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RESUMO

A doencga de Chagas possui como um de seus principais desafios o desenvolvimento
de um farmaco que seja efetivo em todas as fases da doenga e com baixa toxicidade,
uma vez que os atuais ndo suprem essas necessidades. Uma das estratégias de
planejamento de farmacos, € a hibridizagdo molecular, que pode reduzir os efeitos
colaterais e melhorar a afinidade e eficacia em relagao aos compostos isolados. Dessa
forma o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade anti-T. cruzi de novos compostos
hibridos de metronidazol acoplados com derivados de eugenol com testes in vitro e in
vivo. Previamente a este trabalho, 21 compostos foram avaliados em testes in vitro
frente as formas epimastigotas e tripomastigotas de T. cruzi para avaliagao da eficacia
contra o parasito (definigdo do ICso) e toxicidade dos compostos (CCsp). Os trés
compostos com melhores resultados no experimento in vitro (CEI02, CEF05 e MGO02),
foram testados em experimento de triagem in vivo para definicdo do composto com
melhor atividade, menor toxicidade e a dosagem mais otimizada do mesmo, em
experimento de maior duragcdo e em terapia combinada com Bz, além disso, CEF05
foi testado contra formas amastigotas. Neste experimento final, foram avaliados
parametros de eficacia terapéutica, biologicos, imunoldgicos e histolégicos. Os
resultados obtidos a partir dos testes in vitro demonstram que todos os compostos
apresentaram atividade tripanocida contra o parasito e apresentaram satisfatério grau
de toxicidade, sendo MG02 o composto mais satisfatorio. Na triagem in vivo foi
demonstrado que o melhor resultado na reducdo da parasitemia foi o do hibrido
CEFO05 nas dosagens de 50 e 100mg/kg, que foi o Unico a prevenir a morte de todos
0s animais e com menor perda de peso. Foi possivel observar, a partir do resultado
do experimento in vitro contra formas amastigotas que o hibrido apresentou resultados
superiores ao benznidazol. A partir dos resultados do experimento in vivo final, a
monoterapia de CEF05 nao eliminou o T. cruzi dos hospedeiros, porém reduziu a
parasitemia dos animais, evitou a mortalidade, reduziu a perda peso dos animais e
reduziu os infiltrados inflamatérios do coragdo dos camundongos e a producdo de
citocinas pré-inflamatdrias, além de potencializar o efeito tripanocida do Bz verificado
através da parasitemia. Com os resultados obtidos, é possivel concluir que apesar de
a maior atividade nos testes in vitro ter sido observada com a utilizagdo do MGO02,
melhores resultados foram observados in vivo com a utilizagado do hibrido CEF05 que
se destacou pela maior atividade contra T. cruzi e reducéo dos efeitos toxicos.

Palavras-chave: Benznidazol. Derivados de eugenol. Hibridizagdo molecular. Terapia

combinada. Trypanosoma cruzi.



ABSTRACT

Chagas' disease has as one of its main challenges the development of a drug that may
be effective in all stages of the disease and with low toxicity since the current ones do
not meet these needs. One of the drug design strategies is molecular hybridization,
which enables the reduction of side effects and improve affinity and efficacy with
concerning to isolated compounds. Thus, the objective of this work was to evaluate the
anti-T. cruzi efficacy of new hybrid metronidazole compounds coupled with eugenol
derivatives with in vitro and in vivo tests. Previous worked tested in vitro the anti-T.
cruzi efficacy and the toxicity of 21 compounds evaluated Against both epimastigote
and trypomastigote forms of the parasite to mesuare the efficacy (definition of 1Cso)
and toxicity of the compounds (CCso). The three compounds with the best results in
the in vitro experiment (CEI02, CEF05, and MG02) were tested in an in vivo screening
experiment to define the compound with the best activity, lowest toxicity, and the most
optimized dosage of the same, in an experiment of longer duration and combination
therapy with Bz, in addition, CEF05 was tested against amastigote forms. In this final
experiment, biological, immunological, and histological parameters of therapeutic
efficacy were evaluated. The results obtained from the in vitro tests demonstrate that
all compounds showed trypanocidal activity against the parasite and presented a
satisfactory degree of toxicity, with MG02 being the most satisfactory compound. In
vivo screening showed that the best result in reducing parasitemia was the hybrid
CEFO05 at dosages of 50 and 100mg/kg, which was the only one to prevent the death
of all animals and with less weight loss. It was possible to observe, from the results of
the in vitro experiment against amastigote forms, that the hybrid presented superior
results to benznidazole. From the results of the “definitive” in vivo experiment, CEF05
monotherapy did not eliminate T. cruzi from the hosts, but it reduced the parasitemia,
avoided mortality, reduced the animals' weight loss, and reduced the heart
inflammatory infiltrates and the production of pro-inflammatory cytokines. In addition,
the potentiating of trypanicidal effect of Bz, verified through parasitemia. With the
results obtained, it is possible to conclude that although the highest activity in the in
vitro tests was observed with the use of MGO02, better results were observed in vivo
with the use of the hybrid CEF05, which stood out for its greater activity against T. cruzi
and reduction of toxic effects.

Keywords: Benznidazole. Combined therapy. Eugenol derivatives. Molecular

hybridization. Trypanosoma cruzi.
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1 INTRODUGAO

A doencga de Chagas (DCh) humana também conhecida como tripanossomiase
americana, foi descoberta e descrita pelo médico sanitarista Carlos Ribeiro Justiniano
das Chagas em 1909 e tem como agente etioldgico o protozoario hemoflagelado
Trypanosoma cruzi (CHAGAS, 1909).

Estima-se que atualmente de 6 a 7 milhdes de pessoas estejam infectadas por
T. cruzi em todo o mundo, mas principalmente na América Latina onde a doencga é
endémica, portanto, € um importante problema de saude publica (WHO, 2020). No
Brasil, entre as doengas tropicais negligenciadas (DTNs), a que mais causou 6bitos
entre 2000 e 2011 foi a doenca de Chagas, seguida de esquistossomose e
leishmaniose. A DCh recebeu a designagao de a mais negligenciada entre as DTNs
(MARTINS-MELO et al., 2016; TARLETON; CURRAN, 2012).

A expansao da DCh ocorreu em decorréncia da adaptagao dos triatomineos ao
domicilio humano que foi causada pelo desmatamento de florestas para agricultura
extensiva e pecuaria que ocorreu na América Latina. Os triatomineos que nao
conseguiam se alimentar devido ao deslocamento da fauna selvagem precisaram
colonizar areas habitadas por humanos, se adaptaram a esse novo nicho e passaram
a se alimentar do sangue de humanos e animais domésticos, resultando em uma
zoonose (COURA, 2007; COURA, 2003).

A doenca possui diversas formas de transmissdo, dentre elas temos
transmissao oral e por leite materno, congénita, transfusdo sanguinea, acidentes de
laboratério, via sexual, transplante de 6rgaos e a transmissao vetorial, que possui a
maior importancia epidemioldgica (DIAS; AMATO NETO; LUNA, 2011; NEVES et al.,
2005). Com a mobilidade populacional humana, o padrao epidemiolégico da doenga
também mudou nas ultimas décadas, saindo de uma doenca rural para principalmente
urbana e emigrando para outros paises onde o aumento do niumero de casos foi
perceptivel como Estados Unidos, Canada, em muitos paises europeus, alguns
africanos, do Mediterraneo Oriental e do Pacifico Ocidental (WHO, 2020).

Para o tratamento da doenga em humanos, benznidazol e nifurtimox sdo os
dois compostos utilizados atualmente no mundo, sao eficazes na fase aguda, infecgao
congénita, infecgdo acidental e infecgdo crénica recente. Entretanto, apresentam

diversos efeitos colaterais, os mais frequentes com o tratamento de nifurtimox sao:
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anorexia, perda de peso, alteracbes psiquicas, excitabilidade ou sonoléncia e
manifestagcdes digestivas como nauseas e voémitos. J& com o benznidazol os efeitos
colaterais mais comumente relatados sao: sintomas de hipersensibilidade, dermatite
com erupgdes cutaneas, edema generalizado, linfadenopatia, dor articular e muscular,
depressao da medula éssea, purpura trombocitopénica, agranulocitose (complicagao
mais seéria), polineuropatia, parestesia e neuropatia periférica (COURA; CASTRO,
2002).

Mesmo apds quase cinco décadas da introdugao do nifurtimox e benznidazol
no tratamento da enfermidade, esses ainda sao os unicos farmacos disponiveis para
o tratamento em humanos. A utilizacdo do nifurtimox foi descontinuada no Brasil,
sendo atualmente o benznidazol produzido e distribuido pelo Laboratério
Farmacéutico do Estado de Pernambuco, ja que a patente do medicamento foi doada
ao Ministério Publico no ano de 2003 (MAZZET]; DINIZ; BAHIA, 2014; BRASIL, 2003).

Metronidazol é um agente antibacteriano e antiparasitario sintético da classe
dos nitroimidazois que é usado ha mais de 35 anos na pratica clinica. Inicialmente era
utilizado para o tratamento da infecgdo por Trichomonas vaginalis, entretanto hoje &
utilizado no tratamento de diversas infecgdes como Entamoeba histolytica, Giardia
lamblia, Helicobacter pylori, vaginose bacteriana, doenga de Crohn e no tratamento
de infecgBes bacterianas anaerébicas (BENDESKY; MENENDEZ, 2001).

Em busca de novos tratamentos para a doenga de Chagas, diferentes
estratégias terapéuticas tém sido utilizadas, como identificacdo de novos
medicamentos, reposicionamento dos farmacos e terapias combinadas. As terapias
combinadas tém sido cada vez mais usadas, uma vez que aumenta a eficacia e
tolerdncia do farmaco. Quando usada a combinagcdo de medicamento de classes
quimicas diferentes, pode haver a redugao tanto da dosagem quanto do tempo de
tratamento, o que resulta em menos efeitos colaterais e na possibilidade de diminuigao
nos custos do tratamento (BAHIA; DINIZ; MOSQUEIRA, 2014; MARTINS et al., 2015).
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2 REVISAO DE LITERATURA

Esta revisdo de literatura abordara tépicos relacionados a conhecimentos
gerais sobre a doenga de Chagas e seu agente etiologico T.cruzi, as quimioterapias
atuais utilizadas em humanos, quimioterapias alternativas ja testadas, e as vantagens
da utilizacdo de novas abordagens no tratamento da doengca como a hibridizagao
molecular e terapia combinada, a fim de permitir uma melhor compreensao a respeito

do tema.

2.1 ADOENGCA DE CHAGAS E SEU AGENTE ETIOLOGICO T.cruzi

Em 1909 quando o médico sanitarista e pesquisador Carlos Chagas descobriu
e descreveu em Lassance, Minas Gerais, a doenca de Chagas, foi a primeira vez na
histéria da medicina que o mesmo pesquisador teria identificado o vetor
(triatomineos), o agente etiolégico (0 protozoario T.cruzi) e a doenga causada pelo
mesmo, nesta ordem, diferentemente da ordem habitual das descobertas de doencas,
onde costuma-se primeiro identificar a doenca, apds o agente etioldgico e por ultimo
o vetor (CHAGAS, 1909; KROPF; AZEVEDO; FERREIRA, 2000).

T.cruzi é pertencente a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e ao
subgénero Schizotrypanum. Os protozoarios desta ordem possuem uma estrutura
chamada cinetoplasto, organela que concentra o DNA mitocondrial (SOUZA; VIDAL,
2017). O T. cruzi passa por transformacdes bioldgicas (formas evolutivas) com
alteragdes estruturais e metabdlicas para se adaptar aos diferentes micro ambientes
internos dos seus hospedeiros, o que possibilita a viabilidade da infeccao
(VICKERMAN, 1985).

