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nos faz crescer de alguma maneira, sem perceber, tornamos maduros o
suficiente para resolvermos problemas que pareciam ndo ter solucdo. E
ndo importa quanto tempo se passou, o importante é viver, é olhar
para frente, porque o futuro depende do presente. Quanto tempo leva
para tornarmos as pessoas que queremos ser? As vezes a vida é curta,
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pensar que ndo podemos mais.
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RESUMO

A cardiopatia chagasica (CC) constitui a manifestacdo clinica mais importante da
infeccdo pelo Trypanosoma cruzi. Terapias farmacologicas tém sido propostas com o objetivo
de reduzir a resposta inflamatoria e o dano cardiaco em hospedeiros infectados. Em particular,
farmacos do grupo das tetraciclinas apresentam atividade anti-bacteriana, anti-fungica e anti-
protozoaria em doses convencionais, mas em doses menores parecem atuar regulando a
resposta inflamatdria. O presente estudo teve como objetivo avaliar a acdo da doxiciclina -
Dox (tetraciclina), em dose submicrobiana, em monoterapia e em combinacdo com o farmaco
antiparasitario benznidazol (Bz), durante as fases aguda e crénica da infeccdo experimental
por T cruzi, cepa VL-10, em camundongos C57BL/6. Os animais foram tratados por 20 dias
com Dox (30 mg/Kg), Bz (100 mg/kg) e combinacdo (Dox + Bz) e a parasitemia foi realizada
durante o periodo de tratamento/fase aguda. Estes animais foram acompanhados até a fase
cronica (12 meses), quando realizou-se a ecocardiografia e posteriormente a eutanasia para a
retirada de sangue/plasma para avaliacdo imunolédgica (CCL2, CCL5 e IL-10) e tecido
cardiaco para a avaliacdo histopatoldgica. A Dox em monoterapia manteve 0s parametros
parasitologicos e inflamatdrios nos animais. Em vez disso, 0 Bz e a terapia combinada
reduziram a parasitemia, os niveis plasmaticos de CCL2, CCL5 e a infiltracdo cardiaca
durante a infeccdo aguda, além de reduzir os niveis plasmaticos de IL-10 e o volume sistdlico
do ventriculo esquerdo aos 12 meses. Entretanto, a Dox foi capaz de reduzir a massa do
ventriculo esquerdo na fase cronica, enquanto o Bz em monoterapia reduziu 0s niveis
plasmaticos de IL-10 durante a fase aguda e melhorou a fracdo de ejecdo na fase cronica. Em
suma, Dox ndo alternou os parametros imunoldgicos, mas melhorou a funcionalidade
cardiaca, enquanto o Bz exerceu um papel modulador nos parametros imunolégico, com
efetividade parcial na melhora dos parametros cardiacos. Esses dados abrem perspectivas para
qgue potenciais farmacos, como a Dox, atuem como futuros alvos terapéuticos,
individualmente ou em combinagdo com outros farmacos, a fim de minimizar os danos

causados durante a fase cronica da doenga de Chagas.

Palavras — chave: Trypanosoma cruzi, doxiciclina, benznidazol, combinacéo, inflamacéo,

ecocardiografia.
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ABSTRACT

Chagasic cardiopathy (CC) is a more important clinical manifestation of Trypanosoma
cruzi infection. Pharmacological therapies have been proposed aiming to reduce the
inflammatory response and the cardiac damage in infected hosts. In particular, tetracycline
drugs have anti-bacterial, antifungal and anti-protozoal activity in conventional doses, but at
lower doses they appear to act regulating the inflammatory response. The present study
objected to evaluate the action of doxycycline - Dox (tetracycline) in monotherapy and in
combination with the antiparasitic drug benznidazol (Bz), during acute and chronic of the
experimental infection by T. cruzi, strain VL - 10, in C57BL/6 mice. The animals were treated
for 20 days with Dox (30 mg/kg), Bz (100 mg/kg) and combination (Dox + Bz) and a
parasitemia was performed during the treatment/acute phase. These animals were followed up
to the chronic phase (12 months), when the echocardiography was performed and
subsequently to euthanasia for blood/plasma collection for immunological evaluation (CCL2,
CCL5 and IL-10) and cardiac tissue for a histopathological evaluation. The Dox in
monoterapy did kept the parasitological and inflammatory parameters in the animals. Instead,
the Bz and the combination terapy reduced the parasitemia, the plasma CCL2, CCL5 and the
cardiac infiltration during acute infection and in addition to reducing plasma levels of 1L-10
and systolic volum at 12 months. However, Dox was able to reduced the left ventricle mass in
the chronic phase while Bz in monotherapy was able to reduced the plasma IL-10 levels
during acute phase and ameliorated the ejection fraction in the cronic phase. In conclusion,
Dox did not alternate the immune parameters, but improved cardiac function while, in
contrast, Bz exerted a modulatory role on immune parameters, with partial effectiveness in
improving cardiac parameters. These data open perspectives so that potential drugs, such as
Dox, can act as future therapeutic targets, individually or in combination with other drugs in

order to minimize the damage caused during the chronic phase of Chagas' disease.

Key words: Trypanosoma cruzi, doxycycline, benznidazole, combination, inflammation,

echocardiography.
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1 - INTRODUCAO

1.1. Epidemiologia da doenga de Chagas

A doenca de Chagas (DC), ou tripanossomiase americana, € uma doenca parasitaria
tropical causada pelo protozodrio hemoflagelado Trypanosoma cruzi e transmitida
principalmente por insetos vetores pertencentes & subfamilia Triatominae (CHAGAS C.,
1909). Como os triatomineos sdo principalmente encontrados e disseminados na Ameérica
latina, a DC ¢ considerada endémica nessa regido (Fig 1), mas um numero significativo de
casos atribuidos aos imigrantes também é relatado nos Estados Unidos, na Europa e na
Australia (CASTRO, 2009). Dessa maneira, tornou-se uma conduta essencial nos ultimos
anos, 0 monitoramento anti T. cruzi dos bancos de sangue nos paises endémicos. Com o
aumento dos movimentos populacionais, a transfusdo de sangue e transplantes teciduais sdo
monitorados na América Latina, Estados Unidos, e em paises da Europa (DESFORGES;
KIRCHHOFF, 1993).

Il Endémico © &
Nao endémico, mas presente

Figura 1: Mapa demonstrativo da prevaléncia da doenca de chagas em regides endémicas e ndo-endémicas em
2010. Fonte: WHO Weekly Epidemiological Record (WER) 6 de Fevereiro 2015, No. 6, 2015, 90 (pp. 33-44)
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Estimativas da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) consideram que 6 a 7 milhGes
de novos casos ocorram anualmente e cerca de 100 milhGes de pessoas estdo em risco de
infeccdo, sendo que nos dltimos anos, com a aplicacdo de diversos programas voltados ao
controle de vetores e a prevencdo da transmissdo por transfusdes de sangue, tem sido
alcancado um impressionante progresso na reducdo da DC. No entanto, a infeccdo pelo T.
cruzi continua sendo uma séria ameacga para a salde publica e, principalmente, pelo seu
contexto terapéutico, € classificada como uma doenca tropical negligenciada em paises
subdesenvolvidos, particularmente na América do Sul (“WHO | Chagas disease (American
trypanosomiasis)”, 2017). Estimativas para 21 paises latino-americanos, com base em dados
de 2010, indicavam 5.742.167 pessoas infectadas por T. cruzi, das quais 62,4% eram
residentes dos paises do cone sul, como a Argentina, o Brasil, o México, e a Bolivia
(AMERICA, 2015) (Fig.2). Todavia, estes dados se apresentam controversos ao serem

comparados com estudos realizados por outros grupos, o que dificulta o estabelecimento exato

da prevaléncia da DC nas Américas.

Estimated number of T. cruz infected cages

@ <800 [ Mo data avedable
' @ ooo-asgoe [ wot epplicable
\ @ oo0000-330 980

Figura 2: Distribuicdo da estimativa gobal da populacdo infectada pelo T.cruzi, 2010-2013. Fonte:
Adaptado - Terceiro relatério da organizacdo mundial de salde sobre doencas tropicais negligenciadas, WHO
2015.
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Outra forma de transmissdo € pela ingestdo do parasito, 0 que pode ocorrer pelo
consumo de caldo de cana de agucar e acai contaminados por triatomineos ou por suas fezes
infectadas (SHIKANAI-YASUDA & CARVALHO, 2012). Acredita-se que a transmissao
oral é a principal via de transmisséo silvestre e de humanos na regido amazénica (NATTAN-
LARRIER, 1921; SVS BRASIL, 2011).

1.2. O ciclo evolutivo do T. cruzi

O T. cruzi possui um ciclo de vida heteroxénico com diferenciacdo em quatro formas

evolutivas (amastigota, epimastigota, tripomastigota sanguinea e tripomastigota metaciclica).

Hospedeiro invertebrado
@ @ Hospedeiro vertebrado

|
A\ = Estagio de infecgio

A\ = Estagio de diagnéstico

Figura 3: Ciclo de vida do T. cruzi. 1) Ingestdo das formas do tripomastigota sanguines (ou tripomastigota)
pelo triatomineo durante o repasto sanguineo; 2) transformacdo da forma tripomastigota em epimastigota no
intestino posterior do inseto; 3) forma epimastigota em multiplicacdo por divisdo bindria; 4) forma epimastigota
transforma-se em forma tripomastigota metaciclica no reto do inseto; 5) forma tripomastigota metaciclica, nas
fezes do triatomineo, apta a penetrar em células do hospedeiro mamifero; 6) inicio da transformacdo do
tripomastigota em amastigota; 7) essa forma multiplica-se intensamente por divisdo binaria dentro da célula; 8)
rompimento da célula parasitada, liberando tripomastigota. A forma tripomastigota no sangue circulante; pode
penetrar em outra célula reiniciando o ciclo. Fonte: Adaptado - Imagem cortesia dos Centros de Controle e

Prevencdo de Doencas, A. J. da Silva e M. Moser, 2016.
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O triatomineo, durante repasto sanguineo, ingere as formas tripomastigotas sanguineas
residentes no sangue de mamiferos infectados que se transformardo na forma epimastigota
(forma replicativa no hospedeiro invertebrado) dentro do estdmago do inseto.

No intestino médio, o T. cruzi se divide por fissdo binaria e alcanca a ampola retal
apresentando-se na forma tripomastigota metaciclica (forma infectiva para o hospedeiro
mamifero). Ao efetuar novo repasto sanguineo o inseto pode defecar na pele do vertebrado
eliminando as formas tripomastigotas metaciclicas que atingirdo a corrente sanguinea apos
adentrar por uma seccdo do epitélio ou mesmo pela mucosa. Como o parasito, na forma
tripomastigota, ndo replica, no citoplasma das células do vertebrado, ele se transformara na
forma amastigota que, por divisdo binéria, originard novos parasitos. Apés o citoplasma ser
totalmente tomado por parasitos, havera nova diferenciacdo para a forma tripomastigota
sanguinea e a célula se romperéa liberando os parasitos que infectardo novas células ou serdo
ingeridos por um triatomineo novamente, reiniciando o ciclo (Fig.3) (NAGAJYOTHI et al.,
2013).

