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ARTIGOS

TERAPEUTICA DA FASE CRONICA DA INFECCAO
EXPERIMENTAL PELO TRYPANOSOMA CRUZI COM O
BENZONIDAZOL E O NIFURTIMOX

Sonia G. Andrade, Juracy B. Magalhaes e Albélia L. Pontes

Foram submetidos a quimioterapia com Nifurtimox (Bay 2502) ou com o
Benzonidazol (Ro 7-1051) cingiienta e oito camundongos cronicamente infectados com
diferentes cepas do Trypanosoma cruzi (Tipos II e III) por periodos de 90 a 100 dias.
Vinte e um camundongos cronicamente infectados foram utilizados como controles néo
tratados. Os inéculos variaram entre 1 x 104 e 5 x 104 tripomastigotas sanguicolas. O
tratamento fol feito durante 90 dias, nas doses de 200mg/kg/dia durante 4 dias,
seguidas de doses de 50mg/kg/dia, para o Nifurtimox e de 100mg/kg/dia, para o
Benzonidazol. Os resultados dos testes parasitolégicos (xenodiagnéstico, subinocula-
gdo do sangue e hemocultura), nos camundongos tratados com o Benzonidazol,
mostraram 85,3 % de negativacdo nos animais infectados com as cepas de Tipo IT e 43%
com as cepas de Tipo III. Nos camundongos tratados com o Nifurtimox observou-se
71,4% de cura parasitologica nos infectados com as cepas de Tipo II e 66% nos
infectados com as cepas de Tipo III. Os testes de IFI permaneceram positivos em 90%
dos animais tratados e curados. Houve regressdo total ou parcial das lesdes miocGrdicas
e de miisculo esquelético nos animais tratados e curados. Em 50% dos animais em que
os testes de cura permaneceram positivos, houve persisténcia de lesées histopatolégicas
discretas. Conclui-se que o tratamenio na fase crénica pode determinar negativacdo
parasitolégica em percentagem elevada de casos, comparavel ao obtido na fase aguda,
com as cepas de Tipo II e mais elevadas com as cepas de Tipo III, com persisténcia da

positividade da IFI
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Os experimentos sobre a quimioterapia da
doenga de Chagas revelaram, recentemente, alguns
compostos eficazes no tratamento da fase aguda e da
fase cronica da infec¢@o experimental pelo 7, cruzi,
como o MK-4369 10 18 o Megazol!6 e o Cetocona-
zol!7. No entanto, o tratamento clinico de pacientes
das areas endémicas continua a ser feito preferencial
ou exclusivamente com Benzonidazol (N-benzyl-2-
nitro-1 imidazoleacetamida) ou com Nifurtimox (3-

Centro de Pesquisas Gongalo Moniz/FIOCRUZ. Universidade
Federal da Bahia.

Suporte financeiro: Conselho Nacional de Desenvolvimento Cien-
tifico e Tecnolégico (CNPq) ¢ UNDP/WORLD BANK WHO
Special Program for Research and Training in Tropical Diseases.

Enderego para correspondéncia: Rua Valdemar Falcao, 121 - Brotas,
41945 - Salvador, Bahia, Brasil.

Recebido para publicagzo em 21-3-89.

metil-4 (5 nitrofurfurilideno amino) tetraidro 4H-1,
4-tiazina-1, 1-di6xido). Ambos tém-se mostrado efica-
zes no tratamento da fase aguda, porém as tentativas
de tratamento da fase cronica tém dado resultados
pouco animadores!3 19 20, Torna-se, portanto, neces-
sario, melhor avaliar a agao dos quimioterapicos sobre
a infecgdo cronica pelo 7. cruzi, considerando-se,
inclusive, a agdo do tratamento sobre as lesOes
fibrético-inflamatorias peculiares a cardiopatia cro-
nica chagasica, tanto no homem12, como no modelo
murino’.

