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RESUMO

DIAS, L.A.R. Avaliacdo de possiveis alteragdes teciduais de camundongas
prenhas infectadas oralmente por Trypanosoma cruzi e tratadas com
benzonidazol. 2014. 151f. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto,
2014.

A transmisséo oral ganhou destaque devido aos recentes surtos que ocorreram no
Brasil com a ingestdo de alimentos contaminados, além dessa via outra de grande
importancia é a transmissdo transplacentaria, sendo assim o presente trabalho
associou as duas formas de transmissao da doenca, juntamente com o tratamento
com o benzonidazol Unico medicamento disponivel no Brasil para o tratamento da
doenca. O medicamente é adotado somente para o tratamento da fase aguda,
porém alguns pesquisadores mostraram alguns beneficios da terapia com
benzonidazol na fase crénica da doenca podendo o medicamento diminuir 0 avango
da doenca e prolongar a soro conversdo negativa em pacientes intermediarios.
Assim o objetivo deste trabalho foi de investigar a eficacia do tratamento tanto na
fase aguda quanto na fase cronica da doenca, bem como o efeito do tratamento em
fémeas de fase cronica. Utilizou-se camundongos Balb/c infectados com 2 x 10°
formas tripomastigotas sanguineos da cepa RC de T. cruzi administrado via oral. Os
animais de fase aguda tratados receberam 50mg/Kg/dia de benzonidazol por 16 dias
enquanto que aos animais de fase cronica o tratamento se iniciou ao 3° dia de
gestacdo sendo administrado pelo mesmo periodo. O curso da parasitemia
sanguinea foi verificada bem como ao fim do tratamento a parasitemia tecidual em
baco, figado e coracao; placenta e feto, quando havia, empregando-se as técnicas
de gPCR, com dois distintos métodos de célculos mateméaticos, imunofluorescéncia
em microscopia confocal e andlise histopatolégica por coloracdo HE. A
administracdo de benzonidazol proporcionou a diminuicdo das cargas parasitarias
de baco, figado e coracao elucidando a eficacia do medicamento também em fase
cronica. Porém em placenta e feto o medicamento gerou aumento de parasitas
teciduais nos grupos que receberam tratamento em detrimento aos que né&o
receberam. Deste modo, podemos sugerir que o tratamento com benzonidazol pode
ser indicado para minimizar a carga de parasitas ou até mesmo para sua completa
erradicacdo em individuos em fase crbnica. Bem como, sugerimos que O
medicamento deve ser ofertado por maior tempo aos individuos chagéasicos tanto na
fase aguda quanto na fase crénica visto que apresenta melhores resultados com o
prolongamento da terapia. Entrementes dissuadimos o tratamento durante o periodo
gestacional visto que, pode induzir a diminuicdo das barreiras imunolégicas
maternas e/ou facilitar a migracao parasitaria para os tecidos placentarios e fetais.

Palavras-chave: Doenca de Chagas; Infeccdo oral; gestacdo; qPCR;
Benzonidazol; Imunofluorescéncia.
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ABSTRACT

DIAS, L.A.R. Evaluation of possible tissue changes _ in pregnant mice infected
orally with T. cruzi and treated with benznidazole. 2014. 151f. Dissertation
(Master). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade
de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2014.

Chagas’ disease affect millions of people around the world and the benznidazole is
the only drug for the treatment in Brazil, but it is used basically for the acute phase of
the disease. Some researchers showed many benefits of benznidazole therapy in
chronic phase like reduction of the progression of the disease. Therefore, the
objective of this work was investigate the efficacy of treatment in both acute and
chronic phase of this disease, as well as the effect of treatment of female mouse in
chronic phase. Balb/c mice were infected with 2 x 10° trypomastigotes forms of RC
strain of Trypanosoma cruzi by oral route. Mice in acute phase were treated with
50mg/Kg/day Benznidazole for 16 days. Some chronically-infected mice were treated
by 39 to 18" day of gestation with the same dose. Blood parasitaemias were
determined by microscopic examination of tail vein blood amount. Tissues parasitism
were determined by gPCR with two different mathematical forms,
immunofluorescence confocal microscopy and histopathology by HE staining.
Administration of benznidazole promoted decrease of parasites in spleen, liver and
heart indicating the efficacy of the drug in the chronic phase. However in placenta
and fetus the drug caused tissues parasites increased in the groups that received
treatment. Therefore, we suggest that the treatment with benznidazole would be
indicated to minimize the number of parasites or eliminate them in individuals in
chronic phase. As well, we suggest that the drug should be offered for longer
chagasic individuals to both acute and chronic phase because it shows better results
with prolonged therapy. However, our results indicate the treatment do not be offered
during pregnancy because it can induce the decrease of maternal immunological
barriers and facilitate the parasite migration to the placental and fetal tissues.

Keywords: Chagas Disease; Oral infection; pregnancy; gPCR; benznidazole;
Immunofluorescence.
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1. INTRODUCAO
Descrita ha 104 anos, pelo médico e pesquisador Carlos Ribeiro Justiniano

Chagas, do Instituto Oswaldo Cruz (IOC), a doenca de Chagas esta presente na
histéria da humanidade h& cerca de 9.000 anos, sendo ja detectada em mumias pré-
colombianas em diferentes partes do Continente Americano (AUFDERHEIDE et al.,
2004; HUEB, 2006).

Durante pesquisa sobre a malaria, outra moléstia que assolava a populacéo
naquela época, Carlos Chagas realizou em seus estudos uma tripla descoberta,
encontrando o vetor, o0 parasita e posteriormente identificando a patologia da nova
enfermidade por ele descrita. Também caracterizou sua epidemiologia, meios de
transmissao, profilaxia, sintomatologia, anatomia patoldgica, etiologia e suas formas
clinicas (FERNANDES, 2005; KROPF, 2006).