1.3. As formas clinicas da doenca de Chagas

A DC é classificada em fase aguda e fase cronica. A fase aguda é caracterizada por
parasitemia patente, parasitismo tecidual e processo inflamatdrio intenso composto de células
T e macrofagos que sdo primordiais para o controle da replicacdo do parasito (ANDRADE;
ANDREWS, 2005; ANDRADE, 1985; GOLGHER; GAZZINELLI, 2004; HARDISON et al.,
2006), podendo esta fase, ser sintomatica ou assintomatica.

A duracdo da fase aguda é de 4 a 12 semanas, e além da febre, neste periodo ha
aumento da parasitemia (PRATA et al., 2001). Individuos sintoméaticos podem apresentar
linfoadenopatia e sinais de porta de entrada como sinal de Romana ou chagoma de inoculagéo
(GOLGHER & GAZZINELLI, 2004). Além destes sintomas € possivel que o individuo
apresente meningoencefalite e miocardite aguda, caracterizada por uma intensa reacao
inflamatdria adjacente a ruptura dos ninhos de amastigotas (ap0ds instalagdo do parasito no
miocardio). Embora mais comumente em criancas, estas manifestacdes caracteristicas da fase
aguda da doenca podem levar o individuo a morte (RASSI et al, 2000).

A medida que a resposta imune progride e a parasitemia torna-se controlada, os
individuos evoluem para a fase cronica e podem manifestar uma forma clinica denominada
indeterminada ou assintomatica, onde o individuo ndo apresenta nenhum tipo de manifestagédo

clinica e na qual os parasitos s6 podem ser detectados por xenodiagndstico, hemocultura,
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imunoensaios ou por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (BRENER, 1980; FRASCH,;
REYES, 1990). A forma indeterminada é mediada por uma resposta imune reguladora e pode
persistir por toda a vida do individuo. Entretanto, cerca de 30% dos individuos infectados
nesta fase cronica podem manifestar ou evoluir gradativamente para as formas clinicas,
cardiaca ou digestiva (BRENER; GAZZINELLI, 1997; DIAS, 1989; MONCAYO, 1999).
Essas formas sdo descritas pela presenca de resposta inflamatoria local, perda funcional do
orgdo afetado, perda da qualidade de vida e, em alguns casos, conduzir estes individuos ao
obito (PRATA et al., 2001). (PRATA et al., 2001). Sabe-se, no entanto, que a intensidade da
doenca cronica esta relacionada com a intensidade da infeccdo aguda inicial (DIAS, 2000).

A presenca do parasito no tecido cardiaco pode induzir alteragdes microvasculares que
podem evoluir para uma degeneracdo cardiaca e inflamacéo cronica (MORRIS et al., 1990;
PETKOVA et al., 2001). Nesse contexto, o ecocardiograma aparece como um dos exames
sensiveis amplamente utilizados para o progndstico tanto mais precoce quanto mais tardios de
pacientes na fase cronica, destacando-se pela sua capacidade de detectar alteraces funcionais
ventriculares. A eficacia da ecocardiografia em estimar parametros funcionais ventriculares de
forma ndo-invasiva abriu novas areas de investigacdo para a deteccdo e quantificacdo de
varias lesdes cardiacas. Para tanto, a analise da ecocardiografia tanto em seres humanos
quanto em outras espécies encontra-se atrelada a varidveis biométricas e funcionais como
sexo, peso e frequéncia cardiaca em condi¢des fisioldgicas (PETRUS et al., 2010).

As razdes pelas quais a DC se manifesta de formas distintas permanece desconhecida.
A prevaléncia de diferentes formas clinicas da doenca varia de acordo com a regido
geogréfica (COURA, 1983; PRATA et al., 2001), mas as causas destas heterogeneidades
clinicas e epidemioldgicas ndo sao completamente compreendidas. No entanto, sugere-se que
as diferentes manifestacGes clinicas sdo dependentes de fatores relacionados tanto ao parasito
guanto ao hospedeiro. Dentre eles, pode-se citar: a cepa do parasito, a carga parasitaria, o
tempo de infeccdo, a natureza da resposta imune e a genética do hospedeiro (BRAZAO et al.,
2008; DUTRA; ROCHA; TEIXEIRA, 2005; VAGO et al., 2000; LAGES-SILVA et al., 2006;
MACEDO et al., 2004).

1.4. O sistema imune na infeccéo pelo T. cruzi

A infeccdo por T. cruzi induz a ativagdo de diferentes fatores relacionados a imunidade

inata bem como a imunidade adquirida. Em consequéncia, o parasito é eliminado ou tem sua
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replicacdo reduzida nas células do hospedeiro. A persisténcia do parasito, portanto, leva a
uma atividade prolongada do sistema imune, resultando no aparecimento de lesdes teciduais
caracteristicas da DC.

Ja foi demonstrado o predominio de linfécitos TCD8* em relacdo aos linfécitos
TCD4" na miocardite chagasica cronica (BENVENUTI et al., 1997; REIS; HIGUCHI, 2000;
TOSTES JUNIOR et al., 1994). Portanto, a presenca dos linfocitos TCD8" no tecido cardiaco
pode estar associada a lesdo tecidual, devido a acdo imunopatologica destas células contra o
hospedeiro, que resulta em citdlise e destruicdo da miofibra cardiaca (CUNA & CUNA,
1995).

Em contrapartida, dependendo do perfil dos linfocitos TCD8*, estas células podem
apresentar papel protetor, principalmente durante a fase aguda da infeccdo pelo T. cruzi
(BRENER; GAZZINELLI, 1997; DUTRA; GOLLOB; GAZZINELLI, 1997; TARLETON,
1995). No modelo apresentado (Fig.4), as células T reguladoras sdo capazes de modular a
funcdo de células TCD8*, em um microambiente modulado por células natural killer (NK),
mondcitos e células TCD4* que produzem citocinas reguladoras e outras interleucinas. Esta
resposta imunologica contribui para o controle da parasitemia e a regulacdo da
imunopatologia durante a fase cronica da doenga.

Por outro lado, uma regulacdo insuficiente das células TCD8" ativadas, além de
monacitos e células TCD4", induzem a produgdo de citocinas inflamatérias (TNF-a e IFN-y).
Este microambiente desencadeia eventos imunopatologicos e leva a danos teciduais na
auséncia de mecanismos reguladores e fungdes citotdxicas de células natural killer (NK). As
células NK sdo de grande importancia na imunidade inata contra o T. cruzi, limitando o
crescimento parasitario e promovendo o desenvolvimento da imunidade adquirida
(TRINCHIERI; GEROSA, 1996).

Adicionalmente, diferentes estudos demonstraram que a invasdo de macrofagos leva a
secrecao de IL-12, que ativa as células NK a produzirem IFN-y (ALIBERTI et al., 1996), que
atua da mesma forma sobre macrofagos, ativando-os para a atividade microbicida
(GAZZINELLI et al., 1992). O TNF produzido por macréfagos durante a infeccdo por T.
cruzi participa dessa interacdo de forma sinérgica tanto com IL-12 como com IFN-y. Diversos
estudos demostraram os papeis protetores do IFN-y e do TNF (SANTOS LIMA et al., 1997),

sendo que o TNF também apresenta efeitos deletérios na resposta do hospedeiro.
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Pelo estudo associativo e de correlagdo com os parametros clinicos, acredita-se que a
interacdo entre IFN-y e algumas quimiocinas (CCL-2 e CCL-5) e seus receptores possa
contribuir diretamente para as alteracdes cardiacas observadas naqueles cardiopatas cronicos
(CUNHA-NETO et al., 2009). Nesse sentido, a quimiocina CCL2 foi previamente
evidenciada no plasma de individuos chagasicos correlacionada com diferentes graus de
disfuncdo cardiaca (TALVANI et al.,, 2004a) e, nesta populacdo, aqueles individuos
apresentando uma variante de CCL2 na posicdo 2518A/G apresentavam quantro vezes mais
risco de desenvolver cardiopatia em relacdo aqueles que ndo paresentavam este genotipo
(RAMASAWMY et al., 2006).

Chagas disease clinical forms
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Figura 4: Hipétese proposta para células T reguladoras, que funcionam na imunorregulacdo na doenca
de Chagas cronica. Varios subconjuntos de leucdcitos demonstraram desempenhar um papel na

imunorregulacio durante infecges cronicas. Fonte: ARAUJO, F.; et al., 2011.

De forma contraria, 0 receptor para a quimiocina CCL5, expresso em leucdcitos
circulantes, mostrou-se correlacionado em outros estudos com formas mais brandas da
cardiopatia (TALVANI et al., 2004b) e mutacdes no promotor CCL5 na posi¢do 59029/G
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foram relacionadas a um baixa expressdo destes receptores associadas a pacientes
assintomaticos (FERNANDEZ-MESTRE et al., 2004).

Dessa forma, se a resposta imune ndo € capaz de controlar o parasitismo sem
promover danos teciduais e, se ndo ha terapéutica eficaz contra o parasito, torna-se importante
a investigacdo de alvos terapéuticos que possam atuar também na regulacdo da resposta
imune. Independentemente de sua abordagem clinica, social e epidemioldgica, a abordagem
terapéutica da DC ainda ¢é alvo de muitos estudos, uma vez que os farmacos existentes anti-
T.cruzi séo eficazes, principalmente na fase aguda da doenca. Além de paralelamente a agédo
terapéutica, levarem a efeitos colaterais, esses farmacos precisam ser continuamente
investigados quanto a sua eficacia na fase cronica da doenga, assim como é importante a
investigacdo de outros farmacos que apresentam uma abordagem clinica e que possam atuar
na eliminacdo do parasito e consequentemente na diminuicdo da patologia do individuo

chagasico, ou mesmo na diminuigdo da inflamacéo.

1.5. Papel do benznidazol na infecgéo pelo T. cruzi

Uma estratégia terapéutica para interromper a progressdo inflamatéria cardiaca
associada a infeccdo pelo T. cruzi seria a eliminacdo do agente etioldgico. O benznidazol
(Bz), farmaco empregado para o tratamento etiolégico da doenca de Chagas no Brasil, é
também descrito por alterar a resposta imune em humanos e em modelo experimental
(BUSTAMANTE; BIXBY; TARLETON, 2011; CUTRULLIS et al., 2011; PIAGGIO et al.,
2001) além, de exercer sua funcdo tripanocida primaria, por mecanismos complexos que
envolvem ligacdo a lipideos, proteinas e ao DNA do T. cruzi (BERN, 2011; URBINA, 2010).
Porém, a magnitude da acdo do Bz ou de outros potenciais farmacos anti-T. cruzi sobre 0
sistema imune e, consequentemente, sobre os eventos de remodelamento cardiaco na DC

ainda ndo foram totalmente descritos.

