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RESIMO

Nas pesquisas clinicas a respeito da fisiopatoiogia da doenca de Chagas,
cada vez mais vem ganhando corpo a idéia de que os portadores desta
moléstia apresentam o que poderia definir-se como uma dificuldade do
organismo doente em manter a homeostase através da regulagdo de suas
funcbes, quer sejam motoras, secretoras ou metabdlicas. Uma das
principais  causas, relacionadas & diversidade de  alferagbes
anatomopatolégicas que o parasito T. cruzi promove no hospedeiro esta
diretamente ligada as caracteristicas morfolégicas da cepa, que podem
apresentar um tropismo tecidual diferenciado. As formas largas de T. cruzi
apresentam miotropismo e fropismo glandular. Os pardmetros foram
avaliados em ambos 08 sexos na fase aguda, analisando comparativamente
a parasitemia, a histopatologia, a morfometria (cariomeltria e anélise de
superficie) do pancreas. O modelo experimental utilizado foi o camundongo
albino (Mus musculus) da linhagem Swiss, machos e fémeas. O indculo
empregado foi de 2 x 10° formas tripomastigotas sanguicolas da cepa RAL,
e em dias pré-determinados 3° 62 82 102 128 14° e 162 dias experimentos,
os animais foram sacrificados e retirados o sangue e amostras do pancreas,
para as dosagens da glicemia e das enzimas lipase e amilase (total). O pico
parasitemico ocorre em dias diferentes, no 12° (pico parasitemico para as

fémeas), e 14° (pico parasitemico para os machos), com um aumento
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apreciavel do nimero de parasitas para os machos. Ao comparar as ilhotas
pancreaticas dos grupos infectados com os grupos controles de ambos os
sexos, houve uma atrofia nas células o e hipertrofia nas células f das
ithotas pancreaticas de ambos 08 sexos dos grupos infectados. Entretanto,
0S acinos pancreaticos das fémeas infectadas demonstraram uma maior
hipertrofia, ja em relacdo a glicémica houve uma reducdo significativa em
relagbes a ambos 0s sexos. Houve redugdo do peso nos grupos infectados
em relagdc ao grupo controle, entretanto mais significativa no grupo macho
infectado. Contudo, a amilase ndo apresentou variagbes significativas entre
0S grupos infectadas machos e fémeas, mas quanto & lipase houve uma
variagdo significativa entre ©0s grupos machos e fémeas, mas néo
significativas enfre grupos infectados e controles do mesmo sexo.
Observando fodos os aspectos avaliados, verificou-se que no presente
trabalho ocorreram alteracOes bioquimicas e histolégicas do péncreas de
animais infectados com a cepa RAL de T. cruzi. A cepa RAL de T. cruzi
apresenta um comportamento atipico em relagdo as outras cepas
estudadas e descritas na literatura, promovendo alteracbées pancreaticas

mais intensas nos animais fémeas que nos machos.
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ABSTRAET

Searching the physiopatology of Chagas’ disease in clinical researches, the
idea that the bearers of this disease present what could be defined as a
difficulty of the sick organism in maintaining the homeostasis through the
regulation of their functions as motive, secrefors or metabolic. One of the
main causes related fto the diversity of anatomopathological alterations that
the parasite T.cruzi promotes in the host is directly linked to the morphologic
characteristics of strains the that can show a tiésular differentiated tropism..
The parameters were evaluated in both sexes were in the acute phase,
analyzing the comparative parasitemia, histopathology, and morfometry
(cariometric and surface analysis) of the pancreas. The experimental model
used ”\;vas the both sexes of albino mouse (Mus musculus) of the lineage
Swiss. RAL strain of T.cruzi was used with the inoculum of 2 x 10° blood
frypomastigotes forms. In pre-determined days the animals were killed being
pancreas and blood collected for the evaluation of glycemy, enzymes -
lipase and amylase (total). The high parasitemy happens in different days,
being in the 12° for the females, and the 14° for the males with an
appreciable increasing of the parasites number for the males. When
comparing the pancreatic islets of the infected groups with the control
groups of both sexes, there was an atrophy in a-cells and hypertrophy in -

cells of the pancreatic islets of both sexes of the infected groups, however,
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the pancreatic acids of infected females demonstrated a larger hypertrophy,
and a glycemic reduction only accentuated in relation to the infected males.
Amylases didn't show significant variations among the groups infected
(males and females), but the lipases had a significant variation among the
male and female groups, but no significant between infected groups and
controls of the same sex. Observing all the appraised aspects in the present
work we noted biochemical alterations and histological destruction of the
pancreatic gland of animals infected with the T.cruzi RAL strain. The T.cruzi
RAL strain presents an atypical behavior in relation to the other studied
strains. described in the literature, promoting more intense pancreatic

alterations in the female animals that in males.




1. INTRODUCAO

A infeccdo chagésica tem se apresentado, desde a sua
descoberta por Carlos Chagas em 1909, como uma doenca dificil de ser
combatida, devido a multiplicidade de suas caracteristicas bioldgicas e
genéticas. Afeta quase toda a América Latina, sendo apontada como uma
das principais causas de morbidade entre as populagdes carentes da
Ameérica do Sul. Entre 16 e 18 milhdes de individuos ja foram infectados,
causando a morte de aproximadamente 70.000 pessoas/ano (WHO, 1991;
SCHMUNIS, 1997).

Trypanosoma cruzi vivia restrito aoc ambiente silvestre,
circulando entre mamiferos e hemipteros da fauna natural. Foi o homem,
invadindo esses ecé6topos, que fez incluir hemiptero o ciclo epidemiolégico
humano (DIAS & BORGES DIAS, 1976; DIAS & COURA, 1897).

A freqiéncia de infecgéo‘ de seres humanos pela
transmissdo vetorial esta relacionada com o nivel econdémico da populacao
e com a capacidade de domiciliacdo desse vetor. E a enfermidade
continuara a ser transmitida nas areas rurais ou periurbanas das Américas,
onde a pobreza da populacéo permita o contato intimo entre os triatomineos

infectados e o hospedeiro humano (WHO, 1991).
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No contexto 'epidemioiégico da doenga de Chagas humana
(DCH) no Brasil, a Regido Nordeste ocupa importancia acentuada,
ocupando o segundo lugar nos inquéritos nacionais de prevaléncia de
numeros de individuos infectados e distribuicdo dos vetores realizados entre
1975 e 1980. Apods vinte anos, ainda € preocupante o risco de transmissio
da DCH. A Regido Nordeste permanece socialmente necessitada e
detentora dos mais altos indices de moradias carentes que permitem a
domiciliac@o e sobrevivéncia do triatomineo (VINHAES & E;iAS 2000).

O controle do vetor, da doenca de Chagas, até hoje, vem
sendo muito discutido entre pesquisadores. A iniciativa dos Paises do Cone
Sul, da qual o Brasil faz parte, foi iniciada em 1991, comprometeu-se em
buscar a eliminacéo de T.infestans, sendo nessa época 0 mais importante
transmissor de T.cruzi, e controlar a endemia chagasica. Foram realizados
inquéritos entomoldgico e soroloégico, a redugdo e eliminagdo da
transmiss&o sangliinea por triagem adequada dos potenciais doadores e do
fortalecimento da rede de bancos de sangue (OPAS, 1992).

Em relagdo a outros Paises do Cone Sul, depois dessa
iniciativa do controle vetorial e transfusional, o Uruguai, em 1997, e o Chile,
em 1999, foram certificados como estados livres da transmissdo da doenca
de Chagas (WHO, 1998, 2000). Mas em relacdo ao controle transfusional a

situacdo mais preocupante é da Bolivia (DIAS & SCHOFIELD, 1998).




Os maiores desafios controle, nesse contexto, prendem-se
a domiciliacdo de espécies secundarias e silvestres de triatomineos e das
trocas adaptativas das espécies (SCHOFIELD, 1998). No caso de outras
espécies, sobretudo T.brasiliensis, T.pseudomaculata e T.sordida, ainda
que as respostas sejam mais lentas, tem sido possivel manter os niveis de
infestac@o e de colonizagao intradomiciliar (VINHAES & DIAS, 2000).

No Brasil a transmissdo vetorial € importante, por ainda
existirem focos de T.infestans nos estados de Goias, no sul de Tocantins,
na regido do S&o Francisco, na Bahia, no norte do estado do Rio Grande do
Sul e no sudeste do Piaui (VINHAES & DIAS, 2000).

Sob o controle vetorial, acredita-se que com o tempo, a
infecgédo pelo parasita tende a diminuir nestas regibes que ainda sdo de
risco, mas as curvas de prevaléncias mostram que a forma transfusional é
importante no que diz respeito a transmissdo da doenga de Chagas
(VINHAES & DIAS, 2000). Mas o aperfeigoamento do sistema hemoterapico
tem afastado doadores soropositivos em doenga de Chagas, pois desde
meados da década de 90, muito se tem avangado (RAMOS & CARVALHO,
2001).

