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Bandeira, L.C. Resumo

No presente trabalho foi investigada, na primeira etapa, a cura parasitolégica e o
processo inflamatério cardiaco e hepatico em camundongos cronicamente infectados
pela cepa Y do Trypanosoma cruzi e que foram submetidos a alteragdo dos estoques
de ferro pelo uso da Desferrioxamina (DFA), tratados ou ndao com Benzonidazol (Bz).
Utilizaram-se 80 camundongos Swiss, machos, 30 dias de idade, distribuidos em
quatro grupos experimentais: INT - infectado e ndo tratado; BZ - infectado e tratado
com Bz durante 21 dias; DFA-35 - infectado e tratado com DFA durante 35 dias e
DFA/BZ-35 - infectado e tratado com Bz e DFA durante 35 dias. Dezoito meses apés o
inéculo foi observado que 16 camundongos (13,3%) sobreviveram a infecgdo. E
importante mencionar que camundongos infectados com a cepa Y ndo sobrevivem a
fase aguda da infeccdo. Foram utilizadas técnicas de ELISA, Hemocultura e PCR e,
apesar da taxa de sobrevida de 20% nos grupos BZ e DFA-35 e 40% no grupo
DFA/BZ-35, nenhum dos camundongos foi considerado curado. Isoladamente, os
indices de cura foram 0% pela ELISA, 81,25% pela hemocultura e 25% pela PCR. Foi
avaliado também o processo inflamatério do coracdo e figado destes animais para
verificar a influéncia dos diferentes protocolos sobre estes 6rgaos. Os resultados
demonstraram que os animais do grupo BZ apresentaram processo inflamatério
cardiaco e hepatico mais intenso que o observado nos demais grupos. Fragmentos de
DNA do T. cruzi foram detectados em 47,5% (67/144) das reacoes de PCR realizadas
em diferentes tecidos dos 16 camundongos avaliados. O colon (12/16 -75%) e o bago
(4/16 - 25%) apresentaram a maior € a menor taxa de positividade respectivamente.
Os resultados obtidos sugerem que os diferentes esquemas terapéuticos nao
promoveram a cura parasitolégica nos animais. Entretanto a associacdo DFA/BZ-35
além de permitir uma maior sobrevida também protegeu o coracdo do
desenvolvimento de lesdes, semelhante ao observado nos animais apenas
submetidos ao tratamento com DFA. Na segunda etapa, foi realizada a caracterizagao
biolégica e bioquimica das populacdes isoladas por hemocultura. Utilizaram-se 120
camundongos Swiss, alocados nos seguintes grupos experimentais: Cepa Y, Isolado
1A, Isolado 1B, Isolado 2A, Isolado 2B e Isolado 3. A sobrevida foi maior para os
animais inoculados com os isolados 1A, 2A, 2B e 3. O periodo pré-patente (PPP) e o
pico maximo de parasitemia (PMP) observados para os isolados foram
significativamente menores do que os valores da cepa Y. O isolado 1A apresentou 0
maior periodo patente (PP) (18 dias) e o isolado 1B o dia do pico maximo de
parasitemia (DPMP) mais tardio. Em relacdo ao processo inflamatorio no coracao e
figado, ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos estudados. A
avaliacao do perfil eletroforético de isoenzimas revelou que ndo houve alteracao para
os sistemas avaliados (GPl, PGM, G6PD, ICD, GDH, MPI e 6PGDH) quando
comparados a cepa Y. Esses resultados sugerem que o protocolo utilizando Bz e DFA
associados pode ter alterado a dindmica populacional dessa cepa ou ainda favorecido
o surgimento de uma populagdo menos patogénica, entretanto, ndao alterou seu
comportamento bioquimico.
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Bandeira, L.C. Abstract

In the present study was investigated in the first stage, the parasitological cure and
heart and liver inflammation of mice chronically infected with Y strain of T. cruzi and
submitted to the change of iron stores by the use of desferrioxamine(DFA) treated or
not with Benzonidazol(Bz). We used 80 male Swiss mice, 30 days old, divided into four
groups: INT - infected and untreated; BZ - infected and treated with Bz; DFA-35 -
infected and treated for 35 days with DFA and DFA / BZ-35 - infected and treated with
Bz and DFA for 35 days. Eighteen months after inoculation, we found that 16 mice
(13.3%) survived infection. It is worth noting that mice infected with Y strain do not
survive the acute phase of infection. We used ELISA, PCR and hemoculture, and
although the survival rate of 20% in groups and DFA BZ-35 and 40% in group DFA/BZ-
35, none of the mice were considered cured. Separately, the cure rates were 0% for
ELISA, 81.25% by hemoculture and 25% PCR. We evaluated the inflammatory process
of the heart and liver of animals to check the influence of different protocols on these
organs. The results showed that animals of the BZ group had cardiac and hepatic
inflammatory process more intense than the other groups. DNA fragments of T. cruzi
were detected in 47.5% (67/144) of the PCR reactions carried out in different tissues of
16 mice evaluated. The tissue with the highest and lowest rate of positivity was the
colon (12/16 -75%) and spleen (4 / 16 - 25%), respectively. The results suggest that the
different therapeutic regimens did not induce parasitological cure in gilts. However the
association DFA/BZ-35 besides allowing a better survival also protects the heart from
the development of lesions, similar to that seen in animals only subjected to treatment
with desferrioxamine. In the second step, we performed biological and biochemical
characterization of populations isolated by hemoculture. We used 120 Swiss mice,
allocated in the following groups: Y strain, Isolate 1A, Isolate 1B, Isolate 2A, Isolate 2B
and Isolate 3. Survival was higher for animals inoculated with the isolates 1A, 2A, 2B
and 3. The PPP and PMP parameters observed for the isolates were significantly lower
than the values of the standard strain. The isolate 1A had the highest PP (18 days) and
the isolated 1B DPMP later. In relation to the inflammatory process in heart and liver,
there were no significant differences between the groups. The evaluation of isoenzyme
electrophoresis revealed no change to the evaluated systems (GPI, PGM, G6PD, ICD,
GDH, MPI and 6PGDH) compared to the strain Y. These results suggest that the
protocol using Bz and DFA associates may have altered the population dynamics of this
strain or even favored the emergence of a population less pathogenic but which did not
change as to their biochemical behavior.
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1.1- Doenca de Chagas e o Trypanosoma cruzi

A doenca de Chagas (DC) é causada pelo protozoario hemoflagelado
Trypanosoma cruzi e transmitida por insetos hematéfagos da subfamilia Triatominae
durante seu repasto sanguineo. No homem ou em outros hospedeiros vertebrados o
ciclo tem inicio quando as formas tripomastigotas metaciclicas sao eliminadas pelo
inseto vetor e entram em contato com mucosas ou regides lesadas da pele invadindo
diversos tipos celulares como macréfagos, fibroblastos ou células epiteliais. A partir
desse momento ocorre proliferacao intracelular e liberacdo de formas tripomastigotas.
Estas formas podem invadir novas células localizadas no local da infecgdo, bem como
a corrente sanguinea e atingir outros tecidos do hospedeiro. Outros possiveis
mecanimos de transmissdo incluem as vias transfusional, congénita, oral, acidentes
laboratoriais e transplantes (Xavier et al., 2006; Bittencourt, 2000; Coura, 2006).

Dados recentes indicam que cerca de 8 milhdes de pessoas estdo infectadas
pelo parasito. Mundialmente, o valor anual estimado de mortes diminuiu de 45.000 em
1990 para cerca de 11.000 em 2008, enquanto o numero estimado de infeccdes
diminuiu de 30 milhdes em 1990 para 8 milh6es em 2006. Nesse periodo de 16 anos, a
incidéncia anual caiu de 700.000 mil casos para 56.000 (WHO, 2009), demonstrando
claramente a efetividade das medidas dos Programas de Controle da Doenca de
Chagas com a Iniciativa do Cone Sul em 1991, com o Pacto Andino e o Programa de
Controle da América Central (Moncayo e Yanine, 2006).

Na histéria natural da doenca de Chagas sao observadas duas fases distintas: a
fase aguda e a crbnica da infecgao.

A fase aguda, geralmente assintomatica, corresponde a um periodo no qual o
parasito é encontrado com facilidade no sangue periférico e nos tecidos. A maioria dos
casos permanece assintomatica nessa fase e a infeccdo muitas vezes passa
despercebida. Nos casos sintomaticos, podem ser observados febre, edema,
enfartamento ganglionar e sinais da porta de entrada dos parasitos (sinal de Romana e
chagoma de inoculagéao), além de apresentarem miocardite severa ou envolvimento
neuroldgico, principalmente, em criangas menores de dois anos de idade (Brener,
1992). Prata (2001) ao avaliar as fases e as formas da doencga relatou que 5 a 10% dos
pacientes sintomaticos morrem na fase aguda. Porém, na maioria dos casos agudos,
0s sintomas desaparecem espontaneamente e os individuos evoluem para a fase

cronica.
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A medida que o individuo evolui para a fase cronica a parasitemia patente
diminui com o estabelecimento de uma resposta imune efetiva, que é um importante
parametro para o estudo dessa doenca (Giordanengo et al., 2002). Desse modo, na
fase crbnica ocorre auséncia ou escassez de parasitos no sangue que pode
permanecer por toda vida do individuo mesmo na falta de tratamento adequado. Essa
fase é caracterizada por um curso clinico varidvel sendo que a maioria dos individuos
permanece assintomatica (70-90%), mas alguns casos podem evoluir para formas
clinicas graves. A auséncia de sintomas caracteriza a forma indeterminada ou
inaparente da DC (Prata, 2001). Nesta fase a suspeita da infec¢ao pode ser confirmada
por testes soroldgicos (ELISA, IFI, HAI) e evidenciada por testes parasitolégicos como
a hemocultura, o xenodiagndéstico e a PCR (Chiari et al.,1989; Barreto e Lanni,1994 e
Gomes et al., 1998). O individuo apresenta auséncia de sinais e sintomas, exames
eletrocardiogréficos e radioldgicos do térax e abdémen normais e parasitemia baixa e
intermitente necessitando muitas vezes repeticao dos testes parasitolégicos indiretos
para sua confirmacdo. Apds varios anos de infeccdo assintomatica, 20% a 30% dos
individuos infectados desenvolvem os sintomas cardiacos (que podem levar a morte
subita), 5% a 10% desenvolvem danos digestivos e os pacientes imunocomprometidos
apresentam comprometimento do sistema nervoso central (WHO, 2009).

A forma mista da infeccdo (manifestacao cardiaca e digestiva) é observada em
cerca de 8% dos casos. Os dados epidemiolégicos de acompanhamento clinico de
pacientes em longo prazo demonstram que o indice de evolugao clinica anual varia de
2% a 4% (Dias, 2006).

A forma cardiaca é a mais importante devido a sua elevada morbimortalidade
associada sendo até hoje considerada uma das principais causas de morte por
doencas do coracdo na América. Essa é caracterizada por fibrose e destruicdo de
células do miocardio (Palacios-Pru et al, 1989), pela miocardite crénica, que
frequentemente leva a cardiomegalia, a insuficiéncia cardiaca congestiva e as arritmias
(Tanowitz et al., 1992). As anormalidades podem ser silenciosas, identificadas apenas
por meio de exames complementares mais sensiveis ou podem ser exacerbadas
podendo levar a morte subita.

Na forma digestiva, observa-se dilatacdo do eséfago (megaesbdfago) e/ou colon
(megacélon) além de degeneracdo neuronal com denervacao (Kdéberle, 1968). As
alteracdes descritas acima podem levar os pacientes a desenvolverem problemas de
motilidade, de secrecao e de absorcao do sistema digestorio.

3
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As razdes pelas quais a doenca se manifesta de forma distinta permanecem
desconhecidas, mas sabe-se que podem estar relacionadas a idade, ao sexo, a
exposicao a re-infeccdo ou a genética do parasito, entre outros fatores (Macedo e
Pena, 1998).

1.2- Infecgé@o experimental

Por razbes éticas, a maioria das pesquisas realizadas em humanos, além de
apresentar limitacdes, inicia-se apds varios anos de infeccdo. A correlacdo entre os
niveis de parasitemia e o parasitismo tecidual nestes individuos, bem como os padrées
patolégicos das lesdes cardiacas, torna-se dificil de ser avaliada. Desse modo, faz-se
necessario a utilizacdo de modelos experimentais adequados a fim de melhor
compreender os aspectos relacionados a interacao parasito/hospedeiro.

Assim, experimentalmente, a DC pode ser avaliada, através do acompanhamento
de sua evolugdo em diferentes modelos como ratos, camundongos, roedores
silvestres, caes, coelhos, primatas e cobaias, podendo ser reproduzidos nos mesmos,
alguns aspectos patoldgicos semelhantes aos da doenga humana. O modelo murino
tem sido escolhido por diversos pesquisadores pela facilidade de obtencgéo,
manutencao e por serem de pequeno porte. Os camundongos tém sido utilizados
também no estudo de diversos parametros relacionados a interacdo parasito-
hospedeiro, como por exemplo, no comportamento bioldégico de cepas do T. cruzi, na
eficacia de diferentes farmacos utilizados na terapia especifica contra o parasito e na
resposta imunoldgica e histopatolégica do hospedeiro (Brener et al., 1976; Andrade et
al., 1985; Ben Younes-Chennoufi et al., 1988; Rottenberg et al., 1988).