As formas evolutivas do parasito podem ser identificadas pela emergéncia do
flagelo e pela posicdo do cinetoplasto em relagdo ao nucleo, sendo as formas: (i)
Tripomastigotas possuem forma alongada, com flagelo ondulante e livre na porgao
anterior da célula, que caracteriza-se por apresentar seu cinetoplasto posterior ao
nuacleo; (ii) Amastigotas tém formato arredondado, o flagelo é curto e nédo
exteriorizado; e (iii) Epimastigotas que se caracterizam por forma alongada,
cinetoplasto justanuclear que se localiza de forma anterior ao nucleo e possuem uma
pequena membrana ondulante disposta de forma na lateral (NEVES et al., 2005). Seu

ciclo evolutivo inclui a passagem obrigatoria por hospedeiros de sete ordens de
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mamiferos, assim como o0 homem e pelos triatomineos, principalmente dos géneros
Panstrongylus, Rhodnius e Triatoma (COURA, 2003).

O ciclo do parasito nos hospedeiros vertebrados se inicia quando o triatomineo
ao fazer o repasto sanguineo no mamifero, elimina suas excretas contaminadas com
tripomastigotas metaciclicos e a infecgdo ocorre quando sao introduzidas as excretas
no orificio da picada ou em mucosas. A forma tripomastigota metaciclica é capaz de
invadir varias células nucleadas do hospedeiro como as do coragao. No interior das
células os parasitos passam a ter a forma amastigota, que se multiplicam por divisdo
binaria. Quando as células estao cheias de parasitos, eles passam para a forma de
tripomastigotas sanguineos, que a partir da ruptura das células hospedeiras, se
disseminam pela corrente sanguinea onde poderao infectar novos tecidos e 6rgaos
(TYLER; OLSON; ENGMAN, 2003).

Ja nos hospedeiros invertebrados, se o mamifero que possui DCh for picado
por outro triatomineo, o parasito podera ser transmitido ao inseto. No intestino do
inseto os tripomastigotas evoluem para a forma epimastigota, se multiplicam e voltam
a se diferenciar em tripomastigota metaciclicos (forma infectante) que sao eliminados
junto as excretas do triatomineo (TYLER; OLSON; ENGMAN, 2003).

As formas de transmissdo da DCh ocorrem via vetorial, transfusdo sanguinea,
congénita (da mae infectada ao filho), oral, sexual, acidentes laboratoriais e
transplante de o6rgaos (NEVES et al., 2005). Em qualquer uma das vias de
transmissao, os individuos infectados podem apresentar febre, palidez, cefaleia,
aumento dos ganglios linfaticos, dores musculares, inchago, dificuldade de respirar,
além de dor toracica ou abdominal (WHO, 2018).

A transmissdo por via vetorial ocorre por triatomineos que sao insetos
pertences a familia Reduviidae, subfamilia Triatominae, conhecidos popularmente
como "barbeiros", que apds o repasto sanguineo, costumam defecar ao lado da
picada, eliminando dessa forma junto as fezes as formas infectantes do parasito, ao
cocar o local o homem carrega as excretas com o T. cruzi até o orificio da picada ou
mucosas (GALVAO, 2003).

Este tipo de transmissao ainda é responsavel por 70% dos casos nos paises
que nao ha controle de vetores (COURA; DIAS, 2009). Os primeiros sinais visiveis e
caracteristicos que em parte dos casos podem ser percebidos quando ha a

transmissao vetorial sdo: Sinal de Romana e chagoma de inoculagdo, ambos podem
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ajudar no diagnédstico de novos infectados (WHO, 2018). O Sinal de Romana é
caracterizado pelo inchago inflamatério das palpebras de forma unilateral e
bipalpebral, apés o contato da conjuntiva com as excretas contaminadas do
triatomineo (ROMANA, 1935).

Atualmente no Brasil a forma de transmissdo mais recorrente € a por via oral
(DE NOYA; GONZALEZ, 2015; COURA; JUNQUEIRA, 2012). Assim como na
Venezuela, Guiana Francesa, Colédmbia e Bolivia. Enquanto a transmisséo vetorial
esta associada a pobreza, a transmissao por via oral independe da classe social e é
toda endémica da populacéo continental (DE NOYA; GONZALEZ, 2015).

Em relagéo a transmissao oral em humanos, as formas de transmissdo podem
ser através: ingestdo do leite materno, quando a mae esta infectada, ingestao de
sangue ou carne mal cozida de mamiferos infectados (e principalmente de
reservatorios silvestres), acidentes de laboratério ou através da ingestdo de alimentos
ou bebidas contaminadas com fezes ou urina de triatomineos ou marsupiais
infectados (DIAS; AMATO NETO; LUNA, 2011). Ha um risco particular quando se trata
de transmissao oral, no caso do consumo do agai, a transmissao pode ocorrer quando
este € prensado a noite, os triatomineos sao atraidos pelas luzes ligadas, caem e sao
moidos pela maquina, aqueles que consomem o agai onde foram triturados insetos
infectados, adquirem a doenga (VALENTE; NETO, 1999).

Segundo Dias et al. (2015), é possivel identificar dois tipos de surtos que variam
de acordo com o local em que ocorrem: urbanos e rurais. Os surtos urbanos sao
decorrentes do consumo de agai semi-industrializados e comercializados, o que
demonstra inadequado controle de vigilancia sanitaria. Ja nos surtos rurais pode-se
identificar varios tipos de alimentos elaborados de forma artesanal, produzidos por
familias ou com pessoas da mesma rede social, gerando um acometimento local.
Segundo Pacheco et al. (2021) o acai € o principal alimento fonte de contaminagao
oral, seu consumo quando contaminado é responsavel por diversos surtos,
principalmente na regiao do Para e regiao amazénica.

Assim como no consumo do agai, a contaminagao oral pelo consumo de cana-
de-acucar também estd associada a contaminagdo da moagem da cana por
triatomineos infectados que sao atraidos pela iluminagao artificial, o que pode também
desencadear surtos da doenca (BASTOS et al., 2010; VARGAS et al., 2018), além

disso, com frequéncia no Brasil o caldo de cana é consumido sem inspecao da
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vigilancia sanitaria e o caldo ndo costuma passar por nenhum processo de
pasteurizacdo ou qualquer processo industrial que possa impedir dos parasitos
sobreviverem.

A doencga pode apresentar-se em duas fases, sendo a aguda com duragéo de
cerca de dois meses apos a pessoa ter sido infectado e a crénica, que dura por toda
a vida, ndo tendo sido observada cura espontédnea na DCh (WHO, 2018). Durante a
fase aguda o numero de parasitos circulantes na corrente sanguinea é elevado. A
manifestacdo mais caracteristica € febre constante, onde inicialmente é bastante
elevada (de 38,5 a 39°C), pode durar até 12 semanas e desaparecer
espontaneamente, evoluindo para a fase crénica ou em casos clinicos mais graves,
pode evoluir para morte. Entretanto, na maioria dos casos nao ha sintomas na fase
aguda, ou quando ha, sado leves e inespecificos quando n&do associados a surtos
agudos e transmissao oral (BRASIL, 2019; WHO, 2018).

Apods dois ou trés meses de fase aguda, inicia-se a fase cronica, nela os
parasitos que antes apresentavam-se em abundancia na corrente sanguinea e nos
tecidos, agora se encontram de forma restrita, mas permanecem se multiplicando e
agindo de forma patogénica por muito tempo. A fase crénica é no inicio geralmente
assintomatica, onde o eletrocardiograma e exame radiologico do coragéo, eséfago e
célon ndo apresentam anormalidades, o que foi descrito como a “fase crbnica
indeterminada” por Carlos Chagas (CHAGAS, 1916; COURA; BORGES-PEREIRA,
2011).

A fase crbnica pode variar desde a forma indeterminada onde ha auséncia de
sinais e sintomas, até casos mais graves que podem resultar em manifestagbes
diversas como patologias cardiacas, no trato gastrointestinal (megaestfago e
megacélon principalmente), cardiodigestiva (também conhecida como forma mista,
onde ha manifestagdes tanto gastrointestinais quanto cardiacas), além de poder
causar disturbios neurolégicos (RASSI JR; RASSI; MARTIN-NETO, 2010; SOSA-
ESTANI; VIOTTI; SEGURA, 2009).

Quanto aos pacientes que evoluem para a fase cronica sintomatica, que ocorre
entre 5 a 30 anos apods a infecgéo, cerca de 20% a 40% desenvolvem a forma cardiaca
cronica da doenga e 15% a forma digestiva (BENZIGER; DO CARMO; RIBEIRO,
2017).
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A infecgdo crénica pode levar a morte subita nos anos posteriores, sendo as
principais causas a arritmia cardiaca ou a insuficiéncia cardiaca, que ocorrem devido
a destruicdo do musculo cardiaco e de seu sistema nervoso (WHO, 2018). Na forma
cronica cardiaca o envolvimento com o coragao € o principal aspecto da doenca de
Chagas em razao de suas caracteristicas, frequéncia e consequéncias. Os pacientes
com essa forma da doenga podem apresentar alteragdes no eletrocardiograma, alta
frequéncia de arritmias, taquicardia ventricular, bradicardia, edema e morte subita.
Quadros de insuficiéncia cardiaca ou estagios avangados de cardiomiopatia em
pacientes chagasicos, ndo possuem um bom progndstico, o que € semelhante ao
progndéstico de pacientes que sofrem com insuficiéncia cardiaca por outras causas
que nao seja a DCh (PRATA, 2001; RASSI JR et al., 2006; VIOTTI et al., 2005).

Na forma digestiva (gastrointestinal) os principais orgdos acometidos sdo

es6fago e codlon. Os pacientes chagasicos com esta forma da doenga podem
apresentar o desenvolvimento de alteragdes de motilidade, secre¢ao e absorgéo no
trato digestivo, além de transito lento, dificuldade de esvaziamento, que se segue para
o aumento do calibre desses érgéos (megacdlon e megaeséfago). No megaesdfago
e megacolon sempre ocorre algum grau de destruicdo do sistema nervoso auténomo,
0 que se suspeita preceder as mudangas na motilidade (PRATA, 2001).
Em relagédo a forma cardiodigestiva (mista), nos pacientes que possuem esta forma
da doenca é possivel observar alteracdes tanto cardiacas quanto digestivas (RASSI
JR; RASSI; MARTIN-NETO, 2010). O diagnostico da DCh na fase cronica é feito a
partir principalmente de testes soroldgicos para detecgdo de anticorpos IgG anti-T.
cruzi (BENZIGER; DO CARMO; RIBEIRO, 2017).

2.2 EPIDEMIOLOGIA E CONTROLE

Segundo dados recentes da Organizacao Mundial da Saude de 6 a 7 milhdes
de pessoas em todo mundo estao infectadas pelo T. cruzi, a doenca é encontrada
principalmente em areas endémicas de 21 paises da América Latina (WHO, 2020).

O padrao epidemiolégico da DCh mudou nas ultimas décadas, deixou de se
restringir apenas as regides rurais das Américas, passando a ser predominantemente
urbana e estendendo-se principalmente de 42° ao norte dos Estados Unidos até 43°
ao sul da Argentina. Porém, é possivel ser encontrada em outros paises como paises

da Europa, alguns paises da Africa, Mediterraneo Oriental e Pacifico Ocidental, os
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mesmos tiveram um crescente numero de casos nos ultimos anos. Os principais
motivos de tamanha disseminac&o sao devido a mobilidade populacional, urbanizagéo
e emigracgao, o que faz com que o numero de pessoas com risco de infecgédo crescga
cada vez mais, cerca de 75 milhdes de pessoas pertencem a este grupo atualmente
(WHO, 2018; MANDAL, 2014; WHO, 2020).

A expansao da DCh ocorreu em decorréncia da adaptacao dos triatomineos ao
domicilio humano que foi causada pelo desmatamento de florestas para agricultura
extensiva e pecuaria que ocorreu nas ultimas duas a trés décadas na América Latina,
os triatomineos que ndo conseguiam se alimentar devido ao deslocamento da fauna
selvagem precisaram colonizar areas habitadas por humanos, se adaptaram a esse
novo nicho e passaram a se alimentar do sangue de humanos e animais domésticos,
resultando em uma zoonose (COURA, 2007; COURA, 2003).

