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Avaliacbes parasitoldgicas, bioquimicas e histopatologicas de camundongos
inoculados por via oral com Trypanosoma cruzi Il e IV e tratados com
benzonidazol

RESUMO
O Trypanosoma cruzi, protozoario hemoflagelado agente etioldgico da doenca de Chagas (DC)
ou tripanossomiase americana, infecta ~8 milhGes de pessoas, principalmente na rea endémica
da América Latina. Atualmente, a via oral é a forma de transmissdo mais frequente, que pode
levar a uma infeccdo mais severa, afetando o figado de forma diferenciada. Além das alteracdes
observados no coracdo, principal alvo da infeccéo, lesdes hepaticas tém sido relacionadas a fase
aguda da infecgdo. Benzonidazol (BZ), Unico medicamento disponivel para o seu tratamento,
alem da baixa eficacia na fase crénica da infeccdo, tem potencial para induzir toxicidade
hepatica. A dosagem sérica das enzimas hepaticas e a avaliacdo do estresse oxidativo fornecem
indicadores sensiveis de lesdo e, em alguns casos, podem ser utilizados para monitorar o
tratamento e a progressdao da doenca. Neste contexto, esse trabalho objetivou avaliar as
alteracdes parasitologicas, bioquimicas e histopatologicas em camundongos inoculados por via
oral (VO) com T. cruzi Il e IV e tratados com BZ durante a fase aguda da infec¢édo. Para isto,
camundongos swiss foram inoculados por VO e via intraperitoneal (IP) com
2x108 tripomastigotas metaciclicos de cultura das cepas Y (Tcll, macrofagotropica) e AM14
(TclV, ndo macrofagotropica) de T. cruzi. O tratamento consistiu na administracéo oral de 100
mg/kg/dia de BZ, a partir do 5° dia de infec¢éo (d.i.), por 20 dias consecutivos. A parasitemia
foi avaliada diariamente através do exame de sangue a fresco (ESF) e a carga parasitaria
determinada pela qPCR. Foram obtidos parametros plasmaticos de dano hepatico, dosagem das
enzimas aspartato aminotrasferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina
(ALP) e de estresse oxidativo (EO) do figado, parametros histopatolégicos (HE), processo
inflamatério, parasitismo e tropismo tecidual. Os niveis de parasitemia foram
significativamente mais elevados nos animais infectados com a cepa Y. A analise dos
parametros parasitologicos derivados da curva de parasitemia mostrou que 0S animais
infectados com a cepa Y por VO apresentaram apenas 1/6 parametros com valores maiores que
nos animais infectados via IP, indicando maior viruléncia da infeccdo por essa via. Nos
camundongos infectados com a cepa AM14, a via IP também se mostrou mais virulenta, onde
dois parametros foram significativamente maiores. A dosagem das enzimas hepaticas AST,
ALT e ALP mostrou que os seus niveis, independentemente da via de inoculacéo, foram mais

elevadas na infeccdo pela cepa Y em relacdo a cepa AM14. O tratamento com BZ dos animais



controles ndo infectados causou aumento da atividade das enzimas AST e ALT mostrando que
a droga sozinha pode afetar o figado, isso também foi confirmado pelo aumento do EO no érgéo
destes animais demonstrado pelo aumento dos grupos carbonila das proteinas. Podemos
concluir que as infecgbes dos camundongos por via IP com as cepas Y e AM14 foram mais
virulentas do que as infec¢des adquiridas por VO. Comparando as cepas vimos que na VO nédo
houveram diferengas significativas, mas na infeccdo por via IP, a cepa Y se mostrou mais
virulenta. As infeccGes com as cepas Y e AM14 de T. cruzi pelas vias oral e IP causaram mais
danos hepéticos que o tratamento etioldgico. Entretanto, o tratamento com BZ promoveu
reducdo dos parametros de EO na cepa Y, propiciando beneficios aos animais tratados.

Palavras-chaves: Trypanosoma cruzi, doenca de Chagas oral, benzonidazol, qPCR,

aminotransferases, estresse oxidativo.



Parasitological, biochemical and histopathological evaluations of mice orally
inoculated with Trypanosoma cruzi Il and IV and treated with benznidazole

ABSTRACT
Trypanosoma cruzi, a protozoan hemoflagellate etiologic agent of Chagas disease (CD) or
American trypanosomiasis, infects ~ 8 million people, mainly in the endemic area of Latin
America. Currently, the oral route is the most frequent form of transmission, which can lead to
a more severe infection, affecting the liver in a differentiated way. In addition to the changes
observed in the heart, the main target of infection, liver lesions have been related to the acute
phase of infection. Benznidazole (BZ), the only drug available for its treatment, besides the low
efficacy in the chronic phase of the infection, has the potential to induce hepatic toxicity. Serum
hepatic enzyme dosage and oxidative stress assessment provide sensitive indicators of injury
and in some cases can be used to monitor treatment and progression of the disease. In this
context, this work aimed to evaluate the parasitological and biochemical changes in mice
inoculated orally (OR) with T. cruzi Il and 1V and treated with BZ during the acute phase of
infection. For this, swiss mice were inoculated by OR and intraperitoneal (1P) routes with 2x10°
culture derived metacyclic trypomastigotes of T. cruzi Y (Tcll, macrophagotropic) and AM14
(TclV, not macrophagotropic) strains. The treatment consisted of oral administration of 100
mg/kg/day of BZ, from the 5th day of infection (d.i.), for 20 consecutive days. Parasitemia was
evaluated daily through the fresh blood examination (FBE) and the parasitic load determined
by gPCR. Were evaluated plasma parameters of liver damage, aspartate aminotransferase
(AST), alanine aminotransferase (ALT) and alkaline phosphatase (ALP) and oxidative stress
(OE) in the liver. The levels of parasitemia were significantly higher in the animals infected
with the Y strain. The analysis of the parasitological parameters derived from the parasitemia
curve showed that the animals infected with the Y strain by OR presented only 1/6 parameters
with higher values than in the infected animals via IP, indicating a greater virulence of the
infection by this route. In the mice infected with the AM14 strain, the IP route was also more
virulent, where two parameters were significantly higher. Dosage of the AST, ALT and ALP
liver enzymes showed that their levels, regardless of route of inoculation, were higher in Y
strain infection than AM14 strain. BZ treatment of uninfected control animals caused increased
activity of AST and ALT enzymes showing that the drug alone affects the liver. This was also
confirmed by the increased OE of the liver of these animals demonstrated by the increase in the
carbonyl groups of the proteins. We can conclude that the infection of the mice by IP route with

the strains Y and AM14 was more virulent than the infection acquired by OR. Comparing the



strains, we found that in the OR there were no differences, but in the IP infection, Y strain was
more virulent. Infections with Y and AM14 T. cruzi strains by oral and IP routes caused more
liver damage than the etiological treatment. However, the treatment with BZ promoted
reduction of the OE parameters in the Y strain, giving benefits to the treated animals.

Keywords: Trypanosoma cruzi, oral Chagas disease, benznidazole, gqPCR, aminotransferases,
oxidative stress.
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CAPITULO |

1. DOENCA DE CHAGAS

A doenca de Chagas (DC) ou tripanossomiase americana possui como agente etioldgico
0 Trypanosoma cruzi, um protozoario hemoflagelado pertencente a ordem Kinetoplastida e
familia Trypanosomatidae (CHAGAS, 1909). Atualmente, este parasito infecta
aproximadamente 8 milhGes de pessoas em todo o mundo, principalmente na América Latina
(Figura 1) (WHO, 2010; 2018). A presenga da DC em paises considerados ndo endémicos como
os Estados Unidos da América, Canada, paises da Europa e em alguns paises da Asia, € devido,
principalmente, a migracédo de latino-americanos para essas regides (WHO, 2018).

A DC ¢é considerada uma doenca tropical negligenciada com tratamento limitado,
auséncia de vacinas apropriadas, podendo causar consequéncias cronicas e irreversiveis aos
sistemas cardiaco, digestivo e nervoso. Estima-se que cerca de 70 milhGes de pessoas nas
Américas vivem em areas de exposicao e correm o risco de contrair a doenca, sendo considerada
um grande problema de saude publica (OPAS, 2018; WHO, 2018).

Global distribufion of cases of Chagas disease, based on official esfimates, 2006-2010

Estimated number of T. cruz! Infectsd casss

e <800 [ Nodata avallable
® o523 [ Mot appiicabie O

o @ =0000-539%9 /
. 2300 000

Figura 1. Distribuicdo mundial dos casos de infeccdo pelo Trypanosoma cruzi baseada em
estimativas oficiais (2006-2010).
Por se tratar de uma doenca endémica na América Latina, a prevaléncia da DC é maior

nesses paises onde a transmissdo de T. cruzi ocorre através da via vetorial, seja ela classica,
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apOs o repasto sanguineo dos triatomineos, ou pela ingestdo do vetor e/ou suas excretas,
triturados junto com alimentos (ALBUQUERQUE, 2017), sendo esse Ultimo atualmente o
principal mecanismo para a disseminagdo da doenca. Outras formas de transmissao,
consideradas como mecanismos secundarios (SILVEIRA & REZENDE, 1994), como infec¢bes
causadas por transfusdo de sangue, transmissdo congénita e transplante de 6rgaos, além da
exposicdo ocupacional (MAGALHAES-SANTOS, 2014), dependem do mecanismo primario.
A transmissdo oral embora acidental, é considerada responsavel pelos recentes surtos de DC,
sendo esta a principal forma de transmissdo atualmente em regifes reemergentes como a
Amazonia Ocidental brasileira (BARBOSA, 2006; SHIKANAI-YASUDA & CARVALHO,
2012).

Na ultima década, o Brasil registrou mais de 1000 casos de DC aguda, 73% deles
adquiridos por transmissao oral, particularmente no Estado do Para, onde foi relatado 89% dos
casos. Mesmo em menor proporcao, foram registrados casos de transmissao vetorial (8,9%),
com um aumento de 2,5% em relacdo ao periodo avaliado anteriormente. Esse fato deve ser
analisado de forma critica uma vez que mesmo apds avangos relacionados ao controle de
transmissdo vetorial, atualmente ainda permanece o risco relacionado a essa forma de

transmissé@o devido aos vetores nativos (BRASIL, 2019).

2. CICLO EVOLUTIVO DO Trypanosoma cruzi

O ciclo de vida do T. cruzi envolve formas proliferativas e formas diferenciadas com
capacidade infectante que se alternam entre hospedeiros invertebrados (triatomineos) e
vertebrados, mamiferos incluindo os humanos (CHAGAS, 1909).

