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RESUMO

Objetivo: No atual trabalho utilizamos as cepas do T.cruzi, Y e Colombiana, susceptivel e
resistentes ao Benzonidazol, com o objetivo de avaliar o comportamento bioldgico e o grau de
susceptibilidade/resisténcia. Material e Meétodos: Para o estudo, foi inoculado via

intraperitoneal 5 x 104 formas tripomastigotas sanguicolas de sangue citratado em 120
camundongos sui¢os, ndo isogénicos, pesando 12 al5 g, mantidos no Biotério do Instituto de
Pesquisas Gongalo Moniz, FIOCRUZ, Bahia. Os animais foram subdivididos em grupos
experimentais tratados e ndo tratados, e mantidos dentro das exigéncias do Comité de Etica de
Uso de Animais. O tratamento com Benzonidazol foi administrado por entubagdo esofagica, na
dose de 100mg/Kg/dia, durante 90 dias. O comportamento biologico foi avaliado pelas curvas
de parasitemia e indices de mortalidade. A parasitemia foi realizada randomicamente em cinco
camundongos em todos os grupos experimentais pelo exame direto do sangue periférico, ao
microscopio Optico, entre lamina e laminula diariamente mediante a média da contagem dos
parasitos em 50 campos (400X). A mortalidade cumulativa foi acompanhada diariamente nos
diferentes grupos experimentais até o final do estudo. A andlise da resisténcia/susceptibilidade
foi avaliada pelos testes de cura parasitoldgica (xenodiagnostico, hemocultura e subinoculagao
em camundongos) realizados 45 dias ap6s o término do tratamento, nos camundongos dos
grupos experimentais tratados e nao tratados sobreviventes. Resultados: O grupo infectado
com cepa Y e ndo tratado apresentou pico parasitémico no 8° dia apds a infec¢@o, decaindo apds
este periodo, o que coincide com a morte total dos animais, impedindo a anélise tardia. O grupo
infectado e tratado com Benzonidazol, apresentaram negativagdo da parasitemia logo apos a
administracdo do quimioterapico, demonstrando susceptibilidade tratamento. Os animais
infectados com a cepa Colombiana apresentaram picos mais tardios e irregulares, com

negativacao a partir do 250 dia de infecgdo, tanto nos grupos tratados como nos nao tratados,
comportamento biolégico caracteristico a sua classificagdo biologica, em Biodema Tipo III. Os
testes de cura analisados randomicamente revelaram na cepa Y 50% de cura parasitologica,
enquanto os animais infectados com a cepa Colombiana apresentaram 0% de cura. Conclusio:
Concluimos que o comportamento biologico a susceptibilidade/resisténcia o foi mantida nas
cepas mesmo apods sucessivas.

Palavras-chave Trypanosoma cruzi, Cepas, Benzonidazol, Comportamento biologico,
susceptibilidade/resisténcia

1 INTRODUCAO
Analises morfologicas de tripomastigotas sanguicolas permitiram definir, claramente, a

existéncia de heterogeneidade no comportamento biolégico, detectada nas diferentes cepas de
T. cruzi, desde os primeiros trabalhos de (Carlos Chagas, 1909; Andrade, 1974). As curvas de
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parasitemia e a taxa de mortalidade representam a multiplicacdo parasitaria durante o curso da
infeccao podendo ser utilizadas para analise das variagdes intraespecificas na caracterizacao de
cepas de T. cruzi, relacionadas comportamento bioldgico, viruléncia, patogenicidade e resposta
ao quimioterapico.

O aparecimento das formas delgadas decorre da multiplicagdo parasitaria intensa em
cepas resistentes, enquanto que as formas largas prevalecem em cepas mais suscetiveis ao
quimioterapico e menos virulentas no decurso da infec¢do (BRENER e CHIARI, 1963;
ANDRADE et al., 1970; ANDRADE, 1974). Estudos clinicos e experimentais ja demonstraram
haver uma variagdo de comportamento bioldgico, resisténcia/susceptibilidade e variabilidade
génica do patogeno em 7. cruzi I e 11, relacionada as diferentes areas geograficas (JUNIOR et
al.,2017; ZINGALES et al., 2009).