Sobre o protozodrio T.cruzi € sabido que se multiplica-se no
interior da célula do seu hospedeiro definitivo, tendo Carlos Chagas
sugerido que as formas intracelulares parasitarias seriam de multiplicacéo e

laténcia (CHAGAS, 1916), apesar que a ultima forma, até hoje, ainda, n&o




foi comprovada. A multiplicacdo das formas amastigotas prossegue por
divisdo binaria, as quais se diferenciam em formas tripomastigotas até a
distensé&o e ruptura da célula parasitada, com liberagdo de novos parasitos.

As distintas cepas de 7T.cruzi possuem tropismo diferenciado
para determinados 6érgdos do hospedeiro humano, 0 que explicaria, por
exemplo, o fato de ser mais comum o diagnostico de formas digestivas na
regido central do Brasil, ou de ser baixa, a prevaléncia de cardiopatias no
norte do Equador, em relagao a regido sul (WHO, 1897).

Acredita-se que a  diversidade de  alieragles
anatomopatolégicas, que o parasito promove no hospedeiro, estédo ligadas
diretamente as caracteristicas morfolégicas da cepa, principalmente em
relagdo as diferentes subpopulactes existentes (FERRIOLLI-FILHO, 1975;
RIBEIRO, et al.,, 1982; BELDA-NETO & RIBEIRO,1989).

Segundoc ANDRADE (1978), existem cepas com
predominéncia de formas delgadas, que por sua vez apresentam tropismo
diferenciado por celulas do sistema fagocitario mononuclear, parasitando
com maior freqiiéncia esplendcitos, hepatocitos e células da medula 6ssea.
Como caracteristica, provocam allos e precoces picos parasitémicos.
Apesar de serem mais sensiveis 4 acdo dos anticorpos circulantes,
determinam na fase aguda da infecgdo uma elevada taxa de mortalidade na
grande maioria dos animais experimentais infectados. Esse tipo de

conformacdo morfolégica confere a esta cepa uma maior resisténcia aos
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anticorpos circulantes. Como conseqiiéncia, permanecem por mais tempo
na corrente circulatéria determinando picos parasitémicos tardios e
infecgbes de duragdo mais prolongada.

MELO & BRENER (1978), verificaram que as cepas de
morfologia larga apresentam tropismo por células musculares e isto se deve
a presenca de recepiores especificos para T.cruzi na membrana destas
células. Aléem disso, parece que as formas largas de tripomastigotas estdo
mais adaptadas ao desenvolvimento no inseto vetor. Em‘ contrapartida, as
formas finas ou delgadas estdo mais adaptadas a cumprirem o ciclo
tecidual.

DEANE (1979), observou o comportamento diferenciado de
populagbes constituidas por tripomastigotas predominantemente finos e
largos, obtidas por centrifugacéo diferencial das amostras Y e F de T.cruzi.
Considerando que a grande maioria dos tripomastigotas delgados presentes
no sangue de animais infectados nio apresentavam capacidade de evoluir
sendo apos penetracdo celular, e que, em parte, as formas largas exibiam
capacidade de iniciar a infecgdo no inseto hospedeiro, designa as
populacBes obtidas de “célula dependente” e “vetor dependente”,
respectivamente. A uma parcela de elementos que apresentava capacidade
ambivalentie e que poderiam dar origem a ambas populagbes - céluia ou
vetor dependente - a autora designa de “populagdo indiferenciada’,

correspondente as formas intermediarias do parasita.




RIBEIRO & BELDA-NETO (1983), utilizando técnicas de
centrifugagdo diferencial, conseguiram o desmembramento da cepa Bolivia
de T.cruzi, de caracteristicas polimérficas, em duas sub-amostras: uma
obtida do sobrenadante, constituida de tripomastigotas, predominantemente
finos, e outra, obtida do sedimento, caracterizada pela presenga marcante
de formas largas. Essas sub-amostras do parasita tém sido mantidas
regularmente mediante subinoculagfes de sangue por via intraperitoneal em
camundongos jovens, por meio de repiques semanais para as sub-amostras
obtidas do sobrenadante e por repiques a cada 14 dias para as obtidas do
sedimento, sem modifica¢cdes de suas caracteristicas.

Como descrito acima, pode-se observar que a morfologia
das formas tripomastigotas € um dos fatores determinantes na patologia da
doenca. Entretanto, as cepas que apresentam caracteristicas morfolégicas
predominantemente largas, possuindo marcante tropismo para células
musculares (musculatura lisa, esquelética e cardiaca) e tecido glandular
(MARTINI et al., 1986).

Em relagdo a glandula pancreatica. CROWELL (1923)
demonstrou & auséncia de parasitos e de lesbes pancreaticas em um caso
fatal. Mas, PIZZi (1853) estudou o pancreas de ratos pela cepa T de T.cruzi
e demonstrou que este parasitismo promoveu desorganizagdo celular.
Trabalhando com camundongos infectados com a cepa Y de T.cruzi,

OKUMURA et al. (1960) observaram pancreatite caracterizada por edema




intersticial, atrofia das células acinares e infiltrado de células inflamatérias. A
cepa Bolivia desorganiza estruturas pancredticas em camundongos
infectados (RIBEIRO et al., 1977) e a para a Y cepa de T.cruzi foi descrita
gue parasita intensamente o pancreas (SOUZA & ALENCAR, 1984).

ALBUQUERQUE et al. (1920), observaram desorganizagéo
das estruturas pancreaticas causadas em camundongos infectados pela
cepa Bolivia de T.cruzi, por suas sub-amostras finas e largas. RIBEIRO et
al. (1991) observaram alteracdes nas ilhotas de Langerhans e ductos inter e
intralobulares, além de desorganizacdo exacerbada do tecido acinar em
camundongos experimentalmente infectados pela cepa RC de T.cruzi A
avaliacdo histopatoldgica do pancreas em camundongos foi descrita em
outros relatos de parasitismo experimental. SCORZA et al. (1996) utilizando
cepa isolada de Didelphis marsupialis e LENZI et al. (1896) estudando a
cepa CL de T.cruzii, demonstraram desorganizagdo acinar no pancreas.
Mas em ROCHA et al. (1998) realizaram contagem de neurdnios dos
ganglios nervosos da cabega, corpo € cauda do pancreas em autopsia de
12 casos de chagasicos, e 50% dos chagéasicos apresentaram um ndmero
total de neurdnios menor em relacao aos néo chagasicos.

SALDANHA et al. (2001) estudaram as ilhotas pancreaticas
demosirando que houve uma maior hipertrofia nas ilhotas de pacientes

chagasicos de fase crbnica. Mas pouco se entende em relacdo aos efeitos




que T.cruzi promovem no hospedeire, relacionados com a bioquimica e a
fisiologia do individuo.

Para a homeostase do organismo é de grande importancia
a liberac@o dos hormdnios estimulantes que dependem da integridade do
orgéo. PRADQO et al. (1999) demonstraram que os horménios possuem um
papel fundamental na defesa contra a infecgdo por T.cruzi. Neste trabalho,
evidenciou-se que os hormdnios gonadais influenciam no processo de
defesa na doenca de Chagas experimental, sendo as fémeas mais
resistentes que os machos.

O pancreas € uma glandula mista, importante para a
homeostase do metabolismo por liberar hormobnios e enzimas, e o
protozoario T.cruzi pode causar alteracfes na fisopatologia desta glandula.
A enzima amilase & produzida além de ser produzido no pancreas é
produzida também pela glandula salivar. £ VIEIRA & HADLER (1961)
estudaram as variagbes da amilase nas glandulas salivares de pacientes
chagasicos crénicos e observaram que iniciaimente houve uma queda dos
valores normais. Mas VIEIRA (1961) demostra, uma hiperamilasemia em
pacientes chagasicos e um aumentoc no volume e hiperatividade das
glandulas salivares associada ac megaesofago.

Associacdo entre os niveis lipase e amilase vem tomando
importéncia, sendo objeto de pesquisa de varios autores. Infelizmente ndo

ha trabalhos associando a porgdo endécrina e exocrina do pancreas com a




infeccdo de T.cruzi NIGRO (1991), relaciona a hipoglicemia com a
pancreatite, ocasionada por inflamacgédo gastrica, em casos de incidéncia de
rotavirose, ocorrendo uma elevagéo dos niveis séricos de amilase e lipase.
TSUZUKI et al. (1993) relataram a importancia na determinacido da

hiperamilasemia em pacienies com pancreatite.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

E sabido que a inflamag&o & o processo patologico da
doenca de Chagas, podendo ser influenciada por inimeros parametros para
medir a intensidade do parasitismo e tropismo da cepa, atraves do
dimorfismo sexual, resisténcia natural do hospedeiro, entre outros. As
alteragbes morfoldgicas do tubo digestivo na doenca de Chagas humana e
experimental tém sido exaustivamente deséritas (KOBERLE, 1968;
ANDRADE, 1976; TAFURI & RASO, 1983; LOPES et al., 1985). Entretanto,
existem poucas informagdes sobre as possiveis lesdes, histologicas e
fisiologicas no pancreas que T.cruzi possa determinar, tanto no homem
(LISBOA, 1960; VIEIRA, 1961; BRITTO-COSTA et al, 1973) como em
animais de experimentacao (ALBUQUERQUE et al., 1991; RIBEIRO et al.,
1991; CALABRESE et al., 1994). E este 6rgdo é de grande importancia, por
ser uma glandula mista e possuir fungdes enddcrina e exdcrina.

