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RESUMO

A doenca de Chagas, causada pelo Trypanosoma cruzi, acomete milhdes de
pessoas mundialmente. Os medicamentos disponiveis para 0 seu tratamento
apresentam efeitos adversos consideraveis e eficdcia limitada, fazendo-se
necessario o desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas mais eficazes e
menos toxicas. Nesse sentido, o0 projeto objetivou avaliar os aspectos
histopatolégicos e moleculares de camundongos infectados por via oral com T. cruzi
e tratados com a associacdo de benznidazol (BNZ) com ICM-202 durante a fase
aguda da infeccdo. Foram utilizados camundongos BALB/c inoculados por via oral
ou intraperitoneal com 2x10° tripomastigotas metaciclicos de cultura da cepa
colombiana de T. cruzi | e divididos em grupos controles (ndo infectados e nao
tratados; infectados e nao tratados), tratados com 100 mg/kg/dia de BNZ, tratados
com ICM-202 e tratados com ICM-202 + BNZ 5 mg/kg/dia. Ao final dos tratamentos
os animais foram submetidos a imunossupressao e realizou-se coleta de sangue e
de tecido muscular cardiaco e esquelético para andlise por PCR em tempo real e
analise histopatolégica. Observou-se que a associacdo de dose menor de BNZ (5
mg) com ICM-202 promoveu supressao da parasitemia, reducdo da carga parasitaria
tecidual e das alteragBes histopatolégicas, comparaveis a dose terapéutica de BNZ
(100 mg), porém, sem a necessidade de expor os animais aos efeitos nocivos de tal
dose.

INTRODUCAO

A doenca de Chagas (DC) € uma infec¢do causada pelo protozoario hemoflagelado
Trypanosoma cruzi, que acomete cerca de 7 milhdes de pessoas no mundo, sendo
considerada uma doenca negligenciada (WHO, 2023). O seu tratamento é baseado
em duas alternativas terapéuticas disponiveis: benznidazol (BNZ) e nifurtimox,
medicamentos que causam seéria toxicidade e requerem cursos prolongados de
tratamento com taxas de cura insatisfatorias. No entanto, estudos recentes in vitro
conduzidos por Desoti et al. (2015) evidenciaram os efeitos tripanocidas do ICM-202
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como uma potencial alternativa terapéutica da DC. Ademais, a transmissao de T.
cruzi pode ocorrer principalmente via vetor (insetos triatomineos) ou por via oral.
Atualmente, a infeccao oral € o mecanismo de transmissédo mais frequente no Brasil,
correspondendo a mais de 80% dos novos casos de infeccdo nas ultimas décadas, a
maioria ocorrendo na regido amazoénica, onde a linhagem genética (ou unidade de
tipagem distinta — DTU) T. cruzi | (Tcl) é prevalente (NOBREGA et al., 2009). Assim,
o trabalho visa avaliar os efeitos da associagdo do BNZ com o ICM-202 em
camundongos inoculados por via oral com uma cepa Tcl, durante a fase aguda da
infeccdo. Além da eficacia dos tratamentos, sera avaliada a carga parasitaria
sanguinea e tecidual, e realizada analises histopatoldgicas do tecido muscular
cardiaco e esquelético dos animais tratados e controles néo tratados.

MATERIAIS E METODOS

Grupos experimentais e inoculacdo dos camundongos: Foram utilizados 80
camundongos BALB/c machos, provenientes do Biotério Central da Universidade
Estadual de Maring4, inoculados por via oral (OR) ou intraperitoneal (IP) com 2x10°
tripomastigotas metaciclicos derivados de cultura e divididos em oito grupos
experimentais: (1) Controle ndo infectado e néo tratado; (2) Controle infectado por
via OR e néo tratado; (3) Controle infectado por via IP e nao tratado; (4) Infectado
por via OR e tratado com BNZ 100 mg/kg/dia; (5) Infectado por via OR e tratado com
ICM-20%; (6) Infectado por via IP e tratado com ICM-202; (7) Infectado por via OR e
tratado com ICM-202 + BNZ 5 mg/kg/dia; (8): Infectado por via IP e tratado com ICM-
202 + BNZ 5 mg/kg/dia. Avaliacdo da parasitemia: Foi realizada diariamente a partir
do 3° dia apés a inoculacdo até a negativacédo, por meio da contagem microscopica
direta. Imunossupressao: Os animais com resultados negativos nos exames
parasitolégicos foram submetidos a imunossupressdao com ciclofosfamida (Cy) 50
mg/kg/dia, e apds trés semanas 0S que permaneceram com parasitemia subpatente
foram eutanasiados e seu sangue coletado para analise por PCR em tempo real
(gPCR). Analises por gPCR e histopatoldgicas: A qPCR foi realizada tanto para
detectar DNA de T. cruzi quanto para quantificar a carga parasitaria (CP) sanguinea
e tecidual. Os tecidos dos musculos cardiaco e esquelético (ME) foram coletados,
fixados em solucdo de Bouin e preparados em parafina. Os cortes foram corados
com hematoxilina-eosina (HE) e analisados em microscopia de luz, sendo quatro
se¢Bes por animal, com 10 campos microscopicos por se¢do e objetiva de 40X.
Foram avaliados parametros quantitativos e qualitativos. Animais que apresentaram
resultado negativo no exame de sangue a fresco e gPCR foram considerados
curados e aqueles com resultado positivo em pelo menos um desses testes foram
considerados falha terapéutica.