As caracteristicas da DC observadas em modelo murino podem ser variadas.
Segundo Minoprio et al. (1989) a fase aguda da infeccdo em camundongos é
caracterizada por alta parasitemia, grande disseminagdo do parasito e
imunossupressao, levando-os com frequéncia a morte. Porém, nos casos de
camundongos que sobrevivem ao longo periodo de infeccdo pelo T. cruzi, esses
podem desenvolver miocardite intensa e lesées na inervacdo autonémica do coragao
(Tafuri, 1970; Machado et al., 1975), na microcirculagdo (Factor et al., 1985) e
mudancas eletrocardiograficas parecidas com as encontradas na miocardite chagasica
humana (Laguens et al, 1981a). O acometimento do miocardio em camundongos

cronicamente infectados parece ser consequéncia do parasitismo e da inflamacao
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durante os primeiros estagios da doenca (Schlemper et al., 1983). A miocardite pode
ser induzida experimentalmente através de injecbes multiplas de antigenos sub-
celulares especificos do T. cruzi (Teixeira et al., 1975) ou através da transferéncia de
células do baco de animais imunizados pelo T. cruzi para animais normais (Laguens et
al., 1981b), sugerindo a participacao do sistema imune na patogénese da miocardite
crénica.

Assim, o curso da infeccdo, aguda ou croénica, pelo T. cruzi em camundongos
depende do background genético do hospedeiro (Pizzi et al., 1949; Trischmann et al.,
1978; Corsini et al., 1980; Soares et al., 2001) e do parasito isolado (Brener, 1965;
Postan et al., 1983; Soares et al., 2001).

Diferentes cepas do T. cruzi tém sido utilizadas em estudos das fases aguda e
cronica da infeccao experimental em modelos animais. Isso é de extrema relevancia,
pois tem aumentado o conhecimento da relagdo parasito-hospedeiro, evidenciando que
cepas do parasito apresentam comportamentos bioldgicos distintos (Andrade e
Magalhaes, 1996).

A cepa Y (Silva e Nussenzweig, 1953) é considerada referéncia em pesquisas
relacionadas a DC, pois apresenta algumas particularidades, como a predominancia
de formas tripomastigotas sanguineas delgadas, alta viruléncia e patogenicidade para
camundongos, com taxa de mortalidade de 100%, independente do tamanho do
indculo. Apresenta um grau intermediario de resisténcia ao Bz (aproximadamente 50%
de cura), quando avaliada em camundongos (Filardi e Brener, 1987).Segundo Brener
(1977, 1985), a cepa Y produz elevado pico de parasitemia dos sete aos doze dias de
infeccao, alta taxa de mortalidade, intenso parasitismo no bago e células fagociticas
do figado, nos primeiros estagios de infeccdo, e miotropismo nos estagios mais
tardios. Ela é considerada reticulotrépica, parasitando principalmente, baco, figado e
medula 6ssea (Melo e Brener, 1978).

1.3- Dindmica populacional do Trypanosoma cruzi

A presenca de populagdes geneticamente distintas vem sendo sugerida como
fator determinante das alteragdes observadas em diferentes formas clinicas na DC
possivelmente devido ao tropismo tecidual caracteristico de cada populacao (Macedo,
1998; Vago et al., 2000) e ao fato de que o parasito ocupa um papel predominante no

curso da infeccao. Tarleton (2001) demonstrou que a reducdo da carga parasitaria
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apds tratamento especifico diminui a intensidade das lesdes. J& o seu aumento,
quando induzido por imunossupressao exacerba as manifestagdes clinicas.

Segundo Tibayernc e Ayala (1988) esse parasito apresenta estrutura
predominantemente clonal com raros eventos de troca genética, o que presupde que
os clones se mantém altamente estaveis ao longo do tempo e espaco. Inumeros
trabalhos descrevem a caracterizagdo bioldgica e molecular da cepa Y (Andrade 1974;
Romanha et al., 1979; Marques de Araujo e Chiari, 1988; Oliveira et al., 1998; Barnabé
e Tibayrenc, 2004). De acordo com Barnabé e Tibayrenc (2004), a cepa Y é
encontrada em muitos laboratérios, apresentando pelo menos dois genétipos distintos,
A e B correspondendo aos DTUs (discrete typing units) T. cruzi Il e T. cruzi V,
respectivamente, sendo V considerado hibrido. Entretanto, a instabilidade nesses
gendtipos tem sido demonstrada por outros autores. Por exemplo, Romanha (1982)
registrou a transicdo entre os zimodemas A, B e C. Os autores registraram inclusive
que para a enzima glicose-6-fosfato isomerase (GPI) foi detectado estagios
intermediarios entre um zimodema e outro. Posteriormente, Alves et al. (1993)
mostraram mudancgas do ZA para ZB, e ZC ap0s a realizacdo de sub-culturas de
culturas clonadas da cepa Y em meios com diferentes composicdes ou apos passagem
em camundongos recém-nascidos. Os autores mostraram que o ZA foi observado em
meio contendo sangue e os ZB e ZC em meios de cultura progressivamente menos
ricos em nutrientes e sem sangue. Barnabé e Tibayrenc (2004) tentaram reproduzir 0s
resultados obtidos por Alves et al. (1993; 1994; 1996) com dois subclones da cepa Y
pertencentes aos gendétipos A e B, utilizando diferentes procedimentos de clonagem.
Os autores ndo observaram mudancgas nos padrbes de isoenzimas e RAPD (Randomly
Amplified polymorphic DNA) e atribuiram a discrepancia dos resultados a diferencas
entre os métodos de clonagem.

O termo polimorfismo foi sugerido inicialmente para expressar as diferentes
habilidades, competéncias ou comportamento das formas tripomastigotas sanguineas
distintas morfologicamente (Brener, 1971). Posteriormente, analises moleculares de
diferentes isolados do T. cruzi também demonstraram que as populacées do parasito
sdao extremamente polimérficas geneticamente (Buscaglia e Di Noia, 2003). Por
apresentar uma enorme variabilidade biol6gica e genética, fato que interfere em
caracteristicas como viruléncia, patogenicidade e susceptibilidade a drogas, diferentes
pesquisadores tém realizado estudos de caracterizacao bioquimica e molecular do T.
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cruzi utilizando marcadores diversos e tentando correlacionar com propriedades
especificas do parasito.

Um destes estudos inclui avaliagdes do perfil eletroforético de isoenzimas, que
permitem demonstrar diferencas na estrutura primaria de uma enzima mesmo entre
individuos de uma mesma populacdo. Os perfis eletroforéticos sao expressoes
fenotipicas e podem ser atribuidos as diferencas genéticas do parasito (Romanha,
1982).

Recentemente, frente aos avangos na compreensao da estrutura populacional
do T. cruzi, fez-se necessario a revisdao dessas nomenclaturas. A padronizagdo da
nomenclatura visa, principalmente, facilitar a comunicacdo entre os pesquisadores
além de caracterizar aspectos relativos a biologia basica, a eco-epidemiologia e a
patogenicidade. Assim, em reunido de especialistas realizada no ano de 2009 durante
a XXV Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Protozoologia, XXXVI Reunido Anual
de Pesquisa Basica em Doenca de Chagas, foi definido que as cepas do T. cruzi
devem ser classificadas em seis DTUs, T. cruzi |-Vl (Zingales et al., 2009).

Como observado por diversos autores, dependendo do método e do manuseio
utilizados em estudos de caracterizacao de cepas ou clones do T. cruzi, é possivel
obter mudancas tanto no fenétipo quanto no genétipo. Essas mudancas poderiam ser
atribuidas a dois fatores principais: 1) a mudanca na dindmica populacional dos clones
presentes naquela amostra ou 2) a instabilidade genética frente a pressdes especificas.
Mudancas nos perfis de RAPD de clones pertencentes aos quatro gendétipos principais
19, 20, 39 e 32 (Tibayrenc e Ayala, 1988), foram observadas por Toledo (2001), apds
tratamento com Bz, tanto na fase aguda quanto crénica da infeccao pelo T. cruzi. Os
autores sugeriram que essas mudancas poderiam estar associadas as propriedades
biolégicas apresentadas pelos clones estudados. Desta maneira, nos genétipos 19 e 20
foi constatada a presenca de clones considerados resistentes, parcialmente resistentes
e sensiveis ao Bz e, no gendtipo 20, apenas clones resistentes ao Bz. Os clones
desses genétipos ndao mantiveram o padrdao inicial apdés sofrerem pressao do
quimioterapico e passaram a apresentar além de outros perfis, o perfil hibrido, que
segundo McDaniel e Dvorak (1993), dependendo do tipo de pressdo seletiva, as
populacdes do parasito passam a apresentar o perfil hibrido mais adaptado para
sobreviver em condicbes adversas. Martins et al. (2008) também observaram

mudancas no perfil genético de clones pertencentes a esses genétipos apos infeccao e
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isolamento em camundongos submetidos ou ndo ao tratamento pelo perfil de

Isoenzimas.

1.4- Quimioterapia na doenca de Chagas

Considerando os eventos cronologicos referentes a quimioterapia da DC
observa-se uma etapa inicial que vai desde a descoberta da doenca em 1909 até 1935,
sendo o marco principal a publicacdo do “Manual de Doencgas Tropicais e Infectuosas”
por Carlos Chagas e Evandro Chagas. Em um segundo momento, destacam-se 0s
resultados obtidos com o uso de 20 quimioterdpicos, 30 antibiéticos com efeito
supressivo sobre a infeccdo causada pelo T. cruzi (Brener, 1968; De Castro, 1993).
Entre estes compostos usados no segundo momento, ressalta-se o uso do antisséptico
violeta de genciana que ainda hoje é utilizado como agente profilatico em bancos de
sangue (Dias et al., 2009). Na fase seguinte, a partir de 1960, a utilizacao da infeccéao
experimental como ferramenta cientifica torna-se essencial para a comprovagao dos
beneficios de alguns compostos. O nifurtimox (Nif - um composto nitrofurano) e o Bz
(composto nitro-imidazdlico), que foram empiricamente desenvolvidos no inicio da
década de 1970, sdo os farmacos que destacaram-se nesta fase. A férmula estrutural

destes compostos nitro-heterociclicos esta representada na Figura 1.
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Figura 1 - Formula estrutural dos medicamentos disponiveis para o tratamento da
doenca de Chagas.

Andrade et al. (1985) avaliaram a eficacia destes dois farmacos em
camundongos infectados com diferentes cepas do T. cruzi, e observaram diferencas de
suscetibilidade aos farmacos utilizados de acordo com a cepa empregada.
Posteriormente, Toledo et al. (2004) fizeram uma ampla revisdo da literatura e
demonstraram que das 104 cepas do parasito estudadas 58,5% foram susceptiveis aos
derivados nitro-heterociclicos, 5,77% parcialmente sensiveis e 35,8% foram resistentes
a estes derivados. Uma justificativa para tal fato seria a grande variabilidade genética
das populacbes de parasitos (Brener e Chiari, 1967) o que pode estar relacionado a
origem geografica das mesmas (Murta et al., 1999).

Em humanos, a eficacia terapéutica destes compostos estad relacionada
principalmente, ao periodo da infeccdo em que se inicia o tratamento. Assim, tem sido
demonstrado que quando o tratamento especifico € iniciado na fase aguda, geralmente
evita a letalidade e pode reduzir a duracao e a gravidade clinica nesta fase e em certa
porcentagem é capaz de curar (Cangado, 1991). Porém, durante a fase crdnica, o
tratamento € bem menos promissor. Segundo Coura e Castro (2002), a fase cronica
pode ser subdividida em fase crbnica recente, na qual o individuo adquiriu a infeccao
dentro de um prazo de 10 anos, e fase crbnica tardia que se refere a pacientes
infectados ha mais de dez anos. Quando as taxas de cura parasitolégica sao
comparadas entre esses dois grupos, observam-se valores maiores para os individuos
na fase crénica recente e menores indices para aqueles na fase tardia (10 a 20% de
cura parasitoldgica).

Atualmente, no Brasil, Argentina, Chile e Uruguai o Bz € o Unico medicamento
disponivel para o tratamento da DC. Inicialmente produzido com exclusividade pela
Roche Farmacéutica, teve sua tecnologia de producéo cedida ao Brasil e, atualmente,
€ fabricado pelo Laboratério Farmacéutico de Pernambuco (LAFEPE). Hoje esse

9
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medicamento € fornecido gratuitamente pelo SUS, pois faz parte do elenco de
medicamentos estratégicos. O Ministério da Saude (MS) considera como estratégicos
todos os medicamentos utilizados para tratamento das doencas de perfil endémico,
cujo controle e tratamento tenham protocolos e normas estabelecidas e que tenham
impacto sécio-econémico. Desta forma, os medicamentos tém a aquisicao centralizada
pelo MS e sao repassados para os Estados sendo de responsabilidade das secretarias
estaduais, fazer o armazenamento e distribuicdo aos municipios.

O Bz possui acao tripanomicida, € muito pouco solivel em agua e ligeiramente
soluvel em alcool. Apds administracao por via oral, distribui-se pelos tecidos, sofre
metabolizacdo hepatica e seus metabdlitos sdo eliminados principalmente, na urina.
Apresenta uma absorcdo por via oral relativamente alta, atravessa a barreira
hematoencefalica, sua concentracao plasmatica maxima é atingida entre 2 ou 4 horas,
e seu tempo de meia vida, em humanos, € em torno de 12 horas (Puppulin, 2005).