Os primeiros casos de autdpsia em casos agudos nao
relatam alteracfes pancredticas. CROWELL (1923), estudando um caso
fatal, relatou a presenca de lesbes no pancreas sem a presenca de
parasitas. Como PIZZI (1953), inoculou a cepa T de T.cruzi em ratos e
observa, em cortes histologicos, a presenga de um intenso parasitismo nos
acinos do pancreas, ja demonstrando que essas alteragbes poderiam

promover um comprometimento na secregéo geral do 6rgao.
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LISBOA (1960), relatou que em seis natimortos, com a
forma congénita da doenga de Chagas, foram encontrados alteractes
pancreaticas, edemas e infilirados inflamatérios. OKUMURA et ai. (1960),
observaram a desorganizacéo e atrofia acinar em camundongos infectados
pela cepa Y e Bolivia de T. cruzi, depois confirmada por RIBEIRO et al.
(1977).

VIEIRA & HADLER (1961), realizam um estudo histolégico
do péncreas no megaesdfago, e, nesses casos, foram encontradas
alteragbes evidentes no parénquima, destruicdo de tecido pancreatico e,
ainda, um quadro histologico de cirrose pancreatica, além de algumas areas
atrofiadas.

RIBEIRO et al. (1991), inocularam a cepa RC de T.cruziem
camundongos, e durante a infeccdo observou que os acinos estavam
desorganizados, degenerados e atrofiados. Estudos sobre a desnervacgdo
intrapancreatica foram realizados por ROCHA et al. (1998), verificaram uma
despopulagc&o neuronal do péancreas no grupo chagasico em relagdo ao
grupo conirole .

As ilhotas pancreaticas que consiste o pancreas endécrino
e tém origem endodérmica, sendo que as células se diferenciam a partir dos
ductos primitivos do pancreas, em torno da nona a décima primeira semana

de gestacéo (FRIESS et al. 1996; WATANABE, 1998).
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Alguns estudos relacionam a infec¢do de T.cruzi com as
ilhotas pancreéaticas. OKUMURA et al. (1963) relata o encontro do parasita
em acinos e nas ilhotas pancredticas de camundongos infectados
experimentaimente. TEXEIRA et al. (1989) avaliaram morfometricamente as
ilhotas pancreaticas em pacientes e observaram um aumento significativo
de suas células quando comparadas ao grupo controle de pacientes nao
chagasicos.

Ao contrario, RIBEIRQO et al. {(1981) estudaram as ilhotas
pancreaticas na fase aguda de camundongos infectados pela cepa RC de
T.cruzi, observando que essas estavam diminuidas e desorganizadas,
apresentando células e niicleos de menor volume e palidamente corados.

Mas recentemente, SALDANHA et al. (2001) estudando a
morfometria e a morfologia das ilhotas pancredticas de pacientes
chagéasicos em fase cronica, demostraram a presenga de infiltrados
inflamatorios, fibrose, hemorragia e aumento nuclear das células das ithotas
pancreaticas.

Acredita-se que as alteracgbdes inflamatbrias no péancreas
podem, possivelmente, comprometer a fisiologia deste. Trabalhos
fisiologicos tém demostrado alteragdes na secrecdo de hormdnios e outros
peptideos, sugerindo a desnervagdo parcial das ilhotas pancreaticas de

individuos chagasicos (TRONCON et al., 1985).
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A avaliagdo do metabolismo é importante para associar
alteragbes no organismo. MENEGHELL! et al. (1969) estudaram o
metabolismo de carboidratos em 20 pacientes chagasicos, e a analise do
teste de toleréncia a glicose mostrou que a velocidade do consumo de
glicose nestes pacientes € mais alta em relagdo aqueles nao chagasicos.

CACERES & FERNANDES (1976) também estudaram o
metabolismo da glicose no crescimento e diferenciagdo de T.cruzi, notando
que as formas epimastigotas consomem rapidamente a glicose do meio de
cultura. Mais tarde, porém, ocorre a oxidacao dos acidos organicos que se
acumulam no meio, como resultado desse metabolismo. CAZZULO (1978)
pesquisou a degradacgao aerdbia da glicose por T.cruzi, demonstrando que
este é ' capaz de degradar a glicose, tanto aerobicamente como
anaerobicamente.

LONG et al. (1980) estudaram a resposta de hormédnios
pancreaticos e gastrointestinais, apds a insulina intravenosa em doentes
chagdsicos comparado com pacientes ndo chagasicos. Notam que, apés a
administracdo de insulina intravenosa, a concentragdo de glicose foi
reduzida em pacientes chagésicos e que houve uma desnervagédo parcial
das células aifa e beta dos pacientes com chagas cronico gastrointestinal.

Além dos estudos relacionados com a doencga de Chagas,
muitos pesquisadores também estudaram ¢ péancreas sem a doenca. A

hiperinsufinemia e hipoglicemia em adultos com as ilhotas pancreaticas
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hiperplasicas e a degranulagdo exécrina das ceélulas pancreaticas,
geralmente sdc mais presente em sindromes clinicas em criangas e,

raramente, em adultos (KAREN et al., 1983).

2.1. Pdncreas

O péncreas € uma glandula exo-endocrina localizada na
porcdo posterior do abdémen superior, posteriormente ac estdmago e colon
transverso. Tem coloragdo amarelada, sendo recoberto por uma delgada
capsula -constituida por tecido conjuntivo. Esta capsula emite septos
delicados para dentro do parénquima, determinando a formacgéo de lobulos
que sao visiveis & superficie de corte. Juntamente com o figado, o pancreas
¢ a maior glanduia anexa ao tubo digestivo (FALKMER, 1995).

Classicamente, o pancreas € dividido em porgdes, a saber:
cabeca, localizada na borda interna da curvatura do duodeno e limitada pela
borda direita da veia mesentérica; processo uncinado, prolongamento da
parte inferior € esquerda da cabega que se projeta entre artéria e veias
mesentéricas superiores; o0 corpo & de forma prismatica e possui trés faces -
anterior, posterior e inferior, localizando-se entre a cabega e o ponto onde a
glandula se estreita ligeiramente. O quarto segmento compreende o

restante do orgéo sendo denominado de parte estreita, que se estende para
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a esquerda até a parte inferior da face gastrica do bago (WITTINGEN &
FREY, 1974).

As ilhotas pancreaticas ou de Langerhans estio espalhadas
por toda glandula, mas em geral aparecem proximo ao centro de um Iébuio.
entre as quais encontram-se numerosos capilares, ao redor destas ilhotas
do pancreas, 0 sangue troca substdncias com os tecidos adjacentes
(FALKMER, 1995).

Histologicamente, o pancreas enddcrino & constituido por
quatro tipos principais de células. Séo as células 3, ¢, 6 e PP (polipeptideos
pancreaticos), representando cerca de 68, 20, 10 e 2%, respectivamente, da
populacdo de <células das ilhotas. Podem ser diferenciadas
morfologicamente, pelas suas propriedades tintoriais, pelo aspecto ultra-
estrutural de seus granulos e pelo seu contetido hormonal.

As células 8 produzem insulina e sdo as mais abundantes.
Os granuios intracelulares, que contém insulina, possuem uma matriz
cristalina com perfis retangulares, sendo circundados por um halo. As
células o secretam glucagon e as células 0 contém somatostatina, que
suprime tanto a liberagdo de insulina quanto a de glucagon (GERICH,
1976).

As células PP conttm um polipeptidio pancreatico
peculiar, que exerce varios efeitos gastrointestinais, como estimulagéo da

secre¢do das enzimas gastricas intestinais e inibicdo da motilidade




16

intestinal. Estas células possuem granuios escuros e ndo estdo presentes
apenas nas ithotas, mas também se encontram dispersas no péncreas

exocrino (ANJA & SLACK 1999).
2.2. Lipase e Amilase

As células funcionam como engenhos quimicos constituidos
por moléculas, em sua maioria possuem formas estruturais protéicas e
altamente especializadas. Estas moléculas sdo chamadas de enzimas, que
possuem funcbes catalisadoras e reguladoras de diferentes reagfes
quimicas, tendo como objetivo o equilibrio organico, aumentando a
velocidade das reagdes quimicas e regulando o metabolismo dos
carboidratos (GREGORY, 1965).

Na digestdo e absorgdo dos carboidratos, estdo presentes
diversas estruturas enzimaticas. Eniretanio, ha enzimas que possuem
funcbes fundamentais na hidrélise dos alimentos, que é a ljpase que
decompbe as gorduras em glicerol e &cidos graxos; € a amilase que
transforma os amidos em agucares mais simples (CAMPANA, 1975).

