controle negativo (sem atividade) o meio com células e parasitas.

11)Avaliacdo tripanocida ““in vitro” do Sulfato de Zinco sobre as formas amastigotas de

T. cruzi

A avalia¢do sobre as formas amastigotas de 7. cruzi foi realizada em placa de
microtitulacdo de 96 pogos contendo 5 x 10° formas amastigotas/mL das cepas Y e Bolivia
de T. cruzi (Osakabe, 2004), provenientes de cultura de células LLCMK, infectadas,
mantidas em garrafa com S5mL de meio RPMI 1640 completo (GIBCO). Essa microplaca
foi incubada a 37°C por 3 horas em estufa de CO,, com umidade de 95%. Apds esse
periodo, foram adicionados Benzonidazol e ZnSOy nas seguintes concentragdes: Sug, 20ug,
100pg e 200pg /mL. Sendo essa placa novamente incubada durante 24hs e em seguida
analisada de acordo com a técnica descrita para a cultura de células ndo infectadas.

O ensaio tripanocida foi realizado em triplicata para cada concentracdo de

Benzonidazol e ZnSO4, Como Controle Positivo (100% de atividade) foi utilizado apenas
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meio RPMI 1640 e como Controle Negativo (sem atividade) o meio com formas

amastigotas.

12)Andlise Estatistica

Para a avaliagdo dos resultados obtidos no presente trabalho foram utilizados
os testes estatisticos ANOV A fator unico (One Way) complementado pela correlagdo do
Teste de Tukey, e ANOVA fator duplo (Two Way) seguido do Teste de Bonferroni. A
determinacao do ICsy e da curva sigmoidal dose-resposta foram utilizados como método
estatistico para avaliar a significincia da avaliagd@o in vitro. Todos os testes estatisticos

foram realizados por meio da ferramenta computacional GraphPad Prism, versdo 3.02.
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VI.LRESULTADOS

1) Parasitemia

Pelo estudo do comportamento da curva parasit€émica, foi observado que a cepa
Y apresentou periodo pré-patente de 3 dias, com pico de parasitemia no 7°dia apds o
inéculo das formas tripomastigotas, enquanto que para a cepa Bolivia, o periodo pré-

patente foi de 5 dias, com pico parasitemico no 14°dia.

Comparando a parasitemia de ambas as cepas, foi observado que os animais
infectados com a cepa Bolivia apresentaram niveis parasitémicos maiores do que os valores

obtidos para os animais infectados com a cepa Y (Figura 1).

As fémeas ndo prenhas e infectadas com as cepas Y e Bolivia de T. cruzi (InPY
e InPB) apresentaram valores referentes ao nimero maximo de parasitas, no pico
parasittmico maiores do que as fémeas prenhas (IPY e IPB). Sendo essa diferenca
constatada estatisticamente por Teste ANOV A fator duplo seguido do Teste de Bonferroni,
apenas entre os grupos da cepa Bolivia (InPB x IPB = p<0,05). Nos grupos infectados com

acepa Y, as diferencas observadas ndo foram significativas.

Em relagdo a suplementacdo de Zn, foi observado que as fémeas infectadas e
que receberam suplementacdo (InPYZ, IPYZ, InPBZ e IPBZ) apresentaram reducdo na
parasitemia quando comparado aos resultados obtidos de fémeas infectadas e ndo
suplementadas (InPY, IPY, InPB e IPB). No entanto, a reducdo foi estatisticamente
significativa (ANOVA fator duplo e Teste de Bonferroni) apenas nos grupos de fémeas

infectadas com a cepa Bolivia e ndo prenhas (InPB x InPBZ = p<0,01).
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Figura 1. Variagio do perfil parasitémico durante o curso da infeccdo experimental, em fémeas prenhas (n =

5) e ndo prenhas (n = 5) infectadas intraperitonealmente com 4 x 10* tripomastigotas/mL das cepas

Y (A) e Bolivia (B) de T.cruzi, submetidas ou nao a suplementagdo didria com 20mg/Kg de Sulfato

de Zinco. (* - p<0,05) Reducio significativa do nimero de parasitas entre os grupos InPB x IPB.

(** - p<0,01) Redugdo significativa do nimero de parasitas entre os grupos InPB x InPBZ. InPY —

infectada ndo prenha cepa Y; InPB — infectada ndo prenha cepa Bolivia; InPYZ — infectada ndo
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prenha cepa Y e suplementada com Sulfato de Zinco; InPBZ - infectada ndo prenha cepa Bolivia e
suplementada com Sulfato de Zinco; IPY — infectada prenha cepa Y; IPB — infectada prenha cepa
Bolivia; IPYZ — infectada prenha cepa Y e suplementada com Sulfato de Zinco; IPBZ - infectada

prenha cepa Bolivia e suplementada com Sulfato de Zinco.

2)Peso e medidas

2.1)Peso das Fémeas ndo Prenhas

De acordo com os resultados foi observado que para esse pardmetro a infeccao
por T. cruzi ndo interferiu no peso dos grupos infectados [InPY — 42,86+1,48g; InPYZ —
44775+0,72g; InPB — 44,46+1,84g; e nPBZ — 46,47+1,21¢g (valores referentes ao 19°. dia)],
diante dos resultados apresentados pelos grupos controle (nInP — 43,15+1,36g ¢ nInPZ —
41,70+£3,01g) (Figura 2A).

Em relac@o a suplementacdo de Zn, foi verificado que a suplementag@o ndo

determinou a altera¢do do peso das fémeas em todos os grupos experimentais.

2.2)Peso das Fémeas Prenhas
Nas fémeas prenhas, os resultados obtidos foram similares aos resultados
apresentados pelas fémeas ndo prenhas. Certamente, as fémeas prenhas ganharam mais
peso do que as fémeas ndo prenhas devido a gestacdo.
O peso do grupo infectado IPY (74,80+3,11g - valor referente ao 19°. dia) ndo
apresentou diferencas em relacdo ao grupo controle nIP (75+ 6,44g) (Figura 2B). Por outro

lado, o peso das fémeas IPB (84+9,61g) foi numericamente maior do que o encontrado para
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os grupos (nIP e IPY), embora ndo estatisticamente significativo. Sendo assim, a infec¢ao
ndo influenciou no ganho de peso das fémeas infectadas.

Em relacdo a suplementacdo, foi observado que a suplementag@o nao interferiu
no peso das f€émeas do grupo controle (nIPZ — 69,2+13,33g) em relacdo ao grupo controle
ndo suplementado (nIP) (Figura 2B).

Quando foram comparados os resultados obtidos dos grupos infectados
suplementados (IPYZ — 78,20+4,81g e IPBZ — 87,80+8,04g), com o grupo controle
suplementado (nIPZ), foi verificado que a suplementacdo pode ter sido um dos fatores que
determinaram o aumento de peso das fémeas infectadas, sendo que, as fémeas (IPBZ)
apresentaram maior ganho de peso do que as fémeas (IPYZ). No entanto, as diferencas
observadas ndo foram estatisticamente significativas, de acordo com ANOVA fator tinico

seguido do Teste de Tukey.
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Figura 2. Avaliagdo do peso das fémeas ndo prenhas (n =5 - A) e prenhas (n =5 - B), no dia do acasalamento
(1°dia) e no 19°dia de gestacdo, infectadas intraperitonealmente com 4 x 10* formas
tripomastigotas/mL das cepas Y e Bolivia de T.cruz, submetidas a suplementacdo didria com
20mg/Kg de Sulfato de zinco. nInP - ndo infectada ndo prenha; nInPZ — ndo infectada ndo prenha
e suplementada com Sulfato de Zinco; nIP — ndo infectada prenha; nI[PZ — ndo infectada prenha e
suplementada com Sulfato de Zinco; InPY — infectada ndo prenha cepa Y; InPB — infectada ndo
prenha cepa Bolivia; nPYZ — infectada ndo prenha cepa Y e suplementada com Sulfato de Zinco;
InPBZ - infectada ndo prenha cepa Bolivia e suplementada com Sulfato de Zinco; IPY — infectada
prenha cepa Y; IPB — infectada prenha cepa Bolivia; IPYZ — infectada prenha cepa Y e
suplementada com Sulfato de Zinco; IPBZ - infectada prenha cepa Bolivia e suplementada com

Sulfato de Zinco.
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2.3)Peso dos Fetos

De acordo com a Figura 3, foi verificado que nos grupos infectados (IPY —
1,22+0,15g e IPB — 1,14+0,34g), o peso dos fetos foi menor do que no grupo controle (nIP
- 1,31+0,21g), evidenciando que a infeccdo por 7. cruzi influenciou nesse parametro,
embora essa diferenca tenha sido apenas numérica, ndo apresentando significancia
estatistica (ANOV A fator duplo e Teste de Bonferroni).

Quando os grupos experimentais foram submetidos a suplementagdo de Zn, foi
observado que o peso dos fetos das fémeas dos grupos (nIlPZ - 1,32+0,21g, IPYZ -
1,2940,14g e IPBZ — 1,29+0,26g) ndo foi alterado, apresentando resultados numéricos

médios similares ao grupo controle nio suplementado (nIP).
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Figura 3. Avaliagdo do peso (g) dos fetos (n = 5/fémea) de fémeas no 19°dia de gestacdo. As fémeas foram
infectadas intraperitonealmente com 4 x 10* formas tripomastigotas/mL das cepas Y e Bolivia de

T.cruzi, submetidas a suplementacdo didria com 20mg/Kg de Sulfato de Zinco.
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2.4)Peso da Placenta

De acordo com os dados obtidos e representados na Figura 4, foi observado
que as placentas dos grupos infectados por 7. cruzi (IPY — 0,172+0,008g ¢ IPB —
0,180+0,037g), ndo apresentaram alteracOes significativas no peso em relacdo ao grupo

controle (nIP — 0,184+0,009g).

Nesse mesmo sentido, foi observado que a suplementacdo de Zn ndo

promoveu alteracdes significativas entre os grupos experimentais.
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Figura 4. Avaliagdo do peso (g) das placentas (n = 5/fémea n = 5) de fémeas no 19°dia de gestacdo. As
fémeas foram infectadas intraperitonealmente com 4 x 10* formas tripomastigotas/mL das cepas

Y e Bolivia de T.cruzi, submetidas a suplementagao didria com 20 mg/Kg de Sulfato de Zinco.

2.5)Comprimento dos Fetos

Em relacdo ao comprimento dos fetos (Figura 5), foi possivel verificar que nos
grupos infectados (IPY — 20,97+1,34mm e IPB — 20,40+2,5mm) a infecc¢do pelo T. cruzi
ndo foi um fator limitante para o desenvolvimento dos fetos, pois os valores foram

similares ao grupo controle (nIP —21,45+1,62mm).
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Apés a suplementacio com Zn foi observado que os grupos (nIPZ —
21,93+1,0mm; IPYZ - 21,8141, 45mm e IPBZ - 21,87+2,73mm) ndo apresentaram
alteracOes significativas no comprimento dos fetos em relacio aos grupos ndo

suplementados (nIP, IPY e IPB).
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Figura 5. Avaliagdo do comprimento corporal dos fetos (n = 5/fémea n = 5) de fémeas no 19°dia de gestacio.
As fémeas foram infectadas intraperitonealmente com 4 x 10* formas tripomastigotas/mL das cepas

Y e Bolivia de T.cruzi, submetidas a suplementacao didria com 20mg/Kg de Sulfato de Zinco.

3)Avaliacao Pés-Natal dos Neonatos

O peso e o comprimento pds-natal dos neonatos dos grupos infectados foram
acompanhados até o 7°. dia de vida para os neonatos de fémeas infectadas com acepa Y, e
até o 14°. dia para os neonatos de f€meas pertencentes ao grupo da cepa Bolivia. Essa

diferenca de dias foi necessdria devido ao tempo de sobrevivéncia materna.
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3.1)Peso dos Neonatos
Entre o grupo controles (nIP e nIPZ), foi verificado que a suplementagdo de Zn

durante o periodo gestacional nesses grupos, ndo alterou o peso dos neonatos apds o
nascimento.

De acordo com a Figura 6, foi observado que a infec¢do materna por 7. cruzi
durante o periodo gestacional influenciou no peso dos neonatos. Pois os neonatos de fémeas
infectadas com a cepa Y (IPY) e de fémeas infectadas suplementadas (IPYZ),
demonstraram reduc¢do significativa (p<0,05 — ANOVA fator tnico e Teste de Tukey)
quando comparados com os dados dos grupos controles (nIP e nIPZ). Por outro lado, o peso
dos neonatos de fémeas infectadas com a cepa Bolivia (IPB) e suplementadas (IPBZ)

também apresentaram redugdo do peso, entretanto essa alteracdo nao foi significativa.
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Figura 6. Avaliacdo do peso (g) dos neonatos (n = 5/ fémeas) das fémeas dos grupos experimentais 3 dias
apGs o nascimento. As fémeas foram infectadas intraperitonealmente com 4 x 10" formas
tripomastigotas/mL das cepas Y e Bolivia de T.cruzi, submetidas a suplementacdo didria com
20mg/Kg de Sulfato de Zinco. (* - p<0,05) Diferenca significativa entre os grupos (nIP x IPY; nIP
x IPYZ; nIPZ x IPY; nIPZ x IPYZ). nIP — nio infectada prenha; nIPZ — nao infectada prenha e

suplementada com Sulfato de Zinco; IPY — infectada prenha cepa Y; IPB — infectada prenha cepa
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Bolivia; IPYZ — infectada prenha cepa Y e suplementada com Sulfato de Zinco; IPBZ - infectada

prenha cepa Bolivia e suplementada com Sulfato de Zinco.

3.2)Comprimento dos Neonatos
Analisando os resultados referentes ao comprimento corporal dos grupos
infectados (IPY e IPB) foi verificado que a infecg¢do alterou o desenvolvimento dos
neonatos de fémeas infectadas pelo 7. cruzi, principalmente nos neonatos originados de
fémeas infectadas com a cepa Y, entretanto esses resultados ndo foram estatisticamente
significativos (Figura 7).
Em relacdo a suplementagdo com Zn nos grupos experimentais, foi observado

que a suplementacdo de Zn ndo influenciou no comprimento corporal dos neonatos apds o

nascimento.
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Figura 7. Avaliagdo do comprimento corporal dos neonatos (n = 5/fémea n= 5) oriundos dos diferentes grupos
experimentais apds o nascimento. nIP — ndo infectada prenha; nlPZ — nao infectada prenha e
suplementada com Sulfato de Zinco; IPY — infectada prenha cepa Y; IPB — infectada prenha cepa
Bolivia; IPYZ — infectada prenha cepa Y e suplementada com Sulfato de Zinco; IPBZ - infectada

prenha cepa Bolivia e suplementada com Sulfato de Zinco.
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4)Mortalidade das Fémeas

De acordo com os resultados da Figura 8, as taxas mortalidade das fémeas
infectadas (InPY, IPY, InPB e IPB) e infectadas suplementadas (InPYZ, IPYZ, InPBZ e
IPBZ) foram significativamente maiores (p<0,05 — ANOVA fator tnico e Teste de Tukey)
do que a taxa dos grupos controle ndo infectados (nInP, nIP, nInPZ e nIPZ).

Além disso, foi observado que a suplementagdo de Zn ndo aumentou o tempo
de sobrevivéncia dos grupos infectados com ambas as cepas de T. cruzi, pois esses grupos

apresentaram alta taxa de mortalidade, em relagdo aos grupos controle.
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Figura 8. Porcentagem de sobrevivéncia das fémeas ndo infectadas (n = 5) e das fémeas infectadas (n = 5)
com 4 x 10* formas tripomastigotas/mL das cepas Y(A) e Bolivia (B) de T. cruzi, avaliada dias
apOs a infeccdo. Suplementadas ou n3o com 20mg/Kg de Sulfato de Zinco diariamente. (* -
p<0,05) Redugdo significativa para todos os grupos infectados em relagdo aos grupos controle.
nInP - ndo infectada nio prenha; nInPZ — ndo infectada ndo prenha e suplementada com Sulfato
de Zinco; nIP — ndo infectada prenha; nIPZ — nao infectada prenha e suplementada com Sulfato de
Zinco; InPY — infectada ndo prenha cepa Y; InPB — infectada ndo prenha cepa Bolivia; InPYZ —

infectada ndo prenha cepa Y e suplementada com Sulfato de Zinco; InPBZ - infectada nao prenha
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cepa Bolivia e suplementada com Sulfato de Zinco; IPY — infectada prenha cepa Y; IPB —
infectada prenha cepa Bolivia; IPYZ — infectada prenha cepa Y e suplementada com Sulfato de

Zinco; IPBZ - infectada prenha cepa Bolivia e suplementada com Sulfato de Zinco.

