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INFECAO EXPERIMENTAL POR TRYPANOSOMA BRUCEI BRUCEI EM MODELO
MURINO E ESTUDO DA EFICACIA FARMACOLOGICA DO BENZNIDAZOL
Resumo
A Tripanossomose Africana (TA) é uma doenca parasitaria provocada por varias espécies de
Trypanosoma, transmitidas por dipteros do género Glossina, vulgo moscas tsé-tsé. Esta doenca
afeta humanos e animais, tomando nos humanos o nome de Doenca do Sono, e nos animais o
nome de Nagana. O diagnostico pode ser realizado por meio de técnicas de visualizacdo
parasitaria, técnicas serologicas e técnicas moleculares. A terapéutica depende da fase da
doenca, da espécie do parasita e da espécie do hospedeiro, tendo em atencdo a elevada
toxicidade dos farmacos. Este facto aliado a inexisténcia de uma vacina eficaz surge como
justificativa deste trabalho, o estudo de alternativas terapéuticas para a TA. Os objetivos deste
trabalho foram a determinacgé&o da eficacia farmacoldgica do Benznidazol (BNZ), um antichagasico
da familia dos nitroimidazois, bem como a determinacéo de uma dose infetante por via oral.
Para este trabalho foram utilizados 25 murganhos (Mus musculus) BALB-C e 37 murganhos CD-1,
e parasitas da espécie Trypanosoma brucei brucei estirpe GVR35 distribuidos por trés ensaios.
Em dois ensaios de eficacia farmacolégica os animais foram infetados por via IP com 500
parasitas por animal. Foi entdo administrado 10mg/kg BNZ SID PO, durante 5 dias no primeiro
ensaio e 11 dias no segundo. Foram medidas parasitémias, pesos, e taxas de sobrevivéncia. Na
segunda experiéncia foram medidos ainda titulos de IgG total, IgM total e subclasses de IgG anti-
T.b.brucei, pardametros hematoldgicos e concentracdo das citocinas IL-4, IFN-y, NO e TGF-31.
Num terceiro ensaio pretendeu-se determinar a dose infetante por via oral, e consistiu na
administracdo de 500 parasitas por animal, em suspensdo de PBS-Glucose a um grupo de
animais e a administracéo de 2x10° parasitas por animal a outro grupo.
A andlise estatistica foi realizada recorrendo aos testes Wilcoxon rank-sum, Correlacdo de
Spearman, Analise de regressao linear, Mantel-Cox log-rank test e Two-way ANOVA.
Os resultados dos ensaios revelaram que ndo foi possivel estabelecer infe¢do por via oral até uma
dose de 2x10° parasitas/animal em veiculo aquoso. Foi também possivel determinar que o BNZ
foi ineficaz nos protocolos estudados ndo controlando significativamente a parasitémia nem
aumentando a sobrevivéncia. Relativamente a achados hematol6gicos o tratamento falhou em
controlar a anemia, evidenciando-se uma tendéncia significativa para a macrocitose no grupo
tratado. Os animais tratados apresentavam maiores titulos de subclasses de IgG, especialmente
de 1gG2a e 1gG3, assim como uma maior libertagdo de IFN-y, com significancia confirmada por
teste estatistico (Two-way ANOVA).
E possivel concluir que embora o BNZ n&o seja um bom candidato para a terapéutica de TA, € um
bom imunomodulador, estimulando uma resposta Thil. E também possivel concluir que com uma
dose inferior a 2x10° parasitas/animal em veiculo aquoso n&o se desenvolve infe¢do por via oral.
Palavras—chave: Tripanossomose africana, Trypanosoma brucei brucei, Doenca do Sono, ELISA,

citocinas, infecdo per os, Mus musculus, imunoestimulacdo Thl, Benznidazol.
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TRYPANOSOMA BRUCEI BRUCEI MURINE EXPERIMENTAL MURINE INFECTION AND
STUDIES ON PHARMACOLOCICAL EFFECTIVENESS OF BENZNIDAZOLE
Abstract
African Trypanosomiasis (AT) is a parasitic disease caused by several species of
Trypanosoma, transmitted by diptera of the Glossina genus, also known as the tsetse flies.
This disease affects humans and animals, in humans takes the name of Sleeping Sickness,
and in animals takes the name of Nagana. Diagnosis can be performed by parasite
visualization, serology and molecular techniques. The treatment depends on the stage of the
disease, the species of parasite and host species, knowing that all the drugs for AT are very
toxic. With this knowledge, and due to the lack of an effective vaccine, the justification of this
work is to find new therapeutic approaches for AT. The objectives of this study were to
determine the pharmacological effectiveness of Benznidazole (BNZ), a nitroimidazole
antichagasic drug, and ascertaining an infective dose for oral infection, that may be important

in carnivores.

For this purpose, 25 (Mus musculus) BALB-C and 34 CD-1 mice, and Trypanosoma brucei
brucei strain GVR35 parasites were used in this study divided by three experiments. In two of
these experiments the pharmacological effectiveness was tested. The animals were treated
with 10mg/kg of BNZ, once a day for 5 days for the first experiment and 11 days for the last.
Parasitemias, weight gain and survival rates were measured. In the final experiment, anti-
T.b.brucei antibody titers, hematological parameters and concentration of cytokines (IL-4,
IFN-y, NO and TGF-B1) were also measured.

In the remaining experiment, which tested an infective dose per os, two groups of mice were
exposed, using a feeding probe, to a dose of 500 parasites per animal and 200 000 (2x10°)
parasites per animal, suspended in Glucosed PBS, respectively.

Statistical analysis was performed using the Wilcoxon rank-sum test, Mantel-Cox log-rank
test, Two-way ANOVA, Spearman’s correlation and Linear regression analysis.

The results of these experiments revealed that it was not possible to establish oral infection
with dose of up to 2x10° parasites per animal in an aqueous medium. It was also possible to
determine that BNZ was ineffective in the protocols studied, due to a lack of control of
parasitemia or a significant increase of host survival. As for hematological values the anemia
was not controlled, showing a significant trend for macrocytosis in the treated group. Treated
animals had higher titers of IgG subclasses, especially IgG2a and IgG3, as well as increased
release of IFN-y, with significance confirmed by statistical testing (Two-way ANOVA).

It was concluded that although BNZ is not a good candidate for therapy of AT, it is a good
immunostimulator, enhancing a Thl response. It is also possible to conclude that a dose
2x10° parasites per animal in an aqueous medium does not establish oral infection.
Keywords: African trypanosomiasis, Trypanosoma brucei brucei, Sleeping Sickness, ELISA,

cytokines, per os infection, Thl immunostimulation, Mus musculus, Benznidazole.
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O trabalho seguidamente apresentado foi realizado no ambito do estagio curricular do
Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria, na Unidade de Clinica das Doencas Tropicais
(UCDT) inserida no Centro de Malaria e outras Doencgas Tropicais (CMDT) do Instituto de
Higiene e Medicina Tropical da Universidade Nova de Lisboa (IHMT-UNL) que compreendeu
0s meses de Outubro a Fevereiro, Maio e Junho, e totalizou cerca de 1130 horas.

O estagio realizou-se sob orientacdo do Investigador Doutor Marcelo Sousa Silva, e foram
desenvolvidas vérias atividades dentro do grupo de investigagdo seguidamente
mencionadas.

Houve a oportunidade de acompanhar os trabalhos experimentais dos colegas Ana Filipa
Teixeira, Ruth Teixeira e Jailson Brito Querido, nas quais foi possivel a realizagdo de PCR,
eletroforese de DNA, eletroforese de proteinas em gel de poliacrialmida, zimografia,
purificagdo de acidos nucleicos e proteinas, ELISA de detecdo de anticorpos, Western Blott
e administragdo de proteina recombinante via Subcuténea (SC) e plasmideos vacinais via

intramuscular (IM) e intraperitoneal (IP) em murganho (Figuras 1 e 2).

Figura 1 - Colheita de sangue de um murganho. (Imagem Figura 2 - Tripomastigota e amastigota de Trypanosoma
gentilmente cedida por Ana Filipa Teixeira — IHMT-UNL) rangeli. (Ampliacéo aproximada 1000x) (Fotografia do autor)
oy :
.
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Houve ainda oportunidade de acompanhar brevemente os trabalhos do Laboratério de
Analises Clinicas da UCDT, com a aprendizagem de técnicas de visualizacdo de parasitas,
como Plasmodium e Schistosoma (Figuras 3 e 4), e a realizacao de técnicas serologicas
para Plasmodium e Salmonella.

Figura 3 — Gametdcito e trofozoito de Plasmodium sp. em Figura 4 - Tripomastigotas de Trypanosoma brucei brucei em
sangue humano. (Fotografia do autor) sangue de murganho. (Fotografia do autor)




No ambito do trabalho de tese a atividade experimental compreendeu duas &reas do IHMT,
o laboratério da UCDT e o Biotério. Nesta ultima foi realizada toda a componente de
experimentacdo animal (infe¢Bes, colheitas e sacrificios) (Figuras 5 e 6).

Figura 5 - Caixa de transporte de animais de Figura 6 - Dissecgéo de murganho para colheita de figado e
experimentacdo. (Fotografia do autor) baco. (Fotografia do autor)

No decurso do trabalho citado foi utilizada a técnica de coloracéo de esfregaco por método
de Giemsa, obtencdo de soro, ELISA (Figura 8) e ELISA Sandwich bem como as técnicas
de Bradford modificada (Figura 7), Griess, cromatografia de permuta aniénica e sintese de
cDNA.

Figura 7 - Placa com resultado de técnica de quantificacéo de Figura 8 - Resultado de titulag&o de subclasses de IgG anti-
proteina de Bradford modificada. (Fotografia do autor) Trypanosoma brucei brucei. (Fotografia do autor)

Ainda no decurso do trabalho realizado foram apresentados seminarios do grupo de
investigacao, para discussdo dos resultados obtidos. Foram também realizadas duas
apresentacdes orais, uma nas sessfes comemorativas do Il Aniversario do FAUNA, nucleo
da AEFMV, e outra no 2° Congresso Nacional de Medicina Tropical, organizado pelo IHMT-
UNL. Do trabalho realizado foram ainda elaboradas duas comunicacdes em poster no
congresso iMed5.0 organizado pela AEFCM-NOVA e no Xl Congresso Mundial de

Inflamacéo, organizado pela SBI (Anexo A).
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1. Tripanossomoses

1.1. Definicdo de Tripanossomose e enquadramento taxondémico
Designa-se de tripanossomose qualquer doenca resultante da infegdo por um protozoério do
género Trypanosoma (Figura 9). Estas doencas manifestam-se maioritariamente nos
mamiferos.

Verificam-se ainda diversas espécies que parasitam aves (T.avium), répteis (T.varani,
T.cheloni), anfibios (T.rotatorium) e peixes (T.triglae, T.granulosum) sendo a infe¢do por
estas espécies considerada, na maioria dos casos apatogénica (Stevens & Brisse, 2004;
Telford, 2009).

Estes protozodrios pertencem ao filo Sarcomastigophora, que compreende os sub-filos
Mastigophora (flagelados), Sarcodina (amebas) e Opalinata (opalinas). Estdo, como
flagelados integrados no sub-filo Mastigophora, pertencendo a ordem Kinetoplastida
(Hickman, Roberts & Larson, 2001).

Sendo os parasitas do género Trypanosoma pertencentes a ordem Kinetoplastida, s&o
protozodrios que possuem uma mitocondria modificada, repleta de DNA, designada por
cinetoplasto. Este cinetoplasto intervém ativamente na locomogao destes seres, sendo o
ponto de insercdo do flagelo (Bowman, 2009). Na zona de inser¢cdo do flagelo existe
também uma regido, denominada bolsa flagelar, que contém uma grande concentracdo de
proteinas transportadoras, bem como vesiculas de endo e exocitose, sendo assim encarada
como a zona de trocas com o meio exterior e de integragdo de componentes membranares

recém-sintetizados (Stevens & Brisse, 2004).

Figura 9 - Tripomastigotas de Trypanosoma brucei num esfregaco sanguineo corado por Giemsa. (Fotografia do autor)




A posicéo relativa do cinetoplasto face ao nucleo difere consoante as diferentes formas que

0s parasitas apresentam, bem como a presenca de flagelo. Os Tripanossomatideos, familia

integrada na ordem Kinetoplatida, que também inclui o0s géneros Leishmania,

Herpetomonas, Chrithidia, Blastochrithidia e Leptomonas, entre outros podem assim

apresentar seis formas diferenciadas pelas caracteristicas supracitadas (Bowman, 2009):

A forma Amastigota, sem flagelo visivel ao microscépio 6tico, intracelular e comum
no hospedeiro vertebrado no género Leishmania, no caso das espécies
Trypanosoma cruzi, T.rangeli e de outros tripanossomas apatogénicos de répteis
(Figura 10);

A forma Promastigota, flagelada, com o cinetoplasto em posi¢cdo anterior ao nucleo
do parasita, presente no hospedeiro invertebrado no género Leishmania e
Herpetomonas (Figura 11);

A forma Epimastigota, também flagelada, com o cinetoplasto localizado
posteriormente ao nlcleo do parasita, presente no intestino médio dos vetores
invertebrados do género Trypanosoma (Figura 12);

A forma Tripomastigota, em que o cinetoplasto se insere no polo posterior da célula,
onde se insere um flagelo que descreve com a membrana celular do parasita uma
estrutura designada membrana ondulante. Esta é a forma livre circulante dos
parasitas do género Trypanosoma (Figura 9);

Existem ainda as formas Coanomastigota e Opistomastigota, intermédias entre
Promastigota e Epimastigota e Epimastigota e Tripomastigota, respetivamente. A
forma Coanomastigota € globosa, truncada anteriormente e presente no género
Chrithidia . A forma Coanomastigota, de perfil afilado e cinetoplasto subterminal esta

presente no género Herpetomonas (Figura 13 e Figura 14) (Telford, 2009).

Figura 10 - Amastigotas de Leishmania infantum no interior de Figura 11 - Forma Promastigota de Leismania infantum em
um macréfago. Esfregago de medula dssea corado por meio de cultura corado por Giemsa. (Imagem gentiimente
Giemsa. (Fotografia do autor) cedida por Dra. Lidia Gomes - Laboratério de Doengas
Parasitarias FMV-UTL)
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Figura 12 - Epimastigotas de Trypanosoma cruzi. E notéria a posi¢do do cinetoplasto em relacdo ao nicleo (seta preta).
(Adaptado de Ulisses de Carvalho, 2012)
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Figura 13 - Chrithidia luciliae, notar o aspeto globoso e Figura 14 - Herpetomonas muscarum, notar a forma
truncado préprio da forma Coanomastigota. (Fonte: Tree of alongada da Opistomastigota e a localizagdo do cinetoplasto
Life Project Web, 2009) (Fonte: Ardelean, 2006)
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O género Trypanosoma sofreu varias divisdbes. Gragas a dados morfologicos e
epidemioldgicos este género foi dividido em duas seccdes: Salivaria (parasitas transmitidos
pela regurgitacdo de saliva do vector) e Stercoraria (parasitas transmitidos pelas fezes do
hospedeiro intermediario). Dentro das divisdes Stercoraria e Salivaria existem ainda sete
subgéneros, propostos por Hoare (1972): Megatrypanum, Schizotrypanum e Herpetosoma,
na divisdo Stercoraria, Nannomonas, Pycnomonas, Dutonella e Trypazoon na divisdo
Salivaria (Figura 15).

Com o advento do uso de técnicas de biologia molecular para caracterizacéo filogenética,
foram ainda criados clades, como o clade aquatico (parasitas que pertencem a peixes,
anfibios e anelideos, sendo estes Ultimos os principais animais implicados no papel de
vetor), ou o clade Trypanosoma brucei. Estes clades consistem em agrupamentos de
parasitas do mesmo género, geneticamente menos distanciados entre si que 0s restantes
do género, e com caracteristicas similares no que respeita aos respetivos hospedeiros
(Figura 16) (Stevens & Brisse, 2004).



Figura 15 - Sistematica do género Trypanosoma e respetivos subgéneros. (Stevens & Brisse, 2004 e Gongalves, 2011)
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Assim, os parasitas do género Trypanosoma sao ubiguos como parasitas de animais do filo
Chordata, sendo transmitido por vetores invertebrados na maioria dos casos, como também

enunciado pela Figura 16.



Figura 16 - Arvore filogenética de Tripanossomatideos baseada na anélise de sequenciacdo genes que codificam SS rRNA e da
enzima gliceraldeido-fosfato desidrogenase glicossomica (gGAPDH). (Hamilton, Gibson & Stevens, 2007)
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2. Tripanossomoses nos mamiferos

Existem diversas espécies de Trypanosoma cuja infecdo pode causar doenca no hospedeiro
mamifero (Bowman, 2009). Diferentes espécies podem provocar diferentes quadros clinicos
com denominac¢des diferentes. Os quadros clinicos denominam-se Tripanossomose
Africana, também conhecida por Doenca do Sono ou Nagana, Surra ou Mal-de-Cadeiras,

Daurina e Tripanossomose Americana ou Doenca de Chagas.

2.1. Tripanossomose Africana
A Tripanossomose Africana (TA) € a doenca causada pela infecdo do hospedeiro mamifero
por diversas espécies de Trypanosoma da divisdo salivaria transmitidos pelas moscas Tsé-
tsé (Glossina spp.) (Figura 16). Estas espécies estdo confinadas ao continente africano
(Figura 17) com a excegédo de Trypanosoma vivax que é transmitido de forma mecénica no
continente americano (Silva, Seidl, Ramirez & Dévila, 2002; Taylor & Authié, 2004).

Figura 17 - Glossina sp. procedendo a sua refeicdo de sangue. (Fonte: Enciclopaedia Britannica, 2013)

Figura 18 - Area de distribuic&o das Glossina no continente africano, descrevendo o chamado "Cinturéo das Tsé-tsé".
(Adaptado de Michigan State University, 2013)

¢20 atual de vetores do genero Glossing
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2.1.1. Hospedeiros suscetiveis
Existindo Tripanossomose Humana Africana (THA) e Tripanossomose Animal Africana
(TAA) estas sédo designadas por Doenca do Sono e Nagana, respetivamente (Taylor &
Authié, 2004).
Na Tabela 1 estdo resumidas as espécies de Trypanosoma causadoras de THA e TAA bem

como os seus hospedeiros suscetiveis.

Tabela 1 - Espécies de Trypanosoma causadoras de Tripanossomose Africana. (Adaptado de Taylor & Authié (2004))

Subgénero Espécie Hospedeiros Suscetiveis

Trypazoon Trypanosoma brucei brucei Ruminantes, equinos, asininos,

camelideos, suinos, caes, gatos e

roedores
T. brucei rhodesiense Ruminantes, humanos (THA Aguda),
roedores
T. brucei gambiense Humanos (THA cronica), roedores
Nannomonas Trypanosoma congolense Ruminantes, equinos, asininos,

camelideos, suinos, caes e roedores
Trypanosoma simiae Pequenos ruminantes, suinos, caes
Pycnomonas Trypanosoma suis Suinos
Duttonella Trypanosoma vivax Ruminantes, equinos, asininos,

camelideos e cdes

A capacidade infeciosa destes parasitas estd dependente de fatores tripanoliticos existentes
no plasma dos hospedeiros e da capacidade de resisténcia do parasita a estes. Os fatores
tripanoliticos séricos estdo apenas descritos em humanos e simios, ndo tendo sido
encontradas referéncias a estes em animais domesticos (Pentreath & Kennedy, 2004; Baral,
2010).

No soro humano normal estdo descritos dois complexos tripanoliticos TLF1 e TLF2,
lipoproteina de elevada densidade (HDL) e imunocomplexo pobre em lipidos,
respetivamente que mediam a lise independente do sistema imunitario de tripanossomas

(Baral, 2010). A composicéo destes complexos esta apresentada na Tabela 2.
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Tabela 2 - Constituigdo dos complexos tripanoliticos do plasma humano. (Fonte: Baral, 2010)

Nome e tamanho do complexo tripanolitico Constituicao

TLF1 (500kDa) e Apolipoproteina A-1 (ApoA-1)
e Haptoglobin-related protein (Hpr)
e  Apolipoproteina L-1(ApoL-1)
e Human  Cathelicidin  Antimicrobial Peptide
(hCAP18)
e Glicosilfosfatidil inositol Fosfolipase D (GPI-PLD)
e  ApoA-2
e Paraoxanase
TLF2 (1000kDa) e ApoA-1
. Hpr
e ApolL-1
. hCAP18
. GPI-PLD
. IgM

A acdo tripanolitica dos TLF esta principalmente atribuida & Apolipoproteina L-1 (ApolL1),
onde foram descritos um dominio formador de poros, um dominio de aderéncia membranar,
e um dominio de interacdo com as Serum resistance-associated glycoproteins (SRA), um
tipo de glicoproteina variavel de superficie (VSG, do inglés Variable surface glycoproteins)
codificadas por um gene especifico, 0 gene SRA, que conferem resisténcia aos TLR a T.
brucei rhodesiense.

O efeito desta apolipoproteina € sinérgico com o0s restantes componentes do TLF,
nomeadamente com a Haptoglobin-related protein (Hpr).

A remocdo da cadeia C-terminal da ApoL1, equivalente ao dominio que manifesta interacéo
com as SRA pode lisar inclusive T. brucei rhodesiense, resistente a esta proteina, tornando
a ApolLl deletada uma boa arma terapéutica de origem humana (Taylor & Authié, 2004;
Nolan, Garcia-Salcedo, Vanhamme & Pays, 2004; Baral, 2010).

A resisténcia de Trypanosoma brucei gambiense aos fatores tripanoliticos do soro humano
deve-se a mutacBes que alteram a conformacdo do recetor HbHp, diminuindo assim a
interiorizacdo de TLF pelo parasita. (Gadelha, Holden, Allison & Field, 2011)

2.1.2. Epidemiologia e Ciclo de Vida
A principal via de transmissao destes agentes é a via vetorial, estando também descritas na
literatura, embora com menor relevo e apenas para T. brucei gambiense e T. brucei brucei,
as infe¢des por via transfusional, venérea, congénita e oral. (Moloo, Losos & Kutuza, 1973;
Bowman, Hendrix, Lindsay & Barr, 2001; Rocha, Martins, Gama, Brandao & Atouguia, 2004;
Oba, Gahtse, Bowassaa, Nika & Obengui, 2011)
Estes agentes, sendo quase exclusivamente transmitidos pela via vetorial, estdo confinados,

salvo a excecdo de T. vivax acima mencionada ao bioma das moscas Tsé-tsé, também
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denominado o “cinturdo das Tsé-tsé”. Este cinturdo descreve a area da porgao subsariana
de Africa que vai da costa ocidental & costa oriental descrito na Figura 18

Estudos indicam que entre os anos 2000 e 2009 foram reportados cerca de 42000 casos de
THA e cerca de 70 milhdes de pessoas se encontram em risco de contrairem a doenca.
Estima-se ainda que a forma crénica da doencga, provocada por T. brucei gambiense, ocorre
em 90% dos casos, sendo que a forma aguda da THA, causada por T. brucei rhodesiense, é
responsavel por 10% dos casos. Esta ultima subespécie é considerada zoondtica.

Outros estudos estimam que 50 milhdes de cabecas de gado bovino estdo em risco de
contrairem Nagana todos os anos assim como 70 milhdes de pequenos ruminantes se
encontram também em risco, nas regides endémicas (Holmes, Eisler & Geerts, 2004;
Welburn, Févre, Coleman & Maudlin, 2004; Simarro, Jannin & Cattand, 2008; Coustou,
Plazolles, Guengan & Baltz, 2012; Simarro, et al., 2012).

Esta doenca foi considerada como a terceira doenca parasitaria mais frequente do
continente africano, seguida da Malaria e da Esquistossomose (Welburn et al., 2004).

A capacidade zoonotica de T. brucei rhodesiense é probleméatica por duas razdes, a infe¢éo
nos reservatérios € pouco patogénica, podendo tornar-se inaparente, e um numero elevado
de passagens por animais aumenta o risco de T. brucei brucei expressar o gene SRA,
transformando-o na subespécie Rodesiense.

A existéncia de hospedeiros reservatérios para T. brucei gambiense é controversa, existindo
relatos de infecdo inaparente em ovinos e suinos. Os autores consideram, contudo que a
doenca causada por este parasita ndo pode ser considerada zoondtica (Welburn et al.,
2004; Njiokou, et al., 2010; Aksoy, 2011).