Durante o tratamento, podem surgir reacées adversas que podem ser classificadas
em trés grupos:

1) Sintomas de hipersensibilidade, dermatite com erupgcdes cutdneas (que surgem
entre o 72 e o 102 dia de tratamento), febre, edema, linfoadenopatia, dor muscular e
nas articulagdes;

2) Depressdo de medula 6ssea, trombocitopenia purpura e agranulocitose, nas
manifestacdes mais severas;

3) Polineuropatia, parestesia e polineurite dos nervos periféricos (Coura e Castro,
2002). A ocorréncia desses sintomas leva a suspensao do tratamento (Cancado, 2000).

O modo de acao especifico do Bz, ainda permanece desconhecido. Entretanto,
varios estudos visando propor mecanismos de acdo para esse farmaco, tém sido
descritos na literatura. Uma dessas propostas sugere que o0 grupo nitro pode ser
reduzido a um grupo amino por nitroreductases, resultando na formacao de radicais
livres intermediarios bem como em metabdlitos eletrofilicos, que envolve a modificacao
covalente de macromoléculas como o DNA, proteinas e lipidios, afetando assim o
metabolismo da tripanotiona do T. cruzi (Ribeiro et al., 2009). Dessa forma, esta
geragéo de radicais livres promove danos oxidativos no parasito, que necessita de um
sistema antioxidante adequado (Boveris et al., 1980).

Segundo Castro et al. (2006), tal interagdo de metabdlitos reativos que danificam
biomoléculas importantes, sdo responsaveis por suas ag¢des quimioterapicas contra o
parasito e os efeitos secundarios tdéxicos no hospedeiro.
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De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o farmaco ideal para o
tratamento da DC deve:

» promover a cura parasitolégica para casos agudos e cronicos,
» ser eficaz em dose Unica ou em poucas doses,

» ser de baixo custo para o paciente,

* nao apresentar efeitos teratogénicos ou efeitos colaterais,
 internacao hospitalar desnecessaria,

* nao induzir resisténcia.

Desta forma, como o farmaco ideal para o tratamento etiolégico da DC ainda néao
existe (Pupulin et al., 2005), a busca por um tratamento que elimine o parasito do
hospedeiro humano, tem como base, o estudo da fisiologia e da bioquimica do T. cruzi
na tentativa de identificar alvos terapéuticos promissores (Atwood et al., 2005). Como
exemplo de alvos moleculares em estudo destacam-se as enzimas como a tripanotiona
redutase, a cruzipaina, a hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase, a diidrofolato
redutase, a farnesilpirofosfato sintase e DNA topoisomerases (Coura e Castro, 2002).

Além desses estudos, destacam-se aqueles que vém testando em pacientes
chagasicos alguns farmacos utilizados para outras enfermidades. Assim, em um estudo
com pacientes crénicos, Galleano et al. (1990) trataram quatro grupos: no primeiro
grupo utilizou o esquema terapéutico de 600 mg/kg/dia de Alopurinol, no segundo a
dose utilizada foi 900 mg/kg/dia de Alopurinol ambos por 60 dias. No terceiro e quarto
grupo foram utilizados Bz e Nif, respectivamente, em esquemas terapéuticos
convencionais. O Alopurinol mostrou-se tdo eficaz quanto as terapéuticas
convencionais para eliminar a parasitemia. Porém, as reac¢des adversas ocorreram em
11% dos pacientes que receberam Alopurinol e em 30% daqueles que recebem
nitrofuranos. Além disso, as reacées com a terapia convencional foram mais frequentes
e de natureza mais grave.

Por meio da mesma metodologia descrita para o tratamento com o Alopurinol,
Apt et al. (1998) trataram 135 pacientes crénicos com ltraconazol (6mg/Kg/dia durante
120 dias). Os autores observaram cura parasitolégica e normalizacdo do ECG em
36,5% dos pacientes tratados, porém novas anormalidades no ECG surgiram em

48,2% dos pacientes apds o tratamento.
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Benaim et al. (2006) demonstraram que a amiodarona, um composto
antiarritmico, possui efeito anti-T. cruzi e tal atividade é potencializada quando este
farmaco € associado ao posaconazol, um inibidor da sintese de ergosterol.

O posaconazol foi registrado em 2005 na Uniao Européia e, em 2006, nos
E.U.A. para o tratamento e profilaxia de infeccbes fungicas invasivas e para o
tratamento de candidiase azole-resistentes.

Outros triazéis (Figura 2), como o TAK-187 (Takeda Chemical Company) (Urbina
et al., 2003c; Corrales et al., 2005), UR-9825 (Uriach e Company) (Urbina et al., 2000,
Guedes et al., 2004) e ravuconazol (ER-30346, Eisai Co.; BMS 207147, Bristol-Myers
Squibb) (Urbina et al., 2003b) também apresentam atividade tripanomicida in vitro e in

vivo.

Cl

BMS-207,147 (Ravuconazole) TAK-187

Figura 2 - Formula estrutural de novos derivados triazdlicos com atividade
tripanomicida.

Além desses compostos sintéticos abordados anteriormente, existem ainda
grupos de pesquisa que avaliam a atividade de substancias isoladas de fontes naturais,
os chamados fitoterapicos, sobre as diferentes formas do T. cruzi.

Em estudos com alcal6ides foi observado que a principal atividade destes
compostos é a inibicdo da respiracdo celular das formas epimastigotas sendo a
apomorfina o composto mais ativo (Coura e Castro, 2002).

O taxol, uma substancia isolada de Taxus brevifolia, uma arvore do Pacifico
apresentou atividade sobre as formas epimastigotas e tripomastigotas alterando de
forma significativa a morfologia dos parasitos (Dantas, 2000).

Os extratos brutos etandlicos das cascas de Stryphnodendron adstringens
(Barbatimao) e Caryocar brasiliensis (pequi) foram testados in vivo e demonstraram
uma significativa interferéncia sobre a curva de parasitemia, reduzindo o numero de

parasitos no sangue (Herzog-Soares et al., 2002)
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A naftoquinona B-lapachona, presente em varias espécies vegetais da familia
Bignoniaceae, apresentou atividade contra as formas amastigota, epimastigota e
tripomastigota do parasito (Saude-Guimaraes, 2007).

Do extrato cloroférmico de Moquinia kingii foi obtida a apigenina que apresentou
acao contra tripomastigotas in vitro (Schinor et al., 2004).

Assim, conforme abordado anteriormente, diversas estratégias vém sendo
utilizadas por pesquisadores e todas elas apresentam um objetivo comum: obter um
esquema terapéutico para a DC mais eficaz e menos agressivo ao paciente. Contudo,
sabe-se que o planejamento e desenvolvimento de novos farmacos contra a DC
necessita de investimentos elevados por parte da industria farmacéutica, fato que
inevitavelmente reflete nos valores de comercializacdo destes produtos. Logo, nem
sempre um farmaco novo que é introduzido no mercado torna-se acessivel a populacao
visto que o poder aquisitivo dos individuos acometidos por esta doenca, na maioria dos
casos, é baixo. Desde a concepcao de uma nova entidade quimica até sua introducao
no mercado farmacéutico sdo necessarios entre 12 a 16 anos, com investimentos da
ordem de US$ 800-880 milhdes (Dimasi, 2003; Giaccotto, 2005). Uma caracteristica
marcante deste processo € a alta taxa de insucessos, muitas vezes superior a 90%,
considerando-se todas as etapas de pesquisas basicas e desenvolvimento clinico (Yu e
Adedoyin, 2003). Dentre as causas de insucesso destacam-se as propriedades
farmacocinéticas inapropriadas (Park et al., 2006).

Portanto, deve-se ressaltar que a parceria entre grupos de pesquisas das
instituicbes de ensino e industria farmacéutica torna-se imprescindivel visto que
funciona como uma pré-selecdo de possiveis ativos direcionando assim a descoberta
de novos agentes quimioterapicos.

1.5- Niveis de ferro do hospedeiro e seu impacto na doenca de Chagas

Na analise do perfil epidemiolégico da DC, pode-se observar que a infeccao pelo
T. cruzi ocorre principalmente, entre populagdes pobres, residentes em areas rurais da
América Central e do Sul, onde a desnutricdo poderia representar um co-fator de
impacto sobre o curso da infeccao.

O ferro, dentre todos o0s micronutrientes, é o0 metal pesado mais
abundantemente encontrado nos tecidos e fluidos corporais (Crichton e Ward, 1992),

essencial para a sobrevivéncia de praticamente todas as células vivas, sendo requerido

13



Bandeira, L.C. Introdugéo

para o crescimento e proliferacdo das mesmas. Em um individuo adulto héa
aproximadamente 3 a 5g de ferro e estima-se que sua distribuicdo seja em torno de 29
como hemoglobima e 8mg como enzimas. Aproximadamente 90% € recuperado e
reutilizado extensivamente. Além disso, possui papel importante no transporte de
elétrons, sintese de DNA e reacdes redox essenciais (Taylor e Kelly, 2010)

Dietas nao balanceadas, infeccbes parasitarias ou uso terapéutico de agentes
quelantes podem induzir a deficiéncia de micronutrientes no organismo prejudicando a
funcao de varios compostos que estao ligados a ele.

Estima-se que ha mais de dois bilhdes de pessoas no mundo com anemia
ferropriva, o que representa 1/3 da populacdo mundial sendo a prevaléncia maior em
paises em desenvolvimento. Este agravo ndo é problema exclusivo de populacoes
carentes, sendo considerado uma endemia em expansao em todos os segmentos
sociais (Heijplom e Santos, 2007). Assim, ao desenvolver um quadro de anemia
ferropriva supbe-se que estes individuos podem desenvolver um curso distinto por
infeccbes diversas se comparados a individuos com niveis de ferro dentro dos limites
considerados normais. Isso porque ha reducdo da atividade da ribonucleotideo
redutase, requerida para a sintese de DNA (Bergeron, 1986), diminuicdo da atividade
das desidrogenases contendo ferro-enxofre, do ciclo do acido citrico (Davies et al.,
1982), diminuicao da concentracao de mioglobina e hemoglobina (Siimes et al., 1980).

Em relacdo aos agentes infecciosos, as alteracdes nos niveis de ferro podem
afetar a relacdo parasito-hospedeiro, se uma quantidade suficiente de ferro nao for
disponivel para um patégeno, pois sua propagacdo podera se tornar dificultada e a
infeccdo atenuada (Payne e Finkelstein, 1978).

Os primeiros trabalhos correlacionando o T. cruzi com as alteragées nos niveis
de ferro e infecgédo foram realizados por Lalonde e Holbein (1984) e por Loo e Lalonde
(1984). Eles observaram que os camundongos infectados com (10% ou 10%) formas
sanguineas da cepa Brasil do T. cruzi e com estoques intracelulares de ferro
aumentados pela injecdo de ferro-dextran (5mg/5 dias dpi) apresentaram maior
mortalidade .

Tem-se investigado o papel das proteinas dos hospedeiros, principalmente, a
transferrina no transporte destes micronutrientes para as diferentes formas parasitarias.
Lima e Villalta (1989) mostraram que as formas amastigotas apresentam receptores
para esta proteina sendo o ferro, essencial para o seu crescimento. O mecanismo

basico pelo qual a forma amastigota do T. cruzi obtém os micronutrientes do
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hospedeiro mamifero para sua multiplicacdao intracelular ainda precisa ser
completamente elucidado. Entretanto, supbe-se que esse seja obtido da transferrina
através da endocitose mediada por receptores.

O Desferal (DFA) apresenta o mesilato de desferrioxamina como principio ativo
e foi lancado no mercado em 1963 como um medicamento no tratamento do excesso
de aluminio e ferro decorrente da talassemia e no tratamento de envenenamentos
auxiliando na normalizacédo de estoques deste metal (Keberle, 1964). Por este motivo o
DFA (Figura 3) pertence ao grupo farmacoterapéutico denominado agente quelante
apresentando um sider6foro hexadentado natural que contém tihidroxamato produzido
por Streptomyces pylosis (Keberle, 1964; Barry et al., 1974). Quase todos os quelantes
identificados pertencentes a funcao sideréforos contém pelo menos um &cido
hidroxamico, um catecol e/ou um acido a-hidroxicarboxilico como sitios ligantes (Benite
et al., 2002).
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Figura 3 - Férmula estrutural do Desferal (Mesilato de desferrioxamina). O grupo
destacado em vermelho refere-se ao grupo ligante do sideréforo denominado
hidroxamato.

Os sideréforos desempenham a fungédo de solubilizar especificamente ferro, em
presenca de outros ions metalicos, e incorpora-lo ao metabolismo celular. Este
processo € acompanhado por quelacao seletiva de Fe(lll). Algumas caracteristicas
importantes, apresentadas pelo ion Fe(lll), que garantem sua seletividade sao a
dureza, o tamanho, a configuracao dos elétrons d, a alta densidade de carga, e a alta
eletronegatividade. Tais caracteristicas conferem ao Fe(lll) o carater de um poderoso
acido de Lewis, um cation duro, que formara, desta forma, ligacbes mais estaveis com
atomos fracamente polarizaveis (anions duros), como por exemplo, o oxigénio (Benite
et al., 2002).

Em relacdo as suas propriedades farmacocinéticas, o DFA apresenta curto
periodo de meia-vida no plasma(5-10min) (Taylor e Kelly, 2010) e sua administracao
deve ser lenta por um determinado tempo (Summers et al., 1979; Lee et al., 1993). E
uma droga hidrofilica com elevado peso molecular (Porter et al., 2005) sendo estes 0s
fatores que dificultam sua absorgéo pelas células.

