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RESUMO - Racional: Pesquisas para doenca de Chagas ainda utilizam diversos animais e o rato
por seu tamanho e sua suscetibilidade foi o preferido por muitos pesquisadores. Objetivo:
Desenvolver um modelo experimental de megacélon em ratos inoculados com a cepa Y
de Trypanosoma cruzi. Métodos: Utilizou-se 30 ratos, machos, distribuidos em trés grupos
inoculados com diferentes indculos: Grupo A: 600000, Grupo B: 17000000 e Grupo C: 1500000
tripomastigotas sanguineos da cepa Y de T. cruzi. Os animais foram sedados via intramuscular
no tempo zero de inoculagéo (T ) e aos 60 dias apds a inoculagéo (T, ) para realizacdo de enema
opaco para avaliacdo da dilatagdo dos diferentes segmentos do célon em estudo comparativo
das medidas obtidas, com o auxilio de um paquimetro digital. A comprovacéo da infecgdo
foi realizada com esfregaco de sangue coletado a partir da cauda do animal 18 dias apds
a inoculagdo com observagdo das formas sanguineas. Resultados: Ao comparar o diametro
intestinal dos animais inoculados com 60.0000 formas tripomastigotas no T, de infeccdo com
T,, dias ap6s a inoculagdo, observou-se dilatagdo significativa entre os segmentos proximal,
medial e distal (p<0,01), indicando o estabelecimento do modelo de megacélon. Além disso,
ao comparar o didmetro intestinal entre os diferentes segmentos, dentro do T de infeccdo e
do T, apds a inoculacdo, observou-se alteragdes significantes (p<0,05).Conclusées: O modelo
proposto mostrou-se factivel para estudos in vivo das alteracdes decorrentes da infeccdo pelo
T. cruzi e alteracdes funcionais do célon. Além disso, as alteragdes manifestadas no célon nao
sdo diretamente proporcionais ao tamanho do inéculo, mas sim ao tempo de infecgdo que os
animais foram submetidos, visto que os inoculados com 600000 formas sanguineas foram as
que mais apresentaram alteragdes significantes.

ABSTRACT - Background: Researches on Chagas disease still use several animals and rats, due
to size and susceptibility were preferred by many authors. Aim: To develop an experimental
model of megacolon in rats inoculated with the strain Y of Trypanosoma cruzi. Methods: Thirty
male Wistar rats were distributed in three groups inoculated with different inoculants: Group
A: 600000, Group B: 1000000 and Group C: 1500000 blood trypomastigotes of T. cruzi. Animals
were sedated intramuscularly at zero inoculation time (T;) and 60 days after inoculation (T,),
to perform the barium enema in order to evaluate the dilatation of the different segments of
colon in a comparative study of the measurements obtained, using a digital caliper. Evidence
of infection was performed by blood smear collected from the animal’s tail 18 days after
inoculation with observation of blood forms. Results: Comparing the intestinal diameter
of the inoculated animals with 60,0000 trypomastigotes in the T of infection with T  days
after the inoculation, significant dilatation was observed between the proximal, medial and
distal segments (p<0.01), indicating the establishment of the megacolon model. In addition,
comparing intestinal diameter between the different segments, with in the T, of infection
and the T, after inoculation, significant alterations were observed (p<0.05). Conclusion: The
proposed model was possible for in vivo studies of alterations due to infection by T cruzi and
functional alterations of the colon. In addition, the changes manifested in the colon are not
directly proportional to the size of the inoculum, but to the time of infection that the animals
were submitted, since the animals inoculated with 60,0000 blood forms were the ones which
presented the most significant alterations.

This is an open-access
article distributed under the terms of the
Creative Commons Attribution License.

INTRODUCAO

antropozoonose que tem como agente etioldgico o protozoario hemoflagelado

Trypanosoma cruzi, como vetores insetos hematéfagos da ordem Hemiptera,

familia Reduviidae e subfamilia Triatominae®°. Estima-se que cerca de oito milhdes de

pessoas estao infectadas em todo o mundo, ocorrendo com maior frequéncia na América
Latina, onde é endémica®.

No Brasil, a forma indeterminada ou assintomatica é a mais comum (60-70%),

seguida pelas formas cardiacas e digestivas (20-30% e 8-10%)'. Entretanto, no Brasil

Q doenga de Chagas (DC) ou tripanossomiase americana é importante
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Central e Chile, a forma digestiva da DC é predominante,
porém nao é relatado na Venezuela e América Central®®. Essas
diferencas podem estar associadas a varios fatores, tais como
linhagem genética do parasito, distribuicdo geogréfica e estado
imunolégico do paciente®.