Epidemiologicamente no caso da THA, pode-se distinguir uma divisdo geografica onde se
consegue observar uma tendéncia para a presenca da forma crénica da THA na costa
ocidental de Africa e da forma aguda apenas na costa oriental (Figura 19). A raz&do aparente
para esta divisdo é a especificidade das duas subespécies de T. brucei para espécies de
glossina diferentes, sendo que a subespécie Gambiense se encontra mais adaptada as
glossinas higrofilas, como é o caso de Glossina palpalis, enquanto a Rodesiense apresenta
melhor adaptacdo a glossinas xerdfilas e mesdfilas, nativas do ecossistema de savana,

como é o caso da espécie Glossina morsitans morsitans (Simarro et al., 2008; Aksoy, 2011).
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Figura 19 - Mapa de casos reportados de THA por pais em Africa por ano, note-se a diviséo entre as subespécies de
Trypanosoma brucei. (Adaptado de Simarro et al., 2008)
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A infecdo da-se na maioria dos casos durante a refeicdo de sangue do vetor, onde o
parasita migra das glandulas salivares do artropode até a derme por regurgitacdo deste.
Nesta fase o parasita multiplica-se ativamente, induzindo uma resposta inflamatéria tecidual.
Essa resposta vai-se repercutir na formacdo de uma lesdo nodular, o cancro de inoculacao,
que corresponde a porta de entrada do parasita e onde histologicamente se evidencia
edema, infiltracdo linfocitaria, mastocitéria, eosinofilica e macrofagica e onde também se
podem evidenciar parasitas em divisdo. Seguindo-se a esta divisdo os parasitas circulam
pelo sistema linfatico até aos linfonodos regionais onde desencadeiam uma resposta
proliferativa por parte dos linfécitos B, e um aumento da migracéo de células das linhagens
T CD4+ e CD8+.

Dai os parasitas migram através do ducto toracico até a circulagdo sanguinea,
desencadeando o inicio da parasitémia. Esta é detetavel entre 5 a 21 dias pdés-infecéo
dependendo da espécie animal afetada e da via de infe¢do. (Taylor & Authié, 2004)

No sangue, os parasitas tendem a diferenciar-se em formas longas e replicativas (slender),
responsaveis pelo aumento da parasitémia, e curtas e infetantes para o vetor (stumpy)
(Figura 21), diferenciadas para infetar o hospedeiro invertebrado. A diferenciacdo dos
parasitas da-se em duas vertentes: A alteracdo das vias metabdlicas, adaptando o
metabolismo ao microambiente do intestino médio do vetor, tornando a forma stumpy néo
replicativa, e alteracdo do revestimento proteico. Esta alteracdo ocorre ja no invertebrado,
determinando a transicdo de tripomastigota sanguineo stumpy para tripomastigota
prociclico, e consiste na substituicdo do revestimento glicoproteico das glicoproteinas

variaveis de superficie (VSG) (Figura 20), mediado por duas enzimas, a Fosfolipase C (PLC)
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e a Metaloproteinase de superficie (MSP), que clivam as regides glicosilfosfatidil inositol e
proteica respetivamente, das VSG permitindo a sua libertagdo. A esta substituicdo sucede-
se a substituicdo deste revestimento glicoproteico por outro, composto por glicoproteinas

denominadas prociclinas (Baral, 2010).

Figura 20 - Diferenciacé@o Slender/Stumpy num pico de Figura 21 - Tripomastigota de Trypanosoma brucei brucei
parasitémia, e Stumpy/Forma Prociclica dentro do hospedeiro Slender em divisdo (Seta) com forma Stumpy acima
invertebrado. (Adaptado de Matthews, Ellis & Paterou, 2004) (Giemsa, ampliagdo 1000x). (Fotografia do autor)
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Uma vez no intestino médio do hospedeiro invertebrado as formas prociclicas diferenciam-
se em epimastigotas, migrando pela endolinfa do artopode até se alojarem nas glandulas
salivares. Ai diferenciam-se novamente em tripomastigotas metaciclicos, as formas

infetantes para o hospedeiro vertebrado (Figura 22) (Taylor & Authié, 2004).
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Figura 22 - Ciclo de vida de T. brucei, uma representacéo tipica da transmissao vetorial dos Tripanossomas veiculados por
Glossinas (Adaptado de Center for Disease Control and Prevention, 2012)
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Dado o contexto deste trabalho, refira-se que a transmissdo por via oral foi descrita por
Moloo e colaboradores em 1973, e Laveran e Mesnil em 1912, que alimentando caes com
carne de cabra infetada, e gatos com murganhos e cobaios infetados, respetivamente, estes
ficavam infetados. A principal particularidade desta via de infecdo era a detecdo tardia de
parasitémia, até 60 dias apds a ingestdo dos tecidos contaminados. Embora esta via de
transmissao nao seja bem descrita, pode ser importante nas regides endémicas, em animais

carnivoros e omnivoros, silvestres e errantes (Bowman et al., 2001).

2.1.3. Fisiopatologia, Imunopatogenia e Mecanismos de Viruléncia do
Parasita

Estes parasitas provocam uma doenca com duas fases distintas, uma fase aguda inicial ou
hemolinfatica, de sintomatologia inespecifica, com parasitémia oscilante, podendo ser
bastante exuberante, no caso das infecBes por T. brucei rhodesiense em humanos ou certos
isolados de T. vivax da costa oriental africana em bovinos (que podem dar a origem a
guadro hemorragico por coagulacao intravascular disseminada — CID), ou virtualmente
indetetaveis como sdo exemplo as infecbes por T. brucei gambiense em humanos ou T.

brucei brucei em racas bovinas nativas do continente africano. (Taylor & Authié, 2004)
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Verifica-se também uma fase cronica, ou nervosa, onde as espécies de Trypanosoma,
especialmente aquelas com capacidade de abandonarem o compartimento intravascular,
como é o caso de T. brucei e T. vivax que invadem o sistema nervoso central (SNC)
causando direta ou indiretamente danos, e consequentemente sinais clinicos mais
especificos de doenga neurolégica (Taylor & Authié, 2004).

A replicacdo das formas tripomastigotas no sangue vai gerar um pico de parasitémia,
geralmente acompanhado de febre e prostragcéo. A este pico sucede-se um pico no titulo de
imunoglobulinas, uma a duas semanas apos, principalmente composto por IgM (Taylor &
Authié, 2004).

Apbs o controlo do primeiro pico de parasitémia pelo sistema imunitario, principalmente
devido a acdo de anticorpos que participam também da ativagdo do sistema complemento
(SC), os parasitas sofrem um fenémeno de variacdo antigénica, onde a variante antigénica
dominante é destruida pelo sistema imunitario e uma variante com VSG de antigenicidade
diferente é selecionada, replicando-se, e seguidamente tornando-se responsavel por um
pico de parasitémia como a variante antigénica dominante (Figura 23). Esta variacdo €
mediada tanto pela ativagcdo da expressdo de pseudogenes teloméricos, durante a
replicacdo das formas sanguineas que codificam varias sequéncias de VSG, como pelo
mecanismo de recombinacdo génica por crossing-over das regides teloméricas, durante a

mitose, na replicacéo ativa das formas Slender (Baral, 2010).

Figura 23 - Representacéo esquematica do fluxo parasitario nos picos de parasitémia verificados na Tripanossomose
Africana. (Adaptado de Journal of Undergaduate Studies, 2010)
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Ap6s o0 inicio da parasitétmia sucedem-se as alteragBes sistémicas durante o
desenvolvimento da doenga, como anemia, hepatomegdlia e esplenomegalia, leucopénia,
trombocitopénia, entre outras, exploradas em detalhe seguidamente (Pentreath & Kennedy,
2004; Taylor & Authié, 2004)
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Tabela 3 - AlteragGes fisiopatoldgicas decorrentes da infecdo por Tripanossomas causadores de TA. (Adaptado de Taylor &
Authié, 2004 e Kubata et al., 2007)

Alteracao Fisiopatolégica Causas

Anemia e Fagocitose por adsorcéo de epitopos do parasita ou dessializagdo membrana celular
e Lise das hemacias por dano da membrana prococado por fosfolipases do parasita, ou mediada
por auto-anticorpos

e Diseritropoiese (alteracdo da eritropoiese)

Leucopenia com: e Fagocitose por macréfagos das linhagens
e Diminuicdo da contagem de linfocitos e precursoras dos granulécitos e eritrécitos na
granulécitos na fase aguda medula 6ssea
e Linfocitose na fase cronica, com e Supressdo da replicagdo de células por
diminuicdo da contagem das restantes desregulacéo da resposta imunitaria
linhagens
Trombocitopenia e Destruicdo das plaquetas por fosfolipases

e Destruicdo imunomediada

e  Sequestro na ocorréncia de CID

Diminuig&o dos fatores do e Interacdo das VSG com o fator C3b, com a inibicdo das C3 convertases,
sistema complemento restringe a ativacdo do sistema do complemento
e As mesmas VSG ativam o sistema do complemento pela via alternativa
esgotando fatores
e A perda de fatores precoce predispde a:
o Diminuigdo da lise mediada pelo sistema do complemento, ativado
pela via classica
o Diminuicdo da solubilizagdo dos imunocomplexos, possibilitando a
deposicao destes nos tecidos e inflamagéo adicional
o Diminuic&o da selecéo de clones de linfocitos B, com especificidade
antigénica, prejudicando a competéncia da resposta humoral

Esplenomegalia e Aumento da polpa branca por infiltracdo dos septos conjuntivos por macréfagos e
linf6citos, e aumento dos nucleos germinativos

e Aumento da polpa vermelha por aumento da populacéo do sistema reticulo-endotelial

(SRE) na zona dos sinusoides, aumentando a fagocitose de parasitas e leucécitos bem

como a hemocatérese

Hepatomegélia e Congestéo que em anemias graves pode levar a discreta necrose centrolobular

e Hiperplasia das células de Kupffer com aumento da fagocitose e hemocaterése

Desequilibrios e Ainflamagao e necrose multifocal do hipotalamo, com menor expressao da hipoéfise vai
neuro-hormonais inibir a libertacdo das hormonas tréficas, e interferir com os mecanismos de feedback
e reprodutivos negativo nestes 6rgaos

e A diminuicdo dos niveis de T4 e glucocorticoides vai provocar a diminuicdo do
metabolismo basal e alteragbes na gluconeogénese, fertilidade, resisténcia ao stress,
permeabilidade vascular e funcdo gastrointestinal

e A diminuicdo da GnRH vai impossibilitar a manutencdo de ciclos reprodutivos
regulares. Esta perturbagdo aliada ao estado debilitado do animal e fatores libertados
pelo parasita como a PGF,,, vai culminar em infertilidade, por aborto, endometrites
com persisténcia do corpo liteo, ou formagédo de quistos ovaricos

e A penetracdo na barreira hemato-testicular pelo parasita, vai causar uma
orquiepididimite, com destruicdo do parénquima e subsequente azoospermia.
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A passagem de tripanossomas através da barreira hematoencefalica (BBB do inglés Blood-
brain barrier) € um processo misto, onde é necessario um ambiente pré-inflamatério, com
elevada concentracdo de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interferdo gama (IFN-y), e
a ativagdo das metaloproteinases de matriz (MMP do inglés Matrix metaloproteases) do
hospedeiro por enzimas proteoliticas do parasita. Estas MMP véo degradar os componentes
das laminas basais que compdem a BBB, abrindo lacunas por onde os parasitas se podem
deslocar para dentro do SNC, seguidos por células inflamatérias (Geurts, Opdenakker, &
Van den Steen, 2012).

Os achados histopatoldgicos encontrados sdo de meningoencefalite e meningomielite, com
infiltrados de natureza monocitaria, de localizacbes variaveis conforme a espécie do parasita
e do hospedeiro. No caso de Trypanosoma brucei os locais de eleicdo sdo os plexos
coroideus, possivelmente pela menor espessura da BBB nessa regido (Bisser, et al., 2006).
Esta inflamag&o vai ndo s6 desencadear o0s primeiros sinais clinicos consistentes com a fase
neuroldgica, como vai desencadear o aumento de producéo de TNF-a e interleucinas como
IL-8 e IL-10 dentro do SNC. Esta resposta vai aumentar os titulos de IgM intratecais, bem
como estimular a producédo de autoanticorpos contra galactocerebrésidos e mielina, levando
ao agravamento do quadro sintomatolégico bem como do prognéstico (Bisser, et al., 2006).
Nesta altura a expresséo e concentracdo de transforming growth factor beta one (TGF-f1)
diminui, marcando uma mudanca de resposta anti-inflamatéria para pré-inflamatéria. Esta
diminuicdo quando evidenciada, esta relacionada com menor sobrevivéncia dos animais
doentes. (Masocha, Amin, Kristensson & Rottenberg, 2008; MacLean, Reiber, Kennedy &
Sternberg, 2012)

A formacado de imunocomplexos, dada a pronunciada morte de parasitas com elevada carga
antigénica, e substituicdo sucessiva de variantes antigénicas dominantes é uma
componente importante da fisiopatologia da TA. Este componente é também partilhado com
outras doencas parasitarias como a Febre da Costa Oriental — Theileriose por Theileria
parva (ECF do inglés East coast fever), a Babesiose, a Leishmaniose e a Malaria (Taylor &
Authié, 2004; Bowman, 2009; J. Atouguia, comunicacdo pessoal, Fevereiro de 2011; I.
Pereira da Fonseca, comunicagéo pessoal, Fevereiro de 2011).

Outro componente essencial para a fisiopatologia desta doencga é a alteragdo da resposta
imunitaria tanto por fatores produzidos pelo parasita, como por certas substancias libertadas
por estes (De Sousa, Atouguia, & Silva, 2011). Um resumo das substancias produzidas e
libertadas pelo parasita que influenciam a fisiopatologia da doenca, por imunomodulagéo,

evasao imunitaria ou dano celular e tissular é apresentado na Tabela 4.
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Substancia

Tabela 4 - Fatores intrinsecos do parasita que contribuem para a fisiopatologia da TA

Libertado
ativamente ou
por morte do
parasita

Trypanosome Estimulagdo de linfocitos CD8+ para a producdo de Ativamente De Sousa et
linfocite- IFN-y al., 2010
triggering factor
(TLTF)
PGD: Estimula a apoptose dos parasitas circulantes. Ativamente Kubata et
Potente soporifero. al., 2007
PGE> Potente pro-inflamatorio. Ativamente Kubata et
al., 2007
PGF2q Estimula diferenciacio dos parasitas. Luteolitico, Ativamente Kubata et
provocando abortos. al., 2007
Sialidase e trans- Cliva o acido sialico existente na superficie dos Ativamente Coustou et
Sialidase eritrécitos induzindo a sua fagocitose pelas células do al., 2012
Sistema reticuloendotelial. Contribuem também para a
sializacdo das VSG, importante para a protegdo dos
parasitas.
Metaloproteinase Intervém na diferenciacdo dos parasitas na forma Ativamente Baral, 2010
de superficie prociclica, no mecanismo de variagdo antigénica e na
(MSP) penetracdo nos tecidos, ativando MMP.
Fosfolipase C e Intervém na diferenciacdo do parasita para a forma Ativamente/Morte  Taylor &
A2 prociclica. A acao litica destas enzimas provoca lesées Authié,
nas membranas celulares, tém funcdo hemolitica e 2004; Baral,
anticoagulante. 2010
VSG e ancora de As VSG sdo altamente imunogénicas induzindo uma Ativamente Taylor &
GPI resposta inflamatéria que se torna imunossupressora. replicacao/Morte Authié,
A formacgéo de imunocomplexos e deplecéo dos 2004; Baral,
fatores do SC, resultantes da imunogenicidade e 2010; De
capacidade de interagdo das VSG com o SC, sao Sousa et al.,
também uma parte importante da fisiopatologia da 2010
doenca.
As ancoras de GPI (glicosilfosfatidil inositol) estimulam
a secrecao de TNF-a por macréfagos que em fases
avancadas da doenga é nefasta para o hospedeiro.
Proteases Ativam as MMP, possibilitando a invasé@o das barreiras  Ativamente Taylor &
cistinicas hemato-orgénicas, e a ativacgdo de mediadores Authié,
(congopaina, inflamatdrios e cascata da coagulagéo. 2004;
brucipaina) Coustou et
al., 2012;
Geurts et
al., 2012
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A imunomodulacdo que o parasita realiza, pela libertacdo do TLTF € talvez a componente
mais importante da imunopatogenia da doenca. O TLTF € um péptido que induz a producao
de IFN-y por linfécitos CD8+.

O IFN-y é considerado como fator tréfico para as formas sanguineas de Trypanosoma
brucei, e participa também na imunossupressdo que ocorre durante a doenca. Esta
producdo é dependente do estadio da infecdo e do tecido em questdo (De Sousa et al.,
2011).

A producédo de IFN-y induz a libertacdo de interleucina 12 (IL-12), TNF-a e 6xido nitrico
(NO), por ativagdo de macréfagos do tipo M1, estabelecendo uma resposta Thl, que por
sua vez, quando desregulada na doenca crénica vai inibir a proliferacdo de células T,
contribuindo para imunossupresséo. A producgéo desregulada de TNF-a nas fases cronicas
da doencga vai provocar diseritropoiese, resultando em anemia ndo regenerativa (De Sousa
et al., 2011).

Dado o perfil Thl dominante, as subclasses de IgG anti-T. brucei dominantes séo lgG2a e
IgG3. Estas subclasses participam ativamente na ativacdo do sistema do complemento pela
via classica, sendo que apenas a IgG3 tem elevada afinidade para os recetores das células
fagociticas (Baudino, Silveira, Nakata & lzui, 2006).

A ativacdo de macrofagos por fatores intrinsecos do parasita, como as VSG e as respetivas
ancoras de GPI, resulta na producdo de TNF-a e NO por via ndo dependente de IFN-y
(Baral, 2010).

A libertacdo de IL-4, IL-10 e TGF-B1 tende a ser inibida ao longo do decorrer da infecéo,
sendo que a producao destas citocinas na fase cronicas € correlacionada com o controlo da
infecdo e consequente tripanotolerancia (De Sousa et al., 2011).

A imunossupressao advém nao s6 da desregulacao da resposta Thl acima citada, como da
proliferacdo sucessiva de populacdes de células B por sucessiva estimulacao destas por
diferentes variantes antigénicas do parasita, diminuindo assim as reservas de células B-
naive, impedindo deste modo a resposta humoral e celular contra outras agressfes externas
(Taylor & Authié, 2004).

2.1.4. Sinais clinicos
Os sinais clinicos da TA séo varios dependendo do quadro clinico e da fase da doenca que
cada animal apresenta. O quadro clinico depende da espécie, da raga, ou da estirpe do
hospedeiro, da espécie e estirpe do parasita e do estado alimentar e higido do hospedeiro.
A Tabela 5 resume a gravidade dos quadros clinicos segundo as espécies de hospedeiro e

parasita.
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Tabela 5 — Descricdo das espécies de Tripanossoma patogénicas para cada espécie animal e gravidade do quadro clinico
respetivo. (Fonte: Taylor & Authié (2004) e Pentreath & Kennedy (2004))

Espécie de Hospedeiro Espécie de Tripanossoma Gravidade do quadro clinico
Humano Trypanosoma brucei rhodesiense Grave

Trypanosoma brucei gambiense Moderado
Bovino Trypanosoma brucei brucei, Ligeiro

Trypanosoma brucei rhodesiense

Trypanosoma vivax Grave
Trypanosoma congolense Grave
Caprinos/Ovinos Trypanosoma brucei brucei, Moderado

Trypanosoma brucei rhodesiense,
T.brucei gambiense

Trypanosoma congolense Moderado

Trypanosoma simiae Ligeiro

Trypanosoma vivax Moderado
Suinos Trypanosoma brucei brucei, Ligeiro

T.brucei gambiense

Trypanosoma congolense Ligeiro
Trypanosoma simiae Grave
Trypanosoma suis Grave"
Equinos Trypanosoma brucei brucei Grave
Trypanosoma congolense Moderado
Trypanosoma vivax Moderado
Asininos Trypanosoma brucei brucei Grave
Trypanosoma congolense Moderado
Trypanosoma vivax Ligeiro
Camelideos Trypanosoma brucei brucei Grave
Trypanosoma congolense Grave
Trypanosoma vivax Moderado
Canideos e Felideos Trypanosoma brucei brucei Grave
Trypanosoma congolense Moderado
Trypanosoma simiae Moderado”

1 — Muito raro

2 - Ocorre em coinfec¢cdo com T. congolense

Os sintomas diferem com a gravidade do quadro clinico e com a espécie de hospedeiro,
contudo, na fase aguda da doenca estes tendem a ser inespecificos e comuns a outras
doencas parasitarias como a ECF, a babesiose, a leishmaniose, as rickettsioses,
anaplasmoses e erliquiose.

Os principais sinais clinicos na fase aguda da doenca, em especial nos bovinos, as espécies
mais afetadas, sdo a febre, a anemia, caquéxia e linfadenomegalia com esplenomegélia.

Outros sinais clinicos da fase aguda sdo dependentes das espécies afetadas.

22



Os quadros clinicos por espécie de animal doméstico sao explorados seguidamente (Taylor
& Authié, 2004).

e Bovinos
O quadro clinico nos bovinos depende muito da espécie que causa a infecdo, se existe
coinfeccao de varias espécies ou estirpes de parasitas, ou se a raga e espécie de bovino é
mais ou menos tolerante a infecdo (Murray, d’leteren & Teale, 2004; Taylor & Authié, 2004;
Bowman, 2009).
No geral, um sinal prédromo de infecdo podera ser o cancro de inoculagéo, lesdo tumefacta,
gquente e dolorosa. Este sinal nem sempre é evidente, especialmente em gado
tripanotolerante ou animais de pele escura. Seguidamente 0s sinais mais tipicos sdo a
anemia, notéria pela palidez das membranas mucosas, atingindo o hematdcrito os 15%
duas a trés semanas apos a infegdo (SPI). Os valores aumentam e estabilizam 6 a 8 SPI
nos quadros que evoluem para a cronicidade. Quadros hiperagudos causam a morte em 3 a
4 SPI, normalmente sem aumento do valor de hematécrito. Diagnésticos diferenciais para
anemia sdo anaplasmose, babesiose, leptospirose, ECF, parasitismo gastrointestinal por
tricostrongilideos ou Paramphistomum sp., esquistossomose, salmonelose, Ulcera abomasal
por stress e subnutricao.
Esta anemia é acompanhada por linfadenomegalia dos linfonodos que drenam o cancro de
inoculacdo, sendo generalizada ap6és o inicio da parasitémia. Esta alteracdo ajuda a
exclusao de varias causas de anemia principalmente se detetada antes da generalizagéo,
guando apenas os linfonodos drenantes do cancro se encontram aumentados.
A febre é notdria apds o inicio da parasitémia, e é oscilante, sendo que a temperatura
corporal aumenta e diminui com o0 aumento e diminuigdo da parasitémia.
Estes sinais sao sucedidos por diminuicdo do ganho médio diario, podendo ser evidente
emaciagao (Figura 24), e producdo leiteira e infertilidade manifestada por abortos, aumento
do intervalo inter-partos, orquites com diminuicdo da Vvitalidade e numero de

espermatozoides, podendo inclusive ser verificada azoospermia.

Figura 24 — Tripanossomose bovina. (A) Cria de zebu morta por episédio agudo de Nagana. (B) Zebus adultos afetado por
Nagana, com evidente emaciacao (Adaptado de Agencia Internacional de Energia Atomica (IAEA), 2002).
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Certos isolados, especialmente de T. vivax, oriundos da costa oriental de Africa podem
desencadear um quadro hemorragico, associado a CID.
Os animais infetados podem sofrer um fendmeno de auto-cura, dependendo da
tripanotoleréncia do hospedeiro e do isolado do parasita. Normalmente ndo se verificam
sinais neurolégicos, podendo existir alteracbes patoldgicas compativeis com
meningoencefalite em infecdes graves, normalmente quando se verifica infe¢do por duas ou
mais espécies em simultaneo (Taylor & Authié, 2004).

e Pequenos ruminantes
O quadro clinico nestas espécies € em tudo semelhante ao dos bovinos, embora com
menos sinais clinicos.
Os sinais mais notérios sdo a anemia, a perda de rendimento produtivo e a infertilidade,
sendo que o aumento da mortalidade neonatal é o fator mais importante desta, ao contrario
de o gue ocorre nos bovinos, onde o fator mais determinante para a infertilidade é o aborto.
(Taylor & Authié, 2004)

e Equinos e Asininos
As infe¢ds por T. brucei brucei em equinos sédo agudas e com quadro clinico grave, levando
a morte de 2 SPI até 3 meses pos-infe¢édo (MPI).
Para além da anemia, febre e linfadenomegélia, outro sinal muito caracteristico da doenca
nesta espécie sdo os edemas subcutaneos, nas paredes abdominal e toracica e membros.
Outra complicacdo decorrente da doenca nesta espécie é a queratoconjuntivite, podendo
dessa inflamacéao ocorrer ulceracao da cérnea e cegueira.
O quadro neurolégico esta presente nesta espécie, consistindo em ataxia progressiva que
termina em paralisia.
As infegdes por T. congolense e T. vivax tém evolugdo cronica podendo culminar em auto-
cura.
Nos asininos os quadros clinicos sdo de menor gravidade que nos equinos, sendo que as
infecbes por T.vivax sdo assintomaticas (Taylor & Authié, 2004).

e Suinos
O quadro clinico nos suinos, originado pela infecdo por T. brucei e T. congolense é um
quadro ligeiro que facilmente evolui para a cronicidade, em que o principal sinal clinico é o
aumento da incidéncia de aborto. Nos casos de infecdo por T. simiae as manifestacbes
clinicas podem ser bastante agudas, com sinais clinicos inespecificos, levando a morte em
poucos dias.
Os bacoros podem também manifestar sinais clinicos quando infetados por T. godfreyi.
Estes sinais clinicos constituem um quadro benigno que evolui para a cronicidade apos

crescimento dos animais, podendo mesmo dar origem a infec8es assintomaticas.
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A presenca de T. suis é raramente diagnosticado em suinos, provocando doenca aguda em
bacoros, levando a morte em 2 a 3 MPI, sendo que causa doencga benigna em adultos
(Taylor & Authié, 2004).

e Carnivoros
Os cées e os gatos sofrem doenca aguda a hiperaguda quando infetados por T.brucei,
caracterizada por elevada febre e parasitémia, anemia, edemas facial, toracico, abdominal e
dos membros, queratoconjuntivite, blefarite e uveite (Figura 25), mais especificamente no
segmento anterior da Uvea. Estes sintomas evoluem para um quadro neuroldgico
semelhante ao da Raiva e 0s animais morrem em poucas semanas.
Nos cées as infegbes por T. congolense e T. simiae s&o cronicas nas ragas locais, podendo
no caso de T. simiae ser assintomaticas (Bowman et al., 2001; Taylor & Authié, 2004;
Ezeokonkwo, Ezeh, Onunkwo & Obi, 2010).