Sua farmacodindmica envolve formagdo de complexos com os ions trivalentes
do ferro dando origem ao complexo Ferrioxamina que apresenta caracteristicas
lipofilicas. Posteriormente, é eliminado do organismo através da urina, por meio de
filtragdo glomerular, ou ainda por meio das fezes. Assim, uma vez ligado ao quelante, o
ferro é inativado metabolicamente nao resultando na formacao de espécies reativas de
oxigénio (ROS).

Este quelante tem sido empregado em estudos que buscam avaliar a relagao
entre infeccado e status de ferro (Dhur et al.,, 1989) e atua tanto no meio intracelular

quanto no extracelular. Dois mecanismos sdo propostos para esta acéo: inducédo da
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deficiéncia de ferro por limitar sua disponibilidade dentro da célula ou interferéncia
direta com a aquisicao de ferro pelo parasito (Hershko e Peto, 1988).

Estudos realizados por Arantes et al. (2007) demonstraram que a deficiéncia de
ferro induzida pelo uso de DFA poderia ser um fator favoravel ao hospedeiro, reduzindo
a parasitemia, a mortalidade, bem como as lesdes decorrentes da fase aguda,
possivelmente pelo desenvolvimento de uma resposta imune mais precoce, sugerida
pelo aumento do peso relativo dos 6rgaos linféides.

Dados da literatura demonstram que a cepa Y € letal em murinos ainda no
inicio da infeccao. Entretanto, Francisco et al. (2008) demonstraram que a utilizacao
do DFA associado ou ndo ao tratamento etiolégico da DC permitiu maior sobrevida
de camundongos infectados pela cepa Y do T. cruzi, até 40 dias apds a infeccédo. Por
este motivo, esses animais foram mantidos no CCA (Centro de Ciéncia Animal) da
Universidade Federal de Ouro Preto, durante o periodo de 18 meses, quando entdo
foram eutanasiados com o objetivo de avaliar a influéncia da alteracéo dos niveis de
ferro associada ou ndo ao tratamento com Bz no curso crbnico da infeccdo de
camundongos pela cepa Y do T. cruzi e seu impacto na biologia dos parasitos

resistentes ao tratamento.
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Uma vez que a infeccado pelo T. cruzi ocorre principalmente, entre populacdes
pobres, residentes em areas rurais da América Central e do Sul torna-se relevante
avaliar as alteracoes no balanco de micronutrientes sobre o curso da DC bem como na
resposta terapéutica ao Bz visto que muitos agentes infecciosos dependem do estado
nutricional do hospedeiro para sua prépria sobrevivéncia no organismo.

A inducéo da deficiéncia de micronutrientes pode ser obtida por diversos fatores,
incluindo dietas deficientes, infeccdes parasitarias ou uso terapéutico de agentes
quelantes. Trabalhos recentes realizados pelo nosso grupo (Arantes et al., 2007 e
Francisco et al., 2008) sugerem que, no ambito da interacdo T. cruzi’hospedeiro em
modelo murino, a deficiéncia de ferro poderia ser um fator favoravel ao hospedeiro,
reduzindo a parasitemia, a mortalidade, bem como as lesdes decorrentes da fase
aguda. Por este motivo, com o intuito de elucidar a relacdo status de ferro versus
infeccao pelo T. cruzi, o objetivo deste trabalho foi avaliar o curso crénico da infecgao
de animais pela cepa Y tratados ou ndo com Bz, associados ou ndo a DFA bem como
verificar possiveis mudangas no comportamento biolégico e bioquimico de populacdes

de parasitos reisolados desses animais.
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3.1 - Objetivo geral

Avaliar a cura parasitoldgica e as alteracdes histopatoldégicas em camundongos
infectados pela cepa Y do Trypanosoma cruzi submetidos ou ndo a reducédo dos
estoques de ferro pelo uso da DFA, tratados ou ndo com Bz, bem como caracterizar as
populacdes do parasito reisoladas por hemocultura.

3.2 - Objetivos especificos

Primeira etapa:
Nos animais infectados pela cepa Y do T. cruzi tratados com DFA e/ou Bz, 18 meses
apds a infecgado, avaliar os niveis de anticorpos da classe IgG e o parasitismo
sanguineo; Apds a eutanasia, avaliar o parasitismo tecidual e a inflamacao cardiaca e
hepatica.

Segunda etapa:

Nas populacbes do T. cruzi isoladas dos animais infectados pela cepa Y do T.

cruzi tratados com DFA e/ou Bz, apés 18 meses de infeccdo, caracterizar o
comportamento biolégico e bioquimico.
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4.1 - Etapas previamente realizadas

Utilizaram-se, 80 camundongos Swiss, machos, 30 dias de idade, distribuidos
em quatro grupos experimentais como representado na Figura 4: (1) INT - infectado e
nao tratado; (2) BZ - infectado e tratado com Bz por 21 dias; (3) DFA-35 - infectado e
tratado com DFA por 35 dias e (4) DFA/BZ-35 - infectado e tratado com DFA por 35 e
Bz por 21 dias.

Os animais dos grupos DFA-35 e BZ/DFA-35 receberam a DFA pela via
intraperitoneal (0,05 mL) durante 14 dias que precederam a infec¢éo e nos 21 dias pos-
infeccao.

Os camundongos pertencentes aos grupos somente infectados receberam a
mesma quantidade do diluente do medicamento (agua para injecao).

O tratamento com Bz foi realizado utilizando-se a seguinte metodologia: o
comprimido foi macerado liberando 100mg do principio ativo, que foi ressuspenso em
10 mL de agua destilada em goma arabica obtendo-se uma concentracao final de 10
mg/mL. Os animais dos grupos BZ e BZ/DFA-35 receberam por via oral, através de
gavagem utilizando agulha especial para tratamento, 100mg/Kg/dia cada, em dose
Unica, por 21 dias consecutivos comecando pelo primeiro dia de parasitemia. Os
camundongos eram pesados semanalmente para que recebessem a dose
individualizada, de acordo com seu peso corporal.

Nesse estudo foi utilizado um in6culo de 500 formas sanguineas da cepa Y.
Camundongos nao infectados foram utilizados para determinagdo do numero de
nucleos celulares no coracdo e figado para fins de determinagdo do processo
inflamatério no grupo dos animais infectados.

Os animais foram acompanhados até 18 meses apés a infeccao. Este projeto foi
aprovado no Comité de Etica da UFOP sob nimero de protocolo 2008/11.
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Camundongos Swiss
(n=80)
Cepa Y do T. cruzi

INT BZ DFA-35 DFA/BZ-35
(n=20) (n=20) (n=20) (n=20)
| l l I
18 MESES APOS Sobrevida Sobrevida Sobrevida Sobrevida
AINFECCAO = 0% 20% (n=4) 20% (n=4) 40% (n=8)

ELISA
Critério de cura ‘ Hemocultura
PCR
|
Necropsia
|
[ I
HE - Figado e Coracéao PCR
(Infiltrado inflamatorio) (Parasitismo tecidual)

Figura 4 - Delineamento experimental da primeira etapa. Camundongos Swiss
machos (n=80), infectados com 500 formas tripomastigotas sanguineas da cepa Y do
Trypanosoma cruzi, infectados e nao tratados (INT, n=20), tratados com Bz por 21 dias
(BZ, n=20), tratados com DFA por 35 dias (DFA, n=20), infectados e tratados com DFA
por 35 e Bz por 21 dias (DFA/BZ-35, n=20).
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4.2 - Etapas realizadas neste trabalho

4.2.1- Primeira etapa
Avaliagc&o da cura parasitologica e da inflamagao hepatica e cardiaca

4.2.1.1 - Animais, eutanasia e coleta de amostras

Na primeira etapa foram utilizados 16 camundongos Swiss machos que
sobreviveram a fase aguda da infeccao no trabalho realizado por Francisco et al., 2008
(Figura 4). Para confirmar a cura parasitolégica foi coletado sangue (600uL) para
realizacdo das técnicas imunolégica (ELISA), parasitologica (Hemocultura) e molecular
(PCR).

Os animais foram eutanasiados com dose letal de anestésico apds 18 meses de
infeccdo sendo coletados fragmentos do figado, baco, eséfago, coracao, pulmao,
musculo esquelético, cérebro, célon e linfonodo abdominal. As amostras do figado,
baco, es6fago, coracdo, pulmao, musculo esquelético, cérebro, cdlon e linfonodo
abdominal utilizadas para posterior extracdo de DNA foram lavadas exaustivamente em
tampao fosfato (pH 7,2), secas em papel de filtro e congeladas a -70°C. As amostras
do figado e coragao destinadas a confeccao de laminas histolégicas foram cortadas
transversalmente para a obtencado de fragmentos com aproximadamente 2mm de

espessura, fixadas em formol tamponado a 10% (pH 7.2) por 24 horas.

4.2.1.2 - Pesquisa de anticorpos anti-T. cruzi pela ELISA

Foram coletados 200uL de sangue do plexo venoso retro-orbital dos animais
para realizacdo dos testes de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay).
Posteriormente, as amostras de sangue foram centrifugadas para obtencdo do soro
que foram diluidos a 1:80 em PBS. Foi utilizado antigeno alcalino obtido de cultura em
crescimento exponencial da cepa Y do T. cruzi em meio LIT (Vitor e Chiari, 1987) e
conjugado anti-lgG de camundongo marcado com peroxidase.

A ELISA foi realizada segundo a técnica de Voller et al. (1976) utilizando-se
microplacas de poliestireno de 96 pocos de fundo chato, previamente sensibilizados
com 3ug de proteina por poco e diluida em solugcdo tampao carbonato, pH 9,6. Apds

incubagédo por 18h, a 4°C, o excesso de solugdo antigénica foi removido por quatro
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lavagens sucessivas com solugéo salina contendo Tween 20 a 0,05%. Apéds a lavagem,
os soros foram incubados a 37°C por 45 min.

A seguir, foi adicionado o conjugado anti-lgG de camundongo, marcado com
peroxidase. As placas foram incubadas por 45 min, a 37°C, posteriormente adicionou-
se o substrato (ofenilodiamino - OPD - Sigma). Entre as etapas da reacgéo, as placas de
ELISA foram submetidas a quatro lavagens com PBS-Tween 20. A reacdo foi
interrompida pela adicdo de acido sulfurico 4N (32ul por poco) e as leituras realizadas
no leitor de microplaca (BIO RAD, Modelo 3550) com filtro de 490nm.

A ELISA foi considerada positiva quando a leitura, em densidade ética, for maior
do que a média, somada a duas vezes o desvio padrdao do valor obtido de 10 soros de
animais nao infectados pelo T. cruzi, testados em paralelo aos soros avaliados
(Gusmao et al., 1984). Controles positivos e negativos foram utilizados em todas as

reacoes.
4.2.1.3 - Hemocultura

A hemocultura foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Filardi e
Brener (1987). Para este exame, 200uL de sangue foram coletados assepticamente do
seio venoso retro-orbital com pipeta de Pasteur dos animais (n=16). O sangue foi
distribuido em dois tubos (A e B) contendo 3mL de meio LIT (Liver Infusion Tryptose)
(Camargo, 1964).

Os tubos foram incubados em estufa a 28°C e uma gota do sedimento foi
examinada ao microscépio para detectar o parasito aos 30, 60 e 90 dias apés

incubagao.
4.2.1.4 - Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

4.2.1.4.1- Extragdo do DNA

Sangue (Extracao fendlica)
Foram coletados assepticamente 200uL de sangue do plexo venoso retro-orbital
dos animais. O sangue foi conservado em 200uL de guanidina-HCI 6 M/EDTA 0,2M
(Sigma Chemical Co, USA) pH 8,0 (Avila et al, 1991). Esta mistura,
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sangue/guanidina/EDTA, foi fervida sete dias apds a coleta, a 100°C, durante sete
minutos, com o objetivo de promover a linearizacao dos minicirculos concatenados na
rede de kDNA (Britto et al., 1993) permitindo assim, uma distribuicdo homogénea das
sequéncias alvo presentes na amostra. O lisado foi estocado a temperatura ambiente.A
extracdo do DNA foi processada apdés homogeneizacdo de cada amostra empregando
a técnica proposta por Sambrook et al. (1989) modificada por Gomes et al. (1998).
Aliquotas de 200uL do lisado de sangue foram transferidas para tubos de
microcentrifuga 1,5mL e submetida a desproteinizacdo em igual volume de uma
mistura de fenol-cloroférmio (100uL de fenol Tris pH 8,0 e 100uL de cloroférmio). Essa
mistura foi homogeneizada lentamente por 2 minutos e centrifugada a 6.000rpm por 5
minutos. O sobrenadante foi retirado e ao sedimento foram adicionados 150uL de H20
milli-Q estéril e novamente centrifugado a 6.000 rpm por 5 minutos. Em seguida foi
adicionado 320uL de cloroférmio ao sobrenadante, que foi centrifugado na mesma
rotacdo anterior. A precipitacdo do DNA presente no sobrenadante foi realizada em
banho de gelo, por 15 minutos, com 10 mM de acetato de sédio e dois volumes de
etanol absoluto. Apos centrifugacao, a 13.000 rpm, por 15 minutos, o sobrenadante foi
descartado e ap6s volatilizacdo do etanol, o DNA foi resuspendido em 20uL de agua
milli-Q estéril. Durante este estagio, um controle negativo e um positivo foram

processados em paralelo.