5)Histologia
5.1)Anadlise do Parasitismo tecidual

Tabela 1. Andlise da intensidade do parasitismo tecidual no Coracdo, Baco e Figado de Mus musculus
infectados com 4 x 10 formas tripomastigotas/mL das cepas Y e Bolivia de 7. cruzi suplementadas

com Zn.

Grupos n°.de Diasde Nidmero médio de ninhos nos érgios/animal’ + DP*

animais infeccao

Coracao Baco Figado
Fémeas nao prenhas
INPY 05 07 TT453,345x 354456,24 5+ 4342827
INPYZ 05 07 54+38,32 335+57,88xx 2248,05%+
INPB 05 14 653+234,68+ 04+£1, 3 37+425,92+
INPBZ 05 14 54449,83 02+1,7405 03+2,24+
Fémeas Prenhas
IPY 05 07 2245,26% 343+£118,9:x 124446,61+%
IPYZ 05 07 19+48,54 279482,61 5+ 120443,7 6%+
IPB 05 14 08+46,66%/ 094464+ 55427,24+
IPBZ 05 14 29+10,80++ 02+1,59+ 064,99/

1 - média obtida do total de ninhos encontrados em 5 animais.

2 - DP — desvio padrao.

* (p<0,05) Diferenca significativa no parasitismo do figado entre os grupos (InPB x InPBZ; IPB x IPBZ; IPY
x IPB).

** (p<0,01) Diferenga significativa no parasitismo do coracao entre os grupos (IPB x IPBZ; IPY x IPB).

*##%* (p<0,001) Diferenca significativa no parasitismo do coragdo entre os grupos (InPB x InPBZ; InPY x
InPB; InPB x IPB) no parasitismo do baco entre os grupos (InPY x InPB; InPYZ x InPBZ; IPY x IPB; IPYZ
x IPBZ), no parasitismo do figado entre os grupos IPYZ x IPBZ; InPY x IPY; InPYZ x IPYZ).

InPY - infectada ndo prenha cepa Y; InPB — infectada ndo prenha cepa Bolivia; InPYZ — infectada ndo
prenha cepa Y e suplementada com Sulfato de Zinco; InPBZ - infectada ndo prenha cepa Bolivia e
suplementada com Sulfato de Zinco; IPY — infectada prenha cepa Y; IPB — infectada prenha cepa Bolivia;
IPYZ — infectada prenha cepa Y e suplementada com Sulfato de Zinco; IPBZ - infectada prenha cepa Bolivia
e suplementada com Sulfato de Zinco.
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5.1.1)Coragao

Comparando-se o parasitismo tecidual entre as fémeas infectadas com a cepa Y
(INPY e IPY) e as fémeas infectadas com a cepa Bolivia (INPB e IPB) foi verificado que
nas fibras cardiacas o nimero de ninhos de formas amastigotas de 7. cruzi foi maior no
grupo de fémeas infectadas com a cepa Bolivia, de acordo com ANOVA fator duplo
seguido do Teste de Bonferroni, resultando em (p<0,001) para InPY x InPB e (p<0,01) para
IPY x IPB (Tabela 1).

Entre as fémeas prenhas e ndo prenhas, foi observado que a prenhez reduziu o
nimero de ninhos nas fibras cardiacas de todos os grupos experimentais. Por outro lado,
essa reducdo foi significativa apenas para as fémeas infectadas com a cepa Bolivia (InPB x
IPB = p<0,001).

Em relacdo a suplementagdo de Zn, foi verificada uma reduco na quantidade de
ninhos em ambas as cepas, no entanto apenas os grupos de fémeas infectadas com a cepa
Bolivia apresentaram redugdo significativa (InPB x InPBZ = p<0,001; IPB x IPBZ =
p<0,01).

Em todos os grupos, ndo foi possivel observar alteracdes patolégicas nas fibras

cardiacas (Figura 9).
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Figura 9. Fotomicrografias das fibras cardiacas de fémeas dos grupos experimentais. As fémeas foram
infectadas intraperitonealmente com 4 x 10* formas tripomastigotas/mL das cepas Y e Bolivia de

T.cruzi, submetidas a suplementacdo didria com 20mg/Kg de Sulfato de Zinco. Notar os ninhos de
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formas amastigotas indicados pelas setas. (A) InPY — infectada ndo prenha cepa Y; (B) InPB —
infectada ndo prenha cepa Bolivia; (C) InPYZ — infectada ndo prenha cepa Y e suplementada com
Sulfato de Zinco; (D) InPBZ - infectada ndo prenha cepa Bolivia e suplementada com Sulfato de
Zinco; (E) IPY- infectada prenha cepa Y; (F) IPB — infectada prenha cepa Bolivia; (G) IPYZ —
infectada prenha cepa Y e suplementada com Sulfato de Zinco e (H) IPBZ - infectada prenha cepa

Bolivia e suplementada com Sulfato de Zinco. Hematoxilina e eosina (1000X).

5.1.2)Bago

De acordo com a comparagdo dos resultados obtidos entre as cepas Y (InPY,
InPYZ, IPY e IPYZ) e Bolivia (InPB, InPBZ, IPB e IPBZ), demonstrou que o baco foi
intensamente parasitado nos grupos de fémeas infectadas pela cepa Y (p<0,001 — ANOVA
fator duplo e Teste de Bonferroni), apresentando numerosos ninhos de formas amastigotas
tanto na polpa branca quanto na polpa vermelha do tecido (Tabela 1).

Na Tabela 1, foi observado que as fémeas prenhas e nao prenhas, ndo
apresentaram diferencas significativas entre os grupos.

Em todos os grupos experimentais foi verificado que a suplementacdo de Zn

reduziu o nimero de ninhos no baco (ANOV A fator duplo).
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Figura 10. Fotomicrografias do baco de fémeas dos grupos experimentais. As fémeas foram infectadas
intraperitonealmente com 4 x 10* formas tripomastigotas/mL das cepas Y e Bolivia de T.cruzi,
submetidas a suplementa¢do didria com 20mg/Kg de Sulfato de Zinco. Notar os ninhos de formas

amastigotas indicados pelas setas. (A) InPY — infectada ndo prenha cepa Y; (B) InPB — infectada
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ndo prenha cepa Bolivia; (C) InPYZ — infectada ndo prenha cepa Y e suplementada com Sulfato de
Zinco; (D) InPBZ - infectada ndo prenha cepa Bolivia e suplementada com Sulfato de Zinco; (E)
IPY- infectada prenha cepa Y; (F) IPB — infectada prenha cepa Bolivia; (G) IPYZ — infectada
prenha cepa Y e suplementada com Sulfato de Zinco e (H) IPBZ - infectada prenha cepa Bolivia e

suplementada com Sulfato de Zinco. Hematoxilina e eosina (1000X).

5.1.3)Figado

De acordo com os dados apresentados na Tabela 1, foi observado que o figado
de todos os grupos infectados apresentaram ninhos do parasita. Entretanto esse parasitismo
foi significantemente maior nos grupos infectados pela cepa Y do que nos grupos
infectados com a cepa Bolivia, principalmente entre as fémeas prenhas (IPY x IPB =
p<0,05; IPYZ x IPBZ = p<0,001 — ANOV A fator duplo e Teste de Bonferroni).

Quando foram comparados os resultados obtidos entre as fémeas ndo prenhas e
as fémeas prenhas, foi verificado que a gestacdo aumentou a intensidade do parasitismo
tecidual em todos os grupos. Sendo que, os grupos (IPY e IPYZ) apresentaram um aumento
significativo (p<0,001) no nimero de ninhos de formas amastigotas em relacdo aos grupos
(InPY e InPYZ).

Em relagdo a suplementagcdo de Zn, foi observado que as fémeas infectadas com
ambas as cepas (InPYZ, IPYZ, InPB e IPBZ), apresentaram menor nimero de ninhos de
formas amastigotas no figado do que as fémeas que ndo receberam a suplementacao.
Entretanto, essa diferenca foi estatisticamente significativa (p<0,05) apenas nos grupos

infectados com a cepa Bolivia (InPB x InPBZ; IPB x IPBZ).
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Figura 11. Fotomicrografias do figado de fémeas dos grupos experimentais. As fémeas foram infectadas
intraperitonealmente com 4 x 10* formas tripomastigotas/mL das cepas Y e Bolivia de T.cruzi.
Submetidas a suplementacao didria com 20mg/Kg de Sulfato de Zinco. Notar os ninhos de formas

amastigotas indicados pelas setas. (A) InPY — infectada ndo prenha cepa Y; (B) InPB — infectada
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ndo prenha cepa Bolivia; (C) InPYZ — infectada ndo prenha cepa Y e suplementada com Sulfato de
Zinco; (D) InPBZ - infectada ndo prenha cepa Bolivia e suplementada com Sulfato de Zinco; (E)
IPY- infectada prenha cepa Y; (F) IPB — infectada prenha cepa Bolivia; (G) IPYZ — infectada
prenha cepa Y e suplementada com Sulfato de Zinco e (H) IPBZ - infectada prenha cepa Bolivia e

suplementada com Sulfato de Zinco. Hematoxilina e eosina (1000X).

5.1.4)Placenta

Tabela 2. Andlise da intensidade do parasitismo da placenta de Mus musculus infectados com 4 x 10" formas

tripomastigotas das cepas Y e Bolivia de T. cruzi e suplementados com Zn.

Grupos n°.de Diasde Camadas da placenta/
animais infecciao Numero médio de ninhos /animal* + DP**
Decidua Esponjosa Labirintica
IPY 5 7 63+49,54 5+ 107£19,85%= 118+25,10%
IPYZ 5 7 23+14,01 30+10,27 36+14,26
IPB 5 14 15884265, 18+ 131945776+ 428+91,70%+
IPBZ 5 14 T1£26,76% 49415465+ 45+19,35x

*média de 5 animais, contendo 5 placentas cada animal.
** DP — desvio padrao
*##% (p<0,001) Diferenga significativa na camada decidua entre os grupos (IPY x IPB; IPB x IPBZ), na
camada esponjosa entre os grupos (IPY x IPB; IPB x IPBZ), na camada labirintica entre os grupos (IPY x
IPB; IPB x IPBZ).
IPY - infectada prenha cepa Y; IPB — infectada prenha cepa Bolivia; IPYZ — infectada prenha cepa Y e
suplementada com Sulfato de Zinco; IPBZ - infectada prenha cepa Bolivia e suplementada com Sulfato de
Zinco.

As placentas dos animais infectados com as cepas Y (IPY) e Bolivia (IPB) de T.
cruzi foram analisadas histologicamente, com intuito de verificar a incidéncia de ninhos das
formas amastigotas (Tabela 2). De acordo com essa andlise, foi observado que as placentas
das fémeas infectadas com a cepa Bolivia (IPB) apresentaram intenso parasitismo nas trés
camadas teciduais, sendo mais acentuado na camada decidua (Figura 12), seguido da

esponjosa (Figura 13) e labirintica (Figura 14). Em relacdo a cepa Y (IPY), as placentas
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apresentaram parasitas em todas as camadas placentdrias. Entretanto, o parasitismo
placentério foi maior na tltima camada, ou seja, na camada labirintica (Tabela 2).
Comparando-se os resultados obtidos entre as cepas, foi verificado que o grupo
de fémeas infectadas com a cepa Bolivia e ndo suplementada (IPB) apresentou maior
nimero de ninhos de formas amastigotas (p<0,001 — ANOVA fator unico e Teste de
Tukey) em todas as camadas placentdrias, quando comparado com os resultados obtidos
paraacepa Y (IPY).
A suplementa¢do de Zn reduziu o nimero de ninhos em todas as camadas
placentérias dos grupos experimentais. No entanto, essa redugdo foi significativa (p<0,001)

apenas nos grupos da cepa Bolivia (IPB x IPBZ).
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Figura 12. Fotomicrografias da camada decidua da placenta de fémeas dos diferentes grupos experimentais.
As fémeas foram infectadas intraperitonealmente com 4 x 10* formas tripomastigotas/mL das cepas
Y e Bolivia de T.cruzi. Submetidas a suplementagdo didria com 20mg/Kg de Sulfato de Zinco.
Notar os ninhos de formas amastigotas indicados pelas setas. (A) nIP (400X) — ndo infectada
prenha; (B) nIPZ (400X) — nao infectada prenha e suplementada com Sulfato de Zinco; (C) IPY —
infectada prenha cepa Y; (D) IPB — infectada prenha cepa Bolivia; (E) IPYZ — infectada prenha
cepa Y e suplementada com Sulfato de Zinco; (F) IPBZ - infectada prenha cepa Bolivia e

suplementada com Sulfato de Zinco. Hematoxilina e eosina (1000X).
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Figura 13. Fotomicrografias da camada esponjosa da placenta de fémeas dos diferentes grupos experimentais.
As fémeas foram infectadas intraperitonealmente com 4 x 10* formas tripomastigotas/mL das cepas
Y e Bolivia de T.cruzi. Submetidas a suplementag@o didria com 20mg/Kg de Sulfato de Zinco.
Notar os ninhos de formas amastigotas indicados pelas setas. (A) nIP (400X) — ndo infectada
prenha; (B) nIPZ (400X) — nao infectada prenha e suplementada com Sulfato de Zinco; (C) IPY —
infectada prenha cepa Y; (D) IPB — infectada prenha cepa Bolivia; (E) IPYZ — infectada prenha
cepa Y e suplementada com Sulfato de Zinco; (F) IPBZ - infectada prenha cepa Bolivia e

suplementada com Sulfato de Zinco. Hematoxilina e eosina (1000X).
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Figura 14. Fotomicrografias da camada labirintica da placenta de fémeas dos diferentes grupos experimentais.
As fémeas foram infectadas intraperitonealmente com 4 x 10* formas tripomastigotas/mL das cepas
Y e Bolivia de T.cruzi. Submetidas a suplementag¢do didria com 20mg/kg de Sulfato de Zinco.
Notar os ninhos de formas amastigotas indicados pelas setas. (A) nIP (400X) — ndo infectada
prenha; (B) nIPZ (400X) — nao infectada prenha e suplementada com Sulfato de Zinco; (C) IPY —
infectada prenha cepa Y; (D) IPB — infectada prenha cepa Bolivia; (E) IPYZ — infectada prenha
cepa Y e suplementada com Sulfato de Zinco; (F) IPBZ - infectada prenha cepa Bolivia e

suplementada com Sulfato de Zinco. Hematoxilina e eosina (1000X).
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5.1.5)Fetos e neonatos
De acordo com a andlise histoldgica dos cortes fetais (Figura 15) e neonatais,
ndo foram observados ninhos de formas amastigotas nos tecidos dos diferentes grupos
experimentais (IPY, IPYZ, IPB e IPBZ). As possiveis alteragdes histopatoldgicas dos

cortes fetais e neonatais nao foram analisadas no presente trabalho.
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Figura 15. Imagens dos fetos de fémeas dos grupos experimentais no 19°dia de prenhez. As fémeas foram
infectadas intraperitonealmente com 4 x 10* formas tripomastigotas/mL das cepas Y e Bolivia de
T.cruzi. Submetidas a suplementacdo didria com 20mg/kg de Sulfato de Zinco. (A) nIP — ndo
infectada prenha; (B) nIPZ — ndo infectada prenha e suplementada com Sulfato de Zinco; (C) IPY —
infectada prenha cepa Y; (D) IPB — infectada prenha cepa Bolivia; (E) IPYZ — infectada prenha
cepa Y e suplementada com Sulfato de Zinco; (F) IPBZ - infectada prenha cepa Bolivia e
suplementada com Sulfato de Zinco. Imagens capturadas na Lupa Leica MZ12. Hematoxilina e

eosina (8X).
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5.2)Andlise de Processos Inflamatorios

5.2.1)Coracao

O coracdo dos grupos controles (nInP, nInPZ, nIP e nIPZ) apresentou
musculatura bem organizada e os nicleos visiveis e alongados, com dois ou mais nucléolos,
e auséncia de infiltrados inflamatorios (Figura 16A e B; Figura 17A e B).

Quando comparamos as fibras cardiacas dos grupos controle (nInP, nInPZ, nIP e
nIPZ) e dos grupos infectados (InPY, InPYZ, InPB, InPBZ, IPY, IPYZ, IPB e IPBZ), foi
verificado que a infec¢do favoreceu o recrutamento de células inflamatdrias para os tecidos
infectados.

Nos animais infectados com a cepa Y (InPY, InPYZ, IPY e IPYZ), foi
visualizada a presenca de infiltrado inflamatério difuso e discreto, sem a formagao de focos
inflamatérios (Figura 16C e E; Figura 17C ¢ E).

No entanto, na regido atrial do coracdo das fémeas infectadas com a cepa
Bolivia (InPB, InPBZ, IPB e IPBZ), foi verificada a presenca de miocardite focal e difusa
com infiltrado inflamatério mononuclear mais intenso em relagdo a parede dos ventriculos
(Figura 16D e F; Figura 17D e F).

