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RESUMO

A resposta inflamatoria gerada pela infeccdo pelo Trypanosoma cruzi promove
alteragbes morfofisioldgicas nas células cardiacas de hospedeiros mamiferos. Esta
inflamacéo progressiva contribui para a geracdo de um quadro patologico de carater
fibrogénico culminando em possiveis alteracdes estruturais/ funcionais ao coracao.
Farmacos com propriedades cardiovasculares e prescritos no manejo clinico de
individuos chagésicos tém sido investigados por suas acdes imunomodulatdrias. Nesta
proposta, foram avaliadas as a¢6es do betabloqueador Carvedilol (CV) e do benznidazol
(BZ), em camundongos machos da linhagem C57BL/6, infectados com 50 formas
tripomastigotas da cepa Colombiana do Trypanosoma cruzi, e agrupados de acordo com
as seguintes intervencées: (1) 15 animais infectados que ndo receberam tratamento (I1)
15 animais tratados com 100mg/Kg/dia de BZ (Ill) 15 animais tratados com o CV
25mg/kg/dia (IV) 15 animais tratados com a combinacdo dos farmacos BZ
100mg/kg/dia e CV 25mg/kg/dia. Além disso, foram utilizados 10 animais como
controle ndo infectado. A acdo do betablogueador (CV) 25 mg/kg e/ ou BZ 100 mg/kg,
foi avaliada apds 28 dias de infeccdo, e 23 dias de tratamento, periodo analogo a fase
aguda. A eutanasia ocorreu no 28° dia, sendo o coracdo conservado para anélise
histopatoldgica, e avaliagdo de Estresse oxidativo (SOD, catalase, TBARS, proteinas
carboniladas), e o sangue/plasma destinado aos ensaios imunoenzimaticos (CCL2,
CCL5, TNF-alfa, IL-10), além de avaliar a parasitemia e sobrevida ao longo da
infeccdo. Desta maneira, observou-se, que a terapia com o CV elevou a mortalidade dos
animais, a parasitemia, assim como o nivel das quimiocinas CCL2 e CCL5 no tecido
muscular cardiaco, mas por outro lado reduziu os niveis de TNF. Em contrapartida, o
CV ndo alterou o perfil da citocina regulatoria IL-10. O tratamento em monoterapia com
0 CV promoveu, ainda, o aumento do infiltrado inflamatério no tecido muscular
cardiaco mediante infeccdo pelo T. cruzi, em relacdo aos animais infectados ndo
tratados. Conclui-se que o CV ndo foi capaz de oferecer protecdo cardiaca ao
hospedeiro mamifero durante a fase aguda da infeccdo pelo T. cruzi por elevar os
mediadores inflamatérios e, consequentemente, o infiltrado inflamatério cardiaco.
Outros estudos em diferentes modelos experimentais tornam-se necessarios para
compreender as acdes pleiotropica do CV em roedores, uma vez que em seres humanos
este farmaco apresenta propriedade protetora cardiaca em individuos cardiopatas
crénicos.

Palavras chave: Trypanosma cruzi, Carvedilol, inflamag&o, Colombiana, Benznidazol



ABSTRACT

The inflammatory response generated by Trypanosoma cruzi infection promotes
morphophysiological changes in the cardiac cells of mammalian hosts. This progressive
inflammation contributes to the generation of a pathological picture of fibrogenic
character culminating in possible structural / functional changes to the heart. Drugs with
cardiovascular properties and prescribed in the clinical management of chagasic
individuals have been investigated for their immunomodulatory actions. In this
proposal, the actions of the beta blocker Carvedilol (CV) and benznidazole (BZ) were
evaluated in infected male C57BL / 6 mice with 50 trypomastigote forms of the
Trypanosoma cruzi Colombian strain, and grouped according to the following
interventions: (1) 15 infected animals not receiving treatment (11) 15 animals treated
with 100 mg / kg / day BZ (111) 15 treated animals With CV 25mg / kg / day (IV) 15
animals treated with the combination of drugs BZ 100mg / kg / day and CV 25mg / kg /
day. In addition, 10 animals were used as uninfected control. The action of beta-blocker
(CV) 25 mg / kg and / or Benznidazole (BZ) 100 mg/ kg, was evaluated after 28 days of
infection, and 23 days of treatment, a period analogous to the acute phase. Euthanasia
occurred at 28th day, and the heart was preserved for histopathological analysis and
oxidative Estresse evaluation (SOD, catalase, TBARs, carbonylated proteins), and blood
/ plasma for immunoenzymatic assays (CCL2, CCL5, TNF-alpha, IL -10), in addition to
evaluating parasitemia and survival throughout the infection. In this way, we observed
that CV therapy increased the mortality of the animals, parasitemia, as well as the level
of chemokines CCL2 and CCLS5 in cardiac muscle tissue, but on the other hand it
reduced TNF levels. In contrast, CV did not alter the IL-10 regulatory cytokine profile.
The monotherapy treatment with CV also promoted the increase of inflammatory
infiltrate in cardiac muscle tissue. T. cruzi infection in relation to untreated infected
animals. It is concluded that CV was unable to provide cardiac protection to the
mammalian host during the acute phase of T. cruzi infection by elevating inflammatory
mediators and, consequently, cardiac inflammatory infiltrate. Other studies in different
experimental models become necessary to understand the pleiotropic actions of CV in
rodents, since in humans this drug presents cardiac protective property in chronic

cardiopathy individuals.
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1.0. INTRODUCAO

1.1. O Trypanosoma cruzi

A doenca de Chagas foi descoberta no ano de 1909, pelo médico sanitarista Dr.
Carlos Justiniano Ribeiro das Chagas, assistente do Instituto Oswaldo Cruz (IOC), no
Rio de Janeiro, pelo qual, foi designado na erradicacdo da malaria entre os trabalhadores
envolvidos na construcdo do prolongamento da estrada de ferro Central do Brasil, em
regides proximas a Lassance, no interior de Minas Gerais (Coura, 2013; Benzinger et
al.,, 2015). A referida doenca apresenta como agente etioldgico o protozodrio
hemoflagelado Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi, naturalmente transmitido aos
hospedeiros vertebrados por vetores da subfamilia Triatominae (Chagas, 1909). Existem
cerca de 140 espécies de triatomineos descritas na américa latina, indicadas como
vetores em potencial da doenca de Chagas, sendo 52 identificadas no territério
brasileiro; dentre elas, a espécie Triatoma infestans recebe destaque por sua alta
capacidade proliferativa, de infeccdo, e habito doméstico (Corassa et al., 2016).
Todavia, iniciativas intergovernamentais para o controle da transmissdo, organizadas
por paises do Cone Sul, resultaram em melhorias nos servicos relacionados a salde,
condigBes sanitarias e desenvolvimento socioecondmico, além da erradicacdo em
grandes areas geogréficas, desta principal espécie de triatomineo (Dias, 2015; Corassa
et al., 2016). Além da transmissdo vetorial, existem outras rotas de transmissdo ditas
secundérias, mas ndo menos importantes e relevantes, como: oral, transfusdo sanguinea
transplante de 6rgdos, congénita e em menor propor¢do, 0s acidentes laboratoriais
(Coura, 2010; Dias, 2016). Portanto, pelas médos do Dr. Carlos Chagas, pela primeira
vez na historia da medicina moderna uma doenca foi descrita por um unico pesquisador,

sendo este, também responsavel pela identificacdo tanto do agente causador (T. cruzi), e



dos seus vetores invertebrados, como dos principais quadros clinicos da doenga e, ainda,
de seus possiveis reservatorios silvestres (Pérez-Molina et al., 2015).

Embora descrita por volta de 108 anos atras, 0 DNA do Trypanosoma cruzi ja
foi isolado do tecido 6sseo de mumias humanas no deserto do Atacama (Chile),
demonstrando, assim, que a doenca pode ter comecado a afetar o homem hé cerca de
9.000 anos atrds (Aufderheide, 2003; Dias, 2015). Desde entdo, este parasito tem
desenvolvido estratégias evolutivas, de alta complexidade para escapar e subverter o
sistema imune do hospedeiro mamifero (Cardoso et al., 2016). Dito isso, alguns casos
humanos acidentais da doenca poderiam ter ocorrido, como ainda o fazem hoje, quando
humanos invadem o ec6topo selvagem ou quando vetores silvestres invadem ambientes
domesticos (Coura, 2014).

Devido a distribuicdo deste parasito, e dos seus vetores ao longo da América do
Sul e América Central, a moléstia também é conhecida por tripanossomiase americana
(Carabarin-Lima et al., 2013). Contudo, processos migratérios visando melhorias na
qualidade de vida contribuiram para a disseminacdo da doenca para além dos seus
limites geogréficos; além das altas taxas de pacientes infectados encontrados em paises
da Europa (Conners, et al., 2016; Vallejo et al., 2016), Os Estados Unidos também
apresenta estimativas alarmantes, pois, embora considerado pais de primeiro mundo,
possui cerca de 300,000 imigrantes infectados, sem triagem rigorosa dos bancos de
sangue (Garcia et al., 2015). Da mesma forma, parte dos médicos ndo é familiarizada
com a doenga, além de possuir 11 espécies de triatomineos espalhados na regido
sudoeste, passiveis de transmitir a doenca em sua forma natural (Garcia et al., 2015;
Montgomery et al., 2016).

Assim, mesmo com toda informacéo disponibilizada pela Organizacdo Mundial

da Saude e suas afiliadas sobre a infeccdo pelo T. cruzi e a doenca de Chagas, a molestia



permanece negligenciada do ponto de vista epidemioldgico e farmacoldgico (Stanaway
& Roth, 2015), acometendo cerca de 8 a 10 milhdes de pessoas no mundo todo,
principalmente em paises da América latina, com uma taxa de mortalidade anual de 10

mil individuos (WHO, 2015; Dias, 2015).

1.2. Patogenia da doenga de Chagas

O curso clinico da doenca de Chagas € frequentemente dividido em duas fases: uma
fase aguda e uma fase cronica, com caracteristicas clinicas distintas (Botoni et al.,
2013). A fase aguda da doenca tem inicio logo ap6s a infeccdo e multiplicacdo do
parasito (Chagas, 1909). Em humanos, ela tem uma duracdo de cerca de 2-4 meses e é
assinalada pela presenca dos parasitos no sangue periférico e em diferentes tecidos do
hospedeiro, apurada através de exames de sangue a fresco (Talvani et al., 2000). A
maioria dos individuos que apresentam a infeccdo aguda sdo assintomaticos ou
apresentam sintomas brandos da doenca que séo facilmente confundidos com outras
patologias (Tanowitz et al., 2015). Porém, esta fase aguda também pode apresentar
alguns indicios especificos como, por exemplo, os sinais denominados de “porta de
entrada”, 0 sinal de romand, evidenciado pela entrada de parasitos na conjuntiva ocular
(Romana, 1935), e o chagoma de inoculacdo, que desenvolve semanas apds a picada
inicial do tratomineo, caracterizado por um inchago endurecido e avermelhado no local
da inoculacdo (Hemmige et al., 2012). Porém, em até 1% dos casos, essa fase aguda
pode ocorrer de maneira grave nos individuos gerando quadros preocupantes, como:
febre alta, arrepios, erupcao cutanea, alteracbes da funcdo hepatica, miocardite aguda,
derrame do pericardico, insuficiéncia cardiaca aguda e/ou meningoencefalite,
particularmente em criancas (Tanowitz et al., 2015). Tanto em modelos experimentais
como em seres humanos, esta fase inicial da infeccdo é marcada por um estado de

Imunossupressao, caracterizada por uma forte inibig&o da resposta imune do hospedeiro



pela viruléncia do T. cruzi, fator crucial para a criagdo de uma infeccdo persistente que
leva ao estabelecimento de uma fase cronica da doenca (Nardy et al., 2014).

