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ADAPTACAO DE CAMUNDONGOS A DIETA CANIDEA E AVALIACAO DA
RESISTENCIA ORGANICA EM INFECCAO POR TRYPANOSOMA CRUZI

ADAPTATION TO DOG DIET IN MICE AND EVALUATION OF ORGANIC RESISTENCE
TO INFECTION WITH TRYPANOSOMA CRUZI

Cynthia Barbosa Firmino AGUIAR', Helen Silva de OLIVEIRA?, Carla da Silva Rodrigues de MENEZES?,
Humberto Eustaquio COELHO*, Adao Divino de AGUIAR®, Amélia HAMAGUCHI®

RESUMO: Camundongos Swiss foram submetidos a duas dietas, convencional (DC) e especial (DE), utilizada
para canideos. Para cada dieta, trés grupos com 15, 20 e 30 dias de dieta foram formados e analisados hemograma,
bioquimica do sangue e cultura das fezes e infectados com Trypanosoma cruzi (cepa Y). Determinou—se a parasitemia
do 6° ao 9° dia e a mortalidade até o 60° dia pos-infeccdo. A dieta ndo interferiu no hemograma (p>0,05). Os niveis de
colesterol e triglicerideos apresentaram-se mais elevados na DE. A parasitemia e a mortalidade foram menores nos
camundongos DE. Histopatologicamente todos os grupos demonstraram inflamacgao caracteristica de Doenga de Chagas
cronica. Na coprocultura foram observadas diferencas na flora intestinal entre os animais com DE e DC. A DE melhorou
as condi¢des dos animais, propiciando uma maior sobrevida, tornando os camundongos mais resistentes para a fase

aguda, quando comparados aos animais do grupo DC.

UNITERMOS: Trypanosoma cruzi; Doenga de Chagas; Nutri¢do/infeccéo.

INTRODUCAO

A interacdo entre parasita e hospedeiro pode ser
afetada por uma condi¢do nutricional (KEUSCH;
FARTHING, 1986). A dieta também pode interferir na com-
posi¢do da flora intestinal, a qual desempenha um papel
fundamental na estimula¢@o do sistema imune bem como
no fornecimento de alguns nutrientes ao hospedeiro.

Varios tipos de dieta sdo avaliados para o uso em
animais de laboratorio. A selegdo dependeria da composicao
nutricional, necessidade de adi¢do de substancias, efeitos
de microrganismos, aceitagdo pelos animais e custo
(NATIONAL RESEARCH COUNCIL, NRC, 1995)

Um dos requisitos basicos para se avaliar a condigdo
nutricional de um animal experimental é o seu bem estar,
utilizando-se de respostas fisioldgicas e comportamentais
(CLARK et al., 1997). As avaliacdes bioquimicas do
sangue, juntamente com outros exames laboratoriais como
hemograma, fornecem os principais indicios de uma
desnutri¢do ou de danos (WOO; CANNON, 2000).

A doenca de Chagas é uma das endemias mais
importantes da América Latina. E grande o niimero de
pessoas infectadas, cerca de 6 milhdes no Brasil e entre 16
e 18 milhdes em 18 paises latino-americanos (WORD
HEALTH ORGANIZATION, WHO, 1991). Tem como

agente etioldgico o Trypanosoma cruzi, um protozoario
caracterizado por sua notavel heterogeneidade
morfobioldgica. A cepa Y ¢ de rapida multiplicagdo, com
picos parasitémicos precoces e elevados e indugdo de
mortalidade maxima entre o 7° ¢ 12° dia de infec¢do em
camundongos. Devido as suas caracteristicas
morfobioldgicas e imunoenzimaticas € classificada como
Tipo I (ANDRADE, 1974; ANDRADE et al., 1985; MILES
et al., 1980). Varias espécies animais sdo susceptiveis a
infeccdo com 7. cruzi, sendo camundongos um dos mais
utilizados como modelos experimentais para a doenca de
Chagas, pelo porte, facilidade de obteng@o e manutengéo e
disponibilidade de diversas linhagens bem caracterizadas
(ANDRADE, 2000).Este trabalho teve como objetivo,
adaptar camundongos com dieta de canideos para avaliar
a resisténcia organica, frente a cepa Y do 7 cruzi, na fase
aguda da doenga de Chagas.