Histologicamente foi observado que as fémeas prenhas infectadas (IPY e IPB) e
as fémeas prenhas infectadas suplementadas (IPYZ e IPBZ) apresentaram processo
inflamatdério difuso discreto e ocasionalmente formando focos. No entanto, as fémeas
prenhas e ndo prenhas infectadas com a cepa Bolivia e suplementadas (InPBZ e IPBZ), a
miocardite foi mais discreta do que nas fémeas ndo suplementadas. Em relacdo a cepa Y
(InPYZ e IPYZ), a suplementacdo de Zn néo alterou a intensidade de células inflamatérias

nas fibras cardiacas.
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Figura 16. Fotomicrografias das fibras cardfacas de fémeas ndo prenhas, demonstrando a intensidade de
infiltrados inflamatérios. As fémeas foram infectadas intraperitonealmente com 4 x 10* formas
tripomastigotas/mL das cepas Y e Bolivia de T.cruzi. Submetidas a suplementag¢do didria com
20mg/Kg de Sulfato de Zinco. (A) nInP — ndo infectada e ndo prenha; (B) nInPZ - ndo infectada e
ndo prenha e suplementada; (C) InPY — infectada ndo prenha cepa Y; (D) InPB - infectada ndo
prenha cepa Bolivia; (E) InPYZ — infectada nao prenha cepa Y e suplementada com Sulfato de
Zinco; (F) InPBZ - infectada ndo prenha cepa Bolivia e suplementada com Sulfato de Zinco.

Hematoxilina e eosina (400X).
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Figura 17. Fotomicrografias das fibras cardfacas de fémeas prenhas, demonstrando a intensidade de infiltrados
inflamatérios. As fémeas foram infectadas intraperitonealmente com 4 x 10* formas
tripomastigotas/mL das cepas Y e Bolivia de T.cruzi. Submetidas a suplementag¢do didria com
20mg/Kg de Sulfato de Zinco. (A) nIP — nfo infetada prenha; (B) nIPZ — ndo infectada prenha e
suplementada com Sulfato de Zinco; (C) IPY - infectada prenha cepa Y; (D) IPB - infectada
prenha cepa Bolivia; (E) IPYZ — infectada prenha cepa Y e suplementada com Sulfato de Zinco;
(F) IPBZ - infectada prenha cepa Bolivia e suplementada com Sulfato de Zinco. Hematoxilina e
eosina (400X).
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5.2.2)Bago

O bago dos animais controle (nInP, nInPZ, nIP e nIPZ) demonstrou estrutura
tecidual regular com parénquima organizado tanto na regido cortical como na medular.

De acordo com os aspectos histoldégicos do baco das fémeas de todos os grupos
experimentais (nIP, nIPZ, nInP, nInPZ, InPY, InPYZ, InPB, InPBZ, IPY, IPYZ, IPB e
IPBZ), foi observada a presenca de foliculos da polpa branca com hiperplasia, sendo mais
intensa nos animais infectados do que no grupo controle.

A suplementagdo de Zn aparentemente ndo alterou os aspectos histoldgicos

desse tecido.

5.2.3)Figado

O aspecto histolégico do figado das fémeas dos grupos controles (nInP, nInPZ,
nlP e nIPZ) demonstra parénquima organizado e nucleos arredondados. Os hepatdcitos
arranjados em laminas ou corddes verticais a veia centrolobular com canaliculos biliares
entre hepatdcitos adjacentes no cordio. Os sinusdides formados por uma camada continua
de células endoteliais fenestradas, estavam presentes entre os corddes de hepatdcitos,
enquanto que o espaco perisinusoidal localizados entre os hepatécitos e a parede dos
sinusoides.

O figado dos animais controle (nInP, nInPZ, nIP e nIPZ), apresentou discreto
processo inflamatério mononuclear perivascular em relacdo aos animais infectados (Figura
18A e B; Figura 19A e B).

Para as fémeas infectadas com a cepa Y de 7. cruzi (InPY, InPYZ, IPY e IPYZ),
foi observado a presenga de nddulos inflamatérios perivasculares e parénquimatoso

multifocais distribuidos de forma aleatéria e constituidos por células mononucleares.
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Nesses locais foram visualizados parasitas interiorizados nos hepatdcitos, com citoplasma
repleto de formas amastigotas. Além disso, foram observados ninhos de amastigotas
isoladamente no parénquima do 6rgdo, sem a presencga de infiltrados inflamatérios ao seu
redor (Figura 18C e E; Figura 19C e E).

De maneira geral, o figado de fémeas infectadas com a cepa Y (InPY, InPYZ,
IPY e IPYZ) apresentou nimero de infiltrado inflamatério mais intenso e difuso do que nas
fémeas infectadas com a cepa Bolivia, no entanto essa diferenca foi significativa apenas
entre os grupos InPY x InPB (p<0,01 — ANOVA fator duplo e Teste de Bonferroni). Por
outro lado, os nédulos inflamatérios no figado das fémeas infectadas com a cepa Bolivia
apresentaram drea maior do que na cepa Y, sendo estatisticamente significativo para InPY x
InPB (p<0,01) (Figura 18D e F; Figura 19D e F).

Comparando os resultados obtidos entre os grupos nao infectados (nInP, nInPZ,
nlP e nIPZ) com os grupos infectados com as cepas Y e Bolivia (InPY, InPYZ, InPB,
InPBZ, IPY, IPYZ, IPB e IPBZ), foi verificado que a infec¢do promoveu um aumento
significativo no nimero de infiltrados nos seguintes grupos : nInP x InPY = p<0,001;
nInPZ x InPBZ = p<0,01; nIP x IPY = p<0,01; nIP x IPB = p<0,05; nIPZ x IPYZ = p<0,01.
Assim como, a infeccdo promoveu um aumento significativo (p<0,001) no tamanho da area
dos processos inflamatorios no tecido hepatico em todos os grupos (Tabela 3).

Nas fémeas nao prenhas infectadas (InPY, InPYZ, InPB e InPBZ), os nédulos
inflamatdrios apresentaram-se de modo geral, maior nimero de infiltrados do que no figado
de fémeas prenhas (IPY, IPYZ, IPB e IPBZ), sendo esse aumento estatisticamente
significativo para InPY x IPY (p<0,001). Essa mesma diferenga entre fémeas ndo prenhas
infectadas e fémeas prenhas infectadas, também foi observada em relacdo a drea do

infiltrado inflamatério, no entanto, essa diferenca foi significativa apenas entre os grupos
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infectados com a cepa Bolivia (InPB x IPB = p<0,001; InPBZ x IPBZ = p<0,01) (Tabela
3).

De acordo com os resultados obtidos para os grupos de fémeas suplementadas
(nInPZ, nIPZ, InPYZ, IPYZ, InPBZ e IPBZ), foi verificado que a suplementacdo de Zn
reduziu o nimero de nédulos inflamatérios, sendo essa reducao significativa para os grupos
InPY x InPYZ (p<0,001). Além disso, a suplementacio também reduziu a drea dos
infiltrados inflamatdrios em todos os grupos, no entanto essa diferenca foi significativa

entre os grupos InPB x InPBZ (p<0,001) (Tabela 3).
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Tabela 3. Andlise quantitativa e qualitativa de infiltrado inflamatério focal no Figado de Mus musculus

infectados com 4 x 10* formas tripomastigotas das cepas Y e Bolivia de 7. cruzi suplementadas

com Zn.
Grupos n°.de Diasde Niimero médio de regides Valor médio da
animais infeccao apresentando infiltrado area/um’ dos
inflamatério focal + DP infiltrados
Fémeas nao prenhas
nlnP 05 - 4,4 +2 3w 28,7 £ 5,65
nlnPZ 05 - 6,4 £ 3,0 11,44 £ 2,7
InPY 05 07 165 £ 67,8/ 168,9 + 35,40
InPYZ 05 07 57 + 24,6+ 146,16 + 35,2+
InPB 05 14 43 + 11,3 408,14 £122 2
InPBZ 05 14 74 + 47 246,58 £82,3
Fémeas Prenhas
nlP 05 - 4 + 1,65 21,06 + 6,9+
nlPZ 05 - 241,15 4,42 £ 2 s
IPY 05 07 63 + 19,9 134,08 £ 7,8+
IPYZ 05 07 45 + 26,8+ 101,52 + 23 4
IPB 05 14 49 + 39= 174,64 + 56,2+
IPBZ 05 14 20 7,5 127,66 £ 15,1/

DP - desvio padrao

* (p<0,05) Diferenca significativa no nimero médio de regides apresentando infiltrado inflamatério focal
entre os grupos (nIP x IPB).

** (p<0,01) Diferenca significativa no nimero médio de regides apresentando infiltrado inflamatério focal
entre os grupos (nIP x IPY; nIPZ x IPYZ; InPY x InPB; nInPZ x InPBZ) e no valor médio da drea dos
infiltrados inflamatérios entre os grupos (InPY x InPB; InPBZ x IPBZ).

*#% (p<0,001) Diferenca significativa no nimero médio de regides apresentando infiltrado inflamatdrio focal

entre os grupos ( nInP x InPY; InPY x InPYZ; InPY x IPY) e no valor médio da drea dos infiltrados
inflamatdrios entre os grupos (nInP x InPB; nInP x InPY; nInPZ x InPYZ; nInPZ x InPBZ; InPB x InPBZ;
InPB x IPB; nIP x IPB; nIPZ x IPBZ; nIP x IPY; nIPZ x IPYZ).
InPY - infectada ndo prenha cepa Y; InPB — infectada ndo prenha cepa Bolivia; InPYZ — infectada ndo
prenha cepa Y e suplementada com Sulfato de Zinco; InPBZ - infectada ndo prenha cepa Bolivia e
suplementada com Sulfato de Zinco; IPY — infectada prenha cepa Y; IPB — infectada prenha cepa Bolivia;
IPYZ - infectada prenha cepa Y e suplementada com Sulfato de Zinco; IPBZ - infectada prenha cepa
Bolivia e suplementada com Sulfato de Zinco.
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Figura 18. Fotomicrografias do figado de fémeas ndo prenhas, demonstrando a intensidade de infiltrados
inflamatérios. As fémeas foram infectadas intraperitonealmente com 4 x 10* formas
tripomastigotas/mL das cepas Y e Bolivia de T.cruzi. Submetidas a suplementag¢do didria com
20mg/kg de Sulfato de Zinco. (A) nInP — ndo infectada e ndo prenha; (B) nInPZ - ndo infectada e
ndo prenha e suplementada; (C) InPY — infectada ndo prenha cepa Y; (D) InPB - infectada ndo
prenha cepa Bolivia; (E) InPYZ — infectada nao prenha cepa Y e suplementada com Sulfato de
Zinco; (F) InPBZ - infectada ndo prenha cepa Bolivia e suplementada com Sulfato de Zinco.

Hematoxilina e eosina (400X).
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Figura 19. Fotomicrografias do figado de fémeas prenhas, demonstrando a intensidade de infiltrados
inflamatérios. As fémeas foram infectadas intraperitonealmente com 4 x 10* formas
tripomastigotas/mL das cepas Y e Bolivia de T.cruzi. Submetidas a suplementag¢do didria com
20mg/kg de Sulfato de Zinco. (A) nIP — ndo infetada prenha; (B) nIPZ — ndo infectada prenha e
suplementada com Sulfato de Zinco; (C) IPY — infectada prenha cepa Y; (D) IPB - infectada
prenha cepa Bolivia; (E) IPYZ — infectada prenha cepa Y e suplementada com Sulfato de Zinco;
(F) IPBZ - infectada prenha cepa Bolivia e suplementada com Sulfato de Zinco. Hematoxilina e
eosina (400X).




71

5.2.4)Placenta

Na placenta dos animais controle (nIP e nIPZ), desde a camada materna ou
decidua até os limites superficiais da camada labirintica, as células exibiram regularidade
de tamanho e aspecto regular, auséncia de processo inflamatdrio, dreas de degeneracdo,
necrose ou calcificacdo (Figuras 12, 13 e 14). As células gigantes, localizadas na periferia
da placenta, em associagdo com a camada decidua e com os seios sanguineos maternos,
apresentaram nucleo regular, alongado, cromatina uniforme, nucléolo excéntrico e
citoplasma de limites pouco precisos. A camada esponjosa apresentou espongioblastos
regulares, com nicleo bem delimitado pela cromatina. Na regido mais periférica da camada
labirintica, as células apresentaram-se em disposic@o lacunar, formando corddes celulares.

De modo geral, as placentas pertencentes as fémeas infectadas (IPY, IPYZ, IPB
e IPBZ), demonstraram alteracdes na organizacao tecidual, devido ao intenso parasitismo.
Segundo a andlise do parasitismo, todas as camadas foram parasitadas, sendo o parasitismo
mais intenso no grupo infectado com a cepa Bolivia, apresentando células endoteliais e
gigantes com ninhos de formas amastigotas.

Infiltrados inflamatérios estavam presentes nas camadas placentdrias das
fémeas infectadas (IPY, IPYZ, IPB e IPBZ), porém de forma difusa discreta, caracterizando
uma placentite moderada.

A suplementacdo de Zn ndo influenciou nas alteracdes visualizadas, pois o

aspecto placentério de todos os grupos infectados foi similar.
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6)Determinagdo das Concentracoes de Zinco por Espectrofotometria de Absorcao

Atomica

6.1)Avaliacao Quantitativa de Zinco Plasmdtico

6.1.1)Fémeas ndo prenhas

De acordo com os resultados obtidos por meio do AAS (Figura 20), foi
verificado por meio da andlise estatistica ANOVA fator duplo seguido do Teste de
Bonferroni, que a infecc@o pelo 7. cruzi ndo determinou uma reducdo significativa da
concentracdo de Zn plasméitico dos animais infectados com ambas as cepas (InPY -
0,142+0,016 Znug/mL e InPB — 0.143+0.03 Znug/mL), quando comparado com o grupo
controle (nInP — 0,149+0,09 Znug/mL).

Assim como, nos animais que receberam a suplementa¢do de Zn durante o
processo de experimentacdo (nInPZ — 0,122+0,011 Znug/mL, InPYZ - 0,124+0,021
Znpg/mL, InPBZ - 0,136+0,026 Znpg/mL) ndo foi observada nenhuma alteracdo

significativa em relagdo aos grupos ndo suplementados.

6.1.2)Fémeas prenhas
Em relacdo as fémeas prenhas (IPY - 0,085+0,012 Znpg/mL e IPB -
0,103+0,015 Znpg/mL) (Figura 20), foi verificado que a infeccdo pelo 7. cruzi promoveu a
reducdo da concentragdo de Zn plasmdtico quando comparado ao grupo controle (nIP —
0,121+0,03 Znug/mL), sendo que, essa reducdo foi estatisticamente significativa (ANOV A
fator duplo e Teste de Bonferroni) no grupo de fémeas infectadas com a cepa Y (nIP x IPY

= p<0,05).
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Comparando os grupos de fémeas infectadas, foi observada que a cepa Y (IPY)
determinou uma maior reducdo na concentragdo de Zn plasmético do que o grupo infectado
com a cepa Bolivia (IPB), no entanto essa redu¢@o ndo foi estatisticamente significativa.

A suplementacio de Zn ndo aumentou significativamente a concentracdo desse
micronutriente nos grupos infectados (IPYZ — 0,1194+0,02 Znug/mL e IPBZ — 0,118+0,017
Znpg/mL), resultando em valores similares aos obtidos para o grupo controle suplementado
(nIPZ - 0,124+0,02 Znpg/mL).

Por outro lado, os grupos infectados e suplementados apresentaram maior
concentragcio de Zn plasmatico do que os grupos de fémeas infectadas e ndo suplementadas
(IPY e IPB), sendo que, a diferenca existente entre as fémeas dos grupos IPY x IPYZ foi
estatisticamente significativa (p<0,05).

Entre os grupos de fémeas ndo prenhas (nlnP, nInPZ, InPY, InPYZ, InPB, InPBZ)
e os grupos de fémeas prenhas (nIP, nIPZ, IPY, IPYZ, IPB, IPBZ), infectados ou nao, foi
observado que a gestacdo diminuiu significativamente a concentragdo de Zn no plasma nos
grupos infectados e ndo suplementados (InPY x IPY = p<0,01; InPB x IPB = p<0,05)

(Figura 20).
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Figura 20. Comparacdo da concentragdo de Zn plasmdtico de camundongos fémeas ndo prenhas (n = 5) e
prenhas (n = 5), obtidas por meio de AAS utilizando solu¢des de calibragdo para Zn. As fémeas
foram infectadas com 4 x 10* formas tripomastigotas/mL das cepas Y e Bolivia de T. cruzi.
Submetidas & suplementag¢do didria com 20mg/kg de Sulfato de Zinco. (¥*p<0,05) Diferenca
significativa entre os grupos (nIP x IPY, IPY x IPYZ, InPB x IPB). (** p<0,01) Diferenca
significativa entre os grupos (InPY x IPY). Controle — fémeas ndo infectadas; Y — fémeas
infectadas com a cepa Y;Bolivia — fémeas infectadas com a cepa Bolivia; ControleZ — fémeas nao
infectadas e suplementadas com Sulfato de Zinco; YZ — fémeas infectadas com a cepa Y e
suplementadas com Sulfato de Zinco; BoliviaZ — fémeas infectadas com a cepa Bolivia e

suplementadas com Sulfato de Zinco.