No decorrer da pesquisa, encontrou formas flageladas de um tripanosoma no
intestino de um inseto hemiptero. O inseto ocultava-se da claridade do dia, nas
frestas das paredes de barro batido, das casas de pau-a-pique, e a noite saia para
se alimentar, picando os moradores, principalmente na regido da face. Esse
hemiptero hematoéfago era conhecido vulgarmente como “barbeiro” (FIOCRUZ site
acessado em 17/03/2014; LANA et al., 2000). Apos estudo verificou ser uma nova
espécie de protozoario flagelado, denominando-o de Trypanosoma cruzi

(Schizotrypanum cruzi), em homenagem ao mestre, Oswaldo Cruz (CHAGAS, 1909).

Ainda em 1909, apo6s analisar o sangue de uma menina de dois anos,
Berenice, que apresentava sintomas clinicos agudos, Chagas encontrou o parasito,
confirmando assim a descoberta de uma nova enfermidade humana (FERNANDES,
2005; LANA et al., 2000).

Mais de um século se passou desde sua descricdo, porém poucos avangos
foram dados apdés anos de pesquisa (TARLETON et al.,, 2012). Com incidéncia
inicial do sul dos Estados Unidos a Argentina, a doenga ganhou espaco atualmente,
tanto nas demais areas da América do Norte quanto na Europa e Asia (SILVA et al,
2006; CUCUNUBA et al., 2012; BARRY et al., 2012).
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O Centers for Disease Control and Prevention (CDC) assim como a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estimam que existam cerca de 10 milhdes de
pessoas infectadas pelo Trypanosoma cruzi em todo o mundo.

Na Ameérica Latina estdo cerca de 7,5 milhdes e destas 5 milhdes apenas no
Brasil. Nos Estados Unidos este numero € de cerca de 1 milhdo (HASSLOCHER-
MORENO et al., 2012; BARRY et al., 2012; CDC, 2012; CARVALHO et al., 2011,
WHO, 2012).

A doencga possui uma incidéncia de 200.000 casos por ano (RASSI et al.,
2012). Destes 14.000 sédo em paises ndao endémicos, e em torno de 13.000 pessoas
morrem a cada ano, além de 28 milhdes de pessoas encontrarem-se em risco de
contrair a doenca em quinze diferentes paises. A alta incidéncia mundial é devido a
globalizacéo que facilitou a locomocdo populacional entre a América Latina e os
demais continentes em razdo das migracdes em busca de melhores condicdes
sociais (CORTEZ et al., 2012; SILVA et al., 2012; HASSLOCHER-MORENO et al.,
2012; SHIKANAI-YASUDA et al., 2012; PEREZ-MOLINA et al., 2012).

A enfermidade é caracteristica da camada mais pobre da populacédo, estando
relacionada com o subdesenvolvimento e condi¢cdes precarias de habitacédo
(CHIPPAUX et al., 2010; BARRETT et al., 2012).

A doenca de Chagas é um exemplo tipico da consequéncia que as alteracdes
produzidas pelo ser humano ao meio ambiente podem provocar. O hemoflagelado
até entdo restrito a vida silvestre, presente apenas entre os mamiferos selvagens,
passou a fazer parte do leque de doencas humanas quando o homem tomou posse
de ecétopos, permitindo assim se incluir no ciclo epidemiolégico da zoonose
ocorrendo a sinantropia. (CORTEZ et al., 2012; LANA et al., 2000; WHO, 2002).

1.1. ASPECTOS MORFOLOGICOS
O ciclo da doenca envolve dois hospedeiros — intermediario e definitivo. No

hospedeiro intermediario passam trés formas morfologicas distintas de T. cruzi. Ao
se alimentar de sangue infectado, o barbeiro ingere a forma tripomastigota

sanguinea que ao atingir o intestino se converte em epimastigota, forma replicativa.
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ApG6s algumas semanas estas se diferenciam em tripomastigotas
metaciclicos, forma nao replicativa, que é eliminada nas fezes (CHAGAS, 1909).

No hospedeiro definitivo estdo presentes duas formas do parasita, 0
tripomastigota e 0 amastigota. O tripomastigota metaciclico proveniente do vetor
invade o tecido e as células préximas ao local do contato inicial, se convertem em
formas amastigotas, replicam-se e em seguida transformam-se em tripomastigotas
sanguineas ainda no interior dessas células. No ultimo estagio ocorre a explosao
das células infectadas e as novas formas sdo enfim séo liberadas, estas podem
penetrar em novas células locais ou alcancar a corrente sanguinea atingindo o0s
demais tecidos do hospedeiro (BARRETT et al., 2012; BARRY et al., 2012).

1.2. TRANSMISSAO
A infeccdo pelo protozoério ocorre por diferentes tipos de transmissdo como

vetorial, transfusional, vertical (transplacentaria), oral, aleitamento materno,
acidentes laboratoriais, transplante de O6rgaos, via sexual e uso comunitario de
drogas injetaveis (VINHAES et al., 2000; DIAS et al., 2011; CARTER et al., 2012).

A transmissao vetorial corresponde de 80 a 90% dos casos. O vetor pertence
a familia Reduviidae e as principais espécies transmissoras no Brasil sdo
Panstrongylus megistus, Triatoma infestans e o Rhodnius prolixus (CARDOSO et al.,
2006). A contaminagdo acontece quando um barbeiro infectado urina ou defeca
sobre a pele lesada, liberando os tripomastigotas metaciclicos, ou quando o parasita
entra em contato com mucosas oral, olfativa ou ocular (SILVA et al., 2012). Nenhum
barbeiro nasce contaminado, ndo existindo portando a transmisséo trans-ovariana,
mas se infecta quando se alimenta do sangue humano ou de animal contaminado
com o flagelado (GUIA PARA VIGILANCIA, PREVENCAO, CONTROLE E MANEJO
CLINICO DA DOENCA DE CHAGAS AGUDA TRANSMITIDA POR ALIMENTOS,
2009).

Existem trés diferentes ciclos biologicos de transmissdo: o silvestre, o
domeéstico e o peridomeéstico. O ciclo silvestre ocorre entre 0s animais silvestres
como gambas e tatus. O ciclo doméstico se iniciou com a invasdao humana no

ambiente silvestre, sendo que em seguida houve ocupacao das frestas das casas de
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barro pelos tritomineos. Ja o ciclo peridoméstico ocorre entre 0s animais que
habitam os sotaos, telhados, pordes e lugares préoximos as habitacbes humanas
(LANA et al., 2000; COURA, 2007).