Figura 25 - Céo com opacificagdo da cornea devido a uveite por T. b. brucei. (Fonte: Greene & Matete, 2006)

- e

e Humanos
Dada a sua importancia em saude publica nos paises da regido subsariana do continente
africano, ndo pode ficar omisso o quadro clinico presente nos seres humanos. Nesta
espécie existem dois quadros clinicos, um agudo, causado por T. b. rhodesiense, com morte
em semanas a meses e outro crénico provocado por T. b. gambiense, fatal em meses ou
anos.
Os sinais clinicos decorrentes de ambos os quadros nas fases hemolinfatica e neurolégica

encontram-se resumidos na Tabela 6 (Pentreath & Kennedy, 2004; Teixeira, 2013).
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Tabela 6 - Sinais clinicos tipicos da THA (Adaptado de Teixeira, 2013)

Fase Hemolinfatica

Sinais sistémicos Febre, astenia, cefaleia, edema facial, anemia
(maioritariamente hemolitica) e

adenomegalias.

Sinais dermatolégicos Eritema cuténeo, cancro de inoculacdo e
prurido.
Sinais gastrointestinais Alteracdes hepaticas, hepatomegalia e

esplenomegdlia.

Sinais cardiacos Taquicardia precoce, miocardite, insuficiéncia

cardiaca congestiva, pericardite.

Sinais enddcrinos Distarbios menstruais, esterilidade, aborto,
nados-mortos prematuros, alopécia, perda da
libido e impoténcia sexual, ginecomastia,

atrofia testicular e orquite.

Sinais oculares Irite, iridociclite, queratite, conjuntivite e atrofia

coroideia.

Fase neurolégica

Alteragdes psiquiatricas e mentais Lassitude e indiferenca, ansiedade e
irritabilidade, mania e agitacao,

comportamento violento e suicida, impulsos

sexuais descontrolados, delirium e
alucinacdes.
AlteracBes do sono Sonoléncia diurna, insénia noturna e crises

narcolépticas.

AlteracBes motoras e verbais Sinais piramidais, sinais extrapiramidais
(movimentos anormais ou involuntarios e
tremores), fasciculagdo muscular, discurso

lentificado/arrastado, ataxia cerebelar, neurite

e polineurite.

Alteragdes somatosensoriais Prurido, parestesia, hiperestesia e anestesia.

Reflexos anormais Reflexo queilo-oral e reflexo palmo-
mentoniano.

Alteracgdes visuais Diplopia, neurite 6tica, atrofia oOtica e
papiledema.
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2.1.5. Diagnéstico

O diagnostico da TA pode ser efetuado por vérias técnicas, descritas seguidamente. E
importante salientar a praticabilidade, custo, e sensibilidade destes ensaios, visto que TA é
uma doenca endémica em regides em que as populacdes dispdem de baixos recursos
financeiros e existem condicionantes técnicas importantes para 0 sucesso de certas técnicas
de diagnostico.

A Figura 26 realca a adequacdo das diferentes técnicas as realidades de campo e de
investigacao.

Figura 26 - Representacéo da adequacéao de diferentes técnicas de diagnostico as realidades de campo e de investigagéo.
(Adaptado de Eisler et al.,2004; Bisser & Courtioux, 2012 e Bouteille & Buguet, 2012)

*Visualizagcdo direta
*Esfregaco corado
*Microhematdcito (Woo)
*MAECT

*CATT

*ELISA/AC
*ELISA/Ag

*IFI

*PCR
*PCRreal-time
*Cultura
*Xenodiagnodstico

igacdo

Invest

Certas técnicas, como o0 xenodiagnéstico sdo bastante sensiveis e especificas mas a
complexidade de execucdo e a lentiddo dos resultados ndo as adequam a um contexto de
campo. Por outro lado a visualizacdo direta, em gota espessa ou esfregaco, cuja elevada
especificidade, facilidade de execucédo e baixo preco a tornam uma 6tima prova diagnéstica
em campo, tem uma sensibilidade baixa, podendo dar um grande numero de falsos
negativos, especialmente em infe¢des cronicas.
O diagnostico deve ser iniciado sempre pela histéria clinica e tomando em conta dados
epidemiolégicos (Eisler, Dwinger, Majiwa & Picozzi, 2004).
ApGs o0 estabelecimento de diagndsticos diferenciais existe uma pandplia de exames
complementares que se podem realizar para diagnéstico parasitologico. Estes podem ser
divididos em parasitologicos, serolégicos e moleculares (Buscher & Lejon, 2004, Eisler et al.,
2004, Bouteille & Buguet, 2012).

e Testes Parasitolégicos

o Exame de gota a fresco

Esta prova de diagnostico consiste na visualizacado direta do parasita, numa gota de sangue
ou de liquido cefalorraquidiano ao microscopio 6tico numa ampliacdo de 400x. Este exame é
100% especifico, ou seja oferece um diagndéstico positivo sempre que se verifique a

presenca de um parasita na preparacdo, contudo é pouco sensivel, requerendo uma
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parasitémia de pelo menos 10.000 parasitas/mL de sangue para que ocorra detecao.
(Biischer & Lejon, 2004).
o Esfregaco corado por Giemsa

Esta técnica difere da anterior na medida em que aumentando o volume de sangue e o
namero de campos visualizaveis, e corando as células do sangue, aspirado de linfonodos e
de cancro de inoculagédo ou liquido cefalorraquidiano permite diminuir o limiar de detecéo
5000 parasitas/mL de sangue, no caso deste fluido (Figuras 27, 28 e 29). Relativamente aos
aspirados (linfonodos e cancro de inoculagéo) o limiar de detecao tendera a ser menor visto
gue h& concentracdo de parasitas nestes locais (Blscher & Lejon, 2004).

Figura 27 - Aspeto de um Figura 28 - Aspeto de infegao por T. brucei Figura 29 - Aspeto de infegdo por T. brucei
esfregaco usado para brucei numa ampliag&do aproximada de 400x, brucei numa ampliagédo aproximada de
diagnéstico de hemoparasitas. corado com Giemsa. (Fotografia original do 1000x, corado com Giemsa. (Fotografia
(Imagem gentilmente cedida por autor) original do autor)

Daniela Portugal — IHMT-UNL)

o Concentracdo em microhematdécrito ou técnica de Woo
Recorrendo a centrifugacéo de sangue em tubos de microhematdcrito e a visualizacdo direta
da interface entre a camada flogistica e o plasma, é possivel a visualizacdo de
tripomastigotas méveis. Esta técnica permite diminuir o limiar de detecdo para menos de
500 parasitas/mL de sangue.
As desvantagens desta técnica sdo a necessidade de parasitas vivos, sendo necessario que
0 tempo que separa a colheita da centrifugacéo e visualizacao seja 0 mais curto possivel.
Outra desvantagem é a possibilidade de falsos negativos se houver microfilarémia
simultdnea. As microfilarias sendo maiores tendem a dificultar a visualizagdo dos
tripomastigostas (Buscher & Lejon, 2004; Eisler et al., 2004).

o Mini Anion Exchange Centrifugation Technique (MAECT)
Esta técnica consiste na passagem auxiliada por centrifugacdo de cerca de 300uL de
sangue numa pequena coluna de cromatografia por permuta anionica. Esta técnica diminui o
limiar de detecdo para 100 parasitas/mL. Esta técnica requer centrifugas mais
especializadas, com controlo de velocidade, e colunas de cromatografia préprias, cujo preco
pode limitar o0 uso desta técnica em campo (Buscher & Lejon, 2004).
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o Xenodiagnadstico
O xenodiagnostico tanto por inoculacdo de sangue em animais de laboratério (murganhos,
ratos, cobaios e coelhos), como por alimentacdo de glossinas tenerais, € um método
diagnostico lento e dispendioso, necessitando de condi¢gdes muito particulares, préprias de
centros de investigacgéo.
Para além de ser eticamente menos recomendavel que a cultura in vitro, os longos periodos
de incubacgéo e as diferentes interagcdes entre parasita e hospedeiro condicionam 0 sucesso
da técnica.
A grande vantagem desta técnica é permitir a confirmagéo da infecdo mesmo com uma
carga parasitaria baixa, por vezes indetetavel por visualizacdo direta. Esta técnica também
permite o isolamento do agente para cultura celular (Blscher & Lejon, 2004).

o Cultura in vitro
Este método de diagndstico é mais eticamente recomendavel que o xenodiagndstico por
n&do necessitar de animais Vivos.
Também permite o isolamento dos agentes para estudos posteriores a partir de uma baixa
carga parasitaria, sendo que as principais desvantagens sédo o tempo de incubacgéo elevado
e a necessidade de otimizacdo de meios de cultura especificos para os diferentes agentes.
A complexidade técnica e os elevados custos associados tornam esta técnica uma fraca
escolha no diagndstico de infecbes em campo (Silva, Seidl, Ramirez, & Davila, 2002;
Blscher & Lejon, 2004).

e Testes Serologicos

o Cardboard agglutination test for Trypanosomiasis (CATT)
O teste de aglutinacdo em cartdo (Figura 30) € amplamente utilizado para diagnéstico de
tripanossomose humana crénica, mostrando-se teoricamente bastante vantajoso para
diagndstico de infecao por espécies do subgénero Trypazoon na medida que as proteinas
gue constituem as variantes antigénicas dominantes sdo altamente conservadas nas
espécies.
De momento a utilizagdo é restrita & subespécie T. brucei gambiense visto existirem
problemas de sensibilidade, que originam muitos falsos negativos nas restantes
subespécies usando o antigénio comercial.
Estes testes ndo tém grande aplicacdo nas infe¢fes por outras espécies de Trypanosoma
causadoras de Nagana.
Sendo de f4cil realizagédo e relativamente pouco dispendiosa é considerada como uma boa
técnica de screening individual e populacional. (Buscher & Lejon, 2004; Bouteille & Buguet,
2012).
Outra técnica de aglutinacdo em matriz de latex (LATEX/T.gambiense) encontra-se

disponivel conferindo maior sensibilidade (Blscher & Lejon, 2004
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Figura 30 - Teste CATT, evidenciando aglutinag&o nos pogos 1, 3 4 e 9. (Fonte: Earlham College, 2003)
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o Fixacdo do complemento (Fc)
O teste de fixacdo do complemento € amplamente utilizado para programas de erradicagéo
de T. equiperdum, e tem demonstrado bons resultados em diagndstico de infe¢cdes por
T.congolense face a IFl. Contudo, dado a dificuldades de preparacdo de reagentes, de
estandardizacao, e atividade anti-complemento sérica esta técnica ndo € considerada uma
boa técnica de diagnéstico em tripanossomose bovina (Eisler et al., 2004).

o Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) para detecdo de anticorpos

(ELISA/Ac)

O teste ELISA para detecdo de anticorpos é considerado um bom teste de screening
populacional em rastreios epidemioldgicos (Figura 31). O ELISA tende a ser mais sensivel
gue a IFl, e tem como vantagem a possibilidade de avaliacdo de mais amostras em
simultaneo, o que reduz os custos de testagem. Esta técnica tem a desvantagem de ter uma
menor especificidade, o que confere a necessidade de estabelecimento de cut-off rigoroso,
também se verificando a possivel existéncia de uma “zona cinzenta” ampla, com bastantes
resultados duvidosos.
E possivel contudo o aperfeicoamento da técnica com proteinas recombinantes, em
alternativa a extrato de parasita total, que permitem aumentar a especificidade, por vezes a
custa da sensibilidade.
Escusado sera dizer que os ELISA para detecdo de anticorpos ndo permitem determinar o
estado de infecdo ativa, visto que a persisténcia dos anticorpos poés-terapéutica é longa

aumentando a ocorréncia de falsos-positivos ap6s cura parasitolégica (Eisler et al., 2004)
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Figura 31 - Placas de ELISA para detecado de IgG e IgM totais contra T.brucei brucei. (Fotografia original do autor)

o ELISA para detecdo de antigénio (ELISA/AQ)
O teste ELISA para detegéo de antigénio tem a vantagem de uma detecdo de infegéo ativa,
mais precoce que o ELISA para detecéo de anticorpos, sendo possivel a dete¢do do agente
10 a 15 DPI nos casos de T.congolense e T.evansi.
Contudo, estudos revelaram que a sensibilidade dos ELISA é insuficiente para diagndstico
uniformizado da tripanossomose bovina (Eisler et al., 2004).

o Imunofluorescéncia indireta (IFI)
A imunofluorescéncia indireta é um teste de diagndstico cuja sensibilidade e especificidade
altas conferem uma boa eficacia de diagnostico. Porém este teste tem varias desvantagens
gue condicionam a sua aplicacdo no diagndstico da tripanossomose bovina nos paises
endémicos. A primeira desvantagem é a necessidade de aquisi¢cao de transiluminadores ou
microscépios com foco UV, onerosos.
Uma dltima desvantagem é a reatividade cruzada entre espécies de Trypanosoma
diferentes dificultando assim a terapéutica (Eisler et al., 2004).

e Métodos Moleculares

o Polymerase chain-reaction (PCR)
A utilizacdo de PCR para diagnostico da infecdo por tripanossomas € extremamente
vantajosa por varias razfes. Primeiramente esta técnica permite detetar um parasita por
amostra analisada, o que lhe confere uma alta sensibilidade, especialmente em infecbes
cronicas com baixa parasitémia.
Outra vantagem desta técnica para diagnéstico é a especificidade de espécie, dependendo
das sequéncias de primers utilizados.
As desvantagens desta técnica prendem-se com o custo final da analise, que em baixa
escala pode ser maior que o suportavel para diagnéstico individual bem como a
necessidade de meios de processamento e execucdo da técnica especificos e indisponiveis
em certos locais endémicos (Buscher & Lejon, 2004, Eisler et al., 2004).
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o PCR em tempo real
O PCR em tempo real oferece mais duas vantagens relativamente ao PCR convencional. A
primeira é a obtencdo de resultados em menos tempo, com processamento de mais
amostras em simultdneo. E a outra vantagem é a quantificacdo de carga parasitaria,
medicao que nado é possivel com a metodologia convencional.
A maior desvantagem é o0 preco e necessidade de especializacdo para utilizagdo dos
equipamentos de PCR em tempo real (Biischer & Lejon, 2004; Bisser & Courtioux, 2012;

Bouteille & Buguet, 2012).

2.1.6. Terapéutica e Profilaxia

A terapéutica da TA pode ser realizada com base numa selecao de farmacos, muitos destes
utilizados desde o fim da primeira guerra mundial. O valor total de mercado para farmacos
tripanocidas ronda os 30 milhdes de dolares anuais para medicamentos veterinarios, ndo
justificando, por parte da indastria farmacéutica, um investimento em investigacdo e
desenvolvimento de novos medicamentos avaliado em 240 milhdes de ddélares por farmaco.
Dada a baixa rentabilidade econdémica da producéo e distribuicdo de certos tripanocidas,
certas empresas do sector farmacéutico cederam a propriedade dos farmacos a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (Aksoy, 2011).
Assim, a escolha de armas terapéuticas € limitada, ainda mais para os casos de TAA,
considerando que ja estdo descritas resisténcias, e que em todos 0s casos, COmo nao sao
licenciados na EU, os farmacos apenas poderdo ser utilizados com uma autorizacao
especial, ao abrigo da cascata aplicando um intervalo de seguranca minimo de 28 dias para
a carne e 7 dias para o leite.
Os farmacos utilizados serdo apresentados seguidamente sendo que a sua utilizacdo
depende da espécie do agente diagnosticado e da fase da doenca, sendo que esta é
diferenciavel, o que ndo acontece muitas vezes, por exemplo no caso dos ruminantes (Silva
et al., 2002; Holmes et al., 2004).

¢ Pentamidina
A pentamidina (Figura 32) é uma diamidina utilizada na terapéutica da fase hemolinfatica da
tripanossomose humana africana crénica, tendo provado ser eficaz na tripanossomose
africana canina, como alternativa ao aceturato de diminazeno (AcD) (Akpa, Ezeokonkwo,
Eze & Anene, 2008; Bouteille & Buguet, 2012)

Figura 32 - Estrutura da Pentamidina. (Adaptado de Barret et al., 2007)
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Este farmaco é utilizado apenas no tratamento da fase hemolinfatica da THA. Mesmo tendo
elevada afinidade para as proteinas plasmaticas e atravessando a barreira hemato-
encefélica (BBB), a sua eficicia na fase neuroldgica é limitada, pelo menos no hospedeiro
humano.

O mecanismo de acgdo deste farmaco é a ligagdo com o DNA inclusive nas rede de
maxicirculos e minicirculos de kDNA. Assumindo a mitocondria como o organelo de eleigdo
para a deposicdo e concentracdo das diamidinas, a acdo destas moléculas sobre o DNA é
particularmente relevante no KDNA (Barrett, Boykin, Brun & Tidwell, 2007).

A resisténcia a pentamidina tem sido rara, em contraste com a resisténcia reportada para o
aceturato de diminazeno. A pentamidina é entdo, ponderada para terapéutica da
tripanossomose africana canina em substituicdo do AcD (Akpa et al., 2008).

Os mecanismos de resisténcia dos parasitas a pentamidina consistem na alteracdo dos
transportadores especificos das diamidinas e dos arsenicais, na alteracdo do potencial de
membrana mitocondrial e na discinetoplasia (a destruicdo do cinetoplasto), muito prevalente
no caso de T.evansi (Silva et al., 2002; Barrett et al., 2007).

Este farmaco tem toxicidade elevada originando reacdes adversas como hipoglicémia e
hipotensdo, esta Ultima pode ser evidenciada em cerca de 10% dos casos. Outros efeitos
adversos incluem dor no local de administracdo, leucopenia e elevacdo das enzimas
hepaticas.

Este farmaco é produzido pela Sanofi-Aventis e comercializado sob o nome comercial
Pentacarinat® (Figura 33), na forma de ampolas de 200mg para administracéo IM ou IV
lenta, na dose de 4mg/kg em dias alternados durante 7 a 10 dias (Barrett et al., 2007).

Figura 33 - Embalagem de Pentacarinat®. (Adaptado de Université Médicalle Virtuelle Francophone em http://umvf.univ-
nantes.fr/parasitologie/enseignement/maladiesommeil/site/html/6.html
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e Suramina
A suramina (Figura 34) é um derivado polissulfonado simétrico do naftaleno, que foi pela
primeira vez utilizada na THA em 1922 quando foi demonstrado que certos corantes

derivados do naftaleno tinham atividade tripanocida, como é o cado do azul tripano.
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Este farmaco é produzido e doado & OMS pela Bayer, sob 0 nome de Germanin® (Figura
34), tendo sido também comerciado como Naganol® pela mesma empresa para uso
veterinario (Silva et al., 2002; Barrett et al., 2007).

Figura 34 - Estrutura da molécula de Suramina (Adaptado de Barret et al., 2007).
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Figura 35 - Germanin®, a apresentacdo comercial da Suramina. (Adaptado de Université Médicalle Virtuelle Francophone,
2012)

Este farmaco € utilizado no tratamento da fase hemolinfatica da THA aguda, e no tratamento
de certas infe¢des por tripanossomas em equinos e camelideos, nomeadamente a Surra.

A suramina pode ser administrada apenas por via IV, nas doses de 7-10 mg/kg, podendo,
gracas a sua semi-vida de eliminagdo extremamente longa (3 meses) ser usada como
profilatico em zonas com baixa concentragédo de vetores, ou em focos esporadicos (Silva et
al., 2002; Barrett et al., 2007).

Como a pentamidina, este farmaco tem a capacidade de atravessar a BBB. Contudo este
farmaco é eficaz contra a fase neuroldgica da doenca somente quando administrada em
doses toxicas (>80mg/kg).

O mecanismo de acao da suramina € desconhecido, sendo o mecanismo mais aceite a
inibicdo de certas enzimas por interacao electroestatica com as mesmas.

Com a pentamidina os relatos de resisténcia sédo raros, € 0s mecanismos pelos quais se
criam resisténcia sdo desconhecidos.

Este farmaco também tem elevada toxicidade. Os efeitos adversos incluem neuropatia,
eritema, fadiga, anemia, hiperglicemia, hipocalcemia, coagulopatias, neutropenia,

insuficiéncia renal e aumento das transaminases (Barrett et al., 2007).
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e Aceturato de diminazeno (AcD)
O aceturato de diminazeno (Figura 36) é uma diamidina aromatica utilizada amplamente
para tratamento das tripanossomoses animais.
E comercializado pela MSD Animal Health com o nome comercial Berenil® (Figura 37) e tem
eficacia comprovada contra T. brucei, T. congolense, T. vivax, T. evansi e Babesia spp
(Silva et al., 2002; Holmes et al., 2004).

Figura 36 - Estrutura da molécula de diminazeno. (adaptado de Figura 37 - Berenil®, a apresentacdo comercial de
Barrett et al., 2007) Aceturato de Diminazeno. (Adaptado de Intervet Perq,
2009)
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Este amplo espectro de acdo é bastante vantajoso para os produtores, especialmente
guando em combinacdo com Tetraciclina, disponivel na América pela Ciba Geigy Quimica
S.A. com o nome comercial Ganatet®, que confere ac&o acrescida contra Anaplasma spp.

O mecanismo de acdo deste farmaco é semelhante ao da Pentamidina, contudo tém sido
reportados mais casos de resisténcia ao AcD que a pentamidina, sendo que certos autores
consideram que este farmaco deixou de ser eficaz no combate a tripanossomose. Alguns
estudos correlacionam ainda a resisténcia dos parasitas ao tripanocida com alteracdes no
transportador P2, associando a ocorréncia de resisténcia ao AcD com resisténcia cruzada
com o melarsoprol e a melarsamina. Este mecanismo de resisténcia é especialmente
preocupante para a saude publica no caso das infe¢Bes por T.b.rhodesiense (Silva et al.,
2002; Holmes et al., 2004; Akpa et al., 2008).

Este farmaco tem ainda um volume de distribuicdo menor que a Pentamidina conferindo-lhe
mais dificuldade em cruzar a BBB, e portanto ndo tendo utilidade no tratamento da fase
neuroldgica da doenca (Silva et al., 2002; Barrett et al., 2007).

A toxicidade deste farmaco é semelhante a da pentamidina, podendo desencadear também
uma encefalopatia e mielopatia por falha terapéutica, que ocorre nos casos em que 0S
parasitas atravessaram a BBB, protegendo-se da terapéutica. Esta sindrome manifesta-se
como uma meningoencefalite e meningomielite, cujo sinal clinico mais comum € a paralisia
dos membros posteriores (Fernandes, Atouguia, Peleteiro, Jennings & Rosario, 1997).

A dose recomendada deste farmaco é 3,5 mg/kg administrado por via IM e intervalo de
seguranca € 21 dias para todos os produtos de origem animal (Silva et al. 2002; Intervet,
2009).
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e Brometo e Cloreto de Homideo (Etideo)
O homideo pertence a classe dos compostos da fenantridina e é fabricado tanto na forma de
sal brometo como de sal cloreto os quais sdo igualmente ativos (Figuras 38 e 39).