Tecidos (Kit Wizard — Promega)

Os fragmentos congelados a - 70°C foram transferidos para uma placa de Petri
estéril onde foram totalmente picotados com auxilio de uma Iamina de bisturi. A seguir,
foram transferidos com auxilio de palitos de madeira estéril para um tubo de
microcentrifuga de 1,5mL, adicionado 600 pL da solugéo de lise nuclear seguindo-se a
homogeneizacdo. As amostras foram entdo levadas ao banho-maria a 56°C por 30
minutos. A seguir, adicionou-se 200uL da solucdo de precipitacdo protéica e
homogeneizou-se vigorosamente a mistura, no vortex, por 20 segundos. A
centrifugacao foi realizada a 14000 rpm, por 3 minutos, a temperatura ambiente, na
qual foi observada a formacdo de um pellet. O sobrenadante foi cuidadosamente
transferido para um novo tubo contendo 600uL de isopropanol (CHsCHOHCCH3) e
misturado delicadamente por inversdao por 5 minutos. Novamente, realizou-se a
centrifugacédo a 14000 rpm, a temperatura ambiente, por 6 minutos sendo observada a
formagéo de um pellet claro. O sobrenadante foi descartado e adicionou-se 600uL de
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etanol 70% (ETOH) a temperatura ambiente misturando por inversdo por 5 minutos. O
etanol foi entdo vertido e as quantidades remanescentes evaporadas.
Por fim, adicionou-se 100uL da solucéo de re-hidratacdo de DNA e as amostras

foram deixadas overnight a temperatura ambiente.

4.2.1.4.2- Amplificagao especifica do T. cruzi (sangue e tecidos)

ApoGs a extracdo, o DNA foi amplificado utilizando-se os iniciadores especificos
para T. cruzi (S35 = 5AAATAATGTACGGG(T/G)GAGATGCATGA 3 e S36 =
5GGGTTCGATTGGGGTTGGTGT 3’), que sdo capazes de amplificar um fragmento de
330 pb da regiao variavel do minicirculo. Em sintese: 2uL da solucao de DNA de cada
amostra foi adicionada a solu¢do contendo 10mM de Tris-HCL (pH 9,0); 75 mM de
KCL; 1,5 Mm de Mg CL2; 0,1% de Triton 100x; 0,25mMm de cada dNTP (Sigma
Company Ltda, USA); 10pmol de cada iniciador (S35 e S36), 0,5U de tag DNA
polimerase (Platinum, Invitrogen, SP; Brasil) e agua suficente para completar 11pL.
Esta mistura foi coberta com 30 pL de éleo mineral e submetida ao seguinte programa
de amplificagdo: uma etapa de desnaturacao inicial a 94°C por 5 minutos, seguida de
30 ciclos contendo um passo de desnaturacao a 94°C por 1 minuto, um de anelamento
a 64°C por um minuto e um passo de extensao a 72°C por 1 minuto. Para finalizar, uma
de extensdo a 72° C por 5 minutos. Os produtos de amplificacdo foram submetidos a
eletroforese em gel de poliacrilamida a 6% e visualizados apds coloracado pela prata
(Santos et al., 1993).

4.2.1.5 - Processamento do material para avaliagdo histopatolégica

Os fragmentos dos tecidos coletados e fixados em formol foram desidratados em
concentragcdes crescentes de alcool, diafanizados em xilol, embebidos e incluidos em
parafina e, posteriormente, submetidos a microtomia para a obtencdo de 3 cortes
seriados com espessura de 4um. A partir desse ponto, foram desparafinizados em dois
banhos de xilol, hidratados em solucdes alcodlicas de concentracées decrescentes de

alcool (100, 90, 80 e 70%) e lavados em agua corrente por 5 minutos.
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4.2.1.5.1- Técnica de Hematoxilina-Eosina (HE)

Os cortes obtidos foram corados pela hematoxilina, lavadas em agua corrente e
diferenciadas rapidamente em alcool acidulado; novamente lavadas em agua corrente
e corados pela eosina. Ap6s o ultimo processo de lavagem em agua corrente, as
laminas foram levadas até a estufa a 56°C para secagem e, posteriormente, montadas

com Entellan e laminula.

4.2.1.5.2- Quantificacao da inflamacgéo no coracgao e figado

Todos os nucleos celulares presentes nos fragmentos do coragéo e figado foram
quantificados em 20 imagens aleatérias (area total percorrida = 1,5 x 108 pum?). As
imagens visualizadas pela objetiva de 40x foram digitalizadas através do microscopio
Leica DM5000B com uma microcamera acoplada e do programa Leica Application
Suite (Versado 2.4.1 R1) ambos pertencentes ao Laboratério Multiusuario do NUPEB.
Para a analise das imagens obtidas foi utilizado o programa Leica QWin V3. O
processo inflamatério foi determinado pelo nimero de nucleos das células presentes
nos animais nao infectados, acrescido de um desvio padrdo. Os animais infectados
pelo T. cruzi com valores da quantificacdo de nucleos celulares acima desta média

foram considerados com inflamacéao cardiaca ou hepatica.
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4.2.2- Segunda etapa

Caracterizago biologica e bioquimica das populagbes do T. cruzi isoladas durante

a avaliacdo da cura parasitolégica

4.2.2.1 - Inoculagdo dos animais

As populacdes do T. cruzi obtidas das hemoculturas, foram mantidas em meio
LIT para diferenciacdo até a obtencdo de formas tripomastigotas metaciclicas para
inoculacdo em camundongos Swiss. Apds duas passagens, formas tripomastigotas
sanguineas foram obtidas para inoculagdo dos grupos experimentais. A contagem dos
parasitos para a preparagao do inéculo foi realizada segundo a técnica descrita por
Brener (1962), sendo o in6culo de 5.000 formas tripomastigotas sanguineas.

Utilizaram-se camundongos Swiss machos com 30 dias de idade e peso de
aproximadamente 20g (n=90), divididos em seis grupos experimentais, com 15 animais
em cada grupo, como representado na Figura 5: (1) infectado com a cepa Y; (2)
infectado com o isolado 1A; (3) infectado com o isolado 1B; (4) infectado com o isolado
2A; (5) infectado com o isolado 2B e (6) infectado com o isolado 3. Para determinacéo
da curva de parasitemia foram utilizados seis desses animais enquanto nove foram
utilizados para avaliagdo histopatoldgica. Nove animais ndo infectados foram utilizados
para avaliacdo histopatoldgica e determinacdo do padrdao de normalidade em cada
tempo de necropsia.

4.2.2.2 - Parametros avaliados
Infectividade (INF)
A infectividade foi avaliada pela positividade do exame a fresco do sangue
periférico dos camundongos e realizacdo de hemocultura quando necessaria. A

pesquisa de tripomastigotas sanguineas iniciou-se a partir do 42 dia apds a infecgao

(dpi) pelo exame microscoépico de sangue a fresco, coletado da veia caudal do animal.
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Hemoculturas Positivas

CepaY Isolado 1A Isolado 1B Isolado 2A Isolado 2B Isolado 3
Caracterizagao Biolégica Caracterizagao Bioquimica
Curva de Parasitemia Andlise das isoenzimas
Sobrevida GPI, PGM, G6PD,
Inflamacéao IDH, GDH, MPI, 6PGDH

Figura 5 - Delineamento experimental da segunda etapa. Camundongos Swiss
machos (n=90), infectados com 5000 formas tripomastigotas sanguineas da cepa Y do
Trypanosoma cruzi (n=15) e com as populacées isoladas 1A, 1B, 2A, 2B e 3 (n=15
para cada grupo).

Parasitemia (PAR)

A contagem da parasitemia pelo exame a fresco do sangue periférico permitiu
obter o perfil da curva de parasitemia dos animais ao longo da fase aguda da infeccao
e avaliar o nivel de parasitemia, sendo essa avaliagdo realizada de acordo com a
metodologia de Brener (1962).

A contagem dos parasitos teve inicio no 42 dia apds a inoculagéo e foi avaliada
diariamente, até que nao fosse observado parasito no exame de sangue a fresco por
cinco dias consecutivos.

As curvas de parasitemia representam as médias diarias do numero de parasitos
observados no sangue periférico dos camundongos de cada grupo experimental e sua

avaliagao permitiu determinar os seguintes parametros:
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Periodo Pré-patente (PPP)

O PPP corresponde ao periodo compreendido entre a inoculagéo e o dia anterior
ao primeiro dia em que foi detectado parasito no sangue periférico do animal através do

exame a fresco. O resultado foi expresso em dias.

Periodo Patente (PP)

O PP corresponde ao periodo compreendido entre o primeiro e o ultimo dia de

exame a fresco positivo e foi expresso em dias.

Pico Maximo de Parasitemia (PMP)

O PMP corresponde ao maximo de parasitemia e foi expresso em numero de
tripomastigotas sanguineos/0.1mL de sangue, detectado pelo exame de sangue a

fresco segundo a metodologia de Brener (1962).

Dia do Pico Maximo (DPMP)

O DPMP corresponde ao dia de ocorréncia do maximo de parasitemia e foi

expresso em dias.

Sobrevida

A sobrevida dos animais foi avaliada diariamente até o 302dpi e foi expressa em

porcentagem cumulativa.

4.2.2.3 - Eutanasia, coleta, fixacao, processamento e coloragdo do

material

Foram eutanasiados trés animais de cada grupo experimental no 72, 112 e 152 dpi
sendo coletados fragmentos do figado e coragcdo como descrito anteriormente.
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4.2.2.4 - Caracterizagdo Bioquimica: Perfil Eletroforético de Isoenzimas
(Zimodemas)

4.2.2.4.1- Obtencdo de epimastigotas cultivadas em meio LIT (massa

umida) e do extrato enzimatico

Apos crescimento exponencial em meio LIT de cultura, 30mL de cada amostra (Isolado
1A, 1B, 2A, 2B e 3) foram centrifugados a 3.500rpm, 4°C por 30 minutos. O
sobrenadante foi cuidadosamente desprezado por inversdo e o sedimento ressuspenso
em 10mL de PBS 1X estéril. Novamente, centrifugou-se a 3.500rpm, 4°C por 15
minutos. Em seguida, desprezou-se o sobrenadante, ressuspendeu-se em 1mL de PBS
1X estéril e transportou-se para um tubo eppendorf 1,5mL previamente pesado.
Finalmente, seguiu-se a centrifugacédo a 10.000rpm, 4°C por 10 minutos com posterior
descarte do sobrenadante e armazenamento do sedimento (massa umida) a —70°C.

A massa umida de parasitos foi descongelada em banho de gelo e submetida a
lise osmética em presenca de estabilizador enzimatico (2,0mM Ditiotreitol, 2,0mM acido
€-amino caproico, 2,0mM EDTA/pH 7,0) na proporgéo de 1:1 (p/v=mg/uL) da solugao.
O lisado foi centrifugado a 10.000 rpm, a 4°C, durante 10min (Kilgour e Godfrey, 1976).
O sobrenadante (extrato enzimatico) foi aliguotado e armazenado a -70°C para ser

utilizado posteriormente na analise de isoenzimas.

4.2.2.4.2- Eletroforese de Isoenzimas e Revelacao

A eletroforese de isoenzimas foi realizada segundo metodologia de Ben
Abderrazak et al. (1993), em sistema horizontal, sob refrigeracédo (Helena, Beaumont,
Texas, EUA), utilizando membrana de acetato-celulose (Helena, Beaumont, TE, EUA).
As membranas foram submersas, durante 20min, em tampao de embebecéo especifico
para cada sistema enzimatico. O extrato enzimatico foi depositado sobre a superficie
da membrana de celulose com auxilio de um aplicador (Helena, Texas, EUA),
concentrado ou diluido, dependendo do sistema enzimatico. As condigbes da
eletroforese e o0s reagentes usados na reacdo encontram-se descritos nas Tabelas | e
Il.

Apbs a eletroforese, as bandas protéicas foram visualizadas por meio de

reacdes bioquimicas especificas, utilizando a mistura reacional contendo todos os
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reagentes necessarios a atividade da enzima acrescida de agente revelador. Apds a
revelacao, a reacao foi interrompida com solugcéao de acido acético 5% e as membranas

foram lavadas em agua destilada, fotografadas e, posteriormente, analisadas.
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Tabela 1 - Condicdes eletroforéticas e de revelagdo usadas para os sistemas

enzimaticos estudados.

Glicose-6-fosfato isomerase
EC.5.3.1.9 GPI

Fosfoglicomutase
EC.5.4.2.2 PGM

Extrato: concentrado

Tampao de embebegéo: Shawlll” (1:3)"
Tampao de migragao: Shaw ll|
Voltagem: 200V

Tempo: 25 minutos

Extrato: concentrado

Tampao de embebecio: KreutzerS (1:4)
Tampao de migragao: Il Kreutzer(1:1)
Voltagem: 200V

Tempo: 20 minutos

*Mistura 5,0mg de frutose 6-fosfato *Mistura 10mg a D-glicose-1-fosfato
reacional: reacional:
5U de G6PDH 15U G6PDH
Mgclz 15mM Mgclz 15mM
5,0mg de NADP 5,0mg de NADP
3,0mg de MTT 3,0mg de MTT
2,5mg de PMS 2,5mg de PMS
Temperatura ambiente Temperatura ambiente
Tampao Tris-HCI 0,2M, pH 7 Tampao Tris-HCI 0,2M, pH 7
10% de agar 10% de Agar
Glicose-6-fosfato-1-desidrogenase Isocitrato desidrogenase
EC.1.1.1.49 G6PD EC.1.1.1.42 ICD

Extrato: concentrado

Tampao de embebecdo: HR

Tampao de migracao: HR

Voltagem: 200V

Tempo 20 minutos

*Mistura reacional 10mg de D-glicose-6-P
Mgclz 15mM
5,0mg de NADP
3,0mg de MTT
2,5mg de PMS

Temperatura ambiente
Tampao Tris-HCI pH 7 0,2M
10% de Agar

Extrato: concentrado
Tampé&o de embebegéo: Shaw IlI (1:4)"
Tampao de migragao: Shaw llI
Voltagem: 200V
Tempo 20 minutos
*Mistura reacional: 10mg acido Isocitrico DL
Mgclz 15mM
5,0mg de NADP
3,0mg de MTT
2,5mg de PMS

Temperatura ambiente
Tampéo Tris-HCI pH 7 0,2M
10% de agar

Descricdo dos Tampobes

* Shaw III: 0,15M Tris, 0,043M &cido citrico/pH 7,0
§ Kreutzer II: 0,2M fosfato/pH 7,0
" HR (Eletra HR Tampao; Helena, Beaumont, TE, EUA): Tris-Barbital, barbital s6dico/pH 9,0

G6PD: Glicose-6-Fosfato Desidrogenase. NADP: Nicotinamida Adenina Difosfato. MTT: Brometo de 3-{4,5-
Dimetiltiazol-2-1}-2,5Difeniltetrazolium. PMS: sulfato de fenazina. ': tampao diluido em &gua (v/v). *Para
preparagdo da solugdo reveladora o &gar foi aquecido no microondas com o tampado de cloridrato de
hidroximetilaminometano (Tris-HCI), resfriado em agua corrente e adicionado ao restante do revelador. A
mistura reacional foi vertida sobre a membrana.