6.2)Avaliacdo Quantitativa de Zinco Tecidual

6.2.1)Coracao
De acordo com os resultados obtidos na Figura 21, foi observado que as fémeas
ndo prenhas infectadas (InPY — 0,028+0,005 Znug/mL, InPB — 0,032+0,003 Znug/mL e
InPBZ - 0,033+0,008 Znug/mL), a concentracdo de Zn no coragdo foi estatisticamente

menor do que nas fémeas ndo prenhas e ndo infectadas (nlnP — 0,039+0,0015 Znug/mL e
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nInPZ — 0,040+0,005 Znug/mL) de acordo com ANOVA fator duplo seguido do Teste de
Bonferroni (nInP x InPY = p<0,01; nInP x InPB = p<0,05; nInPZ x InPBZ = p<0,05).

Nos grupos de fémeas prenhas, foi verificado que apenas o grupo de fémeas
infectadas com a cepa Bolivia (IPB — 0,035+0,003 Znug/mL e IPBZ - 0,038%0,005
Znpg/mL) apresentaram diferenca significativa na concentracio de Zn cardiaco em relacdo
aos grupos controle (nIP — 0,047+0,008 Znug/mL e nIPZ — 0,047+0,005 Znug/mL), onde
nlP x IPB (p<0,01) e nIPZ x IPBZ (p<0,05). Entre os grupos de fémeas prenhas e
infectadas foi observado uma reducdo significativa (p<0,05) entre os grupos IPY
(0,045+£0,007 Znpg/mL) x IPB (0,035+£0,003 Znpg/mL).

Quando foram comparados os resultados entre os grupos suplementados, foi
verificado que para as fémeas ndo prenhas infectadas com a cepa Y (InPYZ), a
concentracdo de Zn no coragdo aumentou significativamente (p<0,01) em relagdo ao grupo
infectado e ndo suplementado (InPY). Por outro lado, para as fémeas infectadas com a cepa
Bolivia ndo foram observadas diferencgas significativas entre o grupo tratado (InPBZ) e o
grupo ndo tratado (InPB).

De acordo com a Figura 21, notou-se que a prenhez aumentou
significativamente (p<0,05) a concentracdo de Zn no coragcdo de fémeas infectadas com a
cepa Y (IPY), quando comparada com a concentragdo obtida para o grupo de fémeas ndo
prenhas infectadas (InPY). Nos demais grupos de fémeas prenhas, ndo foram observadas

diferencas significativas.
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Figura 21. Comparacdo da concentracdo de Zn no cora¢do de camundongos fémeas ndo prenhas (n = 5) e
prenhas (n = 5), obtida por meio de AAS utilizando soluc¢des de calibragdo para Zn. As fémeas
foram infectadas com 4 x 10" formas tripomastigotas/mL das cepas Y e Bolivia de T. cruzi.
Submetidas a suplementacio didria com 20mg/Kg de Sulfato de Zinco. (* p<0,05) Diferenca
significativa entre os grupos (nInP x InPB; nInPZ x InPBZ; nIPZ x IPBZ; IPY x IPB; InPY x
IPY). (** p<0,01) Diferenca significativa entre os grupos (nInP x InPY; nIP x IPB; InPY x
InPYZ). Controle — fémeas ndo infectadas; Y — fémeas infectadas com a cepa Y;Bolivia — fémeas
infectadas com a cepa Bolivia; ControleZ — fémeas nado infectadas e suplementadas com Sulfato
de Zinco; YZ - fémeas infectadas com a cepa Y e suplementadas com Sulfato de Zinco; BoliviaZ

— fémeas infectadas com a cepa Bolivia e suplementadas com Sulfato de Zinco.

6.2.2)Baco
Para a andlise do baco de fémeas ndo prenhas infectadas com ambas as cepas
de T. cruzi (InPY - 0,128+0,023 Znug/mL; InPYZ - 0,190+0,043 Znug/mL; InPB —
0,188+0,05 Znug/mL e InPBZ - 0,209+0,017 Znpg/mL), a quantidade de Zn foi
significativamente maior do que nos grupos ndo infectados (nInP — 0,069+0,02 Znug/mL e
nInPZ — 0,062+0,03 Znug/mL), de acordo com ANOVA fator duplo e Teste de Bonferroni
(nInP x InPB = p<0,001; nInPZ x InPYZ = p<0,001; nInPZ x InPBZ = p<0,001; nInP x

InPY = p<0,01) (Figura 22).
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No entanto, os valores obtidos para as fémeas prenhas infectadas (IPY —
0,128+0,014 Znpg/mL; IPB - 0,148+0,04 Znug/mL e IPBZ — 0,158+0,012 Znug/mL)
foram semelhantes aos valores dos grupos ndo infectados (nIP -0,140+0,04 Znpg/mL e
nlPZ — 0,149+0,03 Znug/mL) com excec¢do das fémeas pertencentes ao grupo (IPYZ —
0,216+0,014 Znpg/mL) que apresentaram maior concentracdo de Zn do que os grupos
controle (nIP x IPYZ = p<0,01; nIPZ x IPYZ = p<0,01) (Figura 22).

Nas fémeas prenhas controle (nIP e nIPZ) a gestacdo determinou um aumento
significativo da concentracdo de Zn armazenada no bago em relagdo aos grupos ndo
prenhas (nInP e nInPZ), onde nIP x nInP (p<0,01) e nIPZ x nInPZ (p<0,001). Por outro
lado, nos animais infectados com cepa Bolivia (IPB e IPBZ) foi observado uma reducdo
significativa (p<0,05) da concentracdo de Zn, quando os resultados foram comparados com
as fémeas infectadas e ndo prenhas (InPB e InPBZ).

Nos resultados apresentados na Figura 22, foi observado também em relagdo a
suplementacio de Zn, que nos animais dos grupos controle (nInPZ e nIPZ), nao
apresentaram alteracdes significativas para a concentragdo de Zn no baco, demonstrando
resultados similares aos dos grupos controle ndo suplementados (nInP e nIP). Entretanto,
nos animais infectados com a cepa Y e suplementados (InPYZ e IPYZ), os valores obtidos
foram significativamente maiores do que os grupos que ndo receberam a suplementacdo
(INPY e IPY), onde InPY x InPYZ (p<0,05) e IPY x IPYZ (p<0,001).

Comparando os resultados obtidos entre os grupos infectados e
suplementados, foi observado uma diferenca significativa na concentragdo entre os grupos
IPYZ x IPBZ (p<0,01). Entre os demais grupos ndo foram verificado alteracOes

significativas na concentra¢do de Zn no baco.
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Figura 22. Comparagcdo da concentracdo de Zn no baco de camundongos fémeas ndo prenhas (n = 5) e
prenhas (n = 5), obtida por meio de AAS utilizando soluc¢des de calibragdo para Zn. As fémeas
foram infectadas com 4 X 10" formas tripomastigotas/mL das cepas Y e Bolivia de 7. cruzi.
Submetidas a suplementacio didria com 20mg/Kg de Sulfato de Zinco. (* p<0,05) Diferenca
significativa entre os grupos (InPB x IPB; InPBZ x IPBZ; InPY x InPYZ). (** p<0,01) Diferenca
significativa entre os grupos (nInP x InPY; nIP x IPYZ; nIPZ x IPYZ; nIP x nInP; IPYZ x IPBZ).
(***p<0,001) Diferenca significativa entre os grupos (nInP x InPB; nInPZ x InPYZ; nInPZ x
InPBZ; nIPZ x nInPZ; IPY x IPYZ). Controle — fémeas nio infectadas; Y — fémeas infectadas
com a cepa Y;Bolivia — fémeas infectadas com a cepa Bolivia; ControleZ — fémeas ndo infectadas
e suplementadas com Sulfato de Zinco; YZ — fémeas infectadas com a cepa Y e suplementadas
com Sulfato de Zinco; BoliviaZ — fémeas infectadas com a cepa Bolivia e suplementadas com

Sulfato de Zinco.

6.2.3)Figado

Analisando os dados da Figura 23 foi verificada que as fémeas ndo prenhas
infectadas com as cepas de T. cruzi (InPYZ — 0,476+£0,07 Znug/mL; InPB — 0,487+0,07
Znpug/mL e InPBZ - 0,483+0,09 Znug/mL), apresentaram maior concentracdo de Zn
(p<0,01) armazenada nos hepatdcitos do que as fémeas nao prenhas e ndo infectadas (nInP

- 0,374+£0,02 Znug/mL e nInPZ - 0,398+0,05 Znug/mL). As fémeas ndo prenhas
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infectadas com a cepa Y e ndo suplementadas (InPY - 0,390+0,035 Znpg/mL), ndo
demonstraram alteracdes significativas em relagdo aos grupos controles.

De acordo com a anélise estatistica de ANOVA fator duplo seguido do Teste de
Bonferroni, as fémeas prenhas infectadas (IPY - 0,625+0,085 Znug/mL e IPB -
0,569+0,04 Znug/mL), a concentracdo de Zn foi significativamente menor (p<0,05) do que
nas fémeas ndo infectadas (nIP — 0,706+0,12 Znpg/mL) (Figura 23). Por outro lado, as
fémeas prenhas e infectadas com a cepa Bolivia (IPBZ - 0,966+0,04 Znpg/mL)
apresentaram concentracdo maior (p<0,05) do que o grupo controle suplementado (nIPZ —
0,789+0,03 Znug/mL).

Comparando os resultados obtidos entre as fémeas prenhas e nao prenhas, foi
observado um aumento significativo na concentracdo de Zn nos grupos (nIP; nIPZ; IPY,
IPYZ — 0,906+0,06 Znug/mL e IPBZ) em relacdo as fémeas ndo prenhas (nInP, nIlnPZ,
InPY, InPYZ, e InPBZ), onde nInP x nIP (p<0,001), nInPZ x nIPZ (p<0,001), InPY x IPY
(p<0,001), InPYZ x IPYZ (p<0,001), InPBZ x IPBZ (p<0,001).

Entre as fémeas prenhas infectadas e suplementadas (IPYZ e IPBZ) a
concentragdo de Zn foi maior (p<0,001) quando comparada com a concentracao obtida para

as fémeas prenhas infectadas e ndo suplementadas (IPY e IPB).
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Figura 23. Comparacdo da concentracdo de Zn no figado de camundongos fémeas ndo prenhas (n =5) e

prenhas (n =5), obtida por meio de AAS utilizando solugdes de calibragdo para Zn. As fémeas
foram infectadas com 4 x 10* formas tripomastigotas/mL das cepas Y e Bolivia de T. cruzi.
Submetidas a suplementacio didria com 20mg/Kg de Sulfato de Zinco. (* p<0,05) Diferenca
significativa entre os grupos (nIP x IPY; nIP x IPB; nIPZ x IPBZ). (** p<0,01) Diferenca
significativa entre os grupos (nIlnP x InPB; nlnPZ x InPYZ; nInPZ x InPBZ). (*** p<0,001)
Diferenca significativa entre os grupos (nlnP x nIP; nInPZ x nIPZ; InPY x IPY; InPYZ x IPYZ;
InPBZ x IPBZ; IPY x IPYZ; IPB x IPBZ). Controle — fémeas nio infectadas; Y — f€meas
infectadas com a cepa Y;Bolivia — fémeas infectadas com a cepa Bolivia; ControleZ — fémeas nao
infectadas e suplementadas com Sulfato de Zinco; YZ — fémeas infectadas com a cepa Y e
suplementadas com Sulfato de Zinco; BoliviaZ — fémeas infectadas com a cepa Bolivia e

suplementadas com Sulfato de Zinco.

6.2.4)Placenta

De acordo com os resultados apresentados na Figura 24, foi observado que as

fémeas infectadas (IPY — 0,119+0,03 Znug/mL; IPYZ - 0,184+0,02 Znug/mL; IPB —

0,122+0,02 Znpug/mL e IPBZ — 0,149+0,05 Znpg/mL) apresentaram concentracdo de Zn

significativamente menor (ANOVA fator duplo e Teste de Bonferroni) do que as fémeas

ndo infectadas (nIP — 0,233+0,02 Znug/mL e nIPZ — 0,293+£0,01 Znug/mL), onde nIP x

IPY (p<0,001), nIP x IPB (p<0,01), nIPZ x IPYZ (p<0,001), nIPZ x IPBZ (p<0,001).
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Para os grupos (mIPZ e IPYZ),

a suplementacio de Zn aumentou

significativamente a concentragdo desse elemento traco na placenta de camundongos,

quando comparada com a concentracdo de Zn obtida de fémeas ndo suplementadas (nIP e

IPY), demonstrando (p<0,01) para IPY x IPYZ e (p<0,05) para nIP x nIPZ. Em relacio as

cepas de T. cruzi, foi verificado que a suplementacio ndo promoveu diferencas

significativas na concentracdo de Zn entre as fémeas infectadas com a cepa Y e Bolivia.
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Figura 24. Comparacdo da concentra¢do de Zn nas placentas (n = 5/ fémea n = 5) de camundongos fémeas

prenhas (n = 5), obtida por meio de AAS utilizando solucdes de calibracdo para Zn. As fémeas

foram infectadas com 4 x 10* formas tripomastigotas/mL das cepas Y e Bolivia de T. cruzi.

Submetidas & suplementacdo didria com 20mg/Kg de Sulfato de Zinco. (* p<0,05) Diferenca

significativa entre os grupos (nIP x nIPZ). (** p<0,01) Diferenca significativa entre os grupos (nIP

x IPB; IPY x IPYZ). (*** p<0,001) Diferenca significativa entre os grupos (nIP x IPY; nIPZ x

IPYZ; nIPZ x IPBZ).

6.2.5)Fetos

Na quantificagdo de Zn nos tecidos fetais dos grupos experimentais, foi possivel

observar que os fetos de fémeas infectadas com as cepas Y e Bolivia de T. cruzi (IPY —

0,219+0,01 Znpg/mL e IPB — 0,211+0,04 Znug/mL), apresentaram concentracdo de Zn

semelhante a do grupo controle (nIP — 0,217+0,04 Znug/mL) (Figura 25). Entretanto, nas
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fémeas infectadas com a cepa Bolivia e suplementadas (IPBZ — 0,259+0,04 Znug/mL) foi
observado uma reduc¢do significativa (p<0,001) da concentracio de Zn em relacdo ao grupo
controle suplementado (nIPZ — 0,362+0,03 Znug/mL).

Apés a suplementacdo materna de Zn, os fetos dos grupos (nIPZ e IPYZ -
0,297+0,05 Znug/mL) demonstraram aumento significativo (ANOVA fator duplo e Teste
de Bonferroni) da concentracao de Zn tecidual em relacdo aos grupos ndo suplementados
(nIP e IPY), onde nIP x nIPZ (p<0,001) e IPY x IPYZ (p<0,05).

Comparando os resultados obtidos para os fetos de fémeas infectadas, ndo foi

observada diferenca significativa entre as cepas de 7. cruzi.
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Figura 25. Comparagdo da concentracdo de Zn nos fetos (n = 5/ fémea n= 5) de camundongos fémeas prenhas
(n =5), obtida por meio de AAS utilizando solu¢des de calibragdo para Zn. As fémeas foram
infectadas com 4 x 10 formas tripomastigotas/mL das cepas Y e Bolivia de T. cruzi. Submetidas
a suplementacio didria com 20mg/kg de Sulfato de Zinco. (* p<0,05) Diferenca significativa
entre os grupos (IPY x IPYZ). (¥** p<0,001) Diferenca significativa entre os grupos (nIP x
nlPZ; nIPZ x IPBZ).
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7)Avaliacdo ““in vitro” do Sulfato de Zinco em cultura de células

Utilizando cultura de células LLMCK,, foi avaliada a acdo do ZnSQOy sobre as
células, com intuito de verificar a ocorréncia de efeitos citotdxicos (Figuras 26 e 27).