Os insetos vetores podem por exemplo habitar fendas de casas mal
construidas, principalmente as localizadas nas areas rurais (como € o caso das casas
de taipa), os triatomineos emergem durante a noite para se alimentarem de sangue,
o que facilita a transmissdo. A DCh recebe a designacdo de doenca tropical
negligenciada, pois sua propagacdao ocorre de forma mais recorrente e
desproporcional em populagdes vulneraveis e residentes em areas rurais e imigrantes,
além de ser predominante em paises em desenvolvimento (MANDAL, 2014; APT et
al., 2013; TARLETON; CURRAN, 2012).

Durante as ultimas trés décadas houveram varias melhorias no que diz respeito
ao controle e gestao da DCh, a partir da triagem de doadores de sangue e programas
de controle dos vetores foi reduzida a incidéncia e prevaléncia da doenga (RASSI JR;
RASSI; MARTIN-NETO, 2010). Como é possivel perceber comparando os dados de
2003 onde o numero de infectados era estimado entre 16 a 18 milhdes de pessoas
apenas na América Latina, e os dados de 2020 que apontam de 6 a 7 milhdes de
infectados em todo 0 mundo, indicando assim uma redugao significativa no numero
de casos nas ultimas décadas (COURA, 2003; WHO, 2020). Ainda assim, sao milhdes
de pessoas infectadas e milhares de novos casos a cada ano (SOSA-ESTANI; VIOTTI;
SEGURA, 2009).

Nao existem vacinas, e devido ao grande reservatoério de T. cruzi em animais
selvagens das Américas, o parasito ndo pode ser erradicado. Em vez disso, as formas

de controle e prevengcao sao pulverizagao peridédica de inseticida nas casas, na
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tentativa de deter a infestagcdo dos vetores triatomineos (principal forma de controle),
melhorias e limpeza de domicilios, uso de mosquiteiros, rigor na higiene e
manipulagédo de alimentos, triagem de doadores de sangue e de recém nascidos de
maes infectadas, teste para doadores de 6rgaos e acesso ao diagnostico e tratamento
adequados aos ja infectados (WHO, 2018; TARLETON; CURRAN, 2012).

No Brasil, houve a interrupgao da transmisséao vetorial por Triatoma infestans,
entretanto, quatro outras espécies de triatomineos tém importancia especial no que
diz respeito a transmissao da doencga ao ser humano, sao elas: Triatoma brasiliensis,
Panstrongylus megistus, Triatoma sordida e Triatoma pseudomaculata (BRASIL,
2019).

2.3 QUIMIOTERAPIAS DE REFERENCIA

Entre os anos de 1940 a 1980 a maioria dos agentes quimioterapicos
comegaram a adentrar a terapéutica clinica, alguns deles ja eram conhecidos muitos
séculos atras (SILVA, 2002). Na década de 1970 foram descobertos e descritos os
medicamentos benznidazol (Bz) e nifurtimox (Nif) a partir de testes em modelos
murinos, o que representou um grande marco no que diz respeito a quimioterapia da
DCh. Desde entao diversos estudos foram realizados em busca de novos tratamentos
mais eficientes e menos toxicos, entretanto, a quimioterapia atual ainda se restringe
aos mesmos (DE CASTRO; SANTA-RITA; EINICKER-LAMAS, 2000).

Os medicamentos benznidazol (N-benzil-2-nitro-1-imidazolacetamida), nomes
comerciais: Rochagan® e Radanil®, LAFEPE) e nifurtimox, (3-metil-4-(5'-
nitrofurfuriidenoamino)  tetrahidro-4H-1,4-tiazina-1,1-diéxido, nome comercial:
Lampit®, Bayer) sdao compostos nitro-heterociclicos e os unicos medicamentos
utilizados atualmente no tratamento da DCh em humanos, possuem agao eficaz na
fase aguda, fase cronica recente, infeccdo congénita e acidentes laboratoriais,
entretanto, ndo apresentam bons resultados na fase crénica tardia. A partir da década
de 1980 houve a descontinuagdo da comercializagdo de Nif no Brasil, seguido de
Argentina, Chile e Uruguai devido a sua alta toxicidade e a resisténcia apresentada
pelas cepas (COURA; CASTRO, 2002; DIAS, 2016).

Os dois medicamentos sao téxicos, e apresentam diversos efeitos adversos
sérios com danos, principalmente, no sistema nervoso central, trato gastrointestinal,

aléem de sonoléncia ou excitabilidade, alteragcbes psiquicas, problemas de pele e
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nauseas, o que faz com que muitas vezes o tratamento seja suspenso ou abandonado
pelos pacientes (COURA; CASTRO, 2002; DE CASTRO; SANTA-RITA; EINICKER-
LAMAS, 2000).

Cerca de 60% dos pacientes que apresentam efeitos colaterais acabam
abandonando o tratamento no primeiro més de uso do medicamento. No estudo de
Hasslocher-Moreno et al. (2012) os disturbios mais frequentes foram na pele, sistema
gastrointestinal e sistema nervoso respectivamente. A interrupgdo da quimioterapia
aumenta as chances de desenvolvimento de resisténcia do T. cruzi ao farmaco, além
de contribuir para o fracasso terapéutico (MAZZETTI, 2014).

O mecanismo de agao do Nif consiste na reducao parcial ao anion radical, em
seguida ocorre a auto-oxidagcdo para que seja regenerado o nitrofurano original e
formar o radical anion superoxido, além de outras espécies reativas de oxigénio, como
por exemplo o peréxido de hidrogénio e radical hidroxila. Vale ressaltar, que o Nif age
contra as formas amastigotas do T. cruzi de forma tripanossomicida (SOARES
SOBRINHO et al., 2007).

Ja o mecanismo de agao do Bz ainda nao esta completamente elucidado, o
que se sabe a respeito € que age através de estresse redutivo, envolve reacgdes
covalentes de macromoléculas pela nitrorreducao de radicais intermediarios e varios
componentes celulares como lipidios, proteinas e RNAde T. cruzi (DOCAMPO, 1990).
Tanto o Bz quanto o Nif também atuam sobre o genoma do T. cruzi, inibindo a sintese
de DNA, RNA e proteinas, também aceleram a degradagdo dessas macromoléculas
e causam quebras nas cadeias de nucleotideos do DNA do parasito (STOPPANI,
1999).

A existéncia de cepas de T. cruzi resistentes ao Nif e Bz e falta de
medicamentos mais efetivos na fase cronica tardia, impdem a necessidade de serem
encontrados novos farmacos para substitui-los com eficacia, com baixa (ou sem)
toxicidade, com baixo custo de produgao, que sejam administrados por via oral com
poucas doses, que curem pacientes em todas as fases da DCh, e que as chances do
parasito desenvolver resisténcia sejam menores (COURA; CASTRO, 2002;
STOPPANI, 1999).
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2.4 QUIMIOTERAPIAS ALTERNATIVAS

Devido a falta de interesse das industrias farmacéuticas em investir na
descoberta e desenvolvimento de farmacos para a maioria das doengas causadas por
protozoarios, cabe as instituicdbes de pesquisa e setores publicos, principalmente de
paises onde ha endemismo das doengas, custear os experimentos e investigagbes
necessarias (DE CASTRO; SANTA-RITA; EINICKER-LAMAS, 2000). Diante do
exposto e dos medicamentos Bz e Nif ndo possuirem total eficacia contra o T. cruzi,
diversos pesquisadores vém se dedicando a investigar a eficiéncia de outros farmacos
a fim de encontrar um novo medicamento para o tratamento da DCh que seja mais
efetivo e com menos efeitos colaterais.

O itraconazol é um antifungico triazdlico oral, é bastante tolerado e considerado
altamente eficaz principalmente pelo seu metabdlito hidroxi-itrazonazol (DE BEULE;
GESTEL, 2001). Possui um amplo espectro de atividade contra uma série de
patdgenos fungicos incluindo espécies do género Aspergillus sp., fungos dimorficos e
demaceos, dermofitos, leveduras e bolores (HARIA; BRYSON; GOA, 1996; POIRIER,;
CHEYMOL, 1998).

Ja o farmaco alopurinol (4-hidroxipirazolol[3,4]piramidina) €& uma
pirazolopirimidina comumente usada no tratamento de gota, a partir da década de
1990, passou-se a investigar sua atividade anti-T. cruzi in vitro e in vivo em
camundongos. Os resultados similares aos dos farmacos Bz e Nif foram bastante
animadores, porém com menos efeitos toxicos, passou-se entdo a ser testado em
humanos (OLIVEIRA et al., 2008).

Tanto o itraconazol quanto o alopurinol foram estudados por Apt et al. (1998),
0s experimentos evidenciaram cura parasitolégica em 53% dos pacientes tratados
com itraconazol (6 mg/ kg/ dia por 120 dias) e 44% dos tratados com alopurinol (8,5
mg/ kg/ dia por 60 dias). Houve normalizagéo eletrocardiografica em 48,2% e 36,5%,
respectivamente, dos pacientes com cardiopatia crbnica ou recente, ambos os
medicamentos apresentaram altas taxas de adesao e efeitos colaterais reduzidos.
Além disso, estudo feito por Martins et al. (2015), demonstrou que a combinagao de
itraconazol e Bz na dose de 75 mg/ kg apresentou resultados quatro vezes mais

eficazes do que cada um dos farmacos usados isoladamente.
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O TAK-187 & um triazol antifungico que apresenta meia-vida terminal longa em
varios animais contra o T. cruzi. Quando administrada por via oral na dosagem diaria
de 20 mg/ kg induz protegdo completa contra morte em camundongos e altos niveis
de cura parasitoldgica independente da cepa, que variam entre 60 e 100% de cura. E
um farmaco potente anti-T. cruzi tanto in vitro como in vivo, mesmo perante a cepas
resistentes a compostos nitroimidazolicos e nitrofuranos (URBINA et al., 2003b).

O ravuconazol é também um farmaco triazolico, mas com meia-vida terminal
curta, € um potente antifungico e possui uma potente atividade anti-T. cruzi quando
testado in vitro, entretanto, estudos anteriores evidenciam que este medicamento sé
apresenta boa atividade in vivo em modelos murinos quando administrado duas vezes
ao dia e durante a fase aguda da doencga, ndao apresenta boa eficacia contra cepas
resistentes a medicamentos (URBINA et al., 2003a).

O posaconazol & um triazol antifungico administrado via oral, geralmente bem
tolerado e que apresenta amplo espectro de atividade. Apresenta atividade
clinicamente relevante contra diversas infec¢gdes fungicas invasivas que sao
refratarias ou intolerantes a outras terapias (como aspergilose, zigomicose e
fusariose), também apresenta eficacia em pacientes com neutropenia febril e
candidiase orofaringea e esofagica (KEATING, 2005).

O posaconazol € um analogo do itraconazol, e € considerado atualmente o
mais forte candidato como novo tratamento especifico para DCh (OLIVEIRA et al.,
2008), sendo o farmaco com o desenvolvimento mais avangado tanto em modelo
experimental quanto em ensaios clinicos. Apresenta uma atividade significativa contra
T. cruzi nos experimentos in vitro e in vivo (que varia de acordo com a cepa € a
dosagem), ja o resultado em humanos ndo atendeu as expectativas, uma vez que
demonstrou atividade contra o protozoario T. cruzi, mas ndo o suficiente para que
houvesse cura, portanto, ha chances de sua atividade ser maior quando administrada
em combinagdo com outras drogas ou em terapias sequenciais (MOLINA;
SALVADOR; SANCHEZ-MONTALVA, 2015).

