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ESTUDO EXPERIMENTAL SOBRE A ACAO TERAPEUTICA DA DROGA Ro 7-1051
NA INFECCAO POR DIFERENTES CEPAS DO TRYPANOSOMA CRUZI
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RESUMO

I

Tratando-se camundongos infectados pela cepa Peruana e pela cepa Colombiana
do T. cruzi com o Ro 7-1051 (N-benzil-2-nitro-imidazolacetamida) observou-se nitida
diferenca da resposta ao tratamento nos dois grupos, sendo o indice de cura parasitolé-
gica de 87% na infeccho pela cepa Peruana e de apenas 16,7% nos infectados com a cepa

-Colombiana. Verificou-se, entretanto, em ambos os grupos, destruicio intracitoplasmati-

ca das formas amastigotas, negativacio parasitémica em curfo prazo, bem como nitida
regressdo das lesbes teciduais nos animais tratados em relagdo aos nao tratados. Tra-

. tando-se animais infectados pela mesma cepa, isolada de animais tratados e nio cura-

dos observou-se resisténcia mais acentuada, o que sugere uma selecdo de formas resis-
tentes quando o tratamento ndo leva & cura parasitologica. Tendo em vista os resulta-
dos do tratamento em relacio & parasitemia e & regressio das lesdes teciduais conclui-
se que ha nitida vantagem em se instituir o tratamento precoce da doenca, investigando-
se entretanto, a suscetibilidade da cepa do T. cruzi, antes de serem instituidos os esque-

mas terapéuticos.

INTRODUCAO

O composto imidazélico Ro 7-1051 (N-ben-
zil-2-nitro-imidazolacetamida), recentemente
aplicado ao tratamento da doenca de Cha-
gas 89,12, mostrou, em triagem inicial em ca-
mundongos feita pelo Laboratoério de origem 13,
elevada atividade terapéutica e baixa toxici-
dade.

Como foi demonstrado em trabalho anfe-

rior3, em relacido ao Bay 2502, a resposta ao:-

tratamento pode ser influenciada pela cepa do
parasito. Também foi verificada malior resis-
téncia dos parasitos isolados de animais pre-
viamente tratados com a mesma droga 4

Deste modo, procurou-se verificar em re-
lacdo ao.Ro 7-1051 a resposta ao tratamento
da infeccéo experimental por duas cepas dife-
rentes do Trypanosoma cruzi, a possibilidade

Trabalho realizado com o Auxilio do Conselho
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de obtencdio de cura parasitolégica por tra-
tamento prolongado e o grau de resisténcia
dos parasitos isolados de animais tratados. Le-
vou-se em conta neste estudo a resposta da pa-
rasitemia, a evolucido das lesdes teciduais e a
influéncia da fase da infeccdo em que se ini-
ciou o tratamento.

MATERIAL E METODOS

Generalidades: foram utilizados camun-
dongos brancos de linhagem ndo determina-
da, pesando 18 a 20 g (Grupos I e II) ou 10 a
12 g (Grupo III) mantidos em dieta padrdo.
“ad libitum”.

Cepas utilizadas: Cepa Peruana 2,10, que
determina no camundongo infeccdo de curso
rapidameénte fatal e cepa Colembpiana 27, que
determina infeccao de curso lento e progressi-
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vo. Ambas as cepas vém sendo mantidas em
laboratério por passagens sucessivas em ca-
mundongo.

Inéeculos: sangue citratado de camundon-
gos infectados obtidos de acordo com técnica
j& descrita 2; o caleulo do nimero de tripomas-
tigotas foi feito de acordo com o método de
PIZZI & PRAGER 1! modificado por BRENER 5,
Inoculacdes por via intraperitoneal no volume
de 0,2 ml. '

Grupos experimentais: Grupo I — Trata-
mento da infeccio pela cepa Peruana do T.
ceruzi. O tratamento foi iniciado na fase pre-
coce (3.° dia) e na fase avan¢ada da infeccdo
(70 dia). Grupo II — Tratamento da infec-
¢ao pela cepa Colombiana do T. eruzi, iniciado
na fase precoce (6.2 dia) e na fase avancada
(270 dia) da infeccdo. Os dados gerais refe-
rentes aos Grupos I e IIL estdo expressos na
Tabela I. Grupo III — Estudo sobre a resis-
téncia adquirida: tratamento de camundongos
infectados com a cepa Colombiana, isolada de

animais tratados, durante periodo prolongado,
pelo Ro 7-1051. Os animais deste grupo foram
inoculados com o sangue de 10 camundongos
do Grupo II, previamente tratados e nao cura-
dos, sendo que, de cada animal doador se ob-
teve o indculo para 5 camundongos de 10 a 12
g, num total de 50 camundongos. Foram ino-
culados ainda 10 camundongos controles com
sangue de animais do Grupo II nio subme-
tidos a tratamento. De cada grupo de 5 ani-
mais inoculados, 3 foram tratados e 2 servi-
ram de controles do tratamento. Outros dados
constam da Tabela II.