No Brasil a transmisséo vetorial da doenca sofreu queda significativa devido a
projetos governamentais de combate a seus vetores, principalmente a Triatoma
infestans (DIAS et al., 2008; DIAS et al., 2011; SILVEIRA et al., 2011).

A transmissdo sanguinea é a principal forma de transmissdo da doenca em
paises ndo endémicos e em paises que adotaram medidas de controle do vetor.
Essas medidas ajudaram significativamente na queda da transmissdo devido ao
maior controle exercido pelos bancos de sangue, sendo que a transmissdo por
transfusdo sanguinea representa atualmente de 8% a 18% dos casos da doenca
(CARTER et al., 2012).

O transplante de 6rgdos é ainda a segunda principal via de veiculacdo da
doenca de Chagas no mundo, principalmente em pais ndo endémicos. E pode
ocorrer quando um doador esta infectado, além da possibilidade de reativacdo da
fase aguda da doenca ap6s um transplante quando o receptor ja possui a patologia
(KUN et al., 2009). Existe a possibilidade de transmissdo por diferentes 6érgaos
dentre eles o coracdo, figado, medula éssea, pancreas e rim. Essa forma de
transmissdo ira depender da parasitemia tecidual no momento da doacdo e do
estado imunolégico do receptor (DIAS et al., 2011; FIOCRUZ site acessado em
17/03/2014).

A transmissdo por aleitamento materno € rara ndo impedindo portando a
amamentacao proveniente de mée infectada, exceto quando ha fissura mamilar com

extravasamento sanguineo (FIOCRUZ site acessado em 17/03/2014).

Outra via rara e pouco notificada € a acidental, pois costuma ser devido a
erros do manipulador de material biolégico contaminado, despreparo técnico ou falta
de uso apropriado de EPIs. Podem ocorrer em laboratdrios ou hospitais, durante a
manipulagdo de triatomineos infectados ou materiais infectados como sangue,
cultura do parasita, entre outros (KINOSHITA-YANAGA et al., 2009).

Como as duas principais formas de transmissao da doenca de Chagas foram

relativamente controladas em alguns paises endémicos, a transmissédo vertical



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kun%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kinoshita-Yanaga%20AT%22%5BAuthor%5D
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(transplacentéria), descrita ja em 1911 por Carlos Chagas, ganhou destaque, assim
como a transmisséao oral, que teve relativo aumento devido a surtos recentes no

Brasil e em outros paises endémicos.

1.2.1. TRANSMISSAO VERTICAL
A transmissdo vertical da doenca de Chagas pode ocorrer em qualquer

estagio de doenca materna, fase aguda ou crbnica, e em qualquer periodo da
gestacdo. A transmissao é mais frequente entre 0 4° e 9° més de gestacéo, inclusive
no momento do parto, na passagem do feto pelo canal vaginal, onde suas mucosas
podem entrar em contato com o sangue infectado da méae (FIOCRUZ site acessado
em 17/03/2014).

Segundo o CDC (Centers for Disease Control and Prevention) a transmissao
congénita ocorre em 1 a 10% das criancas nascidas de méaes infectadas e depende
de fatores desconhecidos (CUCUNUBA et al, 2012; CDC, 2012). Algumas
condi¢cBes podem favorecer tal processo como: cepa infectante, fatores placentarios,
obstétricos, imunolégicos da mulher e sua nutricdo, tempo de gestacao, parasitemia
e a fase da doenca que a mulher se encontra enquanto gravida, sendo que na fase
aguda aumentam-se as chances de infeccao fetal em relacdo a fase cronica. Sabe-
se que uma mesma mulher pode transmitir a doenca a um filho e ndo transmiti-la
nas demais gestacbes (FIOCRUZ site acessado em 17/03/2014; CONSENSO
BRASILEIRO EM DOENCA DE CHAGAS, 2005).

Durante a gravidez ocorre uma relativa diminuicdo da imunidade mediada por
células evitando assim a rejei¢cao do feto, podendo a gestante estar mais susceptivel
a infeccdo (SANCHEZ et al., 2012; RAGHUPATHY et al., 2009).

A gravidez na presenca de T. cruzi pode afetar sobremaneira o feto no seu
desenvolvimento, crescimento e maturidade, causando em alguns casos: aborto,
prematuridade, crescimento intrauterino retardado e malformacdes fetais. H4 casos
mais graves com nascimento de natimortos ou com diferentes manifestagdes
clinicas, entre elas: febre, hepatomegalia, esplenomegalia e sinais de cardiopatia
aguda ou comprometimento do sistema nervoso central. (FIOCRUZ site acessado
em 17/03/2014; TORRICO et al.,, 2004; RIVERA, 1995; BADRA et al., 2008).
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Estima-se que a mortalidade no primeiro ano de vida em recém-nascidos
infectados seja de 49% quando n&o devidamente tratados. Porém, quando é
ofertado o tratamento correto, a recuperacdo em até 1 ano de vida € de 90 a 100%
(CARDONI e ANTUNEZ, 2004).

Somente de 10 a 40% dos bebés apresentam sintomas como baixo peso ao
nascer, hepatoesplenomegalia, dificuldade respiratdria, anasarca e insuficiéncia
cardiaca, sendo na maioria das vezes assintomaticos, dificultando assim o
diagndstico precoce da doenca. Assim, os sinais clinicos apresentados pelos recém-
nascidos ndo podem ser considerados marcadores importantes da patologia,
havendo grande necessidade de um diagndstico laboratorial precoce da doenca
(FIOCRUZ site acessado em 17/03/2014; CDC, 2012).

1.2.2. TRANSMISSAO ORAL
A transmissdo oral ocorre através de alimentos contaminados com

triatomineos ou suas excretas que sao trituradas durante a preparacao de alimentos
como o acai, caldo de cana e suco de palma (WHO 2002; BARBOSA, 2006; DIAS et
al., 2008; RAMIREZ et al., 2013).

