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RESUMO

O tratamento das infecgdes pelo Trypanosoma cruzi tem sido alvo de muitas
investigacdes porque a busca da cura da doenca de Chaga tem alta relevancia
social. Este trabalho teve como objetivo geral avaliar diferentes esquemas
terapéuticos na doenga de Chagas experimental. Seus objetivos especificos visaram
a comparar aspectos clinicos, parasitoléogicos e sobrevivéncia nos grupos
experimentais e controles, para avaliacdo do efeito de diferentes esquemas
terapéuticos de tratamento e doses dos farmacos utilizados. Esses parametros
foram usados como critério de avaliagdo dos esquemas de tratamento com drogas
inibidoras de vias metabdlicas, envolvidas em divisdo e diferenciagao celulares, que
poderiam impedir a integracdo do kDNA do T. cruzi no genoma do hospedeiro.
Grupos de 20 camundongos BALB/c infectados com Trypanosoma cruzi do estoque
Berenice, pesando 20 a 25 g, de ambos os sexos, foram tratados com benzonidazol,
nas fases aguda e crénica da infecgdo. Formaram-se novos grupos também com 20
animais, que receberam benzonidazol, associados com uma, duas ou trés drogas.
As drogas utilizadas foram praziquantel (inibidor de proteina-quinase), ciprofloxacina
(inibidor de topoisomerase) e zidovudina (inibidor da transcriptase reversa). Foi
previamente demonstrado que essas drogas inibem a integracdo do kDNA no
genoma de célula hospedeira de mamifero in vitro. De acordo com os parametros de
avaliacao, apenas o grupo de animais tratados na fase crbnica da infeccdo com
benzonidazol associado a ciprofloxacina durante 30 dias teve a parasitemia
negativada, com decréscimo significativo dos titulos de anticorpos e auséncia de
amplificacdo de sequéncias de kDNA. O achado sugeriu que o tratamento eliminou a
infeccao e preveniu as mutagdes no genoma do hospedeiro. Nos demais grupos
experimentais os resultados foram similares aqueles obtidos nos grupos tratados
apenas com benzonidazol, pois, ndo houve negativagao das parasitemias e 0 kDNA
podia ser encontrado no genoma dos camundongos testados. Assim somente a
associacdao de benzonidazol com ciprofloxacina na concentragao 6tima testada,
sugeriu a eliminagdo da infecgcdo, e o kDNA ndo integrou no genoma dos
camundongos. Nos demais grupos experimentais analisados os resultados obtidos,

sugerem que as drogas administradas nao eliminaram as infecgdes pelo T. cruzi.
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ABSTRACT

The treatment of the T. cruzi infections has been sought by many investigators because
the cure of Chagas disease has high social and economic importance. This work aimed at the
use of various therapeutic formulations to treat the experimental Chagas disease in mice.
Specifically, it was aimed at the clinical, parasitological and survival aspects related to the T.
cruzi infections in experimental and control groups of BALB/c mice. Secondly, this work
aimed at to evaluate therapeutic protocols, using different pharmacological compounds. The
parameters used to evaluate the therapeutic protocol were the elimination of the parasitic
infections and abrogation of the integration of the T. cruzi KDNA minicircle sequences by the
administration of inhibitors of metabolic pathways of cell growth and differentiation. Groups
of 20 mice of both sexes, weighing 20 to 25 g, received the T. cruzi intraperitoneally and were
treated in the acute and chronic phases of the infections. The experimental groups received
benznidazole (0.86 mg/day) alone or in association with one, two or three different inhibitors.
The inhibitors used were: praziquantel (inhibitor of protein-kinases, 0.93 mg/day),
ciprofloxacin (inhibitor of Topoisomerase Il, (1.2 mg/day), and zidovudine (inhibitor of
reverse transcriptase, 1.2 mg/day). In a previous study, it was shown that these inhibitors
prevent the integration of KDNA minicircle sequences into the host mammalian cell in vitro.
The drugs were administered by gavage of mice for a period of 15, 30 or 60 days. Following
the parameters set for evaluating the effects of each therapeutic regime, only a group of
chronically infected mice treated with benznidazole and ciprofloxacin for 30 days eliminated
the parasitemia, and showed consistent fall of the specific anti-T. cruzi antibody titers, and
abrogated the integration of the KDNA into the mouse genome. This finding has suggested
that this therapeutic regime was indeed efficient because it abrogated the infection, the
specific antibody titers and the KDNA integrations. However, when half-dose benznidazol and
ciprofloxacin were used the mice the infections sere set free. Also in all the other
experimental groups the results obtained indicated therapeutic failure, because the results
were similar to those obtained with benznidazole alone: the parasitemias were patent and the
KDNA was recovered from infected-treated animals. In summary, the administration of
benznidazole combined with ciprofloxacin to T. cruzi-infected mice eliminated the infection
and KDNA did not integrate into the mouse genome. In relationship to the remaining infected-

and treated groups it was observed therapeutic regimes did not eliminate the infections.
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I. INTRODUGAO

I.1. - Trypanosoma cruzi

O agente etiologico da doenga de Chagas ou tripanossomiase americana € o
Trypanosoma cruzi. Este protozoario pertence a ordem Cinetoplastida, familia
Trypanosomatidae. Os membros dessa familia apresentam de um a quatro flagelos
e uma organela auto-replicavel que contém DNA, o cinetoplasto, e podem ser
encontrados em diferentes insetos hemipteros, animais silvestres e domeésticos (Liu
e Englund, 2007).

A mitocéndria do T. cruzi tem o cinetoplasto que retém material genético
denominado kDNA, localizado abaixo do corpusculo basal. O kDNA é formado por
maxicirculos e minicirculos. Existem de 40 a 50 cépias de maxicirculos na
mitocdndria, cada um com cerca de 40 kb, contendo genes que codificam as
proteinas mitocondriais e proteinas do complexo respiratério (Klingbei e Englund,
2004). E ainda na mitocondria existem minicirculos que s&o moléculas de 1.4 kb que
se encontram presentes como milhares de coépias concatenadas que codificam
RNAs guias (gRNA) que auxiliam na editoragdo dos mRNAs dos maxicirculos
mitocondriais (Junqueira e cols. 2005). Maxicirculos e minicirculos formam uma rede

de kDNA que se divide automaticamente e inicia o processo de replicacio celular.

1.2. - Histérico - doenga de Chagas

Carlos Chagas em 1909 descreveu o ciclo completo do T. cruzi. Ao observar no
sangue da menina Berenice de trés anos de idade o parasito que circulava em seu
sangue, descreveu o agente, antes havia encontrado o flagelado no intestino do
inseto Panstrogylus megistus, identificando assim o inseto vetor e posteriormente

descreveu os reservatérios domésticos a doenga de Chagas.

Insetos da familia Reduviidae (Triatoma Infestans, T. dimidiata, T. brasiliensis, T.
sordida, Rhodnius prolixus) sao os principais responsaveis pela transmisséao vetorial

do T. cruzi para 0 homem, e sdo também os responsaveis por manter o ciclo



silvestre. Estima-se que 18 milhdes, sendo que em torno de 40% destes individuos

irdo desenvolver formas clinicas desta moléstia (WHO, 2002).

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude e o banco Mundial, sdo gastos
mais de seis bilhdes de dolares por ano no tratamento dessa doenga (WHO, 2002),
pois, essa enfermidade faz com que o individuo se torne debilitado e incapaz, sendo
uma das principais causa da aposentadoria antecipada (Dias e cols. 1985; Lopes e
Chapadeiro, 1986).

I.3. - Ciclo evolutivo no hospedeiro vertebrado

O ciclo evolutivo do T. cruzi em hospedeiros vertebrados inicia-se quando as
formas tripomastigotas e epimastigotas eliminadas nas fezes do triatomineo
contaminam a pele (perfurada) ou mucosas do hospedeiro vertebrado (Lu H-G e
cols. 1998).

As formas tripomastigotas podem entrar em qualquer célula, com excecéo de
neurdnios, iniciando o seu ciclo de replicagao (Teixeira e cols. 2006). Sugere-se que
nesse momento de interacdo ocorra o processo de adesdo celular e ligacdo da
membrana do parasita a superficie da célula hospedeira. As proteases hidroliticas
estariam participando desse processo. A interagdo de formas tripomastigotas com
macrofagos resulta na fagocitose do parasita, ocasionando estresse metabdlico com
aumento do consumo de oxigénio e de glicose para produgcdo de energia e
fosforilagdo de proteinas tirosinas cinases do parasita da célula hospedeira. A
inibicdo da fosforilagdo em macréfagos infectados pelas drogas estaurosporina e

genisteina (Souza, 2000), preveniu a fagocitose.

ApOs a invasdo da tripomastigota na célula hospedeira e dentro do vacuolo
parasitéforo ocorre o processo de diferenciagdo para amastigota. Organelas do
sistema endolisossomal do hospedeiro fundem-se com o vacuolo formando um
grande fagolisossoma aonde a forma tripomastigota ira se transformar em
amastigota, processo que resulta no seu arredondamento pela retragdo da mudanca

da estrutura do cinetoplasto em forma de bastdo. Ha fragmentacdo da membrana,



que posteriormente é desintegrada, liberando a forma arredondada do T. cruzi para
o contato direto com o citoplasma hospedeiro. Apds 24 horas ocorre o processo de
multiplicacdo intracelular do parasito pela divisdo binaria. Geralmente no quinto dia
de infecgdo, quando a célula hospedeira ndo suporta a carga parasitaria, encontram-
se em média 500 novas formas amastigotas. As amastigotas transformam-se em
tripomastigotas, com alongamento do flagelo. Ocorrendo o rompimento da célula
hospedeira, as tripomastigotas entram no espago intercelular e no sangue,

reiniciando o processo de infeccdo de novas células (Brener, 1965; Souza, 2000).

1.4. - Ciclo evolutivo no hospedeiro invertebrado

A hematofagia esta inserida no ciclo de vida de varios insetos e representa um
fator determinante do ciclo de vida, habitos, distribuicdo geografica e ecologia dos
triaotmineos (Lent e Wygodzinsky, 1979). O ciclo de vida do T. cruzi no hospedeiro
invertebrado inicia-se ap6s a alimentacdo de sangue de mamifero portador da
infeccdo. As formas tripomastigotas ingeridas transformam-se em epimastigotas no
seguimento anterior do tubo digestivo do triatomineo. No intestino posterior, as
epimastigotas transformam-se em tripomastigotas metaciclicas. Essas séao as formas
infectantes eliminadas nas fezes do inseto que contaminam o hospedeiro vertebrado
(Figura 1) (Andrade e Andrews, 2005). No ciclo silvestre, as infeccbes pelo T. cruzi
sdo adquiridas durante a alimentagdo dos triatomineos, ao ingerir as formas
tripomastigotas presentes na corrente circulatéria de hospedeiros vertebrados, como
gambas, tatus e ratos (Figura 2) (Teixeira e cols. 2006). No ciclo domiciliar, os
insetos domiciliados que infectam o homem voltam a adquirir o T. cruzi ao se

alimentar de sangue humano.
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Figura 1: Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi no triatomineo.
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Figura 2: Ciclos silvestre (esquerda) e peri-domiciliar (direita) do Trypanosoma

cruzi (Teixeira e cols, 2006).



l.5. - Transmissao

1.5.1. - Transmissao vetorial

A principal via de transmissao do T. cruzi ocorre através de insetos triatomineos
(Abad-Franch e Monteiro, 2005). Dentre as descritas mais de 120 espécies, ja foram
encontradas 40 espécies de triatomineos infectadas com T. cruzi. A infeccao do
hospedeiro vertebrado ocorre pela contaminacdo da pele ou de suas mucosas com
as fezes eliminadas pelo inseto-vetor durante o repasto. As formas infectantes
tripomastigotas metaciclicas penetram em células fagociticas e dali se dissemina no

corpo.