Com o desenvolvimento da resposta inflamatéria durante a fase aguda, cerca de
70- 80% dos individuos seguem para uma fase cronica indeterminada, marcada por um
equilibrio entre parasito e hospedeiro sem danos progressivos, de excelente prognostico,
(Hemmige et al., 2012; Malik et al., 2015; Vallejo et al., 2016). Por outro lado,
aproximadamente 30- 40% destes individuos em fase cronica podem evoluir ou entrar
diretamente para uma fase determinada/sintomética da doenca, a qual é didaticamente
dividida em formas cardiaca, digestiva (megaeséfago e/ou megac6lon), ou
cardiodigestiva (Malik et al., 2015; Tanowitz et al., 2015). A forma cardiaca destaca-se
dentre as demais pelo elevado nimero de 6bitos gerados, devido a insuficiéncia cardiaca
de diversos graus, arritmias, acidentes tromboembolicos e aneurisma de ponta do
coracdo (Andrade et al., 2014; Tanowitz et al, 2015).

Durante a fase crnica da doenga, fatores como resposta inflamatoria persistente,
cepa do parasito e genética do individuo sdo fatores essenciais e determinantes para a
progressao da doenca (Vallejo et al., 2016). Esta fase também é marcada por baixa
parasitemia (ndo detectado facilmente por microscopia Optica convencional), e por isso,
a forma de diagnostico neste estagio da doenca utiliza de anticorpos anti T. cruzi
presentes no soro. Dentre eles, os métodos mais utilizados sdo: ELISA,
imunofluorescéncia indireta, PCR, xenodiagndéstico, hemocultura (Gomes et.al., 2001;
Malik et al. 2015; Tarleton et al., 2016). Embora, entenda-se muito pouco sobre 0s
fatores que levam ao desenvolvimento das diferentes formas da doenca (Marin-Neto e
cols., 2007; Dutra & Gollob, 2008), sabe-se que diferentes fatores sdo indicados como

possiveis causas para essa progressdo. Assim, estudos voltados a investigacdo da



resposta imunoldgica do hospedeiro vertebrado frente ao T. cruzi sdo muito importantes

mediante as inumeras lacunas sobre a patologia (inflamatoria) da doenca de Chagas.

1.3. A resposta imune na infeccdo pelo Trypanosoma cruzi

A inflamacéo, do latim "inflammare" (fogo), foi descrita pela primeira vez pelos
gregos, que a definiram como uma sequéncia de eventos: calor, vermelhiddo, dor e
inchaco, possuindo papel fundamental no desenvolvimento de qualquer doenca. A
presenca do protozoario flagelado Trypanosoma cruzi, no organismo de mamiferos,
induz a uma complexa interagdo entre suas moléculas e as células de defesa do
hospedeiro, e desta interacdo, emerge uma resposta inflamatoria sistémica e focal
(Rocha e Silva, 1978; Marin-Neto et al., 2007; Talvani & Teixeira, 2011).

A intensa replicacdo deste protozoario durante a fase aguda da infecgdo ativa
uma resposta inflamatoria inicial coordenada por células do sistema mononuclear
fagocitario (ex. macro6fagos) que respondem a presenca de antigenos do T. cruzi através
de uma via dependente de receptores do tipo Toll (TLR)-Myd88 (Bafica et al., 2006).
Estes receptores, ao se ligarem a proteinas (glicosilfosfadilinositol) presentes na
superficie do parasito, formam ancoras, conhecidas por GPI-mucinas (Cardoso et al.,
2016), conduzindo, principalmente, a ativacdo de uma resposta imune do tipo TH1,
secretando mediadores inflamatérios como citocinas (IL-12, TNF, IFN- gama),
quimiocinas (CCL2, CCL5), 6xido nitrico (NO), dentre outros, que além de eliminarem
0 agente agressor, e modularem o curso da doenca, atuam como indicadores
quantitativos de processos biologicos ou patoldgicos empregados para fins de
diagnostico (Pinazo et al., 2015; Guedes et al., 2016). A producdo do IFN-gama, é

realizada tanto por células da resposta imune inata (ex. células NK, Natural killer cells)



qguanto por células T, que em conjunto com o TNF, ativam células do sistema
fagocitario mononuclear, a produzirem o oOxido nitrico (NO), molécula efetora,
responsavel por controlar a replicagdo intracelular desse protozoario (Gutierrez et al.,
2009); além de acionarem quimiocinas (CCL2-MCP1, CCL5-RANTES), que ativam e
recrutam novas células para o local da infeccdo (Teixeira et al., 2002; de Oliveira et al.,
2016). Uma vez que o excesso de células pro- inflamatorias em determinado tecido por
um tempo prolongado pode ser prejudicial ao hospedeiro, torna-se essencial a
participacdo de citocinas regulatorias, como a IL-10, responsaveis por inibir e controlar
a resposta imune mediante a infec¢do por esse protozoario (Dutra et al., 2015).

A constancia desses eventos inflamatorios, ao longo do tempo, conduz a
prevaléncia desse parasito em diferentes tecidos do hospedeiro mamifero, especialmente
em tecidos musculares. Em particular, o tecido muscular cardiaco representa um dos
sitios mais importantes desta interacdo parasito-hospedeiro. Dito isso, a infiltracdo
macica de células inflamatorias, seja devido a permanéncia do estimulo ou a auséncia de
mecanismos regulatorios, embora priorize a eliminagdo do protozoario, inevitavelmente,
conduz a destruicdo de células hospedeiras e de plexos simpaticos e parassimpaticos,
essenciais para o funcionamento autondmico cardiaco. Estas a¢Ges em conjunto,
culminam em uma nova reorganizacao estrutural do coracdo, afetando negativamente
sua funcionalidade, e assim, conduzindo cerca de 20- 30% dos pacientes sintomaticos
nesta condi¢cdo, a um quadro de cardiopatia chagéasica cronica (CCC) (Prata A, 2001;
Marin-Neto et al., 2007; Talvani & Teixeira, 2011; Malik et al., 2015). Nestes
individuos, ja foi demonstrada maior producdo/expressdo de citocinas e quimiocinas
pro- inflamatorias como TNF e CCL2, e a presenca dessas, estdo correlacionadas com o
comprometimento do coracdo (Dutra et.al., 1997 Cunha-Neto et al., 2009). Por outro

lado, em individuos crdnicos, com auséncia de manifestacbes cardiacas e digestorias, ja



foi demonstrado uma prevaléncia de citocinas regulatorias circulantes, como a IL-10,
mostrando que, em parte, o perfil dos mediadores inflamatdrios parece definir o quadro

clinico na fase cronica dos individuos infectados pelo T. cruzi (Dutra et al., 2014).

No entanto, a intensidade da resposta inflamatoria mediante a infec¢do pelo T.
cruzi, pode decorrer de diferentes fatores como, por exemplo, a cepa do parasito, a via
de infeccdo, além da genética e da resposta imune do hospedeiro vertebrado, capaz de
direcionar o curso de evolucdo da doenga (Machado, 2013; Magalhées et al., 2015).
Dito isso, torna-se importante o desenvolvimento/utilizacdo de farmacos, visando nédo
apenas a destruicdo do parasito, mas também o equilibrio entre a interacdo

parasito/hospedeiro.

1.4. Estresse oxidativo:

As células, de uma forma geral, sdo capazes de responder a diversos ataques
inflamatorios por meio de diferentes mecanismos de defesa no intuito de protegé-las,
repara-las ou degradar proteinas danificadas, garantindo sua replicacdo e sobrevivéncia.
O estresse oxidativo, € uma das principais estratégias de defesa da resposta inflamatoria
no combate a infec¢Bes parasitarias (Schirmer et al., 1987; Pérez- Fuentes et al., 2003);
definido como uma excessiva producdo de substdncias oxidantes, como as espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio (ERONSs), em detrimento as substancias antioxidantes
celulares, conduzindo, assim, a uma série de mudancas fisiopatologicas (Sies, 1997).
Estas espécies reativas sdo moléculas contendo um ou mais elétrons desemparelhados
em seus Ultimos orbitais atbmicos, conferindo-lhes alta reatividade (Fuentez et al.,
2007).

Estudos recentes tém mostrado uma correlagdo entre a progressao da doenca de
Chagas e um aumento na producédo de espécies oxidativas (Gupta et al., 2009, Ba et al.,

2010; Ribeiro et al., 2013). Esta elevagdo possivelmente encontra-se relacionado ao



potencial dessas espécies reativas em oxidar constituintes celulares importantes, como
proteinas, lipideos e DNA, comprometendo a estrutura, funcdo, e consequente morte
celular (Wen et al., 2004; Karabacak et al., 2014). Gupta e colaboradores (2009)
demonstraram que as células do tecido muscular cardiaco respondem a infecgéo pelo T.
cruzi, elevando as espécies reativas de oxigénio (ROS), sendo esta produgdo ainda mais
intensificada por intermédio das citocinas e quimiocinas. Todavia, embora essencial
para o controle inicial da infeccdo, o estresse oxidativo apresenta efeitos toxicos sobre
componentes celulares do hospedeiro, contribuindo para uma maior destruicdo dos
cardiomidcitos e possivelmente conduzindo os pacientes ao quadro de CCC, fato que
contribuiria para a piora do quadro clinico cardiaco (Pérez- Fuentes et al., 2003; Gupta
et al., 2009)

Em modelo experimental infectado por este protozoario ja foi demonstrado um
aumento de marcadores de danos oxidativos em tecido muscular cardiaco, como
proteinas carboniladas (PC) e TBARs, concomitante a redugdo na producgdo da enzima
antioxidante SOD e ndo alteracdo da catalase (CAT), GPx e GR (Pérez- Fuentes et al.,
2002). Enzimas antioxidantes como a superéxido dismutase (SOD), tém sido associadas
a uma maior protecdo celular em infecgdes mediadas pelo T. cruzi (Cardoni et al.,
1990). Esta enzima promove a dismutacdo do anion superdxido em perdxido de
hidrogénio e oxigénio molecular, conferindo protecdo as células contra essa espécie
reativa e, ao lado da GPx, desempenha papel chave em combater ROS no coracdo (Wen
et al., 2004).

Desta maneira, tem havido enorme interesse pela identificacdo de agentes
antioxidantes exogenos que atuem, direta ou indiretamente, sobre o estresse oxidativo.
Dentre eles, farmacos da classe dos betabloqueadores tem se mostrado eficiente para

esse papel, amenizando os efeitos deletérios cardiovasculares gerados pelas espécies



oxidantes e, desta maneira gerando melhorias em cardiopatias de diferentes etiologias.
Um estudo de Budni et al (2009), demonstrou que pacientes portadores de CCC que
receberam intervengdo com este farmaco CV, apresentaram redugdo nos marcadores de
stress oxidativo (PC, TBARS), com concomitante aumento de enzimas antioxidantes,

conduzindo a melhorias no prognostico clinico dos individuos.