Figura 38 - Chlorhomidium®, a apresentacéo comercial do Figura 39 - Estrutura dos sais de Homideo. (Adaptado de
Cloreto de Homideo. (Adaptado de Genevet, 2013) Chemical book, 2008)

Ambos o0s sais sdo recomendados como agentes terapéuticos na dose de 1,0 mg/kg para as
infecbes por T.vivax e T.congolense. Estes agentes s&o intercalantes do DNA, sendo
altamente mutagénicos e interferindo com a sintese dos minicirculos de kDNA.

Este € um mecanismo de acdo possivel sendo ainda proposto que a interagdo destas
moléculas com o metabolismo da tripanotiona e com as fungbes dos glicossomas seja
importante para a sobrevivéncia dos parasitas.

A elevada ligacdo com as proteinas plasméticas confere uma acéo profilatica de 2 a 19
semanas ap6s administracdo. A causa possivel para estas variagbes ndo € conhecida, o
que torna os sais de homideo profilaticos imprevisiveis, e portanto menos desejaveis.

Os mecanismos de resisténcia dos parasitas aos sais de homideo estdo pouco esclarecidos,
e pensa-se serem semelhantes aos do isometamideo (Silva et al., 2002; Holmes et al.,
2004).

e Cloreto de Isometamideo
O cloreto de isometamideo (Figura 40) é amidina aromatica da fenantridina formada pela
combinagdo do homideo com a p-aminobenzamida diazotada do AcD e tem atividade
profilatica e terapéutica contra T.vivax, T.brucei, T.congolense e T.evansi. A Ceva Santé

Animal, é o fabricante da apresentacéo, denominada Veridium® (Figura 41).
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Figura 40 - Estrutura do Cloreto de Isometamideo. (Adaptado Figura 41 - Veridium®, a apresentag&o comercial do Cloreto
de Chemical book, 2010) de Isometamideo. (Adaptado de Ceva-Africa, 2010)
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Esta indicado o uso desta substancia nas doses de 0,25-0,5 mg/kg para uso terapéutico e
0,5-1 mg/kg para uso profilatico, sempre por via IM (Silva et al., 2002; Holmes et al., 2004).
Este farmaco atua ao nivel do kDNA, clivando os complexos de topoisomerase do KDNA,
encontrando-se em maiores concentragcdes nos cinetoplastos. Assim, dois possiveis
mecanismos de resisténcia ao isometamideo séo a alteracéo do potencial de membrana do
cinetoplasto e a alteracéo de transportadores para o farmaco. Aparentemente a auséncia de
cinetoplasto nao confere resisténcia ao isometamideo como acontece com as diamidinas
(Kaminsky, Schmid & Lun, 1997).

A duragéo da profilaxia com este farmaco € variavel, entre 2 a 22 semanas, dependendo da
sensibilidade dos isolados de Trypanosoma sp. existentes nas areas em causa.

N&o séo claros os dados sobre efeitos secundarios e residuos deste farmaco, sendo que
para o isometamideo o IS minimo aplicado devera ser 28 dias, ao abrigo da cascata (Silva
et al., 2002; Ceva, 2010).

¢ Dimetilssulfato de Quinapiramina / Dimetilssulfato:cloreto (3:2) de Quinapiramina
Os sais de Quinapiramina foram amplamente usados entre 1950 e 1970 para tratamento
das tripanossomoses, tendo sido reintroduzidos em 1985 para uso exclusivo em camelos,
equinos e suinos, estes Ultimos apenas se infetados por T.simiae.
Esta substancia € uma piramidina quinolina e é comercializada sob a forma de sulfato como
um agente curativa (Trypacide Sulphate®) e em combinacéo dos sais sulfato e cloreto (3:2)
(Trypacide Pro-salt®) para fins profilaticos (Silva et al., 2002).
As doses recomendadas sdo apenas calculadas para o sulfato, e podem ir de 3 a 5 mg/kg
para administracao por via SC. A duracéo do efeito profilatico é de 8 a 12 semanas.
Este farmaco foi abandonado devido a sua toxicidade, facilidade de selecdo de estirpes
resistentes e auséncia de informagdes sobre os residuos em produtos ediveis.
O seu uso é apenas recomendado em casos pontuais e sendo completamente
contraindicado como profilatico em todas as espécies, e mesmo terapéutico em ruminantes.
A selecédo de clones resistente pela quinapiramina é particularmente preocupante, dado que

estes clones tém resisténcia cruzada com diamidinas e derivados da fenantridina.
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Adicionalmente mantém-se infetantes para as moscas tsé-tsé, dada a preservacdo do

cinetoplasto (Silva et al., 2002; Holmes et al., 2004).

e Melarsoprol / Melarsomina
Estes dois farmacos pertencem a familia dos arsenicais, compostos com elevada atividade
tripanocida mesmo nas fases avan¢adas da doenca.
O melarsoprol € um melaminofenilarsenical utilizado na terapéutica da fase neuroldgica da
THA, tanto aguda como cronica. Este medicamento foi produzido pela Aventis sob o nome

comercial Arsobal® e cedido & OMS.

Figura 42 - Estrutura da molécula de Melarsoprol (Adaptado  Figura 43 - Arsobal®, a apresentagéo comercial do Melarsoprol
de Barrett et al., 2007). (Adaptado de Earlham College, 2003).
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O mecanismo de acédo deste farmaco é desconhecido, sendo proposto que a interacdo com
grupos tiol interfere com a célula em varios niveis, sendo os mais importantes a via
enzimatica da tripanotiona e a interacdo com a membrana plasmatica.

O mecanismo de resisténcia mais descrito séo alteragdes no transportador P2 que diminui a
captacao dos arsenicais pela célula.

Este farmaco tem também elevada toxicidade, sendo que os efeitos secundarios da
administracdo séo febre, cefaleia, prurido, trombocitopenia e miocardite. O efeito secundario
mais grave da administracdo de melarsoprol € a encefalopatia reativa que ocorre em 5-10%
dos casos, advindo a morte em metade destes. Esta encefalopatia pode ser combatida com
glucocorticoides e tiamina, tendo progndstico muito reservado.

Os protocolos terapéuticos utilizados diferem com o pais e com a subespécie de T. brucei a
tratar, sendo que podem variar desde protocolos de 10 dias seguidos na dose de 2,16mg/kg
administrados por via IV SID, a protocolos de administracdo de 3 dias seguidos repetidos
guatro vezes num més com doses iniciando-se em 0,36 mg/kg por via IV SID na primeira
administracdo e aumentando gradualmente até 3,6 mg/kg por via IV SID na ultima (Burri,
Stich & Brun, 2004; Barret et al., 2007; Bouteille & Buguet, 2012).
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A melarsomina é um melaminil tioarsenito (Figura 44). O nome comercial Cymelarsan® é
também conhecido como Mel Cy, RM 110, estando licenciado em Portugal como
Immiticide®, comercializado pela Merial, com indicacdo para tratamento adulticida de
dirofilarioses subclinicas a moderadas no céo, devidas a Dirofilaria immitis (Figura 45).

Figura 44 - Estrutura da molécula de Melarsomina (Adaptado Figura 45 - Immiticide®, a apresentacéo comercial da
de Chemical book, 2008). Melarsomina (Adaptado de Drugs.com, 2010).
Hol
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O composto é ativo contra o subgénero Trypanozoon, sendo a dose tripanocida entre 0,25 a
3 mg/kg administrado por via SC ou IM em dose Unica.

Os efeitos secundarios mais observados sdo gastrointestinais, vomito e diarreia, e
pulmonares, predominantemente o edema pulmonar agudo.

Os mecanismos de resisténcia a este farmaco e 0s mecanismos de acao propostos sao
semelhantes aos do melarsoprol.

A melarsomina encontra-se exclusivamente licenciada para medicina veterinaria e € de
momento, o Unico farmaco tripanocida disponivel para animais em Portugal.

Em Portugal este farmaco ndo se encontra licenciado para animais de producédo, pelo que
deverd ser prescrito ao abrigo da cascata e os intervalos de seguranca minimos aplicados

devem ser de 28 dias para a carne e 7 dias para o leite.

e Eflornitina
A eflornitina (Figura 46) (Ornidyl® - Marion Merrell Dow, apresentado na Figura 47) é um
derivado da ornitina utilizado como agente terapéutico da fase neurologica da variante

cronica da THA.

Figura 46 - Estrutura da molécula de Eflornitina. (Adaptado Figura 47 - Ornidyl®, a apresentacéo comercial da Eflornitina.

de Barrett et al., 2007) (Adaptado de Université Médicale Virtuelle Francophone,
2012)
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Este farmaco atua inibindo a enzima ornitina descarboxilase, interferindo assim na sintese
de poliaminas, necessarias a sobrevivéncia dos tripanossomas. Esta inibicdo € mais
importante em T. b. gambiense que em T. b. rhodesiense, visto que esta subespécie
aumenta a expressdo de transportadores de putrescina, antagonizando a inibicdo
enzimatica induzida pela eflornitina. Esta inibicAo da sintese de poliaminas vai induzir o
aumento da s-adenosil metionina, induzindo a metilacdo de proteinas e acidos nucleicos,
parando eficazmente as fungdo celulares. Apos este fendmeno, as formas tripomastigotas
diferenciam-se em formas stumpy quiescentes, sendo eliminadas pelo sistema imunitério.
Os mecanismos de resisténcia dos tripanossomas a este farmaco baseiam-se na diminuigéo
da captacdo de eflornitina pelos parasitas e pelo aumento do humero de transportadores de
putrescina, antagonista da eflornitina.

As doses recomendadas sdo 100 mg/kg administradas por via IV a cada 6 horas durante 14
dias (Burri et al, 2004; Barrett et al., 2007; Bouteille & Buguet, 2012).

Mesmo sendo altamente hidrossoltvel, com o protocolo acima citado, as concentragfes de
eflornitina no LCR, sendo 10-90% das encontradas no plasma tém acao tripanostética. Esta
longa duracdo do protocolo terapéutico limita o uso deste farmaco em contexto ndo
hospitalar.

A eflornitina tem ainda varios efeitos secundarios como febre, cefaleias, eritema macular,

neuropatia periférica, tremores, diarreia e vomito.

e NECT (Eflornitine and Nifurtimox combination therapy)

Dada a resisténcia reportada com o uso da eflornitina, foi explorado o efeito sinérgico que
este farmaco tem com o nifurtimox (Figuras 48 e 49).

O nifurtimox é um antichagasico da familia dos nitrofuranos, cujo mecanismo de acédo
consiste na formacdo de radicais livres pela redugdo do grupo nitro, especialmente no
interior das células do parasita, dada a existéncia de nitroredutases proprias que catalizam
esta reacdo. Estes radicais livres oxidam proteinas e &cidos nucleicos, induzindo a morte
celular (Rassi & Luquetti, 2004; Maya, et al., 2007).

Figura 48 - Estrutura molécular do Nifurtimox. (Adaptado de Figura 49 - Lampit®, a apresentagdo comercial do Nifurtimox.
Barrett et al., 2007) (Adaptado de The Matthew's Strory, 2010)
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Este farmaco também ¢é interiorizado pelos parasitas por vias alternativas ao transportador
P2, mostrando eficdcia nos casos de resisténcias ao melarsoprol e as diamidinas. O
nifurtimox ainda atravessa a BBB, atingindo concentracdes até 50% das plasmaticas,
tornando-o um bom candidato para tratamento da fase neurolégica.

Este farmaco tem, contudo elevada toxicidade, sendo os principais sinais 0s cutaneos
(eritema e prurido), os gastrointestinais (diarreia e vomitos) e o0s neurologicos
(polineuropatia). Este farmaco é também genotdxico aumentando assim o risco de
ocorréncia de neoplasias (Burri et al., 2004, Barrett et al., 2007).

O sinergismo com eflornitina surge da inibicho por esta da producdo de tripanotiona,
protetora contra o0 stress oxidativo causado pelo nifurtimox. Este sinergismo aumenta a
eficacia tripanocida do nifurtimox, que isolado apenas consegue no maximo 80% de cura, e
diminui a ocorréncia de resisténcia a eflornitina.

O protocolo terapéutico utilizado consiste em 200mg/kg por via IV, BID, de eflornitina
durante 7 dias, combinado com 3 a 5 mg/kg de nifurtimox administrado PO durante 10 dias
(Burri et al, 2004; Barrett et al., 2007; Bouteille & Buguet, 2012)

Este protocolo tem a desvantagem de a administrac@o de eflornitina ter de ser efetuada em
contexto hospitalar, ainda assim é reduzida a durag&o da terapéutica com este farmaco, e

assim a duracao da hospitalizagéo.

e Farmacos em desenvolvimento

Com base nas justificagbes da toxicidade elevada e do aumento da ocorréncia de
resisténcias aos tripanocidas convencionais tém sido procuradas novas alternativas a estes
farmacos.

Das diversas alternativas encontradas serdo mencionadas as mais promissoras,
desenvolvidas na atualidade. De salientar que estes farmacos nao se encontram
licenciados, encontrando-se no maximo na fase 3 dos ensaios clinicos.

Na Tabela 7 estdo resumidas as moléculas estudadas mais recentemente, o seu

mecanismo de agéo, e a fase de desenvolvimento, quando em ensaio clinico.

Tabela 7 — Novos ensaios com principios ativos conta a TA.

Molécula Mecanismo de acéo Fase de desenvolvimento

(relativamente a data da citagéo)

Pafuramidina Semelhante a Pentamidina e Aceturato de Fase Ill de ensaios clinicos Barret et al.,

(DB289) Diminazeno para Pneumocystis carinii, 2004; Barret et
al., 2007
Fexinidazol Possivel inducdo de stress oxidativo por Fase II/lll de ensaios clinicos Toreele et al.,
reducdo de um grupo nitro catalisado por para TA. 2010; DNDI,
enzimas do parasita 2012
Ascofuranona Inibicdo da enzima Oxidase mitocondrial Em ensaios in vitro Minagawa,
alternativa insensivel ao cianeto de T.brucei. 2012
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A profilaxia da TA consiste apenas na quimioprofilaxia, mencionada anteriormente. As
tentativas de criagdo de uma vacina apenas proporcionaram protecéo parcial dos animais,
aguando a inoculagéo com parasitas vivos com parasitas vivos (Teixeira, 2013).
Das tentativas de imunizacdo testadas, as que envolvem parasitas irradiados ou mortos
apenas conferem protec&o contra a variante antigénica dominante, sendo que o mecanismo
de variacdo antigénica dos parasitas rapidamente colmata essa protecdo (Taylor & Authié,
2004).
Estudos com vacinas de DNA demonstram que estas conferiram protecdes de entre 20 a
60% dependendo da valéncia vacinal estudada. Os resultados mais promissores foram
conseguidos quando se desencadeou imunidade contra a trans-Sialidase de T. brucei
brucei. (Silva et al., 2009; Lanca et al., 2011). A Tabela 8 resume os ensaios de diferentes
candidatos vacinais contra T. brucei.
Ainda como forma de atenuag@o das perdas econdémicas em gado bovino, nas zonas
endémicas a selecdo genética para a tripanotolerancia pode ser feita. Esta selecdo
pressupde o encontro de um bom ponto de equilibrio entre a produtividade das ragas de alta
producao e a resisténcia aos parasitas nessas zonas, e funciona em parte como uma forma
de profilaxia, ndo contra a infegdo mas contra os quadros clinicos e as consequéncias
destes. A raca bovina tripanotolerante por exceléncia é a raca N'Dama (Murray et al., 2004).
A Tripanotolerancia tem 3 determinantes:

e Controlo da anemia
Os animais tripanotolerantes tendem a ter uma anemia mais ligeira nas fases agudas da
doenca, podendo os valores de hematdcrito ser normais durante as fases cronicas.

e Controlo da parasitémia
Os animais tolerantes a infecao tendem a ter parasitémias baixas, muitas vezes indetetaveis
sem gue se recorra a técnicas de concentragdo ou moleculares.

e Facilidade na aquisi¢do de controlo melhorado do quadro clinico
Mesmo quando criados em zonas indemnes, 0s animais tripanotolerantes quando infetados
pela segunda vez, tendem a apresentar melhor controlo do quadro clinico que animais

suscetiveis nas mesmas condicoes.
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Tabela 8 - Candidatos vacinais para profilaxia contra Trypanosoma brucei e respetivos resultados em protecéo (Adaptado de
Teixeira, 2013).

Via Antigénio Preparacéo Intervalo  Dose de Protecéo Referéncia

do antigénio de tempo parasitas conferida
entre as administrados

doses

Bolsa Parasita 2 14 dias Exposicéo Protecdo Mkunza et
flagelar Isolado natural no parcial al., 1995
(antigénio total) campo
IP  Bolsa Parasita 3 Nao 500x10° Protecéo Radwanska
flagelar Isolado Indicado parcial/ sem  etal., 2000
(antigénio total) protecao
IP 1SG65, Proteina 3 11 dias 10° Sem Zielgerbauer
ISG75 recombinante protecéo etal., 1993
IP  ISG pDNA 1 175 dias 500 Protecdo Lanca et al.,
parcial 2011
IP  PLC pDNA 1 175 dias 500 Protecdo Lanca etal.,
parcial 2011
IM  nTSA pDNA 1 175 dias 500 Protecdo Silva et al.,
parcial 2009
SC Actina Proteina 3 6 dias 10° Protecdo Li et al., 2009
recombinante parcial
SC  Tubulina Protefna 3 6 dias 10° Protecéo Lietal.,
recombinante parcial 2007
SC Tubulina Isolado do 3 Nao 10° Protecdo Lubega et
parasita Indicado parcial al., 2002
IP  ATPases Proteina 3 6 10° Sem Ramey et
catidnicas recombinante semanas protecé@o al., 2009
P GPI Lipossomas 2 3 5x10° Protecdo Stijlemans et
semanas parcial al., 2007
SC Proteinase Proteina 4 1 més Infecao Protecdo Authie et al.,
cistinica recombinante experimental parcial 2001
pela mosca Tsé-
tsé

A fisiopatologia da tripanotolerédncia consiste na interferéncia com diversos mecanismos
causadores de doenca.

Uma das variacOes fisioldgicas existentes nos animais tripanotolerantes é a altissima
concentracao de acido sialico nas membranas eritrocitarias e variagdo nos grupos o-acetil e
o-glicolil na membrana eritrocitaria que interferem com a acéo da sialidase, permitindo assim
um maior controlo da anemia. Associada a estas particularidades, uma sobreexpressao de
recetores para a eritropoietina pelos animais em fase crénica colmata a diseriteropoiese.
Outra é a capacidade de aumentar o titulo de anticorpos, especialmente de IgG1, contra

antigénios cripticos, como as protéases cistinicas.
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A modulacéo da resposta imunitaria é também diferente nos animais tripanotolerantes sendo
gue nestes a expressao de IL-10 e IL-4 n&o € inibida na fase cronica da doenca, ao contrario
do que se sucede nos animais mais suscetiveis (Murray et al., 2004; De Sousa et al.,2011).
Uma das técnicas de selecdo de animais tripanotolerantes em campo € a sele¢éo pelo valor
do hematécrito, sendo que este apresenta uma correlacdo muito forte com a
tripanotolerancia dos individuos (I.Pereira da Fonseca, comunicacdo pessoal, Fevereiro de
2011; OIE, 2013).

2.2. Surraou “Mal de cadeiras”

A Surra, “Mal de cadeiras” ou “Peste Quebrabunda” é a doenca resultante da infecao por
Trypanosoma evansi (Figuras 50 e 51). Esta tripanossomose tem distribuicdo mundial sendo
as areas mais afetadas a América do Sul, a Africa, principalmente nas zonas nédo habitadas
pelas moscas tsé-tsé, o Médio Oriente, a india, a regido do Caucaso e a Russia (Silva et al.,
2002). Esta doenca foi também diagnosticada nas Ilhas Canarias, onde se encontra perto da

erradicacdo (Gutierrez, Desquesnes, Touratier & Buscher, 2010).

Figura 50 - Trypanosoma evansi em sangue de cdo, que Figura 51 - Tripomastigotas de Trypanosoma evansi em
tinha viajado a Tailandia, corado por May-Griinwald Giemsa. sangue corado por Giemsa. Nestes parasitas ndo sao
Um pequeno cinetoplasto € evidente no polo posterior do evidenciados cinetoplastos. (Adaptado de El Sawalhy, 2004)

parasita. (Adaptado de Defontis et al., 2012)

N

s
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Os parasitas da espécie T. evansi podem infetar bovinos e bubalinos, camelideos,
cervideos, pequenos ruminantes, suinos, equinos e asininos, carnivoros (canideos, felideos
e viverrideos), quirdpteros, roedores e lagomorfos.(Silva et al., 2002; Taylor & Authié, 2004)
Estes parasitas séo transmitidos mecanicamente (Figura 52), principalmente por artopodes
dos géneros Tabanus, Stomoxys, Hematopota e Lyperosia (Figura 53).

Na América Central e do Sul, o quiréptero Desmodus rotundus € considerado como vetor
importante na transmissdo da doenca (Silva, et al., 2002; Taylor & Authié, 2004; New
Zealand Ministry of Agriculture and Forestry, 2009; World Organization for Animal Health,
2010). A transmissdo iatrogénica deve também ser considerada, embora n&o seja

amplamente discutida.
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Figura 52 - Ciclo de vida de T.evansi e dos isolados de Figura 53 - Vectores de Trypanosoma evansi. Em cima,
T.vivax americanos. (Fonte: Silva et al., 2002) Stomoxys calcitrans. Em baixo Tabanus sp. (Adaptado de
Texas A&M University, 2012)
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Os sinais clinicos desta doenca sdo semelhantes aos descritos para a TA, sendo 0s mais
frequentes a febre, anemia e emaciacdo (Figura 54), seguindo-se de edemas nos membros
e face e sintomas neurolégicos, em que 0 mais comum é a paralisia caudocranial
progressiva, que nomeia esta doenga de “Mal-de-cadeiras”. Nos caes principalmente séo

notérias as repercussdes oculares (Figura 55) (Silva et al., 2002; Taylor & Authié, 2004).

Figura 54 - Dromedario emaciado com Surra. (Fonte: El Figura 55 - Uveite anterior num cé&o com Surra. (Fonte:
Sawalhy, 2004) Defontis et al., 2012)

A causa da independéncia de vetores bioldgicos pensa-se ser a perda dos maxicirculos de
kDNA, que inviabilizam a edicdo de mRNA necessaria a diferenciacdo e adaptacéo deste ao
hospedeiro invertebrado.

Esta espécie sofreu diversas adaptacdes, havendo isolados com morfologia normal, ou seja
com cinetoplasto e nucleo na Africa e Asia e discinetopléasticos, mantendo complexos de
edicdo de mRNA funcionais, na América. Estas diferencas realcam a versatilidade e a
independéncia de uma estrutura julgada essencial para o desenvolvimento e infecciosidade
deste agente (Ventura, et al., 2000; Domingo, et al., 2003; Defontis, et al., 2012).
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O diagndstico desta doenca pode ser feito pelas técnicas acima citadas. E de realcar a
variagdo da técnica CATT, o CATT/T.evansi (Figura 56), que foi testado com bons
resultados em camelos no Quénia (Njiru, et al., 2004).

Figura 56 - CATT/T.evansi realizado no céo cujo esfregaco foi apresentado na Figura 50. Os po¢os 1 e 2 corresponem ao
controlo positivo e negativo, respetivamente, sendo que o poco 6 corresponde a uma aglutinagdo fraca em LCR, e o pogo 8 a
uma aglutinagdo forte em soro. (Fonte: Defontis et al., 2012)
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A terapéutica desta doenca faz-se, quando necessaria, com os farmacos atras referidos

para a Nagana, embora ndao sejam utilizadas a Pentamidina, a Eflornitina e o Nifurtimox
(Silva et al., 2002; Holmes et al., 2004).

