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EFEITOS DA INTOXICACAO CRONICA COM O ETANOL NA EVOLUCAO DA

TRIPANOSOMIASE CRUZI EXPERIMENTAL NO CAMUNDONGO

Nildete das Gragas Lima Gomes e Fausto Edmundo Lima Pereira

Dois experimentos foram realizados para estudar o efeito da intoxicagéo cronica
com o etanol (solucdo a 7% como unica fonte de liquido) sobre a evolugdo da infeccio
pelo T. cruzi em camundongos: (1) animais apés 60 dias de infeccdo com cepa
miotrépica do T. cruzi foram submetidos & intoxicacéo crénica com o etanol durante 6
meses; (2) animais cronicamente intoxicados com etanol durante 5 meses foram
infectados com a mesma cepa do T. cruzi e continuando a ingestdo do etanol, foram
acompanhados até 45 dias apés a infeccéo. Os animais infectados e tratados com etanol
apresentaram, em relagGo aos que nao ingeriram dlcool etilico: (a) mortalidade
semelhante nos dois experimentos; (b) parasitemia mais alta na fase aguda e
parasitemia patente mais freqgilente na fase cronica; (b) miocardite com exsudato
inflamatdério menos intenso e fibrose miocdrdica mais extensa na fase crénica; (¢) no
miisculo esquelético, miosite menos intensa e arterite com trombose hialina menos

Jregiiente.

Palavras-chaves: Alcoolismo e doenga de Chagas. Alcoolismo. Trypanosoma

cruzi,

O etilismo cronico é problema freqilente na
populagiio em geral, inclusive no Brasil, onde dados
epidemiologicos, embora escassos, revelam alta fre-
qiiéncial4. Supée-se, portanto, que nas regides onde a
doenga de Chagas é endémica, deve ser freqiiente a
ingestéio do etanol. Como o etilismo crénico pode in-
duzir lesdes cardiacas no homem e em animais de
laboratorio2 3 56 1213 3233 34 35 glem de interferir
nos mecanismos de defesa do organismol, é possivel
que possa também alterar a evolugdo da doenca de
Chagas.

Manigot e colaboradores29 estudandoum grupo
de chagdsicos cronicos alcoolatras e nao alcoodlatras,
encontraram numero semelhante de pacientes assin-
tomaticos (radiografia de torax e eletrocardiograma
normais) nos dois grupos; no entanto, a freqiiéncia de
xenodiagnosticos positivos foi maior no grupo etilista.

Em virtude da escassez de dados sobre os
possiveis efeitos da ingestdo do etanol na evolugdo da
tripanosomiase americana, foi proposta a presente
investigagdo com a finalidade de verificar os efeitos da
intoxicagdo cronica com o etanol na evolugio da
infecgdo de camundongos com o 7. cruzi.
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizados camundongos albinos ma-
chos, ndo isogénicos, alimentados ad libitum com
racido comercial Probiotério (Anderson Clayton, SP).
Nos grupos infectados a inoculagao foi realizada por
via intraperitoneal, com cepa miotropica do T. cruzi,
isolada de um triatomineo naturalmente infectado,
originado do E. Santo. Os exames de parasitemia
foram realizados pela método de Brener! 1, ou em gota
espessa, sem volume conhecido, com contagem dos
parasitos em até 150 campos de 400X. O etanol foi
administrado em solugdo a 7% como tunica fonte de
liquido (etanol pro analysis, Merck). Foram realiza-
dos dois experimentos.

Experimento 1. Para verificar os efeitos da
intoxicagdo cronica pelo etanol em animais previa-
mente infectados pelo 7. cruzi. Os camundongos (27-
31¢) foram distribuidos nos seguintes grupos: grupo 7.
cruzi—etanol, de 12 animais que apos 2 meses de in-
fecgdo com 5x103 tripomastigotas, receberam a solu-
¢do de etanol durante 6 meses; grupo T. cruzi de 12
animais que foram infectados na mesma data e com o
mesmo numero de parasitas do grupo anterior mas que
nio receberam etanol; grupo etanol, de 12 animais que
receberam o etanol durante 6 meses a partir da mesma
data que os do grupo 7. cruzi-etanol; grupo— controle
de 6 animais que nao foram infectados, nem ingeriram
etanol. A parasitemia foi avaliada nos dias 159, 600,
1209, 1802 e 24092 apos a infecgdo.