1.5. Estratégias terapéuticas anti-Trypanosoma cruzi

Os estudos terapéuticos para combater o T. cruzi deram inicio no comeco dos
anos 60 (Brener Z, 1962). No presente, apenas dois farmacos antiparasitarios sdo licitos
para 0 uso humano no tratamento desta doenca (Pérez-Molina et al., 2015), o
nitrofurano Nifurtimox (NFX; Lampit®, Bayer) e o nitroimidazol Benznidazol (BZ)
(Rochagan®, Rodanil®, Roche). Os dois compostos compartilham peculiaridades
como, uma melhor tolerdncia quando administrados em criancas, maior toxicidade em
adultos, maior eficacia durante a fase aguda da infeccdo pelo T. cruzi, além de
susceptibilidades diferentes entre os diferentes DTU’s do parasito (Bermudez et al.,
2015).

O farmaco Benznidazol (N-benzil-2- nitroimidazole-1-acetamida), é uma droga
nitroheterociclica, sintetizada no ano 1972 pelo laboratério Hoffman - La Roche, na
Suica (Salomon, 2011), e introduzida para o uso clinico em humanos a partir do ano de
1978 (Apt, 2010). E o farmaco de escolha para o tratamento da doenca de Chagas em
paises da América latina (Morillo et al., 2015). Esta intervencdo atua por meio de
mecanismos complexos, que envolvem a ligacdo a lipideos, proteinas e DNA do T.
cruzi, e desta forma, inibindo a replicagdo (Docampo, 1990), e a cadeia respiratoria
deste protozoario (Apt, 2010). Por outro lado, esses mecanismos de reducédo, mediados
pelo complexo enzimatico do citocromo P450, parecem afetar ndo apenas

macromoléculas do parasito como também do hospedeiro mamifero, e, por conseguinte



gerando a producéo de espécies reativas do oxigénio (ROS), e nitrogénio (RNS), e dessa
forma, aumentando a toxicidade do farmaco, e consequentemente os efeitos adversos,
associados ao seu uso (Urbina & DoCampo, 2003; Morillo et al., 2015). Esta terapia
demonstra maior eficicia quando administrada em fase aguda, ou durante a infec¢do
congénita pelo T. cruzi (Malik et al., 2015), sendo a cura parasitologica avaliada por
técnicas de PCR, divulgadas acima de 90% em neonatos, e de 76-85% nos demais
individuos infectados, e a cura parasitoldgica, avaliada por pelo menos dois testes
diferentes, com uma proporc¢édo de cura a 100% nos pacientes com doenga de Chagas
congénita até o primeiro ano de vida e de 76% para o restante dos individuos infectados
(Pérez-Molina et al., 2015). Todavia, demostra-se insatisfatoria quando administrada em
fase cronica, demonstrando limitagdes quanto a penetracdo tecidual (Santos et al.,
2012). Estudos como 0 BENEFIT, maior ensaio clinico proposto para avaliar o papel do
BZ em reduzir a mortalidade e danos cardiovasculares em pacientes com CCC, mostrou
que embora esta intervencdo tenha prevenido o desenvolvimento de uma forma mais
grave de cardiopatia, ndo foi capaz de conter a evolugdo clinica cardiaca (Morillo et al.,
2015).

Assim, ainda que esta intervencao terapéutica atue de forma satisfatéria sobre a
resposta imune e controle parasitario em fase aguda, apresenta, em contrapartida, alta
toxicidade e efeitos adversos (Piaggio et al. 2001; Keenan & Chaplin, 2015), tornando
necessario a descoberta de novas terapias, com intuito de gerar melhorias no
prognostico desse paciente. Assim, considerando a infeccdo mediante o T. cruzi como
uma patologia de carater inflamatdrio progressivo cronico, intervencées utilizadas em
doencgas cardiovasculares de diferentes etiologias (por exemplo, beta-bloqueadores e

estatinas) tém recebido especial atencdo por regular, parcialmente, a resposta imune e



consequentemente, conduzindo a melhorias na fungdo cardiaca em estudos da infecgéo

experimental e humana pelo T. cruzi (Machado et. al., 2005).

1.6. Os betabloqueadores adrenérgicos

Os betabloqueadores adrenérgicos constituem uma classe heterogénea de
agentes, que atuam inibindo as respostas cronotropicas, inotropicas e vasoconstritoras a
acao das catecolaminas epinefrina e norepinefrina, em receptores especificos do tipo
beta-adrenérgicos localizados na membrana celular (Bortolotto & Consolim- Colombo,
2010, Batlouni & Albuquerque, 2000). Estes receptores sdo classificados em alfa-
adrenérgicos ([J-AR) e beta- adrenérgicos (3-AR), sendo descrito subtipos distintos de
receptores do tipo B-AR: B1-AR, R2-AR e R3-AR, baseados em diferencas na poténcia
dos seus agonistas (adrenalina e noradrenalina) (Lands et al., 1967; Neto et al., 2006).
Os receptores R-AR desempenham papel crucial na regulacdo de atividades
cardiovasculares. Os trés subtipos identificados (B1-AR, 2-AR, R3-AR) estdo presentes
em musculos vascular e cardiaco, com predominio de receptor tipo $2- AR em musculo
liso e esquelético, tipo #1- ARs no miocérdio, e o tipo R3- AR de efeitos metabdlicos,
como a lipdlise no tecido adiposo (Vanhoutte & Gao, 2013). De acordo com o modelo
apresentado por Dixon et al. (1987), estes receptores (31, 32, R3) apresentam sete
dominios transmembrana, e encontram-se ligados as proteinas G (Neto et al., 2006),
que por sua vez estdo unidas a adenilato ciclase. A ligacdo do neurotransmissor aos
receptores provoca um aumento na concentracdo do segundo mensageiro celular, o
monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) (Bortolotto & Consolim-Colombo, 2009),
culminando em um aumento do débito cardiaco, aumento de renina pelas células
justaglomerulares, e na interferéncia sobre a resposta inflamatoria (Pauschingeret al.,

2005).



O principal alvo da atividade betabloqueadora é o sistema nervoso simpaético,
que constitui uma das vias centrais da fisiopatologia da hipertensao arterial, tanto pelos
efeitos que é capaz de gerar em tecido cardiaco e em vasos sanguineos, quanto pelas
interagbes com o sistema renina-angiotensina-aldosterona (Bortolotto & Consolim-
Colombo, 2009). O bloqueio dos receptores do tipo R1-AR inibe a atividade do sistema
renina-angiotensina-aldosterona, anulando parcialmente seus efeitos deletérios na
insuficiéncia cardiaca, pois, quando ativos esses receptores estimulam a secrecdo de
renina pelas células justaglomerulares do néfron, aumentando a formacdo de
angiotensina Il, tdxica para cardiomidcitos, além de gerar vasoconstricdo e liberacdo
adicional de catecolaminas. Assim, os inibidores da enzima conversora de angiotensina
e betabloqueadores demonstram atuar de forma sinérgica (Batlouni & Albuquerque,
2000). Nas ultimas quatro décadas, esses farmacos tém sido considerados 0 marco para
tratamentos como hipertensdo, pelas suas supostas propriedades cardioprotetores (De
Caterina & Leone, 2010). Além disso, a identificacdo dos efeitos prejudiciais do sistema
nervoso simpatico na disfuncdo ventricular esquerda sistdlica e a efetividade do
blogueio parcial da estimulacdo simpéatica adrenérgica pelo tratamento com
betabloqueadores adrenérgicos acarretou consumo crescente desses compostos em

tratamentos de insuficiéncia cardiaca (Batlouni & Albuquerque, 2000).

Contudo, os betablogueadores constituem uma classe complexa de farmacos,
formada por diferentes agentes que distinguem entre si de forma substancial em suas
propriedades farmacoldgicas (Di Nicolantonio et al., 2015), onde as diferencas mais
importantes estdo relacionadas ao grau de seletividade, sendo subdivididos em trés
classes (Bortolotto & Consolim- Colombo, 2010). A primeira classe, ou agentes de
primeira geracdo sdo seletivos, responsaveis por realizarem o bloqueio de receptores

adrenérgicos do tipo B1-AR e B2- AR, pouco tolerado na insuficiéncia cardiaca, e



devido ao efeito inotropico negativo, se associa a resisténcia vascular periférica (ex:
propranolol), os agentes de segunda geragdo, também seletivos, exercem o bloqueio em
receptores do tipo B1-AR, sem aumentar a resisténcia vascular periférica, e dessa forma
tornando-se mais toleraveis para tratamentos de insuficiéncia cardiaca (ex: metoprolol)
e, 0s de terceira geracdo, também chamados BB da nova geracédo, que realizam bloqueio
ndo seletivo, ou seja, o bloqueio maltiplo de receptores beta- adrenérgicos, além da
atividade simpatomimética intrinseca, e do bloqueio adicional do receptor []1-
adrenérgico, promovendo a vasodilatagdo, indicando tolerabilidade maior que o0s
farmacos mais antigos (ex: CV) (Batlouni e Albuquerque, 2000).

Nos dias de hoje, alguns tratamentos utilizados para pacientes diagnosticados
com cardiopatia chagésica sdo semelhantes aos utilizados em pacientes portadores de
outras patologias cardiacas (Issa et al., 2016), visto que na cardiopatia chagésica, as
respostas neuro-hormonais e hemodinamicas nédo se diferem tanto de outras cardiopatias
(Botoni et al., 2007). Estes tratamentos séo extensamente baseados na utilizagdo de
farmacos responsaveis pela inibicdo do sistema renina- angiotensina- aldosterona (ECA)
e do sistema nervoso simpatico (BB), porém, essas intervencGes farmacéuticas, ainda
ndo foram devidamente regularizadas (Issa et al., 2016). Alguns estudos indicam
possiveis beneficios na utilizacdo de betabloqueadores quando administrados em
concomitancia a infeccdo pelo T. cruzi, tanto em modelos experimentais como em
humanos, observando melhora na taxa de mortalidade em fase aguda de animais
infectados pela cepa Y do T. cruzi e tratados com o BB CV (Pimentel et al., 2012),
reducdo no parasitismo com o uso do BB propranolol (Fernandez et al., 1999), melhora
na fragcdo de ejecdo do ventriculo esquerdo quando administrados em humanos (Botoni
et al., 2007). Além disso, visto a importancia da resposta inflamatdria para a progresséo

da doenca, Fatani e colaboradores (2015), também mostraram que ha uma redugdo em



citocinas pré- inflamatorias em ratos com colites ulcerativas, quando tratados com o BB
CV, sugerindo efeitos regulatérios para este farmaco. Todavia, os aspectos patoldgicos e
fisiopatolégicos da cardiopatia chagésica levantam especulacBes sobre a eficécia e
seguranca no uso dessas opg0es terapéuticas, especificamente com relagdo ao bloqueio
do sistema nervoso simpético (Issa et al., 2016), pois, sabe-se que na cardiopatia
chagésica € descrita a denervacdo do sistema nervoso simpatico com reducdo das
atividades adrenérgicas, levando-nos a questionar a real eficacia desses farmacos frente

a infeccdo pelo T. cruzi.