35



Bandeira, L.C. Animais, materiais e métodos

Tabela 2 - Condicdes eletroforéticas e de revelagdo usadas para os sistemas
enzimaticos estudados.

Glutamato Desidrogenase NAD(P)+/NAD+ Malato 6-fosfato isomerase

EC.1.4.1.3 GDH1/GDH2 EC.5.3.1.8 MPI
Extrato: concentrado Extrato: concentrado
Tampao de embebeg&o: Shawlll” (1:2)" Tampao de embebecio: HRS (1:2)"
Tampao de migragao: Shaw ll| Tampéo de migragao: HR
Voltagem: 160V Voltagem: 200V
Tempo: 30 minutos Tempo: 20 minutos
*Mistura 170mg L-acido glutdmico *Mistura 20mg D-manose-6-fosfato
reacional: reacional:
5,0mg de NADP 8U G6PDH
8U GPI
5,0mg de NAD Mgclz 15mM
3,0mg de MTT 5,0mg de NADP
2,5mg de PMS 3,0mg de MTT
Temperatura ambiente 2,5mg de PMS
Tampao Tris-HCI 0,2M, pH 8 Temperatura ambiente
10% de Agar Tampao Tris-HCI 0,2M, pH 7
10% de Agar

Fosfogluconato Desidrogenase
EC.1.1.1.44 6PGDH

Extrato: concentrado

Tampao de embebecgéo: Shaw Il (1:3)

Tampao de migragao: Shaw llI

Voltagem: 160V

Tempo 20 minutos

*Mistura reacional 10mg de acido 6-fosfogluconico
Mgclz 15mM
5,0mg de NADP
3,0mg de MTT
2,5mg de PMS
Temperatura ambiente
Tampao Tris-HCI pH 8 0,2M
10% de Agar

Descricdo dos Tampobes

* Shaw III: 0,15M Tris, 0,043M &cido citrico/pH 7,0

§ Kreutzer II: 0,2M fosfato/pH 7,0

" HR (Eletra HR Tampao; Helena, Beaumont, TE, EUA): Tris-Barbital, barbital s6dico/pH 9,0
G6PD: Glicose-6-Fosfato Desidrogenase. NADP: Nicotinamida Adenina Difosfato. MTT: Brometo de 3-{4,5-
Dimetiltiazol-2-1}-2,5Difeniltetrazolium. PMS: sulfato de fenazina. ': tampao diluido em &gua (v/v). *Para
preparagdo da solugdo reveladora o &gar foi aquecido no microondas com o tampado de cloridrato de
hidroximetilaminometano (Tris-HCI), resfriado em agua corrente e adicionado ao restante do revelador. e a
mistura reacional colocada em contato com a membrana.
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5.1 - Primeira Etapa

Avaliacao da cura parasitoldgica

5.1.1 - ELISA

Anticorpos da classe 1gG especificos para antigenos do T. cruzi foram
encontrados no soro dos 16 animais avaliados. Portanto, a ELISA foi 100% positiva
(Tabela 3).

5.1.2 - Hemocultura

Dos dezesseis animais infectados pela cepa Y do T. cruzi trés (3/16, 18,75%)
apresentaram hemocultura positiva até o 902 dia, sendo todos pertencentes ao grupo
DFA/BZ-35 (Tabela 3).

5.1.3-PCR
5.1.3.1 - PCR em sangue

A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos pela PCR em sangue e a Figura 6 é
de um gel representativo das reacdes de PCR em sangue. A PCR mostrou que 75%
(12/16) dos animais infectados pela cepa Y do T. cruzi apresentaram PCR positivo.
Quando esses resultados foram analisados por grupo, observou-se um indice de
positividade de 50% para os animais pertencentes aos grupos BZ (2/4) e DFA-35 (2/4),
e 100% (8/8) para o grupo DFA/BZ-35.
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Tabela 3 - Resultados dos testes de ELISA, Hemocultura e PCR
realizados no sangue de camundongos infectados por 18 meses
com a cepa Y, tratados ou ndo com desferrioxamina associada ou
nao ao benzonidazol.

ELISA HEMOCULTURA PCR
(n/%) (n/%) (n/%)

+ - + - + -

BZ 4/100% 0/0% 0/0%  4/100% 2/50% 2/50%
(n=4)

DFA-35 4/100% 0/0% 0/0%  4/100% 2/50% 2/50%
(n=4)

DFA/BZ- 8/100% 0/0% 3/375% 5/625% 8/100% 0/0%
35 (n=8)

Nota: Grupo BZ: camundongos infectados e tratados com benzonidazol por 21 dias; Grupo DFA-
35: camundongos infectados e tratados com desferrioxamina por 35 dias; Grupo DFA/BZ-35:
camundongos infectados e tratados com desferrioxamina por 35 e benzonidazol por 21 dias.

PMCN 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 CP

330pb

Figura 6 - Gel de poliacrilamida representativo da amplificacao, pela PCR, do kKDNA do
Trypanosoma cruzi obtido em amostras de sangue de camundongos infectados por 18
meses com a cepa Y, tratados ou ndo com desferrioxamina associada ou n&o ao
benzonidazol.

Nota: PM: Marcador de Peso Molecular 100pb, CN: Controle Negativo, CP: Controle Positivo. Os numeros
representam as amostras de sangue de 11 dos 16 animais sobreviventes sendo 4 pertencentes ao grupo
BZ(camundongos infectados e tratados com benzonidazol por 21 dias), 4 animais do grupo DFA — 35 (camundongos
infectados e tratados com desferrioxamina por 35 dias) e 3 animais pertencentes ao grupo DFA/BZ-35:
camundongos infectados e tratados com desferrioxamina por 35 e benzonidazol por 21 dias
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5.1.3.2 - PCR em tecido

Fragmentos de DNA do T. cruzi foram detectados em 47,5% (67/144) das
reacdbes de PCR realizadas no figado, baco, esbéfago, coracédo, pulmao, musculo
esquelético, cérebro, cblon e linfonodo abdominal dos 16 camundongos avaliados. O
tecido que apresentou a maior e menor taxa de positividade foi o célon (12/16 -75%) e
0 baco (4/16 - 25%), respectivamente.

A porcentagem de PCR positiva por grupo foi 68,6; 40 e 40,8% para 0S grupos
BZ, DFA-35 e DFA/BZ-35, respectivamente.

Os resultados obtidos pela PCR demonstraram heterogeneidade na positividade
em relacdo aos nove tecidos avaliados. No grupo BZ os érgaos com a maior taxa de
positividade (100%) foram célon, es6fago e linfonodo abdominal enquanto que a menor
taxa observada (25%) foi para o masculo esquelético.

O grupo DFA-35 apresentou maior porcentagem de positividade no musculo
esquelético e coélon (75%) enquanto que figado, baco, coracdo, pulmao e cérebro
apresentaram 25% de positividade.

O grupo DFA/BZ-35 apresentou 71,4% e 0% de positividade nas analises
realizadas em linfonodo abdominal e eséfago, respectivamente.

A PCR realizada em eséfago apresentou diferenga significativa na positividade
quando comparada aos grupos BZ e DFA/BZ-35 (Figura 7).

Considerando os diferentes tecidos avaliados, a PCR foi negativa em pelo
menos uma das amostras de cada animal. Em apenas um camundongo pertencente ao
grupo DFA/BZ-35 néo foi detectada a presenca do fragmento de 330pb em nenhum

dos tecidos avaliados.

39



Bandeira, L.C. Resultados
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Figado Baco Eséfago Coragdo  Pulméo Cérebro Colon

BZ m DFA-35 m DFA/BZ-35

Figura 7 - Percentagem de PCR positiva no figado, bago, eséfago, coragcdo, musculo
esquelético (ME), cérebro, célon e linfonodo abdominal (LA) de camundongos
infectados por 18 meses com a cepa Y do Trypanosoma cruzi, tratados ou nao com
desferroxiamina, associada ou ndo ao benzonidazol.

Nota: Grupo BZ: camundongos infectados e tratados com benzonidazol por 21 dias;
Grupo DFA-35: camundongos infectados e tratados com desferrioxamina por 35 dias;
Grupo DFA/BZ-35: camundongos infectados e tratados com desferrioxamina por 35 e
benzonidazol por 21 dias.

5.1.4 - Avaliacao Histopatoldgica

Fragmentos do coracdo e figado dos 16 animais foram avaliados
histologicamente por HE. Nos animais controle, as secg¢des histolégicas mostraram
estruturas sem alteragdes histopatoldgicas.

No coragao, o processo inflamatério foi significativamente maior nos animais do
grupo BZ quando comparado aos grupos NI, DFA-35 e DFA/BZ-35 (Figura 8A). Nos
grupos DFA-35 e DFA/BZ-35 nao foi observada diferenca significativa em relagdo ao
grupo NI. Portanto, os animais desses grupos, estatisticamente, ndo apresentaram

inflamacdo e qualitativamente apresentaram um processo inflamatério discreto, de
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aspecto morfolégico semelhante aquele observado no grupo BZ, onde predominavam
as células de padrao mononuclear. Degeneracao hialina intensa foi observada no
grupo BZ sendo discreta nos demais grupos.

No figado, os grupos BZ e DFA/BZ-35 apresentaram inflamac¢do em relagéo ao
grupo NI e DFA-35. Entretando, nos animais do grupo BZ, a inflamagcao também foi
significativamente maior aquela observada no grupo DFA/BZ-35 (Figura 8B). O
infiltrado inflamatério também era constituido predominantemente por células
mononucleadas em focos no parénquima hepatico.

Coracao Figado

E 500 A 500+ B
3 a,c,d
© 4004 a,c.d 400- —_
5 |
g 300 3004
2
§ 2007 200
8 1004 100-
o I_—|—_I
£
3 0 0

NI BZ DFA-35 DFA/BZ-35 NI BZ DFA-35 DFA/BZ-35

Figura 8 - Analise morfométrica do processo inflamatério cardiaco (A) e hepéatico (B) de
animais infectados por 18 meses com a cepa Y do Trypanosoma cruzi.

Nota: Grupo NI: animais nao infectados; Grupo BZ: infectados e tratados com
benzonidazol por 21 dias; Grupo DFA-35: infectados e tratados com desferrioxamina
por 35 dias; Grupo DFA/BZ-35: camundongos infectados e tratados com
desferrioxamina por 35 e benzonidazol por 21 dias. As letras a, b, ¢, d representam

diferencas significativas entre os grupos NI, BZ, DFA-35 e DFA/BZ-35,
respectivamente.

5.1.4 - Avaliacao da cura parasitologica

Considerando os resultados obtidos na ELISA, Hemocultura e PCR, nao houve
cura parasitoldgica.
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5.2 - Segunda Etapa

Caracterizacao bioldgica e bioquimica das populacoes do T. cruzi isoladas
durante a avaliacdo da cura parasitologica

5.2.1 - Parametros relacionados as curvas de parasitemia

Infectividade (INF)

A taxa de infectividade (INF) observada nos camundongos infectados com as
populacdes do T. cruzi (1A, 1B, 2A, 2B e 3) isoladas por hemocultura e da cepa Y foi
de 100%. Tais populacdées foram provenientes dos animais pertencentes ao grupo
DFA/BZ-35.

Parasitemia (PAR)

As curvas de parasitemia obtidas em camundongos inoculados com as cinco
populacdes isoladas (1A, 1B, 2A, 2B e 3) e acepa Y do T. cruzi estdao apresentadas na
Figura 9. A area sob a curva de parasitemia foi significativamente menor em todas as
as populacdes isoladas quando comparadas a cepa Y. Entretanto, a comparacao até o
152 dia entre os isolados ndo mostrou diferenca significativa entre eles. De todos os
isolados, apenas o 1B apresentou niveis parasitémicos maiores em relacédo aos demais

isolados a partir do 152 dpi.

Periodo pré-patente (PPP)

Os animais infectados com a cepa Y apresentaram um PPP médio
significativamente menor em relagdo a todos os animais infectados com os diferentes
isolados. Além disso, o grupo infectado com o isolado 1A também apresentou um PPP
médio significativamente menor quando comparado ao grupo infectado com o isolado
1B (Tabela 4).