RESULTADOS E DISCUSSAO
As curvas de parasitemia média dos animais durante os tratamentos experimentais

sdo apresentadas na Figura 1. Os animais tratados com ICM-202 + BNZ 5 mg/kg
apresentaram 0s menores niveis de parasitemia, principalmente aqueles inoculados
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por via OR que permaneceram com parasitemia subpatente por todo o curso do
tratamento, indicando beneficios dessa associacgao.
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Figura 1 — Curvas de parasitemia média de camundongos BALB/c inoculados com a cepa
colombiana de Trypanosoma cruzi (DTU Tcl) por via intraperitoneal (IP) ou por via oral (OR), tratados
com benznidazol (BNZ) 100 mg/kg/dia, com ICM-202 ou com ICM-202 + BNZ 5 mg/kg/dia e
respectivos controles nédo tratados. Indculo: 2x10° tripomastigotas metaciclicos derivados de
cultura/animal.

As reducbes mais significativas na CP determinada por gPCR foram obtidas
utilizando ICM-20* + BNZ 5 mg/kg/dia, tanto na infeccdo por via OR como na
infecc&o por via IP, quando comparado aos grupos controle NT e tratado com ICM-
20% no ME e no musculo cardiaco (Figura 2). Logo, na infeccéo oral, o tratamento
com a associacdo ICM-20% + BNZ 5 mg promoveu resultados semelhantes a dose
terapéutica de BNZ.
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Figura 2 — Carga parasitaria de camundongos BALB/c infectados por via intraperitoneal (IP) ou oral
(OR) com a cepa colombiana de Trypanosoma cruzi (DTU Tcl), submetidos a diferentes tratamentos
e controles nao tratados (NT). A - No musculo esquelético: # diferenca significativa (p=0,02) em
relacdo ao grupo OR NT; ## diferenca significativa (p=0,009) entre os grupos OR, tratado com ICM-
20% e com ICM-20%+ BZ 5 mg; * diferenca significativa (p=0,01) em relac&o ao grupo IP NT; **
diferenca significativa (p=0,006) em relac¢&o ao grupo IP tratado com ICM-20%. B — No musculo
cardiaco: # diferencas significativas entre os grupos OR, tratados com BNZ 100 mg (p=0,001) ou
ICM-20%+ BNZ 5 mg (p=0,02), em comparac&o com o grupo OR NT; * diferenca significativa (p=0,03)
em comparacédo com o grupo IP NT; ** diferenca significativa (p=0,002) em relacdo ao grupo IP e
tratado com ICM-20°%.
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Quanto a analise histoldgica, os parametros incluiram a presenca e intensidade de
parasitismo tecidual, processo inflamatério (PI), necrose e fibrose tecidual. Os
animais do grupo OR NT apresentaram PI focal e discreto, areas de fibrose leves e
presenca de raros ninhos de amastigotas (Figura 3B). Um tropismo acentuado para
0 musculo cardiaco foi observado na infec¢édo por via IP, onde a média de ninhos foi
de 910,5 (Figura 3C). Resultados semelhantes foram observados no ME, no entanto,
nao havia ninhos de amastigotas nos animais infectados por via OR, enquanto que
nos infectados por via IP a média de ninhos de amastigotas foi de 0,8+0,5, sugerindo
uma menor viruléncia da via OR em comparacao a via IP.
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Figura 3 — Microfotografias das alterac@es histopatol6gicas do tecido cardiaco de camundongos
BALB/c infectados por via intraperitoneal (IP) ou oral (OR) com a cepa colombiana de Trypanosoma
cruzi (DTU Tcl), tratados com benznidazol (BNZ) em diferentes doses e com ICM-20?, isoladamente e
em associacdo, e controles nao tratados. Seta: ninho de amastigotas; <>: infiltrados inflamatérios; *

fibrose; = necrose.

CONCLUSOES

A partir das analises apresentadas, fica evidente os efeitos terapéuticos da
associacdo de dose menor de BNZ com ICM-202, que promoveu beneficios como
supresséao da parasitemia e reducao das cargas parasitarias nos tecidos musculares
analisados, e das alteragBes histolégicas, comparaveis aos efeitos da dose
terapéutica de BNZ, porém sem estar sujeito aos seus efeitos nocivos.
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