Os estudos sobre a quimioterapia da doenca de Chagas t€ém demonstrado nitidas
diferencgas de suscetibilidade ao quimioterapico Benzonidazol, em diferentes cepas do 7. cruzi
(CAMPOS et al., 2005; MOREIRA et al., 2023; VIOTTI et al., 2011). ANDRADE et al.
(1992), em estudo experimental de onze cepas de 7. cruzi, isoladas por xenodiagndstico e por
subinoculacao a partir de pacientes da regido central do Brasil, os quais foram submetidos a
quimioterapia, revelou uma taxa de cura entre 66 ¢ 100%, em camundongos infectados com
cepas do Tipo II, e de 0-9% nos animais infectados com cepas do Tipo III, a correlagdo entre
os resultados do tratamento em pacientes ¢ em camundongos foi de 81,8% (9 de 11 casos),
envolvendo as cepas do Biodema Tipo I1/ T. cruzi 11, os quais diferem quanto a susceptibilidade
aos quimioterapicos, esses achados foram confirmados e explicados pela composi¢ao
multiclonal das cepas de 7. cruzi (CAMPOS et al., 2005).

DE CASTRO et al. (2006), estudando a agdo do tratamento com Benzonidazol em 27
pacientes na fase cronica da doencga de Chagas tratados e nao tratados, observaram mudanga no
perfil da parasitemia via hemocultura, revelando um sucesso de 88,8% contra 11,2% de
insucesso na reversao dessas parasitemias, onde concluiram ser o Benzonidazol, uma forte
droga de efeito tripanocida. VIOTTI et al. (2011), avaliando a agdo do tratamento com
Benzonidazol em pacientes na fase cronica, revelaram ser o tratamento um fator de impacto
sobre a sorologia especifica, levando a uma sorologia negativa completa ou parcial nos niveis
de anticorpos anti 7. cruzi, que consistiu em uma possivel eliminagdo ou reducdo da carga
parasitaria. Diante do exposto, nosso estudo teve como objetivo, avaliar o comportamento
biologico e a resisténcia ao Benzonidazol nas cepas Y 7. cruzi I suscetivel e Colombiana T.
cruzi I resistente, apds multiplas passagens em camundongos.

2 MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas as cepas Y e Colombiana com diferentes indices de susceptibilidade
ao Benzonidazol. Essas cepas foram mantidas através de passagens sucessivas em
camundongos, em meio de cultura acelular e criopreservagdo. Para o estudo, foi inoculado via

intraperitoneal 5 x 104 formas tripomastigotas sanguicolas de sangue citratado em 120
camundongos suicos webster, ndo isogénicos, pesando 12 al5 g, mantidos no Biotério do
Instituto de Pesquisas Gongalo Moniz, FIOCRUZ, Bahia. Os animais foram subdivididos em
grupos experimentais tratados e ndo tratados, e mantidos dentro das exigéncias basicas do
Comité de Etica de Uso de Animais. O tratamento com Benzonidazol ([2-nitro-N-(fenilmetil)

- 1 H-imidazol-1-acetamida]: Rochagan®, [Roche]) foi administrado por entubagdo esofagica,
na dose de 100mg/Kg/dia, durante 90 dias.

O comportamento bioldgico foi avaliado pela parasitemia e mortalidade. A parasitemia
foi realizada em cinco camundongos em todos os grupos experimentais pelo exame direto do
sangue periférico, ao microscopio optico, entre lamina e laminula diariamente mediante a média
da contagem dos parasitos em 50 campos microscopicos (400X). A mortalidade cumulativa foi
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acompanhada diariamente nos diferentes grupos experimentais até o final do estudo.