I.5.2. - Transmissao transfusional

Essa forma de transmissdo ¢é considerada a segunda principal via de
transmissdao na zona urbana, onde residem 70% da populacdo das Américas
(Bonametti e cols. 1998). Essa via de transmissdo ganhou grande importancia
epidemioldgica nas duas ultimas décadas em fungdo da migragdao de individuos
infectados para os centros urbanos e da ineficiéncia no controle das transfusées nos
bancos de sangue. Nos anos 80, esse perfil foi mudando com o controle de sangue e
a qualidade do sistema de controle de vetores em areas rurais (Dias, 1988;
Schmunis, 1997; Wendel, 1997).

Porém muitos paises ainda ndo contam com este controle, o que contribui para a
ampla disseminagcdo da doenga além das areas endémicas. Nos Estados Unidos,
por exemplo, verificou-se que doadores de sangue positivos para T. cruzi ndo estao
concentrados apenas nos estados do sul e sudeste, onde se encontra a maioria dos

imigrantes, mas, sim, espalhados por todo o pais (Leiby e cols. 2002).



1.5.3. - Transmissao congénita

A transmissdo congénita ou transplacentaria € o terceiro mecanismo mais
importante para a disseminagdo da doenga de Chagas, constituindo sério problema
de saude publica (Schenone e cols, 1987). A infecgdo congénita pode causar aborto
e nascimento prematuro, entre outros agravos. Geralmente o recém-nascido nao
apresenta sintomatologia e quando ocorrem em geral sdo manifestagdes digestivas,
alteragbes oculares e neurolégicas, como a paralisia cerebral (Coura, 2007). E
importante ressaltar que, ao nascer, a crianga devera ser diagnosticada e tratada
precocemente, pois nessa época ocorre uma melhor tolerancia as drogas utilizadas.

(Schumuiiis e cols. 1995; Muinoz e cols. 1992).

1.5.4. - Transmissao oral

A transmiss&o oral tem papel importante na epidemiologia dessa doenga. Em
trabalho de revisao, Dias (2006) relata 10 episédios de contaminagdo humana pela
ingestao do parasito, inclusive o surto ocorrido em Santa Catarina, em 2005, devido
a ingestao de caldo de cana-de-agucar contaminado. Outros casos citados sugerem
a ingestdo de acai como via de transmissdo em 10 municipios nos Estados do
Amazonas, Amapa e Para (Lewinsohn, 2005). Esse tipo de aquisicdo da infecgéo
pela via oral tem sido observado persistentemente na regido amazénica, totalizando

assim 170 casos e 10 6bitos pela doenga de Chagas aguda (Pinto e cols. 2004).

1.5.5. - Transplante de Orgios

Nado se tem muitos relatos da infeccdo adquirida pelo transplante de o6rgaos.
Poucos estudos confirmaram esta via de transmissdo do T. cruzi mediante
transplantes de coracdo e rim. A doenga é sintomatica devido a imunodepressao

pos-cirurgica (Dias e Coura, 1997).



1.5.6. - Outras vias de transmissao

Transmissdo acidental pode ocorrer em laboratério ou hospitais durante
manipulagdo de material contaminado com a forma infectante, como por ex: cultura
de triatomineos, manipulagdo de sangue, urina e secre¢des infectados (Dias e
Coura, 1997).

1.6. - Doenga de Chagas - Fase Aguda

A fase aguda da doenca de Chagas se estabelece nos primeiros meses de
infeccao (dois a quatro meses). O diagndstico € baseado na presencga do parasito
em gota espessa ou esfregacos de sangue examinados ao microscopio (Laranja,
1953).

A infeccdo aguda pode ser sugerida pelos titulos detectaveis de
Imunoglobulinas da classe M (IgM) e baixos titulos de IgG, (Dias e Coura, 1997;

Storino e Barragan, 1994; Amato e cols. 1997).

A doenca de Chagas aguda tem curta duragao e elevada parasitemia. Pode se
apresentar de forma aparente (sintomatica) ou inaparente (assintomatica). Os
individuos da fase aguda geralmente apresentam quadro febril inespecifico, comum
a todo processo infeccioso. Casos aparentes sao comuns em criancas de dois anos,

e apresentam morbidade elevada em negros (Dias e Coura, 1997).

1.6.1. - Forma subaguda

Ocorre quando o paciente tem a infecgdo aguda grave. O paciente apresenta
miocardite muito intensa, evoluindo para a forma crénica cardiaca. Pode surgir
cardiopatia e a morbidade é elevada. Essa forma é rara e apresenta menos de 1%

dos casos ja registrados (Laranja e cols. 1956; Dias, 1990).



.6.2. - Fase Cronica - Forma Indeterminada

Definicdo de forma indeterminada baseia-se nos testes imunoldgicos positivos, a
qual se associa a auséncia de sintomatologia clinica. Essa forma clinica € a mais
freqUente na populagdo de areas endémicas (Laranja e cols. 1956; Macedo, 1997),
dois tercos dos individuos infectados pelo T. cruzi estdo nessa fase. O prognéstico é
bom e ndo altera a capacidade fisica em relagdo a individuos ndo chagasicos. O

chagasico pode permanecer na forma indeterminada por toda sua vida (Dias, 1993).

1.6.3. - Fase Cronica

1.6.3.1. - Cardiopatias

Na fase crbnica, a cardiopatia causa grande impacto médico e social, pela perda
de produtividade, impedimento ao trabalho e custas com tratamentos e cirurgias. As
manifestagdes clinicas estdo associadas ao comprometimento do sistema nervoso
periférico, como arritmias, anormalidades sensitivas, parestesias, fraqueza muscular
entre outras (Ferreira e cols. 2003). A ecocardiografia pode mostrar o aumento do
coragao chagasico, geralmente em individuos que foram infectados ha mais de 10
anos. A forma cardiaca leva a insuficiéncia de 6rgaos e tromboembolismo (Lauria-
Pires e cols. 2000). Estudos clinicos-epidemiolégicos mostraram que 57% das
mortes estavam relacionadas a doenga de Chagas cronica (DCH). Nesses estudos,
58% das mortes foram por insuficiéncia cardiaca e 37,5% morreram subitamente. Os
restantes 4,5% das mortes estavam relacionadas com as formas digestivas da DCH.
A evolugéo clinica de cardiomiopatias chagasicas pode ocorrer num periodo de sete

meses a dois anos, até a morte do paciente (Prata, 2001).

1.6.3.2. - Forma digestiva

A esofagopatia ocorre no Brasil aproximadamente em 7 a 11% dos individuos

chagasicos que residem em regides endémicas. A colopatia ocorre entre 1 a 7% dos



chagasicos. (Dias e Coura, 1997). A forma digestiva crbénica afeta degluticao,
ocorrendo regurgitagcdo de alimentos ingeridos; esses sinais estdo fortemente
associados ao megaesdfago que pode se apresentar clinicamente em chagasicos
entre os dois e 70 anos de idade. A maioria dos pacientes com megaeséfago tem
entre 20 e 40 anos de idade (Boyce e Bakheet, 2005). O megaeséfago pode
antecipar a doenga no coracdo de varios pacientes. A manifestacdo clinica de
disfagia, epigastralgia, solucos e salivagcdo aumentada, resultam na dificuldade de

alimentar-se.

Megacdélon aparece um pouco mais tarde no curso da doengca de Chagas em
relacdo ao megaesédfago (Dantas e Mamede, 1996). Pacientes relatam constipagao
(retencdo de fezes na ampola retal). A retengado do bolo fecal durante dias leva a
dilatacdo e ao espessamento da parede do célon, afetando a regidao sigmoide e o
reto (Meneghelli e cols. 2005). A retencédo do bolo fecal também dilata o intestino,
causando dor e desconforto fisico. As complicagdes ocasionadas pela retencgao fecal

podem gerar obstrucao e ruptura da viscera (Adad e cols. 2002).

I.7. - Diagnéstico

O primeiro diagnostico da doenga de Chagas foi feito no dia 23 de abril de 1909,
quando Carlos Chagas identificou, ao exame microscépico, formas do flagelado T.
cruzi no sangue de uma jovem febricitante. Desde entdo, sdo utilizados diferentes
testes parasitologicos e imunoldgicos para diagnostico dessa infecgdo. Na fase
aguda a pesquisa visa a identificagdo do protozoario no sangue periférico, pelo
exame direto de gota de sangue ou pelo método de concentracdo de Strout, ou

ainda pelo esfregaco do sangue em lamina corada pelo Giemsa.

Os anticorpos IgM anti-T. cruzi identificados pela imunofluorescéncia indica a
presenga do T. cruzi no corpo do chagasico e a presengca do parasito pode ser
confirmada pela hemocultura enriquecida com o meio LIT (Liver infusion tryptose).
As hemoculturas levam até 120 dias para mostrar o parasito no exame microscopico.
O parasito também pode ser recuperado pela inoculagdo do sangue do paciente em

animais. Amplificacdo de DNA do parasito pela reagdo em cadeia da polimerase



(PCR), também tem sido utilizada no diagndstico da infecgdo. Os resultados dos
testes imunologicos e de PCR devem ser analisados cuidadosamente. Ou seja, o
exame positivo sugere a infeccdo, mas existem muitas causas geradoras de
resultados falsos (Vexenat e cols. 1993; Gadelha e cols. 2003). Esses testes sao
considerados positivos quando houver concordancia entre resultados soroldgicos e
de PCR (WHO, 2002).

1.8. - Tratamento etiolégico da doenga de Chagas

Apds a descoberta do T. cruzi por Carlos Chagas (1909), varios medicamentos
tripanocidas tém sido experimentados. No quesito tratamento, foram usados
experimentalmente drogas como atoxil, fucsina, mercurio. (Mayer e Rocha Lima,
1912, 1914) e todas elas foram ineficazes. Stein (1933) teve uma das iniciativas
mais promissoras da época ao utilizar derivados de bismuto, usadas para espamos
gastrico, que foram testadas em modelo animal (camundongos), obtendo bons

resultados.

1.8.1. - Nifurtimox

ApOs a segunda guerra, novas drogas foram testadas para a doenga de Chagas,
mas que infelizmente ndo obtiveram bons resultados. Em 1970 surgiram dois
farmacos, testados de maneira empirica, que demonstraram reducéo da parasitemia
e da letalidade. Em 1972, o laboratério Bayer anunciava o nifurtimox: 1,1-diéxido de
tetraidro-3-metil-4[(5-nitrofurfurilideno)amino]-2H-1,4-tiazina (Bock e cols. 1972).
Sugeriram que 0 seu mecanismo de agao ocorria através de radicais livres, como
anions, superoxido e peroxido de hidrogénio que sao liberados pela droga
(DoCampo e Stoppani, 1979; Stoppani, 1999). Essa droga foi retirada do mercado,

devido a sua alta toxicidade.
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1.8.2. - Benzonidazol

O Benzonidazol, N-benzil-2-nitro-1-imidazolacetamida, tem atividade anti-
tripanossoma. Esse farmaco é utilizado para o tratamento de Chagas, pois tem
potente atividade tripanocida em testes in vitro e in vivo, contra as formas
epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas do T. cruzi (Grinberg e cols. 1968).
Posteriormente, Polak e Richle (1978) descreveram o mecanismo de agao deste
farmaco, na diminuicdo da sintese de proteinas, reducdo da incorporacdo de
timidina em DNA e na reducao de incorporacao dos precursores de RNA. Trabalhos
complementares demonstraram que os efeitos deletérios ocasionados pelos
benzonidazol sdo semelhantes aqueles causados pelo nifurtimox: radicais livres
liberados pela droga ligam-se ao DNA do T. cruzi, interferindo na biossintese dessa

macromolécula (Diaz e cols. 1988).