Nos hospedeiros invertebrados sdo encontradas trés formas evolutivas: esferomastigotas
ou formas de transicdo; epimastigotas (EP) que sdo proliferativas; e tripomastigotas
metaciclicas (TM) que sdo eliminadas junto as fezes e urina do vetor, durante ou ap0s o repasto
sanguineo e penetram através da mucosa integra ou solucdo de continuidade da pele causada
pela picada. Da corrente sanguinea do hospedeiro vertebrado, os TM chegam ao interior das
células onde se transformam em amastigotas (AMA) entdo se multiplicam por divisdo binaria
simples e, apds proliferacao, se diferenciam em tripomastigotas sanguineos (TS). A célula entdo
se rompe e 0s TS caem na circulacdo sanguinea, onde podem atingir novas células e tecidos ou
serem ingeridos por triatomineos durante o hematofagismo completando seu ciclo natural
(Figura 2) (ARGOLO et al., 2008; BRENER, 1973; BRENER & ANDRADE, 1979).
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CICLO DO Trypanosoma cruzi CICLO DO Trypanosoma cruzi EM
EM TRIATOMINEOS HUMANOS E OUTROS MAMIFEROS

~ — L0 -
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Ciclo de transmissao do 7nypanosoma cruzi (simplificado). Infografico: Venicio Ribeiro, ICICT/Fiocruz.

Figura 2. Ciclo biologico de Trypanosoma cruzi no hospedeiro invertebrado (triatomineo) e
vertebrado (mamiferos, incluindo o homem). Fonte: Infogréafico: VENICIO RIBEIRO,
ICICT/Fiocruz.

3. MANIFESTAGOES CLINICAS
O periodo de incubacdo da DC pode variar de acordo com a via de infeccéo, sendo de
4-15 dias na transmissdo vetorial classica e de 3-22 dias na transmissdo por via oral
(SHIKANAI-YASUDA & CARVALHO, 2012). A DC apresenta duas fases clinicas, a fase
aguda onde sdo encontrados um elevado nimero de parasitos na circulacéo sanguinea e tecidos,

e a fase crénica na qual o parasitismo € baixo (HIGUCHI et al., 2003).

A fase aguda inicia-se quando o T. cruzi invade o organismo do hospedeiro vertebrado,
suas formas sanguineas se distribuem por diferentes tecidos e 6rgaos e invadem novas células
do sistema mononuclear fagocitario onde se transformam em AMA (MARIN-NETO et al.,
2007). Os pacientes na fase aguda apresentam alta parasitemia, e podem apresentar, além de
febre prolongada, dores musculares e nas articulacdes, sonoléncia, diarreia, linfademomegalia,
hepatoesplenomegalia, edema subcutéaneo, distarbios respiratérios, cianose e coma (RASSI-JR
et al., 2010). Quando a infec¢do ocorre por meio do inseto vetor, observa-se edema apds 7-14
dias e também uma reacdo inflamatoria local, conhecida como Chagoma de inoculagdo ou sinal
de Romafia (edema bipalpebral unilateral), quando ocorre a penetracdo do parasito através da

mucosa ocular. Outro sintoma importante da fase aguda é a miocardite provocada pelo
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parasitismo intenso das fibras do miocardio (REY, 2011; TORRES, 1941) que, juntamente com

a meningoencefalite, pode levar o individuo a morte.

A evolucéo da fase aguda para a cronica pode variar de acordo com a cepa de T. cruzi e
também a resisténcia do hospedeiro. Assim, a doenca torna-se assintomatica e latente por até
20 anos apds a infeccdo, evoluindo ou ndo para a fase crbnica sintomatica (RIBEIRO &
ROCHA, 1998). Na fase cronica, até dois tercos dos individuos sdo assintomaticos,
apresentando a forma indeterminada, caracterizada por baixa parasitemia e pela positividade de
anticorpos contra o T. cruzi. Nos pacientes sintomaticos, mais de 90% apresentam
manifestacdes cardiacas e os demais apresentam a sindrome dos megas (megaesdfago e
megacolon). A cardiomiopatia chagasica cronica € uma das alteracfes mais importantes da DC
e a principal causa de morte nos pacientes (HIGUCHI et al., 2003).

4. TRATAMENTO ETIOLOGICO
O estudo de compostos para o tratamento da DC teve inicio na década de 50, mas
somente a partir da década de 60 foram descobertos e comercializados dois farmacos efetivos
no tratamento dessa patologia: os nitroderivados nifurtimox (NF) e benzonidazol (BZ) (TIMM,
2014).

NF e BZ apresentam cura parasitoldgica de até 80% em pacientes na fase aguda,
contudo, esses farmacos apresentam alta toxidade e ndo garantem a cura ap6s dispersdo do
parasito em Orgdos e tecidos dos hospedeiros vertebrados (RASSI-JR et al., 2010). No entanto
em consequéncia das diferencas na suscetibilidade ao farmaco entre diferentes cepas de T. cruzi,
a sua eficacia pode variar (COURA et al., 1997). Atualmente o NF ndo é mais comercializado
no Brasil devido a alta toxicidade e efeitos colaterais como reacdes de hipersensibilidade,
anorexia, vomitos, polineurite e depressédo da producéo de células pela medula 6ssea (URBINA,
2003), tornando o BZ a Ginica droga de escolha para o tratamento dos pacientes (MUNOZ et al.,
2011).

O BZ é um farmaco nitroheterociclico que atua por meio da formacéo de radicais livres
e/ou metabdlitos nucleofilicos pela reducdo do grupo nitro. Essa droga atua sobre as formas
sanguineas que estdo presentes no meio extracelular (DOCAMPO & MORENO, 1984,
URBINA & DOCAMPO, 2003). Entretanto, esses radicais também sdo capazes de interagir
com biomoléculas celulares causando a oxidacdo de lipidios, proteinas e &cidos nucléicos,
resultando em lesdo ou morte de células do hospedeiro. Todavia, a relagao risco beneficio ainda

se mostra favoravel no tratamento da fase aguda da DC, visto que estudos clinicos tem
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demonstrado efetividade aceitdvel do BZ em reduzir a parasitemia sanguinea, o parasitismo
tecidual e as lesdes em 6rgéos alvo, mesmo em casos onde a cura ndo é alcancada (CANCADO,
2002; MUNOZ et al., 2011).

5. VARIABILIDADE GENETICA DO T. cruzi

O Trypanosoma cruzi apresenta populagdes amplamente heterogénias, tanto do ponto
de vista bioldgico quanto do ponto de vista genético (ZINGALES et al, 2009). Acredita-se que
a reproducdo predominantemente clonal seja responsavel pela ampla variabilidade
intraespecifica observada em T. cruzi, levando-o a evoluir de forma independente em areas
geograficas isoladas, acumular mutacfes e a adquirir caracteristicas genéticas préprias
(TIBAYRENC & AYALA, 1988; 2002). Também podem ocorrer eventos de hibridizagéo ou
de troca genética, contribuindo para a diversidade observada nas populaces do parasito
(CARRASCO et al., 1996; FREITAS et al., 2006).

A variabilidade genética entre as diferentes cepas de T. cruzi foi, ao longo dos anos,
classificada de acordo diferentes abordagens e receberam designacdes distintas, incluindo, os
zimodemas (ROMANHA et al., 1979; MILES et al., 1981), biodemas (ANDRADE, 1974;
ANDRADE & MAGALHAES, 1997), clonets (TIBAYRENC & AYALA, 1991), linhagens
genéticas (SOUTO et al. 1996) e, mais recentemente, unidades de tipagens distintas (discrete
typing units-DTU) (TIBAYRENC, 1998; ZINGALES et al., 2009), a fim de caracterizar sua

estrutura populacional.

Em 2009, ap6s o Consenso em doenca de Chagas, com o intuito de padronizar e facilitar
a nomenclatura das linhagens genéticas de T. cruzi, passaram a ser classificadas dentro de seis
DTU, de Tcl a TcVI (Tabela 1) (ZINGALES et al., 2009). Recentemente foi descrita uma
sétima DTU, o TcBat isolada de morcegos que também é capaz de infectar humanos
(ZINGALES et al., 2012).

Tcl apresenta ampla distribuicdo geografica, sendo isolada desde o Sul dos Estados
Unidos até a Argentina. Essa DTU é a mais frequentemente isolada do ciclo de transmisséo
silvestre do parasito (MARCILI et al., 2009). Ja Tcll é a principal linhagem genética isolada do
sangue de pacientes do Cone Sul da América do Sul e esta relacionada ao ciclo doméstico de
transmissdo. Essa DTU esté associada principalmente a manifestagcdes cardiacas, podendo estar

presente no megaesdfago e/ou megacdlon, concomitantemente (ZINGALES et al., 2012).

Tclll estd principalmente associada ao ciclo silvestre no Brasil e paises vizinhos, e

infeccbes humanas documentadas séo raras. Assim como a Tclll, a DTU TclV esté associada
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ao ciclo de transmissdo silvestre e é responsavel por surtos da DC aguda adquirida pela
transmissdo oral (MONTEIRO et al., 2013). As DTU TcV e TcVI sdo consideradas linhagens
hibridas, pouco isoladas do ambiente silvestre mas, encontradas geralmente em pacientes ao sul
da América do Sul (ZINGALES et al, 2012).

Tabela 1. Nomenclatura para as divisdes de Trypanosoma cruzi conforme o consenso de 2009.

DTU Abreviatura Equivaléncia

T.cruzi | Tcl T.cruzil2eDTU P

T. cruzi Il Tcll T.cruzi l12e DTU lIb®

T. cruzi I Tclll Z3/Z1 ASAT ¢, Z3-A 9 DTU lic’ e T. cruzi Il ¢
T. cruzi IV TclVv Z3¢ 73-B%eDTU lla

T. cruzi V TcV Z2 Boliviano ¢, DNA 1/2f, clonet 39 9 ¢ DTU Ild®
T. cruzi VI TeVi Z2 Paraguaio "e DTU lle®

a: Anonymous (1999); b: Brisse et al, (2000); c: Miles et al, (1981); d: Mendonca et al, (2002); e: Freitas et al,
(2006); f: Souto et al, (1996); g: Tibayrenc e Ayala (1988); h: Chapman et al, (1984). Adaptado de Zingales et al,
(2009). Algumas publicacdes tém sugerido uma subdivisdo da DTU Tcl em quatro subgrupos (la, b, ¢ e d) (Falla
et al, 2009).

6. PARASITISMO E TROPISMO TECIDUAL

A diversidade de alteragdes anatomopatoldgicas que o T. cruzi promove no hospedeiro
vertebrado pode estar associada as caracteristicas morfoldgicas da cepa, que podem apresentar
um tropismo tecidual diferenciado no hospedeiro vertebrado (BRENER, 1979).

A distribuicdo tecidual preferencial de diferentes cepas do parasito foram estudas por
Brener (1977), e Melo & Brener (1978) em camundongos inoculados com as cepas Y, Berenice
e ABC, e verificaram parasitismo preferencial para dois sistemas celulares distintos, o sistema
mononuclear fagocitario do baco, figado e medula 6ssea (cepas Y e Berenice), sendo essas
chamadas de “macrofagotropicas” e células musculares lisa, esquelética e cardiaca (cepas ABC
e Berenice), denominadas “miotrdpicas”.