A transmissdo pode ocorrer também por ingestdo de carne crua ou mal
passada de espécimes silvestres infectados, alimentos crus contaminados com urina
ou secrecao anal de marsupiais infectados, contaminacéo dos utensilios da cozinha
usados durante o preparo dos alimentos, consumo inapropriado de sangue de
mamiferos contaminados e presenca de baratas ou moscas, com fezes de
triatomineos, sobre os alimentos (DIAS et al., 2011; RAMIREZ et al., 2013).

No Brasil, os primeiros casos de transmissdao por via oral foram
documentados na década de 1960, no Rio Grande do Sul, em Teutbnia, por
consumo de alimentos contaminados. Mais recentemente foram relatados novos
casos com alguns 0Obitos confirmados devido ao consumo de caldo de cana, acai e
suco de palma, principalmente nos estados do norte, nordeste e sul do pais (DIAS et
al., 2011; NOBREGA et al., 2009).
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A doenca por via oral ndo se restringe somente ao Brasil, sendo encontrados
muitos casos em paises proximos como Colémbia, que notificou quatro surtos da
doenca em sua forma aguda entre 1992 e 2008, além do México e Venezuela (DIAS
etal., 2011; RIOS et al., 2011).

Sabe-se que a incidéncia da infeccao via oral € maior pela mucosa bucal se
comparado as demais vias digestivas, esofagiana, gastrica e intestinal, visto que, a
maior parte dos parasitas que irdo causar a doenga se utiliza da mucosa bucal para
penetrar nas células do hospedeiro. Porém, uma porcentagem de protozodrios que
chegam ao estbmago é capaz de resistir a passagem pelo suco gastrico estomacal,
devido a protecdo externa que possuem, determinada pela presenca de
glicoproteinas que interagem com a mucina géastrica, conseguindo assim ultrapassar
a camada de muco, chegando a mucosa géstrica onde invadem células da mucosa
e se diferenciam em formas amastigotas, replicam-se e transformam-se em formas
tripomastigotas sanguineas, as quais entdo sao liberadas, atingindo novas células.
Para este processo o periodo de incubacgdo varia de 3 a 22 dias (BASTOS et al.,
2010; CARDOSO et al., 2006; YOSHIDA et al., 2011).

A taxa de mortalidade devido a infec¢do oral por T. cruzi nas primeiras duas
semanas apos a infeccdo € de 8% a 35% dos infectados, devido principalmente a
complicagcbes como insuficiéncia cardiaca congestiva aguda, miocardite e
meningoencefalite (SANCHEZ et al., 2012).

1.3. FASES, FORMAS DA DOENCA E QUADRO CLINICO
Sé&o duas as fases da doenca: aguda e cronica. A fase aguda da doenca de

Chagas inicia-se com manifestacdes no local de introducdo de T. cruzi com um sinal
caracteristico, o sinal de Romafia ou um chagoma de inoculacdo, que aparece em
50% dos individuos dentro de 4 a 10 dias apds a picada do inseto, regredindo em
atée 2 meses. Esta fase pode ser assintomatica ou sintomatica variando com a
imunidade do hospedeiro. Os sintomas sdo em geral febre baixa, 37,5 a 38,0°C,
linfadenopatia e hepatoesplenomegalia, edema localizado e generalizado,
poliadenia, insuficiéncia cardiaca e perturbacdes neuroldgicas (PINTO et al., 2004;
LANA et al., 2000; SILVA et al., 2006).
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A fase cronica compreende diferentes formas de manifestacdo da doenca:
indeterminada, cardiaca, digestiva e nervosa. A forma indeterminada é
assintomatica, podendo durar de 10 a 30 anos. E caracterizada por exames
sorologicos positivos, auséncia de sintomas e eletrocardiograma normal podendo
haver discreta miocardite. Nesse estagio da doencga, 30% dos individuos podem
evoluir para a forma cardiaca (SILVA et al., 2006; FIOCRUZ site acessado em
17/03/2014; WHO, 2007).

A forma cardiaca acomete de 20 a 40% dos individuos infectados e seu
quadro clinico é a insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) que ocorre pela diminuicdo
de massa muscular substituida por fibrose (miocardiopatia inflamatéria fibrosante). A
ICC pode vir acompanhada de hipoxia, trombos cardiacos, desprendimento de
émbolo com possibilidade de infartos, gerando um quadro potencialmente fatal
(FIOCRUZ site acessado em 17/03/2014; LANA et al., 2000).

A forma digestiva engloba de 7 a 11% dos casos com sintomas indo desde
tosse e soluco a disfagia, dor retroesternal, regurgitacdo e pirose devido a presenca
do megaesdfago e megacdlon provocados pelo comprometimento do sistema
nervoso autdbnomo. A fase nervosa da doenca € muito controversa e pouco
estudada, mas sabe-se que ocorre perda ou diminuicdo dos neurénios (LANA et al.,
2000).

1.4. DIAGNOSTICO LABORATORIAL
O diagnostico da doenca de Chagas € realizado usando trés principais

critérios: o parasitologico, o sorolégico e o molecular. O exame parasitologico
positivo indica fase aguda da doenca, pois na fase crénica a parasitemia encontra-se
muito baixa ndo sendo detectada pelo exame direto do sangue periférico. No exame
sorologico pesquisam-se anticorpos anti-T. cruzi classe IgM e IgG no sangue
periférico (LANA et al.,, 2000; CONSENSO BRASILEIRO EM DOENCA DE
CHAGAS, 2005).

Na década de 1990 foi desenvolvida a Polymerase Chain Reaction — PCR
(Reagdo em Cadeia da Polimerase) onde & amplificado o DNA do T. cruzi. Este

método é altamente especifico, pois permite detectar com sucesso as distintas
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cepas de T. cruzi mesmo na presenca de excesso de DNA humano que néo
interfere no processo de amplificacéo seletiva do DNA do protozoario (FIOCRUZ site
acessado em 17/03/2014).