Experimento II. Para verificar a susceptibili-
dade de camundongos intoxicados cronicamente com
o etanol a infecgdo pelo 7. cruzi. Dois grupos de

191



Gomes NGL, Pereira FEL. Efeitos da intoxicacdo crénica com o etanol na evolucio da tripanosomiase cruzi experimental
no camundongo. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical 22: 191-197, Qut-Dez, 1989.

camundongos (29 a 32g) foram assim distribuidos:
grupo etanol 7. cruzi II, de 8 animais que tratados com
0 etanol durante 6,5 meses foram infectados com
16x103 tripomastigotas no final do 52 més. Grupo T,
cruzi 11, de 6 animais ndo tratados pelo etanol, que
receberam o mesmo indculo, na mesma data que o
grupo anterior. A parasitemia foi medida diariamente
até o 152 dia de infecgdo ¢ em dias alternados até o
final do experimento (45 dias de infecgdo nos 2
grupos).

Os animais sobreviventes no final dos expe-
rimentos foram sacrificados e necropsiados. Frag-
mentos de musculo esquelético (quadriceps femural) e
coragao foram incluidos em parafina, cortados de
forma semi-seriada (entre 20 e 30 cortes), corados
pelas técnicas de hematoxilina-eosina, tricromico de
Mallory, hematoxilina fosfotungstica e Giemsa para
tecidos. O exame microscopico foi dirigido para uma
andlise comparativa entre os grupos de cada expe-
rimento, em separado, 1o que se refere a distribuigio,
intensidade e qualidade das lesdes.

Quando necessario foi utilizado o teste ¢ de
Student para analise estatistica.

RESULTADOS

A solugio de etanol a 7% foi bem aceita pelos
animais e ndo ocorreram diferengas importantes em
relaglo a ingestao da ragdo entre os diversos grupos,
sendo pequenas as variagdes de peso corporal durante
os experimentos (Tabela 1).

Experimento I. A mortalidade foi semelhante
nos 2 grupos infectados. (Tabela 2). No final do expe-
rimento, apés 6 meses de ingestdo de etanol e 8 meses
de infecgdo, 62,5% dos animais do grupo T, cruzi-
etanol mostraram parasitas circulantes, fato observa-
do em apenas 16,6% dos animais do grupo T. cruzi
(Tabela 3). Exame macroscopico. Foi observado
aumento de peso do cora¢io nos 3 grupos experimen-
tais em relagdo ao grupo-controle (Tabela 1). Exame
microscopico. a) Grupo etanol (ndo infectado). No
coragdo, hipotrofia e degeneragdo hidropica e hialina
segmentares de miocélulas e por vezes focos de

necrose com exsudato de polimorfonucieares. Fibrose
endomisial e perivascular discretas, com raros focos
de espessamento endocardico. Epicardite com exso-
dato mononuclear, sem comprometimento ganglionar
¢ de fibras nervosas. No muisculo esquelético, hipo-
trofia, necrose e inflamagao discretas, com exsudagido
de polimorfonucleares. b) Grupo T. cruzi. No cora-
¢do, inflamacgao caracterizada por exsudato de mono-
nucleares, geralmente focal, comprometendo o peri-
cardio, miocardio e endocardio, mais intensa nos
atrios e no ventriculo direito; ganglionite, periganglio-
nite e perineurite em todos os animais (Figura 1). No
musculo esquelético, focos extensos de miosite com
exsudato mononuclear e polimorfonuclear, incluindo
grande quantidade de eosinofilos e mastocitos; dege-
neragdo hialina, hipotrofia e centralizagdo dos nu-
cleos em algumas miocélulas. Lesdes inflamatdrias na
parede das pequenas artérias e arteriolas, com necrose
fibrinbide da parede e formagédo de trombos hialinos;
neurite e perineurite com exsudato de mononucleares;
néo foram observados pseudocistos de amastigotas
(Figura 2). ¢) Grupo 7. cruzi-etanol. No coragao, a
inflamagéo mostrou extensao e distribui¢édo semelhan-
tes as do grupo infectado que nio recebeu etanol,
porém dois aspectos chamaram atencdo: a fibrose
endomisial foi mais intensa e havia maior nimero de
polimorfonucleares no exsudato. As lesdes ganglio-
nares ¢ neurais foram semelhantres as do grupo niao
tratado pelo etanol (Figura 3). No musculo esquelético
a miosite foi menos intensa, as lesdes degenerativas
mais acentuadas, e arterite e trombose foram muito
menos freqilentes que no grupo nédo tratado com o
alcool etilico (Figura 4). d) Grupo controle. No
coragdo, raros focos de miocitolise. No musculo
esquelético, aspecto histologico normal.
Experimento II. No experimento II, o uso
cronico do etanol néo alterou a mortalidade, visto que
nenhum animal morreu espontaneamente no periodo
de 45 dias de infecg¢do. No 14¢ dia de infecgdo, 50%
dos animais do grupo etanol-7. cruzi 1I tinham
parasitas circulantes, o que ocorreu em 20% dos
animais pertencentes ao grupo 7. cruzi I1. A ascengéo