Esquema terapéutico: a droga empregada
foi 0 Ro 7-1051 (N-benzil-2-nitro-imidazolace-
tamida) em suspensfo, em solucdo aquosa de
goma-arabica a 4% administrada por entuba-
cdo esofagica em 5 doses semanals consecu-
tivas de 100 mg/kg/dia, de acordo com méfo-
do preconizado pelo Laboratorio de origem 3.
A duracio do tratamento e o niimero de doses
para cada grupo experimental constam das
Tabelas I e II.

TABELA I

Dados gerais sobre o tratamento da infeccdo pelas cepas Peruana e Colombiana do

T, cruzi com o Ro 7-1051

Cepas de Grupos Inéculos Ne Tratamento (*)
T. cruzi experimentais Ne tripomast. animais . ~
0,2 mb) Infcio Duracdo Ne
’ (dias/infeccio) (dias) doses
A 20 3¢ 126 : 87
Peruana GRUPOI B 248.000 20 e 122 83
Cc 20 Néo trat. — . —
; A 30 6o 200 125
Colombiana, GRUPO IT B 390.000 30 27¢ 180 112
C 20 Nao trat. — —

(*) Esquema terapéutico:

Tratamento pelo Ro 7-1051 da infeccio por cepa Colombiana isolada de animais tratados

160 mg/kg/dia, 5 doses semanais consecutivas

TABELA II

(Dados gerais)

Cepa do Grupos Ne¢ de animais Tratamento
T. .cruzi experimentais
p Tratados Controles Total Infcio Duracéo Doses
1 — Inoculacio c¢/sangue 30 20 50 19¢ 40 dias 30
de animais tratados (*)
Colombiana

2 — Inoculacio c/sangue
de controles (*) 6 4 10 19¢ 40 dias 30

(*) Iné6culos: 12.000 tripomastigotas em 0,2 ml
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Métodos para avaliacio dos resultados

1)__Resposta da parasitemia ao tratamen-
to, pela contagem diaria do ntmero de formas
tripomastigotas no sangue periférico obtido
por seccao da cauda, em gota padronizada, en-
tre lamina e laminula, sendo a avaliacio fel-
ta em 50 campos microscopicos de 400 X.

2) Testes de cura — nos animais em que
a parasitemia era persistentemente negativa,
realizou-se xXenodiagnoéstico com 5 ninfas de
R. prolixus, subinoculagio do sangue destes
animais em camundongos recém-nascidos e
estudo histopatologico dos diversos o6rgéos pa-
ra pesquisas de formas amastigotas.

3) Estudo histopatologico — os animais
dos Grupos I e II foram sacrificados durante
o curso do tratamento, nos seguintes periodos:
24 e 48 horas, 7, 14, 20 e 30 dias ap6s o inicio
do tratamento e no final do mesmo. Os di-
versos Orgios e tecidos foram fixados em for-
mol a 10% e, apds inclusdo em parafina foram
feitos cortes corados em hematoxilina e eosi-
na.

4) Avaliacio da mertalidade — calculou-
se a porcentagem dos animais que morreram
espontaneamente durante o curso da infecco,
excluindo-se os que morreram acidentalmente
ou foram sacrificados.

TABEL A

indice de mortalidade em animais tratados pelo

RESULTADOS
I — Tratamento dos animais dos Grupos I e II

1) Efeito do tratamento sobre a pai‘asi-
temia — nos animais do Grupo I, infectados
pela cepa Peruana, tanto nos tratados preco-
cemente (3.° dia) como na fase avancada (6.°
dia), observou-se negativacio parasitémica 24
horas apds o inicio do tratamento, permane-
cendo negativos até o final, gquando foram
submetidos aos testes de cura e sacrificados.
Nos animais do Grupo II, infectados pela cepa
Colembiana, o nivel de parasitemia sofreu evi-
dente reducado apés o inicio do fratamento,
tanto nos tratados a partir do 6.2 dia como a
partir do 27.° dia, porém s6 houve negativacao
ap6s 7 e 10 dias de tratamento, respectiva-
mente, como mostra a Fig. 1. Na fase final a
parasitemia voltou a positivar na maioria dos
animais, com niveis idénticos aos dos animais
nao tratados (Fig. 1).

2) Indices de cura parasitolégica — nos
animais do Grupo I, infectados pela cepa Pe-
ruana, o indice de cura foi de 87%, enquanto
nos do Grupo II, infectados pela cepa Colom-
biana, foi de 16,7%.

3) Indices de mortalidade — os dados re-
ferentes & mortalidade, em ambos os grupos
estdo expressos na Tabela III.