Posteriormente o Real Time Polymerase Chain Reaction — RT-PCR (Reagéao
em Cadeia da Polimerase em Tempo Real) veio potencializar a forma de diagnostico
das varias cepas de T. cruzi. O RT-PCR utiliza sondas fluorescentes que permitem o
monitoramento continuo da reacdo durante toda a amplificacdo do DNA. E uma
técnica rdpida, sensivel, especifica e com baixos riscos de contaminacéo, visto que
a amplificacdo e deteccdo sao realizadas em uma Unica etapa, ndo envolvendo novo
contato com a amostra, ao contrario do PCR convencional (Mackay, 2004). Devido a
todas as vantagens a técnica é a mais adequada para o diagndéstico, monitoramento
e avaliacdo da resposta ao tratamento em individuos chagasicos.

Existem ainda outras formas de diagndstico menos utilizadas como o
xenodiagnéstico, hemocultura, inoculagdo do sangue em cobaias, além das
sorologicas como hemaglutinacdo indireta (HAI), imunofluorescéncia indireta (IFI),
teste imunoenzimatico (ELISA) e Western blot (FIOCRUZ site acessado em
17/03/2014; COURA e PEREIRA, 2012).

1.5. TRATAMENTO
O tratamento atual é parcialmente eficaz, e compreende o benzonidazol e o

nifurtimox, aplicados principalmente durante a fase aguda da doenca, pois possuem
baixa atividade terapéutica na fase cronica (BOSCARDIN et al., 2010). Esses
medicamentos ndo podem ser aplicados em terapias prolongadas devido aos efeitos

colaterais apresentados.

O benzonidazol, 2-(2-nitroimidazol-1-il)-N-(fenilmetilacetamida), foi
primeiramente produzido em 1972 pela Roche que mais tarde cedeu a producéo do
medicamento para Lafepe que atualmente é o Unico distribuidor no pais. E a Unica
droga atualmente disponivel no Brasil sendo administrado via oral por até 60 dias e
age sobre as formas sanguineas do parasita. A dose adotada para o tratamento em

adultos é de 5-7 mg/dia/kg de peso corpoéreo, e para criancas € de 5-10 mg/dia/kg de
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peso corporeo (SILVA et al., 2012; BARRETT et al, 2012; HASSLOCHER-
MORENO et al., 2012; RIGALLI et al., 2012).

O medicamento é rapidamente absorvido no trato-gastrointestinal e
metabolizado no figado pelo sistema citocromo P450 e enzimas xantinas
oxidoredutase e aldeido-oxidase. Pelo citocromo P450 é metabolizado pelas
nitroredutase tipo | dependente de NADH que gera glioxal, agente citotéxico e
mutagénico e pela nitroredutase tipo Il que na presenca de oxigénio favorece a
formacdo de radicais livres intermediarios e espécies reativas de oxigénio. Seus
metabdlitos sdo excretados via urindria (BARTEL et al., 2010; PEREZ-MOLINA et
al., 2009; RIGALLI et al., 2012).

Possui acao tripanossomicida contra todas as formas parasitarias, sendo mais
eficiente contra as formas extracelulares (fase aguda) do que contra as formas
intracelulares (fase crbnica). A biodisponibilidade é relativamente elevada, 3 a 6
pg/mL, porém o risco de toxicidade dérmica ocorre em concentracfes de 20ug/mL.
Metabolitos reativos intermediarios do medicamento se ligam covalentemente ao
DNA, proteinas, lipideos e macromoléculas do parasita promovendo alteracdes,
como inativacdo de enzimas, inibicdo da sintese proteica, degradacdo do DNA,
mutagénese e efeitos genotoxicos (BARTEL et al.,, 2010; CASTRO et al., 2006;
MURCIA et al., 2012; PINAZO et al., 2013).

N&o é a terapia ideal devido aos efeitos adversos secundarios multiplos como
hipersensibilidade, lesbes dérmicas, neurolégicas entre outras. Além de sua eficacia
limitada que pode estar relacionada com as propriedades farmacocinéticas
desfavoraveis, tais como meia-vida curta, entorno de 12 a 15 horas. (DIAZ-
CHIGUER et al., 2012; PINAZO et al., 2013).

Existem evidéncias demonstrando os beneficios da terapia com benzonidazol
na fase crénica da doenca podendo o medicamento diminuir o avanco da doenca e
prolongar a soro conversao negativa em pacientes intermediarios. A persisténcia no
tratamento pode aumentar em até 18 vezes a probabilidade da resposta do paciente
a terapia (PEREZ-MOLINA et al., 2009; PINAZO et al., 2010)

O Nifurtimox, existente na Ameérica Central, pode ser utilizado como

alternativa em caso de intolerancia ao benzonidazol, porém causa mais efeitos
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indesejaveis que o benzonidazol. Age sobre as formas sanguineas e pouco sobre
as teciduais, possui meia-vida de 3 horas e a dose indicada para adultos é de 8-10
mg/dia/kg de peso corpdreo e para criancas é de 15 mg/dia’kg de peso corporeo,

também administrado por via oral por até 90 dias.

O tratamento é sugerido para a fase aguda da infeccdo, fase crbnica

reativada e paciente menores de 18 anos infectados (OLIVEIRA et al., 2008).

Nas infec¢cdes cronicas ocorre uma exaustdo imunoldgica induzida pelo
parasita, com uma perda progressiva das células imunoldgicas especificas que
atuam contra o patégeno (células T CD8+). Além disso, as citocinas que participam
do controle da infeccdo por T. cruzi também induzem a patogenia durante a mesma,
e essa pode ser exacerbada na presenca do benzonidazol visto, que o medicamento
pode afetar a regulacdo imunoldgica do hospedeiro (BUSTAMANTE et al., 2008;
CUTRULLIS et al., 2011).

Essa desregulacdo imunoldgica juntamente com o aumento da producao
materna de TNF-a (fator de necrose tumoral) pode ser responsavel por diminuir a
imunidade materna durante a gestacdo o que favorece a passagem das formas
tripomastigotas sanguineas através da barreira placentaria podendo ainda atingir os
tecidos fetais (BOUFKER et al., 2006).