2.3. Tripanossomose venérea ou Daurina
A Daurina € uma tripanossomose exclusiva dos equinos e asininos, causada pelo agente T.
equiperdum. Esta espécie ainda rodeada de controvérsia em termos de filogenia (World
Organization for Animal Health [OIE], 2009), é especialmente prevalente nos continentes
africano, asiatico, sul-americano e regido oriental do europeu, levando a graves perdas
economicas.
Esta doenca transmite-se ao contrario das outras tripanossomoses, ndo por via vetorial, mas
exclusivamente por via venéria e é de declaracdo obrigatéria em Portugal desde 1953 pelo
Decreto-Lei n°39 209.
A doenca tem duas fases, uma aguda, de 1 a 2 meses e uma cronica com deterioragdo
progressiva da condicdo corporal e das fungcdes motoras. Estima-se que cerca de 50% dos
animais sucumbam na fase aguda, e alguns sofram auto-cura tornando-se portadores. Os
animais que evoluem para a cronicidade mantendo-se sintométicos também acabam por
morrer (OIE, 2009). Os sinais clinicos da daurina sdo apresentados em maior detalhe na
Tabela 9.
Este parasita localiza-se preferencialmente nos fluidos genitais, capilares cutaneos e das
mucosas, ndo sendo facil a sua detecdo em sangue periférico, excepto em situacbes de

elevada parasitémia (Figura 57).
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Figura 57 - Tripomastigotas de Trypanosoma equiperdum em sangue periférico corado por Giemsa. (Adaptado de Penn
University, 2008)
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Tabela 9 - Sinais clinicos dos animais com daurina. (Adaptado de OIE, 2009)

Sinais sistémicos e Febre
e Anemia

e Emaciagéo

e Linfadenomegalia dos linfonodos regionais e

mesentéricos

Sinais reprodutivos e Edema das regides genitais (Figura 58)

e Edema da glandula maméria

e Hemorragias petéquiais das mucosas vagino-

vulvar e peniana

e Infiltracdes gelatinosas em todo o trato

reprodutor feminino bem como no pénis,

prepucio e escroto dos machos

e Testiculos podem estar fibréticos e
irreconheciveis.
e Descoloracdo das mucosas genitais
Sinais dermatoldgicos Lesdes edematosas em placa (placas “Silver dollar”),

de 5 a 8 cm de diametro com 1 cm de altura. Estas

lesBes tém localizagdo preferéncial no abdémen, torax

e perineo e sao patognomodnicas, sendo que

(o]

aspirado destas pode evidenciar parasitas (Figura 59).

Sinais neurolégicos e motores e Claudicagéo
o Paralisia facial unilateral
e Alteragdes posturais
e Parésia e paralisia
e Meningomielite lombo-sacral

Sinais oculares Queratoconjuntivite com blefarite
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Figura 58 - Vulva edemaciada com exsudado de uma égua Figura 59 - Placas "silver dollar" patognoménicas da
infetada com T.equiperdum. (Fonte: Vulpiani, et al., 2013) daurina. (Fonte: Vulpiani, et al., 2013)

O diagnostico desta doenca faz-se por detecdo do parasita, corroborada com testes
serolégicos. O diagnostico em sangue é muito dificil, podendo-se usar técnicas de
concentracdo ou dete¢cdo molecular mencionadas anteriormente. O diagndstico pode ser
realizado ainda em leite e secre¢fes vaginais, penianas e sémen.

A prova seroldgica de eleicéo é a fixagdo do complemento, contudo podem-se utilizar testes
de ELISA, e IFIl, bem como radioimunoensaio e imunodifuséo.

A terapéutica ndo se aplica, sendo recomendada a occisdo dos animais infetados (Taylor &

Authié, 2004; OIE, 2009).

2.4. Tripanossomose Americana ou Doenca de Chagas

A tripanossomose americana é uma doenca provocada por parasitas da espécie T. cruzi, e
afeta humanos, caes, gatos, roedores e carnivoros silvestres como gambas e guaxinins
(Bowman, 2009). Ao contrario dos tripanossomas supracitados pertence a divisdo
Stercoraria, sendo que é transmitido pelas fezes do vetor (Lopes & Chapadeiro, 2004;
Bowman, 2009).

A principal forma de transmissé@o desta doenca é a vetorial sendo o parasita veiculado por
reduvideos dos géneros Triatoma (Figura 60), Rhodnius e Panstrongylus, estes também
designados por triatomineos (Bowman, 2009; Center for Food Safety and Public Health
[CFSPH], 2009)

Figura 60 - Triatoma protracta, um exemplo de um reduvideo vetor da Doenga de Chagas. (Fonte: CDC, 2012)

Nl T

O reduvideo ao se alimentar de sangue no hospedeiro infetado, ingere formas

tripomastigotas (Figura 61). Estas diferenciam-se em epimastigotas no intestino médio,
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migrando para o intestino posterior onde se diferenciam em formas metaciclicas, que séo

excretadas nas fezes do artropode. Estas fezes, quando depositadas em solucbes de

continuidade ou mucosas, vao permitir a migracdo das formas metaciclicas para o sangue,

onde se diferenciam em tripomastigotas. Estas formas tripomastigotas invadem células do

SRE, da neurdglia e cardiomiécitos ou leiomiécitos, onde se diferenciam em amastigotas
que se multiplicam formando pseudoquistos (Figura 62). Estes pseudoquistos ruturam-se

libertando tripomastigotas para a corrente sanguinea (Center for Disease Control and

Prevention [CDC], 2010) (Figura 63).

Figura 61 - Tripomastigotas de T.cruzi em sangue periférico
de céo, note-se a forma semilunar e o grande cinetoplasto
subterminal (Wright). (Adaptado de Barr, 2006)
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Figura 63 - Ciclo biolégico do T. cruzi. (Adaptado de CDC, 2012)
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transformando-se em amastigotas
e formando um pseudoquisto.

o
Amastigotas dividem-
se por fissdo bindria,
Ao ruturarem o guisto, as
tripomastigotas sanguineas
poedem reinfetar outras
células completando o ciclo

celular, e induzindo sinais
clinicos no hospedeiro.

o Osamastigotas diferenciam-se em
Tripomastigotas sanguineos
aguando a rutura dos quistos sendo
detetdveis no sangue periférico.

Figura 62 - Pseudoquisto de T.cruzi em musculo cardiaco de
um céo (H&E). (Adaptado de Barr, 2006)

Estdo descritas ainda como vias de transmissdo a via congénita, a transfusional e a oral

(Miles, Yeo, & Gaunt, 2004).

49



Esta doenca divide-se em duas fases: uma fase aguda, com sintomatologia inespecifica
(Figura 64), que pode ser nos casos de criangas e individuos imunocomprometidos letal, e
uma crénica, que pode exibir um quadro cardiaco, com miocardite e cardiomiopatia dilatada,
ou digestivo, com o aparecimento de dilatacbes de visceras cavitarias, nomeadamente

megaesoéfago e megacolon.

Figura 64 - O sinal de Romafia ou Chagoma de inoculagdo, € um dos principais sinais precoces de infegdo no ser humano
(Fonte: CDC, 2012).

e

Os quadros clinicos sao variaveis consoante a espécie do hospedeiro, a estirpe do parasita,
e a proépria resposta imunitaria do hospedeiro. No caso dos seres humanos, mais de 50%
dos individuos infetados ndo desenvolvem doenca cronica aparente (Lopes & Chapadeiro,
2004). Na tabela 10 encontram-se sintetizadas as alteracdes clinicas observadas nos
principais hospedeiros suscetiveis.

A principal causa das lesbes inflamatorias evidenciadas nesta doenca € a rutura dos
pseudoquistos. A reacdo inflamatoéria resultante da destruicdo destas estruturas vai induzir
inflamacéao, tanto focal como difusa, de intensidade diferente conforme a estirpe do parasita
e a modulagdo da resposta imunitaria do hospedeiro. Esta inflamagé&o vai por fim provocar
necrose e fibrose (exceto no caso da destruicdo da neurdglia), dificultando, nos 6érgaos
musculares a sua contractilidade. Assim, é percetivel o motivo pelo qual grande parte dos
guadros clinicos séo ou cardiacos, ou gastrointestinais.

No caso de destruicdo da neurdglia, a prépria inflamacgéo vai causar a perda de funcéo e
morte do tecido nervoso, explicando os quadros de meningoencefalite, paralisia e
convuls@es (Lopes & Chapadeiro, 2004).

A evolucdo dos quadros cardiacos e neurolégicos, culmina quase sempre em morte, por
vezes subita. Lopes e Chapadeiro (2004) em revisao bibliografica apontam a possibilidade
de auto-cura para os pacientes que entram em fase crénica inespecifica. Tal facto é de dificil
comprovacgao visto que os critérios de cura para a doenca de Chagas implicam néo so a
negativacao do xenodiagnéstico, da cultura ou do PCR, como também a seroconversao dos
pacientes, implicando auséncia de estimulo antigénico. Esta seroconversdo é muito tardia,
pelo que esta hipOtese necessitava, para ser comprovada de acompanhamento extensivo

dos casos, quase sempre impraticavel (Rassi & Luquetti, 2004).
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Tabela 10 - Alteracdes clinicas decorrentes da tripanossomose americana por hospedeiro e fase da doenga.

Hospedeiro Fase Aguda Fase Crdénica Fonte
Humano e Chagoma de inoculagdo Miocardite crénica com: Tavira,
(Figura 64) e Infiltrados inflamatorios peri- 2002;
o Febre vasculares, e miocardicos tanto Lopes e
e Linfadenomegalia focais como difusos Chapadeir
e Hepatoesplenomegélia e Aneurisma apical 0, 2004
e Miocardite agudal e Taquiarritmias com bloqueio do ramo
e Meningoencefalite direito do feixe de His
aguda® o Dilatacio das camaras cardiacas
Dilatacdo de 6rgéos tubulares:
e Megaesdéfago
e Megacolon
e Megajejuno?
e Megabronquio®
e Megauretér?
e Megavesico biliar®
e Evidenciam-se lesdes multifocais com
infiltrados inflamatérios, com
envolvimento dos plexos de Meissner
e Auberbach.
Céo e Febre e Insuficiéncia cardiaca congestiva Bowman,
e Prostracdo (ICC) direita 2009;
e Anorexia e ICC global CFSPH,
e Hepatoesplenomegalia e Taquiarritmias 2009
e Perda de peso e Dilatacdo das camaras cardiacas
e Mau estado do pelo e Quadros atipicos
e Linfadenomegélia o Coriorretinite
e Ascite o Paralisia com atrofia
e Diarreia muscular
e Edema palpebral o Disfagia por perda do reflexo
e Miocardite aguda® de degluticao
. Chagoma32 o Enoftalmia bilateral
o Coma
Gato Febre, edemas e perda de peso® Paralisia e convulsdes® Bowman
et al.,
2001;
CFSPH,
2009
Roedores  Assintomatico Miocardite com arritmias em ratos CFSPH,
Aborto, baixo peso ao nascimento, morte 2009

perinatal, e infertilidade em murganhos

1 - Pouco frequente (revelando uma evolugéo hiperaguda de mau prognéstico)

2 - Raro

3 - Muito Raro (apenas reportado um caso de doenca clinica nesta espécie)
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O diagndstico desta doenca pode ser feito por detecdo do parasita, nomeadamente por:

1) Visualizacao direta, ap0s técnica de concentracdo como uma centrifugacdo em tubo

de microhematacrito;
2) Xenodiagnostico, por observacdo de fezes de Triatomineo, 8-30 dias apos refeigédo
de sangue do paciente;

3) Hemocultura.
Esta necessidade de métodos de concentracdo e cultura deve-se ao facto do parasita ndo
se reproduzir na fase extracelular, sendo a parasitémia baixa e inconstante.
As técnicas serolbgicas sao outro valioso instrumento diagnéstico, ndo podendo contudo
excluir o uso das técnicas de detecdo do parasita. Uma das razdes para este facto é a
existéncia de reacdes cruzadas com Leishmania, muito preocupantes no caso dos caes.
Estas técnicas devem ser sempre utilizadas em série entre si, primeiro como teste de
rastreio e posteriormente outra técnica com principio diferente como teste de confirmacao.
As técnicas utilizadas podem ser hemaglutinacdo, ELISA, imunocromatografia, Western blott
e IFIl, sendo esta Ultima o gold standart para confirmar positividade nas demais (Rassi &
Luquetti, 2004; CFSPH, 2009).
Com o advento da PCR, esta técnica tem vindo a ser utilizada para detecdo rapida e
sensivel do parasita, contudo, dada a falta de dados existentes desta técnica em diagnostico
da infecdo, os métodos de cultura continuam a ser preferidos (Rassi & Luquetti, 2004).
A terapéutica desta doenca é feita recorrendo a dois farmacos, o Nifurtimox (NFX), acima
apresentado, e o Benznidazol (BNZ).
Os protocolos terapéuticos s@o longos e o risco de toxicidade é elevado para ambos os
farmacos, como foi descrito para o nifurtimox na secc¢éo 2.1.6. Infelizmente a monitorizacao
do sucesso terapéutico baseia-se nos critérios anteriormente citados, sendo que a cura
parasitologica tem de ser confirmada pelo resultado negativo de pelo menos dois testes
seguidos durante um periodo de follow-up longo de 5 a 10 anos, dependendo do autor. Para
satisfazer os critérios de cura deve haver seroconversdo, contudo esta pode levar até 20
anos apos o fim da terapéutica, tornando extremamente dificil 0 seguimento de casos.
Estas dificuldades levam ao surgimento de taxas de sucesso terapéutico muito variaveis
entre diferentes autores englobando ambas as fases da doenca com seguimento variavel,
sendo 25-88% xenodiagnostico negativo com NFX e 8-95% com BNZ. A cura da fase
cronica tende a ter menor sucesso do que a da fase aguda. Na fase crénica mais tardia,
mesmo com cura, muitos sinais clinicos podem persistir como sequelas (Rassi & Luquetti,
2004).
O benznidazol (Figuras 65 e 66) € um antichagasico da familia dos nitroimidazéis,
amplamente usado contra a tripanossomose americana, sendo atualmente o farmaco de
primeira linha contra esta doenca (Workman, White, Walton, Owen & Twentyman, 1985;
Maya et al., 2007).
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Figura 65 - Estrutura da molécula de Benznidazol. (Adaptado Figura 66 - Abarax, a apresentagdo comercial do
de ELEA, 2013) Benznidazol. (Adaptado de ELEA, 2013)
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Os seus mecanismos de agdo ndo sao bem esclarecidos sendo propostos trés mecanismos
diferentes. O mecanismo principal é a producéo de espécies reativas de azoto, pela reducdo
do grupo nitro pelas enzimas nitroredutases, criando-se ligagbes covalentes com
macromoléculas que as inativam. Outro mecanismo de agéo € inibicAo da NADH-fumarato
redutase de T.cruzi, interferindo com o metabolismo deste. O terceiro mecanismo, € mais
indireto, € a imunomodulacao, estimulando uma resposta Thl, por libertacdo de IFN-y. Este
farmaco nao inibe, contudo, a expressédo de certas citocinas Th2, como a IL-4 e a IL-10,
propiciando um equilibrio entre resposta pro-inflamatéria celular, essencial para a destruicao
do parasita, e estimulo pro-regenerativo, impedindo a exacerbacdo do dano tissular
resultante da inflamag&o. O BNZ inibe a expanséo de células CD4+ e CD8+ recém-ativadas,
estimulando a replicacéo de células CD8+ efetoras e de memodria, aumentando a resisténcia
a reinfecbes (Workman et al., 1985; Olivieri, Cotta-de-Almeida & Araujo-Jorge, 2002; Rassi
& Luquetti, 2004; Sathler-Avelar, et al., 2006; Maya, et al., 2007).

Este farmaco é lipossoluvel mantendo uma grande ligagdo as proteinas plasmaticas,
atravessando facilmente a barreira hemato-encefélica e apenas 5% deste farmaco é
excretado em natureza na urina, sendo intensamente metabolizado a nivel hepéatico
(Workman et al., 1985).

A toxicidade do BNZ € elevada. As principais reagfes adversas sao dermopatia alérgica que
ndo responde a anti-histaminicos, neuropatia periférica que ndo responde com a
administracdo de vitamina B1, leucopenia com neutropenia e aumento do risco de linfoma
maligno, sendo que este Ultimo efeito secundario € controverso, tendo sido verificado em
coelhos apenas num estudo, mas nunca em humanos.

As doses recomendadas sdo de 2,5-3,5 mg/kg BID para adultos e 5 mg/kg BID para
criancas durante 60 dias (Rassi & Luquetti, 2004).

A tripanossomose americana € uma preocupacao para a salde publica, especialmente nos
Estados Unidos da Ameérica, visto que os casos diagnosticados em animais tém vindo a
aumentar, revelando um potencial para o0 aumento do reservatério silvatico e doméstico, e
um risco acrescido de transmissdo vetorial entre animais de companhia e respetivos

proprietarios, bem como de transmisséo acidental para o médico veterinario (CFSPH, 2009).
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3. Tripanossomoses dos Animais Ectotérmicos

Pouco se sabe sobre a doenca resultante da infecdo por parasitas do género Trypanosoma
em cordados ectotérmicos (Répteis, Batraquios e Peixes). Existem relatos de doenca aguda
causada por T. therezieni, parasita natural de camaledes da espécie Camaleo brevicornis,
guando este protozoario infeta outras espécies do género Camaleo, como C.parsoni,
C.verrocosus e C.lateralis, culminando a doenca em morte 25-35 dias apds a infe¢do nas
duas primeiras espécies e 11-18 dias em C.lateralis. Nesta Ultima espécie sao detetados
elevados niveis de parasitémia composta por formas epimastigotas do parasita, sendo que
no hospedeiro definitivo C.brevicornis sdo apenas detetadas tripomastigotas no sangue
(Telford, 2009).

Verifica-se também a existéncia de relatos de tripanossomose em peixes. Cita-se um estudo
realizado por Humphrey, Benedict e Small (2010) numa populagdo de percas-gigantes
(Lates calcarifer) mantidas em jaulas ao largo da costa norte da Australia (Port Hurd) entre
Julho e Agosto de 2005. Neste estudo os autores verificaram um aumento anormal da
mortalidade num coorte da populagdo. Os animais mortos apresentavam Ulceras cutaneas
gue expunham a musculatura, exoftalmia com hemorragia do globo ocular e
esplenomegalia. O estudo destas lesbes e dos esfregagos de sangue central e periférico
bem como da histopatologia do globo ocular revelaram uma elevada carga parasitaria
composta por tripomastigotas de Trypanosoma sp..

Foram ainda estudados outros coortes no estudo supracitado, em que 0s animais estavam
infetados com Trypanosoma sp., contudo sem evidéncia de doenga. A infe¢éo foi associada
ao parasitismo por copépodes, implicados como vetores, e em certos casos por infecdo
concomitante por Vibrio harveyi. Os autores relacionaram, por dados existentes de
tripanossomose noutras espécies de peixes, que a descida da temperatura, neste caso, tera
sido o fator mais importante no aparecimento de doenca (Humphrey et al., 2010).

Outro exemplo de doenca provocada por tripanossomas € a que afeta Carassius auratus, o
pimpdo, quando infetado por Trypanosoma danilewskyi proveniente de Cyprinus carpio, a
carpa comum. Quando infetado, o pimpdo mantém uma infecdo apatogénica, exceto quando
€ submetido a fatores causadores de stress, como variacdo brusca de temperatura ou
competicdo por alimento.

Quando se manifesta tripanossomose aguda nestes animais as mortalidades chegam a
atingir 80%, em infegbes experimentais, existido cura espontanea dos sobreviventes, em
média, aos 48 dias pos-infe¢do (Gupta & Gupta, 2012).

Gupta e Gupta (2012) descrevem eritropénia em 3 espécies de peixes de dgua doce, Clarias
batrachus, Channa punctatus e Wallago attu infetados experimentalmente com T. batrachi,

T. aligaricus e T. attii, respetivamente. Os decréscimos na contagem total de eritrocitos sédo
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da ordem dos 28,46%, 33,19% e 31,85% respetivamente. Os eritrocitos apresentavam
vacuolizagdo, caridlise e lise celular. Os autores postulam que a razao para este decréscimo
e para as alteracdes morfologicas verificadas nos eritrécitos se deve a mecanismos de
inibicdo da hematopoiese desencadeados pelo parasita. Alias, De Sousa et al. (2011)
descrevem mecanismos de ativacdo de citocinas, como o fator de necrose tumoral TNFa e
IFN-y, na TA que podem por si justificar uma redugéo da eritropoiese.

Como vetores de tripanossomas de animais aquaticos estdo implicados artropodes
hematofagos, tanto do género Glossina, as moscas tsé-tsé, como pulgas e tabanideos
(Telford, 2009), sanguessugas (Gupta & Gupta, 2012), e até copépodes parasitas das
branquias dos peixes (Humphrey et al., 2010).

Os exemplos citados anteriormente realcam a importancia da co-evolugéo e especificidade
da relacdo hospedeiro-parasita, a importancia dos fatores ambientais do desenvolvimento
de doenca e revelam a necessidade de mais estudos, podendo ser obtida informagé&o util
principalmente relativa aos casos de morte de causa desconhecida em aquacultura,

cole¢Bes zoologicas e em novos animais de companhia.

4. Tripanossomose em aves

A tripanossomose nas aves € ainda mais vaga que a das espécies ectotérmicas. A infecao
por tripanossomas estd comprovada nestes animais, e sao encontrados parasitas em aves
por todo 0 mundo, inclusive na Peninsula Ibérica (Viana, 2010).

Os principais implicados no papel de vetor sdo artropodes hematéfagos como os Culicideos,
Simulideos, Hipoboscideos, Culicéides e Aracnideos (carragcas e acaros) (Dirie et al, 1990;
Durden et al, 1997; Votypka et al, 2002; Votypka & Svobodova, 2004; Viana, 2010; Zidkova
et al, 2011).

As infecBes nestas espécies sdo inaparentes, com parasitémias fugazes e sem alteracdes
fisiopatoldgicas dignas de registo. A alteracéo fisiopatoldégica mais tipica da infecdo aguda,
obtida em infecGes experimentais € a esplenomegalia, com aumento diferenciado dos
centros germinativos na polpa branca do parénquima esplénico (Minter-Goedbloed, 1981;
Molyneux, Cooper, & Smith, 1983; Joshua, 1983).

Existem relatos de miocardite nas infecbes experimentais com T. cruzi em galinhas (Gallus
domesticus), quando esta se da in ovo.

O mecanismo fisiopatolégico para estas alteracdes aparenta ser uma integracéo de DNA do
cinetoplasto (kDNA) no genoma dos pintos, que ao exprimirem epitopos nao-self sofrem
uma resposta autoimune celular timo-dependente, onde as principais células implicadas sao
Linfocitos T CD45+, CD8a+ e CD8yd+ (Teixeira, et al., 2011).
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5. 0 Murganho (Mus musculus) como modelo para

Tripanossomose Africana

A TA murina tem sido amplamente estudada como modelo para a THA e para a TAA
(Pentreath & Kennedy, 2004; Taylor & Authié, 2004).

Os sinais clinicos nestes animais tendem a ndo ser tdo detetaveis, pelo seu pequeno
tamanho que dificulta a exploracdo semiolégica. Estes resumem-se a anemia,
hepatoesplenomegélia com dilatacdo abdominal, prostracédo, blefarite, convulsbées ténico-
clénicas ou flacidas, dificuldades de coagulacédo e coma.

Mus musculus, como animal de experimentacdo tem diversas vantagens, sendo um animal
pouco dispendioso e de facil manutencéo, altamente prolifico possibilitando a selecdo
linhagens ou estirpes extremamente bem caracterizadas, podendo mesmo ser isogénicas,
com individuos teoricamente iguais entre si, e com um ciclo de vida curto, permitindo uma
obtencéo rapida de resultados (Taylor & Authié, 2004; Sirois, 2005).

A caracterizacdo das estirpes dos animais permite a selecdo de cinéticas diferentes de
infecdo por T.brucei brucei, podendo ser selecionada uma doenca de progressao aguda,
usando uma estirpe mais sensivel como a isogénica BALB-C, ou uma doenca de progressao
cronica, usando a estirpe isogénica C57BI/6 ou a poligénica CD-1 (De Sousa et al., 2011).
As estirpes isogénicas tém como vantagem a menor variabilidade de resultados, sendo que
com menos animais verifica-se maior reprodutibilidade.

Este modelo tem desvantagens, principalmente quando os animais séo infetados pela via
intraperitoneal, sendo a mais importante a exacerbacdo da resposta imunitaria, com
imunossupressao intensa e maiores picos de parasitémia, comparando com infecdes
naturais.

Outra desvantagem importante é a impossibilidade de estabelecer uma infegdo padronizada
por via intradérmica, sendo que a injecdo intraperitoneal vai desencadear um quadro mais
agudo da doencga, com parasitémia precoce e onde a imunidade cutdnea né&o intervém, o
gue ndo acontece nas infe¢des naturais.

A Ultima desvantagem deste modelo é a dificuldade de estabelecer infecbes com certos
isolados de T. vivax ou T. brucei gambiense existindo necessidade de varias passagens em
animais imunodeprimidos (por esplenectomia ou administracdo de corticosteroides em
doses imunossupressoras) para que se estabeleca infe¢do (Taylor & Authie, 2004).

Apesar das desvantagens, o modelo murino € um 6timo modelo para investigacao inicial em
TA, sendo que as fases mais avancadas do trabalho experimental devem ser realizadas
noutro modelo, que podera ser o ruminante, para os estudos de TAA ou o primata para 0s
estudos de THA.
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Parte lll — Infecao experimental por
Trypanosoma brucei brucei em
modelo murino e estudo da eficacia

farmacologica do Benznidazol
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1. Enquadramento

A TA é uma doenca negligenciada que afeta 70 milhdes de pessoas no continente africano,
por risco de doengca humana ou por prejuizos decorrentes da doenca animal (Simarro et al.,
2008).