2.4.1 Metronidazol

O metronidazol (1-(B-hidroxietil)-2-metil-5-nitroimidazol) é um antibidtico e
antiparasitario sintético derivado do nitroimidazol azomicina (produzida pelas

bactérias dos filos Actinobacteria e Proteobacteria), que foi sintetizado e descrito pela
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primeira vez no ano de 1959. Foi usado inicialmente no tratamento de tricomoniase,
infeccdo causada pelo protozoario Trichomonas vaginalis. Além disso, é referéncia no
tratamento contra os protozoarios Entamoeba histolytica e Giardia lamblia. Novas
propriedades terapéuticas do metronidazol foram descobertas posteriormente, é
usado atualmente no tratamento de infec¢gdes causadas por Bacteroides,
Fusobacteria e Clostridia, rosacea, e em infec¢des orais, dentais, ginecologicas, do
trato respiratorio, de ossos e articulagdes, endocardite e septicemia. Além disso,
também pode ser usado como profilaxia antes ou depois de cirurgias e no tratamento
de doenca de Crohn (CERUELQOS et al., 2019).

Os 5-nitroimidazéis utilizados na terapéutica humana s&o substancias que
possuem acgodes antiparasitarias e antimicrobianas, tendo sido o metronidazol o
primeiro farmaco deste grupo a ser introduzido no tratamento de humanos, e mesmo
apos tantas décadas ainda é considerado um dos principais representantes do grupo
(TAVARES, 2014).

Metronidazol € um medicamento de baixo custo, possui uma boa penetracao
nos tecidos e apresenta efeitos colaterais relativamente leves (SAMUELSON, 1999).
As reacbOes adversas mais comuns sdo: dores abdominais, nauseas, diarreia,
neutropenia reversivel, urticaria, urina escura e ardor vaginal e uretral. As principais
reagdes no sistema nervoso central sdo: vertigem, neuropatia periférica, dor de
cabeca e ataxia. Em casos raros, neuropatia periférica, neuropatia optica e
encefalopatia foram relatados. Atualmente, o uso terapéutico de metronidazol tem sido
associado a neurotoxicidade e genotoxicidade, entretanto, seus efeitos colaterais
ainda precisam ser bem estabelecidos (SYDNEY; FINEGOLD, 1980; CERUELOS et
al., 2019).

O mecanismo de agdo do metronidazol resulta da ligacdo de produtos
intermediarios (que sao originarios de sua redugao intracelular) com o DNA, formando
assim, complexos que inativam o DNA e inibem sua replicacdo, o que impede as
sinteses enzimaticas e causa morte celular. Este farmaco possui acéo seletiva sobre
microrganismos e parasitas anaerdbios, devido a presenca de um sistema de
proteinas de baixo potencial de oxirreducao nestes agentes infecciosos (semelhante
a ferredoxina), que reduz o metronidazol a produtos intermediarios que possuem agao
téxica e sdo os responsaveis pela atividade antimicrobiana. Os germes aerébios

possuem insensibilidade ao metronidazol, j& que ndo sédo capazes de reduzir o
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farmaco. O uso isolado do farmaco metronidazol se mostrou ineficaz no tratamento
da DCh em humanos (TAVARES, 2014). Entretanto, faltam experimentos que

demonstrem sua eficacia apos hibridizagdo molecular e em terapias combinadas.

2.5 HIBRIDOS E TERAPIA COMBINADA

Uma das estratégias de planejamento de farmacos é chamada de hibridizagao
molecular, que consiste em unir grupamentos farmacoféricos de diferentes
substancias bioativas em um unico composto, que passa a ser um composto hibrido,
nele pode-se manter caracteristicas especificas dos compostos isolados. Esta
estratégia pode resultar em compostos com afinidade e eficacia melhorada (quando
comparado aos medicamentos originais), modos de acao diferentes e/ ou duplos,
seletividade modificada e efeitos colaterais reduzidos (VIEGAS-JUNIOR et al., 2007).

Outra proposta de uma nova estratégia para o tratamento da DCh ¢é a terapia
combinada de farmacos, que pode além de potencializar a agdo dos diferentes
compostos terapéuticos, ajudar a evitar o desenvolvimento de resisténcia
quimioterapica do parasita. Uma das provas da eficacia desta estratégia, € que
diversas doengas s6 foram controladas apés a combinacdo de medicamentos com
diferentes mecanismos de acdo como AIDS, tuberculose e hanseniase. Sendo assim,
até que um tratamento especifico seja descoberto para a DCh, novas estratégias séo
necessarias, como a combinagao de medicamentos a fim de alcangar maior eficacia
com drogas ja existentes (COURA, 2009).
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3 JUSTIFICATIVA

As doencgas causadas por parasitos atingem todo o mundo e principalmente
regides mais pobres, o que se torna de grande importancia médica, sanitaria, social e
econbmica. Apesar de ser endémica da América Latina, a DCh atinge cerca de 7
milhdes de pessoas em todo o mundo, e € considerada a doenga tropical mais
negligenciada, uma vez que mesmo ap6s mais de um século de sua descoberta, a
doencga continua sem um tratamento efetivo em todas as suas fases, contra cepas
resistentes e que apresente baixa toxicidade (COURA; CASTRO, 2002; TARLETON;
CURRAN, 2012; WHO, 2020).

Desta forma, se torna de extrema importancia a busca por novas estratégias
de tratamento, dentre elas estdo a hibridizagdo molecular, que pode resultar em
melhor afinidade e eficacia dos compostos quando comparado aos medicamentos néo
hibridizados, seletividade modificada e modos de acéo diferentes e/ou duplos. Além
disso, a terapia combinada pode reduzir o tempo de tratamento e a dosagem, podendo
levar a um menor custo. Ambas estratégias podem reduzir os efeitos colaterais do
tratamento, diferentemente dos farmacos utilizados atualmente, que muitas vezes
possuem efeitos que levam os pacientes a descontinuarem o esquema terapéutico
recomendado (DE CASTRO; SANTA-RITA; EINICKER-LAMAS, 2000; MARTINS et
al., 2015; VIEGAS-JUNIOR et al., 2007).

Deste modo, esta pesquisa se justifica devido ao alto grau de importancia de
se encontrar novas alternativas terapéuticas para a doenga de Chagas, e por isso
propde-se avaliar a utilizagado de derivados de eugenol que possui agao antiparasitaria
e do metronidazol que € um farmaco de referéncia para outras doengas parasitarias
causados por protozoarios. Além disso, a administracdo em combinacdo com Bz,
podera aumentar a atividade anti-T. cruzi, levando a um atraso na progressao da

doenca, reducio dos niveis de toxicidade e elevar os indices de cura.
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4 OBJETIVOS

Todos os objetivos deste trabalho estdo descritos abaixo, sendo divididos em

objetivo geral e especificos.

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade anti-T.cruzi de novos compostos hibridos de metronidazol

acoplados com derivados de eugenol através de testes in vitro e in vivo.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

O presente trabalho se propde a:

a)

b)

c)

d)

f)

9)

h)

verificar a atividade tripanocida in vitro dos hibridos de Metronidazol, contra
as formas epimastigotas e tripomastigotas da cepa Y do T.cruzi;

verificar a toxicidade dos hibridos em experimento in vitro utilizando células
HO9c2 (ATCC® CRL-1446™);

verificar em triagem in vivo, com numero reduzido de animais, a influéncia
dos hibridos na parasitemia dos animais, para verificacao da toxicidade e a
definigdo da dose a ser utilizada;

avaliar agao tripanocida do melhor composto selecionado na triagem in vivo
contra formas amastigotas;

verificar o indice de cura através do exame de sangue a fresco,
hemocultura e PCR apds o tratamento utilizando o composto mais ativo em
monoterapia ou combinado com Bz;

verificar a toxicidade das terapias a partir da pesagem dos animais durante
o periodo de tratamento, além de alteragbes comportamentais e pelos
ericados.

analisar os beneficios na prevencéao de lesdes cardiacas a partir da analise
histopatoldgica utilizando laminas coradas por hematoxilina e eosina;
avaliar o efeito na resposta imune humoral e celular através da dosagem
de anticorpos e citocinas no plasma por ELISA (Enzyme Linked Immuno

Sorbent Assay).
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5 MATERIAL E METODOS

Abaixo estao relacionados todos os materiais € métodos que foram necessarios

para a realizagao desta pesquisa.

5.1 PARASITO

Foi utilizada a cepa Y (DTU Il) de T. cruzi tanto nos experimentos in vitro quanto
in vivo. A cepa foi isolada em 1950 a partir de paciente em fase aguda da doenga, e
foi caracterizada por Filardi e Brener (1987) como sendo parcialmente sensivel ao Bz
e ao Nif (farmacos de referéncia). A cepa € mantida em laboratério no Departamento
de Patologia e Parasitologia (DPP) da UNIFAL-MG através de congelamento de

parasitos e passagens sanguineas sucessivas entre camundongos Swiss.

5.2 FARMACO E COMPOSTOS

Benznidazol (Bz), nomenclatura IUPAC: N-benzil-2-nitro-1-imidazolacetamida,
férmula molecular: C12H12N4O3 (Figura 1), foi o farmaco usado como referéncia para
0os experimentos in vitro e in vivo, por ser o unico medicamento disponivel para
tratamento em humanos no Brasil. E produzido pelo Laboratério Farmacéutico do
Estado de Pernambuco (LAFEPE).

Figura 1 - Estrutura quimica do farmaco benznidazol
7
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Fonte: DE CASTRO; SANTA-RITA; EINICKER-LAMAS, 2000.

Os demais compostos abaixo foram produzidos e obtidos pelo Laboratério de
Pesquisa em Quimica Farmacéutica (UNIFAL-MG). Para a sintese dos compostos
utilizados neste trabalho, duas séries de compostos hibridos foram sintetizados, uma
delas utilizando a técnica de acoplamento quimica de “click”, que foi introduzida por
Kolb, Finn e Sharpless (2001), que consiste em unir duas moléculas através da
formagao de um anel triazélico de forma simples e com grande rendimento. A técnica

utilizada para a outra série de compostos foi a de acoplamento direto entre as
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moléculas, que consiste em unir as moléculas sem haver a presenca de conectores
entre as subunidades. As técnicas foram utilizadas a fim de avaliar se ha diferenca
entre o acoplamento direto e a utilizagdo do conector triazol.

Além das séries citadas, também foram testados compostos que n&o passaram
por hibridizagdo molecular, sendo eles o diidroeugenol (CEI02) (Figura 2) e a mistura
fisica de metronidazol em eugenol (MG02) (Figura 3). O composto CEF05 é inédito
na literatura e consiste na hibridizagdo molecular do farmaco metronidazol acoplado

ao diidroeugenol nitrado na posi¢ao 5 (Figura 4).

Figura 2 - Estrutura quimica do composto CEI02
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Fonte: PELOZO et al., 2021.

Figura 3 - Estrutura quimica do composto MG02
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Fonte: PELOZO et al., 2021.

Figura 4 - Estrutura quimica do composto CEF05.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Todos os farmacos aqui listados foram testados quanto a suas acdes
tripanocidas em cepa Y de T. cruzi em testes in vitro contra as formas epimastigotas
e tripomastigotas e in vivo em modelos murinos. Avaliagao da toxicidade do farmaco

e compostos também foi realizada, para saber os reais beneficios de cada um dos
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tratamentos.

5.3 EXPERIMENTOQOS in vitro

Neste topico, estdo relacionados os materiais e métodos necessarios para a
realizacao dos experimentos in vitro. Inicialmente, uma série de compostos hibridos
de metronidazol com derivados de eugenol e os dois compostos nao hibridizados
foram testados, para que no final dos ensaios in vitro, fossem selecionados os
compostos com maiores atividades anti-T. cruzi e baixas taxas de toxicidade, para que

prosseguisse os testes in vivo com 0s mesmos.

5.3.1 Atividade contra formas epimastigotas

Para a obtencdo de epimastigotas da cepa Y usados neste trabalho, os
parasitos foram adicionados em tubos falcon juntamente de 3mL de meio LIT (Liver
Infusion Triptose) suplementado com SFB (Soro Fetal Bovino) e incubados em estufa
BOD (Demanda Bioquimica de Oxigénio) a 28°C. Foi adicionado a cada dois dias 3mL
de meio LIT em cada um dos tubos com a cultura de parasitos, que foram submetidas
a repiques semanais, o que resultou em crescimento exponencial do parasito para
uso em experimento.