De acordo com os resultados obtidos na Tabela 4, foi verificado que as
concentragdes de ZnSO, utilizadas nesse ensaio foram toxicas para células, apresentando
baixo ICsp (25.09ug/mL). Por outro lado, o Benzonidazol, foi menos téxico as células (ICsq

184.3 ng/mL), visto que as concentragdes utilizadas foram as mesmas do ZnSQOa.
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Figura 32. Curva dose-resposta de ZnSO, e Benzonidazol sobre células LLCMK,, obtidas apds 24 hs de
incubacdo em estufa de CO, As concentracdes utilizadas foram de 10, 20, 100 e 200ug/mL. CB

— células com Benzonidazol; CZ — células com ZnSO,
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Figura 27. Imagens capturadas da Avaliagdo “in vitro” do Sulfato de Zinco em cultura de células ap6s
24horas (200x). (A) células (controle); (B) células tratadas com 200pg/mL de Benzonidazol; (C)
células tratadas com 10pug/mL de Benzonidazol; (D) células tratadas com 200pg/mL de sulfato de
zinco; (E) células tratadas com 10pg/mL de Sulfato de Zinco.
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Tabela 4. Avaliacdo “in vitro” do Sulfato de Zinco e Benzonidazol em cultura com células LLCMK, sem
infeccdo, células infectadas e sobre as formas amastigotas de T. cruzi. CSI — células sem infecgdo;
CY - células infectadas com a cepa Y; CB — células infectadas com a cepa Bolivia; AY — formas

amastigotas cepa Y; AB — formas amastigotas cepa Bolivia.

sestesk

Substancias/ % de lise = DP* x concentracio (ug/mL)** ICso
Células 10 20 100 200

Benzonidazol
CSI 337+97 237+104 456+2.7 343+6.0 184.3
CYy 47+33 128+44 10.0+10.5 125+£2.6 1116
CB 455+233 51.1+£122 599+109 589+ 18.8 279
AY 41+58 21.8+2.6 279+39 275+5.5 357.6
AB 329+6.8 19.1+£59 118+19.7 97+£53 1109

Zinco
CSI 41.2+ 8.8 341+12 796+19 804+49 25.09
CYy 17.1£8.7 13.6+94 564+43 60.2 +3.5 9747
CB 243+112 494+109 78.1+6.0 64.8 + 8.5 26.13
AY 2.043.5 97+27 41.8+89 549+423 1539
AB 171+6.6 232+42 51.7+79 59.2+4.0 97.73

* DP — desvio padrao

**Controle Positivo — meio RPMI 1640

*#*% [Cs, — Coeficiente inibitério

CSI - células sem infeccdo (controle); CY — células infectadas com a cepa Y; CB — células infectadas com a cepa Bolivia;
AY - formas amastigotas da cepa Y; AB — formas amastigotas da cepa Bolivia.
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8)Avaliacdo “in vitro” do Sulfato de Zinco em cultura de células infectadas com T. cruzi

De acordo com os dados obtidos na Tabela 4 e nas Figuras 28 e 29, foi
observado que o ZnSOs apresentou maior toxicidade sobre as células infectadas com
formas amastigotas da cepa Bolivia (ICso 26.13pg/mL) do que sobre as células infectadas
com a cepa Y (ICso 97.47 pg/mL). O mesmo resultado foi observado em relacdo ao
Benzonidazol, onde para a cepa Bolivia foi observado menor valor de 1Csp (27.9 pg/mL).

Comparando os resultados obtidos entre as substancias testadas, foi verificado
que o Zn foi mais citotoxico para as células do que o Benzonidazol. Dessa forma, a
citotoxicidade ndo estd relacionada com a infec¢do, pois este mesmo resultado foi obtido

quando foi avaliado o efeito de Zn sobre células ndo infectadas.
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Figura 28. Curva dose-resposta de ZnSO, e Benzonidazol sobre células LLCMK, infectadas com formas
amastigotas das cepas Y (A) e Bolivia (B) de T. cruzi, obtidas apds 24 hs de incubagido em
estufa de CO, As concentragdes utilizadas foram de 10, 20, 100 e 200ug/mL. CB — células com

Benzonidazol; CZ — células com ZnSO,,
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Figura 29. Imagens capturadas da Avaliacdo "in vitro” do Sulfato de Zinco em cultura de células infectadas
com T. cruzi apds 24horas (200x). (A) células e formas amastigotas (controle); (B) células e
formas amastigotas tratadas com 200png/mL de Benzonidazol; (C) células e formas amastigotas
tratadas com 10pg/mL de Benzonidazol; (D) células e formas amastigotas tratadas com 200pg/mL

de sulfato de zinco; (E) células e formas amastigotas tratadas com 10pg/mL de Sulfato de Zinco.
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9)Avaliacao tripanocida “in vitro” do Sulfato de Zinco sobre as formas amastigotas de T.

cruzi

Foi avaliada a acdo do ZnSO, sobre as formas amastigotas das cepas Y e
Bolivia de T. cruzi em meio de cultivo acelular, com objetivo de verificar se esse
micronutriente possui potencial tripanocida (Figuras 30 e 31).

De acordo com os resultados da Tabela 4, o0 ZnSO4 nas concentracdes de 100 e
200pug/mL apresentou lise parasitidria acima de 50% das formas amastigotas da cepa
Bolivia (51.7% + 7.9; 59.2% + 4.0). Entretanto para a cepa Y, apenas na concentracdo de
200pg/mL promoveu a lise de 54.9% do parasito.

Em relacdo ao Benzonidazol, foi verificado que na concentracao de 200ug/mL
essa substincia causou a lise de 27.5% das formas amatigotas da cepa Y e 9.7% para a cepa
Bolivia.

Sendo assim, foi verificado que o ZnSO,4 exerceu maior potencial tripanocida
sobre as formas amastigotas de 7. cruzi, quando comparado com os resultados obtidos para

o Benzonidazol.
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Figura 30. Curva dose-resposta de ZnSO, e Benzonidazol sobre as formas amastigotas das cepas Y (A) e

Bolivia (B) de T. cruzi, obtidas ap6és 24 hs de incubag@o em estufa de CO, As concentragdes

utilizadas foram de 10, 20, 100 e 200pg/mL. CB — células com Benzonidazol; CZ — células com
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Figura 31. Imagens capturadas da Avaliacdo tripanocida “in vitro” do Sulfato de Zinco sobre as formas
amasigotas de T. cruzi apds 24horas (200x). (A) formas amastigotas (controle); (B) formas
amastigotas tratadas com 200ug/mL de Benzonidazol; (C) formas amastigotas tratadas com
10pg/mL de Benzonidazol; (D) formas amastigotas tratadas com 200pg/mL de sulfato de zinco;

(E) formas amastigotas tratadas com 10pg/mL de Sulfato de Zinco.
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VIIL. DISCUSSAO

1)Parasitemia

O comportamento da curva parasit€tmica apresentado pelos grupos
experimentais estd de acordo com os dados previamente relatados, onde as amostras de 7.
cruzi com predominio de formas delgadas apresentam periodo pré-patente e curva
parasitémica de ascensdo e queda rdpida. J4 as amostras constituidas por formas largas,
mostraram um periodo pré-patente mais demorado e curva parasit€mica de ascensdo, e

descensos lentos e progressivos (ANDRADE et al., 1970; BRENER, CHIARI, 1983).

De acordo com os dados obtidos, o grupo contendo fémeas prenhas e infectadas
para ambas as cepas, assim como o grupo contendo fémeas prenhas infectadas e
suplementadas, apresentaram menor parasitemia do que aqueles contendo fémeas ndo
prenhas, principalmente no grupo de fémeas infectadas com a cepa Bolivia. Esses
resultados foram similares aos observados em camundongos durante a fase cronica da
infeccdo, onde a gestacdo ndo influenciou na infecgdo, pois ndo ocorreu reativacdo da
doenca e a parasitemia foi similar entre animais prenhas e nao prenhas (CARLIER et al.,
1987).

Por outro lado, estudos verificaram que a parasitemia aumentou durante a
gestacdo, especialmente no 3° trimestre, diminuindo apds o nascimento (BITTENCOURT,
1992; MENEZES et al., 1992).

De acordo com a avaliacdo da parasitemia dos grupos experimentais foi
verificado que a suplementacdo desse micronutriente, promoveu a redu¢do do nimero de

parasitas nos grupos de fémeas ndo prenhas infectadas com cepa Bolivia.
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Nesse mesmo sentido, Wirth et al. (1989) e Cook-Mills et al. (1990), relataram
que a reposi¢do de Zn alterou o comportamento da infeccao, melhorando a resposta imune
dos animais tratados em relagdo aqueles utilizados como controle.

De Souza et al. (2003), observaram que camundongos infectados com a cepa Y
de T. cruzi e que receberam a suplementagdo de 0.25 e 1ppm de Selénio (Se), apresentaram
curva parasit€mica similar ao grupo nao suplementado. Entretanto os animais que
receberam 4, 8 e 16ppm de Se demonstraram uma diminuicdo da parasitemia dose-
dependente.

Esses resultados indicaram a necessidade do Zn e outros microelementos na
dieta alimentar, associando-o como um importante cofator em eventos bioquimicos
associados a atividade dos macréfagos, visto que, macréfagos peritoniais de camundongos
que receberam dieta deficiente de Zn apresentaram capacidade reduzida em fagocitar e
destruir o parasito (WIRTH et al., 1989).

Sendo assim, a suplementagdo de Zn podera reduzir os danos causados aos
hospedeiros durante a infeccdo, assim como favorecer melhor desenvolvimento dos fetos de
camundongos infectados, pois a infertilidade, a malformacao fetal e abortos associados ou
ndo com a infec¢@o congénita, foram relatados em camundongos cronicamente infectados
(CARLIER et al., 1987; GONZALEZ et al., 1999; MJIHDI et al., 2002). Geralmente, essas
conseqiiéncias foram observadas em camundongos que apresentavam parasitas na camada
decidua e necrose da placenta e dos fetos (MJIHDI et al., 2002).

Portanto, as avaliagdes histoldgicas dos tecidos maternos, placentas e fetos t€ém
grande importancia na averiguacdo da intensidade do parasitismo, principalmente nos
grupos que apresentaram baixa parasitemia, assim como para observar os efeitos da

suplementacdo de Zn sobre a infec¢do tecidual.
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2)Peso e medidas

Os efeitos da suplementacdo ou da deficiéncia de microelementos sdo muito
varidveis entre os trabalhos ja relatados. As diferencas encontradas, geralmente estdo
relacionadas ao modelo experimental, concentracio de microelemento, tempo de
suplementacdo ou deficiéncia, presenca de agente patogénico e via de administracao.

No presente trabalho, a comparacio entre os grupos de fémeas ndo prenhas e
prenhas foi observado que a infec¢do por 7. cruzi, ndo alterou significativamente o peso dos
animais, assim com ndo houve diferencas de peso entre as fémeas infectadas com cepas Y e

Bolivia.

Da mesma forma, Henriques; Cozzolino (2001) verificaram que ratos jovens
alimentados com dietas enriquecidas com Zn ndo apresentaram altera¢des no peso. Assim
como, ratos prenhas que receberam a alimentacdo suplementada com 6mgZn/Kg nao
apresentaram diferencas significativas no peso no 22°. dia em relagdo ao grupo controle
(YASDANTI et al., 1992).

Por outro lado, as diferencas na concentragdo de Zn na dieta foram observadas
em ratos Wistar prenhas, onde inicialmente o peso entre os grupos ndo alterou. Porém, no
final da gestacdo (20°. dia), os animais que receberam dieta deficiente de Zn pesaram

menos do que os animais controles (TRAVE et al., 1985).

De Souza et al. (2003), verificaram que camundongos ndo infectados pelo 7.
cruzi e suplementados com Se, apresentaram uma leve tendéncia a perda de peso nos

grupos que receberam 16ppm de Se. Em camundongos, a diminui¢do do peso corpdreo
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apds vdrias semanas de tratamento com concentracdes acima de 10ppm de Se tem sido
reportada (TURAN et al., 1999).

Os efeitos da infeccdo chagdsica materna sobre o peso dos fetos, foram
observados em trabalhos com diversas cepas de 7. cruzi, relatando que a diversidade das
cepas também interfere nesse pardmetro. No entanto, no presente trabalho a infeccdo por T.
cruzi e a suplementacdo de Zn nao promoveram alteragdes no peso e no tamanho dos fetos
dos grupos experimentais.

Nesse mesmo sentido, Daston (1982) observou que o tratamento com 12mg/Kg
de Zn nos 12°. - 15°. dias de gestacdo, ndo afetou significativamente o peso dos fetos de
ratos. Assim como, fetos de ratos prenhas que receberam alimentacdo suplementada com
6mgZn/Kg durante a gestacdo, ndo apresentaram diferencgas significativas em relacdo ao
grupo controle (DILTS, AHOKAS, 1980; YASDANTI et al., 1992).

Por outro lado, fetos de camundongos inoculados com diversas cepas de 7. cruzi
tiveram seus pesos significativamente diminuidos com relagdo ao peso dos fetos do grupo
controle. Entretanto, comparando os grupos infectados, foi observado que na cepa RC os
fetos foram significativamente mais pesados do que os fetos dos grupos das cepas Y e
Bolivia MENEGUETTE, 1997).

Do mesmo modo, a avaliacdo do peso dos fetos de camundongos infectados
pelas cepas MORC-1 e RAL de T. cruzi, foi significativamente menor do que para o grupo
ndo infectado, indicando que a infecgcdo materna alterou o desenvolvimento fetal
(CARRARO ABRAHAO, 2000; BADRA, 2004).

O retardo no crescimento fetal (40%) foi observado no grupo infectado com a

cepa Tehuantepec, sustentando a hipétese da existéncia de lesdes placentdrias que podem
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alterar o transporte de glicose pela placenta levando a perda de peso dos fetos (MJIHDI et

al., 2002).

Em relacdo a placenta, a infeccio matema com as cepas Y e Bolivia, e a
suplementacdo de Zn também ndo causaram alteracdes significativas no peso placentario

em relagc@o ao grupo controle.

Nos animais infectados com as cepas Colombiana, RC, Y e Bolivia de 7. cruzi,
ndo foram observadas diferencas significativas no peso, volume e didmetro das placentas
(MENEGUETTE, 1997). Assim como, o estudo da placenta de camundongos infectados
pela cepa MORC-1 de T. cruzi mostrou que o peso € o didmetro placentdrio ndo
apresentaram diferengas estatisticamente significativas entre o grupo controle e o grupo

infectado (BADRA, 2004).

No entanto, placentas de animais infectados pela cepa RAL apresentaram peso e
didmetro diminuidos (CARRARO ABRAHAO, 2000; CARRARO ABRAHAO et al.,
2003). Do mesmo modo Mijihdi et al. (2002), verificaram que o peso placentdrio de
camundongos infectados com a cepa Tehuantepec apresentou reducdo de 22% quando

comparado com o grupo controle.

Segundo Bonds et al. (1984), existe uma associagdo entre o peso fetal e o peso
placentédrio, onde cerca de 98% do crescimento fetal ocorre durante as tultimas nove
semanas de gestacdo, quando os fetos sdo totalmente dependentes da placenta para sua

suplementacdo de nutrientes e oxigénio.

Alteragdes no fluxo sanguineo placentdrio podem modificar o tamanho e o peso

fetal. Assim, essas alteragdes podem resultar em hipdxia fetal, provocando retardo do
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crescimento intra-uterino, gerando fetos de menor comprimento e peso (BITTENCOURT,
1976). No presente estudo, a avaliacdo do peso placentdrio e do comprimento corpdreo de
fetos originados de fémeas infectadas por 7. cruzi e suplementadas com Zn, ndo
demonstrou alteragdes significativas quando comparado com os resultados apresentados
pelos grupos controle.

A auséncia de alteragdes no comprimento dos fetos apds a suplementacdo com
Zn, também foi observada por Daston (1982), onde ratos prenhas tratados com 12mg/Kg de
Zn durante os 12°. - 15°. dias de gestacdo, ndo alterou as medidas do comprimento fetal em
relacdo aos valores demonstrados pelo grupo tratado com salina (controle).

No entanto, em ratos experimentais que sofreram reducdo em 30% de alimento
durante a gestacdo, apresentaram filhotes menores do que os filhotes de fémeas que
receberam alimentacgao ad libitum (WOODALL et al., 1996).

Diante dos efeitos deletérios determinados pela deficiéncia de Zn durante a
gestacdo, assim como, com o aumento da freqiiéncia de prematuros, abortos e natimortos,
na infeccdo maternal com 7. cruzi, a suplementacdo via oral de Zn demonstrou ser um
importante microelemento, pois ndo causou efeitos colaterais nos pardmetros avaliados e no

desenvolvimento gestacional materno e fetal.

3) Avaliacao Pos-Natal dos Neonatos

Na infec¢do materna, podem ocorrer abortamento e feto macerado,

prematuridade, natimortalidade, retardo do crescimento intrauterino, deformagdes em

neonatos, com ou sem sintomatologia da doenca de Chagas aguda. Nesse sentido, no
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presente estudo, foi comprovado que a infec¢do por T. cruzi durante a prenhez prejudicou o
desenvolvimento dos neonatos pos-natal, sendo esses efeitos dependentes da cepa utilizada.

