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RESUMO

PROVIDELLO, M. V. Estudo sobre o efeito tripanocida e antioxidante do acido
ascorbico no tratamento da doenca de Chagas experimental. 2022. 78f. Tese (Doutorado).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo,
Ribeirdo Preto, 2022.

A doenca de Chagas afeta hoje, aproximadamente, sete milhGes de pessoas em todo o
mundo. Causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi (T. cruzi), a patologia compreende 0s
estagios agudo e cronico. As manifestacbes em Orgdos-alvo, como coracao e trato digestivo,
sdo consequéncia da persisténcia parasitaria nos tecidos deflagrando uma intensa resposta
inflamatdria com consequente aumento do estresse oxidativo. Atualmente, o tratamento se
baseia no uso de dois compostos nitroheterociclicos, benznidazol (BZ) e nifurtimox, estando
apenas o primeiro disponivel no Brasil. Estudos recentes demonstraram que 0 BZ reduz a
carga parasitaria, mas falha em, de fato, curar a infeccdo ou combater danos teciduais
previamente instaurados. Com isso, a demanda por novas opc¢Oes terapéuticas torna-se
essencial e considerando as décadas em que o desenvolvimento de novas moléculas vém
falhando, a pesquisa com BZ em novos protocolos terapéuticos (regimes drug-sparing),
associados ou nédo a outras substancias, parece promissora. Nesse estudo, foi avaliado o papel
tripanocida e antioxidante bem como os possiveis efeitos toxicos de uma baixa dose de BZ
(25mg/kg/dia) associada a duas doses de &cido ascorbico (aa =7,14 mg/kg/dia e AA=88,1
mg/kg/dia). Camundongos Swiss fémeas e a cepa Y de T. cruzi foram usadas em modelos
agudo e cronico de infeccdo. Os resultados demonstraram que, de modo geral, usar uma baixa
dose de BZ pode reduzir alguns efeitos tdxicos da terapia e o tratamento combinado com o
antioxidante trouxe melhorias em ambas as fases da doenca, seja aumentando a atividade
tripanocida ou melhorando o controle redox. Em especial durante a fase crénica, as terapias
associadas promoveram também a reducdo nos titulos de anticorpos, o que pode indicar
beneficios em longo prazo. Juntos, esses achados reforcam a necessidade de se explorar
variacdes nos protocolos terapéuticos empregando BZ e que o acido ascorbico poderia atuar
como um adjuvante no tratamento da infeccdo chagasica, provendo melhorias nas fases aguda
e cronica da doenga.

Palavras-chave: Acido ascorbico; benznidazol; doenca de Chagas; estresse oxidativo,
regimes drug-sparing; Trypanosoma cruzi.



ABSTRACT

PROVIDELLO, M. V. Study of the trypanocidal and antioxidant effects of ascorbic
acid in the experimental Chagas disease treatment. 2022. 78f. Thesis (Doctoral).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sdo Paulo,
Ribeirdo Preto, 2022.

Chagas disease affects approximately seven million people worldwide. The pathology
is caused by the protozoan Trypanosoma cruzi (T. cruzi) and comprises the acute and chronic
stages. Manifestations in target organs, such as the heart and digestive tract, are a
consequence of parasite persistence in tissues, triggering an intense inflammatory response
and an increase in oxidative stress. The treatment is based on two nitroheterocyclic
compounds, benznidazole (BZ) and nifurtimox, with only the first being available in Brazil.
Recent studies have shown that BZ reduces the parasite load, but fails to cure the infection or
reverse the established tissue damage. In this sense, the demand for new therapeutic options
becomes essential, especially because there are some decades in which the development of
new molecules has been failing and the research using BZ in new therapeutic protocols (drug-
sparing regimens), associated or not with other substances, seems promising. In this study, the
trypanocidal and antioxidant roles as well as the possible toxic effects of a low dose of BZ
(25mg/kg/day) associated with two doses of ascorbic acid (aa = 7.14 mg/kg/day and AA=
88.1 mg/kg/day) were evaluated. Female Swiss mice and the Y strain of T.cruzi were used in
acute and chronic models of infection. The results showed that a low dose of BZ can reduce
some toxic effects of the therapy and the combined treatment with the antioxidant brought
improvements in both stages of the Chagas disease, either by increasing trypanocidal activity
or improving redox control. During the chronic phase, combined therapies also promoted a
decrease in antibody titers, a data that may indicate long-term benefits. Taken together, these
findings reinforce the need to explore alternatives in therapeutic protocols using BZ and
ascorbic acid could act as an adjuvant in the treatment of T.cruzi infection, providing
improvements in the acute and chronic phases of the disease.

Keywords: Ascorbic acid; benznidazole; Chagas disease; drug-sparing regimen; oxidative

stress; Trypanosoma cruzi.
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NO Oxido Nitrico

Nox NADPH oxidase

(O} Oxigénio

0O,- Radical Superoxido

PCR Polymerase chain reaction

gPCR Quantitative Polymerase chain reaction

RO,- Radical Peroxil

SOD Superoéxido Dismutase

T. cruzi Trypanosoma cruzi

XO Xantina Oxidase


https://en.wikipedia.org/wiki/Polymerase_chain_reaction
https://en.wikipedia.org/wiki/Polymerase_chain_reaction
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1. INTRODUGAO

1.1 Doenca de Chagas: um pouco de historia

Em 1909, o médico sanitarista brasileiro Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas (Figura
1) descrevia a doenga causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi (T. cruzi): Doenga de
Chagas ou tripanossomiase americana. Tamanha foi a magnitude de seu achado que, pela
primeira vez na historia, um unico pesquisador fora capaz de caracterizar a doenca bem como
suas manifestacdes clinicas, seu agente etioldgico, vetor, reservatdrios domésticos e silvestres,
além de identificar animais de laboratorio susceptiveis a infeccdo. A partir desta data, os vinte
e cinco anos seguintes de sua carreira foram dedicados a pesquisa sobre essa patologia
(BESTETTI; RESTINI; COUTO, 2016; COURA; BORGES-PEREIRA, 2010;
STEVERDING, 2014).

Figura 1. Carlos Chagas (1879-1934).

Fonte: Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz). " Disponivel em:
http://www.fiocruz.br/ioc/cgi/cgilua.exe/sys/start.nhtm?infoid=151&sid=76.

Apesar do raso reconhecimento internacional denotado a Carlos Chagas ao longo dos
anos, em maio de 2019, durante a 72° Assembleia Mundial da Saude, estabeleceu-se o dia 14
de abril como o Dia Mundial da doenca de Chagas. A data marca o dia em que em 1909, o
médico brasileiro diagnosticou o primeiro caso humano da doenca, a menina Berenice, de
dois anos de idade (Figura 2). A singela homenagem mesmo que 110 anos depois, oferece a

comunidade global uma maior visibilidade ndo apenas aos impactos a satde, mas tambeém aos



efeitos psicossociais e econdmicos dessa doenca hd muito negligenciada (WHO, 2020;
OPAS/WHO, 2022).

Figura 2. Carlos Chagas (a direita) junto com Berenice, primeiro caso humano detectado pelo médico, e
sua mée (a esquerda).
= =

T .':-i’l F

e L

Fonte: Chao, Leone e Vigliano (2020).

1.2 Um primeiro olhar: agente etiol6gico, mecanismos de transmissdo e aspectos
epidemiolégicos

Acerca do agente etioldgico, T. cruzi € um protozoario hemoflagelado pertencente a
familia Trypanosomatidae e ordem Kinetoplastida que possui um complexo ciclo de vida,
envolvendo hospedeiros vertebrados e invertebrados (VELASCO; MORILLO, 2020).

Os triatomineos (Ordem Hemiptera, Familia Reduviidae), popularmente conhecidos
como “barbeiros”, atuam como hospedeiros invertebrados e sdo reconhecidas 157 espécies,
das quais 3 sdo fosseis, pertencentes a 18 géneros capazes de albergar o protozoario. Dentre
estes, 0s géneros Panstrongylus, Rhodnius e Triatoma sdo considerados os principais
responsaveis por transmitir a doenga a humanos, dada a sua maior adaptacdo a ambientes
domésticos e peridomésticos (ALEVI et al., 2020; COURA; BORGES-PEREIRA, 2010;
DIAS, J. C. P.; COURA; YASUDA, 2014; GORLA; NOIREAU, 2017; OLIVEIRA
CORREIA et al., 2022). Quanto aos hospedeiros vertebrados, estima-se que T. cruzi seja
capaz de infectar aproximadamente 100 espécies mamiferas distintas (JIMENEZ et al., 2019;
TIBAYRENC; TELLERIA, 2010; ZINGALES et al., 2014).



No ciclo natural da infeccdo, o triatomineo se infecta ao realizar o repasto sanguineo
em um mamifero contaminado. A ingestdo de formas tripomastigotas sanguineas da inicio a
uma série de transformacdes sofridas por T. cruzi neste hospedeiro. No trato digestivo dos
insetos, as formas tripomastigotas diferenciam-se em epimastigotas, capazes de multiplicar-se
por sucessivas divisdes binarias, o que contribui para a migracao dessas formas para a por¢do
final do tubo digestivo do inseto, onde sera iniciado o processo de metaciclogénese. A
metaciclogénese inclui diversas modificagbes em nivel molecular no protozoario,
relacionadas primordialmente a viruléncia, uma vez que, 0s tripomastigotas metaciclicos
gerados serdo capazes de infectar as células mamiferas (DE GODOQY et al., 2012). Essa
infeccdo ocorre por um novo repasto sanguineo, onde o triatomineo libera as formas
metaciclicas em suas excretas e, em contato com mucosas ou qualquer injuria tecidual
preexistente ou decorrente da picada do inseto instaura-se a infeccdo do hospedeiro
vertebrado (PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018; STEVERDING, 2014).

ApoGs infectar as células do hospedeiro mamifero, T. cruzi sofre uma nova
modificacdo, originando as formas amastigotas, que se multiplicam também por diviséo
binaria. Na célula infectada, ap6s alguns ciclos de divisao, o parasito sofre nova modificacéo
gerando as formas tripomastigotas sanguineas que sd8o mdveis e acabam por romper a
membrana celular para alcancarem a circulacdo sanguinea e infectarem novas células
(BONNEY et al., 2019).

Esta via de transmissdo, dita vetorial, representa nos dias atuais importante papel em
paises endémicos, entretanto, a patologia pode ser transmitida também pela via congénita, por
transfusdes sanguineas, transplantes de Orgdos, via oral através de alimentos e bebidas
contaminados ou por meio de acidentes laboratoriais. Estes diferentes mecanismos de
transmissdo, associados aos intensos movimentos migratorios ocorridos nas ultimas décadas,
conferiram um caréter global a dsinaloenca de Chagas, chegando a paises onde a transmissao
pelo vetor é indetectavel ou inexistente (COURA, 2014; PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018).

A ampla gama de hospedeiros vertebrados e invertebrados justifica a vasta distribui¢éo
de T. cruzi pelas Américas, sendo de caracteristica endémica em 21 paises na América Latina,
incluindo o Brasil. Atualmente, estima-se que haja seis a sete milhdes de pessoas infectadas
em todo o mundo, sendo mais de um milh&o delas no Brasil (WHO,2022). Além disso,
existem setenta e cinco milhdes de pessoas sob o risco de contrair a doenca que é a
responsdvel por quatorze mil mortes anuais e representa uma perda de produtividade

industrial estimada em mais de um bilhdo de reais anualmente em nosso pais (DNDi, 2022).



1.3 Compreendendo a doenca: aspectos patogénicos

No que diz respeito a doenga humana, o individuo infectado inicialmente desenvolve a
chamada fase aguda, que corresponde a um periodo de aproximadamente quatro a oito
semanas, marcada por diversos ciclos de replicacdo do protozoario com inicio em células
proximas ao sitio de inoculacdo e consequente liberagdo de formas tripomastigotas na
corrente sanguinea. Esse padrdo de multiplicacdo e liberagcdo de formas circulantes confere a
caracteristica marcante desta fase: a alta parasitemia. No entanto, de maneira geral, 0 estagio
agudo € assintomatico, o que dificulta o diagnostico neste periodo. Quando ha sintomas, estes
geralmente sdo inespecificos, como febre, mal-estar geral, dores de cabeca, linfodenopatia,
hepato e esplenomegalia e linfocitose atipica (BENZIGER; DO CARMO; RIBEIRO, 2017;
TZIZIK; BORCHARDT, 2018) .

Dentre a sintomatologia especifica que pode ocorrer durante a fase aguda, embora
incomum, destaca-se o sdoencainal de Romafa, um edema bipalpebral e unilateral que pode
estar presente quando a penetracdo do parasito ocorre pela conjuntiva e o chagoma de
inoculacdo, inflamacdo aguda que acomete a derme e hipoderme no local de inoculagcdo do
protozoario (TZIZIK; BORCHARDT, 2018).

Neste periodo a taxa de mortalidade é baixa, em torno de 5%, atingindo em maior
ndmero criangas e pacientes imunossuprimidos, com ressalva a infeccdo oral que apresenta
altas taxas de mortalidade ainda neste estagio (BERN, 2015; TZIZIK; BORCHARDT, 2018;
URBINA, 2010; YOSHIDA, 2008).

De maneira geral, a fase aguda resolve-se espontaneamente pela acdo coordenada das
respostas imunes inata e adaptativa e os pacientes evoluem para a fase cronica da doenga
(PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018). Quando n3o tratados no periodo agudo, os pacientes
permanecem infectados por toda vida, no entanto, a maioria nunca desenvolvera sintomas ou
acometimento visceral e permanecerdo na chamada forma crénica indeterminada da doenca
de Chagas. Considerada um bom prognostico, este estagio caracteriza-se pelos seguintes
parametros diagnosticos: sorologia e testes parasitoldgicos positivos, auséncia de sinais e/ou
sintomas, eletrocardiograma normal e inalteragdes morfofisioldgicas em 6rgdos comumente
afetados como coragdo, es6fago e cdlon (BONNEY et al., 2019).

Entretanto, alguns anos ou até mesmo décadas apds a infeccdo, uma menor parte dos
afetados, em torno de 30%, desenvolvera a forma cronica sintomatica da doenca (BONNEY
et al., 2019; VELASCO; MORILLO, 2020). A caracterizacdo fisiopatologica dessa etapa
dependera da sintomatologia apresentada, podendo ser cardiaca, digestiva ou mista (cardiaca e

digestiva) e essa variacao parecer ter relacdo direta com a diversidade genética de T. cruzi, 0



que lhe confere diferentes tropismos teciduais (BENZIGER; DO CARMO; RIBEIRO, 2017;
JIMENEZ et al., 2019; ZINGALES et al., 2012).