A inexisténcia de vacinas eficazes e de farmacos menos toxicos e mais eficazes é
preocupante, tendo sido licenciado nos ultimos dezoito anos apenas um novo farmaco, a
Eflornitina (Barrett et al., 2007; Bouteille & Buguet, 2012).

Por esse motivo, foi testada a eficacia farmacolégica do BNZ, sendo este da mesma familia
que o Fexinidazole, tendo eficdcia comprovada contra T. cruzi e estando de momento a ser
estudados mecanismos para melhorar a sua biodisponibilidade e diminuir a sua toxicidade.
Outra preocupacdo do autor foi a existéncia de relatos de transmissdo oral ndo sé no caso
da tripanossomose americana, mas também na TA. Esta via de infecdo pode ser muito
problematica relativamente aos animais carnivoros, como cées e gatos, ambos hospedeiros
suscétiveis a infecdo por T. brucei e T. cruzi (Laveran & Mesnil, 1912; Moloo et al., 1973;
Bowman et al., 2001; Miles et al., 2004; CFSPH, 2009).

Todos os procedimentos de experimentagdo animais foram autorizados pela DGAV e
realizados de acordo com as metodologias recomendadas pelo conselho de ética do IHMT-
UNL.

2.0bjetivos

O trabalho experimental seguidamente apresentado € dividido em duas partes: a
determinacéo da eficacia farmacol6gica do BNZ e a determinacdo da capacidade e dose
infetante de T. b. brucei por via oral.
A primeira parte € composta por dois ensaios que tiveram como objetivo primario a
determinagdo da eficacia do BNZ como quimioterapico na infecdo experimental de
murganhos com T. b. brucei. Assim, foram delineados os seguintes objetivos especificos:
e Determinagdo da carga parasitaria, ganho médio diario e sobrevivéncia dos animais
infetados com T. b. brucei e tratados com BNZ.
e Caracterizacdo da resposta imunitéria dos animais infetados com T. b. brucei e
tratados com BNZ.
e Caracterizacdo das alteracbes hematoldgicas decorrentes da infecdo, em dos
animais infetados com T. b. brucei e tratados com BNZ.
A segunda parte consistiu hum ensaio onde foi testado o possivel estabelecimento de
infecdo por via oral no mesmo modelo animal com os mesmos parasitas. Foi ainda
delineado o seguinte objetivo especifico:

¢ Determinacao da capacidade infetante da administracdo de T. b. brucei por via oral.
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3. Material e Métodos

3.1. Animais utilizados
Para estes trabalhos foram utilizados 25 murganhos (Mus musculus) BALB-C e 37
murganhos CD-1, com idades entre 5 a 8 semanas. Os animais foram produzidos e
mantidos nas instalacdes do biotério do Instituto de Higiene e Medicina Tropical, em Lisboa.
Estes foram repartidos pelos trés ensaios realizados no ambito deste trabalho, estando a
sua distribuicdo apresentada na Tabela 11.

Tabela 11 - Distribuicdo dos animais pelos ensaios realizados no decorrer do trabalho experimental.

Ensaio Nimero de animais Numero de grupos Estirpe
Infe¢do por via oral 5 2 (3+2) ~ BALB-C
Determinacédo da eficdcia do BNZ em
o . 20 2 BALB-C
protocolo terapéutico de curta duragéo
Determinacéo da eficacia do BNZ em
o 24 2 CD-1
protocolo terapéutico de longa duragéo
Outros (Preparacgédo de doses infetantes,
estabilato e extrato para ELISA e 13 N&o aplicavel CD-1

testemunhas)

Ap6s a distribuicdo dos animais por ensaios e grupos, estes eram marcados com uma
solucdo de cromato de potassio, usando marcacéo individual ou de grupo, quando aplicavel
(Figuras 67 e 68).

Figura 67 - Diagrama da marcacao de grupo utilizada, sendo que um grupo, o Grupo 1 tem a marcagao na zona cervical,
enquanto o Grupo 2 estd marcado na regido sagrada. Esta marcagéo aplica-se quando os animais de ambos os grupos se
encontram alojados na mesma caixa.

Gl Gl
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Figura 68 - Diagrama das marcagdes individuais de murganhos. Estas marcag8es sdo aplicaveis quando cada grupo fica
alojado em caixas diferentes. A escala A aplica-se a grupos de até 10 animais por grupo e a escala B a grupos de até 12
animais por grupo.

Os animais que nao integravam grupos onde foi realizado ensaio de sobrevivéncia, ap6s o
periodo experimental eram sacrificados por sobredosagem anestésica. Foi-lhes colhido
sangue por cardiocentese de onde foi obtido sangue heparinizado (quando aplicavel) e soro.
O soro era obtido com recurso a centrifugacao apos coagulacdo a temperatura ambiente
durante 30 minutos, refrigeracdo a 4°C durante uma hora e centrifugacdo a 5000rpm durante
5 minutos na centrifuga Hemle Z323K (Citomed®) (Figura 69).

Figura 69 - Diagrama da técnica utilizada para obtencéo de soro.

Coagulagdo 30min

Refrigeracdo 1h
_— +
25¢C 5000rpm/5min
_— Soro para técnicas
serologicas e

colorimétricas

Aos animais que estavam integrados em grupos onde se estudou a sobrevivéncia o sangue
para avaliagdo da parasitémia era colhido por corte de cauda, ndo se procedendo ao

sacrificio destes.

3.2. Parasitas utilizados e via de infecéo
Dois estabilatos de T. b. brucei foram utilizados: T. b. brucei GVR 35/1,5 e GVR35/1,6,
derivados de um isolado de um ruminante selvagem do Serengetti em 1966,
criopreservados nas instalacbes do Centro de Malaria e Doencas Tropicais (CMDT) do
IHMT-UNL.
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Estes parasitas foram inoculados por duas vias, dependendo do ensaio onde foram
utilizados: via intraperitoneal (IP) (Figura 70) e via oral (VO). Os estabilatos e as vias de

infecéo utilizadas por cada ensaio encontram-se resumidos na Tabela 12.

Figura 70 - Injecdo via IP num murganho. (Fonte: Sirois, 2005)

Tabela 12 - Resumo da distribuicdo dos parasitas utilizados por cada ensaio bem como a via de infegao utilizada.

Ensaio Estabilato Doses Via de administragcao
Infec&@o por via oral ~ T.b. brucei GVR 500 parasitas/ animal VO
35/1,5 no Grupo 1

200.000 parasitas/
animal no Grupo 2

Determinacéo da T. b. brucei GVR 500 parasitas/ animal IP
eficacia do BNZ em 35/1,5
protocolo terapéutico
de curta duracéo

Determinacéo da T. b. brucei GVR 500 parasitas/ animal P
eficacia do BNZ em 35/1,6
protocolo terapéutico

de longa duragao

Para a preparagdo das doses infetantes e dos estabilatos foi necessario efetuar uma
passagem de parasitas criopreservados por animais saudaveis, esta por via IP. Ao primeiro
pico de parasitémia, foi colhido sangue por corte da cauda aos animais infetados para
preparar doses infetantes em suspensdo de PBS-Glucose (137mM NaCl, 2,7mM KClI,
8,1mM Na,HPO,, 1,5mM KH,PO,, 20% d-C¢H:,0s (V/V), pH 7,4) e estabilato para
criopreservacdo em 30% de glicerol estéril. A suspenséo foi entdo quantificada com recurso
a uma camara de Neubauer e diluida de forma a termos doses de 500 parasitas em 200pL.
Foram ainda preparadas duas doses de 2x10°> parasitas em 200uL apenas para
administragdo VO (Figura 71).

A infec&o foi feita com o recurso a uma seringa de insulina (1mL-100 Ul) e uma agulha de
25 gauge, no caso das infe¢des por via IP, ou uma seringa do mesmo volume acoplada a
uma sonda esofagica, de gavagem no caso das infe¢cdes VO
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Figura 71 - Processamento dos parasitas nas infe¢gdes experimentais.
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Para a preparacdo de extrato de parasita total para ELISA, foi necessério o sacrificio dos
animais no primeiro pico de parasitemia e colheita de sangue por cardiocentese. Este
sangue era heparinizado com 10uL de heparina sddica e os parasitas separados das células
do sangue por uma cromatografia de permuta anionica. Esta cromatografia era realizada
com recurso a uma coluna de DEAE-Sepharose (Sigma-EUA).

O volume de sangue heparinizado era entdo eluido com PBS-glucose, sendo retiradas
aliqguotas até a visualizacdo direta dos parasitas por microscopia Otica usando uma
ampliacdo de 400x.

As aliquotas com parasitas que ndo se encontravam contaminadas com sangue eram entdo
centrifugadas e lavadas com PBS (137mM NacCl, 2,7mM KCI, 8,1mM Na,HPO,, 1,5mM
KH,PO,, pH 7,4) trés vezes. A proteina do extrato era quantificado pela técnica de Bradford
modificada (Pierce® BCA protein assay kit) e conservado a -20°C (Figuras 72 e 73)
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Figura 72 - Diagrama da técnica de purificacdo dos parasitas por cromatografia de permuta aniénica.
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Figura 73 - Diagrama da técnica de Bradford modificada para quantificagdo de proteinas.
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3.3. Tratamento com BNZ

A formulacdo de BNZ utilizada nos ensaios de eficacia farmacoldgica foi Abarax® 50mg sob
a forma de comprimidos gentilmente cedidos pela farmacéutica ELEA-Argentina.

Este medicamento foi administrado via oral, suspenso em PBS e armazenado a 4°C, apenas
a um grupo por ensaio, sendo o grupo controlo apenas medicado com PBS via oral. As
administracfes foram feitas com recurso a uma seringa de insulina (1ImL-100 Ul) acoplada a
uma sonda esofagica.

Foram realizados dois protocolos com dosagens e duracdo diferente, em dois ensaios
distintos. A dose utilizada foi a dose pediatrica humana (10mg/kg SID), calculada para a
média de peso inicial dos animais medicados, num volume final de 0,1 mililitros. A durac&o

da terapéutica foi cinco dias num protocolo e onze dias noutro.
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Os critérios para inicio e fim do protocolo terapéutico diferem entre ensaios de eficacia
farmacologica, e bem como as doses utilizadas e a duracdo da terapéutica por cada ensaio
encontram-se apresentados na Tabela 13.

Tabela 13 - Resumo das doses de BNZ, duracéo da terapéutica e critérios de inicio e fim dos protocolos terapéuticos em cada
ensaio de eficicia farmacoldgica.

Ensaio Duracgéo da Critérios de inicio/ fim da terapéutica.

terapéutica
5 dias (7-12 DPI)
eficacia do BNZ em SID técnica de visualizagéo direta do parasita.

Determinacéo da 25pug por animal Inicio: 80% da populacdo positiva &
protocolo terapéutico Fim: 5 dias ap6s o inicio

de curta duragao

Determinacéo da 40ug por animal 11 dias (12-23 Inicio: 100% da populagéo positiva &
eficacia do BNZ em SID DPI) técnica de visualizac&o direta do parasita.
protocolo terapéutico Fim: morte natural do primeiro animal.

de longa duragao

3.4. Avaliacéo dainfecao

3.4.1. Pesagem, parasitémia e sobrevivéncia

A pesagem dos animais foi realizada nos ensaios de eficacia farmacolégica em intervalos
regulares. Foi utilizada uma balanca digital com medi¢cdo a grama (d=1g), com recipiente
tarado, sendo a calibracdo da balanca repetida a cada trés animais.

A detecdo da parasitémia foi realizada por esfregacos de sangue sucessivos corados pela
técnica de Giemsa, que consistia na secagem das laminas ao ar, seguida de uma fixacédo
por metanol durante um minuto e coloracéo posterior com corante de Giemsa (Eosin-azur
dye according to Giemsa, Panreac®) durante cinco minutos (Figura 74). O sangue para estes

esfregacos era colhido por corte de cauda, que ndo requeria o sacrificio dos animais.

Figura 74 - Diagrama do protocolo para a técnica de coloragéo segundo Giemsa.
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Destes esfregacos foram visualizados vinte campos aleatérios na ampliagdo de 400x,
compreendendo tanto a zona de monocamada como a zona mais concentrada, para
detecdo. Para quantificacdo da parasitémia foi utilizada uma escala semi-quantitativa
utilizada por Jones et al. (2011), adaptada ao esfregaco corado. A quantificacdo foi feita em
dez campos na ampliacdo de 400x apods a detegcdo e a cada positivo na escala foi atribuido
uma unidade, a cada positivo fraco meia unidade. O resultado final foi a média aritmética
dos valores dos dez campos em que se fez a quantificacdo (Figura 75).

Nos ensaios de eficacia farmacoldgica foi também avaliada a sobrevivéncia dos animais. A
sobrevivéncia foi avaliada na totalidade dos animais em estudo no ensaio de eficacia
farmacologica do protocolo terapéutico de curta duragdo, e num subgrupo da populacdo no
protocolo longo. Esta avaliagdo iniciava-se ap0s a morte natural do primeiro animal e
terminava apdés a morte natural do uUltimo animal. Com o registo de cada morte foram
elaboradas curvas de sobrevivéncia, submetidas a analise estatistica, esta detalhada em
maior pormenor seguidamente.

A realizacdo e a periodicidade de cada medi¢cdo anteriormente citada variavam de ensaio

para ensaio encontrando-se resumidos na Tabela 14.

Tabela 14 - Resumo das medi¢Ges de peso, parasitémia e sobrevivéncia efetuadas nos trés ensaios que compdem o trabalho
experimental.

Parasitémia Sobrevivéncia

Nao foi avaliado Sangue colhido no dia Nao foi avaliada

Ensaio

Infecéo por via oral
de infecdo bem como
nos dias 5, 9, 22, 29,
43, 50 e 57 apos a
infecéo.

Determinacéo da
eficacia do BNZ em
protocolo terapéutico

de curta duragéo

Avaliado nos dias 5, 7,
8,9,12,14,16,20 e

22 pos-infecéo.

Sangue colhido no dia
de infecdo bem como
nos dias 5, 7, 9, 10, 11,
12, 14, 16, 20, 22, 27 e
29 pés-infecao.

Avaliada em toda a populagéo

Determinacgéo da
eficacia do BNZ em
protocolo terapéutico
de longa duragéo

Avaliado em trés
animais no dia da
infecéo, bem como no
14° e 26° DPI, a seis
animais de cada grupo
no 12°, 16°, 19°, 21° e
23°DPl e a toda a
populacéo no 6°DPI.

Sangue colhido a 3
animais sacrificados no
dia de infecéo bem
como no 14° e 26° DPI.
Foi ainda efetuada
colheita de sangue pela
cauda a toda a
populacéo no 6° DPI, e
a seis animais de cada
grupo no 12°, 16°, 19°,
21° e 23°DPI.

Avaliada em metade da

populacéo de cada grupo.
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Figura 75 - Escala semiquantitativa adaptada da utilizada por Jones et al. (2011), para um esfregaco ampliado a 40 (Imagem
do autor).

1 Tripanossoma p/2 campos = 0.5+
1-2/Campo = 1+

3-6/Campo= 1,5+

7-15/Campo= 2+
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3.4.2. Titulacdo de Anticorpos anti-T. b. brucei
Nos ensaios de infe¢é@o por via oral e de eficacia farmacoldgica do BNZ em protocolo longo
foram titulados anticorpos anti-T. b. brucei. No primeiro ensaio foi apenas titulada IgG total
anti-T. b. brucei a todos os animais no fim do periodo experimental, enquanto que no
segundo foram tituladas para além de IgG total, subclasses de IgG (IgG1, IgG2a e IgG3) e
IgM anti-T. b. brucei a trés animais de cada grupo no 14° e 26°DPI e a trés animais
saudaveis.
A titulacdo de anticorpos anti-T. b. brucei foi feita com recurso a uma técnica de ELISA
Antigénio-Anticorpo, em que 0 anticorpo anti-espécie era conjugado com peroxidase.
O antigénio utilizado era extrato completo de Trypanosoma brucei brucei, obtido por
purificacdo dos parasitas recorrendo a uma cromatografia de troca anionica citada em 3.2.
Este extrato era ent&o adsorvido & microplaca de 96 pocos (BD Falcon®) com recurso a uma
solugdo-tampao de bicarbonato (0,1M, pH=8,5), a uma concentracdo de 200ng/po¢co em
100pL de volume overnight a 4°C. As placas eram de seguida lavadas com solucdo de PBS-
Tween 20 0,05% (Sigma®) e bloqueadas com 200pL por poco de uma solucdo de PBS-BSA
1% (Sigma®) durante uma hora & temperatura ambiente.
Ap0s outro ciclo de lavagens as amostras eram diluidas com uma solugéo de PBS - Tween
20 (0,05%) - BSA (0,1%) num volume total de 100uL/poco.
A titulagéo da 1gG/IgM total iniciava-se na diluigdo 1:100 e terminava na 1:400, enquanto
gue as subclasses de IgG eram diluidas a 1:200. Apés uma hora de incubacdo a
temperatura ambiente e de outro ciclo de lavagem, a placa era incubada durante outra hora
a temperatura ambiente com uma solugdo de anticorpo secundario anti-mouse 1gG ou IgM
de origem leporina (Sigma®) a uma diluicdo de 1:4000 em PBS - Tween 20 (0,05%) - BSA
(0,1%) num volume de 100pL/poco. Os anticorpos secundarios para cada subclasse eram
diluidos em PBS - Tween 20 (0,05%) - BSA (0,1%) até as concentracdes de 500ng/mL,
250ng/mL e 1:4000 para IgG1, IgG2a e IgG3, respetivamente.
ApOGs 0 passo anterior era introduzido, apos lavagem, 100uL/pogo de solugdo de substrato
composta por 10 mL de tampé&o citrato (acido citrico 0,1 M e fosfato de sodio 0,1M, pH 5.0),
10 mg de OPD (Sigma®) e 10 mL de perdxido de hidrogénio (Sigma®). Apés meia hora a
reacdo era parada por 50puL/poco de uma solugdo de &cido sulfarico (H,SO,4 4N). Os valores
da titulacdo de anticorpos anti-T. b. brucei eram entdo obtidos lendo a absorvéncia a 490nm
da solucdo presente nos diferentes pocos da microplaca, num espectrofotbmetro de

microplacas (Bio-Rad® Model 680 Microplate reader).

67



3.4.3. Doseamento de Citocinas e NO
Os doseamentos das citocinas IL-4, TGF-B1 e IFN-y e de NO foram realizados apenas no
ensaio de eficacia farmacoldgica do BNZ em protocolo terapéutico de longa duracao, a trés
animais saudaveis e a trés animais de cada grupo no 14° e 26°DPI.
A guantificacdo das citocinas de resposta do tipo Thl (IFN-y) e do tipo Th2 (TGF-B1 e IL-4)
foi feita com recurso aos kits DuoSet ® ELISA (R&D systems) das respetivas citocinas. Estas
técnicas baseiam-se num principio de ELISA sandwich associado a uma curva padra
As amostras foram analisadas numa diluicdo de 1:25 no caso das citocinas do tipo Th2 e
1:10 no caso do IFN-y.
Para todos os kits as placas de 96 pogos eram adsorvidos anticorpos de captura a uma
concentragcdo de 400ng/pogo com recurso a uma solucdo de PBS filtrada por filtro
Whatman® de 0,4um a 4°C overnight. Apés lavagem com PBS-Tween 20 (0,05%) 0s pogos
foram bloqueados com 200uL/po¢o de uma solucdo de PBS-BSA (1%) durante uma hora a
temperatura ambiente. Apds este passo, e um ciclo de lavagem, as amostras e o padréo
eram aplicados na placa diluidos numa solugéo de reagente (PBS — BSA 1% no caso do kit
IL-4 DuoSet ELISA, PBS - Tween 20 (0,05%) - BSA (0,1%) no caso dos restantes kits). A
curva-padréo foi realizada em duplicado com um padrdo de proteina recombinante numa
diluicdo inicial de 1000 pg/mL e diluidas 1:2 até 15,125 pg/mL.
Ap6s uma hora de incubacdao a temperatura ambiente e lavagem, era adicionado um
anticorpo de detecdo em concentracdes indicadas pelo fabricante, num volume de
100pL/pogo. Este passo tinha uma duracdo de uma hora, onde apds esta, e um ciclo de
lavagens, se adicionava 100uL por pogo de estreptavidina-peroxidase em solucdo de
reagente nas proporgdes de 1:100 e 1:200 nos casos das quantificacdes de TGF-B1 e IFN-
y/IL-4, respetivamente. Apds 20 minutos de incubagdo a temperatura ambiente e ao abrigo
da luz e um ciclo de lavagem, foram adicionados 100uL por po¢o de solucdo de cromogéneo
(R&D systems) permitindo-se a reagdo decorrer durante 20 minutos a temperatura ambiente
e ao abrigo da luz. Ao fim dos vinte minutos esta reacédo era parada por uma solucédo de
acido sulfarico (H,SO, 2N).
ApOs a revelagdo com o cromogéneo e paragem da reacdo as absorvéncias eram medidas
num espetrofotometro leitor de placas (Bio-Rad® Model 680 microplate reader) a um
comprimento de onda de 450nm.
A quantificacdo de NO foi feita utilizando técnica colorimétrica de Griess pelo kit Promega®
Griess Reagent Set. O protocolo para a realizacdo desta quantificacdo € apresentado na
Figura 76. De salientar que apés o desenvolvimento da reacdo, as placas de titulacdo eram

lidas a 490nm no espetrofotometro leitor de microplacas enunciado anteriormente.
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Figura 76 - Diagrama do protocolo da técnica de Griess
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3.4.4. Hematologia
Os parametros hematologicos foram determinados apenas no ensaio de eficacia do BNZ em
protocolo longo, em 3 animais de cada grupo, duas vezes durante o decurso do ensaio (14 e

26DPI) assim como aos animais sacrificados para obtencdo de valores de controlo
saudavel.

Esta analise foi feita em sangue heparinizado com recurso ao medidor de hemograma
Abacus Junior® (Diatron).

Os parametros analisados serdo apresentados seguidamente, bem como os valores médios

com o respetivo desvio-padréo obtidos nos animais saudaveis (Tabela 15)

Tabela 15 - Parametros hematolégicos estudados neste trabalho e respetivos valores em animais saudaveis.

Parametros estudados Valores de animais saudaveis

(Média £ desvio-padréo)

Eritrograma Eritrécitos (RBC) (x10°/mL) 7,970 + 1,137
Hematdcrito (%) 31,753 £ 4,019
Hemoglobina (g/dL) 13,400 £ 1,670
VCM (fL) 40,000 £ 1,000
CHCM (g/dL) 42,267 + 0,208
RDW (%) 16,433 + 0,643
Leucograma Leucdcitos (WBC) (x10°/mL) 1,760 £ 0,617
Granuldcitos (x10°/mL) 0,270 + 0,110
Linfécitos (x10°/mL) 1,270 £ 0,514
Mondcitos e Blastos (x10°/mL) 0,223 + 0,055
Trombograma Plaquetas (PLT) (x10°/mL) 598,500 * 38,891
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3.4.5. Analise estatistica

Durante este trabalho experimental foram utilizadas variadas ferramentas de andlise
estatistica com o objetivo de obtencdo e correta interpretacdo de resultados. Os programas
utilizados foram Microsoft Excel® 2007 e Prism Graphpad® 5.

O programa Microsoft Excel® 2007 foi utilizado para a organizacdo de dados, para a
obtencdo de curvas de calibracdo essenciais a quantificacdo de proteinas, NO e citocinas, e
para o estabelecimento de cut-offs e diluicdes 6timas a utilizar nas técnicas de ELISA.

A construcdo de graficos e andlise estatistica foi feita com recurso ao programa Prism
Graphpad® 5. A Figura 77 ilustra o processo de organizacéo e andlise dos dados durante o

trabalho experimental.

Figura 77 - Diagrama do processamento de dados realizados nas experiéncias realizadas neste trabalho de mestrado.
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Em todos os ensaios realizados foram utilizados testes de analise estatistica sendo o teste
escolhido para analisar cada variavel diferente para cada. Os testes utilizados foram
Wilcoxon rank-sum test, One-way e Two-way ANOVA e Mantel-Cox log-rank test. Foi ainda
utilizada a analise de correlacdo e de regressao linear para calcular o ganho médio diario.
Um resumo de cada teste utilizado assim como cada medicdo feita por ensaio é
apresentado na Tabela 16.

Os testes de Wilcoxon (ndo-paramétricos) foram preferidos ao Teste t pela distribuicdo dos

dados das variaveis estudadas por estes ndo aparentar ser normal.
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Tabela 16 - Resumo das variaveis avaliadas em cada ensaio e teste de analise estatistica utilizado para cada medigao.