A analise da resisténcia/susceptibilidade foi avaliada pelos testes de cura parasitologica
(xenodiagnostico, hemocultura e subinoculagdo em camundongos) realizados 45 dias apds o
término do tratamento, nos camundongos dos grupos experimentais tratados € nao tratados.
Para o xenodiagnoéstico, os animais foram colocados em dectbito dorsal e utilizou-se ninfas de
3° a 5° estagio para sugarem o sangue periférico. Ao final, os animais foram eutanasiados por
exsanguinagao apos anestesia com Ketamina e Xilazina (80mg/Kg de peso), € o sangue coletado
foi utilizado para hemocultura e subinoculagao em camundongos recém-nascidos.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Comparacao dos niveis parasitémicos de animais infectados com as cepas Y e Colombiana
do T.cruzi, tratados e nao tratados com Benzonidazol.

Levando-se em consideragdo as diferentes respostas das cepas frente a ac¢do do
quimioterapico mais utilizados na terapia da doenca de Chagas, o atual trabalho avaliou
experimentalmente a influéncia do Benzonidazol sobre o comportamento bioldgico.

As figuras 1 e 2, representam a analise das parasitemias dos grupos infectados com a
cepa Y e Colombina tratados e ndo tratados com Benzonidazol. O grupo infectado com cepa Y
e nao tratado apresentou pico parasit€émico no 8° dia apos a infec¢ao, decaindo apos este
periodo, o que coincide com a morte em massa dos animais, impedindo a analise até o 30° dia
de infeccdo. Ja o grupo infectado e tratado com Benzonidazol, apresentaram uma queda na
parasitemia logo apds a administracdo do quimioterapico, ficando negativa durante todo o
periodo do tratamento. Diferentemente da cepa Y, os animais infectados com a cepa
Colombiana apresentaram um pico mais tradio na parasitemia, correspondente ao seu
comportamento bioldgico e a sua classificacao bioldgica, Biodema Tipo III. Nos grupos
infectados e tratados, o pico da parasitemia foi no 21° dia de infecgdo, decaindo apds este
periodo que corresponde ao inicio do tratamento. Como esperado, o grupo de animais
infectados e ndo tratados apresentou um aumento da parasitemia apds o 21° dia de infeccao,
tendo seu pico no 25° dia, decaindo apos este periodo até o 30° dia.

Figura 1. Parasitemia representativa dos nimeros de parasitos circulantes em camundongos
suicos infectados com a cepa Y do T.cruzi foram avaliados quanto a parasitemia em sangue
periférico durante o periodo de tratamento quimioterapico com Benzonidazol.
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Figura 2. Parasitemia representativa dos nimeros de parasitos circulantes em camundongos
sui¢os infectados com a cepa Colombiana do 7'cruzi foram avaliados quanto a parasitemia em
sangue periférico durante o periodo de tratamento quimioterapico com Benzonidazol.
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Avaliacio da mortalidade nos grupos infectados tratados e nio tratados com
Benzonidazol, nas cepas Y e Colombiana.

Tanto na cepa Y quanto na Colombiana, os grupos que foram infectados, mas que nao
foram submetidos ao tratamento com Benzonidazol, apresentaram uma mortalidade
nitidamente maior quando comparados com os grupos infectados e tratados, como mostrado
nas figuras a seguir (Figuras 3 e 4). Certamente, o efeito tripanocida do Benzonidazol
permitiu uma queda no niumero de parasitas circulantes, prolongando a vida dos animais.

Figura 3. Avaliacdo da mortalidade cumulativa nos animais infectados com a cepa Y,

tratados e ndo tratados.
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Figura 4. Avaliagdo da mortalidade cumulativa nos animais infectados com a cepa
Colombiana, tratados e ndo tratados.
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Os resultados do presente trabalho permitiram demonstrar susceptibilidade/resisténcia
do tratamento com Benzonidazol quando correlacionamos os resultados dos diversos grupos
experimentais submetidos e ndo submetidos ao tratamento quanto: a parasitemia, taxa de
mortalidade. A taxa de mortalidade dentro dos varios grupos variou paralelamente com as
curvas parasitémicas, sendo menos elevadas na cepa Y tratada. Essa baixa mortalidade nos
grupos tratados e de alta mortalidade 100% no nao tratados, apresentada pela cepa suscetivel
ao quimioterapico, foi concordante com os dados da literatura e, de estudos anteriores
(ANDRADE et al., 2006; ANDRADE et al.,2008, CAMANDAROBA et al., 2006; CAMPOS
et al., 2005).