Independentemente da forma da doenca apresentada pelos pacientes, ela causa danos
morfoldgicos e funcionais aos 6rgdos supracitados, como consequéncia da destruicdo tecidual
progressiva e substituicdo por tecido fibrotico (BONNEY et al., 2019). A patogénese, apesar
de ndo ser completamente elucidada, é amparada nos seguintes pilares: (I) multiplicagdo
intracelular parasitaria que, nesse estagio, € amplamente reduzida quando comparada a fase
aguda, porem se mantém constante; (1) presenca de um intenso infiltrado inflamatorio local,
com predominio de producdo de citocinas como interferon-y (IFN-y), fator de necrose
tumoral-o. (TNF-a) e outros mecanismos citotoxicos envolvendo células T CD8+ e; (lll)
elevada producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) que extrapola a capacidade redox
do tecido, podendo levar a um quadro de estresse oxidativo “nao-fisiologico” (oxidative
distress). Existe ainda, a hipotese da autoimunidade que, defendida sob controvérsias, prevé a
geracdo de autoanticorpos, dada a estimulacdo antigénica continua ou a mimetizacdo de
proteinas hospedeiras (BONNEY et al., 2019; DE BONA et al.,, 2018, MATTOSO-
BARBOSA et al., 2017).

A forma cardiaca da doenca de Chagas é a mais frequente e severa considerando sua
morbidade e mortalidade. Uma vez instalada, os danos ao miocardio sdo progressivos e
culminam na destruicdo das fibras cardiacas com consequente disfuncdo sistolica do
ventriculo esquerdo, arritmias e eventos tromboembolicos. Neste contexto patoldgico, os
mecanismos de compensacdo cardiacos ja ndo sdo capazes de suplantar as deficiéncias,
culminando no quadro de insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC), que se apresenta como
causa frequente de Obitos entre os pacientes acometidos (BONNEY et al., 2019; MARIN-
NETO et al., 2007).

J& a forma digestiva da doenca é consequéncia da destruicdo do plexo mesentérico,
que compromete a inervacdo inibitoria e excitatoria do trato digestivo. Embora todo o trato
digestivo possa ser acometido, de glandulas salivares a reto, o es6fago e colon sdo os 6rgaos
mais frequentemente afetados (DE OLIVEIRA, R. B.; MENEGHELLI, 1998; MATSUDA,;
MILLER; EVORA, 2009; MEDINA-RINCON et al., 2021; RASSI; RASSI; MARIN-NETO,
2010). Assim como na forma cardiaca, as alteracbes sdo morfologicas (megaeséfago e
magacolon) e funcionais podendo levar a quadros graves de desnutri¢do e obstrugéo intestinal.
Ainda, pesquisadores relatam que a chance de desenvolvimento de um carcinoma nos
referidos 6rgaos, chega a ser 33 vezes maior nestes pacientes em relagcdo a um individuo sadio
(GULLO etal., 2012; RASSI JR, RASSI & MARIN-NETO, 2010).



1.4 Estresse oxidativo na infecg¢do por T.cruzi: vildo ou aliado?

Para melhor compreender o processo patogénico na doenca de Chagas, o entendimento
sobre o papel do estresse oxidativo na destruicao tecidual torna-se fundamental.

Na década de 80, o pesquisador alemdo Helmut Sies descrevia os primeiros achados
sobre a bioquimica do estresse oxidativo. Nestes conceitos iniciais, Sies retratava o fendbmeno
como um desequilibrio entre fatores pro-oxidantes e antioxidantes, em favor dos pro-
oxidantes, levando a uma sinalizacdo redox que comprometeria a homeostase e ocasionaria
danos moleculares. O cientista ja mencionava que o estresse oxidativo poderia correlacionar-
se com a inflamagé&o, carcinogénese e envelhecimento precoce (SIES, 1986).

Com os avancos cientificos, o conhecimento sobre radicais livres e antioxidantes
foram alavancados e confirmaram alguns dos achados de Helmut Sies. Atualmente, define-se
os radicais livres como atomos ou moléculas que possuem um ou mais elétrons
desemparelhados, que podem ser formados pela perda de um elétron de um n&o-radical ou
pela quebra de uma ligacdo covalente. Essa instabilidade eletrénica confere-lhes alta
reatividade, pois para estabilizar-se, ligam-se covalentemente a biomoléculas levando-as a
oxidagdo (CAROCHO; FERREIRA, 2013; HALLIWELL, 2013; VINA; BORRAS; GOMEZ-
CABRERA, 2018).

Neste conceito de moléculas altamente reativas, surgem as espécies reativas de
oxigénio (ERO), que sdo originadas pela reducdo tetravalente do oxigénio molecular (Oy),
gerando duas moléculas de agua. O processo ocorre naturalmente em organismos aerébios,
seja pelo desvio de elétrons da cadeia respiratoria durante o processo de producdo de
adenosina trifosfato (ATP) nas mitocéndrias ou ainda pela atividade de enzimas oxidantes
presentes no organismo, como por exemplo as NADPH oxidases (NOXs), que oxidam a
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) (SIES; BERNDT; JONES, 2017; SIES;
JONES, 2020).

Contudo, devido a configuracéo eletrénica do O,, a molécula tem uma forte tendéncia
a receber um elétron de cada vez, formando compostos intermediarios altamente reativos: o
anion superoxido (O;™-), o peréxido de hidrogénio (H,O>) e o radical hidroxil (OH¢). ERO
inclui ndo s6 estes, mas também alguns de seus subprodutos como, por exemplo, o radical
peroxil (RO2¢) e oxigénio singlet (SIES; JONES, 2020; TURRENS, 2004).

Com isso, estabelece-se que o termo ERO é amplo e abrange espécies que podem ser
definidas como radicais livres (O,’- e OHe), mas também outras nao-radicalares (H,O, e
oxigénio singlet). Em outras palavras, pode-se afirmar que todo radical livre derivado do



oxigénio é uma ERO, mas nem toda ERO ¢é um radical livre (SIES; BERNDT; JONES, 2017;
TURRENS, 2004).

Como previamente dito, a geracdo de ERO ¢é inerente a organismos aerdbios.
Pesquisadores indicam que tdo logo o oxigénio comecou a enriquecer a atmosfera, ha
aproximadamente 2,2 bilhdes de anos, surgiram também as primeiras formas de vida aerdbia e
possivelmente as ERO também ja estavam presentes nestas. Com isso, acredita-se que a
evolucdo so se deu pois estes intermediarios reativos apresentavam fungdes fisiologicas nestes
organismos e porque estes desenvolveram mecanismos antioxidantes que promoveram o
equilibrio permitindo tal evolucdo (GUTTERIDGE; HALLIWELL, 2018).

A respeito das defesas antioxidantes, existem diferentes moléculas que protegem o0s
sistemas bioldgicos dos efeitos toxicos das reacGes redox. Antioxidantes enddgenos sdo em
sua maioria enzimaticos, como a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPx), mas existem ainda outras defesas enddgenas nao enzimaticas, como a
glutationa (GSH), coenzima Q e ferritina. Por outro lado, existem também os antioxidantes
exogenos que podem ser obtidos por meio da dieta como o &cido ascorbico (vitamina C),
cobalamina (vitamina Biy), B-caroteno e flavonoides que representam alguns dentre a vasta
gama de substancias detentoras desta propriedade (LIGUORI et al., 2018). De maneira geral,
podemos elencar quatro mecanismos pelos quais os antioxidantes atuam: (I) sequestro de ions
metalicos; (Il) eliminacdo de intermediarios reativos; (l11) interrupcdo de reacdes em cadeia
por radicais livres e (IV) reparo molecular de danos oxidativos (AGUILAR; NAVARRO;
PEREZ, 2016).

Sob a luz das recentes definicdes de ERO e sistemas antioxidantes, o proprio doutor
Helmut Sies reviu sua concepcdo sobre estresse oxidativo, que hoje passa a ser definido
como: “um desequilibrio entre fatores pro e antioxidantes em favor dos pro-oxidantes,
levando a interrupcdo da sinalizacdo e controle redox e/ou danos moleculares” (SIES, 2021,
p.01). Com isso, para que haja a diferenciacdo, o “desequilibrio” fisiologico ganhou
recentemente um novo nome: eustress oxidativo (SIES, 2021). E apesar de tratar-se de um
conhecimento recente, ja se sabe que as funcdes fisioldgicas estdo envolvidas em processos de
sinalizacdo e diferenciacdo celular, angiogénese e sintese proteica que seriam controlados por

citocinas e alguns fatores de crescimento (SIES; JONES, 2020).

No entanto, o papel prejudicial do estresse oxidativo ja parece ser melhor consolidado.
InflamacGes em geral, doengas degenerativas, cancer e obesidade sdo apenas alguns dos



exemplos nos quais o estresse oxidativo poderia influenciar negativamente (LIGUORI et al.,
2018). E na doencga de Chagas em especial, 0 estresse oxidativo é trazido como causa e

consequéncia do dano tecidual.

Inicialmente, durante a fase aguda é sabido que a intensa multiplicacdo de T. cruzi
desencadeia diversos estimulos em células fagociticas que atuam aumentando a geracdo de
espécies reativas na tentativa de controlar a infeccdo (burst oxidativo). O avanco da doenca e
0 consequente acometimento dos tecidos promovem a exacerbada geracdo de ERO,
especialmente pela sinalizagdo que T. cruzi desencadeia nas mitocondrias, especialmete por
alterar o potencial de membrana destas e aumentar o desvio de elétrons pela cadeia
transportadora (LOPEZ; TANOWITZ; GARG, 2018). As ERO originadas promovem dano
direto pela oxidacdo de biomoléculas, mas também desencadeiam uma série de vias de
sinalizacdo que, indiretamente, causam danos ao DNA, lipidios e proteinas, além de inibir a
expressédo de algumas enzimas antioxidantes (BONNEY et al., 2019).

Ademais, a presenca do parasito no tecido, como ja dito, desencadeia inflamacdo e
destruicdo tecidual, sendo que ambos exacerbam a geracdo de intermediarios reativos. Neste
contexto, mesmo que a funcdo constitutiva dessas moléculas seja promover a eliminacédo do
patdgeno, quando a exposicdo ocorre sistematicamente os efeitos danosos passam a ser

percebidos.

A figura 3 representa resumidamente os efeitos protetivos e patogénicos do aumento

na geracdo de espécies reativas desencadeada pela infeccdo por T. cruzi.
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Figura 3. Efeitos das espécies reativas de oxigénio na infeccdo por T. cruzi. A geragdo de ERO promove
efeitos protetivos como também deletérios ao hospedeiro e é apontada como parte importante na
patogénese da doenca.

Ac¢do Patogénica

Acdo Protetiva
Oxidacio de biomoléculas;
Menor capacidade antioxidante;

Remodelamento cardiaco;
Destruicdo tecidual

Eliminacdo Parasitaria
(Burst oxidative)

Fonte: Autoria propria.

1.5 Tratamento: estado-da-arte e compreensdo dos desafios

Tao logo se deu a descoberta da doencga de Chagas, tiveram inicio inUmeras pesquisas
buscando compostos que atuassem como agentes tripanocidas. No entanto, foram décadas
marcadas por experiéncias frustradas e resultados dubios até o surgimento de dois compostos
nitroheterociclicos, o Benznidazol (BZ) em 1966 e o Nifurtimox (NFX) em 1970, que foram
empregados como terapias para a doenca de Chagas (Figura 4) (CASTRO; DEMECCA,;
BARTEL, 2006).
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Figura 4. Estrutura quimica de (A) benznidazol e (B) nifurtimox.

A) Benznidazol B) Nifurtimox

o ]
O=N+ O\N+’(/1/N
é’ 0 72 N/\

Fonte: PubChem adaptado. Disponivel em: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Benznidazole e

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/6842999.

Na época, ndo havia compreensdo acerca do mecanismo de acdo desses compostos e
atualmente, apesar do conhecimento de alguns alvos moleculares, pesquisadores acreditam
que a atividade bioldgica de BZ e NFX ainda ndo foi totalmente elucidada. Ambos atuam
como pré-farmacos que, apos sofrerem bioativacdo, produzem uma série de intermediarios
reativos, os radicais nitro reduzidos, apontados como 0s responsaveis pela acao anti-T. cruzi
dos farmacos (FRANCISCO et al., 2020; VIOTTI et al., 2009).

A nivel parasitario, enzimas nitroredutases localizadas nas mitocondrias de T. cruzi
geram 0s metabdlitos reduzidos. Para BZ, a atividade bioldgica é fundamentada em
propriedades mutagénicas destes produtos, que atuam a nivel molecular inibindo a sintese de
algumas proteinas e comprometendo certos mecanismos de reparo ao DNA. Além disso,
promovem geracdo exacerbada de ERO que levam a oxidagdo de biomoléculas. Por outro
lado, os intermediarios gerados pela metabolizacdo de NFX parecem interagir com o oxigénio
molecular e desencadear a produgdo de radicais superdxido que, por sua vez, oxidam
estruturas vitais para o parasito (FRANCISCO et al., 2020; HALL; WILKINSON, 2012).

Ja no hospedeiro humano, enzimas do sistema citocromo P450 participam da
biotransformacdo dos compostos. Este processo ocorre majoritariamente no figado e
desencadeia a geracdo dos mesmos metabolitos altamente instveis. Com isso, biomoléculas
sdo igualmente oxidadas, fundamentando a toxicidade denotada as substancias (CASTRO;
DEMECCA; BARTEL, 2006).

Por isso, muitos efeitos colaterais sdo associados ao tratamento, sendo de maneira
geral as manifestacOes cutaneas e gastrointestinais mais intensas para BZ, enquanto dor de

cabeca, insonia, perda de peso e anorexia frequentemente sdo observados em pacientes



12

tratados com NFX. Tamanha é a frequéncia destas manifestacoes, observadas em até 90% dos
individuos, que constantemente o tratamento é descontinuado (OLIVERA et al., 2017;
URBINA, 2010).

Quando comparados, NFX apresenta menor eficacia e maior toxicidade, fazendo com
que seu uso fosse suspenso no Brasil e diversos outros paises, nos quais o BZ se tornou a
Unica alternativa terapéutica disponivel (COURA, 2009). No entanto, algumas
particularidades de BZ fazem com que este nem sempre seja empregado, como: a baixa
efetividade em fase cronica (taxa de cura em torno de 8-15%); alta toxicidade em adultos
(criancas apresentam melhor tolerabilidade) e existéncia de cepas resistentes ao farmaco.

Com isso, no Brasil estabeleceu-se um protocolo (Quadro 1) que norteia 0os médicos

guanto ao Sseu uso:

Quadro 1. Protocolo de tratamento empregado em pacientes chagésicos no Brasil de acordo com o Il
Consenso Brasileiro em Doenca de Chagas, 2015.

Estagio da doenca Quem deve ser tratado® Taxa de cura

Fase aguda Todos os casos™ Criangas/Adultos: 70-90%" ¢

Fase cronica “recente”

*& H . _ 0, b;c
(até doze anos de infeccio) Todos 0s casos Criangas: 50-60%

-Mulheres em idade fértil;
Fase cronica “tardia” -Demais Casos: andlise clinica Adultos: 8-15% % %®
individualizada

Doenca congeénita - Recém-nascidos” Recém-nascidos: >95%°

Fonte:(PINTO DIAS et al., 2016); "(GUEDES et al., 2011); (PORCEL et al., 1998);(ALVAREZ et al.,
2012):%(VIOTTI et al., 2006);*(CALDAS; SANTOS; NOVAES, 2019).

Notas:*excluindo gestantes e lactantes; “normalmente esse estagio é atribuido a criancas até 12 anos, uma
vez que no individuo adulto é dificil se estabelecer quando a infeccdo ocorreu; o tratamento se dé nas primeiras
semanas de vida.