Tabela 1 ~ Peso corporal e de 0rgaos, na infeccdo pelo 7. cruzi, em camundongos com intoxicacao cronica pelo etanol

(Experimento I).

Grupos T. cruzi T. cruzi-etanol Etanol Controle
Peso X £+ s(g)
Corporal inicial 28,80 + 1,60 28,60 + 1,20 29,50 + 1,00 28,00 = 1,80
Corporal final 29,90 = 1,10 30,80 + 1,50 31,80 + 1,90 30,20 + 1,30
Coragéo (médio) 0,33 + 0,55* 0,27 + 0,04 0,27 £ 0,04 0,23 £+ 0,02
Figado (médio) 3,18 + 0,28 2,50 = 0,42 2,53 + 0,15 2,55 + 0,13
Bago (médio) 0,51 + 0Q,11%* 0,43 + 0,09%* 0,25 + 0,08 0,15 + 0,04

* diferenca significativa em relagio aos demais grupos (p < 0,05)
**¥ diferenca significativa em relacao ao grupo controle (p < 0,05)
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Tabela 2 — Mortalidade na intoxicagao cronica com o etanol em camundongos infectados com o T. cruzi.

Grupo Dias apos a infecgado mortalidade
60 120 180 240 acumulada (%)

T. eruzi 4/12 4/12 4/12 6/12 50,00

T. cruzi-etanol 1/12 2/12 3/12 4/12 33,33

Etanol 0/12 0/12 0/12 2/12 16,66

Controle 0/6 0/6 0/6 1/6 16,66

Tabela 3 — Parasitemia na intoxicagio cronica pelo etanol de camundongos infectados com o T. cruzi.

Grupo N Animais com parasitas %
T. eruzi 6 1 16,6
T. cruzi-etanol 8 3 62,5

Tabela 4 — Peso corporal e do coragao, figado e bago. em camundongos infectados pelo 7. cruzi, apos intoxicag¢ao cronica
com etanol (Experimento IT).

Grupos T. cruzi Etanol-T. cruzi 11
Peso X * s(g) X * s(g)
Corporal (final) 29,40 £+ 3,02 32,10 £ 3,10
Coragao (médio) 0,17 = 0,04 0,22 = 0,05
Figado (médio) 1,57 + 0,33 1,73 + 0,13
Bago (médio) 0,42 £ 0,21 0,33 £+ 0,09

Figura 1 — Coracdo de camundongos infectados com T.
cruzi e gue ndo ingeriram etanol. A: Epicardite,
miocardite e endocardite focais nos dtrios. HE
40X. B: Gdnglio epicdrdico atrial com gangli-
onite e periganglionite. HE 160X. C: Miocar-
dite com exsudato de mononucleares no ventri-
culo direito. HE 160X.

da parasitemia foi também mais rapida no grupo que
ingeriu etanol e, a partir do 159 dia de infecgdo, o
nitmero de tripomastigotas circulantes foi significati-
vamente maior, mantendo-se assim até o final do
experimento ( Figura 5). O peso corporal e do coragéo,
figado e bago estao relacionados na Tabela 4. Exame
microscopico a) Grupo T. cruzi I1. As lesdes inflama-
térias no coragéo e no musculo esquelético, no que diz

193



Gomes NGL, Pereira FEL. Efeitos da intoxicacdo crénica com o etanol na evolucdo da tripanosomiase cruzi experimental
no camundongo. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical 22: 191-197, Out-Dez, 1989.