O benzonidazol € absorvido pela via digestiva, atingindo pico maximo 3-4 horas
apos ingestdo. O tempo de eliminagdo plasmatica € em torno de 12 horas, em sua
sob a forma de metabdlitos ndo conjugados hidrossoluveis eliminados na urina. A
dose diaria tolerada via oral em adultos é cerca de 5 a 7 mg/kg de peso corporal,
dura de 30 a 60 dias consecutivos. Em infeccdo aguda, o tratamento estende-se por
até 90 dias. Em criangas, a dose pode ultrapassar 10 mg/kg/dia, devido a sua maior
tolerancia a droga (Cangado, 1985). O benzonidazol tem muitos efeitos colaterais:
nauseas, vomitos, confusdo mental, convulsbes, dermatites por hipersensibilidade,
depressdo da medula éssea e reacdo tipo doenca do soro. Os sintomas clinicos
manifestam-se por erupgao cutanea, eritema, prurido, febre, dores generalizadas e
sensacao de mal-estar. O benzonidazol também tem alta toxicidade, relacionada a
mutagenicidade, teratogenicidade e carcinogenicidade (Cang¢ado JR, 1981; Bock e

cols.1972). Ha relatos sugerindo que a droga causa azoospermia e esterilidade.

O benzonidazol é composto nitroderivado que sofre reducdo enzimatica e forma
radicais livres que se ligam a macromoléculas de proteinas e DNA. Esses radicais
nao atuam somente no parasito, mas também em qualquer célula mamifera. Ou
seja, o grupo nitro tem acdo indutora de mutagenicidade, cancerigenicidade e
esterilidade. Cabe salientar que esses compostos sdo potentes supressores das

respostas imunes nos mamiferos (Revisado por Lauria-Pires e Castro, 2006).
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1.8.3. - Outros farmacos testados para o tratamento especifico da doeng¢a de

Chagas

Apos o langamento do benzonidazol no mercado, a industria farmacéutica
deixou de lado o interesse em pesquisar novos farmacos. Alguns pesquisadores
buscam novas drogas visando erradicar o parasito e minimizar os efeitos toxicos que

sdo comumente relacionados ao uso do benzonidazol.

1.8.3.1. - Alopurinol

O alopurinol € um analogo da hipoxantina, que diminui a produgao de acido
urico, podendo atuar contra as formas epimastigotas do T. cruzi em meio de cultivo
acelular. Avila e Avila (1983) observaram significante supressdo do parasitismo em
camundongos infectados com T. cruzi. O T. cruzi, convertia o alopurinol (HPP) em
4-aminopirazol [3,4-d] pirimidina (APP) que tem até 15% mais eficacia contra

epimastigostas (Avila e cols. 1983).

Lauria e cols. (1988) trataram seis pacientes na fase aguda, com doses de 20-30
mg/kg/dia durante 60 dias e verificaram que ndo houve supressado da parasitemia.
Estudo conjunto feito no Brasil, Argentina e Bolivia mostraram 92% de positividade
de xenodiagndsticos apos tratamento com 900 mg de alopurinol por 60 dias (Brener,
2000).

1.8.3.2. - Megazol (CL 64’855)

Esse derivado nitroimidazol [2-amino-5(1-metil-5-nitro-2-imidazol)-1,3,4,-
tiadiazol] tem amplo espectro contra bactérias e parasitos tais como: Trichomonas
vaginalis, Leishmania donovani e outros. Camundongos infectados pelo T. cruzi e
tratados com o megazol, tiveram altos niveis de cura parasitologica. A droga foi
retirada do mercado, devido ao seu potencial mutagénico, impedindo o uso em
humanos (Filard, 1982).
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1.8.3.3 - Ofloxacina

s

Ofloxacina € uma fluoroquinolona derivada do acido nalidixico usada para o
tratamento de infecgdes bacterianas, que atua inibindo a enzima bacteriana DNA
topoisomera Il (girase de DNA). A ofloxacina age sobre a enzima e sua inativagao
impede a duplicagdo do DNA, interrompendo assim a multiplicagdo bacteriana. Em
experiéncias realizadas por Gonzales-Perdomo e cols. (1990) verificou-se que essa
classe de fluoroquinolonas bloqueou a diferenciacédo de amastigotas em cultura de
tecido. Porém quando a droga foi administrada em camundongos infectados néao

houve cura parasitologica.

1.8.3.4 - Inibidores da sintese de ergosterol

O ergosterol € um componente presente na membrana celular de fungos, com
funcdes semelhantes a do colesterol em animais. Nos protistas, o ergosterol tem a

funcao de fluidificar as membranas celulares.

1.8.3.4.1. - Cetoconazol e Itraconazol

Inibidores da sintese de ergosterol foram pesquisados repetidas vezes e tiveram
resultados contraditorios. McCabe (1983) relatou que o cetoconazol tem acgao
protetora contra o T. cruzi e o mesmo autor, em 1988, demonstrou a falha do
cetoconazol no tratamento da infecgdo crdénica em camundongos. Além do
cetoconazol e itraconazol, outros azdis também teriam induzido profundas alteracdes
no protozoario. Urbina e cols. (1991) testaram as drogas lovastatina e cetoconazol
em camundongos infectados com T. cruzi. Os resultados sugeriram a eliminagédo dos
parasitas no sangue circulante. Na mesma linha, Urbina e cols. (1993) reportaram
que a associacdo de cetoconazol com lovastatina e terbinafina era potente
antiproliferativo contra o T cruzi. Com base nos achados de Urbina, Brener e cols.
(1993) resolveram reproduzir os resultados em camundongos infectados com o T.
cruzi. Porém o tratamento com cetoconazol e lovastatina foi ineficaz. Ademais, oito

pacientes chagasicos cronicos foram submetidos ao mesmo esquema terapéutico
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durante 51 a 96 dias, com doses 3,1 a 8,7 mg/kg e tiveram acompanhamento por 5 a
60 meses, tiveram hemoculturas positivas em seis casos e nos dois outros a
infeccdo nao alterou os titulos de anticorpos especificos, demonstrando assim que

houve falha terapéutica.

O derivado triazdlico (bistriazol) ativo contra fungos e protozoarios inibidores da
sintese de ergosterol foram testados por Urbina e cols. (1991). Foram anotados os
efeitos antiproliferativos € o mecanismo de acao da ICl 195,739, sobre formas
epimastigotas e amastigotas do T. cruzi. Esses resultados foram comparados com
aqueles obtidos com o composto DO870 que € um enantibmero com acédo fungicida
e com atividade sobre o T. cruzi in vitro e in vivo. Animais tratados com 15 a 20
mg/kg do DO870 demonstraram através dos testes de hemocultura, xenodiagnéstico
e PCR um percentual de cura de 80 a 90% (Urbina e cols. 1993, 1996; Larardi,1991)

1.8.3.4.2. - Posaconazol

Molina e cols. (2000) sugeriram que 20 mg/kg/dia do SCH 56592 foi capaz de
aumentar a taxa de sobrevivéncia dos animais infectados com T. cruzi,
comparativamente ao tratamento com 100 mg/kg/dia de benzonidazol, aumentando
a sobrevida dos animais infectados. O triazol teria produzido cura parasitolégica em
50 a 60% dos animais, contrastando com o benzonidazol que ndo apresentou cura

em nenhum grupo tratado, ou seja, o SCH 56592 mostrou potente ag¢ao tripanocida.

1.8.3.5. - Inibidor de Cruzipaina

Encontrada abundantemente no T. cruzi, essa enzima tem diversas isoformas.
Com ampla especificidade catalitica, hidrolisa inUmeras proteinas (Raimond e cols.
1991). Sua acgéo caracteristica enzimatica lisossomal esta relacionada ao processo
de nutricdo do parasito por meio de hidrolise de proteinas e peptideos. Sua atividade
promove desenvolvimento do parasito e da célula hospedeira (Scharfstein e cols.
2000).
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Epimastigotas tratadas com cisteino-proteases mostram acumulo de cruzipaina
nos compartimentos vesiculares, gerando anormalidades no complexo de Golgi e no
reticulo endoplasmatico (Engel e cols. 1998). Este interrompe o trafego de proteinas,
resultando na morte do parasito apds 48 h de tratamento. O tratamento da infeccéo
pelo T. cruzi em murinos, reduziu a parasitemia e diminuiu a infiltragao linfocitaria da
lesdo miocardica. Os inibidores de cisteino-proteases teriam promovido cura no

estagio crbénico da doenga, apds tratamento por 21 dias (Engel e cols. 1998).

1.8.3.6. - Inibidor de Catepsina B

Catepsina B, sintetizada como pré-pré-enzina, € uma cisteino-protease que se
expressa nas trés formas do parasito. Sugere-se que ela esteja ligada a nutricéo e
diferenciagao do parasito (Nobrega, 2001). No trabalho de Fernandes e cols. (2005)
notou-se que pacientes chagasicos apresentavam elevados niveis de anticorpos
contra a catepsina B. Ainda ndo existem relatos sobre a utilizagdo de inibidores de

catepsina B para a doenga de Chagas experimental.

1.9 - Critérios de cura

Sao trés os objetivos do tratamento dos individuos chagasicos: a) erradicar o
parasito; b) prevenir o aparecimento ou agravamento de lesdes em 6rgaos alvos; e
c) interferir na cadeia epidemioldgica de transmissao da infecgao. Sendo amplos os
objetivos, consequentemente, a avaliagdo da eficacia terapéutica tem grande

importancia.

A definicdo apresentada pelo consenso de 2005 definiu cura quando ha
negativagdo dos testes parasitologicos e soroldgicos. Assim o chagasico que tiver
exames parasitologicos, hemocultura, xenodiagnéstico, PCR, e testes sorologicos

persistentemente negativos devem estar curados da infecgao ativa.

O diagndstico da doenga de Chagas pode ser realizado pelas técnicas: 1)

Xenodiagnéstico, que consiste em colocar triatomineos livres de infecgdo em contato
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com a pessoa que esteja com suspeita de ter a infecgdo, em alguns centros para
minimizar as reag¢des alérgicas e resisténcia do paciente ao xeno natural, foi
desenvolvido o xenodiagndstico artificial, onde o sangue do paciente € coletado com
anticoagulante, e mantido em condi¢bes para que as ninfas de triatomineos fagam o
respasto sanguineo (Santos e cols. 1995). As excretas do triatomineo sao
examinadas ao microscopio em busca do parasito (Portela-Lindoso e Shikanai-
Yasuda, 2003). 2) Hemoculturas, onde amostra de sangue coletadas do paciente
supostamente infectado € adicionada em tubos contendo meio de cultivo Agar-
sangue-LIT (Liver Infusion Tryptose). As culturas foram analisadas mensalmente ao
microscopio.Resultados negativos ndo significam cura parasitologica, ja que podem
resultar de periodos de aparasitemia, parasitemia escassa ou esporadica. O exame

parasitologico € pouco sensivel para detecg¢ao de infecgdes cripticas.