Em 2015, Morillo e colaboradores publicaram o maior estudo clinico ja realizado com
BZ. Nele, aproximadamente 2800 pacientes com a cardiomiopatia chagasica, provenientes de
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diversos paises da América Latina, foram tratados ou ndo com BZ e foram acompanhados por
um periodo de cinco anos. Os resultados revelaram que apesar da intervencdo medicamentosa
reduzir a carga parasitaria, a deterioracdo cardiaca ndo pdde ser prevenida com o tratamento
(MORILLO et al., 2015). Neste sentido, a pesquisa reiterou a necessidade de se desenvolver
novas alternativas terapéuticas para a doenca.

Além das caracteristicas apresentadas, o longo periodo de tratamento torna-se outro
inconveniente. O paciente deve fazer o uso da medicacdo por sessenta dias, onde a dose
diaria pode ser dividida em duas a trés tomadas (PINTO DIAS et al., 2016). Ha evidéncias
cientificas que suportam o fato de que a toxicidade do farmaco seja dose e tempo dependentes
(NOVAES et al., 2015; PEDROSA et al., 2001) e embora alguns estudos vém propondo
regimes de tratamento que reduzam a dose e/ou 0 tempo de administracdo, os chamados
regimes “drug sparing”, nenhuma alteracdo terapéutica foi, de fato, implantada na préatica
clinica (ALVAREZ, MARIA GABRIELA et al., 2016; BUSTAMANTE et al., 2020;
PEDROSA et al., 2001).

Dentre estes estudos, uma importante triagem clinica vem sendo conduzida. Intitulado
BENDITA (do inglés, Benznidazole New Doses Improved Treatment and Associations)
(Identificador ClinicalTrials.gov: #NCT03378661), o estudo propde o uso de BZ em doses ou
periodos reduzidos, sozinho ou em associa¢do a outra substancia que se encontra em fase clinica
(DRUGS FOR NEGLECTED DISEASES, 2017). Atualmente, a pesquisa encontra-se em fase

Il e resultados preliminares ainda ndo foram divulgados.

Neste contexto, alteragdes no protocolo terapéutico de BZ, bem como associagdes a outras
substancias, parecem ser uma alternativa pertinente quando a busca por novos compostos nao

apresentou sucesso nas Ultimas cinco décadas.

1.6 Acido ascorbico: muito mais que um antioxidante
Acido ascorbico ou vitamina C (Figura 5) é uma substancia organica e hidrossoltvel
amplamente reconhecida por suas propriedades antioxidantes, sendo biossintetizada por

plantas, fungos e diversos animais vertebrados e invertebrados (SMIRNOFF, 2018).
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Figura 5. Estrutura quimica do &cido ascorbico.

HO OH
H —

HO o~ O
OH

Fonte: PubChem adaptado. Disponivel em: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/54670067.

Curiosamente, ao longo da evolucdo, algumas espécies perderam a capacidade de
producdo da substancia, como por exemplo algumas espécies de peixes, aves, morcegos e
primatas, incluindo o homem. Isso porque, nessas espécies, 0 gene que codifica a enzima
gulonolactona oxidase, responsavel pelo passo final da producdo da vitamina, sofreu
mutacdes que o tornaram inativo. E a explicacdo mais plausivel formulada por pesquisadores
seria que a dieta dessas espécies animais ja supriria as necessidades diarias de acido ascérbico
(DROUIN; GODIN; PAGE, 2011).

Em humanos, as func¢des fisioldgicas do acido ascérbico sdo diversas, atuando na
sintese de colageno, carnitina e adrenalina, participa da hematopoiese, auxilia na absor¢do do
ferro, atua sobre os neurotransmissores dopamina e noradrenalina e, mais recentemente, foi
demonstrado que enzimas atuantes em mecanismos de reparo ao DNA e regulagéo
epigenética sdo dependentes de é&cido ascérbico (DE TULLIO, MARIO C., 2012;
MONFORT; WUTZ, 2013; SMIRNOFF, 2018).

Como descrito por Smirnoff (2018), o acido ascorbico parece ser simultaneamente
bem conhecido e surpreendentemente mal compreendido, o que confere um famoso paradoxo
acerca de seu papel no estado redox. Afinal, seria essa substancia um depurador de radicais
livres ou radical scavenger, ou sua funcdo seria pré-oxidante, intensificando a geracdo de
intermediarios reativos? Na verdade, ambas as afirmacOes podem ser consideradas

verdadeiras.
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A incontestavel capacidade de doar elétrons da vitamina C, sendo assim um agente
redutor, estabiliza eletronicamente radicais livres que poderiam oxidar componentes celulares,
conferindo a sua funcdo mais reconhecida: a de antioxidante. No entanto, o &cido ascorbico
atua ainda, indiretamente, reativando a capacidade antioxidante de outros componentes como
a vitamina E e a glutationa (DUARTE; LUNEC, 2005; SMIRNOFF, 2018).

Por outro lado, reaces com fons metéalicos Fe** e Cu®* evidenciam as propriedades
pré-oxidantes da substancia, uma vez que estes ions reduzidos reagem com o oxigénio dando
origem as ERO. Contudo, essas reacdes, em condi¢cdes normais, favorecem a absor¢do do
ferro pelo organismo e s6 poderiam ser consideradas prejudiciais quando em concentragdes
elevadas de &cido de ascérbico que ultrapassariam a capacidade antioxidante (DROUIN;
GODIN; PAGE, 2011; DUARTE; LUNEC, 2005; MACAN; KRALJEVIC; RAIC-MALIC,
2019).

Num contexto terapéutico, a substancia vem sendo aplicada em diversos estudos onde
sua propriedade de radical scavenger é requerida. Patologias ou outras condi¢cdes onde o
estresse oxidativo é deflagrado, como o envelhecimento (MASAKI, 2010), cancer (CHEN et
al., 2008; DE TULLIO, M. C.; ARRIGONI, 2004; SHENOY et al., 2018), doencas
neurodegenerativas (MORETTI; FRAGA; RODRIGUES, 2017) e diabetes mellitus
(DAKHALE; CHAUDHARI; SHRIVASTAVA, 2011; MASON et al., 2019), sdo apenas
alguns exemplos de situacdes onde o uso terapéutico de acido ascorbico parece ter papel
adjuvante as terapias rotineiramente aplicadas.

Em casos de infarto agudo do miocéardio, por exemplo, os beneficios da substancia ja
sdo bem documentados. Nessa condi¢do, é importante prevenir as lesGes de reperfusdo, termo
que designa as alteragfes funcionais e estruturais decorrentes do reestabelecimento do fluxo
cardiaco (LIU; ZENG; XU, 2022). Grande parte dessas alteracdes sdo promovidas pela
geragdo exacerbada de ERO no tecido cardiaco, e 0 emprego do &cido ascorbico nesse estagio
pode ajudar na preservacao da funcdo do miocardio devido as suas propriedades antioxidantes
(BHAKUNI; CHANDRA; MISRA, 2006; GAO, F. et al., 2002).

Sabe-se que o acido ascorbico também pode atuar como agente cardioprotetor, pois
além dos beneficios na prevencdo do estresse oxidativo a nivel cardiaco, ele é capaz de
prevenir a oxidacdo da lipoproteina de baixa densidade (LDL), além aumentar a
biodisponibilidade de oOxido nitrico (NO), molécula essencial na manutencdo do tonus
vascular (AGUIRRE; MAY, 2008; WANG et al., 2020).

Diante dos beneficios cardiovasculares observados e considerando a natureza

oxidativa da patogenia chagasica, a substancia atraiu os olhares de pesquisadores que avaliam
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seus efeitos na infeccdo por T. cruzi. Além disso, apesar de alguns trabalhos mostrarem
efeitos positivos sob biomarcadores do estresse oxidativo (MACAO et al., 2007), o uso da

substancia em associacdo ao benznidazol ainda foi pouco explorado.
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Perspicécia (René Magritte, 1936)

Justificativa



18

2. JUSTIFICATIVA

Considerando a complexa fisiopatologia da doenca de Chagas, que possui
significativas alteragdes redox como uma das chaves no processo patogénico, associada a
ineficacia e toxicidade da terapia atualmente empregada, surgiu a motivacdo deste trabalho.

A doenca, que se tornou globalizada apds os avancos na mobilidade social, desafia os
pesquisadores na busca por novas alternativas terapéuticas, mesmo apds 113 anos de sua
descricdo, uma vez que ela ainda continua sem um tratamento que seja, de fato, eficaz em

ambas as fases aguda e cronica da infeccao.

Por outro lado, os avangos de técnicas moleculares nos ultimos anos forneceram
maior compreensdo sobre 0s mecanismos antioxidantes de T. cruzi que, apesar de ndo possuir
algumas enzimas presentes nos mamiferos, apresenta, entretanto, outras varias que sdo
comuns ao seu género (PIACENZA et al., 2013). Ademais, atualmente, conhece-se
mecanismos avangados de reparo ao DNA identificados neste protozoario (MACHADO-
SILVA et al., 2016). Somados, esses fatores demonstram a maquinaria rebuscada do parasito
em um ambiente oxidativo, que poderiam favorecer a sobrevivéncia parasitaria a acdo do
sistema imune, bem como a acdo de compostos antiparasitarios (GUPTA; WEN; GARG,
2009; MENNA-BARRETO; DE CASTRO, 2014).

Neste contexto, alguns trabalhos vém mostrando que T. cruzi poderia, inclusive, se
beneficiar desta sobrecarga de espécies reativas desencadeadas pela infeccdo celular. A
quebra do paradigma de que as ERO seriam ‘“apenas” excelentes aliadas a depuragdo
parasitaria teve inicio quando alguns estudos mostraram que na presenca de H,O, ou de outros
pro-oxidantes a multiplicacdo de T. cruzi poderia ser intensificada (GOES et al., 2016;
PAIVA et al., 2012).

Por fim, estudos mostram que a intensa geragdo de ERO deflagrada pela infeccéo
poderia ainda inibir alguns mecanismos antioxidantes do hospedeiro. A exemplo da citocina
TNF-a, que pode diminuir a atividade de enzimas antioxidantes como SOD e GPx ou inibir
alguns fatores de transcrigdo, que reduzem a expressdo de algumas das defesas enzimaticas.
Estes dados sugerem que durante a infeccdo chagésica a resposta antioxidante hospedeira
também ndo ¢ ativada adequadamente (GUPTA; WEN; GARG, 2009; WEN, J. J.; PORTER;
GARG, 2017)
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Juntos, estes conceitos sugerem que na doenga de Chagas o hospedeiro humano esta
constantemente susceptivel a danos oxidativos enquanto o parasito, por outro lado, poderia ser
parcialmente beneficiado. Por esta razdo o uso de antioxidantes vem sendo amplamente

estudado na terapia da doenca.

Pesquisas utilizando o acido ascérbico como uma alternativa terapéutica na doenca de
Chagas vém sendo conduzidas, onde melhorias no quadro de estresse oxidativo puderam ser
observadas. Macao e colaboradores (2007) demonstraram que pacientes cronicos tratados com
vitamina C tiveram melhor atividade de enzimas antioxidantes e menor dano oxidativo a
lipidios e proteinas. Entretanto, a literatura ainda carece de trabalhos que avaliem os efeitos da
associacdo entre BZ e 4&cido ascorbico, determinando possiveis acdes tripanocidas e

antioxidantes dessa associacao.

Este estudo ainda teve como motivacdo a crescente aplicacdo dos regimes “drug-
sparing”, que tém por objetivo estudar os efeitos da diminuicdo do tempo de tratamento ou
ainda, promover reducdes na dose da terapéutica atual. Esses protocolos avaliam, por vezes,
associacfes entre medicamentos que possam potencializar o efeito terapéutico dos
tratamentos rotineiramente empregados. Seja para a infecgdo chagasica ou outras doencas
onde, devido a dificuldade de se desenvolver novas terapias, explorar regimes “drug-sparing”
parece ser um caminho encorajador quando a busca por novas terapias falha
(BUSTAMANTE; TARLETON, 2014; VIOTTI et al., 2009).

Neste sentido, esse estudo visou a continuidade de um trabalho do nosso grupo de
pesquisa, que avaliou um protocolo de tratamento para a fase aguda com &cido ascorbico na
dose 7,14 mg/kg/dia associado a BZ 10 mg/kg/dia (dose dez vezes inferior a dose clinica
experimental) (PROVIDELLO et al., 2018). Dentre os resultados obtidos, destacamos a
potencializagdo do efeito tripanocida do farmaco quando este foi associado a vitamina C e a
diminuicdo da inflamagdo cardiaca. BZ em associacdo ao antioxidante atenuou também
alguns parametros oxidativos, como a concentracdo de ERO intracelular e a peroxidagéo

lipidica no coragéo.

Com isso, a proposta deste novo trabalho foi promover algumas alteracfes nas doses
previamente utilizadas, usando ainda uma dose reduzida de benznidazol, com o proposito de
atenuar a citotoxicidade do farmaco e consequentemente, diminuir seus efeitos colaterais.
Quando associamos 0 medicamento ao acido ascorbico nosso objetivo foi avaliar se 0 uso

concomitante das substancias reduziria o dano oxidativo e aumentaria a depuracdo parasitaria.
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Em suma, ao avaliar ambas as fases da doenca, a proposta desse trabalho foi analisar a
atividade tripanocida, antioxidante e a toxicidade dos tratamentos propostos.
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Perspicécia (René Magritte, 1936)

Objetivos
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais
Avaliar o potencial tripanocida e antioxidante de duas diferentes doses de &cido
ascorbico, associadas ou ndo a uma dose reduzida de benznidazol, em modelo experimental

de fase aguda e cronica da doenca de Chagas.

3.2 Objetivos Especificos
o Estudar o efeito tripanocida dos tratamentos propostos no desenvolvimento da
infeccdo in vivo, analisados por meio do estabelecimento de uma curva parasitémica,
determinacdo do parasitismo tecidual e dosagem de anticorpos especificos anti-T. cruzi;
o Compreender se as terapias propostas podem atuar sobre enzimas antioxidantes,
mensurando a atividade de SOD e CAT;
o Avaliar os efeitos da infeccdo e das terapias empregadas nos niveis de radical
superoxido e peroxido de hidrogénio;
o Determinar danos a biomoléculas relacionados ao estresse oxidativo que podem ser
desencadeados pela infeccdo, como a peroxidacdo lipidica e a carbonilacdo de proteinas e
averiguar se 0s tratamentos propostos interferem nestes parametros;
o Mensurar possiveis efeitos citotoxicos relacionados as terapias estudadas por meio de
parametros bioquimicos que determinem funcdo hepatica, renal e cardiaca, além da andlise do

peso relativo dos 6rgaos.
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Perspicécia (René Magritte, 1936)
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Substancias avaliadas

Acido ascorbico foi adquirido da empresa Sigma Aldhrich (St Louis, MO, EUA) e
benznidazol foi obtido do Laboratorio Farmacéutico do Estado de Pernambuco- LAFEPE
(Recife, PE, Brasil). Para BZ, a dose clinica experimental para camundongos foi utilizada
como controle (100 mg/kg/dia), além de uma dose reduzida de 25 mg/kg/dia, que foi testada
isoladamente ou em associacdo ao acido ascorbico. Essa dosagem reduzida foi escolhida a
partir de estudos prévios que demonstraram a capacidade de BZ reduzir a parasitemia e 0
parasitismo tecidual, além de aumentar a sobrevida em modelo murino (CEVEY et al., 2016).