O "derivado nitro benznidazol" (N-benzil-2-nitroimidazole acetamida) ainda é o
farmaco tripanocida mais utilizado contra o T. cruzi. Infelizmente, esta droga tem baixa
eficacia e leva a reacOes adversas (COURA; DE CASTRO, 2002; URBINA, 2015). Dentre os
efeitos colaterais mais comuns a este farmaco tem-se reacGes de hipersensibilidade que
ocasionam dermatites, toxicidade hepatica, intolerancia digestiva, edemas e depressdo da

medula 6ssea que leva ao abandono imediato do tratamento (SALOMON, 2011).
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Como a resposta inflamatoria contra o parasito persiste por décadas causando danos
cardiacos silenciosos em humanos, um novo consenso sobre o tratamento com Bz foi
proposto visando a reducdo ou eliminacdo de carga parasitaria, 0 que poderia causar menos
inflamacdo (MARIN-NETO et al.,, 2008; VIOTTI; VIGLIANO, 2007). Desta forma, a
administracdo de Bz durante a fase cronica da infeccdo experimental por T. cruzi evita o
desenvolvimento de uma forma mais grave de cardiopatia, (GARCIA et al., 2005) em parte
pela reducdo da carga parasitaria, afetando a regulacdo imune do hospedeiro (PERDIGAO
OLIVIERI; COTTA-DE-ALMEIDA; ARAUJO-JORGE, 2002). De fato, em estudos
preliminares in vitro foi demonstrado que o Bz atua de forma negativa para a expressao do
gene NOSII que atua inibindo 6xido nitrico e também promovendo a inibicdo de NF-kB de
macrofagos apos estimulacdo com lipopolisacarideo e IFN-y (PIAGGIO et al., 2001). Foi
observado também que o Bz é capaz de inibir citocinas inflamatérias, os anticorpos
especificos, a producgdo de éxido nitrico e o recrutamento de leucdcitos para o coragdo durante
a infeccdo por T. cruzi em modelos humanos e experimentais (CUTRULLIS et al., 2011,
DALIRY etal., 2014; PIAGGIO et al., 2001; SATHLER-AVELAR et al., 2006).

Po outro lado, os resultados recentes de um ensaio clinico randomizado que compara o
Bz com placebo em pacientes internados com DC demonstraram que a terapia ndo diminuiu a
cardiopatia (MARIN-NETO et al., 2008; MORILLO et al., 2015), necessitando assim de
novas opcOes de tratamento. A cura da doenca é confirmada pela depuracdo completa de
anticorpos especificos, que podem levar décadas em infeccdo cronica (BERN, 2015; PEREZ-
MOLINA et al., 2015; VIOTTI et al., 2006). Pela auséncia de farmacos efetivos na
eliminacdo dos parasitos, surge a vertente investigativa focando farmacos que, direta ou
indiretamente, atuariam sobre a resposta imune do hospedeiro reduzindo-a e,
consequentemente, equilibrando ou amenizando o remodelamento deletério cardiaco
(ZORNOFF et al., 2002).

Nesse contexto, torna-se imprescindivel que novos estudos possam ser realizados com
0 Bz na fase crénica da DC, assim como com outros farmacos promissores, que em
substituicdo ou até mesmo em associa¢do ao Bz possam trazer efeitos benéficos no que diz
respeito a cura parasitoldgica de pacientes infectados com o T. cruzi ou até mesmo promover
uma reducdo da inflamacdo nos tecidos cardiacos, o que implica a numa progressdo da
qualidade de vida desses pacientes. Em particular, alguns grupos farmacoldgicos tém recebido

atencdo do nosso grupo de pesquisa na Ultima década em decorréncia de suas acOes
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pleiotropicas sobre a resposta imune como os inibidores da enzima conversora da
angiotensina (DE PAULA COSTA et al., 2010; PENITENTE et al., 2015), as estatinas
(MELO et al., 2011; SILVA et al., 2012) e, como objeto da presente proposta, farmacos da
classe tetraciclina de antibidticos, as doxiciclinas (Doxs) (DE PAULA COSTA et al., 2016).

1.6. Papel da doxiciclina na infecgéo por T.cruzi

A cardiopatia induzida por T. cruzi é sabidamente uma doenca dependente da resposta
inflamatéria do hospedeiro ocasionando destruicdo celular/tecidual e consequente
remodelamento na matriz extracelular cardiaca. Esse remodelamento é regulado por enzimas
proteoliticas como as metaloproteinases de matriz (MMPSs) e por diversos outros mediadores
inflamatorios. Mediante estimulos especificos, essas enzimas podem ser ativadas e alterar a
homeostase da matriz extracelular, levando a um rearranjo local e consequente perturbacéo na
funcdo dos cardiomidcitos, o que pode ocasionar hipertrofia e hiperplasia do tecido cardiaco
(LEE et al. 1997; THIHAULT et al. 2001).

A doxiciclina (Dox) foi previamente empregada em diferentes estudos ndo
objetivando apenas sua acao primaria bacteriostatica, mas por suas acdes de inibicdo sobre as
MMPs em doses sub-microbianas (CASTRO et al., 2011). A interferéncia de Dox em doencas
cardiacas, mesmo quando ministrada em doses subantimicrobiais, estd relacionada com as
acoes inibidoras sobre as metaloproteinases de matriz (MMP), principalmente as MMP-2 e 9,
evitando a ocorréncia do remodelamento nédo fisiologico e, consequentemente, prevenindo
patologias como lesdo de isquemia/reperfusdo, disfuncdo contratil e inflamacdo da artéria
coronaria (CHEUNG et al., 2000; LEON et al., 2008; LAU et al., 2009; CADETE et al.,
2012). Sendo um farmaco bacteriostatico, a Dox inibe a sintese proteica bacteriana, possuindo
um largo espectro contra bactérias gram-positivas e gram-negativas, cocos, aerobios e
anaerdbios (SMILACK et al., 1999). Além disso, ndo sofre influéncia da administracdo de
alimentos, sendo distribuida a maioria dos fluidos, ossos, figado, baco e dentes. Essa
tetraciclina é absorvida por via oral (90% a 100%), parcialmente inativada pelo metabolismo
hepético, atinge seu nivel sérico entre 2 a 4 horas e apresenta meia-vida de 12 a 22 horas,
sendo eliminada pelas fezes enquanto outras tetraciclinas sdo excretadas por filtragéo
glomerular (GRIFFIN et al., 2010).

Estudos sugerem que a Dox evita o dano tecidual induzido por T. cruzi (no coracao e
na placenta) e diminui a carga parasitaria nas vilosidades corifnicas, o que sugere fortemente

um papel fundamental das MMPs na infeccdo e invasdo do tecido placentério
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(POTENTIALLY et al., 2012). Além disso, a Dox é conhecida por seu efeito significativo na
modulacdo dose-dependente de mediadores inflamatérios (TNF, IL-1beta, IL-6, IL-8, CCL2,
CCL3 e CCL4) em diferentes tipos de linhagens celulares (JOKS; DURKIN, 2011; LI et al.,
2006).

Além dos efeitos inibitdrios ja descritos da Dox nas MMPs em coragdes infectados
por T. cruzi (GUTIERREZ et al., 2008), foi mostrado que Dox estava agindo, nos cées
infectados, através da producdo de citocinas, reduzindo, portanto a inflamacdo cardiaca e as
manifestacdes clinicas no estagio final desta infeccdo (DE PAULA COSTA, et al., 2016).
Dessa forma, a Dox, ao lado de outros potenciais farmacos, mostra-se promissora no contexto
da inibicdo das MMPs e, possivelmente, da resposta inflamatéria causadora do “mau

remodelamento” cardiaco associado a infeccao por T. cruzi.
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2. JUSTIFICATIVA

A infeccdo por T. cruzi ainda é um problema social e acomete milhares de individuos
na América Latina e em outros continentes. Sendo o quadro clinico desta infec¢cdo associado a
resposta inflamatdria do hospedeiro mamifero e, ndo havendo ainda terapia eficaz para
eliminar este parasito, principalmente na fase cronica da doenca estabelecida, é importante
que alternativas sejam encontradas para amenizar o quadro patologico cardiaco e o risco de
mortalidade entre os individuos infectados pelo parasito. Farmacos que atuem no controle da
resposta inflamatdria poderiam trazer beneficios morfofuncionais ao coragdo do hospedeiro,
como fazem os inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA), beta-bloqueadores,
as estatinas e, mais recentemente, farmacos do grupo das tetraciclinas (ex.: Doxiciclinas -
Dox). As Dox, ao lado de outros potenciais farmacos, sdo promissoras no contexto da inibicéo
das metaloproteinases de matriz e, possivelmente, da resposta imune causadora da inflamagéo
cardiaca associada a infeccdo por T. cruzi. Sabemos que as drogas tripanocidas sao
supressoras de parasitemia e que, para agir no parasito em sua forma intracelular, as doses
teriam que atingir niveis toxicos, ndo devendo ser utilizadas na clinica (BONAINAIN, et al.,
2010). Devido a ineficiéncia dos atuais tratamentos etiologicos contra o T. cruzi, em
particular, na fase cronica da doenca, estratégias farmacoldgicas que diminuam ou modulem a
resposta inflamatoria sistémica e/ou tecidual, poderiam reduzir os danos observados durante a
cardiopatia chagasica. Neste contexto, além do estudo do Bz, conhecido como o farmaco de
escolha anti-T.cruzi, propomos a investigacdo da Dox administrada de forma isolada ou em
associacao com o Bz. Este farmaco poderia atuar minimizando ou revertendo o quadro clinico
decorrente das respostas inflamatdrias do sistema imunol6gico frente & infecgdo por T. cruzi,

0 que poderia implicar em uma progressao na qualidade de vida dos pacientes.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Investigar as acdes do tratamento com a doxiciclina (Dox) e de sua combinagdo com o
benznidazol (Bz), na resposta inflamatdria e fisiopatoldgica frente a infeccdo experimental

por T. cruzi, durante a fase aguda e cronica da infec¢do, em camundongos C57BL/6.
3.2. Objetivos especificos

e Avaliar, os efeitos dos tratamentos com Dox e/ou Bz quanto a replicacdo dos parasitos
(parasitemia) na fase aguda e a sobrevida dos animais na fase crénica da infeccéo;

e Quantificar a producdo plasmatica de CCL2, CCL5 e IL-10 nos animais infectados e
tratados com os respectivos farmacos na fase aguda e cronica da infeccdo;

e Avaliar alteracGes histopatoldgicas no miocardio na fase aguda e cronica da infec¢éo;

e Avaliar as alteracdes ecocardiograficas, durante a fase cronica da infeccdo, apos

administracdo da Dox e/ou do Bz, no inicio da infeccéo.
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4. Materiais e Métodos
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais

Neste estudo foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6 machos adultos
com idade de 6-8 semanas pesando 18-20g. Os animais foram fornecidos pelo Centro de
Ciéncia Animal (CCA) da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP) e mantidos em
“racks” ventiladas, sem restricdo de agua e racdo (autoclavadas) nas instalacbes do CCA. Os
procedimentos adotados estdo de acordo com os principios éticos de experimentacdo animal
pré-estabelecidos pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA), tendo sido aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UFOP, protocolo n® 2016/63 (Anexo 9.1).

4.2. Parasitos e infeccéo

Foram utilizados parasitos da cepa “VL-10” do T. cruzi armazenados em nitrogénio
liquido e mantidos in vivo por sucessivas passagens em camundongos Swiss, mantidos no
CCA-UFOP.

A infeccdo intraperitoneal foi feita com a admistragdo de 5000 formas tripomastigotas
sanguineas retiradas de camundongos Swiss proximo ao pico de parasitemia, com o objetivo
de minimizar a selecdo de formas do parasito. O sangue foi diluido em salina 0,9% para ajuste
da concentracdo desejada e o indculo realizado por via peritoneal nos animais com quatro

semanas de idade.

4.3. Tratamento, parasitemia e eutanasia

Os animais foram separados em cinco grupos contendo seis camundongos em cada
grupo (n=6) e treze camundongos em cada grupo (n=13), para a realizacdo dos experimentos
de fase aguda e de fase cronica respectivamente, de acordo com a natureza do tratamento.
Apenas o grupo “1” permaneceu nao infectado. Os grupos foram distribuidos de acordo com
mostrado na tabela 1 e os procedimentos realizados sdo descritos conforme desenho

esquematico representado na figura 5.
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Tabela 1. Distribuicdo dos grupos experimentais.