As manifestagdes clinicas da DC podem ser classificadas
em fase aguda e cronica, fase aguda com elevada parasitemia
podendo ser sintomatica ou assintomatica e duracdo de
aproximadamente dois meses'. Em seguida, inicia-se a fase
crénica com predominio da forma indeterminada, na qual
é caracterizada por um periodo latente longo e de baixa
parasitemia, podendo durar de 10-30 anos. Apos este periodo
muitos pacientes infectados apresentam comprometimento
de 6rgdos como coracao, eséfago e colon, caracterizando as
formas cardiacas e digestivas’®.

Aforma digestiva é caracterizada pelo megaeséfago e/ou
megacolon decorrente da inflamacao e fibrose do esofago e/
ou colon, levando a destruicdo do sistema nervoso autbnomo e
disfuncdo do 6rgdo''. O megacdlon é causado pela desnervacdo
plexular mioentérica na mucosa intestinal, causando disturbios
de motilidade associados a constipacao e dilatagdo do colon*%,
Tais complicacdes podem muitas vezes ser fatais resultando na
perfuracdo do intestino e megacdlon toxico e obito™.

Estudos sobre a DC vém sendo realizados desde sua
descoberta. Por conseguinte, diversos modelos experimentais
tém sido utilizados'>'“'>, Nos primeiros trabalhos desenvolvidos
por Oswaldo Cruz utilizou-se 0 macaco como modelo, ocasiao
em que foi inoculado Callithrix Penicillata parasitos isolados
enviados por Carlos Chagas, encontrando-se tripomastigotas
no sangue 30 dias apds a inoculagdo'®'32224.0 macaco da
espécie Cebus foi utilizado por Torres & Tavares (1958)% para
o pesquisas da miocardite', e o macaco Rhesus utilizado por
Guimaraes e Miranda para estudo do megaes6fago'®. Pesquisas
para DC ainda utilizaram diversos outros animais, tais como
a cobaia para estudo em 6rgaos, o cdo, pelo seu porte para
estudo das lesdes cardiacas; o camundongo por seu tamanho e
sua suscetibilidade foi o preferido por muitos pesquisadores’'2,

Diante deste contexto, faz-se necessario desenvolver e
implantar uma proposta terapéutica para modelos experimentais
através de animais de laboratério.

Assim, este trabalho teve como objetivo desenvolver um
modelo experimental de megacélon em ratos inoculados com
a cepa Y de T cruzi para certificacdo do desenvolvimento da
forma digestiva da doenca.

METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Conduta
Etica no uso de Animais em Experimentacdo da Universidade
Estadual de Maringa sob n°046/2009seguindo os principios
éticos em experimentacdo animal, adotados pela Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratoério.

Parasito

Foi utilizada a cepa Y (Tcll)'2%27 proveniente de paciente
da fase aguda, que se encontrava criopreservada em nitrogénio
liquido na colecao de tripanosomatideos do laboratério de
DC da universidade.

Animais e in6culo

Foram utilizados 30 ratos (Rattus novegicus albinus)
Wistar, machos, com idade de oito semanas e pesando entre
180-200g. Os animais foram obtidos a partir do biotério central
da universidade e mantidos em gaiolas de polipropileno
revestidas com serragem seca em condi¢des ideais de
temperatura (20-25°C), umidade (70%), ciclo claro-escuro,
com 4gua (clorada) e ragdo (Nuvilab Cr-1® da Nuvital®)
disponiveis a vontade. Os animais foram separados em
trés grupos contendo 10 animais em cada, a inoculagdo foi

via subcutanea com diferentes concentraces do parasito:
Grupo A: 600000 tripomastigotas sanguineos/0,1 ml de
sangue; Grupo B: 1000000/0,1 ml de sangue; e Grupo C:
1500000/0,1 ml de sangue?.