Analise
estatistica

Anticorpos Hematologia  Citocinas e

anti-T. b.

Ensaio Peso Parasitémia  Sobrevivéncia

Vivo
brucei

One-way

Infec&o por
via oral ANOVA
Determinacao Sim Sim Sim N&o N&o N&o e Andlise de
da eficacia do correlagdo e
BNZ em de regressao
protocolo linear para o
terapéutico de Peso;
curta duracéo e Wilcoxon
rank-sum test
para Peso e
Parasitémia
e Mantel-Cox
test para a
sobrevivéncia
Sim Sim Sim Sim Sim Sim e Andlise de
correlagao e

Determinacé&o
da eficacia do

terapéutico de
longa duracgéo

BNZ em
protocolo linear para o
Peso;
e Wilcoxon

de regressao

rank-sum test
para Peso,
Parasitémia e
contagem de
plaquetas

e Mantel-Cox
test para a
sobrevivéncia
e Two-way
ANOVA para
as restantes
variaveis
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4. Resultados

4.1. Ensaio de determinacgao da infegdo com T. b. brucei por via oral
Os animais neste ensaio apresentaram auséncia de parasitémia em vinte campos em todos
os dias onde foi realizada a colheita de sangue.
Com esta informacéo foi decidida a realizacdo de um teste ELISA para detecao de IgG total
anti-T. b. brucei. Neste teste foram comparados os titulos de IgG total dos animais de ambos
0S grupos com soro de animais saudaveis e soro de animais infetados com 21 dias de
infecdo. Os resultados do teste sdo apresentados na Figura 78.

Figura 78 - Titulo de 1gG totais anti-T. b. brucei, expresso em absorvéncia ou densidade ética a um comprimento de onda de
490nm (OD490nm), nos grupos infetados versus controlos positivo (soro de animal infetado com 22 dias de infe¢&o) e negativo
(soro de animal saudavel). As barras de erro representam o desvio-padrao.
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Analisando a figura podem-se evidenciar grandes semelhancas entre os titulos de 1gG total,
expressos em densidade 6tica a 490nm, dos animais expostos ao parasita por via oral e dos
animais saudaveis assim como um baixo desvio-padrdo da média. Os titulos de IgG total
dos animais infetados manifestam-se mais elevados e apresentam um maior desvio padrao
relativamente aos restantes.

Em valores absolutos, os titulos de IgG total dos controlos positivo e negativo sdo 1,382 +
0,484 e 0,326 + 0,115 respetivamente. Os titulos de IgG total anti-T. b. brucei dos animais
expostos a 500 parasitas por animal sdo 0,271 + 0,130 enquanto que 0S animais expostos a
2 x 10° parasitas por animal apresentavam de titulo 0,294 + 0,047.

As diferencas entre estes grupos nao foram estatisticamente significativas, quando
analisadas com o teste One-way ANOVA, ap0s andlise pos-teste recorrendo ao teste de
Bonferroni. Contudo, as diferencas entre os trés grupos apresentados anteriormente
(animais expostos e controlo negativo) e o controlo positivo foram estatisticamente

significativas usando a mesma analise estatistica (Resultados no Anexo B).
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4.2. Ensaios de determinacédo da eficacia do benznidazol na infecéo

intraperitoneal por T. b. brucei
Para ambos os ensaios de eficacia farmacoldgica foram avaliadas a sobrevivéncia, o peso e
a parasitémia ao longo da infe¢cao, como referido nas Tabelas 14 e 16.
Os gréficos resultantes da medicdo do peso ao longo do curso da doencga encontram-se
representados na Figura 79.

Figura 79 - Peso vivo médio em grama, dos animais que integraram os ensaios de eficacia farmacol6gica do BNZ. O gréafico A
é referente ao ensaio de eficacia farmacolégica do BNZ de curta duracéo e o gréafico B é referente ao ensaio de longa duracéo.
As barras de erro representam o desvio-padrao.
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O grafico A, referente ao ensaio da eficicia terapéutica do BNZ em protocolo curto revela
uma tendéncia para o0 aumento de peso no grupo tratado. No grupo controlo é evidenciada
uma oscilagdo de peso médio, ndo sendo graficamente visivel tendéncia discreta para o
ganho de peso. O peso maximo em ambos o0s grupos foi atingido no dia 20 pds-infecéo.

O gréfico B apresenta os pesos médios dos animais usados no ensaio de eficacia
farmacoldgica do BNZ em protocolo longo. Em ambos os gréaficos € evidente uma tendéncia
para o ganho de peso até ao dia 14 po6s-infecdo em ambos os grupos, dia em que 0 peso
maximo €é atingido. Apos o 14°DPI os animais revelaram uma tendéncia para a perda de
peso.

ApOs a elaboracdo dos gréficos procedeu-se a analise de regressao linear para a obtencéo
dos valores de ganho médio diério, a determinacdo dos coeficientes de correlacéo (Tabela
17) e as andlises estatisticas para determinagdo da significancia das diferencas entre os

dois grupos de ambos os ensaios.
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Tabela 17 - Resultados da regressao linear (R?) do peso para célculo e do célculo da correlagdo (R) entre o peso e tempo.

Ensaio Grupo GMD g/dia R® R
Determinacéo da Controlo 0,03 + 0,05 0,08 0,29
eficacia do BNZ em
protocolo Tratado 0,12 £ 0,03 0,79 0,89
terapéutico de curta
duracéo
Determinacéo da Controlo -0,25 £ 0,07 0,40 -0,63
eficacia do BNZ em
Tratado -0,13 £ 0,05 0,07 -0,27

protocolo
terapéutico de

longa duracéao

Os resultados anteriormente apresentados revelam uma tendéncia para o ganho de peso,
especialmente no grupo tratado com BNZ, no primeiro ensaio. No grupo controlo a
tendéncia para o ganho de peso € menor, podendo ser nula, ou até existir perda de peso
dada a variacdo do GMD entre -0.2 a 0.8 g/dia. A correlacdo entre as duas variaveis é mais
forte no grupo tratado que no grupo controlo, apontando para uma relacdo mais linear entre
as duas variaveis neste grupo.

No segundo ensaio é evidente a tendéncia para a perda de peso, refletida num ganho médio
diario negativo. A correlacdo entre as duas variaveis em ambos o0s grupos € fraca, devido
em grande parte a falta de relacéo linear entre as duas variaveis (existindo um aumento do
peso até ao 14°DPI e perda a partir desse dia).

As diferencas entre os dois grupos sdo estatisticamente significativas para ambos os
ensaios usando o teste Wilcoxon rank-sum. Porém, no ensaio de eficacia terapéutica com
protocolo de curta duracdo o emparelhamento entre cada medicdo ndo é eficaz,
comparando este teste a populacdo como um todo e ndo cada par de dados individualmente
(Anexo B).

Relativamente a parasitémia os graficos apresentados na Figura 80 demostram a tendéncia

para a oscilacao da parasitémia ao longo do curso da infecéo.
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Figura 80 - Parasitémia média. O gréafico A é referente a populacéo estudada no ensaio terapéutico do BNZ no protocolo de
curta duragdo enquanto o gréafico B é referente aos animais utilizados no ensaio de eficacia farmacolégica do BNZ no protocolo
terapéutico de longa duracdo. As barras de erro corresponde ao desvio-padrao.
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O gréfico A ilustra bem a oscilagdo observada da parasitéma, que descreve dois picos em
ambos os grupos. No grupo controlo estes picos sdo mais pronunciados no 9° e 27°DPI,
enguanto no grupo tratado sdo mais evidentes no 9° e 22° DPI.

A parasitémia do grupo controlo aparenta também ser mais elevada que a do grupo tratado.
Existe ainda uma aparente tendéncia para a diminuicdo da parasitémia durante a
terapéutica com BNZ no grupo tratado.

O grafico B também demonstra oscilagdo na parasitéma, com picos menos pronunciados
que no gréfico A, descrevendo dois picos pouco notérios no grupo contolo, nos 6° e 14° DPI
e um pico pronunciado no 26°DPI. Embora o pico mais notdrio do grupo tratado seja no
26°DPI verificam-se dois picos pouco notérios de parasitémia no 6° e 19°DPI.

Existe ainda a aparente tendéncia para parasitémias mais baixas no grupo tratado que no
grupo controlo.

Apols a elaboragdo dos gréficos anteriormente apresentados, foi feita a andlise estatistica
recorrendo ao Wilcoxon rank-sum test, que determinou as diferencas entre os dois grupos
de ambos os ensaios como ndo sendo estatisticamente significativas (Anexo B).

A sobrevivéncia foi medida até a morte natural do Ultimo animal de cada grupo ou subgrupo,
conforme o ensaio (Tabela 14). Estes dados foram utilizados para elaborar curvas de
sobrevivéncia, e para o célculo da sobrevivéncia mediana de ambos os grupos. As curvas

de sobrevivéncia estédo representadas na Figura 81.
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Figura 81 - Curvas de sobrevivéncia. O gréafico A é relativo ao ensaio de eficacia farmacolégica do BNZ no protocolo de curta
duragdo enquanto o grafico B é referente ao ensaio de eficacia farmacolégica do BNZ no protocolo de longa duragéo.
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O grafico A evidencia que o inicio da mortalidade se deu apds o 20°DPI tendo sido verificada
a primeira morte no grupo controlo. No grupo tratado a mortalidade iniciou-se mais tarde
assim como a morte do ultimo animal ocorreu mais tarde (33°DPI), relativamente ao grupo
controlo (32°DPI). A sobrevivéncia mediana em ambos o0s grupos é atingida ao 25°DPI
(Tabela 18).

Tabela 18 - Estatistica sumaria da sobrevivéncia dos animais em ambos os grupos

Ensaio Sobrevivéncia Sobrevivéncia Ré&cio derisco de

mediana do mediana do morte (controlos

grupo grupo tratado versus tratados)

controlo com BNZ

Determinag3o da eficacia do BNZ em 25 dias 25 dias 1,00
protocolo terapéutico de curta duragéo

Determinacao da eficacia do BNZ em 26 dias 26,5 dias 1,595
protocolo terapéutico de longa duragéo

No entanto, o grafico B que retrata a sobrevivéncia dos animais utilizados no ensaio de
determinacédo da eficacia do BNZ em protocolo terapéutico de longa duracao descreve uma
dindmica de mortalidade ligeiramente diferente do grafico A. A primeira morte da-se no
grupo tratado no 20° DPI, contudo a Ultima morte da-se igualmente neste grupo ao 38°DPI,
tendo a ultima morte do grupo controlo ocorrido sete dias antes. A mortalidade mediana é
atingida aos 26 DPI no grupo controlo e aos 26,5 DPI no grupo tratado (Tabela 20).

Foram ainda calculados os racios de risco de morte, que dao a informacédo de quantas
vezes maior € o risco da populacao controlo morrer quando comparada com a populacao
tratada. Este racio foi 1,00 para os animais do primeiro ensaio, significando que a morte é
igualmente provavel em individuos tratados e néo tratados. Para o segundo ensaio o racio
foi 1,595, denotando que o risco de morte dos animais ndo tratados € 60% maior que para
0s animais tratados (Tabela 18).
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As curvas de sobrevivéncia foram ainda analisadas usando o teste de Mantel-Cox. Os
resultados do teste classificam as diferengas como ndo sendo estatisticamente significativas
(Anexo B).

As variaveis hematoldgicas e imunitérias (anticorpos e citocinas) apenas foram avaliadas no
ensaio de eficicia farmacolégica do BNZ em protocolo terapéutico de longa duracéo (Tabela
16).

Os resultados relativos a concentracado de eritrécitos, hematdcrito e hemoglobina total
encontram-se representados na Figura 82, bem como os indices eritrocitarios referentes ao
volume corpuscular médio (VCM), concentragdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM), e anisocitose (RDW).

Figura 82 - Eritrograma dos animais utilizados no ensaio de eficacia farmacolégica do BNZ num protocolo terapéutico longo. Os
gréficos A, B e C séo relativos a contagem de Eritrdcitos, Hematocrito e Hemoglobina, respetivamente. Os gréaficos D, E e F
sdo relativos aos indices eritrécitarios, VCM, CHCM e RDW, respetivamente. As barras de erro representam o desvio-padrédo e
nos graficos D e E consta a indicagdo dos pares em que as diferencas séo estatisticamente significativas.
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Relativamente as varidveis do eritrograma que quantificam a quantidade de eritrcitos e de
hemoglobina (Contagem de eritrécitos, Hematdcrito e Hemoglobina), verifica-se uma visivel
tendéncia para a anemia quando analisadas as trés variaveis, representadas nos graficos A,
B e C. A anemia tende a acentuar-se mais rapido no grupo tratado que no grupo controlo,
contudo as diferencas para estas variaveis, entre o dois grupos ndo sdo estatisticamente
significativas usando o teste Two-way ANOVA (Anexo B).

Os gréficos D, E e F anteriormente apresentados séo referentes aos indices eritrocitarios e

demostram uma tendéncia para a macrocitose e anisocitose em ambos 0s grupos.
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Estes indices aparentam uma alteracdo mais pronunciada no grupo tratado que no grupo
controlo ao 26°DPI. No grupo tratado com BNZ verifica-se ainda uma tendéncia
estatisticamente significativa como teste Two-way ANOVA para a macrocitose com
hipocromia (Anexo B).

Os resultados relativos as variaveis estudadas do leucograma encontram-se apresentados
na Figura 83.

Figura 83 - Leucograma dos animais utilizados no ensaio de eficacia farmacoldgica do BNZ num protocolo terapéutico longo. O
gréafico A é referente ao nimero de leucécitos total, enquanto os gréaficos B, C e D séo referentes a contagem de cada linhagem
celular (Granulécitos, Linfécitos e Mondécitos/Blastos, respetivamente). As barras de erro correspondem ao desvio-padréo.
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O gréfico A anteriormente apresentado revela uma tendéncia para a leucocitose em ambos
0s grupos. A linhagem celular mais aumentada e implicada na leucocitose geral aparenta
ser a linfocitica (gréfico C). Os granuldcitos (grafico B) e os mondcitos e blastos (grafico D)
sofrem um aumento, no 14° DPI e tendem a diminuir no 26°DPI, com excecdo do grupo
controlo no qual o nimero de granuldcitos tende a aumentar.

Ap6s analise estatistica com Two-way ANOVA foi determinado que as diferencas entre os
dois grupos nao sdo estatisticamente significativas (Anexo B).

Os resultados relativos as variaveis estudadas do trombograma estdo representados na

Figura 84.
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Figura 84 - Contagem de plaquetas dos animais utilizados no ensaio de eficacia farmacolégica do BNZ em protocolo
terapéutico de longa duracdo. As barras de erro representam o desvio-padréo.
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O gréfico apresentado na Figura 84 demonstra uma tendéncia para a diminuicdo do numero
de plaquetas por mililitro de sangue em ambos 0s grupos. A tendéncia parece ser mais
pronunciada no grupo dos animais tratados com BNZ.

Foi realizada a andlise dos dados com o teste de Wilcoxon para duas amostras que
determinou néo existirem diferengas significativas entre os dois grupos (Anexo B).

Neste ensaio foram ainda analisadas variaveis imunoldgicas como a titulagdo de anticorpos

da classe IgG e IgM (Figura 85).

Figura 85 - Titulo expresso em absorvéncia, ou densidade 6tica a 490nm (OD490nm) de IgG total (A) e IgM total (B) nos
animais utilizados no ensaio de determinagéo da eficacia farmacolégica do BNZ em protocolo terapéutico longo. As barras de
erro representam o desvio-padrao. A diluicdo usada foi 1:400.
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Os graficos anteriormente apresentados descrevem uma tendéncia esperada para o
aumento dos titulos de ambas as classes de imunoglobulinas com o decorrer de infecdo. No
ponto de infecdo mais tardio, € aparente um maior titulo de imunoglobulinas no grupo dos
animais tratados com BNZ. Os titulos de IgG total (grafico A) aparentam ter menores
desvios-padréo que os de IgM total (gréfico B).

Fazendo uso da analise estatistica com recurso a Two-way ANOVA foi determinado que as
diferencas entre o grupo tratado e o grupo controlo ndo sdo estatisticamente significativas

nem para IgM total nem para IgG total (Anexo B).
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ApOs a titulacé@o as classes de imunoglobulinas totais foram tituladas as subclasses de 1gG,
IgG1, IgG2a e IgG3 (Figura 86).

Figura 86 - Titulos expressos em absorvéncia, ou densidade 6tica a 490nm (OD490nm) de IgG1 (A), IgG2a (B) e IgG3 (C) nos
animais utilizados no ensaio. As barras de erro representam o desvio-padrdo. Em todos os gréaficos consta a indicagao dos
pares entre os quais as diferencas séo estatisticamente significativas. A dilui¢cdo utilizada foi 1:200.
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Os graficos B e C apresentados na Figura 86 revelam uma tendéncia para o aumento dos
titulos de anticorpos das subclasses IgG2a e 1gG3. O grafico A demonstra um muito discreto
aumento dos titulos da subclasse IgG1.

Os graficos B e C demonstram um aumento progressivo dos titulos de imunoglobulinas no
grupo tratado. No entanto, o grupo controlo o valor maximo dos titulos verifica-se no 14°DPI
diminuindo no 26°DPI. As diferencas entre os titulos nos dias mencionados sé&o
estatisticamente significativas quando analisadas com o teste Two-way ANOVA.

No grafico A apenas existe um aumento aparente dos titulos no grupo tratado,
estatisticamente significativo (Anexo B), ao 26°DPI.

Utilizando os valores dos titulos de IgG1 e IgG2a foi calculado o racio Th1l:Th2 (Titulo de
lgG2a / Titulo de IgG1). Estes racios encontram-se representados na Figura 87.

Figura 87 - Racio Th1:Th2 dos animais utilizados no ensaio. As barras de erro correspondem ao desvio-padréo.
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O grafico anterior demonstra uma polarizagdo da resposta Thl, visto que todos 0s racios
médios tendem a ser maiores que 1. A resposta Thl aparenta ser mais intensa no 26°DPI
no grupo tratado. No grupo controlo a resposta aparentemente ndo aumenta em intensidade
apos o 14°DPI.
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As diferencas entre os dois grupos ndo foram consideradas como estatisticamente

significativas quando os dados foram submetidos a analise com o teste Two-way ANOVA.
Por fim foram quantificadas citocinas de resposta Th2 (IL-4, TGF-$1) e Thl (IFN-y).

Foi também quantificado o NO. Os resultados das quantificacbes de citocinas estédo

apresentados na Figura 88 e os da quantificacdo de NO na Figura 89.

Figura 88 - Quantificagcdo de Citocinas por ELISA. Os gréficos A, C e E séo refentes as concentragées de IL-4, TGF-B1 e IFN-y

em pg/mL obtidas aplicando as absorvéncias a 450nm (B, D e F respetivamente) a uma curva de calibragéo. As barras de erro

correspondem ao desvio-padréo. As diluigdos utilizadas foram 1:50 para a IL-4 e 1:25 para as restantes citocinas. Nos gréaficos
E e F é apresentada ainda a indicagdo de quais pares séo significativamente diferentes entre si.
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Figura 89 - Quantificagdo de NO pela técnica de Griess. O gréafico A corresponde as absorvéncias medidas a 490nm
(OD490nm) e o gréafico B corresponde a concentagdo em mM de NO sérico. As barras de erro representam o desvio-padrédo. A
diluicao utilizada foi 1:10.
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Nos gréficos anteriormente apresentados verificam-se nas quantificagfes absolutas de IL-4
e IFN-y (Figura 88 - gréficos A e E) aumentos do desvio padrdo e pontos em que 0S
marcadores inflamatérios ndo séo identificados.

Este acontecimento deve-se a problemas de quantificacdo tendo varios pontos sido
inquantificaveis aquando o célculo da concentracdo pela lei de Lambert-Beer (concentragédo
< 0). Por este motivo sdo apresentados também os resultados da espetrofotometria, com os
quais foram também realizadas andlises estatisticas com recurso ao teste Two-way ANOVA
cujos resultados serdo apresentados seguidamente.

Analisando os graficos A, B, C e D, pode-se evidenciar a tendéncia esperada para
diminuicdo da concentracdo de IL-4 e TGF-B1 com o aumento do tempo de infecdo. Esta
diminuicdo é mais notdria no caso da IL-4 na quantificacdo absoluta de que nos resultados
da espetrofotometria. Apos andlise foi determinado que as diferencas entre os dois grupos
em ambos 0s casos nao sao estatisticamente significativas (Anexo B).

Para o caso do NO (Figura 89), as concentracdes deste marcador sao oscilantes e tendem a
aumentar mais pronunciadamente no grupo controlo no ultimo ponto estudado, sendo quase
constantes no grupo tratado. As diferencas encontradas foram comprovadas ndo ser
estatisticamente significativas pelo mesmo teste utilizado anteriormente (Anexo B).

Quanto ao IFN-y, dois pontos comprovam-se inquantificaAveis quando calculada a
concentracdo, mesmo numa diluicdo baixa (1:10). A diminuicdo das concentra¢gdes de IFN-y
€ esperada na fase mais tardia da infegéao.

A analise estatistica foi feita com recurso aos resultados espetrofotométricos e quantitativos,
gque foram concordantes sendo verificadas diferengas estatisticamente significativas entre os

dois grupos ao 14°DPI (Anexo B).
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5.Discussao

5.1. Ensaio de determinacgéo da infe¢cdao com T.b.brucei por via oral
Os resultados desta experiéncia apontam para ineficacia da infecdo por via oral, nestes
animais, considerando que ndo houve nem detecdo microscopica dos parasitas, nem um
aumento do titulo de IgG total anti-T. b. brucei.
O ensaio falhou em determinar uma dose infetante por via oral, e em corroborar os
resultados descritos por Laveran e Mesnil (1912) e Moloo et al. (1973).
Laveran e Mesnil (1912) mencionam na sua publicagcdo que as infe¢bes por via oral e
géastrica aparentam ter sucesso para certas espécies de tripanossomas exceto nos casos
em que a mucosa oral € especialmente resistente, como a mucosa oral dos ruminantes. Os
autores consideram a transmissé@o por via oral indubitavel, tanto por dados experimentais
em gatos e cées que ingeriram roedores infetados como em roedores infetados por ingestao
de sangue. Os mesmos autores consideram ainda que a ineficacia de certas infecdes
experimentais em roedores é devida a inexisténcia de solu¢des de continuidade na mucosa
oral destes, que ocorrem naturalmente nos carnivoros quando estes esmagam 0s 0Ss0s das
presas.
Bowman et al. (2001) citando Moloo et. al. (1973), indicam que cerca de 18% dos gatos
utilizados na experiéncia ficaram infetados ap6s a ingestdo da carne de caprino infetada
com T. b. brucei, manifestando a infe¢c&o ate 38 dias depois da ingestao.
Para melhor aprofundar os resultados desta experiéncia podera ser utilizado material dos
esfregagos para detecdo molecular do parasita, sendo esta uma possivel perspetiva futura,
para determinar se a infegdo ocorreu, embora com parasitémias muito baixas e tardias,
anteriores ao aumento dos titulos de IgG total anti-T. b. brucei.
Outra variavel que deve ser tida em conta é o veiculo dos parasitas. Nesta experiéncia o
veiculo utilizado foi PBS-glucose, enquanto nas experiéncias de infecdo por via oral o
veiculo foi carne e outros tecidos ediveis. Os tecidos utilizados podem ter constituido um
meio de protecao contra o suco gastrico e podem ter ainda, ao integrar escaras fisicas como
0Ss0s, ter aberto portas de entrada na cavidade bucal por onde os parasitas tivessem
entrado para a corrente sanguinea através das solucdes de continuidade.
O dultimo fator a controlar € a carga parasitaria, que pode ter sido muito baixa, sendo
necessario encontrar meios de concentracdo dos parasitas para que se consigam atingir
doses proximas das que se atingem numa refeicdo de 6Orgdos e carne de animais

parasitados pelos predadores.
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5.2. Ensaio de determinacéao da eficacia do benznidazol na infecdo
intraperitoneal por T. b. brucei num protocolo terapéutico de 5
dias

Os resultados deste ensaio foram ao encontro dos resultados obtidos por Poltera e
colaboradores (1981), que comprovaram ineficacia farmacolégica do BNZ na TA
experimental em modelo murino. No trabalho anteriormente citado, o BNZ tinha apenas
causado um aumento da circulacdo de imunocomplexos, ndo tendo diminuido a parasitémia
nem causado redistribuicdo dos parasitas dentro do SNC. No presente trabalho foi
comprovado que mesmo nas doses recomendadas e com tratamento precoce nao se
verificou o controlo da parasitémia nem um aumento da sobrevivéncia dos animais.

A parasitémia oscilante verificada no ensaio é uma caracteristica tipica tanto na infecdo
natural como na experimental (Taylor & Authié, 2004).