Analise dos testes de cura parasitologica em camundongos infectados com cepas Y e
Colombiana suscetivel e resistente ao Benzonidazol.

Os camundongos infectados com cada cepa e tratados durante 90 dias com
Benzonidazol, foram submetidos aos testes de cura parasitologicos apos 45 dias do término do
tratamento. Foi analisado randomicamente os sobreviventes apos o periodo de tratamento, os
animais infectados com a cepa Y apresentaram 50% de cura parasitologica, enquanto os animais
infectados com a cepa Colombiana apresentaram 0% de cura (Tabela 1).

Tabela 1-Testes de cura parasitologicos em camundongos infectados com a cepa Y e
Colombiana do T.cruzi, apds 45 dias do término do tratamento com Benzonidazol.
RESULTADOS DOS TESTES DE CURA PARASITOLOGICA DAS CEPA Y E

COLOMBIANA

Identificacao **Parasitemia***Xeno***Subinocu. *** Hemocultura ***Resultado
Y B10 Neg Neg Neg Neg Negativo
Y B11 Neg Neg Neg Neg Negativo
Y B12 Neg Neg Neg Neg Negativo
Y B13 Neg Posit Posit Neg Positivo
Y B14 Neg Posit Posit Neg Positivo
Y B15 Neg Posit Posit Neg Positivo
COL B24 Neg Posit Posit Neg Positivo
COL B25 Neg Posit Posit Neg Positivo
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COL B26 Neg Posit Posit Neg Positivo

Legenda: Posit (positivo); Neg. (negativo); ** Identificagdo dos camundongos submetidos ao
tratamento quimioterapico; *** Testes avaliados ap6és dose imunossupressiva de
Ciclofosfamida.

A tabela descrita acima, confirma a susceptibilidade/resisténcia, pelos indices de cura
utilizando os achados em conjunto. Investigagdes ja demonstraram que experimentalmente a
infeccdo pelo 7. cruzi, apresentam um amplo espectro de comportamento bioldgico associado
as diferentes cepas (ANDRADE, 1999; CAMANDAROBA et al., 2006).

Estudos longitudinais, clinicos e experimentais, realizados por varios autores tém
revelado que a manutengdo da infeccdo experimental e humana e diferentes os diferentes
comportamentos bioldgicos nas cepas de 7. cruzi ¢ multifatorial, onde cerca de 20% a 30% dos
individuos infectados (camundongos ou humanos), negativam as parasitemias, apresentam
indices de mortalidade variaveis e evoluem para uma forma cronica cardiaca indeterminada
somente detectada a infecgdo por exames soroldgicos, sendo muitos dos fatores
imunoregulatdrios responsaveis por tal fendomeno, ainda desconhecidos (ANDRADE, 1999;
ANIS RASSI e MARIN-NETO, 2000; CAMANDAROBA et al., 2006; SATHLER-AVALAR
et al., 2009). Esses dados que corroboram com nossos achados atuais no tocante aos indices de
cura e susceptibilidade/resisténcia.

4 CONCLUSAO

Concluimos que a susceptibilidade ao Benzonidazol foi mantida na cepa Y suscetivel e
a resisténcia na cepa Colombina, ap0ds a andlise em conjunto dos testes de cura parasitoldgica.
As sucessivas passagens nos diversos meios cultura, camundongos de diferentes linhagens e
criopreservacao nao foi capaz de alterar o comportamento biologico das cepas estudas.
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