Grupo T. cruzi Machos Machos Tratamento
(Fase aguda) (Fase croénica)
1 N&o 06 13 Nenhum
2 Sim 06 13 Nenhum
3 Sim 06 13 Doxiciclina (Dox)
4 Sim 06 13 Benznidazol (Bz)
5 Sim 06 13 Dox + Bz

*QOs animais foram divididos em cinco grupos separadamente, para a realizacdo dos experimentos de fase aguda
e de fase cronica.

O tratamento com os farmacos Dox e Bz em monoterapia e em associacao foi iniciado
10 dias ap6s a infeccdo por T. cruzi, e administrados durante 20 dias consecutivos, por via
oral (gavagem), em um volume diério de 0,2mL (diluidos em PBS + carboximetilcelulose
(0.5%), sendo as doses diarias de 30mg/kg (Dox) e 100mg/kg (Bz).

A parasitemia foi medida na fase aguda da infeccdo através do exame a fresco de uma
gota (5ul) de sangue obtida pela seccdo da cauda. As determinacdes de parasitemia foram
feitas pelo método descrito por BRENER (1962), para verificar a presenca de parasitos
circulantes.

Para os grupos pertencente a fase aguda a eutanasia foi realizada quando os animais
completaram um més de infeccdo, e para 0s grupos pertencentes a fase crénica a eutanasia foi
realizada quando os animais completaram doze meses de infec¢do de acordo com as diretrizes
de praticas de eutanasia, baseado no Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo
Animal (CONCEA). No dia da eutanasia, uma amostra de 1,0 ml de sangue foi coletada para
obtencdo de plasma, os animais foram sedados com anestésicos na dose de 80 mg/kg e
relaxante muscular, na dose de 8 mg/kg via intramuscular. O sangue total foi coletado dos
vasos adjacentes que irrigam a regido do retro orbital utilizando a pipeta pasteur contendo

heparina, e submetidos a centrifugagdo refrigerada por 4°C, a 3500rpm durante 10 minutos, e
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posteriormente o sobrenadante foi coletado e armazenado em tubos conicos da marca

eppendorff de 1,5mL estéril no freezer -80°C para realizacdo de ensaios imunoenzimaticos.

‘f
% Dia 0 - Infec¢édo

Parasitemia I‘\:-,

Dia 10 — Tratamento Dox/Bz/Dox + Bz

Parasitemia \h

Dia 30 — Eutanasia (fase aguda) %

Elisa (CCL-2, CCL-5, IL-10) Analise histopatoldgica
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Figura 5: Linha do tempo de infec¢édo e tratamento. Camundongos C57BL/6 foram infectados com a cepa
VL-10 do T. cruzi e tratados com Bz, Dox e a combinagdo dos dois farmacos por 20 dias. Ap6s um més, 0s
animais de fase aguda foram eutanasiados e o coragdo foi excisado para a realizagdo de exames histopatolégicos
e 0 sangue coletado para a realizagdo de imunoensaios. Para 0s animais pertencentes a fase cronica, ap6s 12
meses foi realizado o ecocardiograma e, em seguida, 0s animais foram eutanasiados e o coracdo foi excisado

para a realizacdo de exames histopatoldgicos e o sangue coletado para a realizacdo de imunoensaios.

O coragdo foi excisado e lavado com PBS 1x para remocéo de possiveis coagulos em
seguida ele foi pesado e seccionado longitudinalmente na metade. Uma seccao do coracao foi
armazenado em cassete embebido em formaldeido tamponado a 10%, no dia seguinte, 0

formaldeido foi substituido por alcool 70% e mantido no alcool até o processamento em
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resina para possivel andlise histoldgica e morfométrica. A outra parte seccionada do coragdo
foi armazenada em tubo eppendorf, cada grupo foi identificado corretamente e armazenado
em freezer -80°C para analise atraves de ensaios imunoenzimaticos. Outros 6rgdos (baco e
musculo esquelético) foram excisados para futuros estudos que serdo desenvolvidos em nosso
laboratorio. Todos os Orgdos supracitados foram retirados inteiros, pesados e s depois
fragmentados para conservacgéo/fixacéo.

4.4. Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

Ensaios imunoenzimaticos foram empregados para avaliagdo da producdo das
quimiocinas CCL5 e CCL2 (Peprotech, EUA) e para as citocina anti-inflamatdria,
interleucina-10 (Peprotech, EUA) na fase aguda e cronica da infec¢do, no plasma dos
camundongos infectados ou ndo por T. cruzi e tratados ou ndo com os farmacos Dox e Bz. Os
ensaios, assim como a preparacao das solucdes utilizadas, foram realizados de acordo com o
protocolo do fabricante (Peprotech, EUA).

Para os procedimentos foram utilizadas placas de 96 pocos (Kasvi) e, em cada pogo
adicionados 100 ul de anticorpo monoclonal contra a proteina (anticorpo de captura), diluidos
em PBS, sendo estas placas incubadas por 16 horas, a temperatura ambiente. Os anticorpos
ndo adsorvidos foram descartados por inversdo e através de sucessivas lavagens em PBS-
Tween. Posteriormente as placas foram bloqueadas com 300 pl/pogo de uma solugao contendo
PBS-BSA 1%, durante uma hora em temperatura ambiente. As placas foram lavadas
novamente. As amostras de plasma foram adicionadas em um volume de 25ul para cada poco.
Concomitante, a proteina investigada foi diluida em varias concentracdes para a construcao da
curva padrdo e, em seguida as placas foram incubadas por duas horas a temperatura ambiente.

Apbs a lavagem dos poc¢os, o0s anticorpos secundarios (anticorpo de deteccdo) foram
diluidos em PBS-BSA 0,1% e incubados por duas horas em temperatura ambiente. As placas
foram novamente lavadas e 100 pul de estreptoavidina ligada a peroxidase em PBS-BSA 0,1%
adicionados as placas que permaneceram incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente.
Apos as lavagens dos pocos, adicionamos o cromogeno para revelagdo, o cromdgeno utilizado
foi o ABTS. Foram adicionados 100ul de ABTS a temperatura ambiente em cada poco, e em
seqguida as placas foram incubadas a temperatura ambiente até o aparecimento da cor
(aproximadamente 60 minutos, mas pode variar, por isso deve-se monitorar o0

desenvolvimento da cor a cada 5 minutos). Posteriormente, apds o aparecimento da cor foi
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realizada a leitura no leitor éptico de microplacas utilizando um comprimento de onda de
405nm e 630nm. A quantificagdo das quimiocinas e citocinas foi realizada a partir da
densidade dptica obtida com a curva padrdo de concentracdes conhecidas dos peptideos,

analisadas pelo software SOFTmax PRO 4.0.
4.5. Processamento do tecido muscular estriado cardiaco para microscopia optica

Os animais dos cinco grupos experimentais pertencentes a fase aguda foram
eutanasiados apds um més de infeccdo e os animais dos cinco grupos experimentais
pertencentes a fase crénica foram eutanasiados ap0s doze meses de infeccdo. Durante esse
procedimento os fragmentos do coracdo foram coletados e imediatamente fixados em
formaldeido tamponado a 10%, no dia seguinte o formaldeido foi substituido e armazenado
em alcool 70%. Posteriormente os tecidos de fase aguda foram processados e incluidos em
resina histolégica (Historesin - Leica Basic resin©), dessa forma, os blocos foram submetidos
a microtomia em sec¢des de 3um de didmetro para confeccdo das laminas que foram,

posteriormente, coradas pelo método de Hematoxilina e Eosina — H&E.

4.6. Técnica de H&E

Para analise quantitativa e qualitativa do processo inflamatério no tecido cardiaco dos
animais de fase aguda e crbnica da infeccdo, foi realizada a coloracdo por H&E em
fragmentos do coracédo incluidos em resina. Sec¢des com 3um de espessura foram submetidos
a testes de coloracdo para padronizagdo do tempo, ap6s padronizacdo, os corantes foram
filtrados, e as cubas foram lavadas em agua corrente antes e depois do uso. Dessa forma, para
os corantes utilizados, os cortes foram corados pela hematoxilina por 7 minutos, lavados em
agua corrente por 1 minuto. Em seguida, os cortes foram corados pela eosina por 3 minutos e
lavados por 30 segundos em agua corrente. Apds o Ultimo processo de lavagem em &agua
corrente, as laminas contendo os cortes, foram colocadas na placa aquecedora na temperatura

de 70°C para secagem e, posteriormente montadas com laminulas e entellan.
4.7. Analise histopatologica

Para todas as analises presentes nos cortes histoldgicos, as imagens foram digitalizadas
utilizando o microscépio Leica DM5000B com um micro camera acoplada e processadas por
meio do programa analisador de imagens Leica QWin V3 no laboratorio multiusuarios de
microscopia da Universidade Federal de Ouro Preto. O processo inflamatorio foi avaliado
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através da quantificacdo de todos os nucleos celulares presentes nos fragmentos do coragao
em 25 imagens aleatorias (35.493,7 um?) obtidas através da objetiva de 40x e padronizadas
pelo teste de estabilidade, no programa excel. O mesmo foi determinado pelo nimero de
nucleos das células presentes nos animais ndo-infectados + desvio padrdo. Os animais
infectados com o T. cruzi que apresentavam valores de quantificagdo de nucleos celulares

acima desta média foram considerados com inflamac&o cardiaca.
4.8. Ecocardiografia

A avaliagdo da funcdo ventricular nos individuos chagasicos é essencial, visto a
elevada prevaléncia de pacientes cardiopatas cronicos que se apresentam assintomaticos,
podendo apresentar um consideravel aumento da area cardiaca e distdrbios de ritmo e/ou
conducéo cardiaca, representando pior progndstico associado a risco elevado de morte subita
(BESTETTI, et al., 1997). A acuracia e a reprodutibilidade do exame ecocardiografico
transtordcico em estimar as dimensfes e a funcdo do ventriculo esquerdo em roedores tém
sido confirmadas em uma variedade de estudos (GUAZZI et al., 1999; NIENABER,
TACHIBANA, NAGA PRASAD, ESPOSITO, WU, MAO & ROCKMAN, 2003; SANTOS
et al, 2006).

O exame ecocardiografico transtoracico foi realizado em parceria com a Universidade
Federal do Rio de Janeiro, no Instituto e Centro nacional de biologia estrutural e bioimagem
guando os camundongos completaram doze meses de infeccdo, sob anestesia em fluxo
continuo de oxigénio misturado ao anestésico, mantendo a frequéncia cardiaca em valores
semelhantes entre os grupos para evitar influéncia da mesma sobre os indices de
contratilidade cardiaca. O animal anestesiado foi colocado decubito dorsal em uma mesa
cirdrgica apropriada para o posicionamento do transdutor no hemitorax esquerdo do animal.
Foi utilizado o equipamento Vevo 770 da Visual Sonics com o transdutor de 30MHz. As
imagens foram feitas a uma frequéncia de cerca de 14MHz, para otimizacao e resolucdo e a
penetracdo do animal. A partir da visualizacdo do ventriculo esquerdo (corte transversal) foi
realizada a andlise Simpson em modo B (bidimensional) em niveis dos musculos papilares e
obtida as medidas das seguintes variaveis: fracdo de ejecdo (%EF), variacdo fracional da area
(%FAC), volume diastdlico final (VDF), volume sistolico final (VSF) e area do ventriculo
esquerdo (mm?). A andlise Simpson em modo M (unidimensional) em niveis dos musculos
papilares e obtida as medidas das seguintes variaveis: Massa do ventriculo esquerdo (mg), e

volume sistolico de ejecdo (ul).