Tanto o0 péncreas, como o intestino deigado secretam
enzimas proteoliticas, de maneira que a agdo conjugada de todas elas
resultam na {transformacdo das proteinas em aminoacidos, sendo
assimilaveis no intestino delgado. Para facilitar a digestdo das gorduras, o

figado secreta biles, que contém os sais que envolvem pequenas goticulas
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lipidicas, para posteriormente serem emulsificadas, hidrolisadas e digeridas
pela amilase pancreética e gastrica, como também pela lipase pancreéatica
e intestinal.

Quando as células acinares séoc estimuladas, estas vesiculas
contendo zimogénio migram para a membrana ‘pléstica apical e sofrem
ruptura no ponto de fixagdo, liberando o conteldo enzimatico para a iuz
acinar (BENDAYAN et al., 1985).

Acredita-se que a liberagdo das enzimas pancreaticas que
dependem da integragéo dos estimulos neuro-hormonais (BROOKS, 1873).
Desta forma € importante o conhecimento da fungéo exdcrina do pancreas
em portadores da moléstia de Chagas. Estudos demonstraram que as
alteragbes hormonais em individuos chagasicos podem influenciar nas
alteragOes enzimaticas (FORTI et al., 1970).

GIANNINI et al. (1976) relatam uma significativa reducao da
atividade da lipase lipoprotéica na forma cronica da doenca de Chagas.
CAMPANA (1877) também relatou 0 mesmo resultado j& mencionado, mas
naoc encentrou a causa da influéncia.

Infelizmente poucos relatos estdo associados a estas
enzimas e a doenca de Chagas, mesmo que j& provado que 7.cruzi causa
inflamag8o no pancreas a pancreatite. Mas pesquisadores como TSUZUKI
et al. (1993) associam a importéancia da determinagio da hiperamilasemia,

resultante de pancreatite.
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3. OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho é estudar morfologicamente
e quantitativamente as alteragées das estruturas teciduais do pancreas
enddcrino e exdcrino de camundongos machos e fémeas, infectados pela
cepa RAL de T.cruzii bem como avaliar as possiveis alteragbes das
concentragOes plasmaticas de lipase e amilase (total) entre grupos controle

e infectado.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Cepa de Trypanosoma cruzi

Foram utilizadas formas tripomastigotas sangiiineas da
cepa RAL de T.cruzi, originaimente isolada de triatomineo Triatoma
infestans, capturadc na regido rural da cidade de Santa Rosa do Viterbo -
SP (RIBEIRC et al, 1993). A cepa € mantida em camundongo (Mus
musculus) da linhagem Swiss, por repiques realizados cada 12 dias, por
meio de inoculagdo intraperitoneal, sendo caracterizada genotipicamente

como pertencente ao grupo Trypanosoma cruzill (DOST et al.,, 2001).

4.2. Camundongos

Foram utilizados 84 camundongos albinos (Mus
musculus) da linhagem Swiss, machos e fémeas, pesando
aproximadamente 20 gramas, com idade de 28 dias, que foram divididos em

dois grupos:
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| - grupo controle - 21 animais machos e 21 fémeas, livres
de infecgdo, mantidos na mesma condicdo ambiental

dos infectados com T.cruzi;

Il - grupo infectado - 21 animais machos e 21 fémeas
inoculados intraperitonealmente com 2 x 10* formas

tripomastigotas sangliineas da cepa RAL;

Todos animais receberam ragdo comercial NUVILAB CR1,
(Nuvital Nutrientes LTDA) e agua “ad libitum”, foram mortos, sob anestesia
com éter, nos 3% 62 8% 10% 122 142 ¢ 16° para a realizagdo da contagem

dos parasitas no sangue e analises histopatologicas e bioquimicas.

4.3. Infeccdo dos Camundongos por 7T.cruzi

A coleta de sangue foi realizada por puncdo cardiaca de
camundongos infectados pela cepa RAL. O sangue heparinizado foi diluido
em solugéo fisiologica até a obtencéo de 2 x 10° formas de tripomastigotas
por mL. Foi inoculado 0,1ml dessa solugdo, contento 2 x 10* formas

tripomastigotas, pela via intraperitonial, em cada animal do grupo infectado.
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A contagem das formas sangiineas foi efetuada utilizando-
se 0 método descrito por BRENE (1961) onde se utiliza para tal, 5ul de
sangue colhido de corte na extremidade da cauda do animal, por meio de
pipeta automatica,

O material cothido & entdo colocado entre 1dmina e laminuia
(22x22mm), e procede-se a contagem do numero de tripomastigotas em 50
campos, visualizado-os em aumento de 400 X.

A contagem de parasitos foi realizada a partir do 3° dia apés
o inoculo, sendo posteriormente efetuada em intervalos de dois em dois
dias. A parasitemia teve como finalidade relacionar a infecgdo com a
avaliacdo histologica e bioquimica. A média utilizada por grupo foi de 3

camundongos em cada dia da coleta.

4.4.Avaliagcdes do peso e da determinagdo da glicemia dos

grupos experimentais

Nos 32, 6% 8°% 109 122 14° e 16° dias experimentos, foi
efetuado o conirole do peso desses animais, durante a execugdo do
experimento, em balanga semi-analitica.

A determinacdo da glicemia dos animais foi realizada
sempre no periodo diurno, sendo utilizado o kit ADVANTAGE (ROCHE}),

que tem como principio basico a bioamperometria.
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4.5. Andlise bioquimica da amilase e lipase

Nos 32, 69 82 10% 128 142 e 16° dias experimenios, apos a
pungdo cardiaca dos camundongos com seringa heparinizada o sangue foi
centrifugado a 2500 rpm (650g), por 5 minutos, e depois foram realizadas as
dosagens enzimaticas no plasma obtido. A atividade enzimatica € estavel
apés a centrifugacdo por 18 horas entre 15-25°C e por varios meses entre
2-8°C.

A leitura foi realizada em espectrofoidmetro MICRONAL,
mod. Compuspectro B485. Para a determinagio dos niveis de amilase, foi
utilizado o kit LABTEST, e para a determinag@o dos niveis de lipase, o kit

BIOBRAS. Esses sao Kits utilizados em rotinas laboratoriais.

4.6. Técnica da coleta das amostras de Pancreas

Foi realizado a parasitemia pela cauda de todos os
camundongos nos 32, 6% 82 109 122 142 e 162 dias experimentos, e
aleatoriamente apds a parasitemia foram anestesiados 3 camundongos de
cada grupo e realizado a puncdo cardiaca, e retirado o péancreas
imediatamenie apds a puncdo, sendo este dérgao colocado em fixador
ALFAC (alcool 85%, formol e acido acético), apds 24 horas, em solugéo de

alcool 80%.
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4.7. Técnica histoldgica

Apods fixacdo, o pancreas foi desidratado, diafanizado e
incluido em parafina. Foram realizados cortes semi-seriados de 6 ym de
espessura em intervalos de 10, os quais foram posteriormente corados pela
técnica hematoxilina-eosina, visando as andlises morfolégicas e
morfométricas dos &cinos serosos e a técnica de goodpasture, para

diferenciacdo entre as células o e B, diferenciando as células « produtora de

glucagon, em vermelho, € as § produtora de insulina, em azul (BEHMER et
al., 1975).

As duas coloragbes foram realizadas com o intuitc de
elucidar as alteragdes causadas pela cepa RAL de T.cruzi em
camundongos Mus musculus, além de esclarecer as diferencas desta
infecgdo entre os diferentes grupos avaliados.

4.8. Técnica morfométrica

Os vérios cortes do péancreas foram observados com
aumento 1000x em microscépio 6ptico (Jenaval — Carl Zeiss), munido de
uma camara para captura de imagem. As imagens foram entdo projetadas
em programa de computador (KS-100 — Carl Zeiss), onde foram avaliados
50 nacleos de cada animal. Foram verificados os seguinies parémetros:
perimetro nuclear, area nuclear, volume nuclear, coeficiente de forma,

indice de contorno nuclear e excentricidade.




24

4.9. Analise estatistica

Para anadlise dos resultados, assim como para diversos
calculos matematicos envolvidos nos estudos morfométricos dos dados,
foram utilizados diversos programas para computador, do tipo IBM-PC, em
linguagem BASIC AVANCADO (BASICA), desenvolvidos no Departamento
de Estomatologia da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto - USP,
peio Prof. Dr. Geraldo Maia Campos. Foram utilizados os testes ndo
paramétricos de Mann-Whitney e da mediana (SIEGEL, 1975).

Para a avaliacdo estatistica dos parametros bioquimicos e
peso, foi utilizado o teste de ANOVA, complementado pelo teste de mdiltipla
comparéc;éo de Tukey, por meio do programa Prisma Graphics, versdo

3.02.




25

5. RESULTADOS
5.1. Parasitemia

A Figura 1 representa os resultados obtidos na
determinacic da curva parasitémica dos camundongos machos e fémeas

infectados pela cepa RAL de T.cruzi no periodo de 16 dias.

900~
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- fMacho infectado
- EEAMEA infectado

400+
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200+

1004

Parasitas/mlL. de sangue { x10 4)

Figura 1. Representacic grafica da parasétémia dos
camundongos machos e fémeas, infectados com 2
x 10% formas tripomastigotas da cepa RAL de

Trypanosoma cruzi.
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A parasitemia foi analisada a partir do 32 dia até o 16° dia
de infeccdo, os picos parasitémicos foram diferentes para ambos 0s sexos,
sendo que para as fémeas o 12° dia e para os machos o 142 dia, sugerindo-
se que estas diferencas nos dias do pico e o aumento de parasitas/mL

maior no macho que na fémea, possa se devido o dimorfismo sexual.