Durante periodo gestacional, quantidade inadequada ou a falta de vitaminas ou
minerais, podem prejudicar a gestante (RAMAKRISHNAN et al., 1999). Além disso,
podem ocorrer nascimentos de feto prematuro, natimorto, retardamento no crescimento
intrauterino, malformacdes congénitas, problemas imunolégicos e anormalidades no
desenvolvimento de 6rgaos (BLACK, 2001).

Apés o nascimento, a lactagdo exerce um eficiente mecanismo maternal para
absorver os elementos tracos e utilizd-los na sintese do leite. A adequada lactacdo é
essencial para o crescimento infantil e distribui¢do dos microelementos para os recém

nascidos (BEDWAL, BAHUGUNA, 1994).

Apesar dos neonatos permanecerem € amamentarem-se em suas respectivas
maes, a suplementacio de Zn materno e o leite ndo causaram alteragcdes no

desenvolvimento neonatal dos grupos infectados.

4)Mortalidade das Fémeas

Na infeccdo chagdsica, a resposta imune protetora desenvolvida para o controle
da carga parasitdria e sobrevivéncia do hospedeiro € do tipo Th1(celular), onde macréfagos
ativados produzem TNF-o (Tumor Necrose Factor) que ativam células NK (Natural Killer),

que por sua vez produzem IFN-y (interferon gama) (CARDILLO et al., 1996).




99

No entanto, a gestacdo pode afetar o sistema imunoldgico, assim como, esse
sistema pode atuar sobre a gestagcdo, causando conseqiiéncias importantes para as infeccoes
parasitarias.

De acordo com os resultados obtidos, a infec¢do por 7. cruzi aumentou
significativamente a taxa de mortalidade de todos os grupos experimentais em relacdo aos
grupos controle e a suplementag@o de Zn nao alterou a taxa de mortalidade das fémeas.

De Souza et al., (2003) também observou que camundongos infectados com T.
cruzi e que receberam a suplementacdo de Se, ndo apresentaram diferencas na
sobrevivéncia em relacdo ao grupo ndo suplementado. Sendo assim, apesar de diminuir a
parasitemia dos animais, a suplementagdo de Se ndo protegeu os animais da morte induzida
pela infeccao.

Por outro lado, camundongos infectados com 7. cruzi e que receberam dieta
deficiente de Se, demonstraram maior taxa de mortalidade do que o grupo controle. Os
grupos deficientes em Se ndo sobreviveram mais do que 23 dias apds a infeccdo. No
entanto, o grupo que recebeu dieta adequada em Se, apenas 20% dos machos morreram 40
dias apds a infec¢do (De SOUZA et al., 2002).

Sendo assim, os resultados obtidos no presente estudo e alguns relatos da
literatura, indicam que a parasitemia e mortalidade s3o pardmetros independentes

(WRIGHTSMAN et al., 1982).

5)Parasitismo Tecidual

Trypanosoma cruzi é uma parasita capaz de infectar diferentes tipos celulares.

Durante a fase aguda da infecgdo, os parasitas sdo encontrados facilmente na corrente
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sanguinea e replicando-se nos diferentes tecidos (LENZI et al.,, 1996). A resposta
imunolégica é estimulada, o elevado parasitismo tecidual é controlado, entretanto, ele ndo é
erradicado. O parasita e o hospedeiro vivem em equilibrio, similar a outras infec¢des
parasitdrias. Este equilibrio pode ser quebrado durante o estado de imunossupressao,
quando o parasitismo pode reaparecer (SARTORI et al., 1998; GALHARDO et al., 1999).

A sobrevivéncia do hospedeiro durante a fase aguda da infec¢do, o progresso
para a fase crdnica, bem como a distribuicdo do parasita nos tecidos, dependem das
caracteristicas genéticas do hospedeiro e do parasita (Cummings; Tarleton, 2003), além da
resposta imune do hospedeiro.

Na corrente sanguinea e nos tecidos, a carga parasitaria, depende da efetividade
da resposta imune do hospedeiro na destruicdo do parasito ou na limitagdo de sua
replicacdo. As variacOes entre as cepas do parasita podem determinar a carga parasitdria,
assim como a eficdcia da resposta imunoldgica do individuo. Sendo assim, quando o
controle imunoldégico € ineficiente, a carga parasitiria e a inflamacdo, aumentam
potencialmente os danos teciduais (TARLETON, 2003).

A doenga de Chagas € uma sindrome clinica relacionada com o corac¢io, porém
outros tecidos também sdo afetados por essa enfermidade. O tempo de ocorréncia, o tipo de
tecido afetado e os tipos de danos, como inflamacdo, perda das funcdes nervosas e
elasticidade foram similares a patologia observada no corag@o. Essa similaridade sugere
fortemente uma etiologia comum (TARLETON, 2003).

A andlise histologica dos diferentes tecidos obtidos de animais experimentais
permitiu a visualizac@o de células parasitadas em diferentes 6rgdos como coragdo, musculo
esquelético, figado e outros, dependendo do tropismo da cepa estudada (TARLETON;

ZHANG, 1999). Da mesma forma, no presente estudo, todos os grupos experimentais,
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assim como, seus respectivos tecidos analisados, apresentaram ninhos de formas
amastigotas, em intensidade e localizagdo diferenciadas.

Nas fibras cardiacas das fémeas infectadas, o parasitismo foi mais intenso no
grupo de animais infectados com a cepa Bolivia, apresentando maior quantidade de ninhos
do que as fémeas infectadas com a cepa Y, demonstrando dessa forma o acentuado e
caracteristico tropismo da cepa Bolivia para a musculatura.

O tropismo para os tecidos musculares pode estar relacionado com a cepa do
parasita (MELO, BRENER, 1978; ANDRADE et al. 1999). Por outro lado, as diferencas na
resposta imune do hospedeiro podem influenciar no tropismo, dependendo da resisténcia da
cepa inoculada (HIGUCHI et al., 1993; RUSSO et al., 1996; ZHANG; TARLETON,
1999).

Camargos et al. (2000) avaliaram quatro cepas de 7. cruzi em ratos, e
verificaram que essas cepas foram capazes de produzir parasitismo e infiltrados
inflamatérios no miocdrdio, entretanto, ndo causaram nenhuma alteragdo histopatolégica no
intestino. Além disso, observaram que a parasitemia pode ndo refletir o parasitismo no
coragdo e em outros 6rgaos.

Histologicamente, diferentes cepas de camundongos infectados com o clone da
cepa Silvio X10/4 de T. cruzi, revelaram a presenga de formas amastigotas no coracdo de
camundongos da cepa C3H/HePAS, porém parasitas ndo foram observados nos
camundongos A/J.(IMARINHO et al., 2004).

De acordo com os dados obtidos para as fémeas prenhas e ndo prenhas, foi
verificado que a prenhez reduziu o nimero de ninhos de formas amastigotas nas fibras

cardiacas das fémeas infectadas com a cepa Bolivia.
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A intensidade do parasitismo cardiaco pode refletir o parasitismo sistémico ou a
existéncia de fatores locais que controlam a replicacdo do parasita no coragdo (MARINHO
etal., 2004).

De acordo com a andlise histolgica do baco e do figado, foi observado intenso
parasitismo nos grupos de fémeas ndo prenhas e prenhas infectadas pela cepa Y,
apresentando numerosos ninhos de formas amastigotas.

Este fato pode estar relacionado com a morfologia delgada da cepa Y, que
possui maior capacidade de interioriza¢do nos tecidos (CASTRO; BRENER, 1985). Além
disso, Miles et al. (1980) classificou essa cepa como grupo 7. cruzi 1I, indicando ser mais
virulenta em infec¢des humanas, podendo determinar manifestacdes graves na doenga de
Chagas (ZINGALES, 2000).

Por outro lado, as formas largas que predominam na cepa CL de T. cruzi,
apresentam uma capacidade de interioriza¢do nos tecidos significativamente menor que as
formas delgadas predominantes na cepa Y (BERTELLI; BRENER, 1981). Nesse sentido,
Schmatz et al. (1983) verificaram que as formas delgadas da cepa Y sdo muito mais
infectantes para as células do que as formas largas.

No figado, foi verificado que a gestacdo aumentou significativamente a
intensidade do parasitismo tecidual nos grupos infectados com a cepa Y quando comparado
com os grupos de fémeas ndo prenhas.

De acordo com a andlise do parasitismo na placenta, foi observado intenso
parasitismo placentdrio nos grupos experimentais, sendo esse parasitismo maior nas
placentas das fémeas infectadas com a cepa Bolivia do que com a cepa Y. De acordo com
os resultados observados, sugere-se que a cepa Bolivia demonstrou tropismo mais

acentuado para a placenta.
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Esse fato também foi verificado em placentas de animais infectados com as
cepas Bolivia e RC, que apresentaram maior tropismo para células da placenta de
camundongos, parasitando inclusive células gigantes, enquanto que, os grupos infectados
com as cepas Colombiana e Y, o parasitismo tecidual foi menor MENEGUETTE, 1997).

As diferencas no tropismo placentdrio entre as cepas de 7. cruzi e a competéncia
imunolégica da placenta em proteger o feto contra a infeccdo podendo desempenhar
importante funcdo na severidade da infeccdo congénita (ANDRADE, 1992;
BITTENCOURT, 1992).

De acordo com a andlise do grupo infectado com a cepa Y, o parasitismo
ocorreu nas trés camadas placentdrias, sendo mais intenso na camada labirintica. Por outro
lado, Meneguette (1997) observou que nas placentas do grupo infectado com a cepa Y, o
parasitismo foi escasso, comprometendo as células endoteliais da camada decidua.

No grupo da cepa Bolivia, a avaliacdo histologica estd de acordo com os
resultados previamente obtidos por Meneguette (1997), onde o parasitismo ocorreu nas trés
regides placentdrias, sendo mais intenso nas células endoteliais da camada decidua e nas
células trofoblésticas gigantes. Na regido esponjosa, as placentas do grupo infectado com a
cepa Bolivia, o parasitismo foi constituido por ninhos pequenos, enquanto que na regiao
labirintica, as células apresentaram grandes ninhos de formas amastigotas.

Do mesmo modo, as diferentes populacdes do parasita influenciaram na
infeccdo de placentas de camundongos, onde o parasitismo placentirio foi maior nos
animais infectados com a cepa Colombiana do que nos animais infectados com a cepa Y
(ANDRADE, 1982).

Mjihdi et al. (2002), estudando as placentas de animais infectados com a cepa

Tehuantepec, observaram ninhos de 7. cruzi principalmente na camada decidua basal,
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tendo, entretanto verificado a presenca de parasitismo na membrana cério-amnidtica,
camada esponjosa e raramente na camada labirintica.

Analisando a transmissdo transplacentdria da cepa MORC-1 de T. cruzi em
camundongos, foi verificado que essa cepa apresentou tropismo pela musculatura uterina e
pela placenta, pois nos cortes histoldgicos das placentas foi observado intenso parasitismo
em todas as camadas, destacando maior importincia para a camada labirintica, que
apresentou grandes ninhos de formas amastigotas (BADRA, 2004).

A andlise das alteragdes que ocorrem durante o desenvolvimento da placenta
em camundongo, entre o 6° ¢ o 18° dias de prenhez demonstrou que o volume placentario
teve um aumento constante, porém, o nimero total de células da placenta atingiu 0 méximo
no 14°dia. As células deciduais, que predominaram na placenta no 6°dia, aumentaram em
nimero até o 10° dia e diminuiram no 14°dia, enquanto que as células trofoblasticas
aumentaram linearmente até o 14°dia (IGUCHI et al., 1993).

Sendo assim, as diferencas no parasitismo das camadas placentdrias observadas
entre as cepas Y e Bolivia, podem estar relacionadas com o dia do inéculo das formas
tripomastigotas, pois as fémeas infectadas com a cepa Bolivia foram inoculadas no 5°dia de
gestacdo, ou seja, no inicio da formacdo da placenta. Por outro lado, as fémeas do grupo da
cepa Y foram infectadas no 12°dia, quando as camadas placentdrias estdo praticamente
formadas. Portanto, as diferencas de comportamento do parasito nas diversas regides da
placenta podem estar relacionadas com o periodo de desenvolvimento das células
placentérias com o dia do in6culo do parasita.

Além disso, a capacidade de invasdo nas células placentdrias pode ser
dependente do tipo de cepa utilizada, visto que, algumas cepas podem ser mais patogé€nicas

do que outras, atingindo todas as camadas placentérias e causando intenso parasitismo.
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A relacdo da morfologia das formas do parasito e da suscetibilidade aos
anticorpos ja foi descrita, relatando que as formas delgadas, ao contrario das formas largas,
tiveram maior capacidade de penetracdo nos tecidos, porém, foram mais suscetiveis a acdo
dos anticorpos (BRENER, 1969). Entretanto, as cepas Bolivia e RC, que possuem formas
predominantemente largas apresentaram maior capacidade de penetracdo nos tecidos
placentarios MENEGUETTE, 1997). Esse fato também foi observado no presente estudo,
onde o parasitismo tecidual foi mais intenso nas placentas de fémeas infectadas com a cepa
Bolivia.

Nas placentas e nos fetos de M. musculus infectados pela cepa RAL de T. cruzi,
foram observadas alteracdes morfolégicas com intenso parasitismo em todas as camadas
placentérias, redug@o no peso e didmetro das placentas, bem como reducdo no tamanho e
peso dos fetos de camundongos (CARRARO ABRAHAO, 2000; CARRARO ABRAHAO
et al., 2000 e 2003).

Nesse sentido, Badra (2004) relatou que os ninhos de formas amastigotas de 7.
cruzi presentes em todas as camadas placentdrias prejudicaram o desenvolvimento dos
fetos, visto que a placenta exerce importantes efeitos no crescimento fetal desde o inicio da
prenhez, devido aos mecanismos metabdlicos e enddcrinos realizados pela placenta.

No entanto, no presente trabalho, o intenso parasitismo nas camadas
placentérias ndo influenciou no peso e tamanho dos fetos e neonatos, assim como na andlise
histolégica de fetos e dos neonatos das fémeas infectadas e infectadas suplementadas, ndo
foram observados ninhos de formas amastigotas nos tecidos.

Da mesma forma, camundongos infectados com as cepas Tehuantepec e RAL

de T. cruzi apresentaram intenso parasitismo em todas as camadas placentdrias, no entanto,
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ndo encontraram parasitas nos tecidos fetais (CARRARO ABRAHAO, 2000; MJIHDI et
al., 2002; CARRARO ABRAHAO et al., 2003).

Entretanto, avaliando 3 casos de mulheres infectadas durante a gestagao,
Moretti et al. (2005), verificou a auséncia de infec¢do congénita em 2 das mulheres. Desse
modo, a carga parasitdria ndo foi o principal fator envolvido na transmissdo materno-fetal
de T. cruzi durante a infec¢do aguda materna.

Moreno et al. (2003) demonstraram que um pequeno numero de filhotes de ratos
Wistar foi infectado congenitalmente pelo 7. cruzi, e verificaram que o anticorpo anti-7.
cruzi pode passar da mae para o filhote, modificando a resposta imune dos filhotes. Além
disso, a patogenicidade das cepas desempenhou importante funcdo na transmissdo
congénita.

Sendo assim, além da parasitemia, devem existir outros fatores envolvidos na
transmissdo congénita, provavelmente relacionados a cepa do parasita, idade materna,
periodo gestacional, abortos antecedentes, origem materna e em alguns casos, a reativacao
da infeccdo materna durante a gestacdo devido a imunossupressao (MENEZES et al. 1992;
BITTENCOURT, 2000).

Em relacdo a suplementagdo de Zn, foi observado que os grupos suplementados
apresentaram reduc@o no nimero de ninhos de formas amastigotas no baco. Do mesmo
modo, o coragdo, o figado e as placentas de fémeas infectadas com a cepa Bolivia
demonstraram reducao significativa no nimero de ninhos apds a suplementacdo com Zn.
Essa redu¢do na intensidade do parasitismo tecidual, apresentada pelas fémeas
suplementadas com Zn, pode estar relacionada com a a¢do tripanocida do ZnSQO4, observada
na avaliacdo “in vitro” sobre as células infectadas e sobre as formas intracelulares do

parasito.
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Sendo assim, a suplementacio de Zn parece ser um importante fator no controle
da carga parasitiria tecidual, podendo desempenhar importante papel no controle da
doenga. Além disso, sem efeitos colaterais para as f€meas ndo prenhas e prenhas, para os

fetos e os neonatos.