1.7. O Carvedilol

O farmaco CV (Coreg®, Roche), é um betabloqueador adrenérgico de terceira
geracgdo, ndo seletivo, lipofilico, e sem atividade simpatomimética intrinseca (Leonetti
& Egan, 2012), capaz de bloquear simultaneamente os receptores do tipo Bl e [32-
adrenérgicos, resultando em melhorias na funcdo miocéardica, além do blogueio
adicional do receptor do tipo [J[J- adrenérgico, que reduz a resisténcia vascular
periférica através da vasodilatacdo (Dulin & Abraham, 2004). Esta capacidade de
inibicdo maltipla indica vantagens em sua utilizacdo quando comparado a outros
betabloqueadores, devido a maior tolerabilidade (DiNicolantonio e Hackam, 2012), com
efeitos hemodinamicos similares aos IECAS, e desta forma, tornando-se farmaco de
escolha para tratamentos anti-hipertensivos (Leonetti & Egan, 2012), insuficiéncia
cardiaca (Prabhu et al., 2000), trombose (Lin et al., 2010) além de melhoras na fracéo de
ejecdo do ventriculo esquerdo (Gerson et al., 2002; Botoni et al., 2007; Paushingeret et
al., 2005).

As particularidades do farmaco podem ser atribuidas as diferentes regibes de

sua estrutura molecular (Dulin & Abraham, 2004) (Figura 1), como por exemplo, a



presenca de grupos carbazol e metabdlitos hidroxilados que o conferem alta atividade
antioxidante (Miranda et al., 2014), através da doacdo direta de elétrons as Espécies
Reativas de Oxigénio (ERO) e Espécies Reativas de Nitrogénio (ERN) (Budni et al.,
2012). O estudo desenvolvido por Rossig et al. (2000) relata que o efeito antioxidante
do farmaco é capaz de inibir a apoptose de células endoteliais, e dessa forma
acarretando melhorias em pacientes portadores de insuficiéncia cardiaca. Estudos como
0 de Budni et al. (2012), mostrou que o farmaco se apresentou eficaz na atenuagdo do

dano oxidativo gerado em pacientes portadores da doenca de Chagas.
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Figura 1- Estrutura molecular do Carvedilol. Imagem retirada de: Pharmacology
of Carvedilol (Dulin & Abraham, 2004)

Um grande numero de citocinas pro-inflamatérias estdo aumentadas em
individuos portadores de diferentes cardiopatias (Ohtsuka et al., 2002; Prabhu et
al.,2000; Botoni et al., 2007), e dessa forma exercem funcdo de marcadores bioldgicos,
a fim de identificar os fatores imunoldgicos envolvidos na progressdo da doenca
(Poveda et al., 2014). Alguns estudos como o de Desoky (2016), tém mostrado uma
possivel atividade imunomodulatéria do farmaco CV. Lin et al.(2008), também mostrou

isso, sugerindo interferéncia do farmaco na producéo de citocinas pro- inflamatorias,



como na reducéo da citocina TNF, presente em alta quantidade em casos de progresséo
de insuficiéncia cardiaca. O CV também demonstrou atuar nos neutréfilos (Feuerstein et
al.,1997), primeiras células que se deslocam para o sitio de infeccdo (Catelan et al.,
2007), que além de serem fonte importante de radicais livres de oxigénio, também
liberam citocinas e enzimas proteoliticas que podem aumentar os danos isquémicos
(Feuerstein et al.,1997). Além disso, esse betabloqueador é capaz de alterar a expressdo
génica apos isquemia miocérdica, pela interferéncia nos niveis circulantes de TNF, I1L-6
e IL-1R (Paushingeret et al.,2005; Nakano et al., 2001). Um estudo com individuos
diagnosticados com a doenca de Chagas mostrou que a associac¢ao do farmaco Enalapril
(inibidor de ECA) com o betabloqueador CV, apresentou reducdo sérica da quimiocina
pro- inflamatéria CCL5, bem como uma melhora na fracdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo (Botoni et al. 2007).

Dessa forma, visto os efeitos pleiotrépicos do farmaco, e a auséncia de registros
em publicagdes cientificas correlacionando sua utilizacdo frente a infecgdo pelo T. cruzi
em fase aguda, ele foi selecionado para realizagcdo de ensaios, na tentativa de elucidar

algumas questdes envolvendo essa relagdo.



2.0. OBJETIVO GERAL

Avaliar a interferéncia da administracdo diaria do betablogueador adrenérgico
carverdilol e/ou Benznidazol sobre a resposta inflamatéria cardiaca durante a infecgédo

experimental de camundongos C57BL6 pelo T. cruzi (cepa Colombiana) em fase aguda.

2.1. Objetivos especificos:
Em camundongos isogénicos C57BL6 infectados pela cepa Colombiana do T. cruzi,
tratados ou ndo, com CV e/ou BZ, identificar os efeitos destes farmacos nos seguintes

parametros:

(1) Aco0es anti- T. cruzi em fase aguda;

(i)  Sobrevida dos animais;

(iii)  Peso relativo do coracao

(iv)  Produgdo plasméatica de marcadores inflamatérios (TNF, 1L-10, CCL2,
CCLb5);

(v) O infiltrado inflamatério, e a presenca de ninhos de amastigota no tecido

muscular cardiaco;

(vi) O estresse oxidativo no tecido muscular cardiaco



3.0. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais e infecgéo pelo T. cruzi

Neste trabalho foram utilizados camundongos machos da linhagem C57BL6
(isogénicos), com idade de 6-8 semanas e peso aproximados entre 18 a 20g, fornecidos
pelo Centro de Ciéncia Animal da Universidade Federal de Ouro Preto (CCA-UFOP) e
mantidos sem restricdo de &gua e racdo. Os procedimentos adotados estdo de acordo
com o0s principios éticos de experimentacdo animal pré-estabelecidos pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), tendo sido aprovados pela Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFOP, protocolo n° 2016/14.

Para a infecgéo, foi utilizada a cepa Colombiana do T. cruzi, armazenada em
nitrogénio liquido, e mantida in vivo por sucessivas passagens em camundongos da
linhagem swiss. A cepa Colombiana foi descoberta ap6s isolamento, por hemocultura,
de um individuo com doenca de Chagas em fase cronica (humano) na Colémbia,
predominando sua forma larga e nitido tropismo para os tecidos musculares cardiaco e
esquelético, gerando intensa resposta inflamatdria, e altos picos de parasitemia entre 20-
30 dias de infeccdo. Atualmente, esta cepa pertence ao DTU | do T. cruzi, comumente
relacionado a casos de cardiopatias (Brisse et al., 2000; Borges et al., 2009; Zingales et
al., 2009; Zingales et al., 2012).

O in6culo foi realizado via intraperitoneal, com 50 formas tripomastigotas da
cepa Colombiana do T. cruzi. A coleta dos parasitos sanguineos ocorreu proximo ao
pico de parasitemia, objetivando minimizar a selecdo genética de formas. O sangue foi

diluido em salina 0,9% para ajuste da concentracdo desejada.

3.2. Tratamento e eutanasia dos animais



De acordo com as normas estabelecidas pelo CEUA, para definirmos o nimero
de animais necesséarios em cada grupo experimental de tratamento, foi realizado um
calculo amostral através da utilizacdo do programa BIOESTAT 5.1, com nivel de
confianca de 95%. Definindo a necessidade de serem utilizados 15 animais por grupo.
Assim, foram inoculados intraperitonealmente com 50 formas tripomastigotas os
seguintes grupos experimentais: (I) 15 animais que ndo receberam tratamento (Il) 15
animais tratados com 100mg/Kg/dia de BZ (lIll) 15 animais tratados com o CV
23mg/kg/dia (V) 15 animais tratados com a combinacdo dos farmacos BZ
100mg/kg/dia e 25mg/kg/dia. Além disso, foram utilizados 10 animais como controle
ndo infectado.

Os animais da linhagem C57BL/6 permaneceram 28 dias infectados, e o
tratamento se deu inicio ap6s 72 horas de infecgdo, tempo estimado para a primeira
replicagdo intracelular do parasito. Dessa forma, os animais foram tratados durante 23
dias consecutivos por via oral, através do método de gavagem. O grupo controle nao
infectado e o grupo controle infectado nédo tratado foram mantidos sob as mesmas
condicBes dos demais grupos, recebendo tratamento com o veiculo no qual os farmacos
foram diluidos, PBS 1x com adicdo de metil- celulose para suspensao.

No 28° dia de infeccdo os animais foram eutanasiados e previamente
anestesiados para a coleta de sangue pelo plexo retro-orbital com a adicdo de uma
pequena quantidade (50ul) de anticoagulante e, posteriormente, este material foi
submetido a centrifugacdo refrigerada para obtencdo do plasma. O material foi
aliquotado em dois tubos conicos marca eppendorff de 1,5 ml e armazenado a -80 °C.
Em sequéncia, cada animal foi pesado e entdo eutanasiado. O coracdo destes animais foi
removido, lavado s em PBS 1x e armazenados imediatamente em formaldeido

tamponado 10% para analise histopatoldgica. Além disso, uma seccdo do figado e do



baco também foram removidos e armazenados em formaldeido para formagdo de um

banco de material bioldgico a ser utilizado em trabalhos futuros.

Parasitemia ao longo de

T. cruzi- cepa todo o periodo de
Colombiana infeccdo
G @ e i 72 hsi 28 dias infeccao/ 23 dias tratamento
Inicio dos Necropsia
tratamentos

Figura 2- Linha do tempo de tratamento. Apoés 8- 10 semanas de vida os animais da
linhagem C57BL/6 foram infectados com 50 formas tripomastigotas da cepa
Colombiana do T. cruzi. Apds 72hs, deu-se inicio as intervencBes terapéuticas
propostas neste estudo. Os animais foram tratados durante 23 dias e eutanasiados no
28°.

3.3. Parasitemia
As anélises parasitémicas foram realizadas diariamente a partir do primeiro dia

de infecgdo, através da coleta de 5ul de sangue da veia caudal marginal dos
camundongos e a quantificacdo das formas tripomastigotas, realizada por contagem
direta em lamina/laminulas pela microscopia Optica diariamente, segundo a técnica
descrita por Brener (1962) até o vigésimo oitavo dia de infeccdo, dia em que ocorreu a

eutanasia desses animais.

3.4. Ensaios imunoenzimaticos (ELISA)
Os ensaios imunoenzimaticos (ELISA) foram realizados utilizando-se o plasma
dos camundongos infectados ou ndo pelo T. cruzi e tratados ou ndo com as terapias

farmacoldgicas propostas neste trabalho. O plasma dos animais obtidos apds separacéo



por centrifugacdo a 4000rpm por 10 minutos em centrifuga refrigerada a 4 graus
Celsius. O plasma foi coletado e o precipitado descartado. Os ensaios, assim como a
preparacdo das solugdes utilizadas, foram realizados de acordo com o protocolo do
fabricante de cada kit imunoenzimaticos.