5.2. Glicemia

Apds analise comparativa enfre os grupos controles e
infectados podemos observar na Figura 2, que os grupos infectados,
independentemente do sexo avaliado, apresentaram uma significativa
reducdo dos niveis de glicose circulante, quando comparados aos grupos

controle, sem infecgdo (p<0,01).
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Figura 2. Avaliacdo do comportamento glicémico médio
entre camundongos machos & fémeas, dos

grupos confroles e infectados pela cepa RAL de

Trypanosoma cruzi.

E importante salientar que os grupos conirgles, machos e

fémeas, e infectados ndo apresentaram diferenca significativa entre si,

qguando esse tipe de parametro foi gvaliado isoladamente para cada grupo

pelo tesie estatistico ANOVA (p=>0,05).
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5.3. Peso

Ao observarmos a Figura 3 notamos ¢ efeito que a infecgdo
causa sobre o peso dos camundongos machos e fémeas infeciados pela

cepa RAL de T. cruzi no periodo de 186 dias.

40+

- flacho Controle
== Mlacho Infectado
—s— E&mea Controle
—— Fémea infectada

peso médio {g)

0 2 4 8 é f‘O 112 i‘»ﬁ- 1E6 1|8 2£0

tempo(dias)
Figura 3. Variagdc média do peso {(g) dos grupos machos e
fémeas, confroles e infectados dos camundongos,
durante o pericdo da infeccdo pela cepa RAL de

Trypanasoma cruzi,

Na Figura 3, podemos observar gue nos grupos infectados,

tanio 08 animais machos como as fémeas apresentaram perdas
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significativas do peso apds o 8° dia de infecgio, para os machos e 12° dia
para as fémeas. Houve uma queda mais acentuada nos machos em relagéo

as fémeas, caracterizando um possivel dimorfismo sexual.

5.4. Amilase e Lipase

A Figura 4 ilustra as avaliacdes referentes as concentragdes
plasmaticas das enzimas amilase (A) e lipase (B). Pelos resultados
referentes a enzima amilase, ndo houve variacdo significativa entre os
diferentes grupos estudados.

Ja em relagdo a enzima lipase, é nitida a ocorréncia de
variagdo entre 0s grupos controles e infectados machos e fémeas. Porém
dentro dos grupos apresentando o mesmo sexo, ndo houve variacio de
valores. Talvez essas diferencas estejam na dependéncia do dimorfismo

sexual.
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Figura 4. Avaliacdo das enzimas Amilase (A) e Lipase (B)
camundongos machos ¢ fémeas, dos grupos

controles e infectados pela cepa RAL de

Trypanosoma cruzi.
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5.5. Histopatologia

5.5.1. Porcao Exocrina: Acinos Serosos e Ductos

5.5.1.1. grupo controle — machos

Pela avaliagdo da porgo exécrina da glandula pancreatica
do grupo controle macho, observamos integridade celular e auséncia de
polimorfismo celular. Quanto a simetria, os acinos serosos se organizam em
formas triangulares, apresentando o nucieo e nucléolo microscopicamente
visiveis. Os ductos séo facilmente identificados, caracterizando um o6rgéo
sem alteragdes significativas.

As células acinares do grupo controle permaneceram do 3°
dia ao 16° dia, integras sem apresentarem polimorfismo celular (Figuras 5e

8).

5.5.1.2 grupo infectado — machos

Pela avaliacdo do grupo dos animais infectados pela cepa
RAL de T.cruzi, foi observado a partir do 3¢ dia de infecgéo, uma granulagéo
mais intensa. Nota-se inicio da infecgdo no 3° dia desorganizagédo celular,

mas ndo foi possivel visualizar as formas amastigotas do parasito (Figura
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7). No interior do citoplasma acinar, pode-se notar a presenca de formas
amastigotas de T.cruzi, no 12° dia apés a infecgéo (Figura 8).

Durante o periodo de infecgdo, ¢ aspecto morfolégico é
modificado, havendo uma representativa desorganizacdo nos acinos
serosos 12%ia (Figuras 9). No (ltimo dia de infecgdo, o 162 dia, os acinos

pancreaticos continuavam desorganizadas (Figura 12).
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Figura 5. Fotomicrografia do aspecto histolégico do péncreas
dos camundongos machos do grupo controle do
3°dia. Notar organizacdo dos acinos e das ilhotas

entre os acinos. (hematoxilina-eosina — 400 X).

Figura 6. Fotomicrografia do aspecto histolégico do péncreas do
grupo controle dos machos 16° dia. Notar acinos
organizados ao final do experimento (hematoxilina-

eosina —120X).
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Figura 7. Fotomicrografia do aspecto histologico do pancreas

dos camundongos machos do grupo infectado (3° dia

de infecgdo por Trypanosoma cruzi). Notar inicio de
desorganizacdo acinar (hematoxilina-eosina — 400 X).

Figura 8. Fotomicrografia do aspecto histolégico do péncreas
dos camundongos machos do grupo infectado (122
dia de infecgdo por Trypanosoma cruzi). Acino com

a presenca de formas amastigotas de Trypanosoma
cruzi (hematoxilina-eosina-1000X).
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Figura 9. Fotomicrografia do aspecto histolégico do pancreas
dos camundongos machos do grupo infectado (12°
dia de infecgdo por T. cruzi).Acinos desorganizados
(hematoxilina-eosina-120X).

Figura 10. Fotomicrografia do aspecto histolégico do péncreas

dos camundongos machos do grupo infectado 16°
dia. Acinos desorganizados (Hematoxilina-eosina -
120X).




36

5.5.1.3. grupo controle — fémeas

O aspecto histolégico da porgdo exocrina da glandula
pancreatica do camundongo fémea apresentou-se de forma organizada
em todo periodo do experimento do 3° dia ao 16° dia (Figuras 11 e 12). Os
acinos glandulares serosos apresentaram-se com nucleos de forma basal
e citoplasma escuro.

5.5.1.4. grupo infectado — fémeas

A porgao exdécrina da glandula pancredtica dos
camundongos fémeas infectadas com a cepa RAL de T.cruzi, apesar de
nao apresentar parasitismo tao intenso como o grupo experimental dos
machos infectados, apresentou de uma maneira geral do 3° dia (Figura
13) ao 16° dia (Figuras 16) uma intensa desorganizagdo acinar e
inflamacgdes celulares. Observou-se nas fémeas infectadas no 122 dia a
presenca de formas amastigotas no interior doa acinos, como ja
demonstrado nos machos (Figura 14). Foi possivel observar em alguns
campos no 122 dia, ap0s o inicio da infeccdo, apresentaram infiltrados
inflamatoérios (Figuras 15).
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Figura 11. Fotomicrografia do aspecto histologico do pancreas
do grupo controle das fémeas no 3% dia. Acinos
organizados (hematoxilina-eosina 400X).

Figura 12. Fotomicrografia do aspecto histologico do pancreas

do grupo controle das fémeas no 16° dia. Notar
continuidade da organizacéo acinar (hematoxilina-
gosina 120X).
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Figura 13. Fotomicrografia do aspecto histolégico do pancreas
do grupo infectado das fémeas no 3° dia. Notar
acinos desorganizacdo (hematoxilina-eosina
400X).

Figura 14. Fotomicrografia do aspecto histolégico do pancreas

dos camundongos fémeas do grupo infectado no
122 dia. Acinos desorganizados no interior
presenca de formas amastigotas de Trypanosoma
cruzi (hematoxilina-eosina - 1000X).
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Figura 15. Fotomicrografia do aspecto histolégico do pancreas

dos camundongos fémeas do grupo infectado no
122 dia apds a infeccdo. Acinos desorganizados

com infiltrado celular (hematoxilina-eosina 250X).

Figura 16. Fotomicrografia do aspecto histolégico do péncreas
dos camundongos fémeas do grupo infectado do
162 dia. Acinos desorganizados presenca de
infiltrado celular (hematoxilina-eosina 120X).
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5.5.2. Morfometria dos Acinos

As Tabelas 1 e 2 demonstram as alteragdes dos acinos

pancreaticos, decorrentes do parasitismo por T.cruzi.

Tabela 1. Comparagdo dos parametros nucleares acinares entre os
animais fémeas do grupo controle e infectado pela cepa RAL de

Trypanosoma cruzi, de acordo com o curso da infecgéo.