6)Andlise de processos inflamatorios

Na doenca de Chagas, a patogenia da resposta imune € fonte de controvérsias. A
principal hipétese é que patogenia da resposta inflamatdria estd exclusivamente direcionada
com a presenca de antigeno de 7. cruzi (HIGUCHI, 1997; TARLETON, 2001). A segunda
hipétese € que a doenca de Chagas cronica é uma doenca autoimune (LEON; ENGMAN,
2001).

No presente estudo, alteracdes histopatolégicas ndo foram mensuradas.
Entretanto, de acordo com os aspectos histolégicos observados nos tecidos analisados foi
possivel verificar que a infecgdo promoveu alteragdes teciduais relacionadas com o intenso
parasitismo e com a presenca de infiltrados inflamatérios.

Nas fibras cardiacas das fémeas infectadas com a cepa Y foi visualizada a
presenca de infiltrado inflamatério difuso e discreto, sem a formacdo de focos
inflamatodrios. Na cepa Bolivia, a miocardite foi focal e difusa com infiltrado inflamatério
mononuclear mais intenso.

Em relacdo as fémeas prenhas infectadas e as fémeas prenhas infectadas
suplementadas, foi observado processo inflamatério difuso discreto nas fibras cardiacas e
ocasionalmente formando focos. No entanto, para as f€meas infectadas com a cepa Bolivia

e suplementadas, a miocardite foi mais discreta do que nas fémeas ndo suplementadas. Na
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cepa Y, suplementacdo de Zn ndo alterou a intensidade de células inflamatérias nas fibras
cardiacas.

De acordo com a andlise do parasitismo nas fibras cardiacas, foi verificado que
o numero de parasitas foi maior no grupo da cepa Bolivia do que nas fémeas infectadas
com a cepa Y. Sendo assim, sugere-se que a presenca de processos inflamatorios
apresentado pelas fémeas infectadas com as cepas Y e Bolivia demonstrou correlacdo com
a intensidade do parasitismo tecidual.

Do mesmo modo, Garcia et al. (2005) observaram que camundongos BALB/c
infectados com a cepa Colombiana de 7. cruzi apresentaram correlacio entre a diminui¢@o
da reacdo inflamatéria e o parasitismo no miocardio dos animais tratados com
Benzonidazol.

Assim como, a andlise do coracdo de humanos tem demonstrado uma correlagdo
entre a intensidade inflamatéria e o parasitismo, verificado através de técnicas altamente
sensiveis, como o PCR e a imunohistoquimica (PALOMINO et al., 2000).

Por outro lado, Andrade (1999) relatou que lesdes inflamatdrias nos tecidos nao
demonstraram correlagc@o entre a presenca de parasitas e células inflamatérias. Entretanto,
utilizando técnicas mais sensiveis na pesquisa de parasitas em dreas com infiltrados
inflamatdrios, foi observada a relagdo entre a persisténcia de 7. cruzi e a severidade da
doenca em certos tecidos, como a cardiopatia € o megaesdfago (LAGES-SILVA et al,
2001).

Em hamsters infectados com a cepa VIC de T. cruzi, foram observados
processos inflamatérios focal e difuso em varios 6rgdos, caracterizados pela presenca de

células mononucleares e dreas de fibrose no miocardio (CABRINE-SANTOS et al., 2001).
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Magalhdes-Santos et al. (2004), verificaram a intensidade da resposta
inflamatdria no cora¢do de Calomys callosus infectados com diferentes cepas de 7. cruzi.
De acordo com este estudo, observaram que os animais infectados com a cepa Y
apresentaram intensa miocardite apos 10 dias de infec¢do, com infiltrado mononuclear
difuso e focal, e locais com necrose. Os animais infectados com a cepa 21SF apresentaram
apods 30 dias de infeccdo, infiltrado inflamatério moderado de aspecto focal e difuso. Ja os
animais infectados com a cepa Colombiana demonstraram moderado e difuso infiltrado
inflamatdrio, bem como, infiltrado focal ao redor das células cardiacas necrosadas.

Andrade et al. (1997), observaram que camundongos cronicamente infectados
com cepas do tipo I e II apresentaram infiltrado inflamatério focal moderado no coracio.
Entretanto, os animais infectados com cepas do tipo III, demonstraram intensa reacao
inflamatdria no miocdrdio e no musculo esquelético, acompanhado de edema intersticial e
eventual presenca de amastigotas intracelulares.

No figado, os resultados obtidos entre os grupos nao infectados e os grupos
infectados com as cepas Y e Bolivia, demonstraram que a infecgdo promoveu um aumento
significativo no nimero de infiltrados e no tamanho da drea dos processos inflamatérios no
tecido hepético em todos os grupos.

Nesse sentido, a andlise de processo inflamatério no figado demonstrou que as
fémeas infectadas com a cepa Y de 7. cruzi apresentaram nimero de infiltrado inflamatério
perivascular mais intenso e difuso do que nas fémeas infectadas com a cepa Bolivia. No
entanto, na cepa Bolivia os nédulos inflamatérios apresentaram drea maior do que na cepa
Y. Sendo assim, as cepas de 7. cruzi influenciaram na intensidade e na quantidade dos

processos inflamatérios hepéticos.
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Diferentes cepas de camundongos, cronicamente infectados com o clone da cepa
Silvio X10/4, apresentaram lesdes inflamatdrias em distintos 6rgdos. Os camundongos da
cepa C3H/HePAS demonstraram intensa patologia cardiaca, exibindo baixos niveis de
lesdes inflamatorias no figado. Em contraste, camundongos A/J apresentaram intenso
infiltrado no figado, porém ndo apresentaram lesOes inflamatdrias no coragdo. J4 os
camundongos BALB/c e C57BL/6 demonstraram patologia similar aos camundongos A/J
(MARINHO et al., 2004).

Camundongos A/J cronicamente infectados com 7. cruzi, demonstraram intensa
resposta inflamatéria no figado, entretanto, esta resposta pode ndo estar associada com a
presenca de parasitas neste tecido. No figado a presenca de processos inflamatérios é
determinada pela resposta imune aos antigenos das formas tripomastigotas sanguineas, que
tem sido removidas e destruidas pela fagocitose no figado (MARINHO et al., 2004).

Entretanto, de acordo com a andlise histoldgica do presente estudo, foi possivel
observar a presenca de parasitas no interior dos processos inflamatérios, assim como,
ninhos de formas amastigotas sem infiltrados inflamatérios ao seu redor, em animais
infectados com as cepas Y e Bolivia.

Em relacdo as fémeas prenhas, foi verificado que a gestacdo ndo aumentou o
nimero e o tamanho da 4rea de infiltrados inflamatérios no figado das fémeas, visto que,
para as fémeas infectadas ndo prenhas os nédulos inflamatoérios apresentaram-se em maior
nimero nas fémeas infectadas com a cepa Y, porém abrangeram uma 4rea maior nas
fémeas infectadas com a cepa Bolivia.

A suplementagdo de Zn reduziu o nimero de nédulos inflamatérios nos grupos

de fémeas ndo prenhas infectadas com a cepa Y. Assim como, a suplementagdo também
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reduziu a drea dos infiltrados inflamat6rios em todos os grupos, principalmente nas fémeas
ndo prenhas infectadas com a cepa Bolivia.

Em relacdo as placentas de fémeas infectadas com ambas as cepas, foi
verificado a presenga de infiltrados inflamat6rios nas camadas placentérias, porém de forma
difusa discreta, caracterizando uma placentite moderada. A suplementacdo de Zn ndo
promoveu alteragdes teciduais, pois 0 aspecto placentdrio de todos os grupos infectados foi
similar.

Do mesmo modo, Moreno et al. (2003) verificaram que placentas de ratos
infectados com 7. cruzi apresentaram moderado infiltrado celular e auséncia de parasitas no
estroma vascular.

Em placentas humanas, foram observados ninhos de formas amastigotas intactos
e auséncia de células inflamatdrias ao redor. Entretanto, quando parasitas foram localizados
fora das células, infiltrados inflamatorios foram visualizados nas vilosidades do estroma
(ALTEMANI et al., 2000).

Se a persisténcia do parasita € um fator de direcionamento para a resposta
patolégica, a associacdo entre o parasitismo e a resposta inflamatéria, deveria ser
manisfestada em todos os 6rgdos parasitados (SOARES et al., 2001).

Portanto, de acordo com os resultados obtidos para a anélise de processos
inflamatdrios nos tecidos avaliados, concluiu-se que a intensidade ou a presenca do parasita
nos tecidos pode ter influenciado na quantidade e qualidade dos processos inflamatorios,
assim como, a suplementagcdo de Zn e a gestacdo ndo aumentaram os focos de infiltrados
inflamatérios, diminuindo as possiveis alteracdes histopatologicas ocasionadas pela

infecgdo nos tecidos analisados.
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7)Avaliacdo Quantitativa de Zinco Plasmdtico

Na avaliacdo de Zn plasmatico, foi utilizado o AAS devido a rapidez, baixo
custo, sensibilidade e precisdo nos resultados. Entretanto, para evitar erros nos resultados
obtidos, foi adicionada solug¢do de glicerol nas solu¢des de calibracdo. Sendo assim, a
viscosidade das amostras de plasma e das solu¢es de calibracdo foi similar, garantindo
maior precis@o nos resultados.

A separacdo do plasma e do soro sanguineo € outro fator que pode interferir nos
resultados das amostras. Pois, estudos prévios demonstraram que o tempo entre a coleta, a
centrifugacdo e a separacdo das amostras, aumentou a concentragdo de Zn. Para a separagdo
do soro do sangue € necessario um tempo de espera maior antes da centrifugagdo, porém o
plasma pode ser separado imediatamente apds a coleta do sangue. Por isso, o plasma é
preferencialmente utilizado em experimentos para dosagem de Zn (ENGLISH;
HAMBIDGE, 1988).

Estudos prévios demonstraram que a ripida centrifugacdo para a separacdo do
plasma, nao afetou a concentracido de Zn, assim como, a utilizagdo de citrato ou excesso de
Heparina Sédica diminuiu a concentracdo de Zn das amostras (MAKINO, 1983; SMITH et
al., 1985, 1987).

De acordo com os resultados obtidos, foi verificado que a infec¢do por 7. cruzi
reduziu a concentracdo de Zn plasmdtico de fémeas prenhas infectadas com ambas as
cepas. Esse resultado estd de acordo com estudo previamente relatado, onde mudangas na
concentragdo de Zn plasmatico ocorreram devido a severidade e o estagio de infeccdo. Em

animais infectados com 7. brucei, que receberam dieta deficiente em Zn foi observado um
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decréscimo na concentracdo plasmdtica de Zn e alteragdes na parasitemia (MWANGI et al.,
1995).

Nas fémeas ndo prenhas que receberam a suplementagdo de Zn, ndo foi
observada nenhuma alteracdo significativa em relacio aos grupos ndo suplementados.

A concentracdo de Zn plasmadtico, observada no final da gestacdo em ratos
Wistar, foi significativamente diferente entre o grupo que recebeu dieta deficiente de Zn e
grupo controle (Travé et al., 1985). Por outro lado, ratos prenhas que receberam
alimentacdo suplementada com 6mgZn/Kg durante a gestacdo apresentaram aumento
significativo na concentracdo de Zn plasmdtico quando comparado com o grupo controle
(YASDANTI et al., 1992).

Estudos demonstraram os beneficios da suplementacdo de Zn sobre doengas
infecciosas em humanos (SHANKAR; PRASAD, 1998). Grupos tratados com Zn
apresentaram reducdo de infeccdes por agentes oportunistas (MOCCHEGIANI et al.,
1995).

De acordo com os resultados obtidos, foi verificado que a gestagdo diminuiu
significativamente a concentracdo de Zn no plasma nos grupos infectados e nao
suplementados.

Esse fato foi relatado por Jameson (1976), demonstrando que durante a
gestacdo, a concentragdo de Zn no plasma materno diminui, devido ao aumento do volume
plasmatico que ocorre na gestagcdo, podendo causar a reducdo de Zn e albumina.

Alteracdes nas concentragdes de proteinas plasmdticas também podem
promover a diminuicdo dos valores de Zn, uma vez que grande parte de sua concentracio
corpdrea desse micronutriente estd ligada as proteinas. A diminui¢do de Zn na gestacdo,

também pode estar relacionada com as mudangas hormonais, como o aumento dos niveis de
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estrogeno e corticosterona (BRANDES et al.,, 1980; TUTTLE et al., 1985; MARSAL;
FURGYIK, 1987).

Animais experimentais demonstraram que a absor¢do de Zn aumentou durante
a gestacdo, onde a porcentagem de absor¢do no 21°. dia foi duas vezes maior do que em
fémeas nao prenhas e nédo lactantes (DAVIES; WILLIAMS, 1977).

A deficiéncia de micronutrientes e as doencas infecciosas fregiientemente
coexistem e demonstram uma complexa interacdo, causando mutuamente danos clinicos.
Essa combinacdo ¢é predominantemente observada em populagdes economicamente
desprivilegiadas, particularmente em regides rurais. Varios micronutrientes, como o Zn,
Ferro (Fe) e Se, modulam as func¢des imunoldgicas e influenciam na suscetibilidade a
infeccoes. A doenca de Chagas € um pertinente modelo de estudo da interacdo entre a
nutricdo, imunidade e infec¢do (RIVERA et al., 2003).

Sendo assim, a associa¢do entre o aumento da suscetibilidade a doencgas
infecciosas e a deficiéncia nutricional de Zn, levaram pesquisadores a hipotetizar que esse
elemento trago € muito importante para a imunidade (Wellinghausen, 2001), auxiliando no
controle da infeccdo.

Diante dos dados obtidos nessa avaliagdo, a suplementagdo de Zn ndo alterou a
concentracdo plasmdtica de Zn em animais infectados. No entanto, durante a prenhez de
camundongos a suplementacdo de Zn proporcionou um aumento da concentracdo de Zn
plasmatico em fémeas infectadas, podendo auxiliar na resposta imunolégica desses animais

no controle da carga parasitaria.
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8)Avaliacao Quantitativa de Zinco Tecidual

As causas no desenvolvimento anormal embriondrio sdo multifatoriais. Nesse
sentido, Keen et al. (2003) sugeriram que um fator comum que contribuiu para as
anormalidades foi a defici€ncia nutricional de microelementos durante o desenvolvimento
embriondrio e fetal.

Esses elementos tracos sdo obtidos por meio do sangue maternal via placenta
(WASOWICZ et al., 1993; LEE et al., 1995). Entretanto, foi verificado que os
micronutrientes armazenados nos tecidos maternos também sdo transportados para o feto
(LINDSAY et al., 1994).

A funcdo da MT no metabolismo dos metais € essencial, onde os metais que
estdo em excesso sdo seqiiestrados por esta proteina. Sendo assim, 0s metais sdo raramente
encontrados em abundancia no meio (VALLEE, 1995).

A ligacdo de Zn com a MT aumenta quando os animais sdo expostos a
quantidade excessiva de Zn e em casos de deficiéncia desse micronutriente. Dessa forma,
sugerindo que a MT funciona como seqiiestradora de Zn em caso de excesso, bem como o
Zn armazenado nos tecidos pode ser utilizado em caso de deficiéncia (KELLY et al., 1996).

O desequilibrio na composi¢ao dos elementos tragos ou na acumulagdo pode ser
toxica ao organismo, podendo causar doengas (YAMAN et al., 2005).

No presente estudo, a concentracdo de Zn foi muito diferenciada entre os grupos
e tecidos analisados. O coracdo dos grupos infectados por 7. cruzi apresentou uma reducao
da quantidade de Zn das fémeas infectadas ndo prenhas e prenhas. Nos grupos de fémeas
prenhas, foi verificado que o grupo de fémeas infectadas com a cepa Bolivia demonstraram

diferenca significativa na concentracdo de Zn cardiaco em relagdo aos grupos controle.
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Em relac@o aos grupos suplementados, foi verificado que para as fémeas ndo
prenhas infectadas com a cepa Y, a concentracio de Zn no coragdo aumentou
significativamente em relacdo ao grupo infectado e ndo suplementado. Assim como, a
prenhez aumentou significativamente a concentracdo de Zn no coragdo de fémeas
infectadas com a cepa Y, quando comparada com a concentracdo obtida para o grupo de
fémeas nao prenhas infectadas.

No bago, as fémeas ndo prenhas infectadas com ambas as cepas de 7. cruzi
demonstraram quantidade de Zn significativamente maior do que nos grupos ndo
infectados. No entanto, os valores obtidos para as fémeas prenhas infectadas foram
semelhantes aos valores dos grupos nao infectados.

Entre as fémeas prenhas e infectadas e nao prenhas infectadas, foi observado
que a prenhez reduziu a concentracdo de Zn no baco de fémeas infectadas com a cepa
Bolivia.