A variacdo do tropismo tecidual também foi estudada por Andrade (1973) com 16 cepas
coletadas no Reconcavo Baiano, e observou-se que essas apresentavam tropismo para o
miocardio, figado e bagco. Nunes et al. (1992), em estudos experimentais em camundongos,

observaram intenso parasitismo hepatico coma cepa Y (Tcll) mas ndo com a cepa Colombiana
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(Tcl) de T. cruzi. Essas duas cepas analisadas apresentam caracteristicas morfométricas e
filogenéticas distintas.

A partir de analises histologicas de diferentes tecidos obtidos de hospedeiros na fase
aguda da DC, foi observado parasitismo tecidual em diferentes 6rgaos. No entanto, na fase
cronica, a lesdo tecidual ocorre em érgdos especificos, que geralmente apresentam processo
inflamatorio intenso e fibrose, sendo a presenca de parasitos escassa ou com pequenos ninhos
de amastigotas. Os diferentes graus de tropismo nos 6rgaos podem estar relacionados com a
heterogeneidade genética entre os isolados do parasito (TARLETON & ZHANG, 1999; VERA-
CRUZ et al., 2003).

7. ENZIMAS HEPATICAS

O figado tem funcdo importante no metabolismo corporal e é responsavel pelo
processamento de aminoacidos, carboidratos, lipidios e vitaminas. Desse modo, as doencas
hepéaticas tém consequéncias graves e o0 comprometimento da funcdo hepatica tem sido
relacionado com os sinais e sintomas da fase aguda da DC, em humanos e animais (LARANJA
et al., 1948).

A dosagem sérica das enzimas hepaticas fornece indicadores sensiveis de lesdo ou
proliferacdo celular. Essas alteracdes detectadas auxiliam no monitoramento do tratamento e na
progressao de doencas (FONSECA, 2006).

7.1. Aspartato aminotrasferase

A aspartato aminotransferase (AST) ou transaminase glutamico-oxalacética (TGO) é
uma enzima encontrada em grandes concentragdes no musculo cardiaco, no figado, musculos
esqueléticos e em menor concentracdo nos rins e pancreas (WILLIAMS et al., 1988). Nas
células hepaticas, a AST localiza-se no citoplasma (40%) e na mitocondria (60%). Por ser uma
enzima mitocondrial e citossolica, necessita de uma lesdo maior para ser liberada na corrente
sanguinea (PEREZ et al., 1996). Sempre que ocorrer uma lesdo ao nivel hepatocelular havera
uma grande liberacdo da enzima AST para a corrente sanguinea, elevando seus niveis séricos
(BERGMEYER et al., 1978).

Os niveis de AST podem estar aumentados em graus de leve a moderado, provavelmente
refletindo a necrose hepatica secundaria ao suprimento sanguineo inadequado do figado.
Também pode apresentar pequenos aumentos em enfermidades hemoliticas, distrofia muscular
progressiva e infecc¢do por parasitos (COHEN & KAPLAN, 1979).
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7.2. Alanina aminotransferase

A alanina aminotransferase (ALT) ou transaminase glutamico-piravica (TGP) é uma
enzima encontrada em maiores concentracdes no figado, rim e em pequenas quantidades no
coracdo e na musculatura esquelética. Sua origem é predominantemente citoplasmatica,
fazendo com que se eleve rapidamente apds a lesdo hepatica, tornando-se um marcador sensivel
da fungdo do figado (GELLA, 1994).

A ALT tem como principal caracteristica funcional ser um bom indicador de doencas
hepaticas agudas (doencas hepatocelulares, necrose hepética, obstrugdo biliar, intoxicagdo e
infeccBes parasitarias) (GONZALEZ e SILVA, 2006).

7.3. Fosfatase alcalina

A fosfatase alcalina (ALP) é uma enzima presente em praticamente todos os tecidos do
organismo, especialmente nas membranas das células dos tdbulos renais, trato intestinal e
figado. Niveis elevados de ALP podem ser encontrados em lesdes hepaticas ativas e infiltrativas
com niveis moderados de elevacdo (KRAMER & HOFFMANN, 1997). O aumento dessa
enzima € um importante indicativo de colestase hepatica. As doengas colestaticas incluem:
obstrucdo parcial dos ductos biliares, cirrose biliar primaria, colangite esclerosante e colestase
causada por drogas, demostrando a necessidade de dosar tal enzima (MINCIS & MINCIS,
2006).

8. ESTRESSE OXIDATIVO

Corresponde ao desequilibrio entre o sistema de defesa antioxidante e a geracao de
espécies reativas de oxigénio (EROs) ou de nitrogénio (ERNS). Esse desequilibrio resulta na
oxidacao de importantes biomoléculas (lipidios, proteinas, carboidratos e DNA). Substancias
oxidantes e antioxidantes sdo geradas em um cenario de reacGes de 6xido-reducdo, onde a
oxidacao implica em perda de elétrons e a reducdo em ganho. As espécies reativas, que sao
geradas tanto por sistemas enzimaticos como ndo enzimaticos, tém sido envolvidas ndo apenas
em grande namero de processos fisioldgicos, mas também nao fisiolégicos durante a iniciacao
e progressao de doengas (SANTOS et al., 2009).

O excesso de espécies reativas é combatido por antioxidantes produzidos pelo corpo ou
absorvidos da dieta. Os antioxidantes sdo substancias que, quando em baixas concentracfes
comparadas ao substrato oxidavel, regenera o substrato, ou previne a oxidacdo do mesmo
(HALLIWELL, 2000). Os antioxidantes que sdo produzidos pelo corpo sdo 0s enzimaticos

como a glutationa peroxidase, a catalase e a superdxido dismutase e 0s ndo enzimaticos como
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a glutationa. Além dos antioxidantes produzidos pelo corpo, o organismo utiliza os
provenientes da dieta como o a-tocoferol (vitamina E), B-caroteno (pro-vitamina A), &cido
ascorbico (vitamina C) e compostos fendlicos (FRANCISCO, 2011).

O estresse oxidativo (EO) ocorre quando a magnitude da producédo de espécies reativas
supera a capacidade antioxidante, o que resulta em oxidacdo de lipidios (lipoperoxidacao),
proteinas (carbonilacdo e/ou nitragdo), carboidratos (carbonilagdo) e DNA (oxidacao de bases
nitrogenadas) (FERREIRA et al., 2011). A lesdo desses importantes componentes celulares leva
a alteracdo da estrutura quimica, da fungdo e a morte celular (GUPTA et al., 2009).

O T. cruzi esta exposto a diferentes EROs geradas pelo metabolismo aerébico do
parasito, diante da resposta imune do hospedeiro e também, em alguns casos, as EROs sdo
liberadas por farmacos usados no tratamento de pacientes com DC (DOCAMPO, 1990;
TURRENS, 2004). Assim, durante o curso da infeccdo pelo T. cruzi pode ocorrer o EO,
resultante da destruicdo tecidual pelas secrecbes toxicas do parasito, pela resposta imune
citotoxica mediada por linfécitos T (MARTINS et al., 1998) ou por danos secundarios a
mitocéndria (CARDOSO et al., 1999).

Neste contexto, sdo necessarias investigagdes mais abrangentes com o intuito de
compreender as reacfes que o tratamento com BZ pode causar no hospedeiro e a influéncia da
via de inoculagdo no desfecho da infeccéo por diferentes cepas de T. cruzi em camundongos,

incluindo a infecciosidade, carga parasitaria, tropismo tecidual e comprometimento hepatico.

9. JUSTIFICATIVA

Estudos sobre a biologia de T. cruzi realizados por diferentes pesquisadores, incluindo
a nossa equipe, apontam para uma ampla diversidade comportamental, sendo ela influenciada
por diversos fatores do parasito como cepa ou linhagem genética e origem dos tripomastigotas
(formas infectantes), associados a outros fatores como via de inoculacdo, volume e
concentracdo do inoculo, os quais podem influenciar no curso da infecgcdo (DIAS et al., 2013).
Sua variabilidade genética pode também influenciar sua viruléncia, tropismo tecidual e
capacidade de dispersdo na natureza (MEZA et al. 2014; ABEGG et al. 2017). Trabalho
pioneiro de Andrade (1973) analisou diferentes cepas obtidas no Recéncavo Baiano, em area
endémica no Brasil, e mostrou que elas apresentavam tropismos para as células do miocardio,
figado e baco. No entanto, s6 € possivel visualizar células parasitadas (contento ninhos de
amastigotas) em diferentes Orgdos (coracdo, musculo esquelético e outros) pelos quais o
parasito apresenta tropismo, através de andlises histologicas (TARLETON & ZHANG, 1999).
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Nas infecgBes experimentais com T. cruzi, ha relatos de comprometimento hepatico e a
presenca de parasitos vidveis no figado de camundongos infectados (SARDINHA et al., 2006).
Tropismo tecidual diferenciado ja foi observado em camundongos inoculados por T. cruzi e as
cepas Y e Berenice 62 (ambas classificadas como Tcll) mostraram elevado tropismo pelo
figado e baco, além do coracdo (MELO & BRENER, 1978). Comparando a patogenicidade de
cepas TclV do Norte do Brasil (Amazonas) com cepas Tcll do Sul (Parand) para camundongos,
parasitismo de intensidade moderada foi observado no cérebro (cepa AM62, TclV) e coracdo
(BS48, Tcll) indicando tropismo preferencial de TclV para o sistema nervoso central e Tcll
para 0 miocéardio. Também foi possivel detectar parasitismo, porém de intensidade leve, pela
cepa TclV em todos os tecidos analisados (figado, musculo esquelético, musculo liso, baco,
parede abdominal e coragéo) e por Tcll no musculo cardiaco e esquelético (MEZA et al. 2014)
Tendo em vista a relevancia do figado como sitio de migracdo e controle do parasito, é
importante a avaliacdo da funcdo hepatica mediante dosagens laboratoriais do soro desses
animais.

Em infeccOes experimentais de camundongos pela via intraperitoneal (IP),
classicamente e majoritariamente a mais utilizada, a resposta ao tratamento etiolégico com BZ
pode variar de acordo com o genotipo clonal de T. cruzi (TOLEDO et al., 2003), bem como
com a DTU (TESTON et al., 2012; MONTEIRO et al., 2013; GRUENDLING et al., 2015),
aléem do tratamento com BZ induzir a um aumento do estresse oxidativo no parasito
(FRANCISCO, 2011).