Controle Infectado Fémea

Média 3.o0Dia 6.0Dia 8.0Dia 10.0Dia 12.0Dia 14.0Dia 16.0 Dia

Parametros

Volume Nauclear 0,11 0,14™ 0,12™ 0412™ 012" 0412™® 0,12 0,12™
(um°) .
Perimetro (um) 1,78 203 193™ 1,88 1,383™ 1,03™ 1,90™ 1,83™

Excentricidade 0,60 0,59™ 0,60™ 057" 057" 0,57™ 0,59™ 0,59™

Ind. de contorno 3,89 358™ 359™ 358"  358™ 3,58™ 3,58™ 3,50™

-

Area nuclear 0,25 0,33* 029 028  0,32* 0,29 0,28~ 0,31
(um?)
Coef. de forma 0,08 097™ 0098™ 098 098™ 098" 098" 097"

"=n&o significante
* significante para p < 0,01
**significante para p < 0,05




41

Tabela 2. Comparagdo dos pardmetros nucleares acinares entre os animais
machos do grupo controle e infectado pela cepa RAL de Trypanosoma cruzi, de

acordo com o curso da infecgao.

rupos Controle Infectado Macho
Média 3.o0Dia 6.0Dia 8.0Dia 10.0Dia 12.0Dia 14.0Dia 16.0Dia
Parametros
Volume biuclear 0,14 0,16™ 0,15 0,14 0,10™ 0,15 0,12™ 0,10™
(um”)

Perimetro {(um) 1,84 1,57* 2,03™ 2,08™ 1,82” 2,05™ 1,86™ 1,79™
Excentricidade 0,59 0,57 0,58™ 0,58™ 0,58™ 0,57™ 0,57™ 0,60™
Ind. de contorno 3,568 3,58™ 358™ 3,58™ 3,58™ 3,68™ 3,58™ 3,59™
Area nuclear (um® 0,30 0,29™ 0,32™ 0,32"™ 0,26" 0,33™ 0,28™ 0,25™

Coef. de forma 0,98 0,98™ 098" 097" 0,98 0,98™ 0,98™ 0,97™

" nao significante
* significante para p < 0,01
**significante para p < 0,05

Por meio dos resultados obtidos, pode-se verificar que as
maiores alteragGes que estdo relacionadas as fémeas apresentam um alto
grau de significAncia em relacdo a area nuclear dos acinos pancreaticos,
observando-se uma hipertrofia nuclear. Em relagdo aos animais machos,

néo foi observada nenhuma alteragao significativa nos parametros avaliados
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5.5.3. Porcdo Endécrina: Ilhotas Langerhans

5.5.3.1.grupo controle — machos

A glandula pancredtica da por¢do endocrina das ilhotas de
Langerhans do grupo controle macho apresentaram formatos integros e ao
redor das ilhotas estdo localizados os acinos pancredticos. Observa-se a
presenca de tecido conjuntivo e de vasos sangliineos. O nimero de células
o e B sdo compativeis microscopicamente com as dosagens glicémicas do

32 dia ao 16° dia (Figuras 17 e 18).

5.5.3.2. grupo infectado — machos

Para as ilhotas de Langerhans do grupo infectado macho
pela cepa RAL de T.cruzi pode-se observar a presenga de infiltrado
inflamatério tanto pela coloragdo de hematoxilina-eosina, como pela
coloracdo de Goodpasture. Desta forma, observou-se microscopicamente
uma variagdo no tamanho e no nimero das células. Foi notada uma ligeira
hipertrofia das células 3, e microscopicamente observou-se a redugdo em
namero e, morfometricamente, a atrofia das células o durante o 3% dia ao

14° dia (Figuras 19 e 20).
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Figura 17. Fotomicrografia do aspecto histolégico do grupo
controle macho das llhotas de Langerhans (3°
dia). Observar nos pontos avermelhados os
nacleos das células o e nos pontos azulados, os
nucleos das células B (Goodpasture — 400X).

Figura 18. Fotomicrografia do aspecto histologico do grupo
controle macho das Illhotas de Langerhans
(16°%dia). Observar nos pontos avermelhados os
nucleos das células o e nos pontos azulados, o0s
nucleos das células B. (Goodpasture - 400X).
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Figura 19. Fotomicrografia do aspecto histologico das ilhotas
de Langerhans do pancreas do grupo infectado
macho (3% dia). Observar que no inicio da
infecgdo ocorre o mesmo tipo de comportamento
em relacdo ao grupo controle (Goodpasture —
400X).

Figura 20. Fotomicrografia do aspecto histoldgico do grupo
infectado macho das llhotas de Langerhans do
pancreas (14° dia). Observar ilhotas com pontos
mais avermelhados representado pelos nucleos
das células o e os azulados, os nucieos das
células B (Goodpasture — 400X).
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5.5.3.3. grupo controle — fémeas

A glandula endécrina do pancreas do grupo controle das fémeas
mostrou estruturas analogas as dos machos do 3° dia ao 16° dia (Figuras 21

e 22).

5.5.3.4.  grupo infectado - fémeas

As ilhotas de Langerhans apresentaram infiltrados
inflamatérios como nos grupos infectados machos, e com alteragbes em
relacdo semelhante ao tamanho ao numero de células. Entretanto,
observando as uma redugdo da proporgdo de células o e um hipertrofia
das células B dos grupos infectados, em relagdo ao grupo controle 32 dia e

122 dia (Figuras 23 e 24).
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Figura 21. Fotomicrografia do aspecto histologico das llhotas
de Langerhans do pancreas (3° dia) grupo controle
fémea - observar ilhotas com pontos mais
avermelhados representado pelos nucleos das

células o e os azulados, os nlcleos das células §
(Goodpasture — 400X).

Figura 22. Fotomicrografia do aspecto histologico das llhotas
de Langerhans do péancreas (16° dia) grupo
controle fémea (nlcleos avermelhados células «
e 0s azulados as células B) ( Goodpasture — 400X).
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Figura 23.

Figura 24.

Fotomicrografia do aspecto histolégico das llhotas
de Langerhans do pancreas (3° dia) do grupo
infectado fémea. Observar o mesmo tipo de

comportamento do grupo controle (Goodpasture —
400X).

Fotomicrografia do aspecto histolégico das llhotas
de Langerhans do pancreas (12° dia), grupo
infectado fémea. Observar ilhotas com pontos mais
avermelhados representado pelas células o & 0s
azulados as células B (Goodpasture — 400X).
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5.5.4. Morfometria das Ilhotas de Langerhans: células o

ep

As Tabelas 3 e 4 demonstram as alteragcdes nucleares das
células o, constituintes das ilhotas de Langerhans, decorrentes do

parasitismo determinado por T.cruzi.

Tabela 3. Comparacgéo dos parametros nucleares das células « das ithotas
de Langerhans, entre os camundongos fémeas do grupo controle
e infectado pela cepa RAL de Trypanosoma cruzi, durante a

infeccao.

Grupos Controle Infectado Fémea

Parametro Média 3oDia 7.0Dia 10.0Dia 12.0Dia 14.0Dia

Volume I\.!suciear 0,08 0,10* 0,08* 0,11*  0,07™ 0,07™
{um)
Perimetro {(um) 1,71 182  1,71™ 185" 1,63 1.62**

Excentricidade 0,59 0,63* 065 061™ 0607 0,63*
ind. de contorno 3,59 3,60™ 3,61* 3,58™ 3,58 3,60™
Area nuclear 0,23 0,26 0,23™ 027 021™ 0,20**

(nm?)
Coef. Deforma 0,98 0,97 0,96~ 097" 0987  097*

™ nao significante
* significante para p < 0,01
**significante parap < 0,05
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Tabela 4. Comparagao dos parametros nucleares das células o das ilhotas
de Langerhans, entre 08 animais machos dos grupos controle e

infectado pela cepa RAL de Trypanosoma cruzi, durante infeccéo.

Grupos Controle Infectado Macho

Parametro Média 3.oDia 7T.oDia 10.0Dia 12.0Dia 14.0 Dia

Voiume Nuclear 0,10 0,09* 0,10™ 0,11* 0,08* 0,07
{um®)

Perimetro {um) 1,81 1,78™ 1,84™ 1,85™ 1,70 1,61

Excentricidade 0,60 0,62 0,80™ 081™ 0,61™ 0,61™

ind. de contorno 3,59 3,60™ 3,59™ 3,59™ 3,59™ 3,50™

Area nuclear 0,26 025™ (026™ 027™ 0,23* 0,20*
(um?)

Coef. De forma 0,98 0,97* 0,97 0,97 g.o7 0,97*

"* nao significante
* significante para p < 0,01
**significante parap < 0,05
Através dos resultados apresentados, pode-se notar uma
ligeira atrofia celular das células «, ocasionada no decorrer da infecgao
chagasica, tanto nos camundongos machos gquanto nas fémeas,
representada pelos parametros volume nuclear e area nuclear, que séo os

principais itens a serem avaliados no que diz respeito & alterag&o celular.
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Tabela 5. Comparacdo dos pardmetros nucleares das células § das
lihotas de Langerhans, entre os camundongos fémeas do
grupo controle e infectado pela cepa RAL de Trypanosoma

cruzi, de acordo com o curso da infecgéo.