23



Carneiro, A.C.A. Materiais e Métodos

4.9. Analise Estatistica

Os dados obtidos neste estudo estdo apresentados na forma de média + erro padréo.
Utilizou-se o programa GraphPad Prism 5 e os dados separadamente foram analisados
utilizando o teste Kolmogorov-Smirnov para confirmar os padrdes de normalidade. Os testes
OneWay ANOVA e Kruskal-Wallis foram utilizados para maltiplas comparagdes com poés-
teste Bonferroni ou Tukey-Kramer e Dunn’s, respectivamente. E para a comparac¢do dos
resultados experimentais foi utilizado o teste t-Student, seguido pelo pos-teste Bonferroni.

Para todas as analises, foi adotado um nivel de significancia p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Parasitemia

A parasitemia foi determinada por 30 dias nos animais infectados e tratados com 0s
diferentes farmacos, o equivalente a fase inicial da infeccdo. Na figura 6.A, observou-se que
o tratamento com a Dox ndo foi capaz de inibir a replicacdo do parasito, mantendo o seu perfil

similar ao perfil dos animais sem tratamento.
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Figura 6: Curva e area sob a curva da parasitemia. Camundongos C57BL/6 foram infectados com a cepa
VL-10 do T.cruzi e tratados com Bz, Dox e combinac8es, (n=6/grupo) na fase inicial da infeccdo. Os dados em
cada ponto da curva equivalem & média da parasitemia/dia referente a cada grupo (A); Area sob a curva da
parasitemia calculada apds a confirmacdo da infeccdo pelo T. cruzi (B). Os dados estdo representados como
média * desvio padrdo, (n = 6), onde o simbolo (#) significa diferenca significativa (p< 0,05) em relagdo ao

grupo infectado ndo-tratado (Teste One-Way ANOVA, pos-teste de Tukey)
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Por outro lado, o Bz quando administrado em monoterapia e em associagdo com a
Dox, reduziu o pico e o perfil da curva de parasitemia. Esses dados da area sob a curva da
parasitemia estdo representados na figura 6.B. O pico de parasitemia dos animais infectados
com a cepa VL-10 do T. cruzi ocorreu no 25° dia da infeccdo, como observado na figura 6.A
e a média da parasitemia ao longo dos dias esta representada na tabela 2. Logo ap6s o pico da
parasitemia é importante observar uma redugdo da parasitemia tanto no grupo de animais
tratados com Dox quanto no grupo de animais sem tratamento, no entanto a reducdo da
parasitemia ocorre de maneira mais acentuada no grupo tratado com a Dox.

Todos os animais que foram infectados apresentaram parasitemia positiva. Além
disso, conforme os dados respresentados na tabela 2, ndo foram observadas diferencas
significativas entre o periodo pré-patente nos animais do grupo infectado nao-tratado (11 dias)
em relacdo aos demais grupos (8 dias). Por outro lado, o periodo patente dos grupos
infectados e que receberam o tratamento com o Bz e com a combinacdo, foi significamente

menor quando comparados ao grupo infectado ndo-tratado.

Tabela 2. Dados da parasitemia dos grupos experimentais, avaliada durante 30 dias, apds a
infeccdo com a cepa VL-10 do T. cruzi.

Grupo Periodo pré- Periodo patente Pico de Parasitemia N2 de animais com
patente (dias) 252 dia (média) parasitemia
(dias) negativa/total
T. cruzi 11 219 67.15 0/6
+ Bz 8 9* 0 0/6
+ Dox 8 222 86.35 0/6
+ Combinacgdo 8 11* 0 0/6

*= indica diferenca significativa em relacdo ao grupo infectado ndo-tratado (Teste t-Student).

Na tabela 3 estdo representados os dados da média da parasitemia (analise feita
durante 21 dias ap6s confirmacdo da presenca do parasito no sangue dos camundongos
infectados com a cepa VL-10 do T. cruzi), e a média da area sob a curva de parasitemia, assim
como a correlagdo do grupo infectado que ndo recebeu tratamento e dos grupos que
receberam o tratamento. Os resultados obtidos por analise da area sob a curva (ASC)
demonstraram que os animais do grupo infectado ndo-tratado apresentaram maiores niveis de
parasitemia quando comparados aos grupos que receberam o tratamento com o Bz, e com a

combinacéo.
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Tabela 3. Dados da parasitemia dos grupos experimentais, avaliada durante 21 dias, ap6s a
confirmacéo da infeccdo com a cepa VVL-10 do T. cruzi.

Grupo Parasitemia Area sob a curva Grupo Correlagao
(média + DP?) (média + DP?) Areasoba
curva (média)
T. cruzi 584.435 + 200.68 575.200 + 194.00 - -
+Bz 10.105 + 4.44* 10.300 + 4.86* T.cruzifbz 57.836
+ Dox 643.284 + 229.55 633.100 + 223.70 T.cruzif/dox 0.908
+ Combinacao 41.710 + 27.06* 40.310 + 26.83* T.cruzifcombinagio 14.269

! = Desvio Padrio;
*= Os dados estdo representados como média + desvio padrdo, (n = 6), onde o simbolo (*) indica diferenca
significativa (p< 0,05) em relacdo ao grupo infectado ndo-tratado (Teste One-Way ANOVA, pos-teste de Tukey).

A média dos niveis de parasitemia dos animais infectados ndo-tratados foi 58 vezes
maior gue a observada no grupo que receberam o tratamento com o Bz, e 14 vezes maior no

grupo que receberam o tratamento com Bz e Dox.

5.2. Sobrevida dos camundongos na fase cronica

Os camundongos pertencentes a fase cronica da infeccdo, foram avaliados quanto a
sobrevida, durante o periodo de infeccdo (doze meses). E de acordo comos dados obtidos, os
animais infectados com o T. cruzi e tratados com a Dox em monoterapia e com a combinacgao
tiveram a menor taxa de sobrevivéncia, como observado na figura 7. Em contrapartida, 0s
animais infectados e tratados com 0 Bz em monoterapia apresentaram a taxa de sobrevivéncia

similar aos animais pertencentes ao grupo controle, ou seja, préximo a cem por cento.
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Figura 7: Curva de sobrevida dos camundongos C57BL/6 infectados pelo T. cruzi durante a fase cronica.
Camundongos C57BL/6 foram infectados com a cepa VL-10 do T.cruzi e tratados com Bz, Dox e combinag6es,
(n=6/grupo) na fase inicial da infeccdo. Os dados em cada ponto da curva equivalem a sobrevivéncia/dia (em

porcentagem) referente a cada grupo experimental, descrito conforme legenda.

5.3. Avaliacdo das citocinas e quimiocinas plasmaticas na fase aguda e cronica da
infecgcdo experimental pelo T. cruzi

A resposta imune advinda dos diferentes tratamentos foi avaliada neste estudo por
meio de ensaios imunoenzimaticos para as quimiocinas CCL2 e CCL5, bem como para a
citocina anti-inflamatoria 1L-10, na fase aguda e cronica da infeccéo pelo T. cruzi.

Quanto a producdo plasmatica da quimiocina CCL2 e da quimiocina CCL5 durante a
fase aguda, observou-se uma reducdo dos niveis das mesmas nos camundongos tratados com
0 Bz e a combinacdo (Fig.8; A e B), comparado ao grupo infectado néo-tratado, e ao grupo
infectado tratado com a Dox. J& no grupo tratado com a Dox, observou-se que houve um
aumento dos niveis plasmaticos das quimicionas comparado ao grupo controle, mas nao
houve diferenca significativa comparado ao grupo infectado néo-tratado.

Os niveis de citocina regulatéria 1L-10 dosados no plasma dos camundongos tratados
estdo mostrados na figura 8 (C). Para esta citocina observou-se que o farmaco Dox elevou a
sintese desta citocina quando comparado aos grupos que receberam o tratamento como Bz e a
combinagdo, mas esse aumento ndo foi significativo quando comparado ao grupo infectado
ndo-tratado. Em contrapartida, 0 grupo que recebeu o tratamento com Bz, diminuiu a sintese

de IL-10 quando comparado ao grupo infectado ndo-tratado.
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Figura 8: Niveis plasmaticos de CCL-2, CCL5 e IL-10 em camundongos C57BL/6 infectados pelo T. cruzi

sob diferentes estratégias terapéuticas. Concentragdo de quimiocinas CCL2 (A, B), CCL5 (C, D) e IL-10 (E,

F) de camundongos C57BL/6 infectados com a linhagem VL-10 de T. cruzi e tratadas com Bz, Dox e

combinagOes durante e fase aguda e cronica da infecgdo. Os dados sdo representados como média + desvio

padrdo (n = 6), onde os simbolos (* e #) significam diferenca significativa (p<0,05) em rela¢do ao grupo controle

e em relacdo ao grupo infectado ndo-tratado, respectivamente (teste One-Way ANOVA, pos-teste de Tukey).
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J& durante a fase cronica apenas o grupo tratado com a associacdo dos farmacos
apresentou alta sintese de quimiocina CCL5 em relacdo ao grupo controle, como mostra a
figura 8 (D). Para a quimiocina CCL2, ndo houve diferenca entre os grupos analisados, no
entanto, para a citocina anti-inflamatoria 1L-10, a monoterapia com Bz diminuiu seus niveis
plasméticos durante a fase aguda e durante a fase crénica da doenca, quando comparado ao
grupo infectado ndo-tratado, como mostra a Figura 3 (E; F).

5.4. Andlise histopatoldgica do tecido cardiaco na fase aguda e cronica da
infeccdo experimental pelo T. cruzi

O efeito do tratamento com Bz e/ou Dox foi observado sobre as alteragfes
histopatolégicas cardiacas durante a fase aguda e crénica da infeccdo experimental pelo T.
cruzi. Sendo os resultados qualitativos e quantitativos representados na figura 9.

Na fase aguda todos os animais infectados n&o-tratados apresentaram processo
inflamatorio cardiaco (Fig. 9/B), sendo o mesmo difuso e discreto, representado pela seta em
vermelho. Os camundongos tratados com Bz (Fig. 9/C) e a combinacdo dos farmacos (Fig. 9/
E) ndo apresentaram processo inflamatdrio cardiaco, no entanto, os camundongos que foram
tratados com Dox apresentaram processo inflamatdrio difuso e discreto, sendo similar ao
grupo de camundongos infectados ndo-tratados, como evidenciado pela analise quantitativa
mostrada na figura 9 (F).