Enema opaco

Os animais foram sedados por administracdo de
cloridrato de ketamina e cloridrato de xilazina na proporcao
de 1:1 administrado intramuscular, apos a sedac¢do foram
colocados em mesa propria.Para realizacdo do enema
opaco foi introduzido um cateter de nelaton n°18, via retal
e administrado 5ml de sulfato de bario com tempo de
administragdo controlado e radiografados. A radiografia foi
obtida com distancia de foco de 1,5 m e tempo de exposicao
de 1s, em equipamento radiolégico de 50000 Ma e com o
auxilio de um paquimetro digital foi feita a avaliacdo da
dilatacdo dos segmentos do célon proximal, medial e distal,
foi utilizada para se determinar o tempo zero (T,).Apds o
exame radioldégico os animais dos grupos A, B e C, foram
inoculados como descrito anteriormente. Dezoito diasapos
ainoculagdo foram coletados 5 pl de sangue para realizacao
do exame a fresco?.Sessenta dias ap6s a inoculagéo (T, ) os
animais foram submetidos a uma nova sedacdo e o enema
foi repetido para avaliacdo da dilatacdo dos diferentes
segmentos do célon. Foram realizadas comparagdes entre
as medidas obtidas no T e no T,

Determinagao das taxas de infecciosidade

A taxa de infecciosidade foi obtida pela razdo entre
o numero de animais infectados e o nimero de animais
submetidos ao exame a fresco X100. Foram considerados
infectados os animais que apresentaram pelo menos uma
forma sanguinea por campo.

Analise estatistica

Os dados obtidos foram digitados em planilha do
programa Microsoft Excel 2010 e analisados estatisticamente
com o auxilio do BioEstat 5.0°. A distribuicdo dos dados
foi verificada com o teste Shapiro-Wilk. Uma vez que os
dados apresentaram distribuicdo normal, os mesmos foram
expressos como média + desvio-padrdo. Para a comparacao
entre os grupos foi utilizado o teste ANOVA-Tukey. O nivel
de significancia adotado nos testes foi de 5%, ou seja, foram
consideradas significativas as associa¢des cujo p<0,05.

RESULTADOS

Os animais dos grupos A, B e C foram submetidos ao exame
a fresco 18 dias apds a inoculacdo, sendo possivel determinar
a taxa de infecciosidade que foi de 100%.0s animais do grupo
A inoculados com 600000 tripomastigotas sanguineos/0,1ml
de sangue apresentaram no T, 11,5 mm de didmetro intestinal.
JanoT,, observou-se dilatacao significante de 50,4% (p<0,01)
no célon proximal, 36,1% (p<0,05) no célon médio e 47,6%
(p<0,05) no célon distal, respectivamente (Tabela 1).

TABELA 1 - Diametro médio e desvio-padrdo dos segmentos
proximal, médio e distal do c6lon de ratos Wistar*
inoculados com diferentes indculos: 600000 (A),
1000000 (B) e 1500000 (C) tripomastigotas sanguineos
da cepaYde T cruzi

Diametro médio do segmento do cdlon (mm)
To Teo
Grupo Indculo Proximal Médio Distal Proximal Médio Distal
A 600000 11,5°+1,6 7,02+ 0,9 6,6°+0,8 17,3°+1,8 9,5°+1,1 9,7°+1,4
B 1000000 12,6+1,3 11,2+2,5 89°+191 16,8423 11,0+1,9 10,5+1,3
C 1500000 15,0+14 10,1+1,2 10,22£1,3 18,9+1,8 11,5+1,2 11,7°+1,7
*No tempo zero (T ) e 60 dias (T, ). Letras diferentes numa mesma linha representam
diferencas significantes (p<0,01).
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Nos grupos B (1000000 tripomastigotas sanguineos/0,1 ml
de sangue) e C (150000 tripomastigotas sanguineos/0,1 ml de
sangue) as alteracdes se manifestaram somente no célon distal
com dilatagdo de 18,7% e 15,0% (p<0,01, Tabela 1, Figura1),
respectivamente. Ao compararem-se os diferentes segmentos
do colon no T,e no T, para o grupo B e C observaram-se
alteracdes significativas (p<0,05, Tabela 1, Figura1).

FIGURA 1 - Exame radioldgico (enema opaco) dos grupos A,
Be C(T)aesquerdaeABeC(T,)a direita,
mostrando dilatagdo do célon proximal e distal. O
grupo Aapresentaimagem de duplo contraste em
delgado porincompeténcia davalvulaileocecal e,
grupo Cimagem de fezes no colon, demonstrando
dificuldade no esvaziamento coldnico.