Varios estudos tém demonstrado que parcela significativa de pacientes tratados com BZ,
apresentaram algum tipo de reacdo adversa durante o tratamento, sendo verificado prurido,
astenia, rash cutaneo e descamacao da pele, além de alteracGes hematoldgicas e enzimaticas
(PONTES et al., 2010). AlteracGes enzimaticas como 0 aumento nos niveis de aspartato
aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT), ja foram observadas em
camundongos BALBI/c, inoculados pela via oral com a cepa Tulahuén (TcVI) e ndo tratados
(ALBUQUERQUE et al., 2015). Estes autores verificaram ainda que quando a infeccao ocorre
por VO ou intragastrica, ela estimula uma resposta imune que pode levar a uma infeccdo mais
severa quando comparada com a via intraperitoneal (IP), afetando de forma mais intensa, alem
do coracdo, o figado do animal. Embora a via de inoculacao IP seja a mais utilizada em estudos
experimentais, a forma mais comum de aquisi¢do da infecg¢do pelo T. cruzi na natureza é através
da transmissdo oral. Estas alteraces enzimaticas também foram observadas em camundongos
Swiss inoculados pela via IP com a cepa Y (Tcll) e tratados com BZ por 20 dias (SARTINI,

2015). Portanto, diante do exposto, se faz necessario avaliar o real impacto da infeccdo oral e
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do tratamento com BZ, separadamente ou ao mesmo tempo, nas enzimas hepaticas de
camundongos infectados com T. cruzi.

S80 escassos 0s estudos sobre as dosagens enzimaticas e estresse oxidativo apds
tratamento da DC. Neste contexto, sdo necessarias investigacdes mais abrangentes com o intuito
de compreender as reacdes que o tratamento pode causar no hospedeiro, e a influéncia da via
de inoculacéo na evolucédo da infeccdo e na resposta ao tratamento de camundongos com cepas
de T. cruzi de diferentes DTU, incluindo a infecciosidade, carga parasitaria, tropismo tecidual

e comprometimento hepatico.

10. OBJETIVOS

10.1. Geral
Realizar avaliagcbes parasitologicas, bioquimicas (dosagem de enzimas hepéticas e
estresse oxidativo) e histopatoldégicas em camundongos inoculados por via oral e intraperitoneal
com T. cruzi Il (Tcll) e T. cruzi 1V (TclV) submetidos ao tratamento com BZ durante a fase

aguda da infecgéo.

10.2. Especificos

Comparar a evolucdo da parasitemia (exame de sangue a fresco) e a carga parasitaria
(gPCR) em camundongos inoculados por diferentes vias e DTU do parasito, tratados e nao
tratados com BZ.

Avaliar o dano hepatico destes animais através de parametros plasmaticos (dosagem das
enzimas AST, ALT e ALP) e de parametros de estresse oxidativo do figado.

Realizar avaliacbes histopatoldgicas desses animais, determinando a intensidade do
processo inflamatdrio, do parasitismo e o tropismo tecidual.

Avaliar a correlacdo entre tropismo tecidual das cepas e possiveis alteracGes

enzimaticas.
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CAPITULO 11

Artigo 1: “Alteracdes hepaticas em camundongos inoculados por via oral com Trypanosoma

cruzi Il e IV e tratados com benzonidazol”
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Destaques
e As infeccdes de camundongos pelas cepas Y (Tcll) e AM14 (TclV) de T. cruzi pelas
vias oral e intraperitoneal causaram mais danos hepéaticos que o tratamento etioldgico
com benzonidazol.
e O benzonidazol causa alteracdes hepaticas quando administrado em camundongos ndo
infectados, aumentando a atividade das enzimas AST e ALT.
e O tratamento com benzonidazol nos animais infectados pela via oral com a cepa Y

(Tcll) reverteu para 0s niveis normais as enzimas AST e ALT.
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e O tratamento com benzonidazol reduziu o estresse oxidativo nos camundongos

infectados com a cepa Y (Tcll), promovendo beneficios aos animais tratados.

Resumo

O Trypanosoma cruzi é o agente etiol6gico da doenca de Chagas (DC) ou tripanossomiase
americana, que consiste em um sério problema de satde publica, principalmente na América
Latina. O miocardio € o principal alvo do parasito, entretanto, lesées no figado também tém
sido relacionadas a fase aguda da infeccdo. A infeccdo pela via oral, através da ingestdo de
alimentos contaminados, tem sido a forma de transmissdo mais frequente, levando a uma
doenca mais severa. O benzonidazol (BZ), utilizado no tratamento da DC, apresenta reagdes
adversas importantes, com potencial de induzir toxicidade hepatica. O objetivo deste estudo foi
avaliar o impacto de infecgéo por via oral (VO) e do tratamento com BZ, separadamente e ao
mesmo tempo, sobre as alteracdes hepaticas de camundongos inoculados com T. cruzi Il e V.
Para isto, grupos de camundongos swiss foram inoculados por via oral (VO) e por via
intraperitoneal (IP) com 2x10° tripomastigotas metaciclicos de cultura das cepas Y (Tcll) e
AM14 (TclV) de T. cruzi. O tratamento com BZ 100 mg/Kg/dia foi realizado a partir do 5° dia
de infeccéo, por 20 dias consecutivos. Para se confirmar a infeccéo e os efeitos do tratamento,
os animas foram submetidos ao exame de sangue a fresco (ESF), gPCR qualitativa e
guantitativa em sangue e avalia¢6es bioquimicas (dosagens enzimaticas e estresse oxidativo).
A andlise dos parametros parasitoldgicos derivados da curva de parasitemia mostrou que 0s
animais infectados com a cepa Y por VO apresentaram maior valor apenas 1/6 parametros que
nos animais IP, indicando maior viruléncia da infeccdo por esta Gltima. Naqueles infectados
com a cepa AM14, 2/6 parametros foram significativamente maiores, indicando maior
viruléncia da via IP também com esta cepa. A dosagem das enzimas hepaticas mostrou que 0s
niveis de aspartato aminotrasferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina
(ALP), independentemente da via de inoculacdo, estavam mais elevados na infeccao pela cepa
Y em relacdo a cepa AM14. O tratamento com BZ dos animais controles ndo infectados causou
aumento da atividade das enzimas AST e ALT mostrando que a droga sozinha afeta o figado.
O que também também foi confirmado pelo aumento do estresse oxidativo (EO) do figado
destes animais, demonstrado pelo aumento dos grupos carbonila das proteinas. Podemos
concluir que as infec¢gdes de camundongos pela via IP com as cepas Y (Tcll) e AM14 (TclV)
foram mais virulentas do que as infec¢des adquiridas por VO. Comparando as cepas, vimos que
na VO ndo houveram diferengas significativas, mas na infeccdo por via IP, a cepa Y se mostrou

mais virulenta. As infecgOes pelas cepas Y (Tcll) e AM14 (TclV) de T. cruzi pelas vias oral e
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IP causaram mais danos hepaticos que o tratamento etiolégico. Entretanto, o tratamento com

BZ reduziu os parametros de EO para a cepa Y, promovendo beneficios aos animais tratados.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, doenca de Chagas oral, benzonidazol, gPCR,

aminotransferases, estresse oxidativo.
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1. Introdugéo

O Trypanosoma cruzi é um protozoario hemoflagelado pertencente a ordem
Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae, agente etioldégico da doenca de Chagas (DC) ou
tripanossomiase americana [1]. Atualmente, este parasito infecta aproximadamente 8 milhGes
de pessoas em todo 0 mundo, principalmente em paises da América Latina [2]. A prevaléncia
da DC é maior nos paises onde a transmisséo de T. cruzi ocorre atraves da via vetorial, seja ela
classica ap0s o repasto sanguineo dos triatomineos, ou pela ingestdo do vetor e/ou suas fezes
trituradas em alimentos [3]. A transmissdo oral embora acidental, emergiu como a principal
forma de transmissdo da DC no Brasil, sendo responsavel por 73% dos novos casos [4]. A
maioria (95 a 98%) dos pacientes na fase aguda da DC é assintomatica [5]. No entanto, podem
ocorrer miocardite e meningoencefalite, que levam a morte, principalmente de criangas. Além
de febre, linfoadenopatia e hepatoesplenomegalia. Durante a fase crénica, 50-70% dos
infectados sdo assintomaticos (forma indeterminada), 25 - 30% dos pacientes apresentam a
forma cardiaca e 12 a 15% manifestacdes digestivas [6].

O T. cruzi apresenta populacdes amplamente heterogénicas, composta por uma
variedade de cepas que circulam nos ciclos doméstico e silvestre entre insetos vetores, seres
humanos e reservatdrios animais [7,8]. As linhagens genéticas do parasito sdo classificadas
dentro de seis unidades de tipagens distintas (DTU), de Tcl a TcVI [9]. Recentemente foi
descrita a sétima DTU, o TcBat isolada de morcegos que também é capaz de infectar humanos.
Estas DTU podem apresentar distribuicdo geografica diferente e estar associadas a aspectos
clinico-epidemioldgicos distintos. Tcll, por exemplo, € frequentemente isolada do sangue de
pacientes crénicos e esta associada ao ciclo doméstico de transmissao nos paises do Cone Sul
da América do Sul, onde predominam manifestacGes cardiacas da doenca, mas tambem
digestivas. J& TclV esta associada ao ciclo de transmissdo silvestre e causa surtos agudos de
doenca de Chagas oral na Regido Amazonica, onde a forma digestiva € rara ou ausente [10,11].

A via de transmissdo oral (VO) é, provavelmente, a estratégia mais antiga para a
dispersdo de T. cruzi entre os mamiferos. Entretanto, a via de inoculacdo intraperitoneal (IP) é
a mais utilizada na infeccdo experimental, principalmente de camundongos. Entre os fatores
relacionados ao parasito que podem influenciar na evolucdo da infeccdo experimental se
encontram a origem dos tripomastigotas (formas infectantes), a via de inoculacdo, volume e
concentracdo do inoculo, a DTU do parasito, dentre outros [12]. As cepas de T. cruzi podem
apresentar tropismo tecidual diferenciado sendo classificadas como miotrépicas, parasitando
preferencialmente tecidos muscular ou, macrofagotropicas quando parasitam 6rgéos linfoides

[13]. O que é o caso das cepas Y e Berenice 62 de T. cruzi que, além do miocéardio, causaram
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intenso parasitismo tecidual no figado e baco de camundongos albinos inoculados pela via IP
com 100.000 tripomastigotas sanguineos (TS).

Por outro lado, foi verificado que durante a fase aguda da infeccdo experimental de
camundongos BALB/c com 1.000 TS da cepa Y de T. cruzi (via de inoculagdo ndo descrita),
embora formas amastigotas tenham sido raramente encontradas no figado, a inflamagéo foi
comumente observada, indicando que este érgdo € também afetado [14]. O parasito esta exposto
a espécies reativas ao oxigénio tanto geradas pelo seu metabolismo aerdbico, frente a resposta
imune do hospedeiro, quanto liberadas por farmacos utilizados no tratamento da DC [15].
Assim, a infeccdo pelo T. cruzi pode cursar com estresse oxidativo (EO) tecidual, que associado
as secrecOes tOxicas dos parasitos e a resposta imune citotoxica, pode contribuir para a
destruicéo tecidual [16, 17].