Na fase cronica da infeccdo ndo foi observado processo inflamatorio nos grupos
infectados ndo-tratados, assim como nos grupos que receberam o tratamento figura 9 (G; H;

I; J e K), mostrado também pela anélise quantitativa (Fig. 9/L).
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Figura 9: Fotomicrografia de cortes histologicos do coragdo de camundongos C57BL/6 infectados com a
linhagem VL-10 do T. cruzi, tratados ou ndo com doxiciclina (Dox) e/ou benznidazol (Bz) na fase aguda e
cronica da infeccdo experimental. (A, G) Aspecto histolégico cardiaco normal em camundongos C57BL/6 nao
infectados; (B) Infiltrado inflamatério moderado e focal em camundongos infectados e ndo tratados; (C, I)
Auséncia de infiltrado inflamatorio em camundongos infectados tratados com Bz; (D) Processo inflamatério
discreto e focal em camundongos infectados tratados com Dox; (H) Auséncia de processo inflamatorio em
camundongos infectados ndo tratados; (J) Auséncia de processo inflamatorio em camundongos tratados com
Dox; (E, K) Auséncia de processo inflamatério em camundongos tratados com a combinag¢do dos farmacos;
Hematoxilina-Eosina. Ampliagdo 40x. Barra = 50um2. (F, L) Andlise do infiltrado inflamat6rio no tecido
muscular cardiaco em camundongos infectados tratados com Bz, Dox e combinacdes. Seta (=) indica presenca
de infiltrado inflamatorio. Os dados estdo representados como média + desvio padrdo (n = 6), onde os simbolos
(* e #) significam diferenca significativa (p<0,05) em relagdo ao grupo controle e em relagdo ao grupo infectado
ndo-tratado, respectivamente (One-Way ANOVA, pds-teste de Tukey).
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5.5. Marcadores clinicos do prognéstico de alteracdes cardiacas funcionais

As anélises ecocardiograficas mostraram que a fragdo de ejecdo (%EF), do grupo
tratado com Bz equiparou ao grupo controle, o que representa uma melhora nesse parametro,
no entanto os outros tratamentos ndo apresentaram diferenca significativa em relacdo ao
grupo infectado ndo-tratado (Fig. 10.A). J& o grupo tratado com a combinagdo apresentou
uma reducdo do parametro (%EF), comparado ao grupo que recebeu a monoterapia com o Bz,
mas ndo apresentou diferenca significativa comparado grupo infectado ndo — tratado.

Foi avaliado também, utilizando medidas ecocardiograficas, a variacdo fracional da
area (FAC). A FAC bidimensional é um dos métodos mais recomendados para a estimativa
quantitativa da funcdo ventricular esquerda, sendo esta medida identificada como progndstica
independente de insuficiéncia cardiaca em estudos com pacientes ap6s 0 acometimento de
infarto do miocardio (ANAVEKAR, 2008). As analises mostraram que nao houve diferenca
significativa dos grupos que foram infectados e tratados em relagcdo ao grupo infectado néo-
tratado, ao contrério do grupo infectado ndo-tratado, que diminuiu, comparado ao grupo
controle (Fig. 10.B).

Ja em relacdo a massa do ventriculo esquerdo (VE), podemos observar, que de acordo
com as andlises ecocardiograficas, houve um aumento significativo do grupo infectado ndo —
tratado se comparado ao grupo controle, em contrapartida podemos observar que em relacéo
ao grupo tratado em monoterapia com a Dox, houve uma reducdo significativa deste
parametro comparado ao grupo infectado ndo-tratado e ao grupo infectado tratado com Bz,
sendo que essa reducao ndo foi significativa em relacdo aos demais grupos (Fig. 10.C).

Em relacdo ao volume sistdlico de ejecao, as analises ecocardiograficas mostraram que
houve uma reducdo significativa, do grupo infectado nédo-tratado e dos demais grupos que
receberam o tratamento em rela¢do ao grupo contole, como mostrado na figura 10 (D). O
volume sistolico de ejecdo é o volume de sangue bombeado pelo ventriculo cardiaco esquerdo

por batimento.
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Figura 10: Ecocardiograma do coragédo (VE) de camundongos C57B /6 infectados com a linhagem VL-10

do T. cruzi, tratados com doxiciclina (Dox) e/ou benznidazol (Bz) na fase aguda e crénica da infecgéo

experimental pelo T. cruzi. Representacao grafica dos resultados das analises comparativas da Fracéo de Ejecdo

(A); Variagdo da Area Fracionada (FAC%) (B); Massa do ventriculo esquerdo (C); Volume sistélico de ejecio

(D); Volume diastolico final (E); e volume sistélico final (F), de camundongos C57BL/6 infectados com a

linhagem VL-10 de T. cruzi e tratados com Bz, Dox e combinac¢des durante a fase cronica da doenca. Os dados

estdo representados como média + desvio padrdo (n = 6), onde os simbolos (* e #) significam diferenca

significativa (p<0,05) em relacdo ao grupo controle e em relagdo ao grupo infectado n&o-tratado,

respectivamente (teste One-Way ANOVA, pos-teste de Tukey).
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Por dltimo, em relagdo ao volume diastélico final, apds as analises ecocardiogréficas,
foi observado que houve uma diminuigéo significava do volume no grupo infectado e tratado
com Bz e a combinacdo, comparado ao grupo infectado ndo — tratado e ao grupo controle. Ja
em relacdo ao grupo infectado e tratado com Dox, podemos observar que ndo houve diferenca
significativa comparado ao grupo infectado ndo — tratado, mas houve uma diminuigéo
significativa em relagdo ao grupo controle (Fig. 10.E). Esse perfil mostrou-se semelhante para
as analises do volume sistolico dos grupos infectados que receberam tratamento em relacao ao
grupo infectado néo - tratado (Fig. 10.F), entretanto, em relacdo ao grupo controle, ndo houve

diferenca entre os grupos analisados.

5.6. Sintese dos resultados de fase aguda e cronica da infeccdo experimental pelo

T.cruzi

Resumidamente, nossos resultados mostram que o0 Bz e sua combinacdo com Dox
reduziram a parasitemia, os niveis plasmaticos de CCL2, CCL5, IL-10 e o infiltrado
inflamatorio no tecido cardiaco na fase aguda da infeccdo. Durante a fase cronica, o
tratamento com Bz reduziu os niveis plasmaticos de IL-10 e apresentou melhora na fragao de
ejecdo; os animais tratados com a combinacdo dos farmacos reduziram os niveis plasmaticos
de IL-10 e apresentaram melhora no volume sistélico final, como mostrado pela figura 11.
Além disso, os animais tratados com Dox também tiveram uma melhora na massa relativa do
VE.
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Figura 11: Resultados experimentais comparativos da parasitemia, marcadores inflamatorios (CCL-2,
CCL-5 e IL-10), inflamacdo e fracdo de ejecdo (%EF) de camundongos C57B /6 infectados com a
linhagem VL-10 de T. cruzi, tratados com doxiciclina (Dox) e/ou benznidazol (Bz) na fase aguda e crénica
da infec¢do. Camundongos tratados com Bz na fase aguda (A); Camundongos tratados com Dox na fase aguda
(B); Camundongos tratados com a combinacdo na fase aguda (C); Camundongos tratados com Bz na fase
crénica (D); Camundongos tratados com Dox na fase cronica (E); e Camundongos tratados com a combinacao
na fase crénica (F). Todos os grupos infectados que receberam tratamento foram comparados com o0s
grupos infectados ndo-tratados. Os dados estdo representados como média + desvio padrdo, (n = 6), onde (*)
(p< 0,05), (**p< 0,005) e (***) (p< 0,0005) indica diferenga significativa entre 0s grupos (teste t-Student,

seguido pelo pos-teste Bonferroni).
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6. DISCUSSAO

A DC é considerada uma doenca negligenciada, e € comumente encontrada na lista de
doencas tropicais mais negligenciadas do mundo. Apesar de as pesquisas se concentrarem na
busca de novos farmacos para o tratamento da doenca, sabe-se que atualmente somente dois
farmacos sdo utilizados clinicamente, o nifurtimox e o Bz (COURA; DE CASTRO, 2002).
Esses farmacos, foram desenvolvidos ha quatro décadas e sdo considerados eficazes
principalmente na fase aguda da doenca. No entanto, apresentam efeitos colaterais adversos e
baixa eficacia na fase crénica da doenca.

Neste sentido, tem-se a necessidade da investigagdo de mais opcOes terapéuticas, néo
somente em monoterapia, mas também em associa¢do com outros farmacos com o intuito de
reduzir a toxicidade e aumentar a eficacia do tratamento na fase crénica da doenca. Com esse
intuito, 0 nosso estudo buscou investigar a acdo da doxiciclina para o tratamento da DC, um
farmaco da familia das tetraciclinas, conhecido pela sua acdo bacteriostatica, mas que tem
sido alvo de pesquisa para algumas doencas causadas por protozoarios como a malaria e a
tripanossomiase africana (BRIOLANT et. al., 2010; LANDER et. al., 2013).

Sabe-se, portanto, que a progressdo da DC estd intimamente relacionada com a
replicacdo do parasito na corrente sanguinea durante a fase aguda e que o Bz, utilizado como
farmaco de escolha para o tratamento da DC no Brasil, € reconhecido principalmente por sua
acao tripanocida. No entanto, para saber o quanto este farmaco foi eficaz na reducdo dos
niveis de parasitemia, e a acdo da Dox no controle da replicacdo do parasito, tanto
monoterapia quanto em associa¢do com o Bz, foi realizado uma curva de parasitemia.

De acordo com 0s nossos resultados, o tratamento especifico com Bz e a combinacéao
na fase inicial da infeccdo foram eficazes na reducdo dos niveis de parasitemia na infeccéo
experimental pelo T. cruzi em camundongos. Dessa forma, é possivel sugerir que, como a
carga parasitaria estd intimamente relacionada a resposta inflamatdria, farmacos que reduzam
a parasitemia possivelmente reduzirdo o processo inflamatorio sisttmico e/ou local (CALDAS
et al., 2008).

Na fase cronica, diferentemente da fase aguda, a parasitemia é sub-patente, de maneira

que o parasito ndo é encontrado facilmente na corrente sanguinea. Por essa razdo, Sao
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necessarios métodos parasitolégicos indiretos para a deteccdo do mesmo, dentre eles, 0s
métodos soroldgicos para reconhecimento de anticorpos do parasito (COURA & CASTRO,
2002; LANA & MARTINS-FILHO, 2015).

Por sua vez, os camundongos que evoluiram para a fase cronica da infec¢do foram
avaliados quanto a taxa de sobrevivéncia. De acordo com nossos resultados, para a cepa VL-
10, os camundongos infectados e tratados com a Dox em monoterapia e em combinagdo com
Bz apresentaram menor taxa de sobrevivéncia, similar ao grupo infectado nao-tratado. Ja o
grupo tratado com o 0 Bz em monoterapia apresentou maior taxa de sobrevivéncia. Esse dado
contradiz resultados de estudos que j& demonstraram que a cepa VL-10 foi caracterizada
como resistente ao tratamento com o Bz (BRENER, 1987).

Concomitantemente, a resposta inflamatoria sistémica ou local frente a infeccdo pelo
T. cruzi, pode ocorrer uma resposta imune exacerbada na auséncia de mecanismos de controle
por parte do hospedeiro, no intuito de controlar a replicacdo do parasito e com isso ocasionar
danos nos tecidos e a consequente morte do hospedeiro. Por outro lado, a auséncia ou redugéo
da resposta inflamatdria pode conduzir a uma replicacdo excessiva do parasito. Logo, um
equilibrio entre estes fatores (parasito e hospedeiro) contribui para a perpetuacdo da doenca
no hospedeiro mamifero (TALVANI & TEIXEIRA, 2011).

Podemos citar a cardiopatia chagéasica como um dos eventuais danos teciduais
causados pela resposta imune exacerbada, observada em seres humanos. Em modelos
experimentais a cardiopatia chagasica apresenta um perfil inflamatério dependente de uma
série de citocinas e quimiocinas para a ativacdo e recrutamento das células imunes para o sitio
de lesdo (TALVANI et al., 2000).