MATERIAL E METODOS

Dieta: Na dieta convencional (DC) foi utilizada uma ra-
¢do pararoedores (Nuvilab-CR 1) e na dieta especial (DE),
uma indicada para canideos (Friskies Alpo—carne e
vegetais), as quais foram oferecidas ad libitum. Os
resultados da analise da composi¢do das ragdes (proteina
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bruta, material mineral, matéria fibrosa, calcio, fosforo,
umidade, extrato etéreo) utilizadas bem como a base dos
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produtos estdo apresentadas no Quadro I.

Quadro 1
COMPOSICAO DAS DIETAS
DC DE

Proteina bruta 21,7% 20,6%
Material mineral 7.2% 7.3%
Matéria fibrosa 6,1% 3,7%

Calcio 1,4% 2.4%
Fésforo 0,9% 1,0%
Umidade 8,0% 8.0%
Extrato etéreo 4,0% 9,5%

Base do produto
(conforme fabricante)

aminoacido

Carbonato de calcio, farelo de
milho,farelo de soja, farelo de
trigo, fosfato bicalcico, NaCl,
premix mineral vitaminico,

Milho integral moido, arroz, farinha de soja,
farinha de carne de frango, farinha de carne
bovina, gordura animal estabilizada, hidrolizado
de frango, espinafre, cenoura, ervilha, raizes
de chicoria, sal, suplementos minerais e
vitaminas, corantes, cloreto de colina

Animais: Foram utilizados camundongos Swiss, machos,
padrdo sanitario convencional, com 21 dias, originarios do
biotério da Pentapharm do Brasil Comércio e Exportagéo.
Infeccio chagasica: Foi realizada com cepa Y do 7 cruzi,
proveniente da Faculdade de Medicina do Triangulo Mi-
neiro (MG) e mantida por sucessivas transferéncias em
camundongos. A infec¢do foi induzida pela inoculagéo
intraperitoneal de 6x10* formas sanguicolas. O in6culo foi
preparado segundo a técnica de Brener (1962), adaptada
de Pizzi (1957), de sangue contaminado citratado, no periodo
de maxima parasitemia.

Parasitemia: Foi determinada pela contagem dos para-
sitas do sangue removido da cauda (BRENER, 1962), do
6° ao 9° dia pds-infecgio.

Coleta e analise do sangue: hemograma e analise bio-
quimica (glicose, uréia, creatinina, magnésio, fésforo,
bilirrubina total, proteina total, colesterol, triglicerideos e
ferro) foram realizados no sangue coletado de animais no
periodo matutino, por puncéo cardiaca sob anestesia com
éter de petrdleo, no Laboratorio de Analises Clinicas do
Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia.
Analise Histopatologica: As amostras de tecidos do co-
ragdo, figado e intestinos foram fixadas em formol a 10%
e colocadas em parafina, seccionadas e coradas em
hematoxilina-eosina e em seguida analisadas.

Analise microbiolégica: As fezes dos animais foram
colhidas em tubos contendo meio BHI (Brain Heart
Infusion) e colocados na estufa a 37°C por 2 horas,
semeadas em agar sangue, EMB (eosina e azul de metileno),
agar chocolate, SS e incubadas a 36°C. Apds 24 horas, as

coldnias que cresceram, foram coradas pelo Método de
Gram. Para os germes Gram negativos, fez-se série
bioquimica {H_S, pH, uréia, gas, triptofano, indol (EPM),
motilidade, lisina (Mili), citrato, lactose, rafinose, raminose,
malonato e ornitina} e para os germes Gram positivo, foram
realizadas as provas da catalase, NaCl 6,5%, bacitracina,
optoquina para a identificacdo das espécies encontradas.
Analises estatisticas: Os resultados foram analisados pelo
Teste-t de Student, ANOVA e Tukey, de acordo com a
freqiiéncia e homogeneidade dos dados (p<0,05).
Método experimental: Trinta e nove animais (39) ca-
mundongos com dieta convencional (DC) e trinta e nove
(39) com dieta especial (DE) foram divididos em 3 subgrupos
(n=13). Destes, 10 animais de cada grupo foram infectados
com 7. cruzi ao 152 20° e 30° dias apds o inicio da dieta,
respectivamente, os quais foram mantidos com a mesma
dieta. Imediatamente antes da infeccéo, as fezes dos ani-
mais foram coletadas para exames microbioldgicos. Os trés
animais restantes de cada grupo foram destinados para co-
leta de sangue antes da infec¢do. A parasitemia dos ani-
mais foi determinada e com a média dos valores diarios de
cada grupo tragou-se as respectivas curvas parasitémicas.
A mortalidade foi acompanhada até o 60° dia pds-infecgao,
quando ent&o os sobreviventes foram sacrificados e removi-
dos figado, coracdo e intestinos para analise histopatologica.
Parasitemia. Comparando-se as curvas parasitémicas dos
animais DE e DC, foi observado que a contagem dos
parasitos foi menor no grupo de animais DE (p<0,05) no
periodo de maxima parasitemia compreendido entre 7° e
8° dia pos-infecgdo (figura 1).
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Figura 1. Curvas de Parasitemia de camundongos determinada do 6° ao 9° dia pos-infec¢do com 7. cruzi. Grupo A)
Dieta especial iniciada 15, 20 e 30 dias antes da infec¢cdo. Grupo B) Dieta convencional iniciada 15, 20 e 30

