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Resumo

Na doenca de Chagas, a miocardite é a principal alteracdo patologica
causada pelo Trypanosoma cruzi. No entanto, lesdes no figado também
podem ocorrer na fase aguda da infeccdo. Atualmente, a forma de
transmissao mais frequente é por via oral (VO) e no seu tratamento utiliza-se
o benzonidazol (BZ), que tem efeitos colaterais e baixa eficacia na fase
cronica. Nosso objetivo foi realizar avaliacdo histopatologica de
camundongos inoculados por VO e intraperitoneal (IP) com T. cruzi IV (TclV)
e tratados com BZ durante a fase aguda. Camundongos machos de ~21
dias, foram inoculados por VO e IP com 2x10° tripomastigotas metaciclicos
(TM) da cepa AM14 de TclV, distribuidos nos seguintes grupos: néo
infectado e tratado com BZ (NI+BZ), infectados e tratados (VO+BZ e IP+BZ)
e controles nao tratados (VONT e IPNT), e submetidos a analises da
parasitemia e histopatolégica (apdés eutanasia e coloracdo por HE). A
infeccdo por VO se mostrou mais virulenta que a infeccao por via IP, com
niveis de parasitemia mais elevados e presenca de parasitismo tecidual no
coracdo. Processos inflamatorios (Pl), variando de moderado a intenso,
foram observados tanto no tecido cardiaco quanto no figado dos animais
NI+BZ, indicando toxicidade do farmaco. Pl intenso foi observado tanto nos
animais controles (VONT e IPNT) quanto nos tratados (VO+BZ e IP+B2),
indicando auséncia de resposta ao tratamento. A infeccdo com formas TM
da cepa AM14 (TclV) por VO foi mais virulenta que por via IP, embora os
parametros de patogenicidade nao tenham apresentado diferencas entre as
vias de inoculacao.

Introducao
A doenca de Chagas (DC) € considerada uma doenca tropical e

negligenciada. Atualmente, uma das formas mais frequentes de transmisséo
de T. cruzi é pela via oral (VO), correspondendo a cerca de 80% das novas
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infeccbes. As cepas de T. cruzi sdo classificadas em seis unidades de
tipagem distintas (DTU, do inglés discrete typing units), de Tcl a TcVI, e
podem apresentar caracteristicas bioldégicas e distribuicdo geografica
diferentes. Nos hospedeiros vertebrados, a infeccdo apresenta duas fases
distintas. A fase aguda, caracterizada pela presenca de parasitos na
corrente sanguinea e parasitismo tecidual em diferentes érgdos. E a fase
cronica, caracterizada pela reducdo do numero de parasitos na corrente
sanguinea e lesdo tecidual em orgados especificos, essencialmente no
coracdo, causando miocardite, fibrose e disfuncdo cardiaca (BRASIL, 2019).
Atualmente, o tratamento etiolégico da DC no Brasil, é feito utilizando-se o
benzonidazol (BZ) que promove uma cura parasitologica de até 80% em
pacientes na fase aguda. Entretanto, o farmaco pode causar reacdes
adversas e ndo garante a cura apOs dispersdo do parasito em 6rgaos e
tecidos, apresentando baixa eficacia na fase cronica da infeccdo. Baseado
nessas informagdes, o objetivo do estudo foi avaliar as alteragbes
histopatoldgicas em camundongos inoculados pela VO e intraperitoneal (IP)
com uma cepa T. cruzi IV e tratados com BZ durante a fase aguda da
infeccéao.