No presente estudo experimental, levando em consideracdo as peculiaridades do
modelo utilizado, avaliamos o perfil inflamatério pela analise da expressdo da quimiocina
CCL2 e CCLS5 e da citocina 1L-10, no plasma dos camundongos infectados pelo T. cruzi
durante a fase aguda e crbnica da infeccdo. Diversos trabalhos j& mostraram que tanto a
expressdo quanto a producdo de marcadores inflamatorios estiveram aumentados na fase
aguda e crénica da infecgdo (TALVANI et. al., 2000; HARDISON et al., 2006; PENITENTE
et. al., 2015) e, ainda estavam relacionados com a viruléncia da cepa do T. cruzi (GUEDES et.
al., 2011.). Além disso, Talvani et al. (2004) demonstraram que a CCL2, assim como o TNF
sdo marcadores ndo sO da disfuncdo cardiaca, por induzirem inflamacdo no miocardio do

paciente chagasico. Em nosso estudo, mostramos que a monoterapia com Bz e a combinagdo
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foram capazes de reduzir os niveis plasméticos da quimiocina CCL2 e CCL5, na fase aguda
da infeccdo, corroborando o estudo de Penitente & Leite et al., (2015). No grupo tratado
apenas com Dox, observamos um aumento nos niveis plasmaticos de quimiocinas em
comparagdo ao grupo controle, mas ndo houve diferenca em relacdo ao grupo infectado néo-
tratado.

Alguns autores sugerem, ao contrario de nossos resultados, que o tratamento com este
farmaco levaria a um forte decréscimo na expansao clonal de células T, resultando em uma
reducdo dos marcadores inflamatorios, principalmente citocinas e quimiocinas, produzidos
por essa populagédo celular, culminando em uma menor expressdo de metaloproteinases de
matriz (MMPs) e marcadores inflamatorios (KROON & TAANMAN, 2015). Nesse sentido, a
reducdo na expressdo e producdo de marcadores inflamatorios tem sido descrita para
tratamentos com a Dox em modelos experimentais e humanos, como a reducdo da expressao
de citocinas pro-inflamatdrias na presenca de baixas doses de Dox em queratindcitos
humanos, CCL2 em células epiteliais pulmonares, producdo de marcadores inflamatérios
durante a fibrose cistica de células epiteliais brénquicas e citocinas pro-inflamatérias em
pacientes com tifo (CHUNG et. al., 2008; BENSMAN et. al., 2012; DI CAPRIO et. al.,
2015).

Ainda, se correlacionarmos a tripanossomiase americana com esquemas terapéuticos
envolvendo a Dox, encontraremos trabalhos mostrando que o farmaco leva a um
remodelamento da matrix extracelular, podendo dificultar a invasdo do parasito nas células
hospedeiras, além de estar relacionada, em modelo murino, com a sobrevida de animais
infectados pelo T. cruzi e reducdo da inflamagdo em tecido cardiaco (GUTIERREZ et. al.,
2008; CASTILLO et. al., 2012).

Durante a fase cronica da infeccdo, alguns autores ja demonstraram que o tratamento
com o Bz induziu importante modulacdo do sistema imune, levando a uma reducdo na
producdo de marcadores inflamatdrios e promovendo uma resposta reguladora (SATHLER-
AVELAR et. al., 2008). No entanto, nossos resultados foram controversos, ja que 0 grupo
tratado com a associa¢do dos farmacos apresentou alta sintese de quimiocina CCL5. Para a
quimiocina CCL2, ndo houve diferenca entre os grupos analisados. Isso ocorreu
possivelmente devido a diferenca na cepa do parasita utilizado, uma vez que 0 processo

inflamatério com a cepa VL-10 € menor em comparacdo com cepas mais virulentas,
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consequentemente alterando a producdo do mediador inflamatério (PENITENTE et. al.,
2015).

Em relacdo a citocina anti-inflamatoria I1L-10, a monoterapia com Bz diminuiu seus
niveis plasmaticos durante a fase aguda e cronica da infeccdo. Um fator relevante na atividade
imunorreguladora dessa citocina contra a infec¢do por T. cruzi é a evidéncia de que 0 RNAmM
da IL-10 j& é detectado 15 dias ap0s a infeccdo, sugerindo sua participacdo desde os eventos
iniciais da doenca (GOLGHER & GAZZENELLI, 2004). Além disso, alguns autores
sugeriram que a IL-10 tem um papel importante na infeccdo e controle da replicacdo do
parasito no tecido cardiaco e outros tecidos durante a fase cronica da doenga, regulando dessa
forma, a resposta inflamatéria do tipo Th-1 (GOMES et. al., 2003).

As quimiocinas CCL2 e CCL5 tém sido amplamente associadas ao recrutamento de
leucdcitos (mondcitos e linfdcitos) para focos inflamatdrios que combatem a infec¢do pelo
parasito, mas essa infiltragdo inevitavelmente resulta em danos aos tecidos do hospedeiro
(TALVANI et. al., 2000, TEIXEIRA et. al., 2002, PAIVA et. al., 2009). Alguns estudos,
mostraram que camundongos sem o receptor CCL5 sdo mais suscetiveis a infeccdo pelo T.
cruzi devido a reducdo da migracdo celular nos tecidos infectados (MACHADO et al, 2005;
HARDISON et al., 2006). O CCL2 em altas concentracdes foi previamente descrito no soro
de pacientes chagasicos e associado a diferentes niveis de disfuncéo cardiaca (TALVANI, et
al, 2004a). Por outro lado, estudos anteriores demonstraram que a IL-10 protege contra a
miocardite aguda fatal em um modelo murino de infeccdo por T. cruzi (ROFFE et. al., 2012).

Na fase aguda da infeccdo, a resposta imunoldgica exacerbada é normalmente
observada no miocardio de individuos infectados, levando a danos associados que em casos
extremos pode levar a uma resposta inflamatdria sistémica e até mesmo a morte (LARANJA,
1949; ROSSI, 1991; GUTIERREZ et al., 2009). Por outro lado, esta resposta inflamatoria,
considerada necessaria para o controle do parasita, pode reduzir a infiltracdo inflamatoria e
eventualmente evitar danos teciduais (MELO et. al., 2011). De modo geral, o processo
inflamatdrio tem sido sugerido como o fator mais importante na doenca de Chagas aguda e
crbnica, tanto em humanos quanto em modelos experimentais (LANNES-VIEIRA et al. 20009,
TALVANI & TEIXEIRA, 2011). Independentemente do modelo experimental estudado, a
resposta inflamatoria desencadeada por infeccdo ou dano tecidual envolve a recrutamento
coordenado de componentes do sangue para o local da infeccdo ou lesdo (RODRIGUES et.

al., 2010), no entanto, ao se discutir as alteracdes patoldgicas na infeccdo pelo T. cruzi, a
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diferenga entre os modelos experimentais utilizados (espécies diferentes dos hospedeiros)
torna-se um relevante aspecto a ser considerado.

No presente estudo, o tratamento com 0 Bz e com a combina¢do com Dox na fase
aguda foi capaz de reduzir a inflamacdo no tecido muscular cardiaco durante a infeccéo
experimental pelo T. cruzi. No entanto na fase crbnica, o processo inflamatério ndo foi
evidenciado. Caldas et al., (2008) mostraram que o tratamento especifico na fase inicial da
infeccdo € eficaz na reducdo dos niveis de parasitemia na infeccdo experimental pelo T. cruzi
em camundongos, mas 0 Seu sucesso na prevencdo de alteracdes cardiacas na fase crénica
seria cepa-dependente. Adicionalmente, estudos anteriores mostraram que a cepa VL-10
induz elevada inflamacédo e destruicdo tecidual em camundongos Swiss e cdes (CALDAS et
al., 2013; BAHIA et al., 2012). Todavia, em nosso estudo, camundongos C57BL/6 infectados
com a cepa VL-10, pode-se observar que a producdo de mediadores inflamatdrios no plasma,
bem como o infiltrado inflamatério ndo foram intensos durante a fase crénica da doenca,
como observados para os camundongos Swiss.

Por outro lado, o tratamento com a Dox na fase aguda da doenca, ndo foi capaz de
reduzir o processo inflamatério. A interferéncia da Dox nas cardiopatias, mesmo quando
administrada em doses subantimicrobianas, esta relacionada a sua acdo inibitoria sobre as
metaloproteinases da matriz (MMPs), principalmente MMP-2 e 9, evitando a ocorréncia de
remodelamento nédo fisiolégico e, consequentemente, prevenindo doencas como lesdo por
isquemia/reperfusdo, disfuncdo contratil e inflamacdo da artéria coronaria (LAU et. al., 2009;
CADETE et. al., 2012).

Sabe-se, ainda, que o processo inflamatério decorrente da resposta imune do
hospedeiro contra o T. cruzi na fase aguda da infeccdo pode levar a alteragcbes na
funcionalidade do coracédo, e que ndo existe um farmaco eficaz na fase crénica da infeccédo
capaz de reverter o quadro clinico do paciente sem causar danos colaterais. Porém, estudos
demonstram, que o tratamento com o Bz em fase aguda, mesmo sem levar a cura, proporciona
melhora no quadro clinico (GARCIA-ALVAREZ et. al., 2010). Fato é que a infeccdo pelo T.
cruzi conduz a falhas na funcionalidade do coracédo, principalmente no ventriculo esquerdo
(MARIN-NETO et al. 2007; DE OLIVEIRA et. al., 2016) e nossos dados mostraram que a
infeccdo, levou a um débito funcional neste 6rgdo, mas que o tratamento com o Bz e/ou Dox

promoveu a melhora de alguns pardmetros ventriculares cardiaco, como a fragdo de ejecdo.
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Estudos j& apontaram que a determinagdo da diminuicéo da fracdo de ejecdo do VE se
tornou uma variavel importante na determinacdo progndstica dos pacientes chagasicos. Além
disso, MIGLIORE et al (2004) demonstraram existir uma intensa associacdo entre piora da
funcdo diastdlica e aumento das dimensdes do atrio e ventriculo esquerdo e diminuicdo da
fracéo de ejecdo de VE. Em relacdo a esse parametro, nossos dados mostraram que a fragéo
de ejecdo diminuiu no grupo infectado ndo-tratado em relagédo em grupo controle, e aumentou
no grupo tratado com o Bz em relacdo ao grupo infectado ndo-tratado, entretanto os demais
tratamentos ndo resultaram em diferenca significativa em relacdo ao grupo infectado néo-
tratado, portanto houve uma melhoria nesse parametro apenas no grupo tratado com Bz.

Em relacdo ao tratamento com a Dox, publicacbes prévias mostraram que tratamento
com este farmaco levava a uma melhora da funcdo do ventriculo durante tromboembolismo
pulmonar agudo e também melhora funcional cardiaca em terapia pos-infarto do miocéardio
possivelmente por promover agregacdo de colageno e aperfeicoar as agdes do peptideo
natriurético atrial (NETO-NEVES et. al., 2013; FANA et. al., 2014; ZHU et. al., 2015). Nesse
sentido, nossos resultados foram contrarios a literatura, uma vez que 0s animais que
receberam tratamento com a Dox, diminuiram sua massa, mas nao apresentaram melhoria
funcional cardiaca em outros pardmetros analisados. No entanto, estudos ecocardiograficos
permitem a hipGtese que a massa ventricular esquerda possa ser uma variavel relevante no
prognoéstico de portadores de insuficiéncia cardiaca em pacientes cardiopatas (SIMAO
FILHO, 1998). O aumento da massa do VE é um fator de risco importante para o
desenvolvimento da queda da fracdo de ejecdo e consequentemente ao surgimento de
insuficiéncia cardiaca (OH JK, 2006).