A suplementacdo de Zn aumentou significativamente a concentra¢do de Zn no
baco dos animais infectados com a cepa Y, quando comparado com os grupos infectados
que ndo receberam a suplementagdo. Assim como, comparando os resultados obtidos entre
os grupos infectados e suplementados, foi observado uma diferenca significativa na
concentragdo entre os grupos infectados com as cepas Y e Bolivia.

No figado, as fémeas ndo prenhas infectadas com as cepas de T. cruzi
apresentaram maior concentracdo de Zn do que as f€meas nédo prenhas e ndo infectadas. Por
outro lado, nas fémeas prenhas infectadas a concentracdo de Zn foi significativamente
menor do que nas fémeas nao infectadas.

Desse modo, comparando os resultados obtidos entre as fémeas prenhas e ndo

prenhas, foi verificado que a prenhez aumentou significativamente a concentracdo de Zn no
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figado dos grupos em relagdo as fémeas nao prenhas. Do mesmo modo, a suplementagdo de
Zn aumentou a concentracdo no figado de fémeas prenhas infectadas quando comparada
com a concentragdo obtida para as fémeas prenhas infectadas e ndo suplementadas.

Na quantificacdo de Zn placentério, foi observado que as fémeas infectadas
apresentaram concentracdo menor do que as fémeas ndo infectadas. No entanto, a
suplementacdo de Zn aumentou a concentracdo desse elemento traco na placenta de
camundongos infectados com a cepa Y, quando comparada com a concentracdo de Zn
obtida de fémeas ndo suplementadas.

Nos tecidos fetais dos grupos experimentais, foi verificado que os fetos de
fémeas infectadas com as cepas Y e Bolivia de T. cruzi apresentaram concentracdo de Zn
semelhante a do grupo controle.

A suplementacdo de Zn aumentou a concentracdo de Zn nos tecidos fetais no
grupo controle e no grupo infectado com a cepa Y. Entretanto, nas fémeas infectadas com a
cepa Bolivia e suplementadas, houve uma reduc¢@o significativa da concentracdo de Zn em
relacdo ao grupo controle suplementado.

Comparando os resultados entre os tecidos avaliados, foi observado que o
figado apresentou maior nivel de Zn armazenado em todos os grupos experimentais. Nas
fémeas prenhas, as placentas e os fetos também apresentaram elevados niveis de Zn.

Do mesmo modo, Henriques; Cozzolino (2001) observaram que o figado, os
rins e os testiculos de ratos demonstram diferencas significativas na concentragdo e
quantidade total de MT, sendo que o figado apresentou maior concentragdo entre os tecidos
analisados. Esses resultados demonstraram uma direta correlagdo entre o aumento da
concentragdo de Zn nos tecidos e o aumento dos niveis de MT. Além disso, esses dados

comprovam a importancia do figado no metabolismo do Zn e da MT.
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Ratos deficientes em Fe e que receberam alimentacdo adequada em Zn,
demonstraram aumento dos niveis de Zn no plasma, no figado, no bago, nos rins e no fémur
(KAGANDA et al., 2003).

De acordo com os resultados, a suplementacdo de Zn nos grupos experimentais
causou efeitos diferenciados dependendo da cepa e do tecido estudado. Assim como, a
concentracdo de Zn foi muito variada entre os tecidos e os grupos avaliados. Essa variacdo
pode estar relacionada com tipo de tecido, concentracdo de Zn plasmadtica, gestacdo,
modelo experimental, presenca ou ndo do parasita, assim como da cepa do parasita

utilizada.

9) Avaliagao ”’in vitro” do Sulfato de Zinco em cultura de células

Em ensaios “in vitro” utilizando cultura de células, a absorbancia obtida por
meio da reacdo de MTT a Formazan é diretamente proporcional ao nimero de células.
Sendo assim, foi sugerido que apenas as células vivas, constituidas de mitocdndrias ativas,
metabolizariam e produziriam Formazan (MOSMANN, 1983). Sendo assim, o método
colorimétrico reduz o tempo necessario para determinar a atividade de compostos, sendo
mais objetivo e confortivel para os pesquisadores do que a contagem microscopica
(MUELAS-SERRANQO et al., 2000).

A avalia¢do dos efeitos da exposi¢cdo a metais pesados sobre a satide em seres
humanos é dependente do conhecimento bésico da toxicologia celular e molecular desses
metais. O uso de vdrios tipos celulares tem auxiliado na pesquisa da citotoxicidade. O
conhecimento de que, os efeitos agudos e cronicos dos metais ocorrem primeiramente na

regidao dos tibulos proximais renais, células epiteliais do rim de ratos t€m proporcionado
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um sistema de estudo da toxicidade. Sendo assim, as células epiteliais do rim podem ser
utilizadas como ferramenta para a investigacdo dos efeitos toxicos de diversas drogas
(CHERIAN, 1985).

Com intuito de verificar os efeitos do ZnSO4 sobre as células do hospedeiro, foi
realizada a avaliacdo ”in vitro”. De acordo com essa avaliacdo, foi verificado que o Zn foi
mais toéxico do que o Benzonidazol para o modelo celular utilizado. Essa citotoxicidade
pode estar relacionada ao fato de que “in vitro”, o excesso de Zn ndo pode ser armazenado
pelas células, e conseqiientemente, a alta concentracdo no meio celular determinou a lise
celular.

Em sistemas “in vivo”, a absor¢do, o metabolismo e a liberagdo hepdtica
dependem de uma adequada concentragdo de Zn nos tecidos, niveis ingerido e quantidade
desse micronutriente presente no plasma (Lastra et al., 1997; Seshadri, 2001) para que
ocorra uma relagdo de equilibrio no organismo, evitando efeitos téxicos.

Além disso, nesse modelo a MT exerce importantes fungdes no organismo,
como: transporte de metais, desintoxicagdo promovida pelos metais, protecao contra metais
toxicos, captura e armazenamento de metais livres em excesso, participa do metabolismo
dos metais, na resposta imunoldgica, no controle e armazenamento dos micronutrientes,
principalmente de Zn. (LINDSAY et al., 1994; NORDBERG, 1998).

A disponibilidade de MT em resposta ao nivel de Zn em cultura de células, bem
como nos animais, sugeriu que a MT pode desempenhar importante fun¢do na homeostase
do Zn. O aumento da sintese de MT em animais expostos ao Zn demonstrou que a MT
pode proteger esses animais contra a toxicidade desse microelemento (KELLY et al.,

1996).
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Além disso, a citotoxicidade de alguns metais em ensaio “in vitro” utilizando
fibroblastos de camundongos, foi relacionada com o tempo de ensaio. O Cd apresentou
efeito citotoxico de 10% apds lhora de incubagdo, entretanto, essa porcentagem aumentou
para 90% apo6s 6 horas de incubacio (BORENFREUND; PUERNER, 1986). Sendo assim,
o efeito citotéxico observado nessa avaliagdo, também pode estar relacionado com o tempo
de exposicao das células a0 ZnSOs.

Apesar do Zn ser considerado um discreto inibidor da apoptose celular e que a
sua deficiéncia pode induzir a morte de varios tipos celulares (SEVE et al., 2002), esse
micronutriente pode ser citotéxico em altas concentra¢des quando incubado durante um

periodo prolongado em meio celular.

10)Avaliacdo ’in vitro” do Sulfato de Zinco em cultura de células infectadas com T.

cruzi

A infeccao por 7. cruzi € um processo complexo que envolve varias moléculas
do parasita e do hospedeiro, bem como, envolve vdrias reacdes enzimaticas (MAGDESIAN
etal., 2001).

Trypanosoma cruzi invade células ndo fagociticas através de um mecanismo
diferente da fagocitose (SCHENKMAN et al., 1991). A invasdo é precedida pelo processo
de adesao que inclui moléculas existentes na célula do hospedeiro e do parasita.

Membros da familia das glicoproteinas, expressadas na superficie das formas

infectantes de 7. cruzi, estdo envolvidas na adesdo do parasita e posteriormente na invasao

celular (ZINGALES et al., 1982).




121

Desde a descoberta de que células de vertebrados poderiam ser infectadas por
T. cruzi, as células passaram a serem utilizadas como modelo “in vitro” para determinar a
eficicia de novas substdncias sobre diversas doengas, principalmente parasitoses
(SANDERSON et al., 1980).

Nesse sentido, a andlise “in vitro” de substancias utilizando formas
extracelulares (epimastigotas e tripomastigotas) e intracelulares (amastigotas) é de grande
importancia para averiguacdo de novas substdncias com potencial tripanocida
(MARTINEZ-DIAZ et al., 2000; MUELAS et al., 2002). Diante disso, varios estudos t€m
sido realizados utilizando as diferentes formas do parasita.

O alopurinol, a 3’deoxipurinas e AZT demonstraram efeitos inibidores na
infeccdo e replicacdo das formas amastigotas de 7. cruzi em cultura de células Hel.a,
exibindo similares resultados em cultura de 3T3 fibroblastos de camundongos
(NAKAJIMA-SHIMADA et al., 1996).

Toma et al. (2000), avaliaram a infectividade e a taxa de multiplicacdo de seis
cepas de T. cruzi com diferentes niveis de viruléncia sobre trés tipos de células de
camundongos. De acordo com os resultados, a taxa de infectividade foi maior em
macréfagos peritoniais do que nas células Vero e L929. A elevada taxa de infec¢@o e a
baixa multiplicacdo intracelular dos parasitas observadas em macréfagos pode ser devido a
sua capacidade fagocitica comparada com as demais células.

Nessa avaliacdo, foi verificado o efeito do ZnSQO, sobre células infectadas com
formas amastigotas de 7. cruzi. De acordo com os resultados, foi possivel observar que a
concentragdo de ZnSOy utilizada foi citotdxica.

Além disso, foi verificado que as cepas do parasito apresentaram diferentes

respostas ao ZnSOy Essa diferenciacdo ja foi relatada, demonstrando que as cepas de T.
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cruzi diferem em seu comportamento em muitos aspectos e caracteristicas, como na
parasitemia, na mortalidade de camundongos experimentais e na infectividade de
macréfagos em sistemas “in vitro”, sendo muitas vezes esse comportamento atribuido a
algumas caracteristicas morfolégicas das cepas, como por exemplo, a predominancia de
formas finas ou largas (BRENER, 1980).

Desse modo, a infecg@o e a intracelular multiplicagdo dos parasitas, e a eficicia
de vdrias substincias em ensaios in vitro e in vivo, variam de acordo com a cepa e tipo de

célula utilizada, concentracdo da substancia e duracdo do tratamento.

11)Avaliacdo tripanocida ”in vitro” do Sulfato de Zinco sobre as formas intracelulares

de T. cruzi

A atividade bioldgica sobre diferentes amostras de 7. cruzi, nao depende apenas
das caracteristicas biol6gicas ou genéticas da cepa do parasito, como também da forma do
parasita empregada no experimento “in vitro” (OSAKABE, 2004).

Analisando os efeitos de extratos brutos de Vernonia sp sobre as formas
amastigotas das cepas Y e Bolivia, Osakabe (2004) verificou que a cepa Y foi mais
suscetivel, apresentando grande variagdo na curva dose-reposta. Pois, para a cepa Bolivia
foram necessdrias concentragdes mais altas dos extratos para obter resposta terapéutica das
células P388D;.

No ensaio “in vitro” utilizando tripomastigotas da cepa Y de 7. cruzi,
cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle médium), foi verificado que o

Selinato de Sédio causou a lise de mais de 50% do parasita. Esta suscetibilidade do parasita
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ao Se pode explicar a diminuicdo da parasitemia observada em camundongos que
receberam a suplementacdo de 16ppm de Se (De SOUZA et al., 2003).

Nesse mesmo sentido, foi verificado o possivel efeito téxico do Zn sobre o
parasita. Entretanto, apesar do ZnSO, apresentar atividade sobre as formas amastigotas de
ambas as cepas do parasito e reduzir a parasitemia de animais suplementados, esse
micronutriente ndo promoveu a cura parasitolégica “in vivo” e apresentou efeito citotdxico
nas concentragdes de 100 e 200pg/mL.

O mesmo resultado foi observado em ensaios com antifingicos como o
Cetoconazol e Itraconazol sobre a forma intracelular do parasito, onde essas substincias
apresentaram atividade “in vitro”, entretanto foram incapazes de erradicarem o parasito em
pacientes infectados e em animais experimentais (McCABE, 1988; MOREIRA et al., 1992;
BRENER et al., 1993).

No modelo “in vitro” ZnSQO,4 apresentou atividade leishmanicida contra as
formas promastigotas, amastigotas de culturas axénicas e amastigotas intracelulares de L.
major e L. tropica, sendo a forma promastigota mais resistente do que as formas
amastigotas (axénica e intracelular) (AL-MULLA HUMMADI et al., 2005).

Apesar da atividade “in vitro” do ZnSQOy sobre Leishmania spp., muitos estudos
tém sido realizados para tentar descobrir o mecanismo do efeito antileishmanicida do Zn
(NAJIM et al., 1998 a, b).

O Zn apresenta efeitos estimulantes do sobre o sistema imune (Prasad, 1979) e
tem uma importante fun¢do em eventos bioquimicos associados na captura e destrui¢do de
parasitas pelos macréfagos (WIRTH et al., 1989). Dessa forma, o Zn parace ter uma dupla
acdo contra os parasitas intracelulares, demonstrando uma direta acdo sobre as formas

amastigotas e uma indireta acdo através da ativacdo dos macréfagos do hospedeiro. Esta
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indireta atividade possivelmente pode ser resultante da ativagdo dos ligantes de NADPH-
oxidase presentes na membrana dos macréfagos, causando os efeitos oxidativos. Estes
efeitos sdo prejudiciais aos parasitas intracelulares, através da produgdo de peréxido de
hidrogénio (KATAKURA et al., 1985).

Em relacdo ao Benzonidazol, foi verificado que essa substincia ndo possui
efeito significativo sobre a forma amastigota de T. cruzi. Provavelmente, esse resultado esta
relacionado ao fato de que durante a fase cronica da doenca de Chagas, quando o parasita
estd presente no interior das células, o Benzonidazol ndo promove a cura de pacientes e
animais experimentais.

A ineficdcia do Benzonidazol sobre o parasito j4 foi relatada por vdrios autores,
onde observaram que essa substidncia ndo causou a porcentagem de lise superior a 50%
sobre formas amastigotas (ANDRADE et al., 1983; FILARDI, BRENER, 1987; NEAL,
VAN BUEREN, 1988; ANDRADE et al., 1996; SARAIVA, 2003; OSAKABE, 2004).

Diante dos resultados obtidos nas avalia¢des sobre as células e sobre as formas
amastigotas, concluiu-se que a utilizacdo de cultura de células assim como ensaios “in
vitro” com as formas amastigotas, sdo importantes para analisar os efeitos das substancias
diretamente sobre as células e sobre a forma intracelular do parasito. Pois muitas vezes a
inefic4cia de uma nova substincia, se deve a citotoxicidade, cepas e formas do parasito.

Além disso, a capacidade tripanocida do Zn sobre as formas amastigotas “in
vitro”, os efeitos benéficos da suplementacdo de Zn na redugdo do parasitismo tecidual, e a
auséncia de efeitos colaterais sobre os pardmetros maternos e fetais avaliados no presente
estudo, demonstraram que a suplementacdo de Zn pode ser de grande importincia para a

saide de individuos que vivem em dreas onde a deficiéncia de Zn e o parasitismo sdo

freqiientemente endémicos.
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VIIL.CONCLUSAO

e [Invitro e in vivo, a eficdcia do tratamento ou da suplementag¢do de Zn variou
de acordo com o modelo experimental, a cepa do parasito, o tipo de tecido

avaliado, o tipo de célula utilizada e a concentrac@o da substancia.

e Histologicamente, a suplementacio de Zn parece ser um importante fator no

controle da carga parasitaria tecidual, podendo controlar a doenca.

e Na andlise de processos inflamatérios, a intensidade ou a presenca do
parasita pode ter influenciado na quantidade e na qualidade dos processos
inflamatoérios, assim como, a suplementacdo de Zn e a gestacdo diminuiram

os focos inflamatérios.

e A concentragdo de Zn foi muito variada no plasma e nos tecidos analisados.
Essa variacdo pode estar relacionada com o tipo de tecido, gestagdo, modelo
experimental, infeccio e cepa do parasito utilizada. Pois em vérios

parametros, as cepas de 7. cruzi demonstraram distintos resultados.

e Apesar da citotoxicidade apresentada pelo Zn nos ensaios in vitro, esse
micronutriente ndo causou efeitos colaterais nos pardmetros maternos e

fatais avaliados, assim como, ndo prejudicou o desenvolvimento gestacional.
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e Sendo assim, a suplementa¢do de Zn pode ter grande importincia em dreas

onde a deficiéncia de Zn e o parasitismo sdo freqiientemente endémicos.
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