Ha evidéncias de que o tratamento especifico
com o Nifurtimox, mesmo em doses ndo curativas,
pode levar a uma diminuigdo das lesdes anatomo-
patologicas de camundongos cronicamente infecta-
dos2. Estudos recentes, utilizando a droga MK-4359,
na infecgéo cronica experimental, mostraram a nega-
tivagcdo parasitologica em elevada percentagem de
casos e a regressdo total ou parcial das lesdes infla-
matoérias em miocardio e misculo esquelético.
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O presente trabatho tem por objetivo investigar
a agdo antiparasitaria do Benzonidazol e Nifurtimox
na fase cronica da infecg¢do pelo T. cruzi, a possibi-
tidade de cura parasitologica, a influéncia da cepa do
parasito sobre esta resposta e a agdo do tratamento
sobre o quadro histopatologico.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 79 camundongos suigos na
fase crdnica de infecgdo pelo T. cruzi, os quais tinham
sido inoculados com cepas virulentas e sobreviveram
por periodos variaveis entre 90 e 400 dias. Os indculos
utilizados consistiam de formas sangiiicolas, prove-
nientes de camundongos infectados, variandoentre 1 x
104 e 5 x 104 tripomastigotas, por via intraperitoneal.
As cepas do T. cruzi utilizadas foram previamente
caracterizadas biologicamente nos Tipos II e III de
acordo com critérios ja estabelecidos por Andrade!l e
recomendados pela WHO22 ¢ foram as seguintes:
cepas do Tipo II — 12 SF e 21 SF de Sao Felipe-BA,
13 MAM e 14 MAM, de Mambai-GO; 1 COTEG e 2
COTEG de Cotegipe-BA, cepas de Tipo 111 19 e 25
MONT, de Montalvania-MG, cepa Bolivia-BO, Cepa
Tinte (Chile).

Foram constituidos os seguintes grupos (Tabela
1): a) 41 camundongos tratados com Benzonidazol,
sendo 34 infectados com cepas de Tipo Il ¢ 7 com

para subinocula¢io em camundongos recém-nascidos,
hemocultura e obtengéo de soro. A reagéo sorologica
wtilizada foi o teste de imunofluorescéncia indireta
(IFT) de acordo com Camargo!4. Os camundongos
sacrificados foram submetidos a autopsias completas e
apos fixagdo em formol a 10% e inclusao em parafina,
obtidas sec¢des de Sum, coradas pelo hematoxilina e
eosina, para estudo histopatologico. Para avaliagdo do
grau de lesdes em miocardio e musculo esquelético
fez-se uma graduagio arbitraria: + indicando lesdes
discretas e focais, ++ lesdes moderadas difusas ou
focais e +++ lesdes difusas e intensas.

RESULTADOS
A Tabela 2 mostra os indices de cura parasito-
légica dos camundongos tratados na fase cronica. No
Tabela 2 — Indices de cura parasitolégica em ca-

mundongos com infecgdo cronica pelo T.
cruzi, tratados com Benzonidazol e Ni-

Surtimox.
Cepas do Indices de cura parasitologica
T. cruzi
(Tipos) Benzonidazol Nifurtimox
Tipo II 85,3% 71,4%
Tipo IIT 43,0% 66,0%

IFT Positivo em 100% dos tratados com Nifurtimox e em
819% dos tratados com Benzonidazole, curados parasitolo-
gicamente. Titulos de 10 a 320.

Tabela 1 — Numero de camundongos cronicamente infectados pelo T. cruzi (Cepas Tipo II e Tipo III) subme-
tidos a quimioterapia com o Benzonidazol e o Nifurtimox.

Cepas do Tratados com Tratados com Controles Total
T. cruzi Benzonidazol Nifurtimox ndo tratados

Tipo II 34 14 15 63
Tipo III 7 3 6 16
Total 41 17 21 79

cepas de Tipo III; b) 17 camundongos tratados com
Nifurtimox, sendo 14 infectados com cepas de Tipo I1
€ 3 com cepas de Tipo III; ¢) 21 camundongos-
controles ndo tratados, sendo 15 infectados com cepas
de Tipo II e 6 com cepas de Tipo III.

Esquemas terapéuticos: o Benzonidazol, com-
posto nitroimidazélico (Ro 7-1051) foi administrado
por entubagdo gastrica, na dose de 100mg/kg/dia (5
doses semanais), durante 90 dias. O Nifurtimox,
composto nitrofuranico (Bay 2502), foi administrado
em 4 doses iniciais de 200mg/kg/dia, seguidas por
doses diérias (5 dias na semana) de 50mg/kg/dia,
durante 90 dias, por entubagdo gastrica. .