No tratamento etiolégico da DC, é utilizado o benzonidazol (BZ), derivado
nitroheterociclico que apresenta baixa eficacia durante a fase cronica e reacfes adversas
importantes, além de alteracbes das enzimas hepaticas [18]. Ja foi demonstrado,
experimentalmente in vivo, que a resposta ao tratamento com BZ pode variar de acordo com o
genotipo de T. cruzi [19, 20] bem como com sua DTU [11, 21, 22]. Além de alterar os niveis
de aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT), o tratamento com BZ
de camundongos inoculados por via IP com inoculo tdo baixo quanto 500 TS, também induz
um aumento do EO [23]. No sangue de camundongos BALB/c inoculados por VO com a cepa
Tulahuén (TcVI), mas ndo submetidos ao tratamento com BZ, foi observado aumento das
enzimas AST e ALT [24]. Estes autores verificaram ainda que na infeccdo por VO ou
intragastrica, a resposta imune estimulada pode levar a uma infeccdo mais severa em
comparacdo com a via IP, afetando o coracdo e, de forma mais intensa, o figado do animal.

Diante do exposto, nosso objetivo foi investigar o impacto da via de inoculacédo (VO e
IP) e do tratamento com BZ nas alteracdes parasitologicas e bioquimicas de camundongos
inoculados com T. cruzi Il (cepa Y, macrofagotropica) e IV (cepa AMI14, ndo

macrofagotropica) durante a fase aguda da infec¢éo.

2. Materiais e métodos
2.1. Aspectos éticos
O uso, manutencéo e cuidados com os camundongos seguiram as diretrizes do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e a pesquisa foi aprovada pelo
Comité de Conduta Etica no Uso de Animais em Experimentacio (CEUA) da UEM (parecer

naimero 9659251017/2017). Os animais eram mantidos em gaiolas de polietileno (dimens6es
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de 20x32x21 cm) em estantes microambientadas (AL20 - Alesco®) com &gua e racao ad libitum
e ciclo de claro e escuro (12/12h). Para a coleta dos 6rgdos (coracéo, figado e baco) os animais
foram submetidos a eutandsia por aprofundamento anestésico com administracdo
intraperitoneal de ketamina (Fagra®, Rhobipharma, Brasil) (50 mg/kg) associado a xilazina
(Anasedan, CEVA, Brasil) (10 mg/kg).

2.2. Cepas de T. cruzi

Foram utilizadas duas cepas de T. cruzi que apresentam propriedades biologicas
distintas, principalmente em relacdo ao tropismo tecidual e linhagem genética. A cepa Y
apresenta tropismo por 6rgaos linféides parasitando, preferencialmente, figado e baco, além do
coracao [13] e foi genotipada como Tcll [9]. Esta cepa, altamente virulenta para camundongo
albino, foi considerada parcialmente resistente a droga (BZ e nifurtimox) em animais
inoculados por via IP com formas TS [25, 26] e resistente ao BZ em camundongos inoculados
por VO com 2x10° tripomastigotas metaciclicos de cultura (TMC)/animal [27]. A cepa AM14,
proveniente de paciente em fase aguda de um surto de doenca de Chagas oral no Amazonas, foi
classificada como TclV [11]. Seu tropismo tecidual ndo foi estabelecido, uma vez que nos
camundongos inoculados, ndao foram detectadas amastigotas nos 0rgdos examinados.
Entretanto, em 3/10 cepas TclV avaliadas, incluindo a AM14, parasitismo tecidual foi
observado principalmente no coracéo e cérebro [22, 28]. A cepa AM14, considerada de baixa
viruléncia para camundongo [22, 29], foi resistente ao BZ na infeccdo com inoculo de 2 x10°
TMC/animal, tanto por via IP quanto na por VO [30]. Ambas as cepas se encontram
criopreservadas em nitrogénio liquido na Colecdo de Tripanosomatideos do Laboratorio de

doenca de Chagas da Universidade Estadual de Maringa (UEM).

2.3. Inoculacéo dos animais
Foram utilizados 60 camundongos swiss, machos, de 21 e 28 dias, provenientes do
Biotério Central da UEM. Vinte animais foram inoculados por VO e 20 por via IP, com 2x10°
TMC em 1,0 mL de meio LIT, com cada uma das cepas [12]. Os animais VO eram deixados
em jejum por cerca de 12h antes de serem inoculados. Os 20 animais restantes, ndo foram

inoculados e serviram como controles ndo infectados.

2.4. Grupos experimentais
Os animais foram distribuidos em seis subgrupos de 10 animais cada, como a seguir: 1)

Controle ndo infectado e ndo tratado (CNI); 2) Controle néo infectado e tratado (NI+BZ); 3)
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Infectado por VO e ndo tratado (VONT); 4) Infectado por VO e tratado (VO+BZ); 5) Infectado
por via IP e ndo tratado (IPNT); e 6) Infectado por via IP e tratado (IP+BZ).

2.5. Tratamento etioldgico
O tratamento etioldégico ou especifico consistiu na administracdo da dose de 100
mg/kg/dia de BZ (LAFEPE®, Pernambuco, Brasil) por gavagem, durante 20 dias consecutivos,
iniciando-se o tratamento no 5° dia de infeccdo (d.i.). Todos os grupos infectados, ~ 48h ap6s
0 término do tratamento com BZ, foram submetidos a imunossupressdo com ciclofosfamida
(Cy, Genuxal, Baxter, Brasil) na dose de 50 mg/kg/dia, por 4 dias consecutivos na primeira

semana e por 3 dias alternados nas duas semanas seguintes [31].

2.6. AvaliacOes parasitologicas

2.6.1. Exame de sangue a fresco (ESF): Este teste foi realizado em todos os animais
inoculados antes, durante e ap0s o tratamento com BZ para se confirmar a infeccéo e tracar a
curva de parasitemia. Esta foi avaliada diariamente a partir do 3° d.i. até a negativacdo por 3
dias consecutivos [32]. A parasitemia tambeém foi avaliada, em dias alternados, durante e apds
a administracdo do agente imunossupressor (Cy) para se verificar a reativacdo da infeccao,
caracterizada pela volta da parasitemia patente e aumento da mortalidade. A partir de curva de
parasitemia média, foram obtidos os seguintes parametros: periodo pré-patente (PPP), primeiro
dia que o ESF positivo foi detectado; periodo patente médio (PP), média dos periodos em que
cada animal teve a parasitemia detectada pelo ESF; pico maximo de parasitemia (Pmax), média
obtida a partir do pico de parasitemia detectada para cada animal; e dia do pico maximo
(Dpmax), média dos dias em que cada animal teve a o pico de parasitemia detectada. Com o0s

resultados deste teste foi obtido a porcentagem de animais com o ESF positivo (ESF+).

2.6.2. Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR): A gPCR foi realizada
para deteccdo de DNA de T. cruzi e quantificacdo da carga parasitaria sanguinea. O DNA foi
extraido pelo método fenol/cloroférmio, como descrito por Caldas et al. [33] e modificado por
Gruendling et al. [22]. O DNA obtido foi analisado através do kit QuantiNova SYBR Green
PCR (Quiagen) com 100 ng de DNA genomico total, utilizando os iniciadores TCZ-F (5* —
GCTCTTGCCCACAMGGGTGC-3")e TCZ-R (5 -CCAAGCAGCGGATAGTTCAGG-3’)
[32]. As amostras foram amplificadas em LightCycler® 480 mediante desnaturacdo a 95 °C

durante 2 minutos, 35 ciclos de amplificagdo a 95 °C durante 15 segundos, e 60 °C durante 10
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segundos. Para monitorar os dimeros de iniciadores ou a formacao de produtos ndo especificos,
foi realizada a analise da curva de fusdo de 65 °C a 97 °C ao final de cada ensaio.

Foi estabelecida uma curva padréo usando DNA purificado de T. cruzi; diluigdes em
série variando de 100 a 0,001 ng de DNA, foram adicionadas nos po¢os da placa de reagdo em
triplicata. A curva padréo foi gerada pelo software LightCycler® 96 e utilizada para calcular a
relacdo parasita equivalente em cada amostra. Os parasitas equivalentes foram baseados na
quantidade de DNA por celula epimastigota, onde foram considerados 200 fg / parasita [34].
Com esses resultados obteve-se a percentagem de camundongos com gPCR positiva (%gPCR+)
e a média da carga parasitaria (CP) para cada grupo experimental.

2.6.3. Infecciosidade e taxa de sobrevivéncia: Os animais que apresentaram ESF e/ou
gPCR positivos foram considerados infectados. A taxa de infecciosidade foi obtida pela razéo
entre 0 numero de animais inoculados e 0 numero de animais infectados vezes 100. As mortes
foram registradas ao longo dos experimentos e as taxas de sobrevivéncia dos diferentes grupos

foram comparadas utilizando-se o grafico da Kaplan-Meyer.

2.7. AvaliacGes bioquimicas
Foram a avaliados os seguintes parametros plasmaticos de dano hepatico: dosagens das
enzimas aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotrasferase (ALT) e fosfatase alcalina
(ALP); e parametros de estresse oxidativo (EO): dosagem de glutationa reduzida (GSH),

catalase e grupamentos carbonila de proteinas.

2.7.1. Dosagem das enzimas hepaticas plasmaticas: As enzimas AST, ALT e ALP foram
dosadas em plasma sanguineo por espectrofotometria (espectrofotometro Hitachi U-3000) com
kits comerciais da Gold Analisa Diagnostica Ltda (Belo Horizonte, MG, Brasil). O sangue dos
animais foi coletado por puncéo cardiaca, 48h apos o final do tratamento com BZ e 48h apds o
término da imunossupressdo, utilizando-se anticoagulante (heparina sodica), e centrifugado a
1.500 rpm durante 20 minutos para a separacdo do plasma. Posteriormente, as amostras de

plasma foram transferidas para microtubos eppendorf e congeladas a -4 °C, até o uso.

2.7.2. EO hepatico: Apds a eutanasia (item 2.1.) o figado foi clampeado e mantido em
nitrogénio liquido. Para a preparagdo do homogenado do 6rgdo foi utilizado o homogenizador
de Van Potter-Elvehjem com 10 volumes de tampao fosfato de potassio 0,1 M (pH 7,4) em

banho de gelo e uma aliquota foi separada para uso como homogenado total. O homogenado
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restante foi centrifugado a 11.000 g por 15 minutos e o sobrenadante separado como uma fracéo
solivel do homogenado. A GSH foi medida espectrofluorimetricamente (excitagcdo a 350 nm e
emissdo a 420 nm) por meio do ensaio de o-ftaloaldeido como descrito anteriormente [35]. A
atividade da catalase foi estimada medindo a alteragdo na absorbéncia a 240 nm usando H20-
como substrato e os resultados foram calculados usando o coeficiente de extingdo molar (&) de
9,6x10° M1 « cm?. Os grupamentos carbonila das proteinas foram medidos por
espectrofotometria usando 2,4-dinitrofenilhidrazina [36] e seus niveis foram calculados usando
o coeficiente de extingdo molar (g) de 2,20x10* Mts cm™,

2.8. AvaliacGes histopatologicas

Foram avaliados 3-5 animais por grupo experimental para cada uma das cepas
estudadas. Os animais foram submetidos a eutanasia e tiveram o coracdo, figado e baco
coletados 48h ap6s o término da imunossupressao.