Com o intuito de testar a potencial agdo dos compostos contra as formas
epimastigotas de T. cruzi in vitro, comparativamente ao farmaco de referéncia Bz, dois
experimentos independentes foram realizados conforme descrito a seguir. Cada uma
das substancias testadas foi disposta em sete concentragdes decrescentes (diluicao
1:2) em duplicata, com concentragao inicial de 200ug/mL e final de 3,12ug/mL. Em
microplacas de 96 pocos, foi adicionado 200uL/pogo de cada substancia em sua
respectiva diluicdo, os parasitos foram contados em camara de Neubauer para que a
concentragdo de parasitos fosse ajustada a 1,5x10%/mL, os parasitos foram entéo
adicionados aos poc¢os ja contendo previamente a diluigdo seriada dos compostos e
de Bz. As placas continham também controles negativos (pogos que continham
apenas meio LIT), controles positivos (meio LIT + parasito) e controles contendo meio
LIT e os compostos (sem parasitos), a fim de avaliar o quando cada composto seria
capaz de reduzir a resazurina.

As placas passaram por incubacao de 72 horas a 28°C em estufa BOD, para
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que em seguida fosse adicionado 20 uL/pog¢o de resazurina, as placas foram
incubadas por mais 12 horas a 28°C. Posteriormente, as placas foram lidas em
espectrofotometro a 570 nm e 600 nm, através dos valores obtidos foi entdo calculada

a porcentagem de inibicdo de proliferacéo a partir da férmula descrita abaixo:

% inibicao=100-[ As70-(As00XR0) Tratado / As70-(A600XRo) controle+] X100

Onde, As7o= absorbancia em 570nm; Aeoo = absorbancia em 600nm e Ro= fator
de correcéo, calculado a partir dos valores de absorbancia do controle negativo (meio
LIT sem parasitos, com adicdo de resazurina) sendo, Ro=(As70/As00). A partir dos
resultados do percentual de inibicdo, o software CompuSyn foi utilizado para
realizacdo do calculo IC50 (concentragao inibitéria do composto/farmaco capaz de

matar 50% dos parasitos).

5.3.2 Atividade contra formas tripomastigotas

Para que fossem obtidos parasitos da cepa Y na forma tripomastigota, foi
coletado de camundongos previamente infectados, 200uL de sangue do plexo venoso
retro-orbital no dia de pico maximo de parasitemia (7° dia apos infecgao). Os parasitos
entao foram contados em camara de Neubauer e sua concentracao ajustada a 1,5x10°®
parasitos/mL.

Em microplacas de 96 pocos, foram adicionadas diluicbes seriadas em
concentracdes decrescentes de cada um dos compostos (200ug/mL a 25ug/mL) em
duplicata, juntamente do meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium),
totalizando 200uL/pogo, os tripomastigotas também foram adicionados na proporgao
ajustada 1,5x10%/mL. Em seguida, as placas foram incubadas em estufa a 37°C por
24 horas.

Passado este periodo, o numero de parasitos foi quantificado através de
contagem em microscopio Optico com auxilio de cdmara de Neubauer, o numero

resultante foi adicionado ao software CompuSyn para realizagao do calculo ICsp.

5.3.3 Atividade contra formas amastigotas

As células utilizadas para este ensaio foram as células de cardiomioblastos de
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ratos neonatos H9c2 (American Type Culture Collection, ATCC: CRL 1446), que foram
incubadas e mantidas em estufa de CO2 a 5% e 37°C para crescimento. Ja para
obtencdo dos tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi, foi coletado de camundongos
previamente infectados, 200uL de sangue do plexo venoso retro-orbital no dia de pico
maximo de parasitemia (7° dia apds infecgao).

As células foram infectadas pelo parasito na propor¢cao de 10 parasitos para
cada célula H9c2 e incubadas por 24 horas em estufa de CO2 a 5% e 37°C. Passado
este periodo foi removido o0 meio de cultura e lavou-se a placa com PBS a fim de
eliminar todos os parasitos que ndo haviam internalizado as células e foi adicionado
novo meio de cultura e incubadas por mais 72 horas a 37°C. Passado este periodo
coletou-se o sobrenadante e centrifugou-se por 2 minutos a 3500 rpm para que nao
restassem debris celulares. O sobrenadante foi centrifugado a 4°C por 15 minutos a
3500 rpm, o sedimento foi adicionado em meio de cultura para utilizagdo no
experimento com amastigotas.

Com o intuito de testar a potencial acdo dos do hibrido CEF05 contra as formas
amastigotas de T. cruzi in vitro, comparativamente ao farmaco de referéncia Bz,
realizou-se o experimento conforme descrito a seguir. Utilizou-se para este
experimento placa de 24 pogos contendo laminulas de 13 mm, foram plaqueadas
1x10* células/pogo de células H9c2 e foi incubadas em estufa de CO2 a 5% e 37°C
durante 24 horas. Passadas as horas de incubacgao, as células foram infectadas na
proporcao de 20:1 tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi por célula H9c2, a placa foi
novamente incubada por 24 horas nas mesmas condicdes citadas anteriormente, para
que pudesse ocorrer a internalizagao dos parasitos.

Apods, para eliminagdo dos parasitos ndo internalizados, descartou-se o
sobrenadante e lavou-se os pocos com o0 meio DMEM a 10% por trés vezes. Diluiu-
se o hibrido CEF05 e o Bz em meio DMEM a 10% nas seguintes concentragdes (10
pMg/mL, 5 pg/mL, 2,5 yg/mL e 1,25 pg/mL), que foram testadas em duplicata, em
seguida adicionou-se o volume de 1 mL por pogo, também foi adicionado a placa
controle de células infectadas e nao tratadas. A placa foi incubada por 72 horas a 37°
C, apds realizou-se lavagem com DMEM 10%, fixou-se as laminulas com metanol
durante 5 minutos, apés a fixagao as laminulas foram coradas com corante Giemsa
diluido a 10% em agua destilada.

Para a montagem das laminas com as laminulas ja coradas, utilizou-se o auxilio
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de Entellan para a colagem das mesmas, posteriormente as laminulas foram levadas
ao microscopio Optico com objetiva de 100x e 6leo de imersao para que fosse
determinada a quantidade de células infectadas, para isso 100 células foram contadas
por laminula e contados também o numero de amastigotas em cada célula infectada.
As células que apresentaram mais de 50 amastigotas em seu citoplasma foram
representadas como “>50" na tabela de resultados e as mesmas nao foram

adicionadas a média de amastigotas por célula devido ao seu numero inespecifico.

5.3.4 Citotoxicidade

A fim de avaliar a toxicidade dos compostos e do farmaco Bz (para fins de
comparacgao) frente a células H9c2 (oriundas de cardiomioblastos de ratos), utilizou-
se o protocolo descrito por Diniz et al. (2013) com modificagdes. Desta forma, foi
adicionado 100 pL/pogo de suspenséo celular na concentragdo de 1x103células/mL
(em duplicata para cada um dos compostos e farmaco), em placas de 96 pocos, as
placas foram incubadas por 24 horas a 37°C e 5% de CO..

Aguardado este tempo, o meio foi removido e substituido por 200 uL/poco de
um novo meio contendo sete diferentes concentracées decrescentes (200ug/mL a
3,12ug/mL) de cada um dos compostos e também do farmaco Bz (diluigdo 1:2). Em
cada uma das placas foram adicionados controles negativos (apenas meio DMEM) e
controles positivos (contendo meio DMEM e células H9c2), as placas foram incubadas
por mais 72 horas.

Apos, adicionou-se 20 ulL/poco de resazurina, as placas foram novamente
incubadas por mais 12 horas até que a resazurina fosse reduzida, passado este
periodo as placas foram lidas em espectrofotdmetro nas absorbancias de 570nm e
600nm. A partir dos numeros obtidos através da leitura, foi calculada a porcentagem
de inibicao da proliferacdo induzida por cada um dos compostos testados e do Bz,

utilizando a férmula:
% inibicao=100-[ As70-(As00XR0) Tratado / As70-(A600XR0) controle+] X100
Onde, As7o= absorbancia em 570nm; Asoo = absorbancia em 600nm e Ro= fator

de corregdo, calculado a partir dos valores de absorbancia do controle negativo (meio

DMEM sem células, com adigdo de resazurina) [Ro=(As70/Ae00)C-]. Os resultados do
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percentual de inibigdo foram adicionados ao software CompuSyn para calculo do CCsg
(concentragao citotdxica para 50% das células). Foram realizados dois experimentos
independentes, para analise da citotoxicidade dos compostos e do farmaco. A partir
dos resultados adquiridos de CCso e ICsp para cada uma das formas do parasito, foi
calculado o indice de seletividade (IS), utilizando a seguinte férmula IS= CCs/ICso,

resultados de IS acima de 30 indicam um tratamento seguro.

5.4 EXPERIMENTOQOS in vivo

Neste topico, estdo relacionados os materiais e métodos necessarios para a
realizacdo dos experimentos in vivo utilizando modelos murinos. Esta pesquisa foi
submetida e aprovada pelo Comité de Etica em Uso de Animais da UNIFAL-MG
(CEUA n°59/2017).

5.4.1 Triagem in vivo

A triagem in vivo feita nesta pesquisa, teve como objetivo escolher a partir de
um numero reduzido de animais, quais dos compostos testados apresentaria maior
atividade in vivo, e quais seriam as dosagens otimizadas do mesmo, a fim reduzir o
numero de animais utilizados em experimento mais aprofundado e de maior duragao

(experimento final).

5.4.1.1 Animais

Foram utilizados para a triagem in vivo 31 camundongos da linhagem Swiss,
de ambos os sexos com idade de 30 dias e pesando entre 21 e 27g, estes
camundongos foram cedidos pelo Biotério Central da UNIFAL-MG.

Durante todo tempo de experimentagao os animais foram mantidos em biotério

com temperatura e fotoperiodo controlados, com agua e ragao comercial ad libitum.

5.4.1.2 Infecgéao, tratamento, parasitemia e parametros biolégicos

Os animais foram infectados de forma intraperitoneal com 5000 tripomastigotas
sanguineos da cepa Y, coletados no dia de pico de parasitemia (7° dia apds infecgao)

a partir do plexo venoso retro-orbital de camundongo Swiss previamente infectado e
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mantidos no biotério.

A divisao dos grupos experimentais foi feita da seguinte forma (Tabela 1), para
cada composto testado 9 camundongos foram utilizados, que foram subdivididos em
3 animais para cada dosagem administrada (10, 50 e 100 mg/Kg). Também foram
utilizados 4 animais para o grupo controle positivo (infectados e nao tratados), os

compostos foram solubilizados com 5% de cremophor.

Tabela 1 - Grupos experimentais da triagem in vivo com seus respectivos tratamentos e dosagens.

Grupos Infecgao Dosagem N° animais/dose | N° animais/grupo
C+ + N&o tratados 4 4
10mg/kg 3
CEIO2 + 50mg/kg 3 9
100mg/kg 3
10mg/kg 3
CEFO5 + 50mg/kg 3 9
100mg/kg 3
10mg/kg 3
MGO02 + 50mg/kg 3 9
100mg/kg 3
Total 31 camundongos

Fonte: Elaborada pela autora (2022).
Legenda: (C+): Grupo controle positivo;(+): Grupos de camundongos infectados com T. cruzi.

A confirmacéao da infec¢ao se deu através da coleta e analise diaria do sangue
da ponta da cauda dos animais (exame de sangue a fresco), o tratamento entao teve
inicio no primeiro dia em que os camundongos apresentaram parasitemia patente (5°
dia apds infecgao) e prosseguiu por 6 dias, onde receberam a administragao de todos
os compostos de forma oral através de gavagem.