Testes de cura parasitolégica: trés e seis meses
apos o término do tratamento, os camundongos sobre-
viventes foram submetidos a xenodiagnéstico com
ninfas do 3¢ estagio de R. prolixus ¢ sacrificados sob
anestesia pelo éter, sendo o sangue colhido utilizado
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grupo tratado com Benzonidazol, houve 85,3% de
negativag@o parasitologica nos animais infectados
com cepas de Tipo Il e 43% com as cepas de Tipo III.
No grupo tratado com Nifurtimox, observou-se 71,4%
de cura parasitologica nos infectados com cepas de
Tipo II e 66% nos infectados com cepas de Tipo II1.
Os testes sorologicos de IFI permaneceram positivos
em 100% dos animais tratados com Nifurtimox e em
81% dos tratados com Benzonidazol e parasitologi-
camente curados com titulos variando de 10 e 320.

Estudo histopatolégico: os camundongos cro-
nicamente infectados, mas ndo tratados (controles)
apresentaram lesdes inflamatorias e fibréticas de
miocardio e de musculo esquelético variando entre
discretas e intensas (Tabela 3), (Figuras | A,B,C) e
um processo de arterite necrotizante de grau variavel
(Figuras 1 C, D).
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Tabela 3 — Distribuicdo percentual dos casos trata-
dos com Benzonidazol ou Nifurtimox de
acordo com-a intensidade das lesdes his-
topatologicas em camundongos infecta-
dos com cepas de Tipo IT*.

Graude Controles nio Tratados (%)
lesdo tratados (%)
Benzonidazol  Nifurtimox
Sem lesdo 0 20,8 57,1
+ 53,8 45,8 42,8
++ 384 20,8 0
+++ 7,6 0 0

(*) Excluidos os animais parasitologicamente positivos apos
tratamento.

Figuras 1 A e 1 B — Miocardite crénica difusa em camun-
dongos cronicamente infectados com cepa de Tipo 1T (12
SF) 100 x e 250 x H.E.

Figuras 1 Ce 1 D- Miosite cronica com dreas de destruigao
de fibras musculares esqueléticas e processo de arteriolite
necrotizante em camundongos cronicamente infectados
com cepa de Tipo III (Colombiana). Crontroles ndo tra-
tados. 250 x HE.

Nos camundongos tratados com Benzonidazol
ou com Nifurtimox e parasitologicamente curados, o
miocardio e o musculo esquelético ndo mostraram
lesdes histopatologicas em 20,8% dos tratados com
Benzonidazol e em 57,1% nos tratados com Nifurti-
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moXx. Nos demais casos as lesdes eram discretas ou
moderadas, com miocardite focal em areas cicatriciais
do miocardio ou perivasculares e subepicardicas (Fi-
guras 2, A, B). Em 11% dos animais tratados com
Benzonidazol havia um processo residual de arterite
em miocardio e em musculo esquelético (Figuras 2 C,
D). Na Tabela 3 sao apresentados dados relativos &
distribui¢do percentual dos casos, de acordo com a
intensidade das lesdes histopatoldgicas. Nos camun-
dongos tratados ¢ nao curados as lesdes histopatolo-
gicas eram discretas ou moderadas, sendo intensas em
apenas 1/10 casos, estando ausentes em 4/10 casos.

e

Figuras 2 C e 2 D — Processo residual de arterite em
miocardio e em misculo esquelético em camundongos cro-
nicamente infectados e tratados com Nifurtimox.

100 x e 250 x H.E.