Grupos Controle Infectado Fémea

Parametros Média 3.0Dia 7.0Dia 10.0Dia 12.0 Dia 14.0 Dia

Volume Nuclear 0,08 0,09 000 009* 0,10 0,08™
(nm®)
Perimetro (um) 1,66 175% 4,76 1,77 1,83 1,69™

Excentricidade 0,58 057™ 060™ 059™ 0,60™ 060™
Ind. de contorno 3,58 3,58™ 35g™ 3,58™ 3,58 3,66™
Area nuclear 0,22 0,24* 0,24* 025* 0,26* 0,227

(um?)
Coef. De forma 0,98 098"™ 0,97 098™ 0,987 0,98™

"> nao significante
* significante para p < 0,01
**significante parap < 0,05
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Tabela 6. Comparagdo dos pardmetros nucleares das células B das
ilhotas de Langerhans, entre os camundongos machos do
grupo controle e infectado pela cepa RAL de Trypanosoma

cruzi, de acordc com o curso da infecgdo.

Grupos Controle infectado Macho

Média 3.0Dia YT.obDia 10.cDiz 12.0Dia 14.0 Dia

Voiume Nuclear 0,08 0,10* 0,08* 0,10* 0,08* 0,07
(nm®)

Perimetro (um) 1,76 1,79 470~ 1,81™ 1,78™ 1,61**

Excentricidade 0,58 059™ 0,58™ 059™ 0,58™ 0,61

Ind. de contorno 3,58 358™ 358™ 358™ 358" 3,50™
Area nuclear 0,25 0,25™  0,23* 0,26™ 025" 0,26**

(um?)
Coef.Deforma 098  098™ 097 098™ 098™ 0,98™

" nao significante
* significante para p < 0,01
**significante para p < 0,05

Nas células B, notou-se uma discreta hipertrofia celular,
observados nos dados contidos nas Tabelas 5 e 6. Apesar dos parametros
referentes aos grupos machos e fémeas infectados por T.cruzi,

apresentarem um valor aumentado para a maioria dos itens avaliados, a




52

elevacd@o mais significativa foi na area nuclear obtidos nos camundongos

fémeas.

No dia do pico parasitémico da fémea, o 12%ia, evidencia-se
os valores para as células o e B coerentes, comparando-os com as curvas
glicémicas (Figura 1), e altera¢des histoldgicas, demonstradas na Figura 24,
onde € observada uma diminuigdo significativa da proporgéo de células o
em relacio as células p. Entretanto, € no pico paras'itémico do macho, o 14°
dia, que ocorre o mais acentuado nivel de atrofia da célula o e a hipertrofia

da célula , demonstradas na Figura 20.

6. DISCUSSAO

6.1. Parasitemia

CHAGAS (1909) demonstrou a existéncia de variagbes
parasitémicas durante a infecgdo de T.cruzi nos animais e no homem.
Atualmente, a parasitemia do sangue & um pardmetro importante para o
estudo de doenca de Chagas em laboratorios experimentais, pois permite

diferenciar as fases agudas e crdnicas da infec¢do, podendo também ser
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utilizada como um marcador bioidgico para a caracterizagdo e
estabelecimento de diferentes cepas de T.cruzi (SOGAYAR, 1993).

A média parasitémica obtida no grupo experimental tenta
estabelecer correlagbes anatomo-patologicas (MENEZES, 1970; RIVIERA-
VANDERPAS et al., 1983).

Utilizando camundongos machos e fémeas infectados pela
cepa Y de T. cruzi, SILVA & NUSSENZWEIG (1953) verificaram que os
niveis de parasitemia foram variaveis, ndo avaliando a influéncia do sexo
dos camundongos sobre esse parémetro.

Alguns autores acreditam que existem diferencas de
susceptibilidade entre machos e fémeas. CHAPMAN et al.(1975)
observaram que os camundongos machos da linhagem CF-1 sdo mais
sensiveis que as fémeas. Ao contrario HOFF et al. (1979) atestaram que
ndo havia diferencas relacionadas com o0 sexo, na parasitemia de
camundongos infectados por T.cruzi.

Entretanto no presente trabalho, as fémeas inoculadas com a
cepa RAL de T.cruzi apresentaram um nivel parasitémico menor em relagéo
aos machos, e o pico parasitémico foi no 12° dia da infecgdo (Figura 1) e
nos machos, no 14%ia apos o indculo inicial. Os resultados observados ate
aqui vao de encontro aqueles obtidos por BICE & ZELEDON (1970) em
relagdo as cepas CHINGA e CR observaram as fémeas de camundongos

mais resistentes que os machos, fato esse que foram verificados por
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PRADO JR et al. (1999) demonstraram em experimentos com Calomys
caliosus que fémeas infectadas com cepa Y de T.cruzi possuiam
parasitemia menor em relacdo aos machos, Desta forma os autores
demonstram a possibilidade de hormdnios gonadais poderem representar

um papel fundamental na defesa contra infecgdo de T.cruzi.

6.2. Glicemia

A moléstia de Chagas vem se caracterizando como
responsavel por alteracbes de mecanismos reguladores da homeostase. A
cepa RAL de T.cruzi mostrou também causar alteragbes no mecanismo
glicémico, pois os camundongos machos e fémeas infectados apresentaram
uma queda dos niveis de glicose no sangue elevada em relagdo aos grupos
controles demonsirado na Figuras 2.

A fase aguda da doenga de Chagas relacionado com a
glicemia pouco descrita. Mas anormalidades que ocorrem no metabolismo
dos hidratos de carbono na fase crbnica da doenga de Chagas foram
descritas pela primeira vez por REIS et al. (1960). Este achado foi confirmado
posteriormente por CAMPOS & CANCADO (1962) e por VIEIRA &
MENEGHELLI (19686).
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VIEIRA & MENEGHELLI (1970) demonstraram peculiaridades
da hipoglicemia insulinica na forma crénica da doenga de Chagas. Estes
autores observaram uma predominancia de valores hipoglicémicos em
individuos chagasicos na prova de tolerdncia a insulina. E importante salientar
que a hipoglicemia € incomum em um individuo normal, e pode causar
injurias ao sistema nervoso central, sendo a manutengdo dos niveis
plasmaticos de glicose essencial a sobrevivéncia do cérebro e, como
conseqliéncia, ac organismo (MARKS & ROSE, 1981; SERVICE, 1983).
Acredita-se que a infecgdo por T.cruzi pode comprometer o pancreas
(ALBUQUERQUE et al., 1991), sendo que a causa da hipoglicemia ainda néo
estd bem esclarecida. Na fase aguda da doencga de Chagas humana ocorre
uma parasitemia elevada, que usualmente acomete o0 componente
parassimpatico do sistema nervoso do coragéo e aparelho digestivo (PRATA,
1994; REZENDE, 1994).

SANTOS et al. (1999) determinaram a giicemia de mutheres
chagasicas cronicas e ndo-chagasicas, demonstrando que as chagésicas
eram hiperglicemica, quando comparadas ac grupo controle, concluindo que
pode ter ocorrido uma hiperglicemia pelo comprometimento funcional das
células B, mesmo sem proceder as avaliagdes histopatolégicas.

Também € importante ressaltar que o péancreas controla a
secre¢do de insulina, existindo uma oscilagéo fisioldgica na secregdo desse

horménio (LANGET et al.,, 1979). Por isso existem muitos tfrabalhos que
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tentam esclarecer a fisiologia do mecanismo da hipoglicemia em seres
humanos, que é determinada por patologias como adenoma pancreatico,
insuficiéncia hepatica, hipotireoidismo, cirrose avangada, necrose, carcinoma,
febre amarela, insulinoma, doenga de Addison. Outros autores acreditam que
a hipoglicemia pode estimular as células a, produtora de glucagon, e suprimir

a producgio de insulina (CORRAL & FRIER, 1981).

6.3. Peso

CHAGAS (1936) ja relacionou ¢ indice parasitémico com a
viruléncia do parasita, demonstrando uma correlagdo direta desses aspectos
com a patogenia ocasionada. Na fase aguda da doenga de Chagas, a
resposta sistémica para essa infeccdo manifesta-se com o aparecimento de
alguns sintomas precoces como febre, mal-estar, anorexia, leucocitose com
desvio a esquerda (KUSHNER, 1982; BEISEL, 1984).

O maior comprometimento nutricional, observado nos
chagasicos falecidos apos a reagéo aguda prolongada, esta de acordo com a
subnutricdo global observada (CARRICO et al., 1986; DEITH, 1993) epoderia
ser devido a fendmenos comuns nesta situa¢do, como febre, anorexia,
lipolise, protedlise, aumento do gasto energético (BEISEL, 1984; CUNHA et
al., 1993; DEITH, 1993). CUNHA et al. (1994) demonstraram em seu trabalho

que os chagasicos apresentando reacdo a fase aguda, demonstraram peso,
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altura e indice de massa corporal (IMC) inferiores aos chagasicos sem reac&o
na fase aguda.

Alguns pesquisadores demonstraram que a pancreatite cronica
possui caracteristicas clinicas podem causar uma ma-absorg¢ao e insuficiéncia
exocrina (MOTTO et al,, 1981), perda de peso (observada em 91,6% dos
pacientes), esteatorréia e ictericia (GUARITA et al., 1989).