3) Diagnosticos soroldgicos sao mais sensiveis e sdo provas indiretas da presenca
do parasito. Os testes mais utilizados para a deteccdo de anticorpos especificos
contra antigenos do protozoario sdo a hemaglutinagdo indireta, reacdo de
imunofluorescéncia indireta e ELISA. Existe um consenso para se qualificar o
individuo como portador da infeccdo, confirmada pelo menos por duas reacdes

positivas em amostras de diferentes soros (WHO, 2002).

4) Reacao de polimerizacdo em cadeia (PCR). Essa técnica deveria resolver os
casos discordantes com e diferentes testes soroldgicos. Entretanto, a PCR com alta
sensibilidade requer cuidado quanto a interpretacdo dos resultados positivos

(Teixeira e cols. 2006).

1.10. - Laboratério LMPDC

Ha quase vinte anos o LMPDC investiga os mecanismos envolvidos no
aparecimento das lesdes do coragdo e do tubo digestivo do paciente chagasico
cronico. Pesquisas realizadas neste laboratério sugerem que reagdes auto-imunes

estariam associadas a integragdes do kDNA do T. cruzi no hospedeiro:
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Teixeira e cols. (1991) observaram que o DNA de T. cruzi se ligava ao DNA de
macrofagos peritoneais de camundongos infectados pelo parasito, sugerindo assim
um rearranjo transxenogene. Mais adiante, usando técnicas moleculares,
apresentaram evidéncias sugerindo que os minicirculos do kDNA se integravam no

DNA nuclear de macrofago humano em cultura (Teixeira e cols. 1994).

Arganéraz (1996) demonstrou a integracéo horizontal do minicirculo de kDNA
ligado covalentemente a elemento retrotransponivel do macréfago humano, pelas
técnicas Southern blot, PCR, clonagem e sequenciamento do DNA exdégeno,

utilizando primers especificos do kDNA e do DNA do hospedeiro.

Simdes-Barbosa e cols. (1999) observaram que as mutagbes no genoma de
macrofagos transfectados com o kDNA eram transferidas para suas progénies apos
trés anos de passagens sucessivas em culturas. As modificagdes do perfil da banda
de kDNA identificadas através do Southern blot, sugerem a ocorréncia da
mobilizacdo do kDNA integrado no genoma da célula. Essa transposi¢cdo dos
minicirculos integrados no genoma de macrofago sugere a possibilidade de

alteragdes genotipicas, podendo-se manifestar fenotipicamente.

Em outro estudo, Simdes-Barbosa e cols. (2006) observaram populacdo de
macrofagos infectados com T. cruzi e mostraram que o gene p15 estava modificado
no macrofago apds trés anos de replicagdo. Este achado mostrou uma patologia

molecular decorrente da mutagao do kDNA, silenciando o gene p15.

Andlise de transferéncia horizontal em modelo animal demonstrou a
transferéncia de sequencias de minicirculos de kKDNA para o genoma hospedeiro de
mamiferos, aves e pacientes chagasicos (Nitz e cols., 2001; Nitz e cols., 2004). A
herancga vertical das mutagbes de kDNA para as progénies de coelhos e galinhas
foram encontradas em copias de retrotransposons LINE-1 e as analises em bancos
de dados das sequencias de DNA hibrido na regido de justaposicdo sugeriu a
possibilidade de formagéo de pseudogenes ou novos genes, pois foram identificadas

novas fases de leitura aberta (ORFs).

Gomes e cols.(2006) utilizando Gallus gallus como modelo experimental

investigou a transferéncia vertical do KDNA integrado. A inoculagédo de ovo fértil com
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formas tripomastigotas produziu infecgdo no embrido até o oitavo dia. A partir de
entdo a infeccdo no nascimento do pinto ja era refrataria ao protozoario, porém
retinha o kDNA do T. cruzi integrado no seu genoma. Gomes observou a integragao
do kDNA mitocondrial no genoma da galinha em trés geragdes. A heranga do kDNA
foi associada com as mutacbes de kDNA e com a sintomatologia clinica de
insuficiéncia cardiaca. Nesse estudo, verificou-se que o sitio de integragcdo do kDNA
no genoma da galinha € o retrotransposon CR-1 (equivalente a LINE-1 de mamifero)

do cromossomo 4.

Recentemente Hecht (2008) analisou a transferéncia horizontal de kDNA (TGH)
do T. cruzi para o genoma humano, em grupo de 123 individuos com sorologia
positiva para Tripanossomiase americana. Utilizando o método de psTAIL-PCR e
primers especificos de kDNA e de LINE-1 humano, foi possivel amplificar
sequéncias quimeras de DNA nas amostras de sangue dos descendentes G1 e G2.
As integracbes de sequencias de minicirculos de kKDNA do T. cruzi no genoma do
hospedeiro foram identificadas, principalmente em LINE-1 e em diversos
cromossomos. Os resultados obtidos demonstraram TGH em todos os chagasicos
com a infecgao ativa. A transferéncia vertical (TGV) dessas mutagdes foi encontrada
em 45% das progénies G1 e G2.

Complementando o trabalho de Hecht (2008), Araujo (2008), demonstrou a
transferéncia vertical de sequencias de minicirculos de kDNA de T. cruzi mediante

células germinativas de chagasicos e suas progénies G1 e G2.

1.10.1. - Tratamento multidrogas da doenga de chagas

Uma linha de pesquisa desenvolvida no LMPDC visa a utilizagdo de drogas
tripanocidas associadas as drogas inibidoras de vias metabdlicas de diviséo e
diferenciacao celular. Este estudo tem como finalidade padronizar um tratamento
visando a eliminar o parasita e inibir a integracdo do kDNA no genoma da célula

hospedeira.
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A tese de doutorado realizada por Rosa (2005) teve como objetivo testar o
tratamento multidrogas em células mantidas em cultura de tecido. A autora estudou
a cascata de traducao de sinais e demais vias bioquimicas que se associavam com
a integragdo do kDNA durante o processo de diferenciagcdo e divisao celular,
utilizando inibidores especificos de cada uma das vias metabdlicas, a fim de
bloquear a integracdo do kDNA no genoma da célula hospedeira. Os achados de
Rosa (2005) mostraram que o tratamento com os inibidores de topoisomerase Il que
corta a fita dupla de DNA durante a divisdo do parasita inibe a integracdo do kDNA
no macrofago murino. O esquema usado por Rosa € essencial na compreensao da
inibicdo da integragdo do kDNA no genoma da célula murina. Usou também
inibidores de vias de fosforilagao e inibidores da transcriptase reversa, que evitaram
a transferéncia horizontal para a célula hospedeira. Esses achados sdo empregados
aqui como referencia dos esquemas de tratamento multidrogas que representam os

nNossos objetivos.

Il. JUSTIFICATIVA

Diante dos resultados promissores de Rosa (2005), onde a autora utilizando
drogas inibidoras de vias metabdlicas especifica -: cicloexamida, estaurosporina,
genisteina, isoquinilina, ofloxacina, etoposide, mitomicina C, colchicina e zidovudina
- demonstrou ser possivel a inibicdo da integragdo de sequéncias de minicirculos de
kDNA no genoma de macrofagos em cultura de tecidos.

Baseado nos achados de Rosa, foi postulado a tentativa de se reproduzir tais
achados no modelo animal utilizando inibidores das vias de traducao de sinais, como
o zidovudina, ciprofloxacina e praziquantel associados ao tripanocida benzonidazol,
visando a erradicagao do parasito e prevencao da integracdo do kDNA no genoma
murino.

As caracteristicas farmacoquimicas das drogas escolhidas para o tratamento

experimental multidrogas das infec¢des pelo T. cruzi sdo descritas a seguir:

Ciprofloxacina: 1-cyclopropyl-6-fluoro-1,4-dihydro-4-oxo-7-(1-piperazinyl)-3-
Quinolinecarboxylic acid, pertencente ao grupo das quinolonas, tem como agao a

inibicdo da DNA girase, uma enzima bacteriana. que tem papel vital no metabolismo
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e na reproducao bacteriana. Ciprofloxacina é usada no tratamento de infecgdes
complicadas por microrganismos resistentes tais como: Klebsiella, Enterobacter,
Proteus, E. coli, Pseudomonas, Haemophilus, Branhamella, Legionella e
Staphylococcus.

Estudos prévios mostram que a ciprofloxacina tem atividade contra o T. cruzi
(Bodley e Shapiro, 1995). Rosa (2004) demonstrou a ciprofloxacina inibe a

integracdo do kDNA do T. cruzi em sitios especificos do genoma de macrofagos.

Praziquantel: € um composto sintético derivado de isoquinolina com
denominagédo quimica de 4H-pirazinol 2,1-aisoquinolina-4-1, 2-(ciclohexil-carbonil)-
1,2,3,6,7,lIb-hexaidro. E um anti-helmintico antiparasitario de amplo espectro, contra
numerosas espécies de cestddeos e trematddeos. E usado para tratar a
esquistossomose (Schistosoma mansoni, S. japonicum), cisticercose (Taenia solium)
e fascioliase (Fasciola hepética). O Praziquantel causa afluéncia de Ca* em
receptores na superficie corporal de cestdédeos e trematddeos. Isto conduz a
despolarizacdo da membrana e contracdo quase instantdnea da musculatura,
ocorrendo uma vacuolizagdo rapida do tegumento sincicial e desintegragao
tegumental subsequente, resultando em expulsdo mais facil da area gastrointestinal
ou morte do parasita. O praziquantel sofre importante biotransformagao metabdlica
no figado (fendmeno de primeira passagem hepatica) e seus metabdlitos inativos
sao eliminados por hidroxilagdo. Tem meia-vida plasmatica de 1,5 h, sendo bem
distribuido no SNC (neurocisticercose). A maior parte (90%) € eliminada através da

urina em 24 h.

O uso do praziquantel no tratamento multidrogas que planejamos teve como
finalidade a inibicdo da via P13-k, a agao das proteinas serina /treonina quinase que
esta envolvida no processo de apoptose, proliferacdo celular, controle metabdlico e
no trafego de vesiculas, a fim de interromper o ciclo celular do T. cruzi na célula
hospedeira (Feig, 1993; Medema e cols. 2000). Foi demonstrado que a via de
sinalizagao por PI3 quinase esta relacionada com a retengdo do T. cruzi na célula
hospedeira (Woolsey e cols. 2003; Andrade e Andrews, 2005)
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Zidovudina 1-[(2R,4S,5S)-4-azido-5-(hydroxymethyl)oxolan-2-yl]-5-
methylpyrimidine-2,4-dione € um farmaco utilizado como antiviral, inibidor da
transcriptase reversa. Indicado para os tratamentos da SIDA e da jiroveci
pneumonia. Foi uma das primeiras drogas aprovadas para o tratamento da SIDA.
Atualmente é usado no tratamento de infeccgdes por HIV no Brasil em associagao
com outros medicamentos anti-retrovirais, sendo um medicamento de uso hospitalar.
A zidovudina: é fosforilizada no interior da célula para monofosfato de zidovudina
através da timidinocinase celular; o monofosfato se converte em difosfato pela acao
da dimetilatocinase celular e logo se converte em ftrifosfato através de outras
enzimas celulares. O trifosfato de zidovudina compete como substrato com o
trifosfato de timidina natural para se incorporar as cadeias do DNA viral, que se
formam pela acédo da transcriptase do retrovirus (DNA polimerase dependente de
RNA). Uma vez incorporado, o trifosfato de zidovudina interrompe prematuramente o
crescimento da cadeia de DNA, ja que o grupo 3'-azida impede novas unides
fosfodiéster-5'-3' e, portanto, inibe a divisdo do virus. A afinidade da zidovudina com
a transcriptase inversa do retrovirus € maior que com a DNA-polimerase humana e
permite a inibicdo seletiva da replicacéo viral sem bloquear a replicacéo celular.