Fragmentos destes 6rgaos foram, primeiramente, fixados em formalina 10% e apds 24h
preservados em alcool 70%. Apds desidratacéo e diafanizacdo, os tecidos foram embebidos em
parafina. Posteriormente foram cortados em seccdes de 5 pum de espessura, separadas por
intervalos de 25 um e colocadas em laminas de microscopia (4 sec¢des por lamina) e entéo
coradas com hematoxilina-eosina (HE). As sec¢bes foram examinadas em microscopio optico
em objetiva de 40X.

Os parametros histopatoldgicos analisados incluiram: presenca e intensidade do
processo inflamatorio (PI) e da necrose tecidual (NT); presenca e auséncia de tecido conjuntivo,
hemorragia e congestdo do vaso sanguineo. A intensidade do Pl e da NT foi classificada como
ausente (-), leve (+) (1 foco/seccdo), moderado (++) (2-5 focos/sec¢do), intenso (+++) (>5
focos/seccdo). Outros parametros histopatoldgicos avaliados foram: presenca e intensidade do

parasitismo e tropismo tecidual.

2.9.Anélises estatisticas
A andlise estatistica dos parametros parasitoldgicos foi feita da seguinte forma: PPP,
PP, Pmax, Dpmax e CP, foram comparados com os testes ndo paramétricos de Mann-Whitney
ou Krust-Wallis (KW), utilizando-se o software Biostat, versdo 5.3 (Belém, Para, Brasil). Os
parametros, %ESF+, %gPCR+ e %INF, foram comparados pelo teste qui-quadrado (y%). Os
dados histopatologicos (Pl e PT) foram analisados com o teste de KW. Nas analises dos
parametros bioquimicos foram utilizadas a média e o erro padrdo. Na comparacdo da taxa de

sobrevivéncia foi utilizado grafico de Kaplan-Meyer do software GraphPad Prism 5.0.
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Comparacdes estatisticas foram realizadas entre as vias de inoculagéo (VO x IP), entre as cepas
(Y x AM14) e entre animais tratados com BZ e ndo tratados (BZ x NT).

3. Resultados

A %INF foi de 100% nos camundongos inoculados com ambas as cepas de T. cruzi,
tanto por via VO quanto por via IP (dados ndo mostrados). Ao longo de 30 dias de experimento,
0 tratamento com BZ evitou a letalidade dos animais tratados, e a taxa de sobrevivéncia dos
animais infectados com a cepa Y e néo tratados com BZ, tanto por VO quanto por via IP, foi
de 50%. Entretanto, as mortes dos animais inoculados pela via IP ocorreram mais precocemente
como pode ser visualizado no grafico de Kaplan-Meyer da figura 1. Para os infectados com a
cepa AM14 a taxa de sobrevivéncia foi de 100% para todos 0s grupos.

1004~ !
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Figura 1. Curvas de sobrevivéncia de camundongos infectados por via oral (VO) e por via
intraperitoneal (IP) comacepa Y (Tcll) de Trypanosoma cruzi, tratados com benzonidazol (100
mg/kg/dia, 20X) (BZ) e em controles ndo tratados (NT). Os grupos VO+BZ e IP+BZ se
apresentam sobrepostos no grafico.

3.1.Comparacdo dos parametros parasitologicos entre as duas vias de inoculacéo (VO x
IP)
As curvas de parasitemia média dos animais inoculados com as cepas Y e AM14, por
ambas as vias (VO e IP) sdo mostradas na figura 2. Os animais NT, inoculados com TMC da

cepa Y por VO, apresentaram niveis de parasitemia 3 vezes menores do que aqueles inoculados
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por via IP (Figura 2a). Os animais NT inoculados por VO com a cepa AM14 apresentaram nivel
de parasitemia de até 2,5 vezes superiores aos inoculados por via IP (Figura 2b).

Quanto aos sete parametros parasitologicos, derivados da curva de parasitemia (PPP,
PP, Pmax e Dpmax) ou ndo (%ESF+), e moleculares (%gPCR+ e CP), em animais NT,
observamos que, na infeccdo com a cepa Y houveram diferencas significativas em 3 deles
enquanto que na infeccdo com AM14, apenas em 2 parametros (Tabela 1 e figuras 2a e 2b).
Nos animais infectados com a cepa Y por VO apenas o PPP foi maior que nos animais IP,
indicando maior viruléncia da infeccdo por via IP nestes animais. Uma vez que quanto maior o
PPP, menor € a viruléncia da cepa. Naqueles infectados com a AM14, o PPP e Dpmax
apresentaram valores maiores nos animais VO, indicando maior viruléncia da via IP também
com esta cepa (Tabela 1 e figura 2b).

A %ESF+ e %gPCR+ variaram de 90 a 100%, para os animais infectados com ambas
as cepas e por ambas as vias de inoculagdo, sem diferencas significativas (Tabela 1). A CP dos
animais inoculados com a cepa Y e NT foi de 2,3 parasitas equivalentes + 100 ng* enquanto
que nos animais VO ela foi de 0,6 parasitas equivalentes « 100 ng™*, sem diferenca estatistica
(Figura 3a). Nos animais inoculados com cepa AM14, a CP também néo apresentou diferenca

entre as vias de inoculacédo (Figura 3b).
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Figura 2. Curvas de parasitemia média em camundongos inoculados por via oral (VO) e por via
intraperitoneal (IP) com 2x10° tripomastigotas metaciclicos de cultura das cepas Y (Tcll) (2a) e
AM14 (TclV) (2b) de Trypanosoma cruzi, tratados com benzonidazol (BZ) (100 mg/kg/dia,

20X), a partir do 5° dia de infeccdo, e em controles ndo tratados (NT).
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Tabela 1. Comparagdes estatisticas (média e desvio padrdo) dos parametros parasitoldégicos e moleculares de camundongos inoculados pelas vias

oral (VO) e intraperitoneal (IP) com 2x10° tripomastigotas metaciclicos de cultura das cepas Y (Tcll) e AM14 (TclV) de Trypanosoma cruzi.

Y AM14

Parametro VO IP Valor de p VO IP Valor de p
PPP (dias) 95+14" 4,1+0,6" < 0,001 8,2+0,6" 7,2+ 14% 0,025
PP (dias) 11,6 + 2,0 14,3 + 3,3* 0,049 35+1,7% 2,6 +1,5% NS
Pmax (x109) 75,7 + 26,4% 250,9 + 154,7% < 0,001 54+ 3,7 3,0+1,2* NS
Dpmax 13,2 +2,3* 10,3 +3,1° NS 8,9 + 0,6 78+1,6" 0,002
%ESF+ 100,0 (10/10) 100,0 (10/10) NS 100,0 (10/10) 90,0 (9/10) NS
%qPCR+ 100,0 (5/5) 100,0 (3/3) NS 100,0 (5/5) 100,0 (5/5) NS

PPP: periodo pré-patente; PP: periodo patente; Pmax: nimero de tripomastigotas / 0,1 mL de sangue no pico da parasitemia; Dpmax: dia do pico

méaximo; NS: ndo significativo; Na comparacdo dentro da mesma via de inoculacdo e na mesma linha, valores com simbolos iguais sdo

significativamente diferentes (*p < 0,05; #p < 0,001).
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Figura 3. Carga parasitaria média detectada pela reacdo em cadeia da polimerase em tempo
real (qPCR) em camundongos inoculados pelas vias oral (VO) e intraperitoneal (IP) com 2x10°
tripomastigotas metaciclicos de cultura / animal das cepas Y (Tcll) (3a) e AM14 (TclV) (3b)
de Tryapanosoma cruzi, tratados com benzonidazol (BZ) (100 mg/kg/dia, 20X), e em controles
ndo tratados (NT).

3.2.Comparacao dos parametros bioquimicos entre as duas vias de inoculacédo (VO x IP)

Os resultados da dosagem das enzimas hepaticas no plasma dos diferentes grupos
experimentais sdo mostrados na figura 4. Nos animais NT infectados com a cepa Y, as enzimas
AST e ALT, mas ndo a ALP, apresentaram valores significativamente superiores (p < 0,05)
somente nos infectados por VO em comparacao aos animais ndo infectados (CNI) (Figura 4a).
Aqueles animais infectados por VO com a cepa AM14 apresentaram diferenca significativa
apenas para a ALT em relacdo aos CNI (Figura 4b).

Nos parametros de EO do figado dos animais NT, infectados com a cepa Y, apenas a
infeccdo por VO diminuiu os niveis de glutationa reduzida (GSH), o que significa um aumento
de EO tecidual nesta condicao (Tabela 2). Tanto a infeccdo por VO quanto a por via IP causaram
aumentos de grupos carbonila de proteinas, 0 que mostra um aumento da injaria tecidual.
Embora nenhum parametro de EO tenha sido significativamente alterado, a infeccdo por VO
apresentou diminuicdo dos niveis de GSH e aumento dos grupos carbonila de proteinas, sendo

estes indicativos de lesdo tecidual. (Tabela 2).
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Figura 4. Niveis plasmaticos das enzimas de fungio hepética em camundongos infectados pelas vias oral (VO) e intraperitoneal (IP) com 2x10°
tripomastigotas metaciclicos de cultura / animal das cepas Y (Tcll) (4a) e AM14 (TclV) (4b) de Tryapanosoma cruzi, tratados com benzonidazol

(BZ) (100 mg/kg/dia, 20X), e em controles ndo tratados (NT). AST: aspartato aminotransferase; ALT: alanina amintransferase; ALP: fosfatase

alcalina; *: valores diferentes do CNI; #: diferenga ap6s tratamento com BZ (p < 0,05).
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Tabela 2. Pardmetros de estresse oxidativo (média * erro padrao) do figado de camundongos
(n = 3 - 6 animais) controles ndo infectados (CNI), controles ndo infectados e tratados com
benzonidazol (N1+BZ), inoculados por via oral (VO) e tratados (VO+BZ), inoculados por via
intraperitoneal (IP) e tratados (IP+BZ). Indculo: 2x10° tripomastigotas metaciclicos de cultura
/ animal da cepa Y (Tcll) e AM14 de Trypanosoma cruzi, em 1,0 mL de meio de cultura LIT.