Visto que a transmissao da Doenca de Chagas por via oral e congénita sao
hoje consideradas importantes formas de transmissdo do protozoario, devido aos
programas implantados para reduzir a transmissao vetorial e melhorias no controle
efetuadas nos bancos-de-sangue para se evitar a transmissdo por transfuséo
sanguinea. Acreditamos na importancia de se avaliar o comportamento de uma cepa
silvestre de T. cruzi na transmissdo oral e suas consequéncias no periodo
gestacional bem como o impacto terapéutico do benzonidazol na diminuicdo da
carga parasitaria dos animais tratados. A cepa silvestre foi escolhida, pois as
transmissdes orais documentadas recentemente ocorreram por trituracdo de

barbeiros infectados contendo cepas silvestres.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL
O presente trabalho tem como objetivo geral avaliar os efeitos terapéuticos e

tecidais do benzonidazol sobre a infeccdo experimental de camundongas fémeas

por T. cruzi, pela via oral.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Avaliar os efeitos deletérios da infeccdo congénita do protozoario T. cruzi em

fémeas prenhes infectadas por via oral, na fase crbnica, através da incidéncia
de transmissdo vertical de T. cruzi na prole por meio da histopatolagia e

imunufluorescéncia.

e Observar a eficacia do medicamento benzonidazol como fonte de tratamento
também durante a gravidez, bem como as alteracBes toxicas que ele

determina nas fémeas e na prole durante a fase cronica da infecgéo.

e Padronizar e quantificar o indice de parasitismo por gPCR nos tecidos
coletados: baco, figado, coracao, tecido fetal e placentario dos diferentes

grupos.
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5. DISCUSSAO

Adotada como um critério para o diagndstico da Doenca de Chagas a
parasitemia sanguinea indica a fase aguda da infeccao, visto que, na fase cronica,
0s parasitas circulantes do sangue periférico encontram-se em declinio, ndo sendo
possivel sua deteccéo pelo método direto (MONCAYO, 2003).

Neste estudo a técnica foi realizada, nos camundongos Balb/c infectados via
oral com 2 x 10° formas por gotejamento de sangue, entre o 5° e 11° dia de
infeccdo para os grupos de fase aguda (NPl e NPIB) e entre o 5° e 24° dia de

infeccdo para os grupos de fase cronica (INPP 60 e INPPB 60).

A via oral foi abordada em virtude dos recentes episédios de infeccao através
do consumo de alimentos contaminados pelas diferentes formas do parasita
(BARBOSA et al., 2012; MARTINS et al., 2010). O gotejamento sanguineo foi
escolhido em detrimento a gavagem, pois a infec¢cdo pela cavidade oral é mais
susceptivel do que pelas demais vias digestivas (CARDOSO et al., 2006).

Nos grupos de fase aguda a contagem parasitaria foi necessaria para verificar
se a infec¢do havia ocorrido, antes do inicio do fornecimento de tratamento com o
benzonidazol para as fémeas. Por tanto somente trés coletas de sangue caudal

foram suficientes para a confirmagéo da infecgao.

Entretanto nos grupos de fase cronica a coleta sanguinea caudal se
prolongou ao 24° dia de infeccdo para se estabelecer o pico parasitémico da
infeccdo pela via oral da cepa em estudo, o qual foi evidenciado ao 14° dia de
infeccdo, apresentando média de 424.494 parasitas/mL de sangue. A contagem
parasitémica estendida, também foi escolhida para acompanhar o curso da fase
aguda da cepa, que se estende entre 27 e 40 dias ap0s a inoculacdo do parasita.
Pela infeccdo por via oral, o declinio parasitémico iniciou-se a partir do 18° dia de
exposicdo a cepa, corroborando os resultados obtidos por Albuquerque e Barreto,
em 1970.

Utilizada nos laboratorios de pesquisa com umas das alternativas de
diagnéstico para as técnicas parasitologicas tradicionais, a PCR em tempo real
guantitativa (qPCR) foi uma das ferramentas de escolha para a monitorizacdo da
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carga parasitaria tecidual. Dentre as vantagens pode-se ressaltar o baixo risco de
contaminacgao, maior sensibilidade e por contrair dados da reacao a cada novo ciclo
de amplificacdo, o que permite o calculo do produto por regido da curva (SCHIJMAN
et al., 2011).

No presente trabalho a técnica foi utilizada nos tecidos dos o6rgaos baco,
figado, coracao, placenta e nos fetos, com o objetivo de detectar e verificar a carga
parasitaria nas fases aguda e cronica bem como na monitorizacdo da eficacia do
tratamento com benzonidazol em ambas as fases, se apresentando como uma

forma de diagndstico rapido, especifico, sensivel e reprodutivel.

Para padronizar as amplificages foi utilizado DNA de T. cruzi de 1 a 108
copias do genoma do parasita. E como controle interno para normalizar as
quantidades de DNA das reacdes foi utilizado GAPDH de 1 a 10° cépias do genoma
do camundongo. As condi¢fes do ensaio como temperatura, tempo de ciclagem e
concentracdo dos reagentes e DNA foram otimizadas para se obter alta eficiéncia de

amplificacao.

pY

Devido a recuperacdo de DNA amostral ter se apresentado variavel foi
essencial o uso do controle endégeno para normalizar a quantidade de tecido
analisado, corrigir variagdes intra-amostrais e obter uma quantificagdo reprodutivel.
Essa reprodutibilidade foi demonstrada na tabela 10 através da quantificacdo de
uma mesma amostra em triplicata, sendo visualizada para todos os 6rgaos
estudados (KARA et al., 2003).