Para o cido ascorbico, duas doses foram determinadas, uma de 7,14 mg/kg/dia e outra
de 88,1 mg/kg/dia. A primeira dosagem foi estabelecida por estudos prévios realizados pelo
nosso grupo de pesquisa, cujo resultado demonstrou melhorias nos pardmetros oxidativos
quando o &cido ascérbico foi associado a BZ, além do efeito da atividade tripanocida do
farmaco ter sido potencializado em, aproximadamente, 21% (PROVIDELLO et al., 2018).

Por outro lado, a maior dose de acido ascérbico foi explorada pela primeira vez, com o
objetivo de alcancar melhorias nos resultados. Para sua obtencdo, considerou-se o célculo da
area de superficie corporal (Body Surface Area- BSA), que abrange aspectos como utilizagdo
de oxigénio, gasto caldrico, volume sanguineo e funcdo renal dos diferentes modelos
experimentais (REAGAN-SHAW,; NIHAL; AHMAD, 2007). Para camundongos, a dose
obtida a partir desse calculo (88,1 mg/kg/dia) equivale a 500 mg/dia para um individuo adulto
de 70 kg.

4.2 Modelo experimental
Camundongos Swiss fémeas, com cinco semanas de idade, foram usados nesse estudo
(21+ 3 g) e a linhagem do parasito utilizada foi a cepa Y de Trypanosoma cruzi (SILVA,
1953).

4.3 Manutencdo dos animais e ética

Animais foram mantidos em rack ventilada Alesco® (Monte Mor, SP,
Brasil) em mini isoladores (32 x 20 x 21cm), sendo alimentados com agua e ragdo comercial
ad libitum. A sala possui ciclo 12h claro/12h escuro com temperatura constante de 22°C.
Todos o0s protocolos experimentais foram conduzidos de acordo com o
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), lei 11.974/08 e
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aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRP-USP), sob o nimero #17. 1.989.60.4 (ANEXO 1).

4.4 Delineamento Experimental de Fase Aguda

Os animais foram infectados intraperitonealmente com 1x10* formas tripomastigotas

de T. cruzi, obtidas a partir do sangue de camundongos previamente infectados mantidos no

Laboratdrio de Parasitologia para manutencao da cepa, atraves de passagens semanais.

Estes animais foram divididos em 8 grupos como demonstrados na tabela 1.

Tabela 1. Divis@o dos grupos experimentais com seus respectivos tratamentos e doses.

Grupos NGmero de Infeccéo Tratamento
Animais
Grupo CT _ Agua + 5% DMSO
n=13 Ndo infectados o
(Controle) (veiculo de diluicéo)
Grupo ClI Agua + 5% DMSO
n=13 Infectados o
(Controle infectado) (veiculo de diluicéo)
Grupo aa Acido ascorbico
n=13 Infectados )
7,14 mg/kg/dia
Grupo AA Acido ascorbico
n=13 Infectados )
88,1 mg/kg/dia
Grupo BZ25 Benznidazol
n=13 Infectados _
25 mg/kg/dia
Benznidazol 25
Grupo BZ25+aa n=13 Infectados mg/kg/dia + acido
ascorbico 7,14 mg/kg/dia
Benznidazol 25
Grupo BZ25+AA n=13 Infectados mg/kg/dia + acido
ascorbico 88,1 mg/kg/dia
Grupo BZ100 i
P =13 Infectados Benznidazol 100

mg/kg/dia

Dois dias apoés a infecgdo dos animais em experimentacao, iniciou-se o tratamento que

durou quinze dias (Figura 6). Os animais foram tratados via oral, por gavagem, sendo as
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substancias administradas em um volume de 100 plL/animal/dia. As substancias foram
diluidas em &gua filtrada e 5% de dimetilsulfoxido (DMSO).

Figura 6. Delineamento experimental de fase aguda.
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Passado esse periodo os animais foram mortos por exsanguinagdo com anestesia
prévia de cetamina (80 mg/kg-1) e xilazina (8 mg/kg-1) e tiveram sangue, coracdo, figado, baco

e rins colhidos para avaliacao.

4.5 Delineamento Experimental de Fase Cronica
Para os ensaios de fase cronica, a mesma linhagem murina e cepa parasitaria foram
empregadas. No entanto, aqui os animais foram infectados intraperitonealmente com 100

formas tripomastigotas de T. cruzi, obtidas como previamente citado no topico 4.4.

A divisdo dos grupos experimentais se deu exatamente como na fase aguda (Tabela 1).
Apbs a infeccdo os animais foram mantidos durante 90 dias, para a cronificacdo da doenca
(figura 7). Nesse periodo, a parasitemia de uma amostra aleatéria dos animais (n=10/dia) foi

averiguada a partir do dia 9 para a confirmacao da infec¢éo.

Figura 7. Delineamento experimental de fase crénica.
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Decorridos os 90 dias, iniciou-se o tratamento com duragdo de quinze dias. Os
animais foram igualmente tratados pela via oral, sendo as substancias administradas em um
volume de 100 pL/animal/dia. Os compostos foram diluidos em agua filtrada e 5% de DMSO.

Ao término do tratamento, os animais foram mortos por exsanguinacdo com anestesia
prévia de cetamina (80 mg/kg-1) e xilazina (8 mg/kg-1) e tiveram sangue, coracdo, figado, bago

e rins colhidos para avaliacao.

4.6 Parametros Avaliados
Foram conduzidos dois experimentos independentes, sendo que todos os parametros

abaixo descritos foram repetidos ao menos duas vezes (duplicata).

4.6.1 Curva parasitémica

Com o objetivo de avaliar a influéncia dos tratamentos propostos sob o
desenvolvimento da doenca na fase aguda de infec¢do, a construcdo de uma curva
parasitémica foi realizada. Para isso, 5 pL de sangue foi colhido da cauda de cada animal em
experimentacdo, a cada 48 horas a partir do 5° dia ap6s a infeccdo (5°, 7°, 9°, 11° e 13° dias).
O sangue foi entdo colocado sobre uma lamina e recoberto por laminula (22 x 22 cm), seguido
de contagem de parasitos em 50 campos feita pela observacdo direta ao microscopio optico
(aumento final de 400 vezes). A quantificacdo parasitaria foi realizada de acordo com a
técnica descrita por Brener (BRENER, 1962). Os resultados foram expressos em numero de

parasitas/mL.

4.6.2 Ganho de Peso

Os animais em experimentacdo foram avaliados quanto ao ganho de peso, como
medida de avaliar o bem-estar animal, assim como possiveis efeitos toxicos das drogas.
Estudos prévios demonstraram que a perda de peso em animais infectados por T. cruzi pode
ser observada ja em fase aguda e poderia correlacionar-se a um mau prognéstico (BILATE et
al., 2008). Para isso, nos protocolos de fase aguda, os camundongos foram pesados no inicio,
durante e ao fim do tratamento. Enquanto que nos protocolos de fase crénica, 0s animais
tiveram o peso averiguado no dia da infeccgéo, 30, 60 e 90 dias ap0s a infeccdo, bem como ao

final do tratamento. Os dados foram representados em gramas (g).
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4.6.3 Peso relativo dos 6rgaos
Coragdo, figado, baco e rins dos animais tiveram 0 peso determinado ao fim das
experimentacdes, com intuito de avaliar possiveis danos funcionais ou morfoldgicos da
infeccdo ou dos protocolos de tratamento (SCARIM et al., 2018). Os resultados foram

normalizados em relagcéo ao peso corporal e expressos em mg/g.

4.6.4 Quantificacdo da infecgdo tecidual por Real Time PCR (qPCR)

A quantificacdo da infeccdo nos tecidos foi realizada pela técnica de qPCR, com o
propdsito de determinar se a terapia em estudo poderia exercer influéncia no parasitismo do
coracdo, figado ou baco. Para isso, o tecido hepatico, esplénico e cardiaco, tiveram seu DNA
purificado a partir de 5 mg de tecido, extraido através do kit comercial ReliaPrep™ gDNA
Tissue Miniprep System - Promega® (Madison, WI, USA), de acordo com as instrugdes do
fabricante. Posteriormente, as amostras foram avaliadas quanto a sua integridade por
separacdo eletroforética em gel de agarose a 1% em tampdo TAE (tampdo Tris-Acetato-
EDTA, pH 8.0).

Uma vez verificada sua integridade, o0 DNA foi quantificado utilizando Qubit™ Assay
Kit — ThermoFisher Scientific® (Waltham, MA, EUA) e ajustado para a concentracdo de 10
ng/uL, utilizando Nuclease-free water- Promega® (Madison, W1, USA).

Uma curva-padrdo com seis pontos foi construida por diluicdo seriada (1:10 — DNA:
H,0), a partir de DNA extraido de cultura de epimastigotas, em triplicata. A curva gera uma
equacdo, atraves da qual é possivel calcular posteriormente a quantidade de fitas de DNA
presentes nas amostras, em funcdo do Ct (indica o ciclo no qual a amostra iniciou a emissao
de sinal fluorescente de amplificagéo).

Dois primers foram adotados na reacdo, as sequéncias Cruzi 1 (5’-
ASTCGGCTGATCGTTTTCGA-3’) e Cruzi 2 (5>-AATTCCTCCAAGCAGCGGATA-3"),
ambos na concentragdo 1 pM, que amplificam um produto de 166 pares de base (pb), como
mostrado na Tabela 2. A reacgdo foi realizada utilizando o kit Master Mix SYBR™- KAPA
Biosystems® (Wilmington, MA, EUA) e amplificadas em placas de 48 pocos, especificas para
o termociclador Eco Real-Time System (lllumina®, San Diego, CA, EUA), em duplicata. Os
resultados foram normalizados pelo controle enddgeno gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GAPDH) e expressos n° de copias de T. cruzi/GAPDH.
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Tabela 2. Primers utilizados na reacdo de gPCR.

Primers Se(%l,]_e;():'a Contzlelrll;;agao Amplicon(pb) | Posicao
Cruzil

(forward) | ASTCGGCTGATCGTTTTCGA 1 166 27-46
Cruzi 2

(reverse) | AATTCCTCCAAGCAGCGGATA 1 166 172-192

Notas: uM: Micromolar; pb: pares de base

A metodologia empregada baseou-se em SCHIJMAN et al., (2011) e PIRON et al.,
(2007).

4.6.5 Parametros Bioquimicos
Com o objetivo de avaliar possiveis alteracdes relacionadas a citotoxicidade que
podem ser geradas pelos tratamentos em estudo ou mesmo pela infeccdo, pardmetros
bioquimicos que avaliem a funcgéo hepatica, cardiaca e renal foram avaliados.

Transaminases (ALT e AST), creatinina e creatinoquinase-MB (CK-MB) foram
dosadas no plasma dos animais. Para isso, o sangue foi colhido por pungdo cardiaca fazendo
uso do anticoagulante heparina e posteriormente centrifugado a 948 g por 5 minutos, para a

obtencdo do plasma.

As andlises foram realizadas pelo uso de kits comerciais especificos (Labtest®, Lagoa
Santa, MG, Brasil), seguindo as indicac¢Ges do fornecedor. Os resultados foram expressos em
U/L para ALT, AST e CK-MB e em mg/dL para creatinina.

4.6.6 Determinacéo da geracao de superoxido por quimioluminescéncia da

lucigenina
Esta técnica permite avaliar a producao de superédxido pela enzima NADPH oxidase, a
fim de compreender possiveis mecanismos de agdo dos tratamentos estudados. Para isso, parte
do coracdo foi homogeneizado em tampéo fosfato pH 7,4 (20 mmol/L de KH,PO,4, 1 mmol/L
de EGTA e 150 mmol/L de sacarose). A reacdo é iniciada pela adicdo de NADPH (0,1
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mmol/L) a uma suspensdo (com volume final de 250 pL) contendo amostra (50 pL),
lucigenina (5 pmol/L) e tampéo fosfato pH 7,4. Os valores de luminescéncia foram obtidos a
partir da subtracdo do valor basal (obtido pela medida da amostra, tampdo fosfato mais
lucigenina) pelo valor obtido apds adicdo de NADPH. Foram realizados 30 ciclos de leitura
no equipamento lumindémetro Orion Il- Microplate Luminometer MPL4 (Berthold Detection
Systems®, Pforzheim, Alemanha). Os resultados foram normalizados pela concentragéo de
proteina de cada amostra e expressos em URL (unidades relativas de luz)/mg de proteina
(YOGI et al., 2012).

4.6.7 Mensuracao da concentracdo de H,O, no tecido cardiaco e plasma

Na tentativa de compreender possiveis mecanismos de acdo pelos quais agem 0s
tratamentos avaliados, foi analisada a concentracdo de peréxido de hidrogénio no coragdo dos
animais em experimentacdo de fase aguda e no plasma para as amostras de fase cronica. O
tecido cardiaco foi homogeneizado em solucdo de Krebs (130 mmol/L de NaCl; 4,7 mmol/L
de KCI; 1,18 mmol/L de KH2PO4; 1,17 mmol/L de MgS04; 14,9 mmol/L de NaHCO3; 5,5
mmol/L de Glicose; 1,6 mmol/L de CaCl2; pH 7,4), e o homogenato foi centrifugado a
10.000 x g por 5 minutos a 4° C. O H,0O, foi avaliado utilizando o kit Amplex Red®
HydrogenPeroxide/Peroxidase Assay (Invitrogen®, Carlsbad, CA, EUA). Para a montagem
da placa, a cada 50 pL do sobrenadante foi adicionado 50 puL de uma solucdo de trabalho
composta, basicamente, pelo reagente Amplex Red (10-acetil-3,7-diidroxipheNox azine) e a
peroxidase (HRP). O reagente Amplex Red na presenca da peroxidase reage com o H,0;
presente em cada amostra, produzindo a resorufina, produto altamente fluorescente
(Aexcitagdo 571 nm e Aemissdo 585 nm). Os valores de H,O, foram obtidos a partir da
construcdo de uma curva padréo de H,O, e expressos em pumol/L/mg proteina ou pmol/L/mL.
A metodologia foi baseada em DO VALE et al., (2017).

4.6.8 Avaliagéo da atividade enzimatica da SOD
Determinamos a atividade da SOD com o proposito de avaliar se as terapias propostas
podem exercer efeito sob esta importante enzima antioxidante. Parte do tecido cardiaco das
amostras de fase aguda foi homogeneizado em tampao PBS (pH 7,4) e centrifugadas a 10.000
x g por 12 min a 4° C. O kit Superoxide Dismutase Assay Kit (Sigma-Aldrich®, St. Louis,
MO, EUA) foi utilizado, onde o principio do teste consiste na reducdo do oxigénio pela

enzima xantina oxidase (XO) e hipoxantina presente no reagente, com consequente formacéo
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de superoxido. Esta reacdo gera um produto cromogénico (formazan) que pode ser medido
colorimetricamente por absorbéncia (440nm). Portanto, a quantidade de formazan formado é
inversamente proporcional a atividade da enzima superdxido dismutase. Os valores foram
representados por U/mg de proteina (DO VALE et al.,, 2017). A mesma técnica foi
implementada no plasma em amostras de fase cronica, onde o resultado foi expresso em
U/mL.