A cepa Y apresentou PPP médio de 3,01 + 0,04 dias; para o isolado 1A e 2B
este foi de 5 + 1,1 dias, para o 2A foi de 5,3 + 0,82 dias, para o 3 foide 5,7 + 0,82 , e
para o isolado 1B foi de 7,83 + 2,41 dias.
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N
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Numero de tripomastigotas por 0,1 ml de sangue x 108

Dias apés a infecgao

——CEPAY —4—I|SOLADO1A =/—|SOLADO 1B =—@—I|SOLADO2A =O—ISOLADO?2B —#—|SOLADO3

Figura 9 - Curvas de parasitemia observadas até o 152 dia apdés a infeccdo em
camundongos inoculados com 5.000 formas tripomastigotas sanguineas da cepa Y e
dos isolados 1A, 1B, 2A, 2B e 3 do Trypanosoma cruzi.

Periodo patente (PP)

O PP foi o parametro que apresentou o menor numero de diferencas
significativas (p<0,05), sendo esta observada apenas na comparacéo entre a cepa Y e
o isolado 1A (Tabela 4).

Os animais inoculados com a cepa Y apresentaram uma elevacao subita nos
niveis de parasitemia seguidos de reducao. Nos animais inoculados com os isolados os

picos foram irregulares, seguidos de discretas alteracdes na parasitemia durante todo o
PP (Figura 10).
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Numero de tripomastigotas por 0,1 ml de sangue x 108

1 3 5 7 9 11 13 156 17 19 21 23 25 27 29 31 33

Dias apés a infecgao
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Figura 10 - Curvas de parasitemia de camundongos inoculados com 5.000 formas
tripomastigotas sanguineas do Trypanosoma cruzi observadas durante o periodo
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patente (34 dias).. Em A cepa Y e dos isolados 1A, 1B; Em B cepa Y e dos isolados
2A,2Beem CcepaY eisolado 3

Pico Maximo de Parasitemia (PMP) e Dia do Pico Maximo (DPMP)

O pico maximo de parasitemia (PMP) foi significativamente maior nos animais
inoculados com a cepa Y, em relacao aqueles inoculados com os isolados.

Além disso, pode-se observar que o dia do pico maximo de parasitemia (DPMP)
foi mais precoce nos animais infectados com a cepa Y (89dia), Isolado 1A (9°dia),
Isolado 2B (82dia) do que com o Isolado 3 (12°dia), o 2A (13%dia) e Isolado 1B (22°dia).

Estas variacbes foram significativas em relacdo a cepa Y quando esta foi
comparada aos isolados 1B, 2A e 3. Além disso, o isolado 1A foi significativamente
menor em relacdo ao isolado 1B, para este parametro (Tabela 4).

Tabela 4 - Parametros biolégicos avaliados em camundongos Swiss inoculados com a
cepa Y e com as populacdes isoladas por hemocultura (1A, 1B, 2A, 2B e 3) do
Trypanosoma cruzi.

Grupos Periodo pre- Periodo Dia do pico de Pico de
patente (dias) patente (dias) parasitemia parasitemia

CepaY 3 10 8 2.385.000

Isolado 1A 5#* 18# 10 * 875.000*
Isolado 1B 8# 12 18# 1.109.000%

Isolado 2A 5# 14 14# 610.000%

Isolado 2B 5# 15 11 752.000%

Isolado 3 6% 14 15% 188.000%

#diferenca significativa em relacédo a cepa Y
diferenca significativa em relacao ao Isolado 1B

5.2.2 - Sobrevida

A Figura 11 mostra as taxas de sobrevida dos animais inoculados com os
diferentes isolados estudados. Os animais pertencentes ao grupo infectado com a cepa
Y e 1B vieram a Obito, respectivamente, no 152 e 242 dpi e apresentaram taxa de
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sobrevida de 0%. Por outro lado, os animais inoculados com os isolados 1A, 2A, 2B e
3, apresentaram taxa de sobrevida de 83, 17, 67 e 50%, respectivamente, até o 302
dpi.

100 -
80 -

60 -

40 A

Porcentagem de sobrevida

20

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29
Dias ap06s infecgao

—Cepa¥ -—#—lIsolado 1A —/—Isolado 1B —®—Isolado2A —O—Isolado2B -®—Isolado 3

Figura 11 - Taxa de sobrevida dos animais inoculados com 5.000 formas
tripomastigotas sanguineas da cepa Y e dos isolados 1A, 1B, 2A, 2B e 3 do
Trypanosoma cruzi.

5.2.3 - Andlise morfométrica do processo inflamatério cardiaco e hepatico

Os camundongos infectados com a cepa Y e com os isolados (1A, 1B, 2A, 2B e 3)
foram eutanasiados durante a fase aguda da infeccédo (72, 112 e 152). O numero de
nucleos celulares observado no grupo de animais ndo infectados em cada tempo
representa o numero de células constitutivas de cada tecido, sendo considerado como
processo inflamatério quando o niumero de nucleos nos grupos infectados foi superior a
esse.

Na Figura 12 estdo apresentados os resultados da avaliagdo morfométrica
realizada no coracédo no 79, 112 e 152 DPI. No 72 DPI apenas os animais infectados
com a cepa Y e o isolado 3 apresentaram inflamacédo. Os animais infectados com a

cepa Y também apresentaram processo inflamatério em relacdo aqueles infectados
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com o isolado 1A. Nos grupos 1B e 2B, apesar do maior nimero de nucleos celulares
em relacdo ao grupo nao infectado, esta diferenca néo foi significativa.

No 112 DPI os animais infectados com a cepa Y e com os isolados 1A e 1B
apresentaram inflamacdo. O isolado 1B foi o que apresentou maior processo
inflamatério, sendo este superior ao observado nos animais infectados com a cepa Y e
com os isolados 1A, 2A e 2B. O grupo infectado com a cepa Y também apresentou-se
inflamado em relacao aos grupos infectados com os isolados 1A, 2A e 2B.

No 15¢ DPI os animais infectados com a cepa Y e com os isolados 1A, 2A e 2B
apresentaram inflamacdo. Os animais infectados com os isolados 2A e 2B também
apresentaram maior processo inflamatério quando comparado aqueles infectados com
o isolado 3.

Na Figura 13 estdo apresentados os resultados da avaliagdo morfométrica DO
processo inflamatorio realizado no figado no 72, 112 e 152 DPI. No 7¢ DPI apenas o0s
animais infectados com os isolados 1B e 3 apresentaram inflamacéo, sendo esta
superior a observada na cepa Y. Nos animais infectados com o isolado 1B o processo
inflamatério também foi maior quando comparado aos animais infectados com o isolado
1A.

No 112 DPI nao foi observado processo inflamatério em nenhum dos grupos
avaliados enquanto no 152 DPI apenas os animais infectados com a cepa Y e com o
isolado 1A apresentaram processo inflamatério. Nos demais grupos, apesar do niumero
de nucleos celulares ser maior que no grupo de animais nao infectados, nao foi

detectada diferenca significativa.
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Figura 12 - Andlise morfométrica do processo inflamatério cardiaco no 72, 112 e152 dia
apos a infeccdo de camundongos com 5.000 formas tripomastigotas sanguineas da
cepa Y e dos isolados 1A, 1B, 2A, 2B e 3 do Trypanosoma cruzi.

Nota Grupo NI: animais n&o infectados.
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Figura 13 - Analise morfométrica do processo inflamatério hepatico no 72, 112 e 152 dia
apds a infeccdo de camundongos com 5.000 formas tripomastigotas sanguineas da
cepa Y e dos isolados 1A, 1B, 2A, 2B e 3 do Trypanosoma cruzi.

Nota Grupo NI: animais ndo infectados.
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5.2.4 - Andlise do perfil eletroforético de isoenzimas (Zimodema)

Na Figura 14 estado representados os perfis eletroforéticos dos sistemas GPI,
G6PD, IDH e 6PGDH dos diferentes isolados e da cepa Y. A analise dos perfis
eletroforéticos das amostras do T. cruzi reisoladas do grupo experimental DFA/BZ-35,
permitiram demonstrar que todas apresentaram perfis idénticos (ZA ou Z2 segundo
Romanha et al., 1979 ou Miles et al., 1977, respectivamente) pertencente ao grupo T.
cruzill (Zingales et al., 2009).

Figura 14 - Perfis eletroforéticos das enzimas GPIl (A) e G6PD (B) de amostras de
Trypanosoma cruzi de animais inoculados com 5.000 formas tripomastigotas
sanguineas da cepa Y e dos isolados 1A, 1B, 2A, 2B e 3 do Trypanosoma cruzi.

Nota: ZA - Zimodema A (Romanha et al., 1979)
Z2 — Zimodema 2 (Miles et al., 1977)
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6.1- Primeira Etapa

Avaliacao da cura parasitoldgica

Quelantes de ferro, associados ou ndo a outros fa&rmacos, tém sido utilizados em
estudos que buscam correlacionar a deficiéncia de ferro em animais de laboratério e
sua interferéncia no curso de infecgbes experimentais por diferentes patégenos.
Diversos autores demonstraram que o tratamento da malaria humana utilizando apenas
o DFA ou a sua combinagdo com a terapia padréo para essa doenca, diminuiu a carga
parasitaria (Traore et al., 1991; Gordeuk et al., 1992; Mabeza et al., 1996). Nesse
mesmo periodo, Weinberg (1994) demonstrou que o tratamento com o DFA em
esquema terapéutico diario foi benéfico ao promover a reducdo na intensidade da
infeccdo e alteragcées na morfologia do fungo Pneumocystis carinii (agente causador da
pneumonia) em ratos e camundongos experimentalmente infectados.

Em relacao a DC, existem duas correntes que mostram resultados opostos. Lee
et al., 1977 sugeriram que a deficiéncia de ferro poderia agravar a infecgéo pelo T.
cruzi em roedores, enquanto Lalonde e Holbein (1984) mostraram que a deplecédo dos
estoques de ferro do sistema reticulo-endotelial pelo agente quelante DFA associado a
uma dieta deficiente em ferro causava prote¢cdo contra a infec¢do pelo T. cruzi em
camundongos.

No presente estudo levantou-se a hipétese de que camundongos que
sobreviveram ao protocolo experimental utilizado por Francisco et al. (2008), infectados
pelo T. cruzi e tratados ou ndo com Bz, poderiam apresentar cura parasitolégica na
fase crbnica da infeccado. Para testar esta hipétese esses animais foram eutanasiados
apés 18 meses de infeccdo sendo submetidos a analises sorologicas (ELISA) e
parasitolégicas (Hemocultura e PCR). Essas analises mostraram que ndo ocorreu cura
parasitolégica, pois nenhum dos animais mostrou-se negativo nos trés testes
realizados.

Testes sorologicos como ELISA tem sido utilizados para diagnosticar
indiretamente a infeccdo pelo T. cruzi. Este método € empregado devido a sua
simplicidade, baixo custo e bom desempenho. Nesse estudo, a técnica de ELISA
apresentou maior sensibilidade (100%) em relacdo as demais técnicas, visto que
nenhum dos animais avaliados foram considerados curados. A semelhanca dos
resultados encontrados nos grupos BZ, DFA-35 e DFA/BZ-35 pode ser justificada pelo
fato de que a ELISA, para o controle de cura, apresenta limitacées devido a demora na
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negativacdo mesmo apos indicio de sucesso terapéutico (Andrade et al.,, 1992). Por
este motivo, fez-se necessario a utilizacdo de mais de um teste com principios
distintos, conforme recomendacao para o diagnostico e controle de cura na doenca de
Chagas.

A sensibilidade dos testes de diagndstico parasitol6gicos como a hemocultura,
varia de acordo com as regides geograficas (Coura et al., 1984) e com os niveis de
parasitemia. Além disso, o periodo no qual se realiza a avaliacdo desse teste também é
de extrema importancia e, por este motivo, deve-se examina-la além de 60 dias,
principalmente, porque o atraso na deteccdo do parasito pode estar relacionado com
diferentes caracteristicas biolégicas do T. cruzi, como por exemplo, a taxa de
crescimento em meios artificiais (Minter-Goebloed et al., 1978).

A hemocultura ndo detectou a presenca do parasito em 81,25% dos animais,
sendo a menos sensivel das técnicas utilizadas. Considerando os diferentes grupos,
apenas 37,5% dos animais pertencentes ao grupo DFA/BZ-35 apresentaram resultados
positivos ap6s 90 dias de avaliacdo da Hc. Estes resultados reforcam a hip6tese de
que os testes parasitologicos tém apresentado alta especificidade, mas baixa
sensibilidade. Sendo assim, um exame negativo ndo anula a hipétese de infeccdo, mas
um exame positivo tem valor diagndéstico absoluto.

Como os animais possuiam 18 meses de infeccdo, ja se esperava uma baixa
sensibilidade ja que é na fase aguda que se encontra maior presenca de parasitos
circulantes. Em humanos, tem sido observado que a parasitemia, durante a fase
cronica, € em geral, uma constante para cada individuo, desde aqueles com raros
parasitos circulantes em que ocasionalmente se obtém um exame positivo, até aqueles
com elevada parasitemia onde o parasito € detectado em todos os exames realizados
(Schenone et al., 1977; Luquetti e Rassi, 2000; Prata, 2001).