O desempenho global do ensaio foi mensurado através da estimativa da
eficiéncia de amplificacao, valor no qual o produto de PCR é gerado. Para melhorar
a eficiéncia, o DNA amostral extraido foi diluido para a concentracdo 20ng/uL de
DNA. Assim obtiveram-se indices de eficiéncia acima de 90% para as curvas
padroes de T. cruzi e de GAPDH, como apresentado nas tabelas 8 e 9. Essa
associacdo so foi possivel, pois o normalizador interno, GAPDH, e T. cruzi tiveram
eficiéncia de amplificacdo semelhantes (CUMMINGS e TARLETON, 2003; KARA et
al., 2003).

Outro parametro importante adquirido, o valor de R? corresponde ao

coeficiente de regressao e é obtido a partir da linha de regresséao linear da curva




Discussao - 98

padrdo. R? indica a precisdo na distribuicdo dos pontos da curva. No presente
trabalho obteve-se R? superior a 0,99 em ambas as curvas tabelas 8 e 9.

Através dos resultados obtidos pela qPCR optou-se por calcular tanto o
namero de cépias de T. cruzi/lGAPDH quanto o nimero de parasitas/ 30mg de tecido
com o intuito de se comparar os dois distintos métodos matematicos utilizados na

verificacdo da carga parasitaria tecidual.

Neste contexto, na quantificacdo do parasitismo do baco, para os quatro
grupos estudados, empregando os dois métodos, ndo observamos diferencas pelo
namero de cépias. Porém, pelo nimero de parasitas em 30 mg de tecido a diferenca
foi evidente se compararmos o grupo de fase aguda néo tratado (NPI) com o grupo
de fase aguda que recebeu benzonidazol (NPIB), assim como na comparacdo do
grupo de fase crbnica néo tratado (INPP 60) com o grupo de fase cronica que
recebeu benzonidazol (INPPB 60). A queda no numero de parasitas em ambos o0s
grupos tratados (NPIB e INPPB 60) poder ser devido a eficacia do tratamento com o

benzonidazol.

Nos grupos de fase aguda (NPl e NPIB) essa diferenca parasitaria, provocada
pela medicacgéo, foi confirmada pelos dois métodos, sendo mais expressiva através
do numero de copias (p = 0,0003), se comparado ao numero de parasitas (p < 0,05).
Em contrapartida nos grupos de fase crénica a confirmacao estatistica ndo ocorreu,
restringindo-se somente na confirmacdo visual pelos dados representados nas

barras dos dois graficos, sendo mais evidente pelo nimero de copias.

Em relacdo ao parasitismo tecidual do figado, nos quatro grupos nao
observamos diferencas estatisticas pelos dois métodos. Porém, na comparacdo
individual dos grupos de fase aguda a diferenca despontou em ambos os métodos,
apresentando p = 0,0005, pelo numero de copias, e p < 0,005 pelo numero de
parasitas. Porém, ndo observamos ocorréncia semelhante para os grupos de fase

cronica.

No tocante a parasitemia tecidual cardiaca, para 0s quatro grupos
confrontados entre si evidenciamos diferenca estatistica somente na contagem de
parasitas (p < 0,05), sendo possivel visualizar no gréfico esta diferenca (Figura 19),

principalmente nos grupos de fase aguda, onde os dados representados para o
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grupo controle (NPI) se mostram muito superior aqueles do grupo tratado (NPIB).
Isso se aflora na comparacdao individual da fase aguda pelos dois métodos, obtendo-
se para p valores idénticos (p < 0,05). Todavia, na avaliagdo isolada dos grupos de

fase cronica ndo observamos resultados semelhantes.

Apés a avaliagcdo dos trés tecidos, baco, figado e coracdo a hipdtese
levantada € que o tratamento com benzonidazol é mais eficaz na fase aguda da
doenca em contraste com a fase cronica (PINAZO et al., 2013). Assim entendemos
gue o numero de parasitas/tecido e copias de T. cruzi/lGAPDH diminuiu nos grupos
NPIB e INPPB 60, tratados, porém essa reducdo e a variacado de dados, observada
pelo desvio padrdo dos diferentes grupos, ndo é matematicamente suficiente para
que essa situacao seja apontada pelos testes estatisticos. Pinazo e colaboradores
(2010) discorreram que em longo prazo, o tratamento com benzonidazol na fase
cronica da infeccdo pode restringir a progressao da doenca, além de aumentar a

SOro conversao negativa em pacientes que se encontram na fase indeterminada.

Segundo os pesquisados, tais reducdes comecaram a ser evidenciadas em
pacientes chagasicos seis meses apoés o inicio do tratamento com benzonidazol. No
presente trabalho esta diminuicdo comecou a despontar em todos os érgaos dos
animais de fase cronica que receberam tratamento. Porém, ndo foi observada
diferenca estatisticamente positiva para os grupos afins, pois a duracdo da
administracdo do medicamento nao foi extensa o suficiente para apresentar valores
de p importantes. Entretanto foi possivel, por meio da visualizacdo dos gréficos,
observarmos que a diminuicdo parasitaria ja havia se iniciado somente com 16 dias

de tratamento.

Sendo assim, a hipétese aventada € que quanto mais extenso o fornecimento
medicamentoso para 0s animais em fase cronica, possivelmente maiores seriam as
diminui¢cdes parasitarias teciduais, podendo inclusive a longo prazo chegar a zerar a
carga parasitaria durante a fase cronica da doenca de Chagas, como ja ocorre em
90 a 100% das criancas recém-nascidas que recebem o tratamento logo que
expostas ao parasita (CARDONI e ANTUNEZ, 2004).

Os resultados das analises teciduais da placenta apontaram diferenca

estatistica apenas na confrontacao pelo niumero de copias dos dois grupos de fase
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cronica (INPP 60 e INPPB 60), sendo maior o nimero de copias no grupo que
recebeu tratamento, INPPB 60, que no grupo controle que nao o recebeu, INPP 60.

Semelhante resultado foi divisado nas quantificagdes teciduais realizadas
para os fetos, onde 0 grupo que recebeu tratamento apresentou nimero superior de

copias de T. cruzilGAPDH, em detrimento ao grupo que néo recebeu.