4.6.9 Avaliacéo da atividade da catalase

A enzima catalase atua convertendo H,O, em H,O e O, (SCHIEBER; CHANDEL,
2014). Analisamos a atividade da catalase para entender se os protocolos terapéuticos em
estudo exercem influéncia sob ela. Para o design de fase aguda, as amostras de coracao foram
homogeneizadas em tampdo PBS (pH 7,4). Em seguida, em 100 pL de amostra foram
adicionados 100 pL de tampdo fosfato (pH 6,5, contendo 0,1 mol/L de K;HPO,) e
centrifugados a 8.000 x g por 20 min a 4° C. Para a realiza¢do do ensaio foram adicionados 20
puL do sobrenadante da amostra a 980 uL de solucdo de reacdo (2,5 mL de tampdo Tris-
EDTA, 47,3 mL de agua Mili-g e 175,5 pL de H,0, (30 mmol/L) aquecida a 36° C e em
cubetas de quartzo, onde a velocidade de decomposi¢do do H,O, foi medida durante 60
segundos em 240nm. Os valores de absorbancia foram multiplicados por 2,5x10°, referente ao
coeficiente de distingdo do H,0, e a diluicdo da amostra. Uma unidade (U) de catalase é
definida como a quantidade e enzima necessaria para decompor 1 umol de H,O,/min/mg
proteina (DO VALE et al., 2018). Para o design experimental de fase crénica a analise foi

realizada no plasma dos animais em experimentacao.

4.6.10 Mensuracao dos niveis de TBARS

A lipoperoxidacdo ¢ uma reacdo em cadeia de radicais livres com &cidos graxos
poliinsaturados, que frequentemente é desencadeada pela oxidacgao destes lipidios por radicais
hidroxil (OHe), que sdo altamente reativos e danosos, podendo oxidar inespecificamente, ndo
apenas os lipidios, mas grande parte das biomoléculas. A lipoperoxidacdo pode trazer sérios
danos, especialmente as membranas celulares (SIES; JONES, 2020).

Esta reacdo de peroxidacdo dos lipidios gera intermediarios que reagem entre si,
formando diversos produtos secundarios, como o malondialdeido (MDA), que & um
importante biomarcardor de dano a essa biomolécula. A técnica de TBARS dosa, portanto, a

concentracdo deste marcador oxidativo e avalia a peroxidacdo lipidica (GONZAGA,
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SIMPLICIO; TIRAPELLI, 2016). Verificamos, portanto, se os tratamentos propostos podem
interferir neste parametro. Amostras de coracdo ou plasma foram empregadas. O tecido
cardiaco foi homogeneizado com tampéao RIPA, centrifugado a 10.000 x g por 10 minutos a
4° C. O ensaio consiste na medida colorimétrica (comprimento de onda de 530-540 nm) do
complexo formado pela reacdo do MDAe o &cido tiobarbiturico (TBA) sob alta temperatura
(90-100° C) em meio &cido, utilizando kit comercial Cayman Chemical (Ann Arbor, Ml,
EUA). Valores maiores de TBARS sdo alcancados proporcionalmente a presenca de maior
quantidade de lipideos poliinsaturados. Os valores foram representados como nmol/mg de
proteina ou nmol/mL (DO VALE et al., 2017; GONZAGA; SIMPLICIO; TIRAPELLI,
2016).

4.6.11 Quantificacdo de proteina carbonilada

Os danos oxidativos a proteinas sdo eventos que podem ocorrer por meio de reacdes
diretas com ERO ou de maneira indireta, pela reacdo com alguns subprodutos formados pela
peroxidacdo lipidica ou agucares redutores. Poucas sdo as modificacdes proteicas derivadas
do estresse oxidativo que podem ser reversiveis, de modo geral, a maioria delas leva a
inativacdo de proteinas, o que tem efeitos prejudiciais a manutengdo da viabilidade celular
(DALLE-DONNE et al., 2006). A carbonilagdo de proteinas representa uma das reacfes
irreversiveis desse processo , onde o grupo carbonil formado caracteriza-se por ser estavel
constituindo assim um importante biomarcador de dano oxidativo proteico (DALLE-DONNE
et al., 2003; SUZUKI; CARINI; BUTTERFIELD, 2010). Neste sentido, esta analise baseou-
se na reacdo dos grupos carbonil gerados com o 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH). A reacéo
forma um produto denominado hidrazona que pode ser medido espectrofotometricamente. As
analises foram conduzidas em tecido cardiaco e plasma, onde as amostras foram maceradas
ou diluidas em tampé&o fosfato 50mM, contendo EDTA 1mM e inibidor de protease (pH 7,4).
As amostras foi acrescido uma solugio de DNPH (10 mM) dissolvida em &cido cloridrico
(HCI) 2N que foram incubadas no escuro por uma hora e vortexadas a cada 15 minutos. Apos
esse periodo, foram realizados sucessivos ciclos de lavagem e centrifugacdo com solugéo de
acido tricloroacético 20% e acido tricloroacético 10% juntamente com etanol/acetato de etila
(1:1). O sobrenadante foi entdo descartado e o pellet ressuspendido em 500uL de hidrocloreto
de guanidina 6M, sendo incubado sob agitagdo a 37°C por 15 minutos. Ap6s nova
centrifugagcdo nas mesmas condicOes anteriores, o sobrenadante foi finalmente transferido a
uma placa de 96 pocos e teve a absorbancia medida no comprimento de onda de 385 nm. A

concentracdo é obtida usando o coeficiente de absorcdo molar de 22.000 MY/ cm™ (BRUNO
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et al., 2009; LEVINE et al., 1990). Os resultados foram expressos em nmol/mg de tecido ou
nmol/mL de plasma.

4.6.12 Dosagem proteica
Para todas as andlises executadas em tecido cardiaco, realizou-se a dosagem de
proteinas pelo método de Lowry (Bio- Rad Laboratories®, Hercules, CA, EUA), de acordo
com as instrucdes do fabricante. Esta mensuracdo é necessaria para que os resultados sejam

normalizados de acordo com a quantificagdo proteica presente em cada amostra.

4.6.13 Deteccdo de imunoglobulina G (IgG) especifica contra T.cruzi por

Enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA)

A analise soroldgica teve como objetivo avaliar possiveis alteracfes nos niveis séricos
de imunoglobulina G (IgG) especificas para T. cruzi. Na prética clinica, os testes sorologicos
sdo usados para avaliar a eficicia terapéutica (PINTO DIAS et al., 2016; CHATELAIN,
2017). Para isso, foi realizado um teste de ELISA utilizando como antigeno uma proteina
recombinante correspondente a trans-sialidase (TS) de T. cruzi. A TS é ausente em mamiferos
e no parasito atua no processo de invasdo celular e na sobrevivéncia deste no hospedeiro. A
obtencdo e purificacdo da TS foi realizada a partir de células de Escherichia coli, como
previamente descrito por Pereira-Chioccola et al.(2003). A pureza e integridade da TS foi
verificada por eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% com sddio dodecil sulfato -(SDS-
PAGE) e sua concentracdo determinada pelo método de Bradford. Para a técnica de ELISA,
placas de 96 pocos foram revestidas com a TS recombinante a 2 pg/ml, diluida em PBS e
incubadas overnight em temperatura ambiente. O antigeno ndo ligado foi removido pela
lavagem com PBS, seguido de bloqueio por PBS 3% albumina de soro bovino (BSA) e PBS
Tween 0.05%. As amostras de soro foram diluidas em PBS 1% BSA nas concentrac¢fes 1:500;
1:2000; 1:8000 e 1:16000. Estas diluicbes foram plaqueadas e incubadas a 37°C por 1 hora,
seguido de lavagem com PBS Tween 0.05%. Foi entdo adicionado o anticorpo secundario
anti-lgG mouse (Abcam®, Cambridge, Reino Unido), diluido em PBS 1% BSA (1:5000) e
nova incubacédo de 1h a 37°C. Ap6s um novo ciclo de lavagens PBS Tween 0.05%, a solugdo
de substrato TMB (Acido citrico 0,1 M; Na2HPO,4 0,2 M; 3,3,5,5 tetrametilbenzidina 0,05%)
foi adicionada e incubada no escuro por 2 minutos. A reacdo foi parada pela adicao de H,SO,4

2N e teve a absorbancia lida a 450 nm. Foi construida uma curva de diluicdo do soro, testando
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as seguintes dilui¢des: 1:1000, 1:2000, 1:4000, 1:8000, 1:16000 e 1:32000. Determinou-se,
entdo, a dilui¢do 1:8000 como a maxima concentracdo necessaria para a avaliacdo da resposta.

4.7 Analise Estatistica

Os resultados do presente estudo foram avaliados por testes estatisticos com auxilio do
software GraphPad Prism versdo 7.05, utilizando-se média e erro-padréo dos dados obtidos.
One ou Two-Way ANOVA foram utilizados para comparagéo entre 0s grupos experimentais,
sequido de post hoc Bonferroni, sendo que as diferencas foram consideradas estatisticamente

significantes quando o valor de foi menor que 0,05 (p< 0,05).
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Perspicacia (René Magritte, 1936)

Resultados e discussdo
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5. RESULTADOS DE FASE AGUDA E DISCUSSAO

5.1 Parasitemia
Uma curva parasitémica foi construida a fim de avaliar o desenvolvimento da infeccéo
durante a fase aguda. Na figura 8A é possivel observar que o grupo tratado com benznidazol
em ambas as doses, bem como as terapias combinadas, promoveram reducdes significativas
da parasitemia quando comparadas ao grupo controle infectado (p<0,0001). Enquanto que a
utilizacdo de acido ascérbico ndo associado, em menor ou maior dose, ndo promoveu reducdo
no ndmero de formas circulantes, quando comparado ao grupo controle infectado.

Previsivelmente, BZ100 depurou a parasitemia.
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Figura 8. Parasitemia. Animais infectados com 1x10* formas tripomastigotas de T.cruzi (cepa Y) tiveram a
parasitemia avaliada nos dias 5, 7, 9, 11 e 13 pés-infeccdo. Os dados foram calculados pelo método de
Brener. (A) Curva parasitémica demonstrando a evolugdo da infeccdo aguda para todos os grupos
experimentais comparando-os estatisticamente ao grupo CI (trés simbolos representam p<0,0001). Two-
way ANOVA seguido por Bonferroni. (B) Representacdo e analise parasitémica dos dias 9 e (C) 11 poés-
infeccdo. As barras mostram a médiatEPM de 5-7 animais/grupo. One-way ANOVA seguido por
Bonferroni (p<0,05). (*) Representa diferenca estatistica em relacéo a Cl; (&) em relagéo a BZ25.
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Os dados parasitémicos do 9° e 11° dias pds-infeccdo foram evidenciados e avaliados
estatisticamente em 8B e 8C, respectivamente. Nota-se que no 9° dia pds-infeccdo, ambas as
terapias combinadas reduziram a parasitemia mais eficientemente que BZ25 (Figura 8B); no
entanto, no 11° dia pés-infeccdo apenas BZ25+aa promoveu uma redugdo estatisticamente
significante em relacdo a BZ25 (Figura 8C).

Nosso grupo demonstrou previamente que benznidazol na dose de 10 mg/kg/dia reduz a
parasitemia em aproximadamente 41%, promove reducdo do parasitismo e a inflamagéo
cardiaca (PROVIDELLO et al., 2018). Enquanto Cevey et al. (2016) mostraram que animais

tratados com BZ 25 mg/kg/dia apresentavam depuracdo do parasitismo tecidual e 100% de
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sobrevivéncia. Assim, no presente trabalho, fomos movidos pela pretensdo de aprimorar o
tratamento anteriormente realizado, usando a dose de 25 mg/kg/dia e testando sua associagéo
a duas diferentes doses de acido ascorbico, uma vez que nossos dados prévios mostraram

também que alguns parametros foram otimizados na terapia combinada.

5.2 Parasitismo cardiaco

A quantificagdo do parasitismo em tecido cardiaco na fase aguda foi realizada por
meio de PCR em tempo real (qPCR) e os dados obtidos foram representados na Figura 9.
Nota-se que os grupos Cl, aa e AA apresentaram 0s maiores niveis de parasitismo tecidual,

corroborando os dados observados na parasitemia.

Figura 9. Quantificacdo de material genético de T. cruzi no tecido cardiaco. A andlise foi realizada por
gPCR apds 17 dias de infeccdo. Os resultados obtidos foram normalizados usando o gene controle
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e representados em n° de copias de T.cruzi/10° GAPDH.
As barras representam media £+ EPM. One-way ANOVA post hoc Bonferroni (p<0.05). (*) representa
diferenca estatistica em relacéo a Cl e (&) em relagéo a BZ25.
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Por outro lado, BZ em maior ou menor dose, sozinho ou associado ao &cido ascorbico,
promoveu reducdo na carga parasitaria cardiaca em relagdo ao grupo controle infectado (Cl).
Em percentuais, BZ25 apresentou diminuicdo aproximada de 65%, em BZ25+AA houve
reducdo media de 77% e a associacdo BZ25+aa teve 96% de redugdo no parasitismo cardiaco

(todos comparados ao grupo CI).

Ainda, considerando a analise estatistica, vimos que os valores médios observados em
BZ25+aa e BZ100 séo inferiores a BZ25 (p<0.05).
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5.3 Ganho de peso

O ganho de peso nos grupos experimentais foi avaliado no 9° e 17°dia p6s-infecgéo e
foram representados nas figuras 10A e 10B, respectivamente. Observou-se que no 9° dia 0s
grupos tratados com BZ25 e BZ100 tiveram ganho de peso inferior quando comparado ao
grupo CT (Figura 10A).

Figura 10. Ganho de peso durante a fase aguda. O ganho de peso em gramas foi representado em (A) 9°
dia pés-infeccdo e (B) 17° dia pds-infeccdo. One way ANOVA seguido por Bonferroni. Média +tEPM e a
analise estatistica foram representadas nas figuras. Foi considerado um valor de p<0.05 para a
comparagao estatistica entres os grupos. (#) Representa diferencas significativas para o grupo CT.
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Por outro lado, com o avanco da fase aguda, no 17° dia pds-infeccdo, os animais do
grupo BZ25 parecem ter reestabelecido o ganho de peso, enquanto os grupos Cl, aa e AA,
bem como BZ100 demonstraram alteragdes negativas neste parametro (Figura 10B). De
maneira complementar, a analise do 17° dpi revela que além de BZ25, as associagdes com
acido ascorbico apresentaram ganho de peso inalterado pela infeccéo.

Estes resultados demonstram que as terapias combinadas e a redugdo de dose
trouxeram alguns beneficios quando comparadas ao tratamento com BZ100. A alteracédo
observada nos animais tratados com a dose clinica experimental de BZ parece refletir
possiveis efeitos toxicos do medicamento, corroborando a um estudo no qual foi observado
ganho de peso insuficiente em criangas chagasicas tratadas com o medicamento
(RODRIGUEZ-GUERINEAU et al., 2014).