A parasitemia foi realizada através da coleta diaria de 5uL de sangue da cauda
dos animais para realizagdo do exame de sangue a fresco, em microscopio éptico foi
contado o numero de parasitos em 50 campos com objetiva de 40x e multiplicado por
5000 (fator do microscopio) para obtengado do numero de parasitos a cada 0,1 mL de
sangue (BRENER, 1962). A curva parasitemia foi feita do 5° (dia da confirmacéo da
infecgdo patente na maioria dos camundongos) até o 13° dia apds a infecgao para
acompanhamento da reduc¢do ou aumento da parasitemia.

Os parametros bioldgicos utilizados foram alteragéo de peso, avaliado a partir

de pesagem periddica e mortalidade, que foi avaliado até o 35° dia apds a infeccéo,
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0s animais que sobreviveram até o ultimo dia do experimento foram eutanasiados.

5.4.2 Experimento final

A partir dos testes feitos na triagem in vivo, foi possivel selecionar qual dos trés
compostos testados anteriormente teve o melhor resultado quanto a reducédo da
parasitemia e dos efeitos toxicos. O composto selecionado foi o hibrido CEF05 que
passou a ser testado em maior numero de camundongos, e em combinagdo com o
farmaco de referéncia Bz, testes mais aprofundados para analise de sua eficacia

contra o parasito T. cruzi foram utilizados.

5.4.2.1 Animais

Para o experimento final foram utilizados 80 camundongos da linhagem Balb/C,
fémeas, com cerca de 30 dias de idade e pesando entre 15 e 20g. Os camundongos
utilizados no experimento final foram fornecidos pelo Biotério Central da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG). Os animais do experimento final foram mantidos
nas mesmas condigdes daqueles que participaram da triagem in vivo, como descrito

anteriormente.

5.4.2.2 Infeccao e tratamento

Os animais foram infectados de forma intraperitoneal com 5000
tripomastigotas, provenientes de passagens sucessivas entre camundongos Swiss
mantidos no biotério. Os mesmos foram divididos em 8 grupos de 10 camundongos
cada como relacionados abaixo (Tabela 2). Os compostos foram solubilizados em 5%
de cremophor, ja o Bz foi ressuspendido em carboximetilcelulose. A administragdo dos
compostos e do medicamento em monoterapia ou combinados teve inicio a partir da
confirmacgéao da infecgdo (5° dia) e prosseguiu por 21 dias onde, através de gavagem

os animais receberam 0,1 mL de seus respectivos tratamentos.
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Tabela 2 - Divisdo dos grupos experimentais do experimento in vivo final com seus respectivos

tratamentos.
Grupos Infeccéo Tratamento N° de animais
Grupo 1 - N&o tratados (Controle negativo) 10
Grupo 2 + N&o tratados (Controle positivo) 10
Grupo 3 + Bz 100 mg/Kg 10
Grupo 4 + CEFO05 100 mg/Kg 10
Grupo 5 + Bz 50 mg/Kg 10
Grupo 6 + CEF05 50 mg/Kg 10
Grupo 7 + Bz 50 mg/Kg + CEF05 50 mg/Kg 10
Grupo 8 + Bz 50 mg/Kg + CEF05 100 mg/Kg 10
Total 80 camundongos'

Fonte: Elaborada pela autora (2022).
Legenda: (+): Grupos de camundongos infectados com T. cruzi; (-): Grupo de camundongos nao
infectados.

5.4.2.3 Parasitemia e parametros biolégicos

A curva de parasitemia foi feita a partir da analise diaria do exame de sangue a
fresco dos camundongos onde para a quantificagdo do numero de parasitos foram
coletados 5uL de sangue a partir de um pequeno corte na ponta da cauda dos animais.
O sangue entao foi adicionado em lamina de vidro e coberto com laminula 22x22 mm
e lido em microscoépio 6ptico 50 campos em objetiva de 40x, o numero resultante foi
multiplicado por 5000 para obtencdo da quantidade de parasitos a cada 0,1 mL de
sangue. A curva de parasitemia teve inicio a partir da confirmagao da infec¢ao, que
ocorreu no 5° dia apds a infeccao na maioria dos camundongos e se estendeu até o
42° dia ap6s a infeccéo.

Os parametros biolégicos avaliados no experimento final foram ganho ou perda
de peso (pesagens periodicas), alteracées na pelagem como pelos ericados, analise
comportamental através do método de livre observacdo, onde todos os dias os
animais eram observados quanto a movimentagao de cada grupo experimental e a
reagcao dos animais ao manipular as gaiolas e ao toca-los, estes parametros foram

utilizados para auxiliar na analise da toxicidade in vivo.

5.4.2.4 Necropsia

Aos 43 dias de infecgdo e momentos antes da eutanasia e necropsia, foi

coletado sangue do seio venoso retro-orbital dos camundongos para que fossem
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utilizados para dosagem de citocinas. Em seguida, os animais foram eutanasiados a
partir de inalagao de isoflurano em camara especifica e posteriormente foi realizada a
necropsia na qual foram retirados o coragéo, figado, bago e musculo esquelético da
pata inferior de cada camundongo. Os 6rgédos foram lavados com PBS, pesados
(exceto musculo esquelético) e seccionados.

A porcéo direita do coragéao foi subdividida em duas partes, onde uma delas foi
utilizada para analise de PCR e a porcdo esquerda dos coragdes foram
acondicionados em solucao de formol 10% tamponada por no minimo 24 horas, onde
posteriormente foram utilizados para analises histolégicas. Os demais érgéos e uma

das secc¢des da porcao direita do coracao foram armazenados a -80°C.

5.4.2.4.1 Peso dos orgéaos

Para analise do peso relativo dos 6rgaos, os camundongos foram pesados no
mesmo dia da necropsia assim como os 6rgaos coletados. Os pesos dos 6rgaos entao
foram divididos pelo peso de cada um dos camundongos para obtencdo do peso
relativo, e posteriormente foi analisado o aumento ou redugdo da massa dos 6rgaos

comparados aos grupos controle.

5.4.2.4.2 Histologia

As porcdes esquerdas do coracdo foram acondicionadas por no minimo 24
horas em solucéo de formol 10% tamponado, posteriormente foram desidratadas em
bateria alcodlica de concentragao crescente, ficando por uma hora em cada um dos
alcoois 70°, 80°, 90°, 95°, absoluto I, absoluto Il e por ultimo uma solugao de alcool
absoluto mais xilol.

Em seguida, os 6rgaos ficaram imersos por uma hora e meia em xilol para que
houvesse a diafanizagao. Apds, os 6rgaos foram imersos em dois banhos de parafina,
onde permaneceu por uma hora em estufa a 60°C durante o primeiro banho e com a
segunda parafina foram confeccionados os blocos. Apds o enrijecimento dos blocos,
os mesmos foram moldados e cortados em cortes seriados de 5um em micrétomo.

A técnica utilizada para coloragdo das laminas foi de hematoxilina e eosina,
para isso os cortes seriados dos fragmentos dos 6rgaos foram fixados nas laminas,
para que fosse feita a desparafinizacado através da imersdo em dois banhos de xilol

durante 5 minutos em cada um deles. Em seguida, foram hidratados através de uma
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bateria de alcoois em concentracdo decrescente, alcool absoluto I, absoluto II,
absoluto Ill, 95°, 90° e 70°, apds, foram lavadas em agua corrente durante 5 minutos.

Em seguida, as laminas permaneceram em imersdo no corante hematoxilina
durante 1 minuto, e foram lavadas em agua corrente durante 5 minutos apds este
tempo. As laminas entdo permaneceram por 2 minutos imersas no corante eosina,
onde ao final foram passadas rapidamente pela agua, por cerca de cinco vezes para
retirada do excesso do corante.

Ap0Os a coloragao, as laminas passaram por um novo processo de desidratagao
através de bateria de solugdes alcoolicas crescentes (70°, 90°, 95° absoluto I,
absoluto I, absoluto Ill), onde permaneceram por 2 minutos em cada um deles,
seguidamente, passaram por dois banhos de xilol com durag¢ao de 2 minutos em cada
e logo apés ocorreu a montagem das laminas com auxilio de entellan e cobertas por
laminula 24x60 mm.

Para analise das laminas, utilizou-se microscépio 6ptico com objetiva de 40x e
microcamera AxionCam IC3 Zeiss, acoplada ao programa Axion Vision para o registro
das imagens. Os nucleos inflamatérios do coragdo foram entdo contados

manualmente com auxilio do software Image J, para a quantificagdo da miocardite.

5.4.2.5 Avaliagao da eficacia terapéutica

A avaliacao da eficacia terapéutica foi baseada em trés testes independentes:
exame de sangue a fresco, hemocultura e PCR. Os camundongos foram entdo

considerados curados quando apresentaram resultados negativos para os trés testes.

5.4.2.5.1 Exame de sangue a fresco

O exame de sangue a fresco foi feito através de coleta e analise diaria do
sangue da ponta da cauda dos camundongos que teve duracdo do 5° dia até o 42°
dia apos infecgcao, para analise da reducdo ou aumento da parasitemia, supressao e

reativagao natural da parasitemia.

5.4.2.5.2 Hemocultura

Antes que fosse realizada a eutanasia, no mesmo dia coletou-se de forma

asseéptica do seio venoso retro-orbital dos camundongos 200uL de sangue que foram
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mantidos em tubos Falcon juntamente de 2ml de meio LIT, os tubos entédo
permaneceram em estufa com 28°C e homogeneizados a cada 48 horas.

A hemocultura entdo foi analisada por trés vezes em microscopio 6ptico em
objetiva de 40x para detecgdo de epimastigotas a cada trinta dias. Para detecgao,
adicionou-se em lamina de vidro 10uL do sobrenadante da hemocultura que foi
coberto com laminula 22x22 mm, sendo assim, 0s animais que apresentaram

epimastigotas em sua hemocultura foram considerados positivos e ndo curados.

5.4.2.5.3 PCR quantitativa em tempo real

() Meétodo de padronizagdo das estratégias de quantificagdo de DNA através do

meétodo do ciclo threshold (Ct) comparativo

Inicialmente foram geradas curvas padrao de concentragdes conhecidas de
DNA do parasito proveniente de formas epimastigotas de cepa Y de T. cruzi (Figura
5). Juntamente foi adicionado o DNA gendmico do tecido cardiaco de camundongo
nao infectado. Dessa forma, a determinacao do limite de quantificagao e a eficiéncia
da amplificacdo do qPCR foi feita através das curvas padrdo, as mesmas foram
geradas a partir de 2x10" parasitos-equivalentes/ uL junto do DNA do tecido cardiaco
do camundongo néo infectado na concentragédo de 2x10" unidades arbitrarias/uL de
DNA (25ng/ yL de DNA de tecido cardiaco).

Os parasitos e o DNA do tecido muscular cardiaco foram submetidos a cinco
diluicdes seriadas (1:10) tanto em agua, que resultaram nas curvas padrao para o
DNA do parasito e para o DNA do controle enddégeno que foi utilizado (TNF-a), e
também em DNA de tecido muscular cardiaco dos camundongos nao infectados
(curva padrao para o DNA do parasito em DNA do tecido muscular cardiaco
constante).

Como estratégia de quantificagao, foi utilizada o método Ct comparativo (AACt)
como base para a padronizacao, seguido da conversao de dados de quantificagao
relativa para dados de parasito-equivalente/25ng de DNA tecidual cardiaco. Apds a
validagao do método, foi utilizado o calibrador com quantidade conhecida de DNA de
parasitos e de tecido cardiaco em todas as placas de qPCR, para que as cargas de T.
cruzi foram estimadas, ndo sendo necessario neste caso a utilizagdo da curva padrao

em cada uma das placas.
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Através do software do termociclador StepOnePlus (Applied Biosystems) foi
calculado automaticamente a quantificagcao relativa de DNA do parasito/ DNA de
tecido cardiaco das amostras analisadas em relacdo a amostra calibradora, uma vez
que a amostra calibradora ja possuia a concentragdo conhecida de parasito/DNA de
tecido cardiaco, permitiu a conversédo dos dados relativos para a conversédo de dados

quantitativos.