A PCR tem sido um método importante para o monitoramento da infeccao por T.
cruzi em animais de laboratério e também para a detec¢cdo de DNA do parasito em
amostras de sangue de pacientes chagasicos. Esta técnica tem sido recomendada
como complementar de diagnostico devido a sua maior sensibilidade em relacdo aos
métodos convencionais (Diaz et al, 1992; Gomes et al., 1998; Britto et al, 2001).
Estudos realizados por diferentes autores tém mostrado variacdo de 45 a 100% na
sensibilidade da PCR em amostras de sangue de pacientes chagasicos crénicos
quando comparada a de outros testes parasitolégicos como o xenodiagnéstico ou a
hemocultura (Avila et al., 1993; Wincker et al., 1994; Gomes et al., 1998b; Chiaramonte
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et al,, 1999). Isso se deve ao fato de que nessa técnica, assim como ocorre na
hemocultura, o resultado positivo é dependente da presenca de um parasito em 20mL
de sangue ou pelo menos 1% do minicirculo de um parasito ou ainda de 0,01% dos
fragmentos do DNA do T. cruzi no sangue circulante de um individuo infectado (Avila et
al., 1991; Gomes et al., 1998).

Nesse trabalho, a PCR em sangue, realizada aos 18 meses apéds infecgao,
revelou que 25% dos animais apresentaram resultados negativos. De forma
semelhante aos testes de xenodiagnoéstico e hemocultura, os resultados obtidos por
esta técnica, também podem variar. Essas diferengcas parecem depender dos
iniciadores utilizados, do volume de sangue coletado, da origem geografica da
populacao estudada, faixa etaria, niveis parasitémicos e também das caracteristicas
genéticas das cepas do parasito (Coura e Castro, 2002).

Entretanto, os dados obtidos pela PCR, comparados com aqueles obtidos na Hc,
confirmam dados descritos na literatura que afirmam que a PCR apresenta maior
sensibilidade em detectar a presenca do T. cruzi no sangue dos animais avaliados
(Lages-Silva , 2001; Castro et al., 2002; Araujo et al., 2002).

Considerando que camundongos infectados pela cepa Y, na auséncia de
tratamento especifico, nao sobrevivem a fase aguda da infeccao e que, nesse estudo,
16 animais sobreviveram devido aos diferentes protocolos de tratamento e que os
mesmos nao foram considerados parasitologicamente curados, fez-se necessario
avaliar outros parametros que pudessem explicar essa sobrevida.

Portanto, como o parasistimo tecidual e o processo inflamatorio sao
determinantes do curso da infeccdo, estes aspectos foram avaliados em diferentes
tecidos. Considerando aspectos biolégicos da cepa Y, como o tropismo por érgaos do
sistema reticulo endotelial, e a importdncia do musculo cardiaco, quantificou-se o
processo inflamatério no figado e coracado, sendo este significativamente maior nos
animais do grupo submetido ao tratamento convencional com Bz quando comparado
aos animais pertencentes aos demais grupos. Os dados da PCR em tecido também
mostraram que 0s animais do grupo BZ apresentaram maior positividade (68,6%)
enquanto que nos grupos DFA-35 e DFA/BZ-35 esses indices estavam proximos de
40%. Como sugerido por varios autores (Jones et al., 1993; Higuchi et al., 1993a;
Lages—Silva et al., 2002), o parasito deve exercer um papel importante na patogénese
das lesdes teciduais. Logo, o maior nimero de tecidos positivos observado nos 6rgaos
dos animais do grupo BZ sugere uma correlagdo com a maior intensidade do processo
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inflamatério nesses 6rgaos.

Em relacdo ao DFA, supbe-se que seu uso diminui o parasitismo tecidual pois
foram observados menores indices de positividade para PCR em tecido nos grupos
DFA-35 e DFA/BZ-35 que, consequentemente, apresentaram menor processo
inflamatério em relacdo ao grupo BZ. Isso porque a forma amastigota do T. cruzi,
presente nos tecidos, necessita do ferro para seu crescimento e proliferacao e esse é
obtido da transferrina por meio da endocitose, cuja mediacao é feita por receptores
(Lima e Villalta, 1989). Ao investigar a existéncia desses receptores por meio de
imunofluorescéncia, os autores demonstraram que mais de 90% das formas
amastigotas apresentam esse receptor, ao contrario das formas tripomastigotas.

Os dados observados na analise do parasitismo tecidual podem ainda ser
atribuidos aos perfis de biodistribuicao das drogas utilizadas. Nos animais tratados com
o Bz, doses diarias foram adminstradas visando manter concentracées altas do
farmaco na circulacdo e, consequentemente, eliminar as formas sanguineas do
parasito fato que interfere na continuagéo do ciclo do parasito. Entretanto, devido as
propriedades farmacocinéticas desfavoraveis do Bz este ndo atinge concentragdes
elevadas nos tecidos afetados sendo insuficiente para eliminar as formas amastigotas
intracelulares(Urbina, 2001; 2002). Sendo assim foi possivel observar um maior
namero de tecidos positivos(68,6%) nos animais tratados apenas com o Bz.

Em relacdo aos demais grupos de animais tratados com protocolos
experimentais utilizando o DFA (DFA-35 e DFA/BZ-35) a positividade dos tecidos
avaliados foi 40 e 40,8%, respectivamente. Este resultado provavelmente deve-se ao
fato de que o quelante tem uma maior distribuicdo nos tecidos sendo mais eficaz sobre
as formas amastigotas do parasito.

Portanto o DFA, devido as suas propriedades quelantes, minimizou a
disponibilidade de ferro no hospedeiro, fato que pode ter interferido na replicagédo das
formas amastigotas do T. cruzi.

6.2 - Segunda Etapa

Caracterizacao bioldogica e bioquimica das populacoes do T. cruzi isoladas
durante a avaliacao da cura parasitologica

O estudo do comportamento biolégico e da relagao parasito-hospedeiro tem sido
essencial para evidenciar a importdncia das diferentes cepas do parasito na
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determinacdo das manifestacbes clinico-patolégicas da DC (Andrade, 1974). Além
disso, estudos bioquimicos e moleculares tém revelado grande variabilidade genética
nessa espécie (Macedo e Pena, 1998; Momen, 1999). Seguindo este principio, nesta
etapa do trabalho, considerou-se a hipdtese de que as populagbes reisoladas por
hemocultura durante a primeira parte deste trabalho poderiam apresentar modificacoes
em seu perfil biolégico e bioquimico, devido a pressdes exercidas pelos farmacos que
foram utilizados no tratamento dos camundongos.

A avaliacdo do comportamento bioldégico das populacdes resistentes ao
tratamento com DFA/BZ-35 e que foram isoladas por hemocultura consistiu na
observacdo da evolugcdo da infeccdo em camundongos, incluindo parametros
relacionados a curva de parasitemia e a taxa de sobrevida nesses animais,
comparativamente a cepa Y.

O exame de sangue a fresco revelou que todos os animais inoculados com a
cepa Y e populagdes isoladas se infectaram. Em relacao aos parametros PPP e DPMP
foi observado que as populacdes isoladas foram significativamente distintas quando
comparadas a cepa Y. Assim, foi possivel relacionar a demora na confirmacdo da
infeccdo dos camundongos com os diferentes isolados com dias de pico mais tardios.
Além disso, diferengas significativas foram observadas nos niveis parasitémicos, sendo
esse um dos mais importantes parametros de viruléncia. A parasitemia apresentou um
aumento lento, com picos irregulares e niveis inferiores aqueles observados nos
camundongos infectados com a cepa Y.

Quanto aos indices de sobrevida dos animais infectados com os isolados 1A,
2A, 2B e 3 estes foram superiores ao observado nos animais inoculados com a cepa Y.
Entretanto, nos camundongos infectados com o isolado 1B a taxa de sobrevida foi de
0%. E importante destacar que o pico maximo de parasitemia para os animais
inoculados com a populacado 1B foi maior do que os valores obtidos entre as demais
populagdes sugerindo que uma elevada parasitemia pode ocasionar uma elevada
mortalidade. Porém, associacdo desses parametros (parasitemia e mortalidade) tem
sido controversa na literatura. Alguns trabalhos registraram uma relagédo direta entre a
taxa de mortalidade e os niveis de parasitemia (Lana e Chiari, 1986; Andrade, 1974;
Veloso et al.,, 2000), outros indicam uma correlacdo fraca entre esses parametros
(Wrighstsman et al.,, 1982; Wallace et al., 2001; Palau et al., 2003) sugerindo ser esta
caracteristica intrinseca do parasito mais do que o nivel de parasitemia propriamente
dito (Bestetti, 1997).
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Os periodos de analise do processo inflamatério cardiaco e hepatico foram
definidos baseado no comportamento da cepa Y: no 72 DPI (inicio de parasitemia), no
112 DPI (préximo ao pico de parasitemia) e no 152 DPI (morte dos animais). O
processo inflamatério no coracao foi menor quando comparado ao observado no figado
fato que provavelmente pode ter contribuido para a maior sobrevida dos animais
infectados com os isolados. Entretanto, a comparacado entre os isolados obtidos do
mesmo animal revelou que o isolado 1B apresentou inflamacao significativamente
maior no coracdo no 72 DPI e no figado no 112 DPI e no figado no do que aquela
apresentada para o isolado 1A o que pode ter contribuindo para a letalidade observada.

Nesse contexto, o perfil bioldégico das populagcdes isoladas por Hc durante a
avaliacao da cura parasitologica revelou diferengcas marcantes em relacao a cepa Y.
Supobe-se que o protocolo experimental utilizando a associacdo DFA e BZ (DFA/BZ-35)
possa ter exercido uma pressao seletiva sobre a cepa Y originando populacdes que
expressaram um comportamento diferenciado. Logo, o tratamento pode ter alterado a
dindmica populacional dessa cepa ou ainda favorecido o surgimento de uma populacao
menos patogénica, e que eventualmente esta tenha se tornado dominante na
populacdo. Quanto as diferencas observadas entre os isolados 1A e 1B supbe-se que
0s métodos de isolamento e de manutencdo em laboratério podem ter favorecido a
expansao ou a reducdo de determinados clones presentes na amostra natural. Nesse
sentido, Veloso et al. (2005) demonstraram que o longo tempo de manutencao do T.
cruzi em animais e cultura leva a alteragées em suas caracteristicas bioldgicas, tais
como a infectividade que tende a diminuir em funcao das condigcdes de manutencéao e
cultivo em laboratério.

Este trabalho objetivou também caracterizar o perfil bioquimico dessas
populacdes avaliando diferentes sistemas enzimaticos. Isso porque alguns autores tém
demonstrando correlacao entre o perfil isoenzimatico de diferentes cepas do T. cruzi e
o comportamento biolégico (Dvorak e Hartman 1980; Andrade et al., 1983; Sanchez et
al., 1990; Carneiro et al., 1991; Andrade et al., 1992; Andrade e Magalhaes, 1997).

A anadlise dos resultados obtidos revelou que todas as populacdes reisoladas
apresentaram o mesmo padrao da cepa Y sendo por este motivo classificadas como
T.cruzi Il (Zingales, 2009). Sendo assim, nao foi possivel correlacionar a genética do
parasito com as propriedades biolégicas visto que o perfil biogquimico foi mantido ao
passo que o bioldgico ndo. Para confirmar esta observacao torna-se necessario realizar

estudos posteriores utilizando outras técnicas, como por exemplo, as moleculares.
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Os resultados obtidos nesse estudo corroboram aos de outros autores que
analisaram comparativamente as cepas parentais com populacbes reisoladas apoés
diferentes métodos de manutencdo e manuseio (Carneiro et al., 1990; Lauria-Pires et
al., 1996; 1997; Veloso et al. 2005).

Desta maneira é razoavel supor que a caracterizacdo de cepas multiclonais
apresenta um elevado grau de complexidade, pois as subpopulacbes presentes estdo
sempre sofrendo modificagdes sendo dificil estabelecer uma correlacao definitiva entre
as caracteristicas genéticas de uma populacao do T. cruzi e 0 seu comportamento
bioldgico.
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Primeira Parte

A sensibilidade das técnicas parasitologicas (Hc e PCR) foi dependente do

protocolo de tratamento empregado.

A positividade da hemocultura nos animais do grupo DFA/BZ-35 quando
comparada a negatividade observada nos grupos BZ e DFA-35, provavelmente reflete

diferencas na constituicao das populacdes do T. cruzi apds os tratamentos.

Os resultados obtidos sugerem que a DFA reduziu o parasitismo tecidual e

favoreceu o parasitismo sanguineo.

Os resultados da PCR no sangue dos animais avaliados demonstram a
persisténcia do T. cruzi no sangue periférico ao longo da fase crbnica e também o

carater mais sensivel dessa técnica em relacao a hemocultura.

Portanto, os diferentes esquemas terapéuticos ndo promoveram a cura
parasitolégica nos animais avaliados. Entretanto, a associacdo DFA/BZ-35 além de
permitir uma maior sobrevida também minimizou a inflamacgéo cardiaca e hepatica,

semelhante ao observado nos animais apenas submetidos ao tratamento com DFA.

Segunda Parte

As curvas de parasitemia obtidas em camundongos inoculados com as
populagbes reisoladas apresentaram evolugdo lenta, parasitemia baixa e picos de

parasitemia mais tardios;

A taxa de sobrevida foi maior para a maioria dos camundongos infectados com
o0s isolados, exceto para o isolado 1B, relativamente mais virulento e letal para todos os

animais;
Os perfis das isoenzimas nao sofreram modificagées em relagcao a cepa Y;

Logo, a associacédo Bz e DFA pode ter alterado a dindmica populacional da cepa
Y ou ainda, ter favorecido o surgimento de uma populagdo menos patogénica, mas que

nao apresentou alteracdo quanto ao seu comportamento bioquimico.
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