Figura 2 — Musculo esquelético de camundongos infectados com T. cruzi e que ndo ingeriram etanol. A: Miosite em focos
extensos. HE 160X. B: Arterite e periarterite, com trombose hialina em uma arteriola. HE 160X. C: Arterite e
periarterite com trombo organizado em uma arteriola. HE 40X. D: Arterite com necrose fibrinoide da parede
arteriolar. HE 160X.

respeito a qualidade e distribui¢ao do exsudato, foram
semelhantes aquelas verificadas no grupo apenas
infectado examinado na fase cronica (Experimento I).
A proliferacao fibroblastica no coragao foi muito
discreta, assim como a vasculite € a perivasculite no
musculo esquelético, e em ambos foram também
escassos os fendmenos degenerativo-necroticos da
inflamagao. b) Grupo etanol-T. cruzi II. A inflamagao
observada, quando comparada com a do grupo an-
terior, tanto no corag2o como no musculo esquelético,
foi de distribuigdo e tipo de exsudato semelhantes,
entretanto, de menor intensidade, notadamente com
relacao as lesdes vasculares.

O parasitismo tecidual foi escasso, independen-
temente do uso do etanol.

DISCUSSAO

Os resultados dos dois experimentos mostram
que a intoxica¢do crdnica com etanol nao alterou a
mortalidade dos camundongos infectados, quer quan-
do a ingestao foi iniciada ap6s a fase aguda (Experi-
mento I) ou cinco meses antes (Experimento II). Por
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outro lado, observou-se nos dois experimentos alte-
ragdes na parasitemia, mais elevada nos animais que
ingeriram etanol.

A maior freqiiéncia de parasitemia patente na
fase cronica (Experimento I) e parasitemia nitida-
mente mais elevada na fase aguda (Experimento IT)
podem ter sido conseqiiéncias de alteragdes dos meca-
nismos inespecificos de defesa ou da resposta imuni-
taria, induzidos pelo uso cronico do etanol.

Existem evidéncias de que a ingestio cronica de
etanol reduz a resisténcia a infecg¢do bacteriana no
homem ! 36, admitindo-se que haja interferéncia do
alcool etilico nos mecanismos imunitarios. Assim, tem
sido descrita, em alcodlatras cronicos, resposta humo-
ral diminuida frente a antigenos T independentes 18
havendo, no entanto, diversos relatos mostrando ele-
vagao total ou parcial de imunoglobulinas séricas em
pacientes etilistas! 9 21 2829, Experimentalmente,
demonstrou-se em ratos que a resposta por anticorpos
frente a antigenos T independentes estava aumentada
durante a intoxicag¢ao alcoolica cronica, mas a resposta
a antigenos T dependentes estava significativamente
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Figura 3 — Coragdo de camundongos infectados com T.
cruzi e tratados com etanol durante seis meses.
A: Miocardite no dtrio; ganglionite e perigan-
glionite em gdnglio epicardico atrial. HE 160X.
B: Miocardite no ventriculo direito com exsu-
dato de mononucleares e discreta neaformacdao
conjuntiva. HE 160X. C: Miocardite no ventri-
culo esquerdo com fibrose peri e endomisial.
Tricrémio de Gomori. HE 160X.

reduzida 30 dias ap6s o usodo etanol8. Poroutro lado,
a produgio de anticorpos antieritrocitos de carneiros
foi normal em camundongos intoxicados durante 45
diasl3. Ja a resposta imunitaria celular parece estar
comprometida, tanto em pacientes alcodlatras croni-
cos? 16 18 39 como em animais experimentalmente in-

toxicados com etanol37. Camundongos infectados
com Schistosoma mansoni e tratados com o etanol
formaram granulomas menores do que os controles31.
Também a atividade do sistema fagocitario mononu-
clear esta diminuida, tanto em alcoélatras crénicos 25
como em camundongos, ratos e coethos submetidos a