Grupos experimentais Cepa Y

Parametros CNI NI+BZ VONT VO+BZ IPNT IP+BZ
Glutationa

8,24+0,11* 6,02+0,65° 3,47+0,35® 6,19+0,722 6,12+0,212 7,80+ 0,632
(nmol.mg™)
Catalase

] 0,26 +0,03* 0,43+0,042 0,39+0,04* 0,34+0,05% 0,33+0,03% 0,290,052
(nmol.mint.mg?)

Grupos s
carbonilicos 2,60+0,14* 3,87+0,20° 346+0,28® 3,95+0,1° 3,98+0,12° 0”09;&,
(nmol.mg™?)

Grupos experimentais Cepa AM14
Parametros CNI NI+BZ VONT VO+BZ IPNT IP+BZ
Glutationa
(nmol.mg™) 10.24+£0.82 11.41+0.44 8.82+1.09 9.69+0.88 11.90+0.78  10.27+0.38
Catalase

. 0.31£0.03 0.30£0.02 0.29 £0.02 0.29 £0.02 0.27 £0.02 0.25+£0.01
(nmol.mint.mg™?)

Grupos
carbonilicos 3.00 £ 0.40 3.41+0.32 4.45+0.35 4.44 +0.41 3.75+0.13 3.55+0.18

(nmol.mg™t)

Valores com letras diferentes (2 e ®) na mesma linha sdo diferentes (p < 0,05).

3.3.Comparacao entre as cepas e dentro da mesma via de inoculacdo (Y x AM14)

Nas infec¢des pelas vias VO e IP dos animais NT, em 4/6 parametros parasitoldgicos
(PPP, PP, Pmax e Dpmax) avaliados, foram observadas diferencas significativas para ambas as
cepas dentro da mesma via (Tabela 1). Na infeccdo VO, a cepa Y apresentou valores maiores
do que a cepa AM14 para PPP e Dpmax, sugestivos de menor viruléncia, e também para PP e
Pmax, 0s quais sugerem maior viruléncia. Na infeccdo por via IP, embora tenham sido
observadas diferencas significativas em 4/6 parametros, os valores de 3 deles (PPP, PP e Pmax)
sugerem maior viruléncia da cepa Y quando inoculada por essa via, em comparacdo a cepa
AM14 (Tabela 1).

Para a CP detectada pela qPCR, ndo foram observadas diferencas estatisticas (utilizando

o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney) entre as cepas Y e AM14, dentro da mesma via de
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inoculacdo (Figura 3). Os animais VO da cepa AM14 apresentaram uma CP de 3,2 parasitas
equivalentes / 100 ng de DNA enquanto que os infectados com a cepa Y, 0,6 parasitas
equivalentes / 100 ng, entretanto, sem diferenga significativa.

A dosagem das enzimas hepaticas no plasma mostrou que os niveis de AST, ALT e
ALP, independentemente da via de inoculagdo, estavam mais elevadas em até 4,5 X na infeccdo
pela cepa Y em relagdo a cepa AM14 (Figura 4). Com destaque para a ALT que apresentou
maiores diferencas nos animais infectados por VO seguidos pelos da via IP.

Os resultados de EO (Tabela 2) mostraram que as diferencas entre as cepas foram
maiores apenas para GSH para as duas vias de infec¢do, onde a cepa Y obteve menores valores

comparados a cepa AM14.

3.4. Efeitos do tratamento com BZ nos parametros estudados

Os animais VO e IP tiveram a parasitemia suprimida pelo BZ a partir do primeiro dia
de tratamento, para aqueles inoculados com a cepa Y (Figura 2a), e a partir do 9° dia para os
infectados com a cepa AM14 (Figura 2b).

Nos animais inoculados com a cepa Y, tanto por VO quanto por via IP, quando
submetidos ao tratamento com BZ, apresentaram reducdo significativa em 4/6 parametros
parasitologicos (PP, Pmax, Dpmax e %ESF+) (Tabela 3). J& aqueles inoculados com a cepa
AM14, reducéo significativa foi observada em 2/6 para a via IP (Dpmax e %ESF+) e 1/6 para
a VO (%ESF+). O parametro molecular (%gPCR+) ndo mostrou reducdo apos tratamento com
BZ, para nenhum grupo experimental. Ou seja, a gPCR foi positiva em todos os animais
avaliados (Tabela 3). O tratamento com BZ ndo promoveu reducédo significativa da CP dos
animais infectados com as duas cepas avaliadas, inoculadas tanto por VO quanto por via IP
(Figura 3).

O tratamento com BZ dos animais controles ndo infectados (N1+BZ) causou aumento
significativo da atividade das enzimas AST (p = 0,020) e ALT (p = 0,021), mostrando que a
droga por si so, afeta o figado (Figura 3). Ja para os animais infectados com a cepa Y, o BZ
promoveu reducdo (p = 0,05) da AST nos infectados VO e da ALT tanto nos infectados por VO
(p = 0,043) quanto nos IP (p = 0,021), mostrando que o tratamento reverteu esta situacdo. Para
a enzima ALP, alteracdo significativa pela droga ndo foi registrada. Tanto nos animais CNI
guanto nos infectados com a cepa AM14, o tratamento ndo alterou de forma significativa a
atividade das 3 enzimas avaliadas (Figura 4).

Na analise dos parametros de EO, foi verificado que o BZ provocou aumento

significativo, apenas dos grupos carbonila das proteinas, para os animais do grupo NI (Tabela
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2). Para os animais infectados com a cepa Y por VO, foi observada aumento significativo da
GSH nos animais tratados em comparagéo aos NT (Tabela 2). Naqueles infectados por via IP,
embora 0 BZ tenha promovido reducdo significativa dos grupos carbonila, os valores deste
pardmetro ndo retornaram ao nivel dos animais NI. Para a cepa AM14 ndo foram observadas
diferencas significativas entre os grupos tratados e NT em ambas as vias de infecgdo (Tabela
2).

3.5.Comparagdes dos parametros histopatoldgicos
As analises histopatoldgicas dos animais infectados com a cepa Y se encontram em
andamento. Para os infectados com a cepa AM14, o material coletado ainda sera processado

para obtengéo dos cortes histoldgicos.
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Tabela 3. Comparagdes estatisticas (média e desvio padrdo) dos parametros parasitolégicos e moleculares de camundongos inoculados pelas vias
oral (VO) e intraperitoneal (IP) com as cepas Y (Tcll) e AM14 (TclV) de Trypanosoma cruzi, tratados com benzonidazol (BZ 100 mg/kg/dia, 20X)

e em controles ndo tratados (NT). Indculo: 2x10° tripomastigotas metaciclicos de cultura / animal. Inicio do tratamento: 5° dia de infecgéo.

Y AM14
VO IP VO IP

Parametros NT BZ NT BZ NT BZ NT BZ

PP (dias) 11,6 £2,0 PA” 14,3+3,3 2,6 +0,5 35+17 34+13 26+18 33+15
Pmax (x103) 75,7 £ 26,4 PA" 250,9 + 154,7 57+13" 54 %37 53%£22 3,021 22%1.2
Dpmax 13,2+2,3 PA” 10,3+3,1 46+05" 8,9+0,6 94+10 78+04 6,5+1,6
%ESF+ 100,0 (10/10) PA” 100,0 (10/10) 20,0 (2/10)" 100,0 (10/10) 0,0 (0/10)" 90,0 (9/10) 0,0 (0/10)"
%qPCR+ 100,0 (5/5)  100,0 (6/6) 100,0 (3/3) 100,0 (5/5) 100,0 (5/5) 100,0 (4/4) 100,0 (5/5)  100,0 (5/5)

PA: parasitemia ausente; *: diferenca significativa entre tratados e nao tratados (p < 0.05)



50

4. Discusséo

O impacto da infegdo tanto por VO quanto por via IP, e do tratamento com BZ, nas
alteracbes hepéticas de camundongos infectados com duas cepas de T. cruzi pertencentes a
DTU distintas (Tcll e TclV), ainda ndo foi avaliado histopatologicamente no estudo atual,
pretendemos realizar em breve.

A infeccdo de camundongos swiss com TMC da cepa Y (Tcll) tanto pela VO quanto
pela via IP, causou uma taxa de mortalidade de 50% nos animais infectados. Entretanto as
mortes ocorreram mais precocemente naqueles inoculados pela via IP, sugerindo maior
letalidade desta via para essa cepa. Esses resultados concordam com Dias et al. [12] que nédo
verificaram diferencas na taxa de mortalidade entre as vias VO e IP, no entanto esses autores
observaram taxas de mortalidade superiores (de 90-100%) as do presente estudo utilizando
tripomastigotas da mesma origem na infeccdo dos animais. Mesmo 0s camundongos nao
respondendo ao tratamento com BZ quando inoculados pela cepa Y por VO em termos de cura
parasitologica [27], a droga evitou a letalidade na infeccdo pelas duas vias. Nos animais
infectados com a cepa AM14 ndo ocorreram mortes, 0 que mostra maior letalidade da cepa Y,
tanto na infecgdo VO quanto na por via IP.

Na comparagéo dos parametros parasitoldgicos entre as vias (VO x IP) para 0s animais
infectados com a cepa Y, 0s niveis de parasitemia foram cerca de 3X menores na VO em
comparacdo a via IP, sugerindo maior viruléncia da via IP. Esses animais também apresentaram
menor PPP e maior CP em relacao aos inoculados por VO. Embora a diferenca na CP ndo tenha
sido significativa devido ao baixo numero de animais no grupo em consequéncia da alta
mortalidade [12]. Dias et al. [12] também observaram maior viruléncia para a infeccdo de
camundongos com TMC da cepa Y por via IP, quando considera-se os parametros PPP, PP e
pico maximo de parasitemia.

Nos animais infectados com a AM14 embora os niveis de parasitemia tenham sido cerca
de 2,5X menores nos animais IP, ndo houve diferencas na CP detectada pela g°PCR. Os animais
infectados VO com essa cepa apresentaram maior PPP e o Dpmax mais tardio, sugerindo maior
viruléncia da via IP também para essa cepa [30].

Embora ndo tenha sido demonstrada relacdo direta entre gen6tipo ou DTU de T. cruzi e
manifestacdes clinicas da DC, a diversidade genética das cepas pode ter impacto importante
nas propriedades biolégicas e médicas do parasito tais como viruléncia, patogenicidade,
tropismo tecidual e resisténcia adroga [19, 21, 22, 28, 30, 37, 38]. Na comparacdo das infeccbes
pela cepa Y (Tcll) e AM14 (TclV), foram observadas diferencas significativas para quatro

pardmetros derivados da curva de parasitemia. Entretanto, na infeccdo VO pela cepa Y
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observou-se maior PP e Pmax, que indica maior viruléncia, e maior PPP e Dpmax, menor
viruléncia. Na infecgdo por via IP, a cepa Y foi mais virulenta considerando trés parametros
(menor PPP e maiores PP e Pmax) enquanto que paraa AM14 apenas o parametro de viruléncia
Dpmax apresentou menor valor. Pode-se concluir que, para esses parametros, na infeccao por
VO né&o houve diferencas entras as cepas quanto a viruléncia, mas na infeccdo por via IP sim,
sendo a cepa Y mais virulenta.