E possivel observar que o surgimento do megacélon nao
esta diretamente relacionado a quantidade do inéculo, mas
sim ao tempo de infec¢do que os animais foram submetidos.
Ao se comparar o didametro intestinal dos animais inoculados
com 600000 formas tripomastigotas no T  de infeccdo com
T, dias apdsinfeccao, observou-se dilatagéo significativa entre
os segmentos, proximal, medial e distal (p<0,01), indicando
ser o rato da espécie Wistar bom modelo experimental para
estudos de megacélon. Além disso, ao se comparar o diametro
intestinal entre os diferentes segmentos dentro do T e o
T.,observou-se variagéo entre eles (p<0,05).

DISCUSSAO

No presente estudo utilizaram-se ratos da linhagem Wistar
para desenvolver um modelo experimental para as alteracdes
digestivas causadas pela DC. Foi optado por utilizar essa espécie
por serem de facil manuseio e por ja existir protocolos para
sua utilizacdo como, por exemplo, anestesia e cuidados de
bioterismo. No entanto, outro fator importante a ser analisado
é a idade do animal, quanto mais jovem mais suscetivel a
doencga’'”. Foram utilizados somente machos para esse modelo
experimental, para evitar alteracdes ligadas ao ciclo hormonal
das fémeas?. Segundo Soares et al. (2012)?' ao estudar fémeas
de camundongos infectadas com T. cruzi demostrou-se serem
elas mais resistentes a doenca que os machos.

Apesar de a literatura demonstrar que a quantidade do
inoculo é diretamente proporcional a gravidade da doencga'®132224,
estes resultados demonstraram que as alteragdes observadas
no didmetro do célon dos animais ndo estdo diretamente
relacionadas ao tamanho do inéculo, mas sim ao tempo de
infeccdo que os animais foram submetidos.

De acordo com experiéncias obtidas no laboratério da
universidade, existe grande diferenca em relacdo aos mecanismos
de resisténcia entre o rato e o camundongo infectados por T
cruzi. O camundongo inoculado com 1400 tripomastigotas
sanguineosem 0,1 ml de sangue da cepa Y apresenta altera¢oes
de pelagem e neuroldgicas. Ja os ratos, embora os indculos
utilizados neste estudo sejam maiores que os utilizados em
camundongos, nao foi observada nenhuma alteracéo clinica
nos grupos estudados no periodo de 60 dias; porém, estes
achados sao relatados em tempo de observa¢des maiores.

A realizacdo do enema opaco serviu para a avaliagdo
da existéncia ou ndo de dilatacdo do cdlon caracterizando a
forma intestinal da DC que se da pela dilatagcdo alongamento
e hipertrofia da parede do célon, principalmente pela camada
muscular circular em consequéncia as lesées da musculatura
e dos neurdnios do sistema nervoso entérico, especialmente
dos plexos de Meissner e Auerbach. Esta dilatagdo esteve
presente em todos os grupos avaliados em maior ou menor
indice; porém, no grupo A foi observado as maiores alteragoes.

Houve dificuldade de administragdo do contraste por
presenca de fezes acumuladas por falta de esvaziamento
completo do célon no exame apds 60 dias, o que fez alguns
animais terem refluxo do bario pelo anus; isto pode ser explicado
por discinesia do célon pela doenga, sendo que este fato ndo
foi observado nos animais no T, (antes da inoculacéo); esta
dificuldade também foi relatada por Okumura, (1961)™. A
utilizagdo de paquimetro digital, permitiu mensuragao precisa
do didametro do érgao.

Durante os exames foi notada maior distensdo do abdome
ao ser injetado contraste apds 60 dias (grupos B e C) e nas
radiografias do grupo C foi observado progressdo maior de
ar, com formacao de duplo contraste com dilatagcdo do ceco
e intestino delgado demonstrando incontinéncia da valvula
ileocecal, achado semelhante ao descrito por Okumura &
Correia (1953)™ em camundongos.

CONCLUSAO

O modelo proposto mostrou-se factivel para estudos
in vivo das alteragdes decorrentes da infecgdo pelo T cruzi
e alteragdes funcionais do célon. Além disso, as alteragdes
manifestadas no célon nao sdo diretamente proporcionais
ao tamanho do indculo, mas sim ao tempo de infecgdo que
os animais foram submetidos, visto que os inoculados com
600000 formas sanguineas foram os que mais apresentaram
alteracdes significantes. Os resultados obtidos demostraram
a importancia da continuidade da utilizacdo do rato para se
estudar as alteracdes funcionais do célon .
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