Para o procedimento foram utilizadas placas de 96 pocos e, em cada pogo
adicionados 100 ul de anticorpo monoclonal contra a proteina (anticorpo de captura),
diluidos em PBS, sendo estas placas incubadas por 12 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 100 ul/pogo
de uma solucdo 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 100ul para cada pogo. Concomitante, a proteina investigada foi diluida em
varias concentracGes para a construcdo da curva padrdo e, em seguida as placas foram
incubadas por 2 horas a temperatura ambiente.

Apobs a lavagem dos pocgos, os anticorpos secundarios (anticorpo de detec¢do)
foram diluidos em PBS-BSA 0,1% e incubados por duas horas em temperatura
ambiente. As placas foram novamente lavadas e 100 pl de estreptoavidina ligada a
peroxidase em PBS-BSA 0,1% adicionados as placas que permaneceram incubadas por
20 minutos a temperatura ambiente.

O cromogeno utilizado para a revelagdo foi a tetrametilbenzidina (Color Reagent
B-R&D Systems, Minneapolis, USA), sendo 5mL deste cromogeno adicionados a 5SmL
de agua oxigenada (H202- Color Reagent A - R&D Systems, Minneapolis, USA). Cem
microlitros dessa solugdo foram adicionados em cada um dos pocos e apds 20 minutos
de incubagdo na auséncia de luz, a reacao foi bloqueada a partir da adigdo de 100 pl de

H.SO,4 2,5M por poco. A leitura da intensidade de coloracéo foi realizada atraves de um



leitor dptico de microplacas utilizando um comprimento de onda de 450 nM, 30
minutos apdés a adicdo de H2SO4 para bloqueio das reacdes. A quantificacdo das
quimiocinas e citocinas foi realizada a partir da densidade Optica obtida com a curva
padrdo de concentragcdes conhecidas dos peptideos, analisadas pelo software SOFTmax
PRO 4.0.

Os ensaios imunoenzimaticos foram utilizados para a medigdo dos niveis
circulantes das quimiocinas CCL5 e CCL2 (R&D Systems, Minneapolis, USA), e para
as citocinas pro- inflamatorias TNF e INF-gama (Fator de necrose tumoral- R&D
Systems, Minneapolis, USA) e para as citocinas regulatorias interleucina-10 e

interleucina- 22 (R&D Systems, Minneapolis, USA).

3.5. Histologia

3.5.1. Processamento e cortes em microtomo

Os animais C57BL/6 dos cinco grupos experimentais foram eutanasiados no 27°
dia de infeccdo tendo seus coracBes imediatamente fixados em formaldeido tamponado
10%. Os tecidos foram processados, e entdo incluidos em parafina complementada com
10% de cera de abelha. Os blocos montados foram submetidos a microtomia em seccoes
de 4um de diametro para confec¢do das laminas que foram, posteriormente, coradas

pelo método de Hematoxilina & Eosina, para a analise do infiltrado inflamatorio.

3.5.2. Técnica de coloragdo Hematoxilina & Eosina (HE)

Para andlise quantitativa e qualitativa do processo inflamatorio no tecido
cardiaco dos animais, foi realizada a coloragdo por HE. Os cortes com com 4um de
espessura foram desparafinizados em dois banhos de xilol, 15 minutos em cada,
hidratados em soluges alcoolicas de concentragdes decrescentes de alcool (100%, 90%,

80% e 70%), 10 minutos em cada, e lavados em &gua corrente por 10 minutos e em PBS



pH 7,2 por 5 minutos. Em seguida, os cortes foram corados pela hematoxilina por 10
minutos, lavados em agua corrente e diferenciados rapidamente em alcool acidulado e,
logo apo6s, lavados novamente em agua corrente. Depois foram corados pela Eosina
durante 1 minuto. Apds o Ultimo processo de lavagem em &gua corrente, as laminas
com os cortes, foram acondicionadas em estufa a 56°C para secagem e, posteriormente
submetidas a um banho de xilol durante 30 minutos. Ao final, as laminas foram

montadas com laminulas e Entelan® (Merck, Alemanha).

3.5.3. Analise histopatolégica

Para todas as analises nos cortes histoldgicos, as imagens foram digitalizadas
utilizando o microscopio Leica DM5000B com uma microcaméra acoplada e analisadas
pelo programa analisador de imagens Leica QWin V3.

O processo inflamatério foi avaliado através da quantificacdo de todos o0s
nacleos celulares presentes nos fragmentos do coracdo em 20 imagens aleatorias (&rea
total percorrida igual a 1,5 x 10° um?). A analise dos valores obtidos foi feita pelo
calculo estatistico descritivo do conjunto de valores obtidos em cada subgrupo. Sendo o
mesmo determinado pelo ndmero de nucleos das células presentes nos animais nao-
infectados + desvio padrdo, os animais infectados com o T. cruzi com valores da
quantificacdo de nucleos celulares acima desta média foram considerados com

inflamacdo cardiaca.

3.6. Estresse Oxidativo
O estresse oxidativo foi analisado perante analise de algumas enzimas e
proteinas no tecido cardiaco. Para essas dosagens, foram utilizados fragmentos

homogeneizados do coracdo de cada animal.



3.6.1. Determinacao de proteinas totais

A dosagem de proteinas totais foi realizada atraves do homogeneizado das
amostras do tecido cardiaco pelo Método de Bradford (Bradford, 1976). O reagente de
Bradford contém como principal componente o corante Coomassie brilhante azul, que
em solucdo acida se liga as proteinas da amostra, alterando sua absorbancia de 465 nm
para 595 nm, medida através do leitor de ELISA (Bio-Rad mod. 550, Hercules, EUA).

Esta concentracdo foi representada em mg/mL.

3.6.2. Atividade da Superoxido dismutase- SOD

A superdxido dismutase é uma enzima antioxidante que catalisa a dismutacéo do
superoxido em oxigénio e peroxido de hidrogénio. Sua atividade foi medida no tecido
cardiaco de acordo com o método de Marklund e colaboradores (Marklund, S &
Marklund, G, 1974) que se baseia na capacidade da enzima SOD em inibir a auto-
oxidagdo do pirogalol. Os reagentes de trabalho utilizados foram: fosfato de potassio
monobéasico (KH2PO4), fosfato de sodio dibéasico (Na2HPO4), Pirogalol, MTT
(brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2H]-2,5-difenilterazolio) e DMSO (dimetilsulfoxido).
Para a realizacdo da dosagem, fragmentos de 0,5 mg do tecido foram homogeneizados
com 1 mL de tampédo fosfato (50mM), pH 7,0, em seguida, centrifugados por 10
minutos a 12.000 RPM a 4 °C. O sobrenadante foi coletado e utilizado como amostra
biologica. A confeccdo das dosagens nas amostras utilizando placas de Elisa de 96
pocos de baixa sensibilidade, seguiu a sequéncia de adi¢cdes de reagentes, conforme o

quadro abaixo:



Poco Amostra Tampao MTT Pirogalol
Branco _ 144 ul 6 ul _
Padrao _ 127 pl 6 ul 15 pl

Amostra 30ul 99 ul 6 ul 15 pl

As amostras foram entdo incubadas por 5 minutos em estufa a 37 °C. Logo ap0s,
150 pL de DMSO foram adicionados as mesmas para parar a reacdo. As absorbancias
foram lidas no leitor de ELISA em um comprimento de onda de 570 nm. Para o célculo
da atividade de SOD, foi subtraido o resultado obtido da amostra pelo valor encontrado
do branco e, a seguir, foi dividido esse valor pelo encontrado da subtracdo do padrédo

pelo branco. Esta concentracdo foi representada em U/mg de proteina.

3.6.3. Atividade da Catalase

A atividade da CAT foi mensurada a partir da taxa de decréscimo de perdxido de
hidrogénio a uma absorbancia de 240nm, representada por U/mg de proteina (Aebi,
1984), que consiste na decomposicdo do H202 pela enzima observada durante 1 minuto
por espectrofotometria a 240 nm. Para a preparacdo da amostra biologica, 100 mg do
tecido cardiaco foram homogeneizados com 1 mL de tampé&o fosfato 0,1 M (pH 7,2) e
em seguida, foram centrifugados por 10 minutos a 10.000 RPM a 4 °C. O sobrenadante
foi coletado e utilizado como amostra biologica. Em um tubo de polipropileno, foi
adicionado 50 pL de tampao fosfato 0,1 mM (pH 7,2) e 40 L de &gua destilada, o qual
foi mantido em banho-maria a 30 °C por 1 minuto. Em seguida, foram adicionados 10
pL da amostra e 900 pL de H202 (10 mM). As absorbéncias foram lidas, exatamente a

cada minuto, durante 3 minutos. A agua destilada é utilizada como branco. A atividade




da CAT foi calculada segundo a lei de Lambert Beer. A absorbancia utilizada nessa
expressdo é o delta obtido da primeira e da Ultima absorbéancia lida (absorbancia final -
absorbéancia inicial). O coeficiente de extingdo molar utilizado foi o do H202 (39,4 M-1
cm-1 ). Esta concentracdo foi representada em U/mg de proteina. Uma unidade de

catalase é equivalente a hidrdlise de 1 pmol de H202 por minuto.

3.6.4. Proteinas Carboniladas

A oxidacdo de proteinas por EROs leva a formacao de derivados carbonilicos,
que podem ser mensurados por métodos sensiveis, particularmente aqueles que utilizam
0 2,4- dinitrofenilhidrazina (DNPH), gerando a hidrazona correspondente, a qual pode
ser analisada espectrofotometricamente. Para determinar da concentracdo de proteina
carbonilada utilizamos o método descrito por (Levine et al., 1994). Para a reacdo foi
utilizado um homogeneizado de tecido cardiaco dos camundongos pertencentes a
linhagem C57BL/6, em solucdo de KPE na concentragdo de 100mg/ml, onde 0,5ml
dessa solucdo foram precipitadas com 0,5ml de TCA a 1% e centrifugado a 5000 RPM
por 10 minutos. O sobrenadante foi entdo descartado e foi adicionado ao pellet 0,5ml de
DNPH em HCL para que esse sistema permanecesse em incubacdo por 1 hora com
passagens no vortex a cada 15 minutos. Em seguida foram adicionados 0,5ml de TCA a
1% e levado para nova centrifugacdo. Ao pellet foi acrescentado 1 ml de solucéo 1:1 de
etanol/acetato de etila e levado novamente para centrifuga. A seguir 1 ml de solucgéo de
SDS a 6% foi adicionado ao tubo e centrifugado. Desta vez foi descartado o pellet e 0

sobrenadante foi levado para leitura em espectrofotémetro em cubeta de quartzo.

3.6.5. Substancias reativas ao Acido Tiobarbittrico- TBARS

As concentracdes de TBARS, assim como de proteina carbonilada funcionam

como marcadores indiretos de danos oxidativos a lipideos e proteinas, respectivamente.