O ganho de peso no grupo tratado teve forte correlagdo (R=0.89) existindo uma relagéo
linear entre o peso e o tempo de infe¢do, assim como poucos fatores fizessem variar o peso
para além da relagdo entre as duas variaveis. A analise de regressao provou a existéncia de
uma tendéncia forte para o ganho de peso no grupo tratado.

A mesma situacdo ndo se verificou no grupo controlo, considerando que a correlacdo foi
fraca entre as duas variaveis (R=0.29), o que indica que a interacdo entre o tempo de
infecdo e o peso é pouco linear. Este fendbmeno pode ser explicado pela interferéncia de
outras variaveis na relacdo entre peso e tempo de infecdo. O intervalo do GMD inclui
nameros inferiores a 0, sugerindo que em certos animais do grupo controlo houve
inclusivamente perda de peso.

Os resultados acima citados pareciam indicar uma melhoria clinica do uso do BNZ, visto que
0s animais tratados tinham um maior aumento de peso por dia que os controlos. Contudo,
apos andlise estatistica, onde as diferengas entre os dois grupos foram estatisticamente
significativas, o emparelhamento entre dias nos dois grupos néo foi eficaz, ou seja, o teste
ndo ganhou poder em comparar os dois grupos por dia, ao invés de comparar 0S grupos
como um todo. Assim, podemos concluir que os dois grupos foram no geral diferentes em
termos de peso médio, mas néo é possivel tirar conclusdes face a dias especificos.

Outros fatores que possam ter contribuido para as diferencas de peso e variacdo de peso,
para além do tratamento, sdo exemplos a idade média do grupo, a ordem hierarquica dos
animais na caixa, as alteracoes fisiopatolégicas da doenca, nomeadamente o edema e a
organomegadlia, parasitismo gastrointestinal ou erro de medicao.

A idade média do grupo é um fator importante na cinética do ganho de peso pois numa fase
mais precoce do crescimento do animal existe uma maior tendéncia para o ganho de peso

por crescimento do sistema musculo-esquelético de que em fases mais tardias por
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deposicdo de gordura. Este fator ndo foi considerado como muito importante, pois as
diferencas de idades méaximas entre os animais antes da selecdo eram 3 semanas, e estes
foram distribuidos pelos dois grupos aleatoriamente.

A ordem hierarquica na caixa pensa-se ter sido importante neste ensaio, pois aumenta a
variancia entre animais do mesmo grupo. Os animais mais pesados e mais fortes assumem
dominédncia e acesso preferencial ao alimento, ao esconderijo, e quando se verifica
canibalismo séo os primeiros a ingerir a carcaca, quase sempre um animal mais pequeno.
Assim, um grupo mais homogéneo quanto ao peso e tamanho dos animais, como 0 grupo
tratado, vai ser menos influenciado pela hierarquia da colénia que um grupo mais
heterogéneo, como o grupo controlo.

A organomegalia e o edema préprios da TA podem ter contribuido para aumento do peso
nos animais doentes. Contudo, tendo em conta que ndo foram verificadas diferengas
significativas entre ambos 0s grupo nem para a parasitémia nem para a sobrevivéncia, esta
alteracdo patologica possivelmente nédo teve influéncia nas diferencas entre o grupo tratado
e 0 grupo controlo.

O parasitismo gastrointestinal influencia negativamente o GMD, por espoliagdo de ingesta e
ma absor¢éo gastrointestinal. Este fator foi controlado com analise coprologica prévia a uma
amostra dos animais usados no ensaio. O resultado desta foi negativo, e 0o ambiente
controlado, ndo sendo considerado o parasitismo provavel.

Os erros de medicdo sdo importantes neste ensaio considerando o baixo peso dos animais
utilizados. A sensibilidade da balanca (1g) ser 4% do peso médio dos animais tornando
qgualquer erro acima de 1g é significativo (>5%). Infelizmente, por indisponibilidade de
equipamento ndo foi possivel realizar medic6es mais precisas. Na tentativa de diminuir o
erro a balanca era calibrada a cada 3 medi¢cbes e 0s animais pesados dentro de recipientes
gue possibilitavam sua contengdo. Porém, assumindo erro semelhante para ambos o0s
grupos a influéncia deste fator ndo justifica por si as diferengas significativas entre os dois
grupos.

Estes resultados ndo foram contudo conclusivos, dada a curta duracdo da terapéutica, a
suscetibilidade da estirpe BALB-C a infecdo e os dados de ganho de peso no grupo tratado,
guando comparado com o grupo controlo. Com base nestas observacdes a necessidade de
repeticdo da experiéncia com uma estirpe de animais menos suscetiveis a progressao da
doenca e com uma maior duragéo da terapéutica.

Outro argumento para a repeticdo da experiéncia foi o facto da dose estabelecida ser uma
dose média, o que pode ter motivado sobredosagem em animais mais pequenos e

subdosagem nos maiores, principalmente com um tao curto periodo de terapéutica.
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5.3. Ensaio de determinacédo da eficacia do benznidazol na infecdo
intraperitoneal por T. b. brucei num protocolo terapéutico de 11
dias

Este ensaio surgiu como uma confirmacdo do anterior com um modelo animal menos
suscetivel a progresséo da doencga, com uma duracao da terapéutica maior e com uma dose
calculada com o objetivo de evitar subdosagens.

Confirmou-se que as diferencas nos valores de parasitémia e na sobrevivéncia ndo foram
estatisticamente significativas, mesmo tendo a indicacao que os animais controlo tiveram um
risco de morrer 59% maior que os animais tratados. As variagdes da parasitémia foram
consistentes com o que esta descrito na literatura (Taylor & Authié, 2004).

Quanto ao peso, nesta experiéncia confirmaram-se diferencas significativas entre os dois
grupos de animais com emparelhamento eficaz, mesmo nédo havendo no geral ganho de
peso, sendo que os tratados tiveram menor tendéncia para a perda de peso que os
controlos. A correlagdo ente as duas variaveis em ambos o0s grupos foi baixa, sendo mais
baixa no grupo tratado. Esta baixa correlagdo pode estar relacionada com o facto da
variagdo do peso ser pouco linear, havendo um periodo de claro ganho de peso até ao 14°
DPI sendo depois notéria a tendéncia para a perda de peso. Assim, € notério um efeito do
BNZ na variacdo do peso, embora seja necessario que este efeito seja explorado em
detalhe, visto que nas outras variaveis clinicas néo se verificaram diferencas significativas.
Quanto aos resultados de hematologia, no que se refere ao eritrograma, a anemia verificada
foi consistente com os dados descritos na literatura (Taylor & Authié, 2004; Pentreath &
Kennedy, 2004), excepto no que concerne aos indices eritrocitarios dos animais tratados na
fase mais tardia. A tendéncia estatisticamente significativa para a macrocitose com
hipocromia pode revelar agcdo do BNZ a nivel da medula, acdo essa que ja foi descrita para
outras linhas celulares (Rassi & Luquetti, 2004). Para determinar se esta agéo € inibitéria ou
estimuladora poderia ter sido realizada uma contagem manual de reticul6citos ou um
mielograma para analisar as propor¢6es dos diferentes nlcleos hematopoiéticos. No entanto
tal ndo foi exequivel no decorrer deste trabalho por limitacbes de tempo para andlise e
interpretac@o dos esfregacgos e por ndo ter sido incluido o estudo da medula 6ssea no plano
experimental, ndo tendo sido realizada a colheita deste tecido.

Quanto ao leucograma os resultados foram discordantes dos reportados na literatura,
porque nao foi evidenciada a tendéncia para a pancitopenia caracteristica da infecao por T.
b. brucei, observando-se uma tendéncia para a leucocitose com neutrofilia no grupo
controlo. A neutropenia verificada no grupo tratado foi consistente tanto com a fisiopatologia
da doenca como com as reacfes adversas do BNZ reportadas por Rassi e Luquetti (2004) e

Taylor e Authié (2004). As diferencas para todas as linhagens celulares ndo foram
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estatisticamente significativas, possivelmente devido ao baixo nUmero de amostras e ao
elevado desvio-padrao verificado. De realcar também que a calibracdo do aparelho para as
células humanas poderd ter influenciado a contagem diferencial automatica. As causas de
leucocitose podem ser variadas, podendo ter como origem infecdo bacteriana secundaria,
devido a imunossupressao causada pela TA (Taylor & Authié, 2004; Baral, 2010; De Sousa
et al.; 2011).

Quanto ao trombograma os resultados foram semelhantes aos reportados por varios autores
(Taylor & Authié, 2004; Pentreath & Kennedy, 2004).

As titulacbes de IgG e IgM anti-T. b. brucei mostaram-se de acordo com a literatura,
verificando-se aumento dos titulos com o aumento do tempo de infe¢do, sendo que o0s
titulos de IgM se apresentam mais variaveis que os titulos de IgG (Taylor & Authié, 2004).
Quanto as subclasses de IgG, o perfil de IgG2a e a IgG3 dominantes é verificado nas
infecbes naturais e experimentais por T. b. brucei, e denota uma resposta maioritariamente
Thl, com altas concentragbes de IFN-y, que é esperada na TA (Baudino et al., 2006; De
Sousa et al.,, 2011). As diferengas estatisticamente significativas no grupo tratado, com
titulos mais elevados de IgG1, IgG2a e IgG3 indicam uma alteragdo na imunomodulacao
nestes grupos, com um mais pronunciado padrdo Thl, contudo com pouca inibicdo da
producao de IgG1, prépria de uma resposta Th2 (Baudino et al., 2006).

A apreciacdo da polarizagao da resposta imunitaria usando o racio Th1/Th2 demonstrou ndo
existirem diferencas estatisticamente representativas entre os dois grupos quanto a
intensidade da resposta. Contudo é importante salientar alguns aspetos desta avaliacdo de
resposta.

O primeiro aspeto é a resposta imunitaria em animais saudaveis ter sido Thl. Este resultado
deve-se a elevada reatividade do anticorpo secundario anti-lgG2a, relativamente ao
anticorpo secundario 1gG1, elevando o racio basal de 1 para 1,8. O segundo aspeto que é
importante salientar é que o racio calculado é qualitativo e n&o quantitativo. Um racio
quantitativo proporciona uma informacdo mais correta relativamente a polarizacdo da
resposta, visto que é calculado com concentracbes de marcadores e ndo com as
absorvéncias destes. O Ultimo aspeto a referir poder4 ser o facto de o racio ter sido
calculado com apenas dois marcadores de cada resposta. Selecionando outros pares de
marcadores poderia levar & obtencdo de resultados diferentes. A restricdo da andlise a
pares nao permite uma avaliacdo global da resposta imunitéria.

Para justificar estes resultados a quantificagéo de citocinas veio fornecer dados importantes
nomeadamente no que concerne ao IFN-y. Os pontos inquantificaveis nos ELISA de
gquantificacdo de IL-4 e IFN-y podem ter sido devidos a baixa sensibilidade da técnica, ndo
sendo distintos os pontos de baixa concentragdo com o branco da curva de calibragéo;

problemas no bloqueio da placa que permitiram adsor¢cdo do anticorpo secundario com a
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placa; tempo de incubacéo insuficiente para a temperatura ambiente; ou maior afinidade da
citocina recombinante do padrdo com os anticorpos de detecdo e captura que a citocina
natural. Infelizmente, dado os problemas da técnica agora referidos, a quantificacdo exata
ndo foi conclusiva para IL-4 e IFN-y, tendo sido utilizados os valores de absorvéncia para a
realizacdo de andlise estatistica. Esta revelou, que embora as concentracdes médias
aparentes de IL-4 se tivessem mantido relativamente inalteradas no grupo tratado, as
diferencas entre os dois grupos nao foram estatisticamente significativas.

Quanto ao IFN-y, a concentragao significativamente maior no 14° DPI nos animais tratados
foi atribuida como a principal responsavel pelo aumento dos titulos de IgG2a e 1gG3 anti-T.
b. brucei. Esta estimulagdo de IFN-y induzida pelo BNZ esta reportada por varios autores,
bem como a manutencéo da expresséo de certas citocinas Th2 como IL-10 e IL-4 (Olivieri,
et al., 2002; Sathler-Avelar, et al., 2006; Maya et al., 2007).

A concentragdo de TGF-B1 tendeu a diminuir igualmente em ambos o0s grupos. Esta
reportada a inibicdo desta citocina na fase cronica da infe¢éo por T. b. brucei, e a diminuicdo
das suas concentragdes, especialmente no SNC, é correlacionada com aumento da
mortalidade (Masocha et al., 2008; MacLean, et al., 2012).

A concentracdo de NO tendeu a manter-se sensivelmente inalterada no grupo tratado,
aparentando um aumento discreto no grupo controlo. Estas diferencas nao foram
estatisticamente significativas e vém corroborar o que Maya et al. (2007) defenderam, isto €,
gue o stress oxidativo por formacdo de compostos reativos de azoto, como 0 NO néo € o
principal mecanismo de acdo do BNZ, pois se assim fosse, as concentracdes de NO

estariam aumentadas no grupo tratado.
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6. Conclusdes e Perspetivas Futuras

A realizacdo deste trabalho permitiu concluir que o BNZ néo foi eficaz no tratamento da TA,
nos protocolos terapéuticos estudados pois ndo demonstra quaisquer vantagens quer no
aumento da sobrevivéncia quer no controlo da parasitémia, anemia e trombocitopenia
verificadas. Contudo é um imunomodulador da resposta Thl, com significativo aumento da
concentracdo de IFN-y, que pode ser Util em varias doencas em que esta resposta esteja
alterada e seja benéfica, como é o caso da Leishmaniose, Imunodeficiéncias adquiridas ou
micobacterioses.

Outra conclusdo deste trabalho é a inefichAcia do estabelecimento de uma infecéo
experimental por via oral com doses tdo elevadas com 2x10° parasitas/animal, veiculados
em PBS-glucose.

Como perspetivas futuras, propde-se o estudo das diferencas entre 0 BNZ e o Fenixidazole,
ambos nitroimidazéis, que conferem uma boa capacidade tripanocida ao Ultimo e ndo ao
primeiro.

A expressdo de citocinas em 0rgdos, ndo realizada neste trabalho e estudos de
imunoestimulagdo em animais saudaveis sdo importantes para a compreensdo da
imunomodulagdo complexa resultante da terapéutica com BNZ.

Estudos de toxicidade e farmacocinética em presenca de indutores e inibidores do citocromo
P450 sdo uma possivel perspetiva futura para o desenvolvimento de formulacdes mais
seguras e eficazes de BNZ.

Por fim, como a perspetiva de potenciar usos do BNZ, podem ser realizados estudos em
infecbes experimentais com Leishmania infantum e estudos de eficacia in vitro contra este

parasita em modelo promastigota e amastigota-macrofago.
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Characterization of immune response in experimental murine African Trypanosomiasis treated with
Benznidazole

JoAO GoMES PEREIRAM; JORGE MARQUES ATOUGUIAY; MARCELO SousA SiLva®

! Centre for Malaria and Tropical Diseases, Institute for Hygiene and Tropical Medicine, New University of Lisbon;
z Faculty of Veterinary Medicine — University of Lisbon

Introduction: African Trypanosomiasis (AT) is a neglected disease caused by the protozoan Trypanosoma
brucei subspecies to human and animals in Sub-Saharan Africa [Parasit. Vectors. 3(1):15, 2010]. There are some
efforts in order to produce new medications for AT in the absence of an effective vaccine. The medications
currently in use are quite toxic, and some of them have reported resistances (Br. J. Pharmacol. 152:1155-1171,
2007). Therefore, there is a dire need to discover novel molecules less toxic and more effective against this
disease. Benznidazole (BNZ) is an antichagasic of the nitroimidazole family. This molecule is the standart of
treatment for Chagas disease, and was considered for mucocutaneous leishmaniasis. The mechanism of action is
still poorly understood, being generally accepted that the main mechanism is the production of reactive nitrogen
species that damage nucleic acids (Br. J. Cancer 50:291-303, 1984). Being highly liposoluble, BNZ crosses the
blood brain barrier with ease, making it a good candidate for treating second stage of AT. The objective of this
work is to ascertain differences in immune response in the treatment of murine AT with BNZ.

Methods and results: 24 CD-1 strain mice were infected IP with a dose of 500 parasites per animal of the
T.brucei brucei GVR35/1.6 strain. The infection was detected in all animals by stained thick smear in the 6™ day
post-infection (DPI). 12 animals were medicated per os with the pediatric dose of BNZ (10mg/kg SID) from the
12"DPI until the death of the first animal (22"DPI), 12 were untreated. 12 animals from both groups were
sacrificed, 6 on 14DPI and 6 on 26DPI, to collect serum for anti-T.brucei (a—Tbb) antibody ELISA and cytokine
guantification (IL-4, IFN-y, TGF-B1 and NO), compared with healthy controls. Parasitemia and survival were
measured constantly during the duration of the experiment. The results show no significant differences in
parasitemia and survival in both groups (p=0.441 and p=0.507, respectively). As for a—Tbb IgG1, IgG2a, IgG3
and IFN-y, there were significant differences between the two groups (IgGl: p(26DPI)<0.001; IgG2a:
p(14DP1)<0.01; p(26DPI1)<0.001; IgG3: p(14DPI)<0.05; p(26DPI1)<0.001; IFN-y: p(14DPI1)<0.01).

Conclusion: The results show that although clinically BNZ is ineffective in treating AT, it tends to stimulate a Th-1
response with increased titers of a—Tbb IgG subclasses and IFN-y.

Financial support: The authors thank Berenice for the financial support.

Anexo A-4: Abstract aceite para iMed5.0

Determination of pharmacological effectiveness of Benznidazole in experimental African
Trypanosomiasis.
Jodo Gomes Pereira’?; Jorge Marques Atouguia’; Marcelo Sousa Silva®

!Centre for Malaria and Tropical Diseases, Institute for Hygiene and Tropical Medicine, New University of Lisbon; 2 Faculty of Veterinary
Medicine — University of Lisbon

African Trypanosomiasis (AT) is a neglected disease transmitted by the haemoparasite protozoan Trypanosoma
brucei. This species is divided in three subspecies: Trypanosoma brucei gambiense, Trypanosoma brucei
rhodesiense responsible by the chronical and acute forms of sleeping sickness in man and Trypanosoma brucei
brucei, one of the main agents of Animal African Trypanosomiais, or Nagana, responsible for significant
economic losses.

There are some efforts in order to produce new medications for AT or an effective vaccine. The medications
currently in use are quite toxic, and some of them have reported resistances. Therefore, there is a dire need to
discover novel molecules less toxic and more effective against this parasite.

Benznidazole (BNZ) is an antichagasic of the nitroimidazole family. This molecule is the standart of treatment for
Chagas disease, and was considered for mucocutaneous leishmaniasis. The mechanism of action is still poorly
understood, being generally accepted that the main pharmacological action is the production of reactive oxygen
and nitrogen species that cause oxidative stress and damage nucleic acids. Being highly liposoluble this
molecule crosses the blood brain barrier with ease, rendering it a good candidate for treating second stage of
AT.

This drug was tested in 24 CD-1 mice infected with 500 parasites per animal of the Trypanosoma brucei brucei
GVR 35/1.6 strain. The infection was confirmed at the 6th day post-infection by blood smear. All animals were
medicated with benznidazole (Abarax® 50mg — ELEA Argentina), using the human pediatric dose of 10mg/kg
SID, for 11 days until the natural death of the first animal. The variables measured were weight gain,
parasitaemia and survival. Six animals were sacrificed in order to collect blood for antibody-ELISA, and cytokine
guantification in two different points and were compared with healthy controls.
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Both groups had tendency to weight loss, greater in the untreated animals. The parasitaemia and survival
differences between the two groups were not statistically significant by the Two-way ANOVA and Mantel-Cox
Tests, respectively. The antibody-ELISA results have shown the tendency for statiscally significant higher titers
of IgG1, IgG2a and IgG3 in the treated group by Two-way ANOVA. The cytokine quantification showed
significant increase in IFN-y in the transition between acute and chronical fase of the infection (14 days post-
infection) in the treated group, with the test cited above. In conclusion, clinically this course of treatment with
BNZ was ineffective to treat the infection and to improve the survival of the treated animals. Immunologically,
BNZ stimulated a Th1 pattern immune response, and furthermore may be useful in other diseases that disrupt
Th1 responses, like leishmaniasis, AIDS and mycobacteriosis.
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Anexo B - Analise estatistica realizada no decurso do trabalho

experimental

Ensaio de infecéo por via oral:

Anexo B-1 - Resultado da andlise estatistica no ensaio de infegdo por via oral recorrendo ao teste One-way ANOVA.

Significancia estatistica entre que pares (Ap6s correcdo de Bonferroni)

10,88 0,013 VO 500p/animal ; VO 2x10°p/animal; C. Negativo versus C.positivo

Ensaios de eficacia farmacolégica do BNZ:

Anexo B-2 - Resultados das analises estatisticas para os Pesos recorrendo ao Wilcoxon rank-sum test.

Ensaio Significancia Coeficiente de Valor P (anélise de Eficacia do

do teste correlacao (r) emparelhamento) emparelhamento

(0=0,05)

Determinacéo da eficacia do 0,004 Significativo 0,008 0,491 Ineficaz
BNZ em protocolo

terapéutico curto

Determinacéo da eficacia do 0.014 Significativo 0.8500 0.0014 Eficaz
BNZ em protocolo

terapéutico longo
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Anexo B-3 - Resultados das andlises estatisticas para as Parasitémias médias recorrendo ao Wilcoxon rank-sum test.

Ensaio Valor P Significancia do Coeficiente de Valor P (analise de Eficacia do

teste (a=0,05) correlacéo (r) emparelhamento) emparelhamento

Determinacéo da eficacia 0,151 N&o significativo 0,781 0,001 Eficaz
do BNZ em protocolo
terapéutico curto
Determinacéo da eficacia 0,441 N&o significativo 0,897 0.002 Eficaz

do BNZ em protocolo
terapéutico longo

Anexo B-4 - Resultados das analises estatisticas para as Sobrevivéncias recorrendo ao Mantel-Cox log-rank test .

Ensaio Graus de Valor P Significancia (a=0,05)

liberdade

Determinacao da eficacia do BNZ em 0,378 0,539 N&o significativo

protocolo terapéutico curto

Determinagéo da eficacia do BNZ em 0,441 1 0,507 Nao significativo

protocolo terapéutico longo

Anexo B-5 — Resultados das andlises estatisticas para as variaveis hematolégicas usando os testes Two-way ANOVA e
Wilcoxon rank-sum test.

Variavel hematologica Valor F paraa Valor P Significancia estatistica entre que pares (Ap6s
variavel correcdo de Bonferroni, quando aplicavel)
tratamento

(quando

aplicavel)

Contagem de eritrocitos 2,92 0,163
Hematécrito 1,33 0,313 - -
Hemoglobina 1,28 0,321 - -
VCM 4,15 0,111 26DPI tratados vs 26 P<0,05
DPI controlos
CHCM 8,20 0,050 26DPI tratados vs 26 P<0,001
DPI controlos
RDW 0,20 0,680 - -
Contagem de leucécitos <0,01 0,947 - -
Granulécitos 0,09 0,783 - -
Linfécitos 0,38 0,573 - -
Mondcitos e blastos 2,16 0,216 - -
Contagem de plaquetas - 0,167 - -
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Anexo B-6 - Resultados da andlise estatistica com recurso a Two-way ANOVA para as titulagGes de IgG e IgM

Classe de Valor F (variavel Valor P (variavel Significancia estatistica entre que
Imunoglobulina tratamento) tratamento) pares (Apos correcdo de Bonferroni)
1gG 0,64 0,468 -
IgM 0,09 0,778 -

Anexo B-7 - Resultados da analise estatistica com recurso a Two-way ANOVA das titulag6es de subclasses de I1gG:
19G1,IgG2a e 1gG3.

Subclasse Valor F Valor P Significancia estatistica entre que pares (Apo6s correcao de Bonferroni)

de IgG (variavel (variavel

tratamento) tratamento)

IgG1 4,16 0,069 26DPI Tratados vs 26DPI P<0,001
Controlos

lgG2a 1,04 0,332 14DPI Tratados vs 14DPI P<0,01
Controlos

26DPI Tratados vs 26DPI P<0,001
Controlos

1gG3 2,65 0,134 14DPI Tratados vs 14DPI P < 0,05
Controlos;

26DPI Tratados vs 26DPI P<0,001
Controlos

Anexo B-8 - Resultados da analise estatistica com recurso a Two-way ANOVA das quantificagcdes de citocinas.

Citocina Valor F (variavel Valor P (variavel Significancia estatistica entre que
tratamento) tratamento) pares (Apos correcao de Bonferroni)
-4 2,64 0,180 - -
IFN-y 4,56 0,100 14 DPI Controlos P<0,05
versus 14 DPI
Tratados

TGF-B1 1,97 0,233 - -

NO 0,41 0,558 - -
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