Materiais e Métodos

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de
Maringa (UEM) aprovou os procedimentos utilizados no estudo atual
(Parecer numero 9659251017/2017). Foram utilizados 56 camundongos
Swiss, machos, de ~21 dias, provenientes do Biotério Central da UEM. Vinte
animais foram inoculados por VO e 20 por via IP, com o inéculo de 2x10°
tripomastigotas metaciclicos de cultura (TMC) em 1,0 ml de meio LIT (DIAS
et al., 2013). Os 16 animais restantes ndo foram infectados e foram
utilizados como controles. Os animais foram distribuidos em seis grupos:
Controle nédo infectado e nao tratado (CNI), controle ndo infectado e tratado
(NI+BZ), infectados por VO e nao tratados (VONT), infectados por VO e
tratados (VO+BZ), infectados por via IP e nao tratados (IPNT), e infectados
por via IP e tratados (IP+BZ). O tratamento etiolégico consistiu na
administracdo da dose de 100 mg/kg/dia de benzonidazol (BZ) (LAFEPE®,
Pernambuco, Brasil) por gavagem, durante 20 dias consecutivos, iniciando-
se o tratamento no 5° dia de infeccao (d.i.). Foi realizado exame de sangue a
fresco em todos os animais inoculados antes, durante e apos o tratamento
com BZ para se confirmar a infecgéo e tragar a curva de parasitemia. Trés a
cinco animais por grupo foram submetidos a eutanasia por aprofundamento
anestésico com administracdo por via IP da associacdo ketamina (Fagra®,
Rhobipharma, Brasil) (50 mg/kg) e xilazina (Anasedan, CEVA, Brasil) (10
mg/kg). As coletas do coracgéo e figado foram realizadas em trés momentos
distintos durante o periodo de infeccdo: a primeira coleta (dois animais por
grupo) foi realizada no dia do pico maximo de parasitemia que, para 0s
animais inoculados por via IP, ocorreu no 7° d.i., e para os inoculados por
VO, no 10° d.i.; a segunda coleta (dois animais por grupo) ocorreu no 28°
d.i., ao fim do tratamento com BZ; e a terceira coleta dos demais animais
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ocorreu no 47° d.i., no inicio da fase crénica, ap0s a imunossupressao com
ciclofosfamida (Cy). Foram avaliadas a presenca e intensidade do
parasitismo tecidual e do processo inflamatério (Pl), que foi classificado
como ausente (-), leve (+, 1 foco/seccao), moderado (++, 2-5 focos/seccao)
e intenso (+++, >5 focos/seccao). Foi utilizado o teste Exato de Fisher do
software Bioestat 5.3 (Belém, Para, Brasil) nas compara¢des dois a dois
entre 0s grupos experimentais, considerando significativos os valores de p <
0,05.

Resultados e Discussao

A infeccdo de camundongos Swiss com a cepa AM14 (TclV) por VO
apresentou maior viruléncia que a infeccdo por via IP, traduzindo-se em um
periodo patente mais longo e niveis de parasitemia mais elevados (Figura
la). Formas amastigotas foram observadas apenas no tecido cardiaco, em
um dos camundongos do grupo VONT, analisado no pico da parasitemia (10
d.i.) (Figura 1b), concordando com Gruendling et al. (2015) que observaram
parasitismo tecidual, principalmente no coracdo e cérebro, de camundongos
inoculados com cepas TclV, incluindo a AM14. Os tecidos cardiacos e
hepaticos dos animais controles nao tratados inoculados pelas duas vias
(VO e IP) apresentaram inflamacao intensa e focal (Figura 1c) sem diferenga
significativa entre os grupos, independentemente do dia de infeccéo. Pl nos
animais nao infectados e tratados com BZ (NI+BZ) variou de moderado a
intenso, tanto no coracao (p = 0,0002) quanto no figado (p = 0,0008), em
comparacdo ao grupo CNI, confirmando os resultados das andlises
bioguimicas, onde foi mostrado que a droga sozinha afeta o figado,
causando um aumento da atividade das enzimas AST e ALT (LUCAS DA
SILVA, 2019).
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Figura 1 - a) Curvas de parasitemia média em camundongos inoculados por via oral (VO) e
por via intraperitoneal (IP) com 2x10° tripomastigotas metaciclicos de cultura da cepa AM14
(TclV) de Trypanosoma cruzi, tratados com benzonidazol (BZ) (100 mg/kg/dia, 20X), a partir
do 5° dia de infeccdo, e em controles ndo tratados (NT). Fotomicrografias: b) Tecido
cardiaco de camundongo infectado VO e NT, mostrando ninho de amastigotas (seta preta);
c) Tecido hepatico de camundongo infectado VO e NT com processo inflamatério focal e
intenso; e d) Tecido hepatico de camundongo infectado via IP e tratado com BZ. Aumento
de 40X, escala 200 um. Infiltrado inflamatério (seta vermelha).

Os animais dos grupos VO+BZ e IP+BZ também apresentaram PI intenso e
focal indicando que o tratamento com BZ néo foi efetivo para atenuar estas
lesbes no figado (Figura 1d) e no coracdo dos animais tratados,
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corroborando com Teston et al. (2021) que consideraram a cepa AM14
resistente ao tratamento com BZ na infeccdo com o mesmo inéculo, tanto
por VO quanto por via IP.

Conclusoes

A infeccdo de camundongos com a cepa AM14 (TclV) de T. cruzi se mostrou
mais virulenta quando adquirida pela VO em comparacdo a via IP,
apresentando niveis de parasitemia mais elevados e formas amastigotas no
coracao durante o pico de parasitemia. O BZ sozinho foi capaz de causar
lesdes inflamatdrias moderadas e intensas no tecido cardiaco e hepatico dos
animais ndo infectados, sugerindo toxicidade do farmaco. O PI foi intenso e
focal no coracao e figado dos animais infectados por ambas as vias, mesmo
nos grupos tratados com BZ, sugerindo auséncia de resposta ao tratamento.
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