A determinacdo da concentracdo de TBARS foi baseada na capacidade do &cido
tiobarbiturico em se ligar a lipideos oxidados, formando malondialdeido. Essa dosagem
foi realizada conforme descrito por Buege & Aust (1978). Para a realizacdo da
dosagem, fragmentos de 100 mg do tecido foram homogeneizados com 1 mL de tampé&o
fosfato, ph 7,4 e em seguida, centrifugado por 10 minutos a 10.000 rpm a 4°C. O
sobrenadante foi retirado e usado como amostra biolégica. Em um tubo foram
adicionados 500 puL de homogeneizado, 230 pL de acido tricloroacético (TCA) 28% p/v
dissolvido em é&cido cloridrico (HCL) 0,23N, 230uL de TBA 1% dissolvido em &cido
acético 1:1 e 123 puL de BHT 5 Mm dissolvidos em etanol. Em seguida, o tubo foi
levado ao vortex e colocado em banho-maria a 95°C por 15 minutos. Apds serem
resfriados em banho de gelo, os tubos foram centrifugados por 10 minutos a 10000 g e 0
sobrenadante retirado foi lido no espectrofotébmetro a 535 nm, zerado com &gua
destilada. A concentracdo de TBARS foi determinada utilizando o coeficiente de
extingdo molar ([ = 1,56x 105 L x mol-1 x cm-1), seguindo a lei de Lambert Beer. Essa

concentracéo foi representada em nmols/mL

3.7. Andlise estatistica dos dados

Os parametros avaliados foram representados pela média de seus valores e
respectivo erro médio padrdo. Utilizou-se o programa GraphPad Prism, onde os dados
foram analisados utilizando o teste Kolmogorov-Smirnov para confirmar os padrbes de
normalidade. Ap6s confirmada a normalidade, os dados foram analisados pelo teste
OneWay ANOVA para multiplas comparacfes (Turkey test), e twoWAY ANOVA para
andlise da parasitemia. As diferencas foram consideradas significativas se o P foi igual

ou menor que 0,05.



4.0. RESULTADOS

4.1. Analise da parasitemia

Posterior a infeccdo, os animais foram submetidos a primeira avaliacdo através

do método da parasitemia, que ocorreu durante 27 dias.
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Figura 3. Curvas de parasitemia de animais C57BL/6 infectados com a cepa
Colombiana do T. cruzi tratados ou ndo tratados CV, BZ e combinagdo de ambos
os farmacos. Curvas referentes a 28 dias de infeccdo e 23 dias de tratamento. Os dados
em cada ponto da curva equivalem a média da parasitemia/ dia referente a cada grupo.
*p<0,05 comparacdo entre a curva que representa o tratamento com CV, demais

farmacos e grupo infectado néo tratado.

Desta forma, de acordo com a curva de parasitemia (figura 3), nota-se que 0s
parasitos no sangue comecaram a ser detectados a partir do 7° dia de infeccdo, com
diferenga significativa entre os grupos demonstrada estatisticamente do 10° ao 13° dia
de infeccdo. As formas tripomastigotas presentes na circulagcdo sanguinea dos animais
tratados com o CV apresentou-se elevada quando comparada aos outros grupos de
tratamento, inclusive quando comparada ao grupo de animais infectados que néo
receberam tratamento, sendo as diferengas com esse grupo observadas a partir do 11° ao

13° dia de infeccdo, demonstrando uma provavel atuacdo deste farmaco sobre a resposta



imune desses animais. Ja a terapia realizada com o farmaco BZ, grupo controle de
tratamento, e a terapia realizada com combinacdo dos farmacos BZ e CV, mantiveram a

curva de parasitemia zeradas durante todo o periodo de avaliagéo.

4.2. Curvas de Mortalidade
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Figura 4. Curvas de mortalidade de animais C57BL/6 infectados com a cepa
Colombiana do T. cruzi, tratados ou ndo com CV, BZ e associacdo (BZ+CV).
Curvas referentes ao periodo compreendido entre o0 1° e o 28 ° dia de infecgdo, quando

eutanasiados.

A taxa de mortalidade foi determinada para os grupos de animais infectados,
submetidos ou ndo aos tratamentos (figura 4). Assim, observa-se que a taxa de
sobrevida foi de 100% nos grupos de animais infectados e tratados com o farmaco
benznidazol, ou com a combinagéo benznidazol e CV. J& o grupo de animais infectados
que ndo receberam tratamento, apresentou aproximadamente 66% de seus animais vivos

até o 28° dia de infeccdo (dia da necrdpsia), e justamente o grupo que recebeu o



tratamento com o betablogueador apresentou 0 menor nimero de animais vivos ao final

de 28 dias, com uma taxa de sobrevida de aproximadamente 53% até o dia da eutanésia.

4.3. Peso Relativo do Coracéao

O resultado da massa relativa do coragéo encontra-se representado pela figura 5,
e ap6s analise, observa-se um aumento na relagdo peso coragdo/corporal nos animais
infectados pelo T. cruzi, no entanto ndo houve diferenca comprovada estatisticamente
entre 0 grupo de animais infectados ndo tratados em relagdo aos outros grupos,
independentes da terapéutica farmacoldgica. Todavia, nota-se que o grupo de animais
que recebeu tratamento com o CV foi o Unico que apresentou diferenca estatistica

significativa em relagéo o controle n&o infectado.
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Figura 5. Peso relativo do coracdo de animais C57BL/6 infectados/ ndo infectados
com a cepa Colombiana do T. cruzi, tratados ou ndo com CV, BZ, e associagédo
(BZ+CV). Medida obtida a partir do peso do coracéo dividido pelo peso corporal do



animal. Barra em preto representa o grupo de animais infectados/ nao tratados, barras
em vermelho representam grupos que receberam intervencdo terapéutica. Linha
tracejada representa o peso relativo do coragdo de animais normais; * para diferenca

significativa em relacéo ao grupo controle ndo infectado p<0,05.

4.4- Ensaios imunoenzimaticos
A resposta imune advinda dos diferentes tratamentos também foi avaliada neste
estudo por meio de ensaios imunoenzimaticos para a citocina inflamatoria TNF

regulatoria 1L-10 bem como para as quimiocinas CCL2 e CCLS5.
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Figura 6. Figura 6: Producdo sérica de citocinas pro-inflamatéria e regulatoria
(TNF, IL-10) Concentracédo das citocinas TNF (A), IL-10(B) no plasma de animais
C57BL/6 infectados com a cepa Colombiana do T. cruzi submetidos ou ndo aos
tratamentos propostos nesse trabalho. Barra em preto representa o grupo de animais
infectados/ ndo tratados, barras em vermelho representam grupos que receberam
intervencdo terapéutica. Linha tracejada representa a concentracdo sérica dessas
citocinas em animais normais. Letras diferentes para diferencas estatisticas com
p<0,05.

Ao observar a producao plasmatica da citocina pro-inflamatéria TNF (figura 6a),
nota-se que houve uma reducdo dos niveis dessa para 0s animais tratados com a dose de
25mg/kg/dia do CV, comparado ao grupo de animais infectados que ndo recebeu
tratamento, apresentando diferencas estatisticas significativas. O mesmo perfil pode ser
observado para os animais tratados com a dose de 100mg/kg/dia de benznidazol.

Ja os niveis da citocina regulatéria 1L-10 (figura 6b), mostraram-se inalterados,

sem diferenca estatistica comprovada entre os diferentes grupos.
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Figura 7. Producdo sérica de quimiocinas inflamatérias CCL2 e CCLS5.
Concentracédo das quimiocinas CCL2 (A), CCL5 (B) no plasma de animais C57BL/6
infectados com a cepa Colombiana do T. cruzi submetidos ou ndo aos tratamentos
propostos nesse trabalho. Barra em preto representa o grupo de animais infectados/

ndo tratados, barras em vermelho representam grupos que receberam intervengdo



terapéutica. Linha tracejada representa a concentracdo serica dessas citocinas em

animais normais. Letras diferentes para diferencas estatisticas com P<0,05.

Ao correlacionar os niveis circulantes das quimiocinas CCL2/MPC-1 (figura 7a)
e CCL5/RANTES (figura 7b) entre os diferentes grupos, nota-se que a infeccdo foi
capaz de elevar de maneira significativa o nivel plasmatico das quimiocinas. Observa-se
que apenas a terapias com o farmaco Benznidazol e a associacdo foram capazes de
reduzir os niveis circulantes de CCL2 e CCL5, assemelhando-se aos niveis observados

no grupo controle ndo infectado.

4.5. Analise quantitativa e qualitativa do infiltrado inflamatorio no tecido cardiaco

O efeito dos tratamentos em monoterapia e em associacdo também foi analisado
em face das alteracBes histopatoldgicas, durante os 28 dias de infeccdo, periodo
correspondente a fase aguda da infeccdo experimental pelo T. cruzi. (figuras 8 e 9).
Apdbs andlise de morfometria do tecido cardiaco de animais pertencentes a linhagem
C57BL/6, observou-se que o0s animais infectados que ndo receberam tratamento
apresentaram inflamacdo difusa moderada (figura 8). Todavia, ap6s 23 dias de
tratamento, a monoterapia com o farmaco CV mostrou um aumento significativo dos
nacleos celulares em relacdo aos demais grupos (figura 8), retratando processo
inflamatdrio do tipo focal intenso (figura 9). Ja, o grupo de animais tratados com o
farmaco BZ, manteve o nimero de ndcleos celulares semelhante ao observado para 0s
animais ndo infectados, ou seja ndo apresentando inflamacéo (figura 8 e 9). Todavia,
ressalta-se que o grupo que recebeu a associacdo apresentou pequeno aumento de

nacleos celulares, exibindo inflamag&o do tipo focal discreta.
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Figura 8. Quantificacdo do processo inflamatério no tecido cardiaco de
camundongos infectados pela cepa Colombiana do Trypanosoma cruzi tratados ou
ndo com CV e/ou Benznidazol em fase aguda. Anélise do infiltrado inflamatério no
tecido cardiaco de animais infectados ndo tratados e tratados com BZ, CV e
combinagbes. Letras diferentes representam diferenca significativa com p <0,05. A
linha tracejada representa o nimero médio de células quantificadas em cortes
histologicos cardiacos de animais ndo infectados.
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Figura 9. Andlise qualitativa do coracdo. Fotomicrografia de cortes histologicos do
coracdo de camundongos C57BL/6 infectados pela cepa Colombiana do T.cruzi
tratados ou ndo com CV e/ou BZ na fase aguda. (A) Aspecto histologico cardiaco
normal em animais ndo infectados; (B) Infiltrado inflamatorio moderado e focal de
animais infectados e néo tratados; (C) Infiltrado intenso e focal de animais infectados e
tratados com 25mg/kg de CV; (D) Auséncia de infiltrado inflamatorio de animais
infectados e tratados com as doses 100 de BZ; (E) Processo inflamatorio discreto e
focal de animais infectados e tratados com a associacdo de CV e BZ nas doses de

25mg/Kg e 100 mg/Kg; Hematoxilina-Eosina. Barra=50um

4.6. Estresse Oxidativo

O Estresse Oxidativo foi realizado através da analise da atividade das enzimas

antioxidantes e dos marcadores de dano oxidativo, sumarizados na tabela abaixo:

Tabela 1: Quadro descritivo de marcadores de estresse oxidativo

Enzima/Proteina Sigla Funcao
Catalase CAT Antioxidante/ H,0, —>
H,O + O,
Superdxido dismutase SOD Antioxidante/ Converte

anion superéxido em H,0,
Proteina Carbonilada PC Marcador de dano
oxidativo de proteinas
Substancias reagentes ao TBARS Marcador de dano

acido tiobarbitarico oxidativo de lipideos




ApoGs andlise do grafico referente & atividade da enzima antioxidante SOD
(figura 10A), notou-se um aumento da atividade dessa enzima no grupo de animais
infectados e tratados com o farmaco CV, em relagcdo aos demais grupos infectados,
entretanto, este aumento ndo é observado estatisticamente. Todavia, o grupo infectado
ndo tratado e o grupo que recebeu a monoterapia com CV apresentaram diferencas
significativas com P < 0,05, quando comparado ao grupo de animais pertencentes ao
grupo controle ndo infectado. O mesmo perfil pode ser observado em relacdo a
atividade da enzima antioxidante CAT (figura 10B),onde um aumento significativo em
sua producdo € observado apenas no grupo que recebeu o tratamento com o CV em

relagdo ao grupo controle infectado/néo tratado.
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Figura 10: Atividade das enzimas antioxidantes (A) Superoxido Dismutase (SOD),
e Catalase (CAT) (B) em tecido cardiaco de camundongos pertencentes a linhagem
C57BL/6 infectados ou ndo com a cepa Colombiana do T. cruzi, submetidos ou nao
aos tratamentos propostos nesse trabalho. A atividade da CAT e da SOD foram
avaliadas por teste bioquimico especifico. Dados sdo expressos como a média + desvio
padrdo, * indica diferenca estatistica dos grupos infectados ndo tratados e infectado
tratado com CV em relacdo ao controle ndo infectdo, com p<0,05. A linha tracejada

indica a atividade dessas enzimas antioxidantes em animais nao infectados.