O zidovudina foi incluida no esquema com a finalidade de inibir a transcricao
reversa de elementos retrotransponiveis LINE-1, evitando a transferéncia horizontal

do KDNA para a célula hospedeira (Rosa, 2005).

Benzonidazol: (Rochagan, Roche®) é um medicamento usado para a quimioterapia
especifica da Doenga de Chagas. Embora, seja o farmaco de primeira escolha para
o tratamento da doenca, é considerado pouco eficaz e nao erradica a infecgcao na
fase crbonica da doenca. Atua através do mecanismo de estresse redutivo,
envolvendo modificacdo covalente de macromoléculas, como as de DNA, por
intermediarios nitroredutores. Isso leva a perda da capacidade de multiplicacdo do
parasito T. cruzi. Esse medicamento tem efeitos colaterais freqlentes incluindo:
anorexia, vomitos, e dermatite alérgica, provavelmente como consequéncia dos

danos oxidativos ou redutivos no tecido do hospedeiro.
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lll. OBJETIVOS

lll.1. - Objetivo Geral

Avaliar o tratamento multidrogas da doenga de Chagas aguda e crdnica
experimental, utilizando os farmacos: Benzonidazol, ciprofloxacina, zidovudina e
praziquantel com diferentes esquemas terapéuticos e diferentes tempos de

tratamento.

lll.2. - Objetivos Especificos

-Avaliar aspectos pré-clinicos, parasitologicos e de sobrevida nos grupos

experimentais e controles;

-Analisar o efeito do tratamento sobre diferentes esquemas, em relagéo ao tempo de

tratamento e dose dos farmacos utilizados;

-Comparar os métodos parasitolégicos e soroldgicos, como critério de cura

terapéutica no modelo animal;

-Avaliar efeito de drogas inibidoras de vias metabdlicas, na inibicdo da integragao do

kDNA no genoma do hospedeiro.
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IV. MATERIAIS E METODOS

IV.1. - Projeto piloto

Em janeiro de 2006, foi realizado um piloto para padronizagéao do in6culo
e dosagem dos medicamentos utilizados. Foi padronizado o inoculo de 1.000/formas
tripomastigotas por camundongo, para indugao da fase crénica e 10.000/formas para

fase aguda, inoculadas por via intraperitoneal.

IV.1.1 - Fluxograma

INFECCAO

TRATAMENTO

AVALIAGAO
CLINICA/
PARASITEMIA

COLETADE
TECIDOS
|
[ | l

SOROLOGIA HEMOCULTURA EXTRAGAODEDNA
PCRE _
HIBRIDIZACAO
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IV. 2. - Estoque Berenice de Trypanosoma cruzi

As formas tripomastigotas foram colhidas de células cardiacas murinas
da linhagem L6 cultivadas em DMEM, pH 7.2, suplementado com SFB (soro fetal
bovino) a 10%, 100 IU/mL de penicilina, 100 ug/mL de estreptomicina e 250 mM de

L-glutamina, sob atmosfera de CO, a 5%, a 37 °C.

IV. 3. - Desenho experimental

Foram utilizados 1.200 camundongos BALB/c, isogénicos, de ambos os
sexos, pesando 20 a 25 gramas, provenientes do biotério do Laboratorio
Multidisciplinar de Pesquisa em Doengas de Chagas, Faculdade de Medicina, da
Universidade de Brasilia. Os animais de cada grupo experimental foram mantidos
separados, em gaiolas de 20 camundongos, nas mesmas condigdées ambientais e

dieta de ragdo comercial e agua ad libitum.

IV. 4. - Infecgdo dos camundongos com Trypanosoma cruzi

Foram selecionados camundongos da linhagem BALB/c, infectados com
1 x 10* tripomastigotas para induzir a fase aguda e 1 x 10°, para induzir a fase
cronica da doenga experimental. Os tripomastigotas eram obtidos de cultivo de
células musculares murinas da linhagem L6. As formas tripomastigotas colhidas no

sobrenadante eram contadas e inoculadas pela via intraperitoneal.

IV. 5. - Pesagens dos camundongos

Ao serem selecionados os camundongos antes de serem infectados,
eram pesados e todas as variagbes de massa, anotadas uma vez por semana

durante todo o tratamento.
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IV.6. - Administragao das drogas

A medicagao foi ministrada por via oral (gavagem) com seringa de 1 mL,
adaptada a uma sonda uretral numero 4, recortada na altura de 3 cm. Foram
administradas diferentes associacdes e concentragcdes das drogas, sempre diluidas
em agua até o volume final de 300 yL/camundongo. O animal recebia a mistura uma
vez por dia, de acordo com o tipo de tratamento proposto para cada grupo (15 dias,
30 ou 60 dias).

Antes de utilizar o tratamento multidrogas em camundongos infectados
com T. cruzi, foi feita avaliagdo de toxicidade em grupos experimentais e controles:
A) sem infeccédo; B) infeccdo sem tratamento; C) infeccdo e tratamento com
benzonizadol; D) zidovudina; E) ciprofloxacina; F) praziquantel e L) associagao de
zidovudina mais ciprofloxacina e praziquantel, onde as drogas empregadas foram
administradas por gavagem, como descrito acima, em cada camundongo infectado

como T. cruzi.

Peso, parasitemia e sobrevida também foram avaliadas nesses grupos.
As drogas foram estocadas a temperatura ambiente conforme orientagdo do
fabricante. As apresentagdes farmacéuticas em comprimidos permitiram maceragao

e pesagens em balanga antes de serem aliquotadas.

IV. 7. - Grupos experimentais:

Os animais foram divididos em grupos de acordo com a fase da infecgéo, o

tipo de tratamento e a duragdo da administragado das drogas, como seguem:
Fase | = Tratamento na fase aguda
Fase Il = Tratamento na fase crénica

Cada fase foi subdivida em etapas. Em cada etapa, foram aplicados

diferentes esquemas terapéuticos.

Etapa |, I, lll e IV, camundongos na fase aguda, tratados a partir do 5° dia
pos-infeccdo. Etapa V e VI camundongos na fase crbnica, tiveram tratamento a

partir do 60° dia pos-infecgao.
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Na tabela 1, detalhes do esquema terapéutico referente a cada etapa:

Tabela 1. Doses terapéuticas utilizadas nas seis etapas analisadas no tratamento

multidrogas da doencga de Chagas experimental.

ETAPA  Benzonidazol Ciprofloxacina Zidovudina Praziquantel inicio tto. Ten::, de
| 43 mg/kg 60 mg/kg 60 mg/kg 46,5 mg/kg 5° dpi * 60 dias
| 20 mg/kg 17 mg/kg 30 mg/kg 24,95 mg/kg 5° dpi 60 dias
] 20 mg/kg 17 mgl/kg 30 mg/kg 24,95 mg/kg 5° dpi 30 dias
v 43 mgl/kg 60 mg/kg 60 mg/kg 46,5 mg/kg 5° dpi 15 dias
Vv 43 mgl/kg 60 mg/kg 60 mg/kg 46,5 mg/kg 60° dpi 30 dias

Vi 20 mg/kg 17 mg/kg 30mg/kg 24,95 mg/kg 60° dpi 60 dias

*dpi- dia pds-infecgao

Grupos: A, Controle; B, Infectados e sem tratamento; C, Infectados e tratados com benzo; G,
Infectados e tratados com benzo e azt; H, Infectados e tratados com benzo e cipro; |, Infectados e
tratados com benzo e pzq; J, Infectados e tratados com benzo, cipro e azt; K, Infectados e tratados
com benzo, cipro e pzq; M, Infectados e tratados com benzo, azt e pzq; N, Infectados e tratados com

benzo, cipro, azt e pzq.

IV. 8. - Diagnéstico Parasitologico

IV. 8.1. - Curvas de parasitemia

As curvas parasitémicas foram determinadas pela contagem do T. cruzi no
sangue obtido da cauda do animal. Padronizou-se o periodo da manha (Brener,
1962) para a contagem dos tripomastigotas do sangue, 48 a 72 horas depois da
inoculagdo, e em seguida, em dias alternados durante os primeiros 30 dias de
infeccdo. Em algumas ocasides a observacéo estendeu-se até o 60° dia de infecgéo.
Nesses experimentos, a contagem do niimero de parasitos em 5 mm?® de sangue foi
feita em 50 campos microscopios de objetiva 400 X, de acordo com a técnica

descrita por Brener (1962).
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Em cada grupo experimental foram realizadas contagens em seis a oito animais
e os resultados expressos pelas médias das contagens. Considerou-se como inicio

do periodo patente, o primeiro dia em que os parasitos foram detectados no sangue.

Em cada etapa foram utilizados 10 grupos de 20 animais para cada esquema
terapéutico. Houve diferengcas em etapas cujos grupos tiveram concentragdo dos
medicamentos e periodos de tratamento diferentes. A denominagdo dos grupos
experimentais, explicitando os medicamentos utilizados e as posologicas

empregadas, esta indicada abaixo.

Grupo A: controle, ndo infectado

Grupo B: infectados com T. cruzi e nao tratados

Grupo C: Infectados e tratados com benzonidazol.

Grupo D: Infectados e tratados com zidovudina

Grupo E: Infectados e tratados com ciprofloxacina

Grupo F: Infectados e tratados com praziquantel

Grupo G: |bid, benzonidazol e zidovudina.

Grupo H: Ibid, benzonidazol e ciprofloxacina.

Grupo I: Ibid, benzonidazol e praziquantel.

Grupo J: Ibid, benzonidazol, ciprofloxacina e zidovudina.
Grupo K: Ibid, benzonidazol, ciprofloxacina e praziquantel
Grupo L: Ibid, zidovudina, ciprofloxacina e praziquantel
Grupo M: Ibid, benzonidazol, zidovudina e praziquantel.
Grupo N: Ibid, benzonidazol, ciprofloxacina, zidovudina e praziquantel.

Os esquemas terapéuticos utilizados em cada etapa estao apresentados

na Tabela1 e organograma (Figura 3)
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AGUDA CRONICA

Figura 3. Esquema utilizado do tratamento multidrogas da doenga de Chagas experimental. Foram analisadas amostras biologicas dos camundongos

infectados pelo T. cruzi nas fases aguda e cronica. Sendo quatro etapas da fase aguda e duas da cronica. Cada etapa foi constituida de 10 grupos com 20
camundongos. Cada grupo (A, B, C, G, H, |, J, K,M e N) representa diferentes associa¢des de benzonidazol (BNZ), com zidovudina (AZT), ciprofloxacino

(CIPRO) e praziquantel (PZQ), NI-nao infectado; | infectado nao tratado.
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IV. 8.2. - Curvas de peso e sobrevida

Estas observagdes foram realizadas durante o periodo de tratamento. Assim, os
grupos pertencentes a etapa IV foram avaliados por 15 dias, da lll e V por 30 dias e

das etapas |, Il e VI, por 60 dias.

Registrou-se o numero de mortes durante 30, 60 e 120 dias de infecgdo. A
mortalidade foi indicada pela relagdo entre o numero de animais mortos e o total de

camundongos inoculados em cada grupo.