O presente experimento demonstra resultados de acordo com
as observacdes acima reiacionadas. Foi relacionada a perda de peso durante
a infeccdo pela cepa RAL de T.cruzi, onde podemos observar que machos
apresentaram uma perda de peso maior em relacdo as fémeas (Figura 3), o
que pode estar relacionado ao maior indice parasitémico, levando esse grupo

animal a um comprometimento funcional fisioldgico e anatomo-patologico

mais acentuado.

6.4. Lipase e Amilase

A inflamacdo do pancreas a pancreatite, quase sempre
esta associada as lesdes das células acinares. Do ponto de vista clinico e
histologico, a pancreatite manifesta-se como espectro, tanto na sua duragio
quanto na sua gravidade. O pancreas exécrino tem sido pouco estudado na

doenca de Chagas. E importante destacar a resposta pancreatica secretora
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estd correlacionada a estimulos nervosos e hormonais. Os estimulos
nervosos sao mediados, sobretudo, pelo sistema nervoso auténomo
simpatico e parassimpatico, com nitido predominio do tltimo (MOTTO et al,,
1988).

Um dos primeiros estudos relacionados a afrofias, foi descrito
por CHAGAS & VILLELA (1922) que demonstraram uma hipertrofia das
glandulas em casos de megasdfago. Entretanto ainda ﬂéo_ foi objeto de
investigagao sistematica. NASH & MORRISON (1949) observaram em seus
estudos, que ¢ parénquima pancreatico estava muito denso, com acinos e
ductos menores do que aspectos normais, e havia infiltracdo difusa de
linfocitos ao redor dos ductos. A impresséo era que a proporgdo de acinos
para os ductos era maior do que na glandula normal.

Mas OLIVEIRA et al. (1952) verificaram hipertrofia das
células acinosas e presenca de secre¢do nos ductos excretores. O encontro
ocasional de hiperamilasemia que levou autores ao estudo do pancreas,
cujo aspecto foi normal nos casos estudados.

A relacdo da amilase foi estudadas em chagasicos
refacionado com a gléndula salivar e sistema digestivo, houve destruicdo do
megacolén pela doenca de Chagas, raras vezes é acompanhada de
aumento de volume das gléndulas salivares e de hiperamilasemia (VIEIRA
et al., 1962). E em pacientes chagasicos com megaesbfago e hipertrofia das

gléandulas salivares, VIEIRA & CAMELO (1963) observaram haver uma
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correlacdo estatisticamente significanie entre as taxas de amilase e de
proteina total da saliva mista, tanto em repouso como apés estimulagao.

Sobre a lipase, GIANNINI et al. (1976) demonstraram a
atividade da lipase, avaliada em 12 portadores da forma crénica da doenca
de Chagas, sendo essa atividade significativamente menor em relagéo aos
pacientes ndo chagésicos. Entretanto, CAMPANA (1977) demostrou que no
comportamento da lipase em pacientes chagasicos cronicos ocorre uma
redugdo da atividade enzimatica, sugerindo a existéncia de um
compromgtimento anatdmico.

Associamos as dosagens das enzimas lipase e amilase, nos
camundongos machos e fémeas infectados pela cepa RAL de T cruzi, onde
notamos, que a amilase ndo apresentou ailteracBes significativas entre os
grupos controles e infectados de ambos os sexos Figura 4A. Entretanto, a
lipase apresentou diferenga entre o grupo macho controle e infectado do
grupo fémea controle e infectado, mas se relacionarmos essa enzima no

mesmo grupo ndo houve alteracdes significativas Figura 4B.
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6.5. Histologia

6.5.1. Acinos

A glandula pancredtica dos camundongos machos e fémeas
infectados pela cepa RAL de 7. cruzi apresentaram desorganizacdo e
hipertrofia acinar. A partir do 3° dia pode-se observar o inicio da
desorganizagdo tecidual, ndc sendo possivel, entretanto, visualizar a
presenca de formas amastigotas do parasito.

No 10° dia, foram observadas alteragdes mais significativas do
grupo infectado em relagdo ao grupo controle de ambos os sexos, comecgando
a ser notada a presenca de ninhos de formas amastigotas de T.cruzi na
regido interna acinar.

Um fato a ser considerado & que o parasitismo acinar nos
camundongos machos foi mais intenso em relagdo aos camundongos
fémeas.

Para o péancreas coletado no 12° dia (dia do pico
parasitémico para a fémea) € possivel observar uma intensa migracéo
finfocitica e presenga de granulomas, mas a reagao inflamatdria de maior
intensidade foi para o macho no 14° dia (dia do pico para o macho). Além
disso, houve um aumento do nimero de formas amastigotas na regido

acinar.
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Para ambos os sexos foi possivel observar um aumento
significativo de regides granulomatosas de maneira mais intensa, de acordo
com a evolugdo da doenga.

A avaliagdo histopatoiégica do pancreas, obtido do grupo
contendo animais néo infectados (controle — 12° dia para fémeas e no 14°
para macho) demonstra a continuidade da integridade tecidual.

Em relagcdo aos parametros nucleares acina{es, verifica-se
que as maiores alteragbes sdo relacionadas as fémeas, que apresentaram
um alto grau de significAncia quando avaliadas em relagdo & area nuclear
dos &acinos pancredtico. Pelos dados apresentados, € possivel observar
uma hipertrofia dessas estruturas. Até o ultimo dia de infecc8o, os grupos
controles permaneceram sem alteragao.

As situagdes onde sdo observadas hipertrofia de estruturas
pancreaticas sédo acompanhadas por atividade alterada, caracterizada pelo
aumento da atividade de hiperamilasemia, além de hipersensibilidadde aos
estimulos colinergicos (VIEIRA, 1961, 1964).

Sobre a desnervacdo do pancreas infectado por T.cruzi
pouco ainda se sabe pesquisadores demonstraram que T.cruzi causa
alteragbes como hiperplasia das ilhotas e inflamagdo com destruicéo
parassimpatica de gangiios periféricos do pancreas (BRITTO-COSTA et al.

1973; ROCHA et al., 1998).
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6.5.2. llhotas de Langerhans

No presente trabalho, foram observadas alteragdes nucleares
das células o e P, constituintes das llhotas de Langerhans, durante o
parasitismo determinado pela cepa RAL de T.cruzi. Pelos resultados
apresentados, podemos notar uma ligeira atrofia celular nas células o, tanto
nos camundongos machos quanto fémeas, representada peios pardmetros
volume nuclear e area nuclear, principais itens a serem avaliados no que diz
respeito a alteragdo nuclear. Entretanto, observando os mesmo parametros
nota-se que nas células §, houve uma discreta hipertrofia celular.

Apesar dos parametros referentes aos grupos machos e
fémeos, infectados por T.cruzi, apresentarem um valor aumentado para a
maioria dos itens avaliados, é nitida uma elevagdo mais significativa para
os valores obtidos para os animais fémeas.

No dia do pico parasitémico das fémeas (122 dia) mostra
atrofia mais acentuada das celulas a e hipertrofia das células B. Desta forma
podemos correlacionar esses achados a uma maior deficiéncia dos niveis
glicBmicos observados nos animais do grupo infectado. Nos camundongos
machos houve a mesma alteragéo, porém mais acentuada no 14° dia (dia

do pico parasitémico para o macho).
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Apés a realizagdo da coloragdo diferencial (Goodpasture)
verificou-se microscopicamente uma diminuigdo do niumero de células o em
relagdo aos grupos controles. Porém ndo foi observada variagdo na
proporgdo de células B, notando-se também infiltrado celular ao redor das
ilhotas de Langerhans. Assim, nossos resultados vao de encontro aguele
observado por HEITZ et al. (1977) que ao estudarem recém nascidos, filhos
de maes diabéticas, observaram uma hiperplasia das ilhotas pacreaticas e

um aumento de células p. que ocasionou hipoglicemia nos recém nascidos.




7. CONCLUSOES

L]

A cepa RAL de T. cruzi demonstrou picos parasitémicos diferentes,no
12° dia para as fémeas e 14° dia para os machos, porém os
comportamentos parasitémico mais elevados foram nos
camundongos machos quando comparados as fémeas.

A cepa RAL apresentou alteracbes glicémicas tantc nos
camundongos machos quanto nas fémeas infectadas, onde os
animais apresentaram-se hipoglicémicos com o decorrer da infecgio

Nos camundongos machos e fémeas infectados, foi observada perda
de peso significativa apés o 8° dia de infecgdo, para os machos, e
apos o 12° dia para os fémeas.

Os indices de concentracio plasmatica de amilase e lipase ndo
apresentam significancia nos grupos machos e fémeas controle em
relagdo aos mesmos grupos infectados durante o periodo de
infeccao.

As analises morfométricas demonstraram alteragbes histologicas
significativas, por apresentarem hipertrofias nos acinos serosos do
pancreas das fémeas infectadas, porém sem alteragées nos machos.

Entretanio, as ilhotas de Langerhans apresentaram-se células o

atrofiadas e células B hipertrofiadas, em ambos os sexos.
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¢ As analises morfolégicas efetuadas no pancreas dos animais controle
e infectados evidenciaram uma possivel redugdo do nimerc de

células o nas lthotas de Langerhans .
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