J& em relagcdo aos marcadores de dano oxidativo, ao analisar os dados referentes
a proteinas carboniladas, notou-se que o grupo de animais infectados ndo tratados e
animais que receberam a monoterapia com o farmaco CV apresentaram maior indice de
dano oxidativo de proteinas, exibindo diferenca estatistica quando comparados aos
grupos infectados tratados com a monoterapia BZ, com a associacdo BZ+CV; e grupo

controle ndo infectado. Um perfil diferente pode ser verificado quando analisamos 0s



niveis de TBARS (Figura 11B) entre os diferentes grupos, pois observamos ndo haver
diferenca estatistica entre os grupos infectados que receberam intervencao terapéutica.
Porém, os grupos que receberam tratamento se diferem de forma significativa dos
animais que pertencem ao grupo controle ndo infectado. De uma maneira similar, ao
que foi demonstrado na analise da proteina carbonilada (Figura 11A), o grupo infectado
ndo tratado exibiu um maior indice de peroxidacdo lipidica quando comparado aos

demais grupos infectado/tratados ou controle/ndo infectado.
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Figura 10. Marcadores de dano oxidativo (A) Proteinas carboniladas (PC) e (B)
Peroxidacao lipidica (TBARS) em tecido cardiaco de camundongos pertencentes a
linhagem C57BL/6 infectados ou ndo com a cepa Colombiana do T. cruzi,
submetidos ou ndo aos tratamentos propostos nesse trabalho. A atividade da PC e
TBARS foram avaliadas por teste bioquimico especifico. Dados sdo expressos como a
média * desvio padrdo (n = 5 por grupo), onde letras diferentes indicam diferencas
estatisticas entre os grupos de animais infectados com p<0,05. A linha tracejada indica

a atividade dessas enzimas em animais nao infectados.



5.0. DISCUSSAO

O CV é um antagonista adrenérgico prescrito para o tratamento da hipertenséo e
insuficiéncia cardiaca congestiva. Porém, nos dias de hoje pesquisadores tém mostrado
que este farmaco também é capaz de modular a resposta imune, interferindo na
producdo sérica de alguns marcadores inflamatérios (Pauschigueret et al., 2004; Nessler
et al., 2008). No presente estudo, demonstramos que o CV administrado diariamente em
concomitancia com a infecgéo pelo T. cruzi em camundongos C57BL6 foi capaz, num
periodo inferior a 30 dias, de elevar o nivel de parasitos circulantes e da producdo
plasmatica de quimiocinas inflamatérias, como CCL2 e CCL5, bem como o
recrutamento leucocitério para o sitio cardiaco. Por outro lado, a intervencdo reduziu
sobrevida dos animais tratados e a producdo plasmatica do TNF, citocina inflamatéria
com papel relevante para o processo inflamatério inicial.

H& inimeros relatos dos beneficios gerados pelo uso em longo prazo desse
farmaco, porém, o tratamento inicial com este betabloqueador requer cautela devido aos
efeitos prejudiciais relacionados a sua dosagem, sendo necessario iniciar o tratamento
com dosagens menores, e aumentar gradualmente ao longo do tempo (Taneva et al.,
2016). Neste trabalho, utilizamos a dose de 25mg, dosagem alvo demonstrada na
literatura e recomendada para tratamentos de hipertensdo essencial, angina de peito e
insuficiéncia cardiaca, com resultados satisfatérios em humanos (Frishman, 1998;
Weiss et al., 1998). Esta mesma dosagem, é relatada para avaliacdo do efeito
imunomodulatorio em modelo experimental (cées e ratos) em cardiopatias de diferentes
etiologias (Wendt, 2007; Mctavish et al., 2012).

Existem poucos trabalhos na literatura envolvendo a administracdo de CV no
tratamento de modelos experimentais. Pimentel et al (2012), j& retrataram que o

tratamento com este farmaco é capaz de aumentar a sobrevida de hamsters sirio,



infectados pela cepa Y do T. cruzi, em fase aguda de infecgéo; estudos utilizando outros
betabloqueadores (ex. atenolol e propranolol) também ja denotaram um aumento na
sobrevida de animais alusivos a linhagem Swiss e Balb/c, infectados pelas cepas Y e
CA-1 respectivamente, do T. cruzi, além de exibirem reducdo do parasitismo no tecido
muscular cardiaco (Fernandez et al., 1998; Sterin- Borda et al., 1999). Um grande
ndmero de citocinas pro- inflamatorias estdo aumentadas em individuos cardiopatas
(Matsumura et al., 2002). Neste contexto, o CV, também demonstra atuar na reducao
sérica dessas citocinas, como TNF e IL-6, sugerindo melhoras no progndstico clinico
em modelos experimentais portadores de disfuncfes cardiacas de diferentes etiologias e
em ratos com colite ulcerativa (Mizuochi etal., 2007; Li et al., 2005; Kurum et al., 2007;
Tatli et al., 2008; Fatani et al., 2015); um estudo de Botoni et al (2007), ja evidenciou 0s
efeitos pleiotropicos desse farmaco quando administrado em pacientes portadores de
CCC, onde uma reducdo na concentracdo sérica do TNF e da quimiocina CCL5, sugeriu
melhoras na fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo nesses pacientes.

Desse modo, ao avaliar a concentracdo sérica do TNF neste estudo, notou-se
uma reducdo no grupo que recebeu o tratamento com o CV, quando comparado as
outras intervencdes terapéuticas. Este dado, corrobora com achados de outros trabalhos
que avaliaram a sua concentracdo plasmaética frente a cardiopatias de diferentes
etiologias. Por outro lado, sabe-se que durante a fase inicial da infeccéo pelo T. cruzi, a
resposta inflamatéria gerada € imprescindivel para definir o progndstico
clinico/patoldgico do hospedeiro infectado. Assim, é sabido que tanto o TNF, quanto
IFN-gama e IL-12, sdo essenciais para o controle da replicacdo desse protozoario,
principalmente via ativagdo de células mononucleares produtoras de Oxido nitrico
(Vespa et al., 1994; Aliberti et al., 1996; Talvani et al., 2000). Estudos em camundongos

TNF KO, demonstraram que estes animais se tornaram extremamente susceptiveis a



infeccdo pelo T. cruzi, reforcando a importancia da produgdo desse marcador
inflamatorio para o controle de parasitos na circulacdo (Campos & Gazzinelli 2004;
Dutra et al., 2014). Sendo assim, a utilizacdo do farmaco CV no inicio do processo
inflamatorio induzido pelo T. cruzi, em modelo animal, fosse mais promissora numa
etapa tardia da infeccdo visto que esta citocina estd intimamente associada ao
desenvolvimento de lesbes cardiacas em pacientes portadores de CCC, com uma
producdo periférica predominante deste marcador quando comparado a pacientes
indeterminados ou assintomaticos da doenca (Talvani & Teixeira et al., 2011; Keating et
al., 2015). Por outro lado, ndo se poderia desmerecer seu potencial papel na fase inicial
da infeccdo por este protozoario onde os principais eventos inflamatorios estdo
ocorrendo em concomitancia a sua acelerada replicacdo. Ainda que no presente estudo
tenhamos visto uma resposta pré-inflamatoria intensificada em presenca da terapia
aguda com o CV, desconhecemos o curso clinico destes animais ap6s 90 ou 100 dias de
vida. E ainda, ndo podemos ignorar que as variabilidades por trds da genética do
hospedeiro utilizado ou mesmo do parasito empregado neste estudo podem atuar como
fatores determinantes para os resultados encontrados.

Levando em consideracdo esta nova gama de fatores direcionadores da evolugéo
da infecgdo, observou-se que a taxa de mortalidade do grupo que recebeu o CV também
se apresentou maior, contrario ao observado em outros trabalhos que relataram uma
melhora na sobrevida de animais tratados com este farmaco em fase aguda (Pimentel et
al., 2012). Sabe-se, que o T. cruzi apresenta uma alta variabilidade genética, sendo
classificado em 6 diferentes DTU’s (Discrete typing Units), denominados Tcl- TcVI
(Zingales et al., 2009; Zingales et al., 2011). A cepa Colombiana, utilizada nesse
trabalho, pertence ao grupo T. cruzi |1 (DTU 1), resistente ao farmaco de escolha para o

tratamento da doenca de Chagas (BZ) e apresentando tropismo cardiaco. Possivelmente



estas caracteristicas genéticas intrinsecas ao parasito aliadas a resposta imune do
hospedeiro (roedor) exerceu enorme influéncia sobre o curso da infec¢do. Sendo assim,
a auséncia de fatores regulatorios, ou a persisténcia do estimulo induzido pelo aumento
de parasitos circulantes em animais infectados e tratados com o betabloqueador, podem
ter culminado no aumento das quimiocinas inflamatorias CCL2 e CCL5 e na nao
alteracdo da citocina regulatéria IL-10. As quimiocinas se inserem neste contexto
apresentado papel essencial no recrutamento celular para o sitio inflamatério, sendo
comumente associadas a infec¢do pelo T. cruzi (Talvani et al., 2000). A CCL2, além de
secretada por uma grande variedade celular, torna-se essencial para o recrutamento de
mondcitos em diversos tecidos, especialmente o cardiaco (Talvani et al., 2004; Paiva et
al., 2009). Porém, em altas concentracdes foi previamente evidenciada no plasma de
individuos chagésicos, correlacionada com diferentes graus de disfuncdo cardiaca
(Talvani et al. 2004a). Dito isso, 0 aumento no nimero de parasitos circulantes
associados ao grupo tratado com o CV talvez atue como estimulo para maior producéao
da quimiocina CCL2, objetivando maior recrutamento leucocitario, no intuito de
eliminar o protozoario. Outro aspecto interessante, é que sua alta concentracdo
plasmatica foi correlacionada com indicios de disfuncdo miocardica, tornando-se
responsavel pela geracdo de miocardites, através da retencdo de leucdcitos no sitio de
infeccdo, o que posteriormente péde conduzir a destruicdo tecidual (Paiva et al., 2009).
Desta forma, sua alta producdo neste grupo, paradoxalmente pode, também, estar
associada a maior mortalidade observada.