IV.8.2.1. - Analise parasitologica e sorolégica das fases | e Il do tratamento

multidroga da doen¢a de Chagas experimental

As etapas de tratamento foram concluidas de acordo com o esquema
proposto. Os camundongos foram sacrificados com 30, 60 e 120 dias apds o final do
tratamento. Foram coletadas amostras de sangue por pungao cardiaca, para
hemocultura e sorologia. Os animais foram necropsiados e amostras de tecidos
(coragao, intestino delgado, musculo esquelético, bago) foram coletadas para

extragdo de DNA e posterior analises histopatoldgicas.

IV. 8.2.3 - Hemocultura

A hemocultura foi realizada segundo a técnica descrita por Chiari e cols.
(1989) com modificagbes devido ao pequeno volume de sangue coletado dos
camundongos por pungdo cardiaca. Foram semeados em média 0,5 mL de sangue

em meio LIT, enriquecido com agar sangue.

IV. 9. - Diagnéstico Imunolégico

IV. 9.1 - ELISA

Foi utilizado o teste de ELISA para confirmagdo imunoldgica da infec¢cdo. O

antigeno soluvel de T. cruzi foi obtido por congelamento e descongelamento de
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formas epimastigotas crescidas em meio LIT e utilizado na concentragédo de 0,2 ug
para cada um dos 96 pogos da placa (LIMBRO/USA), de acordo com a técnica

descrita por Voller e cols. (1975).

As placas foram sensibilizadas com o antigeno diluido em tampao carbonato pH
9,6, a 4 °C, por 12 h. Apos trés lavagens com PBS-Tween a 0,05% (Phosphate
Buffered Saline pH 7.0), os sitios inespecificos foram bloqueados com PBS-leite
desnatado a 2 %, por 1 h. Apds duas lavagens com PBS-Tween foram adicionados
os soros diluidos 1//100 e incubados por 2 h a temperatura ambiente. Seguiram-se
mais trés lavagens com PBS-Tween e foi entdo adicionado o conjugado anti-IgG de
camundongo marcado com peroxidase, produzido em cabra (SIGMA/USA), por mais
2 h.

A revelacado da placa foi feita mediante utilizacdo de tampao citrato, pH 5.0,
contendo HyO, a 30 % e 20 pg do substrato OPD (SIGMA-USA). Apds o
aparecimento da coloragdo amarela, a reacao foi interrompida com acido sulfurico
4N. As leituras foram feitas em espectrofotbmetro de microplacas Synergy HT,
(ByoSystems/USA), no comprimento de onda 490 nm. Foi considerada positiva a

densidade 6tica maior que 0.064 nm e negativa a leitura abaixo deste limite (cut-off).

IV.10. - Diagnéstico Molecular

IV.10.1. - Obtencao do material experimental

Os animais das etapas | a VI foram sacrificados aos 30, 60 e 120 dias apds o
final do tratamento. Amostras de sangue, coracao, intestino delgado, musculo
esquelético, bago foram coletadas. Uma parte do tecido foi emblocada em parafina,
e aguarda analises histopatoldgicas. O restante dos tecidos foi estocado a —80° C em
DMEM contendo 20% de DMSO (dimetilsulféxido), com o objetivo de preservagéo do
tecido para extragcado de DNA.
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IV.10.2. - Extragdao de DNA genémico dos camundongos

Os tecidos foram processados de acordo com o método descrito por Sambrook e
cols. (2001). Apds a laceracao dos tecidos com auxilio de tesoura e bisturi ou ainda
trituradores de vidro com auxilio de pistilo, os tecidos foram adicionados em 2 mL de
tampéo de extragdo (1 mM Tris-HCI pH 8.0, 0.1M EDTA pH 8.0, 0,5% SDS,). Apés 1
h de incubacao a 37 °C, foi adicionado proteinase K em uma concentracao final de
100 png/mL e prosseguiu-se a incubacdo por mais 12 h. Os tecidos foram submetidos
a duas extracdbes com igual volume de clorofane (fenol: cloroférmio: alcool
isoamilico; proporgao 25: 24: 1) seguida de uma extracdo com igual volume de
clorofil (cloroférmio: alcool isoamilico; proporgdo 24: 1), a temperatura ambiente
agitando por inversdo. As fases organicas e aquosas foram separadas por
centrifugacédo a 5000 rpm por 10 min. O DNA foi precipitado com 1: 10 (v/v) de
acetato de sédio 3 M pH 4.7 e 2.5V de etanol absoluto gelado e, apés 30 min de
incubagao a - 80 °C, foi sedimentado a 12000 rpm a 4 °C por 15 min. O sedimento
foi lavado duas vezes com etanol 70% gelado. Apds secar todo o etanol foi
ressuspenso em tampao TE (10 mM Tris-HCI pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0 e RNAse
200 pug/mL). O DNA foi analisado por espectrofotometria e eletroforese em gel de

agarose 1 % e estocado a 4 °C.

IV.10.3. - Extragdao do DNA de Trypanosoma cruzi

As formas epimastigotas de T. cruzi foram crescidas em meio LIT e colhidas por
centrifugacédo a 1.500 rpm por 15 minutos. O sedimento foi lavado duas vezes com
PBS, ressuspenso em tampao de lise na concentragdo de 5 x 10’ células por mL de
solucdo, em tampéao de lise e incubado por 1 hora a 37 °C. Apds a incubacgao, foi
adicionada proteinase K (100 pg/mL), seguida por incubag¢ao por mais 12 h a 37 °C.
A partir desta etapa, foram realizados dois tratamentos com clorofane (Fenol:
Cloroférmio: Alcool Isoamilico; na proporcdo de 25: 24: 1) e uma com clorofil
(Cloroférmio: Alcool Isoamilico; na proporgéo de 24: 1). O DNA foi precipitado com
2,5 volumes de etanol absoluto gelado e com 1:10 volumes de acetato de sddio 3 M,
pH 4,7. O sedimento foi lavado duas vezes com etanol 70%, gelado. Apés secar todo

o etanol, foi ressuspenso no tamp&o TE (10 mM Tris-HCI pH 8.0, 1 mM EDTA pH
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8.0) e RNAse 200 ug/mL. O DNA foi analisado e quantificado por espectrofotometria
(Sambrook e Russel, 2001) e mediante visualizagcdo em agarose a 0,8%, apos
eletroforese em tampéo TAE 1X (Tris base / Acido acético glacial /EDTA 0.5 M pH
8.0). Aliquotas do DNA foram estocadas a 4 °C.

IV.10.4. - Quantificagao do DNA

O método espectrofotométrico de quantificacdo de DNA € utilizado para

determinar a concentragao e pureza de acidos nucléicos em uma solugao.

As amostras de DNA gendmico extraido dos tecidos dos camundongos foram
analisadas para avaliacdo de sua qualidade e integridade e quantificadas em gel de
agarose 0.8%, em tampao TAE 1X. Além disso, a quantificagdo do DNA também foi
feita por meio de método espectrofotométrico, conforme descrito por Sambrook e
Russel, (2001). Para a quantificagdo das amostras foi usado um espectrofotémetro,
UV-1601 Visible Spectrophotometer Shimadsu Corporation/lUSA. O DNA foi

analisado na absorbancia UV entre 260 a 280 nm — Diluicdo de 1:100.

IV.10.5. - Eletroforese

A migracao eletroforética do DNA em gel de agarose foi realizada em sistema de
gel submerso em tampao TAE 1X. O gel, na concentragéo de 1,0 %, foi preparado
em TAE 1X. As amostras e um padrdo de massa molecular (1 kb Plus DNA ladder -
Invitrogen) foram aplicados em tampao de amostra para DNA (azul de bromofenol
0,25%; xileno cianol FF 0,25%; glicerol 30% ). O sistema foi submetido a uma

diferenga de potencial (70 a 110 V) com amperagem constante.

IV.10.6. - Reagao de polimerizagao em cadeia (PCR) utilizando primers de -

actina

A qualidade das amostras de DNA foi avaliada mediante a amplificagdo do

gene constitutivo da B-actina, utilizando para isso primers desenhados na regiao
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descrita por Rossi e cols. (1994). Pares de primers: de (-actina foram usados para
amplificacdo da sequéncia molde; BAS de sequéncia: 5° ATC TGG CAC CAC ACC
TTC TAC AAT GAG CTG CG-3’; BAA de sequéncia: 5 CGT ACT CCT GCT TGC
TGA TCC ACA TCT GC-3'. As amplificagbes foram padronizadas nas seguintes
condigdes: 100 ng de DNA de camundongo como molde e os reagentes do kit de
PCR da INVITROGEN™: tampao de reagdo (50 mM de KCL, 20 Mm de Tris-HCL pH
8.4, 50 mM de MgCl,), 10 mM de cada primer, 0.2 mM de dNTPs e 1 U/ul de Taq
DNA polimerase. Todas as reagdes de PCR foram realizadas no termociclador
modelo Mycycler da Bio- Rad.

Programa da B-actina:

95°C /5 min
95°C / 30 seg
30 ciclos 60°C/ 30 seg
72°C /1 min
72°C /5 min
4°C
A presenca de um produto de aproximadamente 800 pb indica a eficiéncia da
reacdo de PCR. Dessa forma, as amostras foram utilizadas como molde nas reagdes

de PCR seguintes.

IV.10.7. - Amplificacao de sequiéncias de kDNA e nDNA de T. cruzi

Com a intengdo de se amplificar o DNA nuclear (nDNA) e DNA mitocondrial
(kDNA) do T. cruzi dos tecidos de camundongos foram utilizados os primers TcZ1/2
que amplificam uma regido de microssatélite com repeticées in tandem (Moser e
cols. 1989) e um par de primers (S35/36) de kKDNA que foram produzidos a partir de
regides conservadas dos minicirculos (Sturn e cols. 1989). As sequéncias dos
primers de kDNA utilizados foram: S35: 5’ATA ATG TAC GGG (T/G)GA GAT GC 3;
S36: 5’GGT TCG ATT GGG GTT GGT G 3. As sequUéncias dos primers que
amplificam DNA nuclear sédo: TcZ1: 5GAG CTC TTG CCC CAC ACG GGT GCT 3}
TcZ2: 55CCT CCA AGC AGC GGA TAG TTC ACG 3. As amplificacdes de

sequéncias de kDNA e DNA nuclear de T. cruzi foram realizadas em triplicata nas
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seguintes condigdes: foram utilizadas 100 ng de DNA de camundongo como molde e
os reagentes do kit de PCR da INVITROGEN™; tampao de reacdo (50 mM de KCL,
20 mM de Tris-HCL pH 8.4, 50mM de MgCl,), 10 uM de cada primer, 0.2 mM de
dNTPs e 1.5 U/ul de Tag DNA polimerase. Foram incluidos em todas as reagdes os
devidos controles, negativo e positivo, que consistiram na utilizagdo de DNA de
tecidos de camundongo normal ou de 100 pg de DNA de T. cruzi. Todas as reagdes

de PCR foram realizadas no termociclador modelo Mycycler da Bio- Rad.

Programa do TcZ:
95°C / 5 min

95°C / 30 seg
30 ciclos { 68°C/ 30 seg
72°C /1 min

72°C / 5 min
4°C

Programa do kDNA:
95°C / 5min

95°C / 30 Seg
35 ciclos { 60°C / 1 min
72°C/ 1 min

72°C / 5 min

4°C

Os produtos amplificados foram visualizados apos eletroforese em gel de
agarose 1% corado com 0,5 mg/mL de brometo de etidio. Depois estes produtos
foram transferidos para uma membrana de nylon e hibridizados com sondas

radiomarcadas especificas.
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IV.10.8 - Southern blot

Apods separacao eletroforética, o DNA foi transferido para uma membrana de
nylon Biodyne B (INVITROGEN™) através da técnica de transferéncia alcalina,
segundo Sambrook e cols. (2001). A técnica consiste em utilizar uma solugao
desnaturante (NaOH 0.4 M) que, por capilaridade, transfere o DNA do gel de
agarose para a membrana. Apos a transferéncia, o DNA foi fixado pela secagem da

membrana e esta foi guardada a temperatura ambiente até a sua utilizagéo.