Figura 5 - Curvas padrao e de dissociagao geradas a partir de DNA de epimastigotas da cepa Y de T.
cruzi com o DNA gendmico de tecido cardiaco de animais ndo infectados.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Legenda: (A) Curva padrao gerada a partir da diluigdo seriada 1:10 do DNA proveniente de 2 x 10’
parasitos/uL em 2 x 10" unidades arbitrarias (25 ng/uL) de DNA de tecido cardiaco de
camundongo. (B) Curva padrdo gerada a partir da diluicdo seriada 1:10, em agua, de DNA
proveniente de 2 x 10" parasitos/uL e 2 x 10" unidades arbitrarias (25 ng/uL) de DNA de tecido
cardiaco de camundongo. (C) Curvas de dissociagdo dos segmentos de DNA amplificados
apo6s 40 ciclos de PCR em tempo real. Linhas pretas correspondem ao DNA do parasito e
linhas cinzas ao DNA do controle endégeno.

(i) PCR quantitativa em tempo real (QPCR)

Para a realizagdo da PCR quantitativo em tempo real (QPCR), o sangue foi
coletado do seio venoso retro-orbital minutos antes da eutanasia de todos os animais
que nao vieram a oObito naturalmente. As amostras foram dosadas em

espectrofotdmetro e diluidas até atingirem 25ng/ uL. Para cada uma das amostras que
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foram realizadas em duplicata, a reagao de PCR teve 2 pL de DNA genémico + 0,35
MM de oligonucleotideos iniciadores especificos para a repeticao de 195pb de DNA de
T. cruzi, onde foram utilizados os seguintes primers TCZ-F (5
GCTCTTGCCCACAMGGGTGC-3, onde M = A ou C), e TCZ-R (5-
CCAAGCAGCGGATAGTTCAGG-3’) amplificando um produto de 182 pb, 5 uL de
Sybr®Green PCR Mastermix, e agua Milli-Q para 10 pL de volume final de reacéo,
assim como descrito por Cummings e Tarleton (2003).

Separadamente, em cada uma das amostras foi dosado TNF-a (que foi
utilizado como controle endégeno normalizador) em duplicata, que continha 2 pL de
DNA genbmico + 0,35 pM de oligonucleotideos iniciadores TNF-5241 5'-
TCCCTCTCATCAGTTCTATGGCCCA-3’ e TNF-5411 5'-
CAGCAAGCATCTATGCACTTAGACCCC-3 (CUMMINGS, TARLETON, 2003),
amplificando um produto de 170 pb, 5 yL de Sybr®Green PCR Mastermix, e agua
Milli-Q para 10 pL de volume final de reagao.

Para a distribuigdo das reacgdes, foram utilizadas microplacas de 96 pogos (Fast
96-Well Reaction Plate, 0,1 mL, MicroAmp™), que passaram por centrifugagao a 2000
rom durante 2 minutos, em seguida, foram levadas ao termociclador StepOnePlus
(Apllied Biosystems), onde foram aquecidas a 95°C por 10 minutos, 40 ciclos de 94°C
por 15 segundos e 64,3°C por 1 minuto, com a aquisigao da fluorescéncia a 64,4°C.

Logo em seguida, passaram por um programa de melting com desnaturagao
inicial a 95° C por 15 segundos, foram resfriadas por 1 minuto a 60°C e a temperatura
foi aumentada de forma gradual de 0,3°C/s até atingirem 95°C. Cada placa tinha uma
amostra calibradora (referéncia) e um controle negativo de PCR, que continha agua

no lugar do DNA.

5.4.2.6 Alteragbes comportamentais, na pelagem e de peso nos camundongos

Durante todo o experimento os animais foram avaliados diariamente quando a
alteragcdes comportamentais e no aspecto fisico da pelagem, quaisquer alteracbes e
seus niveis foram registrados. Os animais passaram também por pesagens periddicas
(duas vezes na semana) durante todo o experimento, para que o calculo de perda ou
ganho de peso dos animais subtraiu-se o peso inicial (dia da inoculagao dos parasitos/
dia 0) dos demais pesos que os camundongos apresentaram durante todo o

experimento, sendo assim, apds o calculo foi montado o grafico contendo as curvas
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de alteracdo de peso dos animais, para acompanhamento e comparagao entre os

grupos tratados e grupos controle.

5.4.2.7 Avaliagao imunologica

Para a avaliagdo imunoldgica, utilizou-se o teste imunoenzimatico ELISA para
dosagem das citocinas anti-inflamatdrias e pro-inflamatérias, e foi utilizado o mesmo
teste para a quantificagcdo dos anticorpos IgG total e subclasse IgG1, ensaios estes

que estao relacionados abaixo.

5.4.2.7.1 IgG Total e IgG1

A fim de dosar os anticorpos da classe IgG total e a subclasse IgG1 através do
teste ELISA, coletou-se cerca de 200uL de sangue no seio venoso retro-orbital dos
camundongos um dia apos o término do tratamento, as amostras foram centrifugadas
por 10 minutos a 3000 rpm e 4°C. Coletou-se o sobrenadante, e centrifugou-se
novamente nas mesmas condigcdes da centrifugacdo anterior a fim de coletar o
maximo de soro possivel, o soro foi entdo acondicionado em tubos eppendorf e
mantidos a -20°C até que fossem utilizados.

Para os ensaios imunoenzimatico ELISA, foi utilizado antigenos de
epimastigotas da cepa Y de T. cruzi, que foram obtidos por cultivo acelular dos
parasitos em meio LIT, utilizou-se também como conjugado a anti-imunoglobulina IgG
total dos camundongos, marcada com peroxidase.

Utilizando placas de 96 pocos, inicialmente os pogos foram sensibilizados a
partir de 100uL de antigeno diluido em solugéo tampao carbonato, cujo pH foi de 9,6,
as placas foram cobertas com papel aluminio e incubadas a 4°C overnight. Apds, as
placas foram quatro vezes utilizando solugéo de lavagem (500 uL de Tween 20 + 1,0
L de PBS 1X), a mesma solugdo foi utilizada em todas as fases de lavagem. Em
seguida, foi adicionado 100 pL/pog¢o de SFB em PBS (1mL SFB + 19mL de PBS), as
placas foram incubadas novamente durante 45 minutos a 7°C, apds a incubagao foram
lavadas duas vezes.

Foram adicionados, 100 pL/pogo de soro de cada camundongo, diluido em
PBS/Tween 5% na proporcao 1:80 nas placas que entdo foram incubadas por 45

minutos a 7°C e lavadas por 4 vezes ap0s a incubacao, para que os anticorpos nao
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ligantes fossem retirados. Foi adicionado 100 pL/pogo de conjugado diluido em
PBS/Tween 5% na proporgéo 1:5000, as placas foram incubadas durante 45 minutos
a 7°C e apos, lavadas por quatro vezes. Foi adicionado 100 uL/poco da solugao de
substrato (15mL de solugao de acido citrico + 1,5 mg de OPD e 3 uL de H202 (volume
30)). As placas foram incubadas a 37°C por 10 minutos, e para interromper a reagao
foi adicionado 32 pyL de H2SO4 2,5 M (5 N).

Em seguida, as placas foram lidas em espectrofotémetro a 490 nm, todas as
placas tiveram 10 controles negativos (ndo infectados) e 4 positivos (infectados e nao
tratados). Apos o procedimento de leitura da absorbéncia em espectrofotdmetro, os
valores obtidos foram comparados entre os grupos tratados e com os grupos controle

negativo e positivo.

5.4.2.7.2 Citocinas pro-inflamatérias e anti-inflamatoria

Para a dosagem de citocinas, utilizou-se como método de deteccao o teste
sorologico ELISA com seus devidos kits para a detecgao de citocinas pré-inflamatoérias
TNF-a e INF-y e da citocina anti-inflamatéria IL-4, seguindo instrugdes metodologicas
descritas pelo fabricante (PeproTech® Brasil- FUNPEC/Ribeirdo Preto, SP).

As amostras de sangue utilizadas para o teste foram coletadas um dia apds o
final do tratamento (26° dia apds infecgdo) através do seio venoso retro-orbital dos
camundongos, onde logo em seguida, foram centrifugadas por 10 minutos a 3000 rpm
e uma temperatura de 4°C, o plasma entao foi coletado, o sangue passou por nova
centrifugacéo nas mesmas condigdes da anterior, a fim de coletar o maximo de plasma
possivel, todo plasma coletado foi armazenado em tubos eppendorf € acondicionados
a -80°C até que prosseguissem os testes.

Microplacas de 96 pocos foram sensibilizadas com 100uL/pogo de anticorpo de
captura e cobertas com papel aluminio para incubacdo overnight em temperatura
ambiente. Apds, as placas foram aspiradas e lavadas com solugcdo de lavagem
(contendo 1L de PBS 1x + 500 pyL de Tween 20), por quatro vezes utilizando 300
ML/poco (todas as lavagens deste procedimento foram repetidas por quatro vezes),
com intuito de evitar ligacbes inespecificas foi adicionada 300 pyL de solugao de
bloqueio (700mL de PBS 1x + 7g de BSA) em cada um dos pogos, as placas foram
incubadas novamente por uma hora em temperatura ambiente (assim como todas as

demais incubagdes ocorreram em temperatura ambiente).
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As placas foram lavadas, e foi adicionado em seguida 100 pL/poco de solugao
padrdao em duplicata, foram entdo incubadas por mais duas horas. Nova lavagem foi
repetida e apos a adicao de 100 uyL/poco de anticorpos de deteccao, foram incubadas
por mais 30 minutos. Em seguida, as placas passaram por mais uma lavagem, e foi
adicionado Avidina-HRP na dosagem de 100 uL em cada pog¢o, em seguida, foram
incubadas por mais 30 minutos.

Por fim, apds lavagem foi adicionado 100 pL/pogo de substrato liquido ABTS e
foram incubadas na auséncia de luz por cerca de 30 minutos ou até que
desenvolvesse coloragao. A leitura da absorbéancia foi lida em espectrofotémetro nas

faixas de 405nm e 650nm para a corregao do comprimento de onda.

5.5 ANALISES ESTATISTICAS

Para que fossem realizados os calculos de ICso e CCso dos ensaios in vitro,
utilizou-se o auxilio do software CompuSyn. Ja para os ensaios in vivo (peso dos
orgaos em relagao ao corpo dos camundongos, dosagem de citocinas e anticorpos
IgG total e IgG1 e miocardite) foi utilizado o software GraphPad Prism 8 para analise
estatistica, sendo as analises utilizadas Analise de Variancia (ANOVA) e o teste de

Tukey com multiplas comparacgoes.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Abaixo estao relacionados todos os resultados obtidos durante a realizacao

desta pesquisa e a discusséo.

6.1 AVALIACAO DAATIVIDADE DOS TRATAMENTOS in vitro CONTRAAS FORMAS
EPIMASTIGOTAS E TRIPOMASTIGOTAS DA CEPAY DE T. cruzi

Segundo Indrayanto, Putra e Suhud (2021), o farmaco ideal € aquele que
apresenta valores altos de CCsp (concentragao citotoxica para 50% das células) e
baixos de ICso (concentragéo inibitéria capaz de matar 50% dos parasitos). Sendo
assim, previamente a este trabalho, 21 compostos foram sintetizados e tiveram seus
ICs0 e CCso determinados. Apds as avaliagdes in vitro, apenas trés compostos dos 21
sintetizados foram selecionados, por apresentarem parametros mais préximos do
farmaco ideal, sendo eles CEI02, CEF05 e MGO02.