Para Calvet et al. (2020), embora camundongos C57/BI6 infectados com a cepa Sylvio
X10/4 ganharam peso apos o tratamento com BZ100, essa evolugdo se deu de maneira mais
lenta. E provavel que a discrepancia neste parametro entre o presente estudo e o trabalho de
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Calvet e colaboradores seja influenciada pela cepa parasitéaria utilizada; a cepa Y, utilizada
neste estudo, é admitida como macrofagotropica, produzindo infeccdo aguda e com répida
multiplicacdo (MELO; BRENER, 1978), enquanto a cepa Sylvio X10/4 é tida como de

evolucdo mais lenta e parasitismo sub-patente durante a fase aguda (MARINHO et al., 2009).

A perda de peso maior que 5% e perda de apetite também ja foram relatadas em
estudos clinicos avaliando o nifurtimox (FORSYTH et al., 2016).

5.4 Avaliacdo do peso relativo do coracéo e dosagem plasmatica de CK-MB

A andlise da relacdo entre 0 peso do coracdo e o peso corporal evidenciou aumento
nos grupos tratados apenas com &cido ascorbico, em ambos 0s protocolos de tratamento
guando comparados ao grupo CT (Figura 11A). O grupo tratado com AA ainda apresentou
maior peso cardiaco do que o grupo CI. Nao houve diferencas significativas entre os demais

grupos para esse parametro.

Figura 11. Andlise do peso relativo do coragéo e dosagem de CK-MB. (A) Peso do coragéo/corpo. Ao final
da experimenta¢do, os animais foram pesados antes da eutanasia e apo6s, tiveram o peso do coragdo
averiguado. A relacéo entre estes valores foi determinada. Os dados foram representados em mg/g. (B)
Dosagem de CK-MB plasmatica. Para obten¢do do plasma o sangue foi colhido com heparina por puncao
cardiaca. As barras demonstram média +EPM. One-way ANOVA post-hoc Bonferroni. (#) representa
diferencas significativas quando comparado ao grupo CT; (*) comparado ao grupo ClI.
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Este resultado poderia indicar uma resposta dependente do tratamento com ambas as
doses do antioxidante associada a infec¢do ndo controlada nestes grupos. Uma possivel
explicagdo seria a reconhecida habilidade do &cido ascOrbico em aumentar a atividade
endotelial da 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) e com isso deflagrar uma série de

alteracdes na permeabilidade dos vasos (MAY, 2000). O aumento no peso relativo do
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coracdo para 0s grupos tratados com ambas as doses do antioxidante seria consequéncia da
maior permeabilidade vascular desencadeada, representando uma maior presenca de infiltrado

inflamatdrio local e consequente aumento do 6rgao.

No entanto, os niveis plasmaticos de CK-MB foram igualmente dosados e ndo
demonstraram diferencas entres os grupos (Figura 11B).

5.5 Avaliacao do peso relativo hepatico e dos niveis plasmaticos de transaminases

A relacdo entre o peso do figado e peso do corpo dos animais em experimentacédo foi
calculada e representada na figura 12A. Observou-se que o tratamento com BZ100 aumentou
0 peso relativo hepéatico quando comparado aos demais grupos experimentais. A infeccéo por
si parece nao alterar este parametro, visto que nao foram detectadas diferencas entre 0s grupos
CTeCl.
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Figura 12. Determinagéo do peso relativo do figado e dos niveis plasmaticos de transaminases. (A) Relagéo
peso do figado/corpo (mg/g). No grafico foi demonstrada a média obtida para cada grupo e cada simbolo
representa um animal. (B) Dosagem plasmatica de ALT e (C) AST. Os resultados foram expressos em U/L
e as barras demonstram média tEPM de 5-8 animais/grupo. A analise estatistica da figura foi
demonstrada por simbolos: (#) representa diferencas significativas para o grupo CT; ($) para o grupo
BZ100. One-way ANOVA seguido de post hoc Bonferroni.
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As transaminases ALT e AST tiveram seus niveis plasmaticos dosados e foram
representados nas figuras 12B e 12C, respectivamente. Em ambas foi possivel observar
elevados indices para BZ100 quando comparado a CT. Por outro lado, entre os demais grupos

ndo foi detectado diferencgas significativas tanto para ALT quanto para AST.

Esse aumento nos niveis de transaminases observado nos animais tratados com a dose
clinica experimental corrobora estudos anteriores demonstrando que a terapia com BZ100
pode elevar os niveis de AST e ALT, independentemente da infecgdo por T. cruzi (NOVAES
et al., 2015, 2016). O papel do 6rgdo no metabolismo do farmaco poderia ser uma explicacao

para este achado, mas cabe ressaltar que os valores ndo alterados observados nos grupos que
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receberam baixas doses de BZ deflagram a dose-dependéncia de sua toxicidade e a validade

de uma revisao dos protocolos terapéuticos.

5.6 Avaliacao do peso relativo dos rins e dos niveis plasmaticos de creatinina

Devido a habilidade de infectar qualquer célula nucleada, pesquisadores ja relataram a
presenca de T. cruzi em células renais, no entanto, a condicédo € trazida como néo usual e foi
ainda pouco explorada. Em contrapartida, danos estruturais na funcionalidade do 6rgdo
correlacionadas a infeccdo ja foram descritos devido ao aumento da permeabilidade vascular
renal e a presenca de infiltrado inflamatério local (DA SILVA JUNIOR et al., 2017; LEMOS
et al., 2013). No entanto, no presente estudo, ndo foram percebidas alteragdes no peso relativo
dos rins ao 17° dia pos-infecgdo (Figura 13A).
Figura 13. Anélise do peso relativo dos rins e determinagdo dos niveis plasmaticos de creatinina. (A) Peso
dos rins/corpo. Animais experimentais tiveram o peso de seus rins normalizados pelo peso corporal
(mg/g). Na figura cada simbolo representa o valor obtido para um animal e a média é representada pela
barra horizontal. (B) Dosagem de creatinina plasmatica. No grafico foram representadas a média +EPM

de cada grupo (5-8 animais/grupo). One-way ANOVA seguido de post hoc Bonferroni foi usado em ambos
0s testes para a comparacao entre os grupos, considerando a diferenca significativa quando p<0.05.
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Os niveis de creatinina foram dosados no plasma (Figura 13B) e igualmente ndo
evidenciaram qualquer diferenga entre 0s grupos.

Além das alteragbes provocadas pela infeccdo, correlaciona-se a ingestdo de altas
doses de acido ascorbico e a formacgéo de calculos renais, pois o antioxidante é parcialmente
convertido em oxalato durante a sua metabolizacdo e é eliminado pelos rins, portanto, a
ingestdo excessiva poderia culminar na formagéo de cristais de oxalato de célcio (KNIGHT et
al., 2016). Todavia, os dados apresentados sugerem que as doses empregadas séo seguras, ndo

provocando alteracdes na funcionalidade do érgéo.
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5.7 Avaliacdo da geracdo de superoxido pela quimioluminescéncia da lucigenina e
concentracgdo de peroxido de hidrogénio no tecido cardiaco

Os efeitos da infeccdo ou das terapias empregadas sobre a geracdo de ERO durante a
fase aguda foram verificados. A analise da producdo de radical superdxido no ventriculo
esquerdo (Figura 14A) revelou que a infec¢do por T. cruzi é responsavel por um aumento
substancial nos niveis deste biomarcador, uma vez que os grupos Cl, aa e AA, nos quais um
maior parasitismo cardiaco foi detectado, apresentaram também os maiores indices de geracdo
de superdxido. Por outro lado, esse aumento ndo foi observado em BZ25 e BZ100, grupos que

apresentaram niveis inferiores comparados a ClI.
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Figura 14. Efeitos da infeccdo e/ou terapias empregadas na producédo de superdxido, concentracdo de
peréxido de hidrogénio e atividade das enzimas SOD e CAT em homogenatos de ventriculo esquerdo.
Niveis cardiacos de (A) O,- (B) H,0, e a atividade enzimatica de (C) SOD e (D)CAT foram representadas
na figura. MédiatEPM de 5-8 animais/grupo (p<0.05; ANOVA post hoc Bonferroni). Diferencas

estatisticas foram demonstradas por simbolos: (#) em relacdo ao grupo CT; (*) grupo CI (&) grupo BZ25
e (@) grupo BZ25+aa.
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Para 0 grupo aa, um aumento na geragdo de superdxido foi observado em relacdo ao
grupo CI, embora alguns estudos tenham mostrado que a vitamina C pode diminuir a
ativacdo da enzima NADPH oxidase e consequentemente os niveis de O,- (ULKER;
MCKEOWN; BAYRAKTUTAN, 2003). Neste sentido, percebe-se que a infecgéo foi o fator
essencial para este aumento, uma vez que em uma infeccdo mais deflagrada nestes grupos,
espera-se tambeém altos niveis de neutréfilos e macréfagos no local, levando a maior geragéo
do radical livre. Com isso, presume-se que este efeito ndo pode ser neutralizado apenas com a
terapia antioxidante se a infec¢do nao for totalmente controlada.
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Na Figura 14B foi apresentada a concentracdo de perdxido de hidrogénio dosada no
ventriculo esquerdo. Em oposi¢do a dosagem de radical superdxido, os grupos com infeccao
mais deflagrada (Cl, aa e AA) apresentaram taxas reduzidas desta ERO. Neste caso, duas
explicacbes seriam plausiveis: a conhecida “up-regulacdo” de glutationa peroxidase,
glutationa redutase e glutationa ocorrida durante a fase aguda da infeccdo permitindo uma
maior neutralizacdo de H,0, a &gua (MACHADO; TANOWITZ; RIBEIRO, 2013); ou ainda
devido ao fato destes trés grupos apresentarem as mais altas cargas parasitarias, poderia
ocorrer uma esperada liberacdo de fons Fe*? pela destruicdo de células musculares cardiacas
favorecendo a conversdo deste intermediario reativo a OH-, através da reagdo de Fenton
(MCCORD, 2004; PAIVA et al., 2012; SCHIEBER; CHANDEL, 2014).

Por outro lado, resultados inversos foram vistos em todos 0s grupos recebendo
benznidazol em ambas as doses, sozinho ou em associacdo ao acido ascérbico, onde altos
indices de perdxido de hidrogénio no tecido cardiaco foram detectados. De acordo com o0s
aspectos supracitados, este resultado poderia ser reflexo da melhor depuracdo parasitaria
observada nestes grupos. E ainda, é possivel observar que para ambas as associacoes,
BZ25+aa e BZ25+AA, 0s niveis cardiacos deste biomarcador foram superiores a BZ25
(p<0.0001).

5.8 Determinacdo da atividade das enzimas superdxido dismutase e catalase no
coracao

A atividade da enzima SOD foi determinada em homogenatos de ventriculo esquerdo
e os resultados foram representados na figura 14C. Esta enzima que tem por funcéo
neutralizar o radical O,- apresentou atividade elevada para o grupo Cl, se comparado a CT.
Por outro lado, os grupos aa, BZ25, BZ25+aa e BZ100 apresentaram uma reducéo
significativa em relagéo ao grupo ClI.

A atividade da enzima catalase foi igualmente avaliada e revela um aumento para os
grupos BZ100 e ambas as associac¢Ges (Figura 14D). Este resultado poderia ser explicado pela
acao da CAT em neutralizar o H,O,, que se encontrava elevado nestes grupos; no entanto,
essa logica nédo se aplica ao grupo BZ25, onde o0 aumento da concentragédo cardiaca do radical
livre foi detectado, mas ndo acompanhado pelo aumento da atividade enzimatica. E, de
maneira complementar, Santos et al. (2015) demonstraram que BZ100 eleva a atividade de

CAT, independentemente da infecgéo.
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N&o coincidentemente, os grupos com maiores atividades de CAT apresentaram
importantes reducdes na parasitemia e/ou parasitismo tecidual, corroborando os achados de
Dias et al. (2017), cujo trabalho demonstrou que a adicéo de catalase em cultura primaria de
cardiomiocitos inibe o crescimento de T. cruzi.

Valendo-se de que a alta atividade da enzima estaria correlacionada com menor
infeccdo de células cardiacas, nossa analise permite avaliar ainda que os niveis observados em
BZ25+aa foram maiores do que aqueles detectados para o grupo BZ100, o que poderia ser

considerado uma resposta positiva na terapia associada.

5.9 Analise de peroxidacao de lipidios e carbonilacdo de proteinas

Foram investigados os danos oxidativos a lipidios no tecido cardiaco (Figura 15A).
Observou-se que a infeccéo eleva expressivamente os niveis deste marcador, dado o aumento
detectado no grupo CIl. Por outro lado, BZ25 e BZ100 ndo apresentaram aumento

significativo em relacdo ao grupo CT.

Figura 15. Avaliacdo de danos oxidativos a lipidios e proteinas durante a infec¢cdo chagéasica aguda. (A) A
peroxidacdo lipidica foi mensurada apds 17 dias de infeccdo pela quantificagdo de TBARS. (B) O
contetdo carbonil de proteinas foi dosado afim de avaliar danos oxidativos a esta biomolécula. Nas figuras
foram representadas a médiaxtEPM de 6-8 animais/grupo e a andlise estatistica que considerou
significativo p<0.05. One-way ANOVA e post hoc Bonferroni foram usados e as diferencas estatisticas
foram representadas pelos simbolos: (#) comparagdo ao grupo CT; (*) grupo CI; (&) grupo BZ25; (@)
grupo BZ25+aa e ($) BZ100.
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Animais tratados com &cido ascérbico em ambas as dosagens, sozinho (grupos aa e
AA) ou em associac¢do (grupos BZ25+aa e BZ25+AA), apresentaram 0S mais baixos niveis,

sendo estatisticamente inferiores a CT e CI. Este resultado poderia ser associado as ja
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reconhecidas propriedades cardioprotetoras e antioxidantes do &cido ascorbico (BUTTROS et
al., 2009; VISWANATHA SWAMY et al., 2011)

Ja a andlise da carbonilacdo proteica (Figura 15B) mostra que animais infectados e
tratados com BZ100 apresentaram elevacdo nos niveis deste biomarcador. O valor médio
obtido neste grupo é superior a todos 0s grupos experimentais, com exce¢do de Cl. Por outro
lado, nos grupos BZ25 e BZ25+aa nota-se a reducdo nos indices de proteina carbonilada em
relacdo ao grupo CI.

Alguns estudos tém demonstrado o papel das alteracbes mitocondriais em
cardiomidcitos na geracdo de ERO e consequentemente na carbonilagéo de proteinas. De fato,
a infeccdo por T. cruzi parece desencadear o dano a biomolécula, mas este parece ser
diretamente proporcional ao avanco da infeccdo (WEN, ; GARG, 2004). Neste sentido,
corroborando estes dados, ndo observamos danos oxidativos proteicos provocados
exclusivamente pela infeccdo aguda, uma vez que ndo houve diferenca entre os grupos CT e
Cl. Este dado demonstra que algumas terapias, mas ndo a infeccdo propriamente dita,
afetaram esse parametro.

De maneira especifica ao aumento percebido em animais tratados com BZ100, essa
resposta indicaria um efeito pré-oxidante do farmaco, quando administrado em sua dose
clinica. Novaes et al. (2015) haviam demonstrado altos indices de carbonilacdo proteica no
figado de camundongos C57BL/6 recebendo o medicamento na dose 100mg/kg/dia,
independentemente da infec¢do por T. cruzi. Os resultados destes autores evidenciam a

toxicidade hepética de BZ e no presente estudo observamos similaridades no tecido cardiaco.