Véarias hipoteses podem ser aventadas na tentativa de se esclarecer a
presenca de amastigotas nos tecidos placentario e fetal, dentre elas a de que o
benzonidazol pode diminuir a imunidade materna favorecendo assim uma maior
passagem das formas tripomastigotas sanguicolas pela barreira placentaria
atingindo em seguida os tecidos fetais. Uma via plausivel para esta interferéncia na
imunidade materna pode ser pela formacdo do agente citotoxico e mutagénico,
glioxal que na presenca de oxigénio gera radicais livres intermediarios e espécies
reativas de oxigénio que podem interagir com os tecidos placentarios facilitando a
passagem do parasita (BARTEL et al., 2010; PEREZ-MOLINA et al., 2009; RIGALLI
et al., 2012).

Além disso, segundo Cardoni e Antunez (2004), durante a gestacdo ocorre
uma supressao da resposta imunologica materna objetivando-se proteger os tecidos
fetais de potenciais danos que podem vir a serem causados pela resposta materna a
alo-antigenos fetais. Entretanto tais conhecimentos ainda ndo podem ser aplicados a
respeito da queda imunolégica materna aos patdégenos circulantes pelo sangue
materno (SANCHEZ et al., 2012).

Posteriormente comparamos as quantificacdes parasitarias dos diferentes
orgaos pertencentes ao mesmo grupo de estudo. Nesta confrontacdo interna néao
foram evidenciadas diferencas estatisticas em nenhum dos quatro grupos propostos,

na analise parasitaria pelos dois métodos utilizados.

Em relagdo a todas as comparagOes realizadas no presente trabalho,
utilizando a contagem parasitaria pelo numero de coépias de T. cruzi/lGAPDH e
namero de parasitas em 30mg de tecido, podemos observar que ambos os métodos

sao eficazes e podem ser reproduzidos.

Dos 15 confrontos executados houve concordancia de resultados em ambos

os métodos em 73,33%. Porém, quando verificamos a sensibilidade matematica, o
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método da andlise grafica de parasitas por 30mg de tecido foi superior ao método de
namero de coépias de T. cruzi/GAPDH, exceto nos casos de placenta e feto, em que
0 método de copias identificou resultados positivos enquanto que o método de

namero de parasitas ndo gerou tal desfecho matematico, somente no aspecto visual.

No tocante da andalise de carga parasitaria pela imunofluorescéncia em
microscopia confocal foi possivel visualizar ninhos de amastigotas nos tecidos

estudados confirmando assim os dados previamente obtidos na gPCR.

Para o baco visualizou-se nos cortes de animais nao tratados (NPl e INPP 60)
maior numero de ninhos amastigotas que em animais tratados (NPIB e INPPB 60),
sendo que para os animais de fase cronica houve maior observacdo da presenca
dos ninhos de formas amastigotas que nos animais de fase aguda. O mesmo foi
verificado tanto para os tecidos hepéaticos quanto para os tecidos cardiacos
confirmando os achados na qPCR para tais 6rgaos.

Assim demonstrou-se que na fase crénica ocorre predominéncia parasitaria
nos tecidos em detrimento a corrente sanguinea e que o tratamento com
benzonidazol mesmo em curto periodo ja foi eficaz na diminuicdo das formas do

parasito.

Em relacdo as imagens de cortes placentérios e fetais foi visualizado maior
presenca de ninhos amastigotas nos grupos tratados (NPIB e INPPB 60), quando
confrontados com as imagens dos grupos néo tratados (NPl e INPP 60),
confirmando assim os resultados apresentados na qPCR para os dois tecidos,
confirmando a hipétese de que o benzonidazol pode ter diminuido as barreiras

imunoldgicas maternas, permitindo a passagem de parasitas ao feto.

Outro recurso empregado neste trabalho, com o intuito de figurar as
alteracOes fisioldgicas provenientes da doenca e do tratamento foi a observacéo

histopatoldgica dos cortes.

Nos tecidos baco, placenta e feto ndo foram observados quaisquer indicios de
alteracdes histologicas, em todos os grupos, quando comparados a cortes de
animais sadios. Entretanto nos cortes de figado desses animais foram divisados
inumeros pontos com infiltrado inflamatério, indicando assim, que houve uma reacao

imunologica contra o patdgeno. O mesmo ocorreu para os tecidos cardiacos em
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todos os grupos, sendo possivel perceber presenca de infiltrado inflamatério bem
como de periocardite evidenciando que houve também no coracdo uma reacao

imunologica.

Por conseguinte, a presenca de Trypanosoma cruzi além de estar pautada na
elevada carga parasitaria também estd relacionada com o desequilibrio das
respostas imunoldgicas que, quando exacerbadas na tentativa de proteger o
organismo do hospedeiro infectado, podem prejudica-lo, levando entdo a uma
imunopatologia associada a doenca (ROGGERO et al., 2002).
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6. CONCLUSOES

As técnicas empregadas para caracterizacao parasitaria no presente trabalho
foram sensiveis, consistentes, adequadas e sustentaram o0s resultados
apresentados entre si no monitoramento da infecgéo.

A analise da carga parasitaria demonstrou que para baco, figado e coragéo o
tratamento, tanto na fase aguda quanto na fase cronica, foi eficaz na diminuicéo de
ninhos de amastigotas. Entretanto para placenta e feto o tratamento contribuiu para
0 aumento da intensidade de ninhos de amastigotas.

Deste modo, podemos sugerir, teoricamente, que o tratamento com
benzonidazol pode ser indicado para minimizar a carga de parasitas ou até mesmo
para sua completa erradicacdo em individuos em fase crbnica, bem como,
sugerimos que o medicamento deve ser ofertado por maior tempo aos individuos
chagasicos tanto na fase aguda quanto na fase crdnica, visto que apresenta
melhores resultados, sem levarmos em conta os efeitos colaterais jA demonstrados
pelo medicamento e largamente apontados na literatura cientifica.

Entrementes dissuadimos o tratamento durante o periodo gestacional visto
que, pode induzir a diminuicdo das barreiras imunolégicas maternas e/ou facilitar a

migracao parasitaria para os tecidos placentarios e fetais.
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