ITIT
Ro 7-1051 (Cepa Peruana e cepa Colombiana)

Grupos experimentais Infcio do tratamento indices de mortalidade
A 3¢ dia infecgéo 0o
I — Cepa Peruana B 7e dia infeccdo 20%
C Controles nio tratados 100% (*)
A 6¢ dia infecclo 33%
II — Cepa Colombiana B 27¢ dia infeccio 25%
o Controles 55%

(*) Todos morreram até 10 dias de infeccio

4) Estudo histopatelégico — Grupo I —
os controles de infeccio pela cepa Peruana,
mostraram até 10 dias, intenso parasitismo de
células reticulares. e de fibras miocardicas,
com focos de destruicido do miocardio e difuso
infiltrado mononuclear. Nos animais tratados
2, partir do 32 dia, ndo foram constatadas le-

sbes teciduais. Nos tratados a partir do 6.° dia
de infeccio, examinados 48 horas apds o inicio
do tratamento, ndo foram vistos parasitos nos
tecidos, porém havia infiltrado mononuclear
difuso e focos de infiltracido de polimorfonu-
cleares em torno de fibras vacuolizadas (Fig.
2). Nos sacrificados no final do tratamento,
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camundongos tratados pelo Ro 7-1051

no 6° e no 27¢ dia de infeccdo em comparacdo com os controles nfo trata-

dos.

Houve nitido decréscimo nos

tratados e negativacdo parasitémica.

Na fase avancada a parasitemia voltou a positivar apesar do tratamento
continuado.

porém nso curados, foram vistos escassos pa-
rasitos e focos de infiltracdo mononuclear em
musculo esquelético e miocardio. Naqueles cu-
jos testes comprovaram cura parasitologica,
nao foram encontradas lesbes histopatologi-
cas.

Grupo II — o0s animais controles de in-
feccdo pela cepa Colombiana, examinados até
30 dias, mostraram intenso parasitismo de
miusculo esquelético e de mioecardio, com des-
truicdo de fibras parasitadas e denso infiltra-
do mononuclear (Fig. 3). Os tratados a partir
-do 6.2 dia nfo apresentaram lesdes histopato-
l6gicas até 30 dias apds o inicio do tratamento,
enquanto naqueles tratados a partir do 27.°
dia de infec¢fo, observou-se desintegracéo de
formas amastigotas -no interior de fibras mus-
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culares, 24 horas apds o inicio do tratamento
(Fig. 4); apds 48 horas, foram vistas fibras
vacuolizadas, sem parasitos, tendo em torno
infiltrado de polimorfonucleares, além de di-
fuso infiltrado mononuclear (Fig. 5). O exa-
me a partir de 7 dias de tratamento, mostrou
regressio do infiltrado inflamatorio. Nos ani-
mais sacrificados no final do tratamento, néo
curados, havia raras formas amastigotas em
musculo esquelético e discreto infiltrado lin-
foplasmocitario, em geral perivascular, ou em
torno de fibras destruidas. Os controles n#o
tratados, que sobreviveram até o final do ex-
perimento, apresentavam .acentuada miosite
crénica, com difuso infiltrado mononuclear in-
-tersticial, focos de destruicio de fibras mus-
.culares e escassos parasitos.
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Fig, 2 — Infeecio pela copn Perwana — aspecto microsedpics do coracfio 45 horas apos
o inicie do teatamento pefo Ro 7-1081: auséncin de porasitos, difugs inflieads mononuelenr
o forog de infiltracio de polimorfomucleares o Lorne de fihras mioedrdieas vecuolizadas,

HLOE., 100 X, Fig 3 — Boccda de miocdedio em camundongo eonbeole oo 269 dia de
intecclio pela eopn Colombiana obaervanio-se pumerosas formas amastigotas oo interlor
i Fibrns cardipeas, ao lado de fihras ypeuolizadae « dlfuse nfilteado mononuelear, H.OE.,
2 X, Fig, 4 — Tratamento pelo Bo 7-1051 inlelado wo %6e dia de infeccdo pela cepa
Colombianu: 24 hovas apds o indeio do tratamentn observisse destruiedn intracitoplasms

tiew do formas amastigotas,
cleares, T1.H._,

com neceose da flhea museular o iofiltrada de polbmerfont-
X, Fig, 6 — Intensa vacuolizacio de fibras cardiacis o presence de

infiltrado de mononucleares « de polimorfonuclearca, 45 horas apd: o indeio do tratamento,

amcpnitmnis oo 360 din de Inleegfio pela copa Colombisng,

Aunsdncla de Tormas amastigotas.