6. RESULTADOS DE FASE CRONICA E DISCUSSAO
6.1 Averiguacdo da parasitemia
Uma amostra escolhida de forma aleatdria (n=10) teve sua parasitemia verificada no
9°, 14° e 16° dia pos-infec¢do com o objetivo de confirmar a infeccdo nos animais usados na
experimentacdo de fase cronica. No 9°dpi, 40% das amostras ja apresentavam formas
tripomastigotas circulantes, enquanto no 14° e 16° dpi, 100% de positividade foi atingida,

confirmando assim a infecgéo (Tabela 3).
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Tabela 3. Averiguacéo da parasitemia em uma amostra aleatoria.

Dias pés-infeccéo 9 14 16
A”'mﬂs(;")s'“"os 4/10 (40%) 10/10 (100%) 10/10 (100%)

6.2 Ganho de Peso

Assim como na experimentacdo em fase aguda, o peso dos animais foi também
verificado durante o desenvolvimento da fase cronica. Os resultados demonstram que
passados 30 dias de infeccdo ja se percebia menor ganho de peso nos animais infectados
(Figura 16A). Enquanto animais n&do infectados aumentaram seu peso corporal em
aproximadamente 21% nos primeiros trinta dias, aqueles infectados por T. cruzi tiveram
ganho médio de 1,7% (p<0.01). Resultados similares foram detectados apds 60 e 90 dias da
infeccdo, onde camundongos ndo infectados apresentaram aumento médio do peso corporal
equivalente a 40% e 63%, respectivamente, e aqueles infectados tiveram acréscimos
aproximados de 22% e 44% (ambos p<0.05).

Figura 16. Avaliacdo do ganho de peso de animais experimentais durante o processo de cronificacdo e
durante o tratamento. (A) Camundongos foram pesados ao inicio da experimentacdo e apés 30, 60 e 90
dias da infec¢do. Resultados demonstrados em (g). (B) Ganho de peso durante o tratamento. Resultado
(em gramas) obtido pela subtracéo do peso ao fim do tratamento (dia 105) e ao inicio (dia 90). Graficos
demonstram médiazEPM de 6-8 animais/grupo. Two-way ANOVA foi aplicado na figura A e One-way
ANOVA na figura B, para ambos post hoc Bonferroni. (*) representa diferenga estatistica em relacdo a
animais nao infectados. Dois simbolos: p<0.01; trés simbolos: p<0.0001.
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O mesmo parametro foi avaliado durante o tratamento, pesando-se 0s animais ao
inicio e término da administracdo das terapias, entretanto ndo se observou qualquer alteracéo

significativa entre os grupos neste periodo (Figura 16B).
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Apesar da nitida alteracdo provocada pela infeccdo durante a cronificagcdo dos animais,
diferentemente do que foi observado em fase aguda, os tratamentos aqui ndo alteraram o

ganho de peso dos animais.

6.3 Analise anatdmica e parasitolégica do coracao e niveis plasmaticos de CK-MB

Devido ao coracdo ser considerado um dos “6rgdos-alvo” no estagio cronico da
doenca de Chagas, avaliamos a infecgdo tecidual e possiveis alterages funcionais nesse
orgéo.

Diferentemente do que se observa em fase aguda, a carga parasitaria na circulacéo
sanguinea, em fase crbnica, cai expressivamente. 1SS0 ocorre porque a resposta imune
deflagrada na infecgdo inicial ajuda a controlar esses niveis e, nos individuos que sobrevivem
a este periodo, a resposta imune mediada por células auxilia no controle da replicacdo
parasitaria tecidual (BERN, 2015; BUSTAMANTE et al., 2020; LIDANI et al., 2019).

Essa € a chave do entendimento pela qual a maioria dos pacientes chagasicos cronicos
permanecem por décadas ou toda sua vida sem a manifestacdo de quaisquer sintomas, a
chamada fase indeterminada. As condi¢des que determinam quem ird apresentam alteracGes
em orgdos-alvo da doenga permanecem incertas, mas extremamente importantes para auxiliar
na intervencdo clinica precoce nestes individuos.

O modelo experimental empregado neste estudo, seguiu padrdes detectados em
pacientes chagasicos. N&do foram observadas quaisquer alteragdes entre 0s grupos
experimentais quanto ao peso relativo do coragdo, bem como nos niveis de CK-MB (Figuras

17A e 17C, respectivamente).



51

Figura 17. Determinacgdo do peso relativo do coracdo, da infeccéo tecidual cardiaca e dosagem de CK-MB.
A analise foi conduzida apdés 90 dias de cronificagdo, seguidos de 15 dias de tratamento, totalizando 105
dias da infeccdo. (A) Relagdo peso do coracdo/ peso corporal. (B) Determinacao dos niveis parasitarios no
tecido cardiaco por qPCR. Os resultados foram expressos em n° de cépias de T. cruzi/10* GAPDH. (C)
Determinacéo plasmatica da isoenzima CK-MB. Na figura foi representada a andlise estatistica conduzida
por One-way ANOVA seguido de post hoc Bonferroni. Foi considerado significancia estatistica quando
p<0.05. (*) Representa diferenca estatistica em relacdo ao grupo ClI.
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Os niveis de parasitismo cardiaco foram quantificados e representados na figura 17B.
Foi possivel observar que as terapias BZ25+aa e BZ100 promoveram diminuicdo deste
parametro quando comparadas a Cl. Com isso, apesar de ndo terem sido detectadas maiores
alteracdes cardiacas, estes resultados evidenciam que o tratamento com a dose clinica de BZ,

bem como BZ25+aa, poderiam trazer beneficios na terapia de fase crénica.

6.4 Andlise anatdmica e parasitoldgica do baco
O peso relativo do baco foi demonstrado na figura 18A. Nela observa-se que a

infeccdo cronica, mas ndo as terapias, alteraram este parametro, visto que todos 0s grupos
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infectados por T. cruzi apresentaram aumento no peso relativo do bagco quando comparados a
CT.

Figura 18. Avaliacdo do peso relativo e carga parasitaria do baco. Animais cronicamente infectados por
T.cruziforam tratados por 15 dias. (A) Relacdo peso do bago/corpo, representado em mg/g. (B) Analise do
parasitismo esplénico representada em n° de copias de T. cruzi/10* GAPDH. One-way ANOVA seguido de
post-hoc Bonferronifoi usado para avaliar estatisticamente os grupos experimentais. Média de 5-8
animais/ grupo. (#) representa diferenca estatistica em relacdo ao grupo CT.
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Como discutido no topico anterior, a resposta imunoldgica é essencial no controle
da multiplicacdo parasitaria que, em fase cronica, apesar de reduzida é persistente. O papel
deste 6rgdo linfoide na resposta imune, que se configura duradoura neste estagio da infeccéo,
explica uma manifestacdo clinica comumente observada: a esplenomegalia.

Por outro lado, a quantificagdo do parasitismo tecidual mostrou baixas taxas de DNA
parasitario e reforca que as mudancas no peso do 6rgdo estdo relacionadas a ativacdo da
resposta imune e ndo a multiplicacdo parasitaria neste 6rgdo, a considerar o baixo parasitismo
detectado (Figura 18B).

6.5 Analise anatdmica e parasitologica do figado e niveis plasmaticos de
transaminases

Assim como o coragdo e 0 baco, o figado foi igualmente analisado quanto ao seu peso
relativo, parasitismo tecidual e funcionalidade. Os resultados mostram que a infeccéo cronica
por T. cruzi ndo eleva o peso relativo do 6rgdo, visto que o grupo Cl ndo apresentou aumento

quando comparado ao grupo CT (Figura 19A). Por outro lado, animais tratados com AA
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apresentaram peso relativo médio significativamente menor se comparado aos grupos Cl,

BZ25 e BZ100, mas nédo aos demais grupos.

Figura 19. Averiguacdo da relacdo peso do figado/corpo, parasitismo tecidual hepatico e dosagem
plasmatica de transaminases. (A) Determinacdo do peso relativo do érgdo ao final da experimentacéo,
expresso em mg/g (B) Quantificacdo de DNA parasitario realizada por qPCR. Resultados demonstrados
em n° de copias de T. cruzi/10* GAPDH. (C) Determinacdo de AST e (D) ALT no plasma dos animais em
experimentacdo. Na figura foi demonstrada a média tEPM de 5-8 animais/grupo e a analise estatistica
considerando p<0.05. One-way ANOVA seguido de post hoc Bonferroni. (f) representa significincia
estatistica quando comparado ao grupo AA.
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No entanto, quanto ao indice de DNA parasitario no figado (Figura 19B), ndo foi
possivel detectar diferencas significativas entre as terapias empregadas. Além disso, assim
como no baco, observou-se baixo parasitismo no 6rgéo.

Niveis plasmaticos de marcadores de dano hepatico foram avaliados ao término do
tratamento. As dosagens das transaminases AST e ALT foram demonstradas nas figuras 19C

e 19D, respectivamente. Nota-se que nem a infec¢do tampouco as terapias alteraram as
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concentragbes plasmaticas destes biomarcadores, dado que diferencas significativas ndo
foram observadas entres os grupos, diferente do que foi observado em fase aguda.

Uma explicacdo plausivel a este achado, seria 0 maior requerimento deste Orgéao
durante a fase aguda. Cabe ressaltar a importancia do figado na imunidade inata, produzindo
até 90% das proteinas circulantes e detendo uma grande populacdo de macréfagos e células
natural killers (GAO, B., 2016). E neste 6rgdo ainda que ocorre a sintese e regulagio de
alguns antioxidantes, como a glutationa (LIDANI et al., 2019). Com isso, durante a infeccéo
aguda, aléem da metabolizacdo do farmaco, o figado atuaria no combate a intensa proliferacdo
parasitaria e geracdo de ERO. Além disso, é possivel que na fase aguda possa ter havido uma
importante proliferacdo parasitaria no figado, dado o carater macrofagotropico da cepa Y
(MELO; BRENER, 1978). Essa alta proliferacdo parasitaria ja ndo ocorre na fase cronica,
reduzindo a inflamacdo e a demanda antioxidante e, desse modo, traria menor
comprometimento hepatico.

Por fim, a reducdo no peso relativo hepatico detectado no grupo AA quando
comparado a Cl, BZ25 e BZ100 poderia ser explicado pelos efeitos hepatoprotetores do acido
ascorbico, especialmente relacionados a sua funcdo antioxidante como revisado por Adikwu e
Deo (2013). E como o mesmo efeito ndo foi percebido em fase aguda, reforca-se a hipotese
do maior requerimento antioxidante do figado no estagio inicial da infec¢do, como
supracitado.

6.6Analise anatdmica dos rins e niveis plasmaticos de creatinina

Os rins foram analisados quanto ao peso relativo e sua funcionalidade avaliada pela
dosagem de creatinina no plasma dos animais ao final da experimentacéo.

Diferentemente do observado na fase aguda, no modelo de experimentacdo crénico
houve aumento da relacdo peso dos rins/corpo (Figura 20A). A anélise deste dado permite
concluir que infeccdo seria o fator determinante para esta alteracdo, visto que ela foi detectada

em todos os grupos infectados.



55

Figura 20. Determinacao do peso relativo dos rins e niveis plasmaticos de creatinina. (A) Relagdo peso dos
rins/corpo, expresso em mg/g apds 105 dias de infeccdo. (B) Dosagem de creatinina. Resultado
representado em mg/dL. One-way ANOVA seguido de post hoc Bonferroni foi usado para comparacao
estatistica e diferencas entre os grupos foram representadas por simbolos: (#) comparacdo ao grupo CT.
Meédia +tEPM de 5-8 animais/grupo.
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A avaliacdo dos niveis plasmaticos de creatinina ndo apresentou quaisquer alteracdes
significativas, seja pela infeccdo ou pelos tratamentos propostos (Figura 20B).

Como previamente citado, a infeccdo de células renais por T. cruzi € uma condigdo
incomum e pouco explorada, no entanto, Oliveira et al. (2011) mostraram em um modelo in
vitro que apesar da baixa taxa de infeccdo de células renais, em torno de 13%, os niveis de
citocinas pro-inflamatérias e 6xido nitrico liberados por estas sdo altos, culminando em
inflamacéo intersticial, congestdo vascular, e perfusdo renal. Nosso achado que evidencia o
aumento do peso relativo dos rins poderia corroborar as alteracbes inflamatdrias mostradas
pelos autores do trabalho e deflagra a necessidade de melhor explorar o acometimento do

0rgdo na infecgdo chagasica.

6.7 Avaliacdo da geracdo cardiaca de superoxido pela quimioluminescéncia da
lucigenina e concentracdo plasmatica de perdxido de hidrogénio

Considerando o baixo parasitismo tecidual caracteristico da fase crbnica, 0s
parametros oxidativos foram avaliados no plasma, afim de se obter uma resposta sistémica. A
Unica excecdo ocorreu para a analise da geragdo de superoxido, que foi avaliada em

homogenatos de ventriculo esquerdo, devido a incompatibilidade da técnica com amostras de
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plasma. Essa andlise foi representada na figura 21A e mostra que ndo houve alteracbes

significativas entre 0s grupos para este parametro.

Figura 21.Determinacdo de ERO e atividade de enzimas antioxidantes em modelo crénico de infeccédo. (A)
Avaliacdo da geracdo de superoxido, avaliada por quimioluminescéncia da lucigenina. (B) Concentracdo
plasmatica de peroxido de hidrogénio. (C) Andlise da atividade da enzima superéxido dismutase e (D)
catalase. Na figura, foi demonstrado a média +tEPM e diferencas estatisticas foram representadas por
simbolos: (#) em relacdo ao grupo CT; (*) grupo ClI; (&) grupo BZ25 e ($) grupo BZ100.
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Em uma reviséo publicada, Munoz-Saravia et al. (2010) discutem que a incompleta
depuracdo parasitaria marcam a fase cronica da doenca de Chagas. Uma aparente condicao de
estabilidade, onde o parasito persiste nos tecidos em baixos indices e atenua a resposta
imunoldgica e oxidativa, caracteriza a condicdo chamada de fase indeterminada, que pode
perdurar por décadas ou até mesmo por toda a vida do individuo. Neste estudo pode-se
comprovar essa condicdo: o tecido cardiaco que, em fase aguda, apresentava alta geragdo de
superdxido para aqueles grupos onde ndo houve controle parasitario (Cl, aa e AA), em fase

crbnica aparece com 0s niveis ndo alterados.
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Quanto a concentracdo plasméatica de H,0, verifica-se que n&o houve diferengas
significativas promovidas pela infec¢éo ou pelas terapias (Figura 21B).

6.8 Determinacéao da atividade da SOD e CAT no plasma

A atividade da enzima SOD foi representada na Figura 21C. Nela, observamos que a
atividade enzimatica no plasma se encontrava aumentada nos grupos BZ25 e BZ100. Esse
resultado, poderia indicar uma possivel resposta compensatoria a geracdo de superoxido
provocada pelo medicamento, mesmo que em dose reduzida. No entanto, 0 aumento ndo foi
observado quando o &cido ascérbico é associado ao benznidazol (grupos BZ25+aa e
BZ25+AA), resultado que poderia ser explicado pela maior capacidade antioxidante conferida
nessa associagao.