Da mesma forma, a quimiocina CCL5/RANTES também possui participacéo
reconhecida no processo de recrutamento leucocitario para os sitios de inflamacao
(Sullivan et al., 2011). Botoni e colaboradores (2007) demonstraram que a associacao

dos inibidores da ECA (enalapril) seguida de betabloqueadores adrenéergicos (CV)



apresentou uma reducdo serica dessa quimiocina (CCL5) e do peptideo natriurético
(BNP) em individuos com cardiopatia chagésica crénica, sugerindo melhora na fungéo
cardiaca e no status clinico dos avaliados. Em contrapartida ao estudo clinico
mencionado, em nosso estudo observamos que a monoterapia com o betabloqueador
ndo foi capaz de reduzir a concentracdo plasmatica da CCL5, mantendo-a elevada com
concentracdo serica semelhante a observada nos animais pertencentes ao grupo controle
infectado que ndo recebeu nenhuma das intervengdes terapéuticas propostas nesse
estudo. Apesar de contribuir para o controle da replicacdo parasitaria em fase recente de
infeccdo, esta quimiocina também esta associada a processos de disfuncdo cardiaca em
modelos experimentais de infeccdo pelo T. cruzi (Talvani et al. 2004b). Vale ressaltar
que neste trabalho a terapia com o benznidazol foi utilizada como tratamento controle
positivo por ser considerado o Unico farmaco disponivel para tratamento da doenca de
Chagas em paises da Ameérica latina. Assim, os resultados obtidos através de sua
utilizacdo corroboram com outros estudos do nosso grupo e de outros grupos de
pesquisa que demonstraram uma redugdo do processo inflamatorio associado a terapia
do BZ em modelo experimental, sendo capaz de igualar todos os parametros avaliados
aos animais ndo infectados. Em particular, a cepa Colombiana utilizada nesse estudo
apresenta resisténcia a este farmaco, mas seu papel como modulador parcial das vias
inflamatorias tém ganhado notdrio conhecimento nos ultimos anos, fato que justificaria
a reducdo da concentracdo plasmatica dos marcadores inflamatérios avaliados e uma
consequente preservacao do tecido cardiaco (Penitente et al., 2015).

Com relagéo ao infiltrado inflamatorio, destaca-se a infiltragdo macica de células
inflamatdrias no tecido muscular cardiaco em animais tratados em monoterapia com
CV, quando comparado ao grupo de animais do grupo controle infectado. Esses

resultados se justificam, uma vez que a cepa Colombiana apresenta tropismo cardiaco e



de musculatura esquelética, exibindo grande inflamagdo tecidual, capaz de conduzir o
hospedeiro vertebrado a altas taxas de mortalidade (Talvani et al, 2000; Paula-Costa et
al, 2010). Borges e colaboradores (2009) demonstram resultados semelhantes ao
analisar o infiltrado inflamatério de camundongos C57BL/6 infectados com esta cepa,
quando comparando a outras estirpes do T. cruzi presentes no mesmo estudo, mostrando
através de seus resultados uma inflamacdo de maior intensidade e maior taxa de
mortalidade nos animais infectados com a Colombiana; com processo inflamatério mais
intenso relatado no 20°, 23° e 30 dias de infeccdo (Magalhdes et al., 1991). Além disso,
o0 estudo de Borges e al (2009) ja& mostrou que uma alta concentracdo sérica de CCL2
pode estar correlacionada a um aumento de infiltrado inflamatério do tipo focal no
tecido muscular cardiaco, corroborando com os achado observado neste estudo no grupo
que recebeu a intervengdo com betabloqueador. Desta maneira, a utilizacdo desta cepa,
aliada a alta producdo plasméatica de quimiocinas no grupo tratado com o
betabloqueador, podem ter conduzido a um aumento do infiltrado inflamatério
observado no grupo tratado com CV.

Finalmente, o estresse oxidativo, encontra-se envolvido no desenvolvimento de
uma série de doencas inflamatorias (Pérez- Fuentes et al., 2002), e embora ndo esteja
ainda elucidado, estudos tém mostrado que o farmaco CV possui propriedades
antioxidantes, e isso se da principalmente a sua estrutura carbazol, e metabdlitos
hidroxilados presentes em sua molécula; esses metabdlitos gerados conferem a ele
capacidade antioxidante ainda maior quando comparados ao préprio CV (Budni et al.,
2009). No presente estudo, observamos que o TBARS, um marcador de dano oxidativo,
apresentou-se reduzido no grupo que recebeu o tratamento com o farmaco CV,
igualando-se aos grupos que receberam tratamento com benznidazol e/ou associacgdo e

ao grupo controle ndo infectado. O potencial antioxidante desse farmaco pode estar



associado a sua capacidade de se ligar ao Fe (I1) e Cu (Il), impedindo a oxidacéo de
lipidios e proteinas mediada por esses metais de transi¢do, o que poderia explicar a
diminuicdo dos biomarcadores de danos em lipidios (TBARS) (Budni et al., 2009), no
entanto ndo demonstrou atuar sobre as concentragfes dos marcadores de danos a
proteinas. Este farmaco também ndo demonstrou atuar sobre a producdo das enzimas
antioxidantes SOD e Catalase, contrapondo-se a trabalhos como o de Budni et al (2009),
onde o CV foi capaz de aumentar a producdo desses antioxidantes mediante a infecgéo
pelo T. cruzi, e por consequéncia a protecdo celular. Dessa maneira, 0 CV administrado
durante a fase aguda da infeccdo pelo T. cruzi, ndo se demonstrou eficaz em atenuar o
estresse oxidativo gerado.

Sumarizando, a monoterapia com o farmaco CV, demonstrou atuar sobre a
resposta inflamatdria de animais C57BL/6 infectados com a cepa Colombiana, porém a
intervencdo sugere prejuizos ao hospedeiro, ndo se demonstrando efetiva na reducéo do
parasitismo sanguineo. Além disso, a reducdo do marcador plasméatico TNF,
concomitante ao aumento das quimiocinas CCL2 e CCL5, parece ter contribuido para o
aumento do recrutamento leucocitario para o tecido muscular cardiaco, bem como uma
atuacdo ndo eficaz nos marcadores de danos oxidativos e producdo de enzimas

antioxidantes durante a fase aguda da infec¢do experimental por este protozoario.



6.0. CONCLUSAO

O CV apresentou papel imunomodulador frente a infec¢do pelo T. cruzi porém,
quando administrado durante a fase inicial da infeccéo, refletiu em ndo controle do
parasitismo sanguineo, aumento da resposta inflamatdria sistémica e aumento da taxa de

mortalidade nos animais infectados.
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8.0. ANEXOS

8.1. Artigo 1: Potential role of CV on the cardiac immune response induced by

experimental infection with Trypanosoma cruzi.
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Trypanosoma cruzi causes a cardiac infection characterized by an inflammatory imbalance that could become the inciting factor
of the illness. To this end, we evaluated the role of carvedilol, a beta-Blocker with potential immunomodulzstory properties, on the
immune response in C57BL& mice infected with VL-10 strain of . cruzi in the acute phase. Animals {n = 40) were grouped: (i) not
infected, (i) infected, (iii) infected + carvedilol, and (iv) not infected + carvedilol. We analyzed parameters related to parasitemia,
plasma levels of TMF, IL-10, and CCL2, and cardiac histopathology after the administration of carvedilol for 30 days. We did not
observe differences in the maximum peaks of parasiternia in the day of their detection among the groups. The plasma TNF was
elevated at 60 days of infection in mice treated or not with carvedilol. However, we observed a decreased CCL2 level and increased
1L-10 levels in those infected animals treated with carvedilod, which impacted the reduction of the inflammatory infiltration in
cardiac tissue. For this experimental model, carvedilol therapy was not able to alter the levels of circulating parasites but modulates
the pattern of CCL2 and 1L-10 mediators when the VLI0 strain of T, cruzi was used in C57BLS mice.
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Chemokines (CKs) and chemokine receptors (CKR) promote leukocyte recruitment into cardiac tissue infected by the Trypanosoma
cruzi. This study investigated the long-term treatment with subantimicrobial doses of doxycycline (Dox) in association, or not, with
benznidazole (Bz) on the expression of CK and CKR in cardiac tissue. Thirty mongrel dogs were infected, or not, with the Berenice-
78 strain of T. cruzi and grouped according their treatments: (i) two months after infection, Dox (50 mg/kg) 2x/day for 12 months;
(ii) nine months after infection, Bz (3,5 mg/Kg) 2x/day for 60 days; (iii) Dox + Bz; and (iv) vehicle. After 14 months of infection,
hearts were excised and processed for gPCR analysis of Thl (CCL2, CCL3, CCL4, OCLS5, CXCL9, and CXCLI1), Th2 (CCLL, CCLI7,
CCL24, and CCL26), Th17 (CCL20) CKs, Thl (CCRS5, CCR6, and CXCR3), and Th2/Th17 (CCR3, CCR4, and CCR8) CKR, as well
as IL-17. T. cruzi infection increases OCL1, CCL2, CCL4, CCLS, CCL17, CXCL10, and CCRS5 expression in the heart. Dox, Bz, or Dox
+ Bz treatments cause a reversal of CK and CKR and reduce the expression of CCL20, IL-17, CCR6, and CXCR3. Our data reveal
an immune modulatory effect of Dox with Bz, during the chronic phase of infection suggesting a promising therapy for cardiac
protection.
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Enalapril in Combination with Benznidazole Reduces Cardiac Inflammation
and Creatine Kinases in Mice Chronically Infected with Trypanosoma cruzi
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Abstract. The protozoan Trypanosoma cruzi triggers an inflammatory process in mammalian heart causing events
such as fibrosis, changes in the architecture and functionality in this organ. Enalapril, an angiotensin [lconverting enzyme
inhibitor, is a drug prescribed to ameliorate this heart dysfunction, and appears to exert a potential role in immune system
regulation. Our aim was to evaluate the chronic cardiac inflammatory parameters after therapeutic treatment with enalapril
and benznidazole in C37TBL6 mice infected with the VL-10 strain of T. cruzi. After infection, animals were treated with
oral doses of enalapril (25 mg/kg), benznidazole (100 mgfkg), or both during 30 days. Morphometric parameters and levels
of chemokines (CCL2, CCLS), IL-10, creatine kinases {CKs), and C-reactive protein were evaluated in the heart and
serum at the 120th day of infection. Enalapril alone or in combination with benznidazole did not change the number of
circulating parasites, but reduced cardiac leukocyte recruitment and total collagen in the cardiac tissue. Interestingly, the
combination therapy (enalapril/benznidazole) also reduced the levels of chemokines, CK and CK-MB, and C-reactive
proteins in chronic phase. In conclusion, during the chronic experimental T. eruzi infection, the combination therapy
using enalapril plus benznidazole potentiated their immunomodulatory effects, resulting in a low production of biomarkers
of cardiac lesions.