Figura 4 — Misculo esquelético de camundongos infecta-
dos com T. cruzi e tratados com etanol durante
seis meses. A: Miosite focal com escasso exsu-
dato celular e fenémenos regressivos acentuados
das fibrocélulas. HE 40X. B: Detalhe da Figura
anterior mostrando fibrocélula necrosada com
escasso infiltrado inflamatério. HE 160X. C:
Infiltrado inflamatério discreto em torno e na
parede de arteriola. HE 160X.
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Figura 5 — Parasitemia de camundongos infectados comT.
cruzi (16000 tripomastigotas por via i.p.) apés
terem sido tratados durante cinco meses com
etanol (solugdo a 7%).

intoxicagfio experimental com o etanol4 1920 30,

E possivel, portanto, que 0 comprometimento
da resposta imunitaria e as alteragdes nos fagocitos
possam explicar a maior parasitemia nos animais
cronicamente intoxicados com o etanol, embora, este
comprometimento nao tenha sido suficientemente
grande para desequilibrar a relag@o do parasita com o
hospedeiro, razio pela qual a mortalidade foi seme-
thante nos dois grupos.

Nos experimentos aqui relatados, a menor
esplenomegalia observada nos animais infectados e
tratados com o etanol, foi uma indicagédo indireta do
comprometimento da resposta imunitiria induzido
pelo alcool etilico.

Quanto as lesdes observadas no coragio, cha-
mou a atengdo a maior neoformagio conjuntiva nos
animais que receberam o etanol por seis meses apos a
fase aguda. Burchl2 descreveu aumento da prolifera-
¢éo fibroblastica no cora¢do de camundongos tratados
com etanol a 8% durante 24 semanas e, no figado,
admite-se que o etanol induza maior neoformagio de
colageno, indiretamente, pela ativagdo da prolina
hidroxilase devido ao aumento da produgao de lacta-
to24. No entanto, aumento da produgdo de lactato no
miocardio, nido foi observado em ratos tratados com o
etanol26,

No musculo esquelético as lesoes inflamatorias
foram bem menos extensas no grupo que recebeu
etanol, apesar dos fendmenos degenerativos mais
intensos e da maior freqiiléncia de parasitemia patente
neste grupo. E possivel que varios mecanismos pos-
sam ter contribuido para a menor extenséo das lesdes
inflamatérias no musculo esquelético, entre os quais
(a) redugdo da resposta imunitaria celular, a qual
parece importante na patogénese das lesoes inflama-
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torias na tripanosomiase cruzi; (b) possiveis efeitos
antiinflamatérios do etanol ao reduzir a capacidade
migratoria de fagocitos, especialmente, dos polimor-
fonucleares!0 18 podendo também interferir na agao
de alguns mediadores da inflamacao’; (c) alterag@o
nas plaquetas, induzidas pelo etanol, o que explicaria a
reducdo das lesdes vasculares (arterite) muito menos
freqiilentes nos animais intoxicados como o etanol;
trombocitopenia e redugao da adesividade plaquetaria
tém sido descritas apos o uso do etanoll7 2223 ¢ nos
experimentos aqui relatados foi observado maior
tempo de sangramento, no momento de se avaliar a
parasitemia, nos animais cronicamente intoxicados
com o etanol.

SUMMARY

The effect of chronic ethy! alcohol intoxication
on the evolution of Trypanosoma cruzi infection in
mice was studied by two experimental procedures: (1)
mice after 60 days of infection with a myotropic strain
of T. cruzi were submitted to chronic alcoholic into-
xidation receiving a 7% ethanol solution as only
liguid source for six months; (2) mice chronically
intoxicated with ethanol during five months were
infected with the same strain of T. cruzi and were
Jollowed up for 45 days drinking the 7% alcoholic
solution. In comparison with the infected group, not
treated with ethanol, the infected mice that received
the ethanol showed: a) similar mortality in the two
experiments; (b) higher parasitemia in the acute
phase and more frequent blood parasites in the chro-
nic phase; (¢) myocarditis with less severe cellular
exudation but with increased fibrosis; (d) in the skele-
tal muscle, milder myositis and low frequency of arte-
ritis and hyaline thrombi.

Key-words: Alcoholism and Chagas’ disease.
Alcoholism. Trypanosoma cruzi.
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