Outro pardmetro analisado utilizando as medidas ecocardiograficas foi a variacdo
fracional da area. Para essse parametro analisado, o grupo infectado ndo-tratado foi menor
comparado ao grupo controle. Podemos sugerir, neste caso, que esse resultado esta
diretamente relacionado com a massa do ventriculo esquerdo, uma vez que para 0 grupo
infectado ndo-tratado sua massa aumentou em relacdo ao controle, e, portanto, sua
elasticidade consequentemente diminuiu, levando a uma queda da fracdo de ejecéo.

Em relacdo ao volume sistolico de ejecdo, tanto o grupo infectado ndo-tratado quanto
0S grupos que receberam tratamento, tiveram o seu volume reduzido em relagdo ao controle.
Apesar de esse parametro analisado nédo ter apresentado diferenca dos grupos tratados em

relacdo ao grupo infectado ndo-tratado individualmente, sua importancia reside no fato de que
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seu resultado é utilizado para o célculo da fracdo de ejecdo, juntamente com o volume
diastolico final e portanto, independe desta diferenca.

Ao analisar o volume diastolico final, observamos que houve uma diminuicdo
significativa nos grupos tratados com Bz e no grupo tratado com a combinacdo dos farmacos,
em comparagdo com o grupo infectado ndo-tratado e com o grupo controle, diferentemente do
volume sistolico final, no qual essa diferenca € observada apenas em comparagdo com 0
grupo infectado ndo-tratado. Esse resultado sugere que tanto no grupo tratado com o Bz
guanto no grupo que recebeu o tratamento com a associacdo dos farmacos, o volume de
sangue no ventriculo esquerdo ao fim da contracdo ndo alterou em relagdo ao controle, mas
diminuiu em relacdo ao grupo infectado ndo-tratado, confirmando uma disfungéo cardiaca no
grupo infectado ndo-tratado e uma melhora funcional cardiaca nos grupos que receberam os
tratamentos com o0 Bz em monoterapia e em combina¢do com a Dox.

Por outro lado, alguns autores sugerem que a diminui¢do no volume diastolico final
(volume de sangue logo antes do inicio da contracdo do coracdo) pode ser o resultado de uma
diminuicdo na complacéncia e relaxamento diastolico ventricular diminuido na cardiopatia
hipertréfica chagasica, consequentemente, o volume de ejecdo ventricular pode ser
gravemente reduzido (VASAN,1999). E importante acrescentar que, ao contrario de estudos
anteriores que sugerem ser a disfuncdo diastélica mais precoce do que a disfuncao sistélica na
doenca de Chagas, o estudo com Doppler tecidual tem demonstrado que a disfuncéo sistélica
também se apresenta precocemente na cardiopatia chagasica e que, provavelmente, 0s
métodos para analise da funcdo sistdlica nestes estudos ndo eram sensiveis 0 bastante para a
deteccdo de anormalidades contrateis menos pronunciadas (BARROS et al, 2001).

Enfim, diferentes hipdteses tém sido propostas para explicar a cardiomiopatia na
doenca de Chagas, suas consequéncias fisiologicas e funcionais que alteram o quadro clinico
do paciente na fase crénica da doenca. Bem como, tem sido investigado farmacos que atuem
indiretamente e diretamente sobre a resposta imune do hospedeiro, eliminando o parasito
durante a fase aguda e dessa forma, minimizando os danos teciduais observados durante a
cardiomiopatia chagasica. Sabemos que o Bz é o farmaco mais utilizado disponivel para o
tratamento da DC, no entanto, seu efeito na fase crénica da doenca é ainda controverso, pois
quando ndo ocorre a eliminacdo de toda a carga parasitaria ainda na fase aguda da doenca, o
paciente pode evoluir para a fase cronica. Segura et al. (1994), ndo observaram diminuicao

significativa na miocardite em camundongos tratados com Bz durante a fase cronica da
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infeccdo, enquanto no trabalho de Andrade et al. (1989), quando a cura parasitolégica foi
alcangada, os camundongos tratados com Bz tiveram uma diminui¢cdo da incidéncia de
miocardite.

Nossos dados mostraram que o tratamento com o Bz, e com a combinag¢do com Dox
causou uma diminui¢do na carga parasitaria, em alguns marcadores inflamatérios (CCL-2,
CCL-5 e IL-10), na inflamag&o, durante a fase aguda da infeccdo, bem como em alguns
parametros cardiacos durante a fase cronica. Neste sentido, podemos sugerir que o Bz
administrado em monoterapia ou em associa¢do com a Dox é capaz de atuar minimizando os
danos cardiacos, caracteristica da DC. Ao passo que a Dox, em monoterapia precisa ser

melhor investigada, principalmente na fase cronica da infecgéo.
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7. CONCLUSAO

A monoterapia com Bz e, parcialmente a terapia em combinag¢do com Dox, quando
administrada na fase inicial da infec¢do pelo T. cruzi, mostrou-se promissora na reducdo da
parasitemia, marcadores inflamatdrios plasmaticos, inflamagdo no tecido muscular cardiaco
durante a fase aguda do presente modelo de infeccdo pelo T.cruzi, cepa VL-10, em
camundongos C57BL/6, bem como melhora na alguns pardmetros ecocardiograficos, como
fracdo de ejecdo e volume sistolico, durante a fase crénica da infeccdo experimental pelo T.

cruzi.
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9. ANEXOS

9.1. Protocolo CEUA aprovado (2016/63)

MINISTERIO DA EDUCACAOQ
UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO
COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Campas UniversEario - Mormo do CGnaeino — ICEEHI, Saia 29
35200-000 - Ouno Frets - MG - Brasll
Fione [31) 35559 -1368 Fax (31} 355591370
Email ceunilpropn.ufop.br

.-%]

1

[
i
i

OFICIO CEUA N°. 110/2017, de 22 de agosto de 2017

llustrissimo({a) Senhor(a)
Professor(a) Dowtor(a) André Talvani Pedrosa da Silva
DECBI/UFCP

senhorja) Pesquisador(a),

Estamos enviondo o cerfificado de aprovacdo do protocolo n®. 2016/63.
infitulado “Avaliogcdo do terapia de combinacdo entre Doxiciclinag e Benznidazol
durante o fase aguda e crinica da infeccdo experimental pelo Trypanosoma
CIUzi.”.

2. Atendendo oo art. &° 1¥. da Resclugdo Mormmativa CONCEA n® 1. de
09 07 2010, solicitomos gue encaminhe a CEUASUFOFP o relafdrio final do projeto,

apos executa-o. conforme modelo do sife da CEUA.

Atenciosamenie,
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MINISTERIO DA EDUCAGARD
UNIVERSIDADE FEDERAL DE QURD PRETO
COMISSEAOD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Campus Linkamtins - oo de Suserne — CER-, Sela 20
FER00000 - Dty P - WG - Brad
o [31) 3550 -1388 Fass (51 35581370
T

-
|

EEE

CERTIFICADD

Cerfficamos que o profocole do projefo com uso de animais n?. 2014/83,
infilviodo “Avaliogdo do keropio de combinogdo enfre Doxicicling e
Benznidazol durante o fose aguda e crénice da infecgdo experimental pelo
Trypanosoma cruzi”, que tem como responsavel oja Prof{a). Drfa). André
Talvani Pedrosa da silva foi APROVADD pelg Comisde de £fica no Uso de
Animais da UFOP - CEUAJURCP, de acordo com fabela abaxo:

Dodos dos Animais Aprovados

Espécie/linhagem M. de idade Sexo Frocedéncia
Animais
Camundongaos 112 30 dias Macho CCA UFRCP
CS7BLSS

Resingde de dieta: [ ] sm (x| ndo

Especificar a dieta:

Este Cerfificado expira em: 30/11/2017

Cwuro Prefo, 22 de agostos de 2017.

".'?I-Wb-
Frof.? Dr." Pavla Melo de Abreu Visira
Coordenadora da CEUAUFOP.
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Pharmacological therapies have been proposed aiming to reduce inflammatory response and cardiac damage in
infected hosts. In this study, we investigated the role of doxycycline {Dox), in a sub-antimicrobial dose, in monotherapy
and in combination with benznidazole (Bz), during the acute and chronic phases of infection with the VL-10 strain of T.
cruzi. Methods and results. C5TBL/E mice were treated for 20 days with Dox (30 mg'kq), Bz (100 mg/ka), or both
drugs in combination starting 9 days after infection. Parasitemia was measured during the acute phase and the
animals were monitored for 12 months, after which echocardiography analysis was performed. Blood samples were
obtained from euthanized mice for CCLZ, CCLS, IL-10 analysis, and cardiac fragments were collected for
histopathological evaluation. Dox treatment did not ameliorate parasitological and inflammatory parameters in the
animals. In contrast, Bz administration reduced parasitemia, plasma levels of CCL2 and CCLS5, and cardiac infiltration
during acute infection, and reduced the level of IL-10 at 12 months. Dox was able to improve the ejection fraction and
reduce the left ventricle mass in the chronic phase, while Bz treatment ameliorated the ejection fraction, but negatively
affected left ventricle volume. No marked data was observed in combination therapy. Conclusion. Dox did not affect
the immune parameters studied, but did ameliorate cardiac functionality, while Bz modulated immune parameters and
was partially effective in improving cardiac parameters
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Abstract

Background. Chagas heart disease is the most important clinical manifestation of Trypanosoma
cruzi infection. Phammacological therapies have been proposed aiming to redoce mflammatory
response and cardiac damage in infected hosts. In this study, we investigated the role of
doxyeycline (Dox), in a sub-antimicrobial dose, In monotherapy and in combination with
benzmidazole (Bz), during the acute and chronic phases of infection with the VL-10 strain of T.
cruzi. Methods and results. C3TBL/S muice were treated for 20 days with Dox (30 mg/'kg). Bz (100
mg/kg), or both dmgs in combination starhing 9 days after infection. Parasitemia was measured
during the acute phase and the animals were momtored for 12 months, after which
echocardiography analysis was performed. Blood samples were obtained from enthamized mice
for CCL2, CCL3, IL-10 analysis, and cardiac fragments were collected for histopathological
evaluation. Diox treatment did not ameliorate parasitological and inflammatory parameters in the
animals. In contrast, Bz adnumistration reduced parasitennia. plasma levels of CCL2 and CCLS,
and cardiac infiltration during acute infection, and reduced the level of IL-10 at 12 months. Dox
was able to improve the ejection fraction and reduce the left ventricle mass in the chronic phase,
while Bz treatment ameliorated the ejection fraction, but negatively affected left ventricle volume.
Mo marked data was observed in combination therapy. Conclusion. Dox did not affect the immume
parameters studied but did ameliorate cardiac fimctionality, while Bz modulated imnmme

parameters and was partially effective in improving cardiac parameters.

Eev-words: Trypancsoma cruzi; VL-10 strain; inflammation; benzmidazole; doxyeycline;

echocardiography.
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Benznidazole reduces inflammation while doxyeycline improves cardiac function in mice

infected with the VL-10 strain of the Tnpanesema cruzi.
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