Em relacdo a enzima catalase (Figura 21D), detectou-se um aumento da atividade
plasméatica nos grupos recebendo as terapias combinadas e BZ100. Ainda, avaliando
estatisticamente, vimos que o aumento observado em BZ25+aa e BZ25+AA ¢é superior se
comparado a BZ100. Este resultado ¢ muito similar ao dado encontrado em tecido cardiaco
durante a fase aguda. A correlacdo entre a terapia com BZ e a atividade da catalase ainda séo
pouco conhecidos. No entanto, como citado previamente, a considerar trabalhos anteriores
gue mostraram a inibicdo da proliferacdo de T. cruzi na presenca de CAT (DIAS et al., 2017),
os resultados de fase cronica enfatizam que a associacdo do antioxidante a uma dose reduzida

de BZ poderia potencializar a atividade tripanocida do farmaco.

6.9 Mensuracao plasmatica da peroxidacao lipidica e carbonilacdo de proteinas

Os niveis de TBARS foram determinados no plasma de animais cronicamente
infectados e foram mostrados na figura 22A. O aumento observado no grupo Cl em
comparacdo a CT revela a maior peroxidacao lipidica deflagrada pela infec¢do. Por outro
lado, o tratamento com benznidazol em dose clinica (BZ100) ou subclinica (BZ25) foi capaz

de reduzir os niveis deste biomarcador em relacéo a ClI.
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Figura 22. Avaliacéo de danos oxidativos a lipidios e proteinas em modelo crénico de infeccdo. As analises
foram realizadas no plasma ap6s 105 dias de infeccdo, sendo 90 dias de cronificagdo e 15 dias de
tratamento (A) Peroxidacao lipidica determinada pela quantificacdo de TBARS. (B) Carbonilacdo de
proteinas pela técnica de reacdo ao DNPH. Nas figuras foram representadas a médiatEPM de 6-8
animais/grupo e a analise estatistica que considerou significativo p<0.05. ANOVA post hoc Bonferroni foi
usado e as diferencas estatisticas foram representadas pelos simbolos: (#) comparacdo ao grupo CT; (*)
grupo Cl e ($) BZ100.
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Ainda, os valores médios apresentados pelos grupos aa, AA, BZ25+aa e BZ25+AA
mostraram-se inferiores & CT, IC e BZ100.

Este achado foi muito semelhante ao observado no tecido cardiaco em fase aguda.
Ainda que, neste momento mais tardio da infec¢do, os niveis de ERO dosados e a atividade de
enzimas antioxidantes ndo tenham sido alterados pela infeccdo por si, a peroxidacdo lipidica é
um achado que se perpetua pela fase cronica, indicando que as defesas antioxidantes
hospedeiras, portanto, ndo sdo eficazes em combaté-la.

Em conjunto, essa analise revela que a reducdo da peroxidacdo lipidica detectada em
grupos trados com acido ascérbico, a niveis inferiores aos basais, indicaria um efeito protetivo
ao hospedeiro e mostra beneficios frente a dose clinica de BZ.

No que se refere a oxidacdo de proteinas, os indices plasmaticos foram dosados e
representados na figura 22B. Diferentemente do que foi visto para a peroxidacéo lipidica, a
infeccdo por si ndo promoveu aumento no dano oxidativo proteico, no entanto, o tratamento
com BZ100 elevou estes indices, assim como o observado em fase aguda.

Esse resultado corrobora o trabalho de Wen e Garg (2012), que demonstraram o
aumento nos niveis plasmaticos de proteina carbonilada em ratos cronicamente infectados e
tratados com BZ100. No mesmo trabalho, os autores verificaram que a terapia com um
antioxidante (o-fenil-N-tert-butilnitrona) em associacdo ao BZ prevenia esse efeito.

Similarmente em nosso estudo, 0s animais tratados com aa e BZ25+aa apresentaram

0s menores niveis deste biomarcador. Esse dado sugere que acido ascorbico administrado na
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menor dose, poderia prevenir o dano oxidativo a proteinas e, a longo prazo, reduzir a
severidade da doenca, uma vez que esses produtos oxidados sdo alvos da resposta imune
(DHIMAN et al., 2012).

Nossos achados, em conjunto ao trabalho supracitado, reforcam a ideia que o emprego
de antioxidantes associados a BZ podem trazer beneficios a terapia em fase cronica. Além
disso, esse resultado evidencia que os regimes drug-sparing devem ser explorados, pois

podem reduzir a citotoxicidade frente ao protocolo terapéutico atual.

6.10 Avaliagdo dos niveis séricos de imunoglobulinas anti-T. cruzi

A sorologia especifica para T. cruzi apresenta importante papel na prética clinica,
sendo empregada ndo apenas no diagnostico da doenca, mas também para avaliacdo da
eficacia terapéutica e critérios de cura, pela diminuicdo ou negativacdo dos niveis séricos de
imunoglobulinas especificas, uma vez que, em fase crbnica, a baixa carga parasitaria
comumente gera resultados falsos negativos nos testes moleculares (DIAS et al., 2016;
MURPHY et al., 2021).

Com isso, no presente trabalho, a andlise da resposta imune humoral foi empregada
com o intuito de verificar a eficicia das terapias através do decréscimo de niveis séricos de
anticorpos. Como esperado, a presenca de IgG especifica para T. cruzi foi detectada em todos
0s grupos experimentais infectados, dada a diferenca estatistica percebida entre estes e o
grupo CT (Fig. 23).
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Figura 23. Deteccao de anticorpos especificos anti-T. cruzi pela técnica de ELISA. A anélise foi conduzida
em amostras de soro de animais cronicamente infectados ap6s o término das terapias. Uma proteina
recombinante correspondente a trans-sialidase (TS) de T. cruzi foi empregada e a diluicdo 1:8000 foi
aplicada nas amostras. Na figura, foram demonstrados os valores médios de 5-6 animais/grupo. A analise
estatistica foi representada por simbolos: (#) representa significancia estatistica em relagcdo a CT; (*) em
relacdo a Cl. One-way ANOVA seguido de post hoc Bonferroni.
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Reducbes nos niveis de 1gG foram detectadas para os grupos aa, BZ25+aa, BZ25+AA
e BZ100 em comparagdo ao grupo Cl. Destaca-se que, para este parametro, a associagdo ao
acido ascérbico em ambas as dosagens melhorou a resposta de BZ25, podendo ser equiparado
a dose clinica experimental.

Segundo o Consenso Brasileiro de Doenca de Chagas (2015), a negativacao
soroldgica, que no homem pode levar décadas para ocorrer, indicaria a cura da infeccdo.
Contudo, autores concordam que avaliar a eficicia de um tratamento farmacoldgico para a
infeccdo chagasica seja um dos maiores desafios na atualidade, seja na pratica clinica ou na
pesquisa.

Inimeros estudos vém sendo conduzidos afim de encontrar novos biomarcadores
imunoldgicos que possam avaliar a eficacia terapéutica, especialmente que ndo leve anos até a
Soro conversédo, no entanto, pouco avango nesse campo foi obtido.

Com isso, baseado nos critérios de cura atuais, a reducdo nos niveis de anticorpos de
maneira consistente e progressiva ainda é considerada o “padrdo-ouro” e revelaria um bom
prognostico nos casos de doenca cronica (PINTO DIAS et al., 2016; MURPHY et al., 2021).
Portanto, com base nestes critérios, as analises obtidas no presente estudo demonstram que, a
reducdo no parasitismo cardiaco detectada no grupo BZ25+aa por método molecular em
conjunto com a reducdo nos niveis séricos de imunoglobulinas, indica que a terapia

combinada possa trazer beneficios no tratamento da infec¢do chagasica cronica.
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Perspicécia (René Magritte, 1936)

Conclusdo
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7. CONCLUSAO
Os resultados apresentados no presente estudo deflagram os efeitos toxicos da dose de
BZ atualmente empregada. Dentre eles, destaca-se as alteracbes hepaticas detectadas no
modelo de infec¢do aguda, 0 comprometimento no ganho de peso dos animais, bem como o

aumento na carbonilacdo de proteinas cardiacas.

E notdrio que estes efeitos toxicos observados na fase aguda puderam ser revertidos ao
reduzir a dosagem do farmaco para 25mg/kg/dia, o que evidencia a dose-dependéncia desta

toxicidade e valida estudos como este.
Quando associado ao acido ascérbico outras vantagens puderam ser percebidas:

- A associacdo BZ25+aa promoveu maior reducdo na parasitemia e parasitismo tecidual
cardiaco se comparado a BZ25, resultado que indica efeitos benéficos dessa associacdo em
relacdo a atividade tripanocida do medicamento. Além disso, a reducdo nos parametros de
dano oxidativo (TBARS e proteina carbonilada) revelam que, de maneira geral, esse

tratamento combinado promoveria maior controle redox ainda em fase aguda.

- A associacdo BZ25+AA também culminou em uma reducdo parasitémica no 9° dpi.,
mas ndo foi mantida em 17°dpi. A carga parasitaria no coracdo observada neste grupo foi
reduzida quando comparado ao grupo Cl, mas ndo em relacdo a BZ25 indicando que, em
relacdo a atividade tripanocida, ndo houve melhorias promovidas pelo antioxidante na maior
dosagem. No entanto, o controle da peroxidacao lipidica foi aprimorado por essa combinacao

terapéutica.

Os principais achados em modelo agudo da infeccdo foram sumarizados na figura 24.
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Figura 24. Sumarizacéo dos resultados de fase aguda. Os principais achados encontrados para 0s grupos
BZ100, BZ25+aa e BZ25+AA foram representados na imagem. Os resultados foram categorizados em:
atividade tripanocida, antioxidante e citotoxicidade.

Fase Aguda
Atividade Tripanocida Atividade Antioxidante Citotoxicidade
% @ Parasitemia | Peroxidagéo Lipidica | Ganho de Peso
@ Parasitismo Cardiaco T Carbonilagdo Proteica TALT ¢ AST ¢ peso
relativo hepatico
BZ100
@ 0 | Parasitemia ! Peroxid.aqﬁ? Lipidic_:a = Ganho de Peso
| Parasitismo Cardiaco } Carbonilagdo Proteica =ALT e AST
BZ25+aa
l Paras%ttemia (9° dpi) | Peroxidagdo Lipidica = Ganho de Peso
| Parasitismo Cardiaco = Carbonilacio Proteica =ALT e AST
B7Z25+AA

Legenda: (1) representa aumento naquele parametro; (|) representa diminui¢io e (=) representa a nio
alteracéo.

Em modelo crdénico de infeccdo, a reducdo no parasitismo cardiaco e diminui¢do dos
titulos de anticorpos no grupo tratado com BZ100 revelam um bom prognéstico, no entanto,
sabe-se que apenas estes resultados ndo garantem a cura clinica, uma vez que danos aos
Orgdos ja instaurados ndo podem ser revertidos (MORILLO et al., 2015). Neste trabalho, o
aumento na carbonilacdo proteica também se fez presente nos plasma de animais recebendo
BZ em dose clinica, evidenciando uma resposta sistémica muito similar aquela observada no
tecido cardiaco em fase aguda.

Ao analisarmos as terapias combinadas em fase crénica destacamos alguns achados:

- BZ25+aa reduz o parasitismo cardiaco de maneira mais eficaz que BZ25, indicando
beneficios nesta combinacdo terapéutica. Os niveis plasmaticos de proteinas carboniladas
foram inferiores aos observados em BZ100 evidenciando uma boa resposta frente a oxidagéo
de biomoléculas.

- Ambas as terapias combinadas aumentaram a atividade da enzima catalase e reduziram a
peroxidagdo lipidica, assim como a dose clinica de BZ. Entretanto, é valido ressaltar que
mesmo se tratando de uma dose 4 vezes menor, a reducdo nos niveis de anticorpos em ambas
as associagdes indicaria boa resposta antiparasitaria.

Estes resultados foram sumarizados e representados na Figura 25.



64

Figura 25. Sumarizacdo dos resultados de fase crénicos. Os principais achados encontrados para 0s
grupos BZ100, BZ25+aa e BZ25+AA durante a fase cronica foram representados na imagem. Os
resultados foram categorizados em: atividade tripanocida, antioxidante e citotoxicidade.

Fase Cronica

Atividade Tripanocida  Atividade Antioxidante Citotoxicidade
G | Parasitismo Cardiaco | Peroxidagdo Lipidica = Ganho de Peso
1 IeG 1 Carbonilagdo Proteica =ALT e AST
BZ100
@ p | Parasitismo Cardiaco | Peroxidagdo Lipidica = Ganho de Peso
1 IgG | Carbonilagdo Proteica =ALT e AST
BZ25+aa
@ p 1 1eG | Peroxidagao Lipidica = Ganho de Peso
= Carbonilagdo Proteica =ALT e AST
BZ25+AA

Legenda: (1) representa aumento naquele parimetro; () representa diminuicio e (=) representa a nio
alteracéo.

Enfim, conclui-se que, considerando as fases aguda e cronica, ambas as associagdes
testadas promoveram alguns beneficios frente ao atual tratamento da doenca de Chagas. Na
associacdao BZ25+aa, foi possivel observar melhorias na atividade tripanocida, no controle
redox e reducdo de alguns efeitos toxicos.

Os parametros estudados revelam, especialmente, a necessidade em reavaliar os atuais
protocolos terapéuticos e indicam, complementarmente, que o &cido ascérbico poderia ser

empregado como um adjuvante no tratamento de individuos chagésicos.
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ANEXQOS

Anexo 1. Autorizagao emitida

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirao Preto
ComissAo DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

AUTORIZACAO

Certificamos que o adendo da proposta intitulada “Estudo sobre o efeito
tripanocida e antioxidante do é&cido ascérbico no tratamento da doenga de Chagas
experimental”, registrada sob n° 17.1.989.60.4, sob a responsabilidade de Maiara Voltarelli
Providello e Sergio de Albuquerque, que envolve a manutengdo e utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa
cientifica encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008,
do Decreto ° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas peio Conselho
Nacional de Controle da Experimentagéo Animal (CONCEA), foi aprovada ad referendum em
01/03/2019 pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (CEUA FCFRP).

Lembramos da obrigatoriedade de apresentagéo do relatério de atividades,
em modelo da CEUA, para emissdo do certificado, como disposto nas ResolugGes
Normativas do CONCEA.

Finalidade () Ensino ( x) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da Autorizag&o 08/62/2018 a 08/07/2020
Espécie/Linhagem/Raga Camundg:g‘;-% ’izogénico Camundongo heterogénico Swiss

N° de animais 10 220
Peso/ldade 20g/ 6 semanas 20g/ 5 semanas
Sexo Fémea Fémea
Origem Biotério Central do Campus | Biotério Central do Campus USP de
USP de Ribeiréo Preto Ribeirao Preto

Ribeirdo Preto, 01° de marco de 2019.

Coordenadora ., CEUA—FCFRP

Avenida do Café S/N: - Monte Alegre — CEP 14040-803 - Ribeirdo Preto - SP
Comissao de Etica no Uso de Animais — ceua@fcfrp.usp.br
Fone: (16) 3315-8559 - Fax: (16) 331524892
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