IV.10.9. - Marcacgao de fragmentos de DNA

Os produtos de PCR obtidos com 10 ng de DNA de T. cruzi nas reagdes de PCR
que utilizaram os primers TcZ1/2 e S35/36 foram purificados e serviram como sonda
no procedimento de marcagao utilizando o Kit Random Primer Labelling System
(INVITROGEN™). O procedimento de marcacdo consiste na inser¢do de [a-32P]
dATP na sequéncia da fita de DNA molde sintetizada pela atividade polimerasica da
enzima Klenow, mediante presenca de primers hexaméricos aleatoérios. A reagao foi
realizada como descreve o fabricante do Kit: 30 ng de DNA em um volume final de
25 pl foram desnaturado a 100°C por 10 min, depois colocado no gelo. Foram
adicionados 2 ul de dCTP, 2 ul de dGTP e 2 ul de dTTP;15 puL de tampéo, 3 pul de [a-
32P] dATP (3000 uCi) e 1 ul de Klenow. A reagao procedeu durante incubagao por 3

h a 25 °C e foi interrompida pela adicao de 5 ul de tampao de parada.

IV.10.11. - Purificagédo das sondas radiomarcadas

As sondas foram purificadas por cromatografia em coluna Sephadex G50
(Sambrook e cols. 2001) e a incorporagéo radioativa foram confirmadas através de
cintilografia. As sondas foram usadas dentro dos limites de concentragdo de 1 a 2 x
10° cpm/mL de solucdo de hibridizagdo e as atividades especificas obtidas foram

sempre >10% cpm/ug de DNA.
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IV.10.12 - Hibridizacdo

As membranas foram pré-hibridizadas durante 4 h a 65 °C em solugédo contendo
PEG 800 10 %, SSPE 1,5 % e SDS 7 %, de acordo com a sugestao do fabricante da
membrana Byodine B (GIBCO-BRL™). As sondas desnaturadas foram adicionadas a
solugdo e a hibridizacdo procedeu por mais 12 h a 65 °C. As lavagens das
membranas foram realizadas com graus crescentes de estringéncia, com o objetivo
de remover a sonda que nao se ligou fortemente a membrana. Foram feitas duas
lavagens com SSC 2 X /0.1% SDS, a 65 °C, por 15 min. seguidas de duas lavagens
com SSC 0.1X /0.1% SDS, a 65 °C, por 15 min. As membranas Umidas eram
revestidas em filme plastico de PVC e expostas em um cassete metalico com filme
(KODAK T-MAT™) sensivel a raios X, e incubadas a - 80°C. A exposigdo variou de

12 h a sete dias e entao os filmes foram revelados.

IV.11. - Analise Estatistica

Foram realizados testes estatisticos, visando a analise de varidncia entre os

resultados obtidos das amostras pertencentes aos diferentes grupos e etapas.

Foi efetuado a ANAVA (one way ou IC — Intrinsecamente casualizado).

V- RESULTADOS

V.1. - Avaliagao da concentracao e toxicidade das drogas utilizadas

Foram avaliados nos grupos D - ziduvodina, E - ciprofloxacina e F- praziquantel
a concentragao ideal e toxicidade das drogas que seriam utilizadas no esquema
multidrogas. Cada droga foi administrada em cada camundongo infectado
agudamente com o T. cruzi. Foram observados efeitos adversos, como diarréia,
perda de peso, atrofias musculares de membros posteriores e mortalidade. Apds
administragdo de drogas utilizadas na concentragdo proporcionais as utilizadas em
humanos. As concentracdes foram diminuidas, até a padronizacado da dose ideal que

nao mais provocou alteracio clinicas.
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V.2. - Avaliagao pré-clinica

Os animais que utilizaram o esquema multidrogas, foram monitorados
diariamente e as alteragdes como letargia, perda de pelo, ou aspecto arrepiado,
foram anotadas. Ao final do periodo pés-tratamento, quando os animais foram
necropsiados, o aspecto dos 6rgéos internos também foi observado. Achado de
cardiopatia foi observado em alguns dos animais pertencentes as tapas IV, V e VI,

como demonstrado na (Tabela 2 e na Figura 4).

Tabela 2. Presencga de cardiopatia nos grupos experimentais.

Grupos Etapa IV Etapa V Etapa VI
60 dpt* 120 dpt 60 dpt 120 dpt 60 dpt 120 dpt
B X X
C X X
G X
H X X
I X X
J X X X X
K X
M X X X X
N X

*dpt: dias pos-tratamento

Grupos: B, Infectados e sem tratamento; C, Infectados e tratados com benzo;G, Infectados e
tratados com benzo e azt; H, Infectados e tratados com benzo e cipro; |, Infectados e tratados com
benzo e pzq; J, Infectados e tratados com benzo, cipro e azt; K, Infectados e tratados com benzo,
cipro e pzq; M, Infectados e tratados com benzo, azt e pzq; N, Infectados e tratados com benzo, cipro,

azt e pzq.
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Figura 4: Camundongo BALB/c, inoculado com T. cruzi na fase cronica da doenga

apresentando cardiomegalia.

V.3. - Curvas de parasitemia

As curvas de parasitemia foram realizadas pelo método de Brener (1962), a
partir do 5° dia pds-infecgdo, com grupos pertencentes a etapa | da fase aguda. Os
testes estatisticos utilizados nao tiveram sensibilidade para detectar diferencas
significativas entre as amostras de camundongos tratados e o grupo de infectados e
nao tratados. Porém, os dados demonstram tendéncia a diminuicdo do numero de
parasitos circulantes nos grupos que receberam tratamento, como demonstrado na
(Figura 5).

V.4 - Curvas de peso e sobrevivéncia durante o tratamento dos grupos

estudados

A avaliagcdo do peso apresentou pequenas variagbes nas diferentes etapas,
como demonstrado nas (Figuras 6 e 7). Em alguns grupos, foi observado um ganho
de peso esporadico, como o grupo N da etapa Il, que se normalizou no 20° dia. As
curvas de sobrevida sugerem que os animais tratados apresentaram sobrevida maior
do que aqueles do grupo infectado e nao-tratado, apesar dos testes estatisticos ndo

detectarem significancia (p=0,36).
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Etapa | - Tratamento com 1 medicamento
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Etapa | - Tratamento com 2 medicamentos

Infectado sem tratamento
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Etapa | - Tratamento com 3 e 4 medicamentos
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Figura 5: Curvas de parasitemia em camundongos BALB/c, infectados com 10* formas de T. cruzi,

em diferentes grupos da fase aguda, tratados com 1 droga ou com associacdo de 2, 3 e 4

medicamentos, e no grupo controle.
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Curvas de sobrevida de camundongos BALB/c, infectados com 10 formas de T. cruzi, em

Figura 6

diferentes grupos de camundongos submetidos a diferentes esquemas de tratamento multidrogas. Os

graficos com barras mostram sobrevivéncia dos animais dos diversos grupos, sem diferengas

0,36).

estatisticamente significantes (p
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Figura 7. Curvas de sobrevida de camundongos BALBI/c, infectados com 10° formas de T. cruzi, em

diferentes grupos de camundongos submetidos a diferentes esquemas de tratamento multidrogas. Os
graficos com barras mostram sobrevivéncia dos animais dos diversos grupos, sem diferencas
estatisticamente significantes (p = 0,36).

V-5.1. — Hemocultura

Foram realizados no minimo quatro exames microscoépicos do sobrenadante
de cada hemocultura, com intervalos de 30 dias entre elas, durante um periodo de
120 dias. Os resultados estdo apresentados na (Tabela 3), a seguir. Os dados
apresentados referem-se aos resultados obtidos pela analise das hemoculturas de
amostras de sangue de camundongos coletadas 30, 60 e 120 dias apos o término
do tratamento. Quando uma das hemoculturas exibia crescimento de formas
epimastigotas de T. cruzi o resultado foi considerado positivo (POS). Apenas quando
as trés amostras ndo mostravam a presenca do parasito o resultado foi considerado
negativo (NEG).
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Tabela 3. Resultados de hemoculturas nas fases | e Il do tratamento multidrogas da

doenga de Chagas experimental.

Fase | Fase Il

Etapas I | ]| v Vv Vi

Grupo A NEG NEG NEG NEG NEG NEG
Grupo B NEG POS POS POS POS POS
Grupo C NEG POS POS POS POS POS
Grupo G POS POS POS POS POS POS
Grupo H POS NEG POS NEG NEG POS
Grupo | POS POS POS POS POS POS
Grupo J NEG POS POS POS POS POS
Grupo K NEG POS POS POS POS POS
Grupo M POS POS POS POS POS POS
Grupo N POS POS POS POS POS POS

Grupos: A, Controle; B, Infectados e sem tratamento; C, Infectados e tratados com benzo;G,
Infectados e tratados com benzo e azt; H, Infectados e tratados com benzo e cipro; |, Infectados e
tratados com benzo e pzq; J: Infectados e tratados com benzo, cipro e azt; K: Infectados e tratados
com benzo, cipro e pzq; M, Infectados e tratados com benzo, azt e pzq; N, Infectados e tratados com

benzo, cipro, azt e pzq.

V.5.2. - REAGAO DE POLIMERIZAGAO EM CADEIA (PCR)

As PCRs foram realizadas a partir de amostras de DNA extraidos de pool de
tecidos, coletados 30, 60 e 120 dias apdés o término do tratamento dos

camundongos. Para cada amostra foram realizadas trés reagoes.

Todas as amostras dos grupos experimentais da fase | apresentaram bandas
positivas de sequéncia de DNA nuclear de T. cruzi nos tecidos coletados exceto,

como era de se esperar, no controle sem infecgao, grupo A. (Figura 8)
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Nos grupos experimentais da fase IlI, apenas amostras de DNA de
camundongos dos grupos H e J na etapa V nao apresentaram amplificagdo para

DNA nuclear de T. cruzi.
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Figura 8: Produtos especificos de nDNA de amostras de tecidos de camundongos da etapa VI
infectados com T. cruzi amplificados por PCR e hibridizados com sondas especificas TcZ1/2, BR-
branco, CP-controle positivo; CN-controle negativo; Tc-controle positivo de cultura. Grupos A,
Controle; B: Infectados e sem tratamento; C: Infectados e tratados com benzo;G: Infectados e
tratados com benzo e azt; H, Infectados e tratados com benzo e cipro; I, Infectados e tratados com
benzo e pzq; J, Infectados e tratados com benzo, cipro e azt; K, Infectados e tratados com benzo,
cipro e pzq; M, Infectados e tratados com benzo, azt e pzq; N, Infectados e tratados com benzo, cipro,
azt e pzq.

A amplificagdo especifica de DNA nuclear de T. cruzi em apenas uma das
amostras ja era o critério utilizado para considerar o resultado final como positivo
(POS). O resultado foi considerado negativo (NEG) quando todas as reagdes de

PCR nao amplificavam. (Tabela 4)
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Tabela 4. Analise parasitologica por PCR das fases | e Il do tratamento multidrogas

da doencga de Chagas experimental®.