ILE, M0 X

II — Avaliacio da resisténcia da eepa Co-
lombiana guando isolada de animais previa-
mente tratados, (Grupo III)

MNos 10 grupos de § animaizs inoculados In-
dividualmente com sangue de camundongos
tratados e nio curados, observou-se decrésci-
mo dos nivels de parasitemnia dos andmals tra-
tados, guandoe comparados com os nao trata-
dos, do mesmo grupo, porém ndo foi observa-
da negativacio da parasitemin durante todo o

curso do tratamento de 40 dias de duracio
(Flg. 6). Nos controles infectados com san-
gue de animals nio tratados, observou-ze res-
posta idéntica & referida no Grupoe II, isto &,
decréscimo nitido e Imediato da parasitemia
apds o inicio do tratamento, com negativacio
em curto prazo,

Cura parasitolégica e indice de mortali-
dade — nao foram avallados neste grupo em
virtude da curta duracio do tratamento,
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Fig. 6 — Resposta ao tratamento pelo Ro 7-1051 da infecgo por tripomas-

tigotas isolados de animais previamente tratados:

os niveis parasitémicos

sofreram nfitida reducdo, porém nfio ha negativacio até o final do tratamento.

COMENTARIOS

Nosso trabalho vem confirmar a a¢do pa-
rasiticida contra o Trypanosoma cruzi do com-
posto Ro 7-1051, que determina inclusive des-
truicdo das formas amastigotas intracelula-
res. O resultado foi bem significativo em re-
lacdo & cepa Peruana, determinando indice de
87% de cura parasitoldégica, porém menos pro-
missor em relacdo & cepa Colombiana, que se
mostrou nitidamente mais resistente, com ape-
nas 16,7% de cura parasitologica, observando-
se inclusive, maior resisténcia ao tratamento,
da cepa re-isolada desses animais tratados e
nao curados. Resultados semelhantes foram
obtidos anteriormente em relacio a estas mes-
mas cepas, com o Bay 25023. Os indices de
cura obtidos com o Ro 7-1051 foram mais ele-
vados do que o0s observados com o Bay 2502 3,
nao s6 em relacdo a cepa Peruana como i Co-
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lombiana; a cepa Colombiana se mostrou mais
resistente do que a Peruana tanto ao trata-
mento pelo derivado furfurilidénico (Bay 2502)
como ao derivado imidazdlico (Ro 7-1051) o
que parece indicar um fator dependente da
propria cepa. As duas cepas em estudo per-
tencem a tipos diferentes !, predominando na
cepa Peruana as formas delgadas e nitido re-
ticulo-tropismo na fase inicial da infeccfo.
Sendo as formas delgadas mais suscetiveis aos
fatores imunoldgicos do hospedeiro s, também
poderiam ser mais vulneraveis & a¢do dos qui-
mioterapicos, o que explicaria a precoce e
acentuada resposta que se obtém quando o
tratamento é aplicado a uma cepa em que pre-
dominam. as formas delgadas. A destruicdo se-
letiva inicial de formas parasitdrias susceti-
veis, permitindo a multiplicacdo posterior das
formas mais resistentes, explicaria o desenvol-
vimento de acentuado grau de resisténcia ad-
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quirida, naqueles parasitos previamente expos-
tos aos quimioterapicos, como foi visto em tra-
balho anterior em relacido ao Bay 25024 e no
presente trabalho em relacio ao Ro 7-1051.

As lesOGes teciduais nos animais tratados,
mesmo quando nao curados, foram nitidamen-
te menos acentuadas do que as observadas nos
controles nado tratados, estando mesmo au-
sentes quando o tratamento foi instituido pre-
cocemente e nos casos de cura parasitolégica.
Ha, pois, nitidas vantagens em se instituir o
tratamento especifico da doenca, principal-
mente na fase precoce. Deve-se levar em con-
ta, entretanto, a suscetibilidade da cepa a de-
terminado quimioterdpico, principalmente pela
possibilidade de que os casos nido curados pos-
sam vir a ser portadores de cepas ainda mais
resistentes.

SUMMARY

Experimental study on the chemotherapeutic
action of Rok 7-1051 in mice infected by
different strains of Trypanosoma cruzi

Two groups of mice infected either with
Peruvian or Colombian strains of Trypanoso-
ma cruzi were treated with the drug Ro 7-1051
(N-benzyl-2-nitro-imidazoleacetamide). In-
tracytoplasmic lysis of parasites, early nega-
tivation of parasitemia and resolution of in-
flammatory lesions were observed in all treat-
ed animals. However, while the rates of para-
sitological cures reached 87.0% for the Peru-
vian strain it amounted to only 16.7% for the
Colombian strain. A high degree of drug re-
sistance 'was exhibited by the Colombian
strain parasites recovered from mice submitt-
ed to prolonged treatment, which suggests
that a drug selection of more resistant forms
may have occurred.

Our data indicate that a drug susceptibi-
lity test for the T. eruzi isolated from patients
with Chagas’disease could be a worthwhile
procedure to be undertaken before a course of
drug treatment is started in such patients.
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