dias antes da infec¢do, n=10.

RESULTADOS

Analise do sangue:

Hemograma: Com exce¢do do hematdcrito e plaquetas,
que foram menores nos animais DE em relagédo aos DC 15
dias (p<0,05), os valores determinados foram
estatisticamente iguais. (Tabela 1).

Bioquimica do sangue: Comparando-se os animais DE e
DC com seus grupos equivalentes, os niveis de glicose,
creatinina, proteinas totais, magnésio e fosforo, ndo foram
diferentes. Os niveis de uréia foram menores em todos os
grupos dos animais com DE, contrastando com os valores
de colesterol que se apresentaram mais elevados nestes
animais. A bilirrubina foi maior nos animais do grupo 30
dias DE. Os niveis de triglicérides nos camundongos do grupo
DE 20 dias mostraram-se mais elevados. Os niveis de fer-
ro somente foram menores no grupo de animais DE 15
dias (Tabelal).

Mortalidade dos animais: No periodo maximo observado
de 60 dias pos-infeccdo com 7. cruzi, a mortalidade dos
animais DC foi maior quando comparados aos com DE.
Todos os animais com 15 dias DC morreram, enquanto que
nos equivalentes com DE, a mortalidade foi de 80%. Ja nos
camundongos com 20 ¢ 30 dias com DE a mortalidade foi
de 40% e nos com DC foi de 90% (Figura 2).

Histopatologia: Os resultados nos dois grupos analisa-
dos foram uma reagio inflamatoria identificada pela pre-
sen¢a de mononucleares, caracterizando uma miocardite
focal disseminada e hiperplasia de células do SMF
(Sistema monocitico fagocitario), formando focos disse-
minados pelo figado. No intestino mononucleares
infiltrando nas vilosidades intestinais, caracterizando uma
enterite catarral devido a hiperplasia de células
caliciformes.

Nos animais com DE o exsudato inflamatdrio se mostrou
mais intenso com mononucleares e polimorfonucleares
enquanto que nos com DC ele foi mais discreto com
predominancia de mononucleares.

Analise microbiologica: Nas culturas em agar sangue,
EMB, agar chocolate, encontrou-se bastonetes Gram ne-
gativo em maior propor¢do nas fezes dos animais com
DC do que nos com DE e cocos Gram positivos em
cadeias e duplas somente nas fezes dos animais com DE.
Na série bioquimica das bactérias Gram negativas reali-
zada nas fezes dos animais com DC predominaram:
Escherichia coli, Serratia rubdinnea, bactérias Gram
negativas nao fermentadoras enquanto no grupo DE pre-
dominaram Proteus mirabilis, Edwardsiela,
Enterobacter agglomerans.

A série bioquimica das bactérias Gram positivas somente
foi realizada nas fezes dos animais com DE onde foi en-
contrada a predominancia de Enterococcus faecalis.
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Figura 2. Mortalidade dos animas infectados com T.cruzi até o 60° dia pos-infec¢do com dieta iniciada 15, 20 e 30 dias

antes da infecgdo, respectivamente, n=10.