Em relacdo a CP, também nédo foram observadas diferencas significativas entre as cepas
para nenhuma das vias de inoculacdo, embora os valores para todos os grupos infectados com
a cepa AM14 tenham sido numericamente superiores por um lado, e 0s niveis de parasitemia
inferiores aos da cepa Y, por outro lado. As amostras de sangue utilizadas para determinar a CP
pela gPCR foram coletadas no 27° d.i., que corresponde ao inicio de fase cronica.

Ja tém sido relatado na literatura importantes reacGes adversas causadas pelos
antiparasitarios nifurtimox (NX) e BZ utilizados no tratamento da DC, entre elas alteragbes
hepaticas [18]. Tambem tem sido observado na regido amazonica microepidemias familiares
de DC aguda, adquirida por transmissao oral, pela ingestdo de alimentos contaminados
principalmente por frutos de palmeiras como acai. Esses casos apresentam quadros mais
severos do que os adquiridos pela via vetorial classica (contaminacdo pelas excretas de
triatomineos) podendo apresentar maior letalidade [39, 40, 41]. Medicamentos administrados
por VO assim como patdgenos adquiridos por essa via, ap0s serem absorvidos pela mucosa
gastrica intestinal, sdo transportados para o sistema porta hepatico [24]. Além disso, o figado é
afetado na infeccdo aguda pelo T. cruzi e tem funcéo de depurar os tripomastigotas sanguineos
[14].

No presente estudo com analises de enzimas no plasma, foi observado que as dosagens
AST, ALT e ALP estavam até 4,5X mais elevadas na infeccao pela cepa Y (Tcll) em relacdo a
cepa AM14 (TclV). Esses dados sugerem, entdo, que a infeccao pela VO, principalmente com
a cepa Y, provoca lesdo ao nivel hepatocelular provocando a liberagdo dessas enzimas na
corrente sanguinea e aumentando seus niveis séricos [42]. A aumento dos niveis de AST
indicam necrose hepética e podem ocorrer em infeccdes por parasitos. A ALT apresentou maior
aumento na infeccdo por VO pela cepa Y em relacdo a AM14. Como a origem dessa enzima €
predominantemente citoplasmatica, ela é encontrada em grandes concentragdes no figado,
sendo ela € um marcador sensivel de lesdo hepatica, sugerindo que a cepa Y inoculada por VO
levou a uma infecgédo foi mais severa. Esses dados corroboram com Albuquerque et al., [24]
que verificaram que camundongos BALB/c inoculados por VO com a cepa Tulahuén (TcVI)

apresentaram dano hepatico, dado ao aumento dos niveis séricos de ALT e AST e confirmados
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com histologia.

Diante dos resultados obtidos com a avaliacdo do EO, foi possivel mostrar que a
infeccdo pela cepa Y (Tcll) causa maior dano hepético que a cepa AM14 (TclV), visto que a
cepa AM14 ndo alterou nenhum dos parametros de EO. Francisco et al. [23] em seu trabalho
também relata 0 aumento dos pardmetros hepéticos de EO para a cepa Y.

O BZ suprimiu totalmente a parasitemia dos animais infectados pela cepa Y com as duas
vias avaliadas (VO e IP) durante todo o curso do tratamento, mas néo para a cepa AM14 cujos
animais tratados apresentaram parasitemia patente por quase metade do tempo de tratamento
(~9 dias). Esse dado sugere maior resisténcia da cepa AM14 nos animais inoculados tanto por
VO quanto por via IP em comparacdo com a cepa Y, concordando com a literatura que mostra
que AM14 é resistente a0 BZ quando inoculada pela via IP [21, 22] e também pela VO [30] e
que a cepa Y € parcialmente resistente tanto a0 BZ quanto ao NX [25, 26] em animais
inoculados por via IP e resistente ao BZ somente na infeccdo por VO [27].

Na avaliacdo do impacto do tratamento com BZ nos parametros parasitologicos
derivados da curva (PPP, PP, Pmax e Dpmax), na %ESF+ e na %gPCR+, foi observado reducao
significativa em 4/6 parametros, tanto na VO quanto na via IP para a cepa Y, mas apenas 1/6
(VO) e 2/6 (IP) parametros para a cepa AM14. Esses dados sugerem mais uma vez melhor
resposta ao tratamento nos animais inoculados com a cepa Y que naqueles inoculados pela cepa
AM14. Entretanto para a CP ndo foram observadas diferencas significativas para nenhuma das
duas cepas e vias estudadas.

O BZ administrado em camundongos CNI provocou um aumento significativo nas
enzimas AST e ALT, confirmando que esta droga causa lesGes hepaticas em animais nédo
infectados [43, 44]. Isso também foi confirmado pelo aumento do estresse oxidativo do figado
nos animais CNI demonstrado pelo aumento dos grupos carbonila das proteinas. Por outro lado
nos animais inoculados com a cepa Y pela VO, o tratamento etiolégico promoveu reducdo nas
dosagens das duas enzimas, enquanto que na infeccao IP apenas para a ALT, mostrando uma
reversdo do quadro pelo BZ. Esse resultado sugere maior beneficio do tratamento etiolégico na
infeccdo por VO. Para a cepa AM14, 0 BZ ndo alterou a atividade das trés enzimas, sugerindo,
pela analise desses parametros, auséncia de beneficios do tratamento.

O aumento de GSH nos animais infectados por VO com a cepa Y e tratados com BZ
sugere uma reducdo do EO e mostra mais um beneficio do tratamento na infeccéo por essa via
com esta cepa. Niveis discretamente elevados de GSH também foram encontrados na cepa
AM14 pela VO nos animais tratados, porém estes valores ndo foram estatisticamente

significativos. Na infec¢do por via IP com a cepa Y o BZ também promoveu beneficios,
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demonstrado pela diminui¢do dos grupamentos carbonila. Isso corrobora com a literatura que
mostra que camundongos suicos infectados por via IP com indculo de 2.000 TS da cepa Y de
T. cruzi submetidos ao tratamento etioldgico tiveram reducéo do EO [43].

5. Concluséo

A infeccdo de camundongos swiss com as cepas Y (Tcll) a via IP se mostrou mais
virulenta do que a infeccdo adquirida por VO. Entretanto, na infeccdo com a cepa AM14, ndo
houve diferencas entre as vias de inoculacdo para os parametros avaliados.

Nos animais infectados com a cepa Y, tanto pela VO quanto pela via IP, a taxa de
mortalidade foi de 50%, no entanto, as mortes ocorreram mais precocemente naqueles
inoculados pela via IP, sugerindo também maior letalidade desta via para essa cepa. Para a cepa
AM14 ndo ocorreram mortes, 0 que mostra menor letalidade em relacdo a cepa Y (Tcll), tanto
na infeccdo por VO quanto na por via IP.

Neste estudo, o BZ administrado em camundongos CNI provocou um aumento das
enzimas AST e ALT, confirmando que este farmaco causa lesdes hepaticas em animais nao
infectados. Esse dado também foi confirmado pelo aumento do EO do figado nos animais CNI
demonstrado pelo aumento dos grupos carbonila das proteinas.

O tratamento com BZ dos animais infectados com a cepa Y promoveu reducdo da
enzima AST para a VO e da ALT tanto nos infectados VO como por via IP, mostrando que o
tratamento reverteu essa situacdo. O aumento de GSH nos animais infectados por VO com a
cepaY etratados com BZ sugere uma reducao do EO e mostra mais um beneficio do tratamento.

Os resultados deste estudo mostraram que as infecgdes pelas cepas Y (Tcll) e AM14
(TclV) de T. cruzi pelas vias oral e IP causam mais danos hepéatico que o tratamento etiolégico.
Entretanto o tratamento com BZ promoveu reducdo dos parametros de EO na infeccdo com a

cepa Y, propiciando beneficios aos animais tratados.
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CAPITULO Il

1. CONCLUSOES
Este estudo experimental, parasitologico e bioquimico, em camundongos inoculados por

via oral e intraperitoneal com T. cruzi Il (Tcll) e T. cruzi IV (TclV) mostrou que:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

As infecgdes de camundongos por via IP com as cepas em cepas Y (Tcll) e AM14 (TclV)
foram mais virulentas do que as infecc¢Ges adquiridas por VO.

N&o houveram diferencas entras as cepas quanto a viruléncia na infeccdo por VO, mas na
infeccdo por via IP sim, sendo a cepa Y mais virulenta.

O BZ causou alteracGes hepaticas quando administrado em camundongos nao infectados,
aumentando os niveis na concentracdo das enzimas AST e ALT. Esse dado tambem foi
confirmado pelo aumento do estresse oxidativo (EO) do figado nos animais ndo infectados,
demonstrado pelo aumento dos grupos carbonila das proteinas.

O tratamento com BZ dos animais infectados com a cepa Y (Tcll) promoveu a redugdo na
concentracdo da enzima AST para a VO e da ALT tanto no VO como também no via IP,
mostrando que o tratamento reverte essa situacao.

O aumento de GSH nos animais infectados por VO coma cepa Y e tratados com BZ mostrou
uma reducédo do EO, indicando mais um beneficio do tratamento.

As infecces pelas cepas Y (Tcll) e AM14 (TclV) de T. cruzi pelas vias oral e IP causaram
mais danos hepaticos que o tratamento etioldgico. Entretanto, o tratamento com BZ reduziu
os parametros de EO na cepa Y, promovendo beneficios aos animais tratados.

Os beneficios promovidos pelo tratamento etiolégico com BZ depende tanto da cepa (DTU)
de T. cruzi, quanto da via de inoculacdo. A infec¢do por VO apresentou mais beneficios

pelo BZ que a via IP, assim como a cepa Y em relacéo a cepa AM14.

2. PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos atraves dessa pesquisa mostra que a cepa € a via de inoculacao

podem influenciar a viruléncia da infec¢do, levando a um comprometimento hepatico

diferenciado. O que mostra a necessidade da realizacdo de estudos histopatolégicos para

relacionar as alteracfes bioquimicas encontradas indicativas de lesdo com as alteracGes

histopatolégicas do 6rgédo/tecido. Também com a anélise de outros 6rgdos como o coragao e

baco, poderemos relacionar o tropismo tecidual das cepas e as vias de inoculagdo, com as

alteracOes enzimaéticas.
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Como foi visto, sabe-se que o0 estresse oxidativo é combatido através de antioxidantes
que sdo produzidos pelo corpo ou absorvidos pela dieta. Assim, como perspectiva de estudo
futuro, propGe-se utilizar substancias antioxidantes como a-tocoferol (vitamina E), 3-caroteno
(pré-vitamina A), acido ascorbico (vitamina C), entre outras que, associados ao tratamento com

BZ, possam atenuar os danos do estresse oxidativo.
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