DISCUSSAO

Os achados do presente trabalho indicam que na

Figuras 2 A ¢ 2 B — Miocardite residual em camundongos fase cr onica d? lpfecgéo peloT. cruzi ha~uma resposta
cronicamente infectados e tratados com Benzonidazol. aos. qmr.mou_arapxcos de re&fonhemda- acao anhpara'sr
250 x e 100 x HE. taria, Nifurtimox e Benzonidazol, cuja agao destrutiva
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sobre as formas intracelulares do parasito in vivo ja foi
bem demonstrada3 3. Mesmo cepas que se mostraram
altamente resistentes ao tratamento na fase aguda3 4 8
responderam ao tratamento na infec¢do cronica do
camundongo. Os indices de cura foram mesmo mais
elevados nesta fase do que os anteriormente obtidos na
fase aguda com as cepas de Tipo III cujo padrio é a
cepa Colombiana. Observou-se, entretanto, maior
susceptibilidade das cepas de Tipo II, com indices
significativamente mais elevados de cura do que os
obtidos com as cepas de Tipo 1. Deve-se levar em
conta, na analise destes dados, as dificuldades para se
detectarem Os parasitos aos exames parasitologicos,
usuais, inerentes 4 fase cronica da infecg¢@o. Entre-
tanto, os multiplos testes parasitologicos realizados
provavelmente teriam detectado a infecg@io, caso a
mesma estivesse ainda presente. Por outro lado, a
regressdo das lesdes histopatologicas é um dado
muito importante para se avaliar a cura. Assim,
nenhum animal-controle ndo tratados era isento de
lesdes, enquanto 20,8% dos tratados com Benzoni-
dazol e 57,1% dos tratados com Nifurtimox e que
estavam parasitologicamente negativos, nao mostra-
vam alteragdes histopatologicas. Nos animais curados
em que persistiram lesdes, estas eram discretas ou
residuais. Além disto, mesmo nos animais que foram
tratados, mas ndo estavam curados, raramente ocor-
reram lesoes significantes.

As lesdes de arterite necrotizante estavam pre-
sentes em uma percentagem de casos tratados, menos
intensas do que nos animais nao tratados e ocorriam
mesmo na auséncia de lesoes difusas de miocardite ou
mijosite. Estas lesdes tém sido atribuidas a presenga de
complexos imunes e, no caso dos animais tratados,
poderiam talvez indicar a persisténcia de antigenos
parasitarios.

Também no tratamento da infeccao cronica
pelo T cruzi, com o0 MK-346, aspectos semelhantes
de regressdo de lesdes histopatologicas e persisténcia
de arterite necrotizante foram assinaladas?.

O processo inflamatorio que ocorre na infecgao
cronica pelo 7. cruzi tem a sua patogénese ligada a um
processo de hipersensibilidade retardadall 13,
Embora fendmenos de auto-imunidade possam estar
envolvidos neste processo?!, o fator parasito deve ser
importante elemento na manutengio destas reacdes, e
a sua eliminagdo podera determinar a regressao do
processo inflamatorio.

Por outro lado, a persisténcia de positividade da
reagdo sorologica de imunofluorescéncia indireta em
animais aparentente curados- pode estar relacionada
com a presenca de antigenos parasitarios retidos em
cé¢lulas dendriticas do bago, como recentemente de-
monstrado através da imunoeletronﬁcroscopiaG, con-
firmando a presenga de uma “memoria imunolégica”

capaz de manter o organismo em um processo de
estimulag@o especifica.

SUMMARY

Fifty-eight mice, chronically infected with dif-
ferent T. cruzi strains (Types II and III) were
submitted to chemotherapy either with Nifurtimox
(Bay 2502) or Benznidazole (Ro 7-1051). Twenty one
mice were not treated and were used as infected
controls. The duration of infection was from 90 to 400
days. Inocula varied from 1 x 104 to 5 x 104 blood
forms. Treatment lasted for 90 days, doses being
200mg/kg/day during 4 days, followed by S0mg/kg/day
Jor Nifurtimox and 100mg/kg/day for Benznidazole.
Parasitological tests (xenodiagnosis, inoculations
into baby mice and hemoculture) showed 85.3%
negativation for Type II strains and 43% for Type 111
in animals treated with Benznidazole. As for Nifur-
timox, there were 71.4% of parasitological negativa-
tion for the animals infected with Type II strains and
66% for those infected with Type III. IFA tests
remained positive in 90% of treated and cured
animals. Disappearance or marked regression of
myocardial and skeletal muscle lesions was seen in
the treated and parasitologically negative animals.
The conclusion is that the treatment in the chronic
phase of T. cruzi infection can result in parasitolo-
gical cure in a high percentage of cases with regres-
sion of histopathological lesions, although with per-
sistence of positivity of the IFA tests.

Key-words: Trypanosoma cruzi. Chronic in-
fection. Histopathology: Chemotherapy. Benznida-
zole. Nifurtimox.
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