DISCUSSAO

Houve assimilag@o dos nutrientes da dieta especial bem
como a aceitagdo pelos camundongos. No entanto, o
organismo desses animais, necessita de um periodo superior
a 15 dias para adaptag@o a dieta. Isso pode ser observado
principalmente frente aos resultados do hemograma, onde
os animais alimentados com dieta especial por 15 dias
demonstram valores menores de modo geral, em relagéo
aos seus equivalentes com dieta convencional. No entanto,
foram voltando a normalidade com o aumento do tempo de
dieta, isso também pode ser verificado nas taxas de ferro
sérico. Os niveis de uréia se mostraram menores nos
camundongos DE do que nos DC. As concentragdes
séricas de uréia podem variar e dependem da ingestio de
proteinas contidas nas dietas e do seu valor biologico (WOO,
2000). A taxa de proteinas se mostrou igual e a de bilirrubina
aumentada no grupo DE 20 e 30 dias se comparados aos
animais equivalentes, tratados com dieta convencional.
Essas diferencas (uréia, bilirrubina) podem ser devidas a
um ajuste organico nos animais com dieta especial. Em
relagdo aos niveis de colesterol e triglicerideos na DE a
taxa foi maior do que nos animais com DC, isso,
provavelmente, foi devido ao excesso de produtos de origem
animal e maior quantidade de lipideos na ragéo de canideos.

Os outros elementos sanguineos analisados ndo se
apresentaram diferentes nos grupos de animais DE e DC.

O fato da ragdo especial possuir uma variedade
maior de nutrientes como base do produto em relagdo a
ragdo convencional, pode ser um fator que contribuiu para
a resisténcia dos animais. Os niveis protéicos e material
mineral, ndo foram diferentes em quantidade, mas podem

ser diferentes em qualidade. O célcio, em quantidade maior
na DE, é um elemento quimico de importancia vital nos
processos fisiologicos (CAMARGO,1995).

As fezes e urina apresentaram odores diferentes
entre os animais com DE e DC. Nos resultados dos exa-
mes microbioldgicos das fezes, houve uma diferenca en-
tre a flora intestinal dos camundongos que receberam DE
e os com DC, mesmo os animais tendo a mesma proce-
déncia. Isso confirma que os habitos alimentares sdo um
dos requisitos basicos para a constitui¢do da microbiota. A
fun¢do da microbiota, além de estimular o sistema imune e
fornecer vitaminas, seria o de suprir enzimas ou influenciar
na atividade enzimatica no trato gastrointestinal. Portanto,
as espécies de bactérias presentes nos intestinos, poderi-
am levar a uma variagdo na produg¢éo de algumas substan-
cias, dependendo do seu metabolismo e dos alimentos
disponiveis a elas, e assim influenciar também na condigéo
organica do hospedeiro, levando a um aumento da resis-
téncia dos animais com DE.

Nas analises histopatologicas os animais sobreviven-
tes nos dois grupos estudados, apresentaram inflamagéo
caracteristica da doenga de Chagas, no coracdo, figado e
intestinos. Nos animais com DE essas inflamagdes foram
mais intensas, confirmando os estudos de Andrade (1985),
onde maior intensidade da inflamagéo coincidiu com maior
resisténcia dos animais em testes com diferentes linhagens
de camundongos na infec¢do com o 7. cruzi.

Estes estudos, portanto demonstram que a DE melhora
as condigdes dos animais, propiciando maior sobrevida a fase
aguda da doenga de Chagas. Assim, haveria camundongos
mais resistentes na fase aguda, contando-se que a mortali-
dade dos animais com DC ¢ alta nesta fase da doenga, prin-
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ABSTRACT: Swiss mice were submitted to two diets, conventional (DC) and special (DE), the later used for
canine. For each diet the animals were separated in three groups, and after 15, 20 and 30 days of diet they were analysed
through hemogram, blood biochemistry and faeces culture , and infected with Trypanosoma cruzi (Y strain). Parasitemia
was determined from the 6™ to the 9" day post-infection and mortality until to 60" day;all animals were necropsied for
histopathologycal analysis. Diet did not interfere in hemogram (p>0.05). Cholesterol and triglycerides levels were higher
in DE animals. Parasitemia and mortality were lower in DE mice. Histopathologically, all groups showed characteristic
inflammatory lesions of chronic Chagas Disease. Coproculture demonstrated differences in the intestinal flora between
DE and DC groups. These results suggest that in mice DE promoted an increased resistance in the acute phase of
Chagas disease.

UNITERMS: Trypansoma cruzi, Chagas’ disease, Nutrition/infection.
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