Fase | Fase ll

Etapas I ! [} Iv \" \

Grupo A NEG NEG NEG NEG NEG NEG
Grupo B POS POS POS POS POS POS
Grupo C POS POS POS POS POS POS
Grupo G POS POS POS POS POS POS
Grupo H POS POS POS POS NEG POS
Grupo | POS POS POS POS POS POS
Grupo J POS POS POS POS NEG POS
Grupo K POS POS POS POS POS POS
Grupo M POS POS POS POS POS POS
Grupo N POS POS POS POS POS POS

Grupos: A, Controle; B, Infectados e sem tratamento; C, Infectados e tratados com benzo; G,
Infectados e tratados com benzo e azt; H, Infectados e tratados com benzo e cipro; I, Infectados e
tratados com benzo e pzq; J, Infectados e tratados com benzo, cipro e azt; K, Infectados e tratados
com benzo, cipro e pzq; M, Infectados e tratados com benzo, azt e pzq; N, Infectados e tratados com

benzo, cipro, azt e pzq.

*Amplificacdo especifica de DNA nuclear de T. cruzi em apenas uma das
amostras foi o critério utilizado para considerar o resultado final como positivo (POS).
O resultado foi considerado negativo (NEG) quando todas as reacdes de PCR néao

amplificavam.

As reacdes de PCR, com primers especificos para kDNA s6 foram realizadas
nas amostras onde houve discrepancia entre os dados de hemocultura e PCR com
primers nucleares (TcZ1/2), ou para os grupos onde todos os exames foram

negativos com as técnicas parasitoldgicas utilizadas. Para cada reagdo foram

44



utilizadas amostras referentes a coletas de matérias nos tempos 30, 60 e 120 dias

pos- término do tratamento, utilizando-se num total de nove animais por grupo.

V.5.3. - REAGAO IMUNOENZIMATICA - ELISA

As amostras de sangue coletadas antes da necropsia dos animais foram
divididas para hemocultura e sorologia, o soro separado por centrifugagdo e
armazenados sob refrigeragdo. Os soros foram diluidos 1/100 e o conjugado anti-
camundongo (Sigma-USA) utilizado na concentragcéo de 1/5.000. Todas as amostras
provenientes dos camundongos infectados se mostraram positivas, sendo que as
amostras do grupo H da etapa V, com 30 dias e 60 dias foram positivas, e a de 120
dias estava com absorbancia limitrofe, em relagdo ao cut-off, obtido para estas

reagoes.

Em resumo, os resultados mostram que houve concordancia, entre as
técnicas parasitologicas que demonstram diretamente o parasito, com as técnicas
gue acusam o parasito indiretamente pela presenca dos anticorpos especificos, e
com as reagdes de PCR que, todas elas, foram negativas apenas no grupo H,
tratado com benzonidazol e ciprofloxacina na concentragdo maior das drogas, que

foram tratados pelo periodo de 30 dias

Os resultados referentes a este grupo estéo representados na (Tabela 5) com
acréscimo dos dados sorologicos que mostram queda nos titulos de anticorpos,
sugerida pela diminuicdo das absorbancias, visto que no teste ELISA o cut-off de
D.O = 0,064 nm com desvio padréao = 0,010, separava o grupo controle dos grupos

testes.
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Tabela 5. Analise comparativa entre as técnicas de hemocultura, PCR e ELISA, do
grupo H da etapa V, amostras obtidas de camundongos cronicamente infectados
com T. cruzi, tratados com associacdo de benzonidazol 43 mg/kg/dia e

ciprofloxacina 60 mg/kg/dia, por 30 dias.

ETAPAYV - GRUPOH

Dias/final do tratamento 30 60 120
HEMO NEG NEG NEG
PCR-TcZ NEG NEG NEG
PCR-kDNA NEG NEG NEG

POS POS BD
ELISA 0.123 0.106 0.071

NEG=negativo; POS= positivo; BD= Bordeline.

VI. DISCUSSAO E CONCLUSAO

O tratamento etioldgico da doenca de Chagas tem sido alvo de muitas
investigacdes, provavelmente porque a busca da cura desta doenga seja um objetivo
de alta relevancia social (Lauria-Pires e cols. 2007). A literatura citada mostra um
conjunto de observagbes sugerindo a possibilidade de o tratamento produzir
beneficios para o paciente e melhora do progndstico de sobrevida. Porém, outros
sugerem que foi impossivel identificar beneficios oriundos do tratamento com a
droga de escolha, ou seja, o benzonidazol. Ademais, diante dos efeitos colaterais da
droga e das dificuldades relacionadas com os critérios para se avaliar a cura
terapéutica, envolvendo métodos parasitologicos, sorolégicos e moleculares, talvez
seja tarefa prioritaria a sistematizacdo dos procedimentos para avaliagdo do
tratamento e cura das infeccbes pelo T. cruzi. A auséncia de sistematizacdo dos
procedimentos, explicaria a ocorréncia de varios relatos com diferentes conclusdes.
Existe apenas um ponto de consenso: ainda n&o temos a droga ideal ou o0 esquema

terapéutico ideal para tratamento da doenca de Chagas.
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O conhecimento ainda limitado sobre a patogénese da doenga crénica com as
lesbes caracteristicas tem levado ao questionamento sobre a relevancia do
tratamento antiparasitario e de sua importancia no manejo clinico da doenca (Zhang
e Tarleton, 1999; Lauria-Pires e Castro, 2007). Os estudos que implicaram auto-
imunidade como fator importante na patogénese da doenga jamais excluiu a
persisténcia do parasito no hospedeiro humano (Tarleton, 2003) e, portanto, seria de
esperar que o tratamento efetivo da doenga de Chagas possa trazer beneficio,
evitando recrudescimento dos mecanismos imunes de agressdo ao miocardio.
Desde entdo, também existe consenso a respeito da necessidade de desenvolver
esquemas terapéuticos verdadeiramente eficientes, capazes de eliminar o parasito,
o0 que também ajudaria a interromper as reagdes auto-imunes que sustentam as
lesbes graves que se associam com a morte do chagasico (Urbina e Docampo,
2003).

Os camundongos quando foram tratados somente com o benzonidazol, houve
supressao dos parasitos circulantes. Este resultado corrobora os de Bahia-Oliveira
(2000) e de Viotti e cols. (1994), sugerindo que pacientes chagasicos cronicos
tratados com benzonidazol ndo alcangaram cura parasitolégica, mas tiveram
reducao significante na ocorréncia de alteragdes eletrocardiograficas e menor

frequéncia de deterioracado das condigdes clinicas.

Na maioria dos grupos de camundongos chagasicos que receberam
esquemas diferentes de tratamento com coquetel de drogas, foi observada uma
queda da parasitemia, os testes de PCR com primers de DNA nuclear foram
positivos. Estes dados demonstraram a ineficacia terapéutica do esquema
multidrogas utilizado. Apesar de nao trabalharem com multidrogas, os trabalhos de
Braga e cols. (2000); Lauria-Pires e cols. (2000); Urbina e Docampo, (2003), também
demonstraram a ineficacia dos medicamentos nitroderivados tripanocidas,
principalmente na atividade antiparasitaria, reforcando a necessidade de novos

protocolos.

Em contrapartida, no presente estudo, o grupo de camundongos tratados
com benzonidazol e ciprofloxacina durante 30 dias teve negativagcéo da parasitemia
e da hemocultura. Ademais, os titulos de anticorpos decresceram e os testes de

PCR com primers de DNA nuclear e kDNA, também foram todos negativos. Noés
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achamos que estes dados sao promissores, pois indicam a eficacia terapéutica e a
inibicdo da integracdo de sequéncia de minicirculos de kDNA. Esse dado precisa
ser reavaliado, pois ha possibilidade de esclarecer o efeito redutor da carga
parasitaria, na tentativa de definir tratamento com um coquetel de drogas, visando a

cura da doenca cronica.

Os resultados do grupo H, etapa V corrobora os resultados obtidos por Nitz
(2004) e por Rosa (2005) que utilizaram drogas tripanocidas associadas as drogas
inibidoras de vias metabdlicas especificas impediriam a integragdo do kDNA no
genoma da célula hospedeira in vitro. Os resultados obtidos neste grupo sé&o
promissores porque foi verificado eliminacdo da parasitemia e a ndo detecgao de
kDNA, em consequéncia da inibicdo da sua integragdo com os inibidores
administrados. Porém, o objetivo de erradicar a parasitemia ndo foi obtido na maioria
dos esquemas testados e, desde este ponto de vista, houve falha terapéutica em
praticamente todos os esquemas testados, exceto no grupo H da fase Il
Consideramos que a qualidade desses achados no grupo H podem estar
correlacionados com a concentragdo oOtima dos medicamentos utilizados
(benzonidazol 43 mg/kg/dia = 0,86 mg/cam/dia; ciprofloxacina 60 mg/kg/dia = 1,20
mg/cam/dia), tratados diariamente por 30 dias, uma vez que, esses resultados nao
foram obtidos com concentragdo 50% inferior daquelas drogas, durante 60 dias, nos

camundongos da etapa VI.

Por outro lado, verificamos falha terapéutica na maioria dos grupos estudados
que receberam benzonidazol em associagdo com zidovudina e praziquantel, com ou
sem ciprofloxacina. Nesses grupos nao houve cura parasitolégica, porém houve
diminuigdo da parasitemia pela hemocultura em todos os grupos, e o prognostico
teria melhorado apesar de estatisticamente ndo ser significante, sugerindo uma
maior sobrevida, quando comparado com os grupos controles infectados e nao
tratados. Esses resultados confirmam a necessidade de continuar nesta linha de
pesquisa, com algumas possibilidades de avanco na quimioterapia especifica da
doenga de Chagas: A) O tratamento poderia impedir a carga de mutagdes que se
acumulam no decorrer das infecgbes crénicas, podendo agravar os mecanismos
imunes de auto-agressao e doencga. B) O caso do grupo H tratado com benzonidazol

mais ciprofloxacina é promissor, pois, ha possibilidade de otimizar as posologias e
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tempo de administracdo das drogas visando aos resultados efetivos de cura
parasitolégica. C) Existem outros medicamentos potencialmente promissores que
deverao ser testados, possibilitando abrogacdo completa das lesbes e
consequentemente da patogénese associada a destruigdo do coragédo chagasico.

Tecnicamente, o Ministério da Saude, Agéncias de Fomento a Pesquisa e as
Fundacdes de Apoio a Pesquisa, tém neste trabalho informacao suficiente para
definicdo de investimentos em novas modalidades de tratamento visando a cura do
Mal de Chagas.

VIl. CONSIDERAGOES FINAIS

Aprofundar o conhecimento sobre o ciclo de vida do T. cruzi e seu mecanismo
de diferenciacdo e replicagdo € uma das estratégias que se tem seguido com a
finalidade de encontrar alvos para drogas uteis no tratamento da infecgdo. Além
disso, procuram-se drogas que tenham efeitos colaterais reduzidos e que sejam de
boa tolerancia a fim de possibilitar o cumprimento do tratamento prescrito para o
paciente chagasico. A utilizacdo de drogas inibidoras de alvos associados com
processos de interacbes parasito-hospedeiro, visando a interromper seu ciclo de
vida e a patologia, € a meta que se procura alcancar. Entrementes, a pesquisa deve
continuar em busca dessa droga ideal. Quando essa droga antiparasitaria for obtida,
entdo, sera possivel avaliar a importancia de impedir as mutagcbes de kDNA
introduzidas no genoma do animal que teve a parasitemia erradicada, com objetivo

de evitar a instalacdo de lesdes que dependem de reagdes auto-imunes.
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Baixar livros de Matematica
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