Todos os compostos selecionados apresentaram atividade contra as formas
epimastigotas e tripomastigotas (ICso), que inclusive foram bastante similares aos
resultados obtidos com o farmaco de referéncia Bz. Em relacdo a citotoxicidade,
indices mais elevados de CCso foram obtidos com o hibrido CEF05, o que foi
confirmado a partir do indice de seletividade (IS) (Tabela 3).

O indice de seletividade (IS) de um composto é calculado dividindo o valor de
citotoxicidade (CCso) pela atividade biolégica contra o parasito (ICso), portanto, indica
quantas vezes um composto € mais seletivo contra o parasito do que contra as células
hospedeiras (SILVA et al., 2010), sendo assim, quanto mais alto o IS/ mais seletivo,
menor € sua citotoxicidade e assim mais seguro.

Os compostos CEF05 e MGO02 apresentaram resultados muito satisfatérios de
indices de seletividade contra as formas tripomastigotas, uma vez que os resultados
de IS 210 representam uma atividade antiprotozoaria significativa e boa seletividade
(LENTA et al., 2007). O composto CEFO05 foi o unico que apresentou um IS satisfatorio
contra as formas epimastigotas.

De acordo com Sykes e Avery (2015) IS <10 indicam que os compostos
testados podem apresentar problemas com toxicidade, e embora o composto CEI02

nao tenha sido satisfatério como os demais compostos (IS 4,27 para epimastigotas e
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7,27 para tripomastigotas), o resultado do 1Cso em epimastigotas foi o melhor entre os

demais compostos, sendo assim, € preciso uma dose bastante baixa do composto

para matar muitos parasitos, o que justifica seu uso nos demais experimentos. Os trés

compostos entdo foram selecionados para dar prosseguimento em experimentos in

Vivo.

Tabela 3 - Valores de ICs, CCsp € IS, obtidos a partir dos experimentos in vitro, utilizando os tratamentos
contra as formas tripomastigotas e epimastigotas de cepa Y de T. cruzi.

Compostos | ICso pg/mLxDP | ICso pg/mL+DP CCso IS Epi | IS Tripo
Epi Tripo pNg/mL+DP
| CEIO02 3,32+0,73 1,95+0,18 1419+94 4,27 7,27 |
CEF05 9,6 £1,65 2,29+0,16 128+7,29 13,35 55,98
MGO02 4,84 £ 0,05 0,46 £ 0,02 39,01 +11,69 8,05 84,8
Bz 5,67 +1,92 1,34 £ 0,01 >200 >35,2 >149

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Legenda: (ICsp): concentragdo inibitoria do tratamento capaz de matar 50% dos parasitos; (CCsp):
concentragao citotoxica para 50% das células; (Epi): Resultados em epimastigotas; (Tripo):
Resultados em tripomastigotas; (DP): Desvio padrao; (IS): Indice de seletividade.

6.2 RESULTADOS DA TRIAGEM in vivo

A partir da selecdo dos compostos com melhores resultados in vitro, os

experimentos foram continuados com experimentos in vivo. A triagem in vivo teve

como objetivo verificar se os compostos com atividade comprovada nos experimentos

in vitro também eram ativos no contexto in vivo, e ainda verificar a melhor dose a ser

utilizada, para que estudo mais aprofundado fosse continuado com maior nimero de

animais, periodo mais prolongado de tratamento e usando novas métricas.

6.2.1 Avaliagdo da atividade anti-T. cruzi dos compostos em modelos murinos

através da curva de parasitemia

Todos os tratamentos reduziram a parasitemia dos camundongos quando

comparados ao grupo controle (infectados e nao tratados). Os grupos tratados com a

menor dosagem (10 mg/kg) de CEI02 e CEF05 e a com a maior dosagem (100 mg/kg)

de MGO02, ndo apresentaram redugdo significativa no pico de parasitemia quando

comparados ao grupo controle. De forma interessante, a maior dosagem do MG02
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utilizada foi menos eficiente em reduzir a parasitemia do que as doses inferiores. Este
resultado pode ser devido a um possivel efeito anti-inflamatério deste composto.
(Figura 6).

Figura 6 - Curva de parasitemia dos animais tratados com CEI02, CEF05 e MGO02 em trés dosagens
diferentes e comparados ao grupo controle.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).
Legenda: (Controle): Animais infectados e ndo tratados.

Redugbes mais acentuadas foram observadas nos grupos dos compostos
hibridizados, o hibrido CEF05 foi o que apresentou maior atividade anti-T. cruzi
principalmente entre os animais tratados com as maiores dosagens (50 e 100 mg/kg)
com picos de 91.666 e 46.666 parasitos/ 0,1mL de sangue, respectivamente,
comparados a 1.904.500 parasitos/ 0,1mL de sangue observado entre os animais do
grupo controle. Reducao significativa também foi observada com o hibrido CEIO2 na
dosagem de 100mg/kg com pico de 243.333 parasitos/ 0,1mL de sangue, entretanto
sua eficacia foi relativamente baixa quando comparada aquela observada com o
composto CEFO05.

Com seis dias de tratamento administrado uma vez ao dia, nao foi possivel
observar supressao da parasitemia em nenhum dos esquemas terapéuticos utilizados,

porém os baixos niveis de parasitemia observados com o hibrido CEF05 o torna
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promissor em administragdes mais prolongadas e com combinagdo com a farmaco de

referéncia Bz.

6.2.2 Avaliacao da tolerabilidade dos compostos pelos camundongos

Foram utilizados como parametros para inferir os niveis de toxicidade dos
compostos, a mortalidade e a alteragdo de peso dos animais. A figura 7 apresenta os
graficos de porcentagem da mortalidade de cada um dos grupos comparados ao
grupo controle conforme se passaram os dias apés a infecgao por T. cruzi. Os animais
pertencentes ao grupo controle foram os primeiros a virem a obito aos 11 dias apods
infecgdo, seguido pelos animais tratados com 10mg/kg de MGO02, no qual 70% dos
animais morreram com 13 dias.

O melhor resultado obtido quanto a mortalidade foi 0 dos animais tratados com
CEFO05 nas dosagens de 50 e 100 mg/kg, onde todos os animais sobreviveram até o
final do tratamento (40° apds infecgao), seguido CEIO02 de 100mg/kg cujo ultimo animal
morreu com 26 dias apos infecgdo. As demais dosagens dos compostos apresentaram
resultados pouco significativos quando comparados ao grupo controle.

Estudo realizado por Simdes-Silva et al. (2017), demonstra que a administragao
de 250mg/kg de metronidazol e 10mg/kg de Bz em combinacdo, preveniu a
mortalidade em 70% dos camundongos. O motivo descrito pelos autores para essa
reducao da mortalidade, seria uma possivel protecao fisioldégica da parte elétrica do
coragcao, uma vez que a mesma costuma ser alterada em estudos experimentais.
Sendo assim, acredita-se que a protegcao da mortalidade observada entre os grupos
tratados com 50 e 100mg/kg de CEFO05 poderia ter ocorrido desta forma, entretanto a
protecao direta incontestavel, principalmente no grupo tratado com 100mg/kg, deve-

se a pronunciada redugao da parasitemia, mostrada na figura 6.
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Figura 7 - Graficos da mortalidade de cada grupo experimental avaliada até o 40° dia ap6s infecgéo por
cepaY de T cruzi.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022)
Legenda: (Controle): Animais infectados e néo tratados.

Na figura 8 estao representados os graficos de alteragcdo do peso médio dos
camundongos em relagcdo ao peso médio inicial de cada um dos grupos
experimentais. Quando a linha encerra antes do ultimo dia do experimento (40° dia) €
devido ao 6bito dos animais.

Os animais tratados com 10mg/kg de CEI02 foram os que apresentaram maior
perda de peso, entretanto, o peso dos animais tratados com todas as dosagens voltou
a subir a partir do dia 13, até o dia em que vieram a 6bito. O grupo tratado com MG02
tiveram reducédo também significativa do peso, que se manteve até que os animais
morressem.

Bons resultados foram verificados com os animais tratados com CEF05 nas
maiores dosagens (50 e 100mg/kg), uma vez que foram os que tiveram menor perda
de peso, e ao final do experimento os animais pertencentes ao grupo tratado com

100mg/kg do hibrido, estavam com o peso bastante similar ao peso inicial.
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Infecgbes sistémicas tipicamente podem levar a uma reducéo da ingestao de
alimentos e um aumento do gasto energético em decorréncia da debilidade da
infeccdo (NOVAES et al., 2015). Este fator pode ter refletido na perda de peso dos
animais testados, onde os animais que possuiam a parasitemia mais controlada

apresentaram menor perda de peso, quando comparados aos néao tratados.

Figura 8 - Alteracdo do peso médio dos animais infectados com cepa Y de T. cruzi e tratados com
CEIO2, CEFO05 e MGO02 durante o experimento.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022)
Legenda: (Controle): Animais infectados e ndo tratados.

Através dos testes de toxicidade e de curva de parasitemia, foi possivel verificar
que o composto menos tdéxico e com maior atividade tripanocida dentre os testados
foi o hibrido CEF05 nas dosagens de 50 e 100mg/kg.

6.3 AVALIACAO MAIS APROFUNDADA DO COMPOSTO CEF05

Apos verificar-se que o hibrido CEF05 foi o composto testado que apresentou
os melhores resultados, surgiu-se a necessidade de estuda-lo in vitro de forma mais

aprofundada.
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6.3.1 Resultados in vitro do composto e do farmaco nao hibridizados

A partir da definicdo do melhor composto dentre todos os testados (CEF05), se
fez necessario avaliar melhor o CEF05 com o intuito de verificar se sua melhor
resposta era devido a hibridizacdo ou se o composto e farmaco isolados que o
constituem teriam o mesmo efeito do hibrido. O composto CEF05, como ja descrito
anteriormente, € um hibrido formado pelo acoplamento direto entre o metronidazol e
o diidroeugenol nitrado na posi¢ao 5, ambos ja haviam sido testados isoladamente in

vitro e faziam parte da lista dos 21 compostos utilizados neste trabalho.

Tabela 4 - Valores de ICs, CCs € IS do composto e farmaco isolados e hibridizados, obtidos a partir
dos experimentos in vitro, utilizando os tratamentos contra as formas epimastigotas e
tripomastigotas de cepa Y de T. cruzi.

Compostos/ | 1Cso ug/mL£DP | ICso ug/mL£DP CCso IS IS
Farmaco Epi Tripo pMg/mL+DP Epi Tripo

| 1
Diidroeugenol 20,79 + 2,75 29,79 £ 1,36 64,75+13,95 3,11 217

(nitrado na posigao 5)

Metronidazol 32,81 £ 1,33 30,83+542 133,95+10,25 4,08 84,38

CEFO05 9,6 +1,65 2,29+0,16 128 +7,29 13,35 55,98

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Legenda: (ICsp): concentragéo inibitéria do tratamento capaz de matar 50% dos parasitos; (CCsp):
concentragao citotdxica para 50% das células; (Epi): Resultados em epimastigotas; (Tripo):
Resultados em tripomastigotas; (DP): Desvio padréo; (IS): indice de seletividade.

E possivel observar na tabela 4 que os resultados de ICsy tanto em
epimastigotas quanto em tripomastigotas do hibrido CEF05 foram bastante superiores
aos do composto e farmaco isolados, por mais que o CCso do metronidazol tenha tido
um resultado superior ao do hibrido, € necessaria uma grande quantidade deste
farmaco para matar 50% dos parasitos, diferentemente do que acontece com CEF05.
Sendo assim, torna-se nitido que a agao do hibrido CEF05 possui agao superior ao
composto e farmaco usados isoladamente, o que justifica seu uso nos demais testes

e torna claro a importancia da hibridizagdo neste trabalho.

6.3.2 O composto CEF05 reduz o numero de células infectadas com as formas

amastigotas e a média de parasitos por célula

A partir dos resultados obtidos na triagem in vivo, cujo composto mais efetivo
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foi o hibrido CEFO05, surgiu-se o interesse em testar a acéo tripanocida do mesmo
contra as formas amastigotas da cepa Y de T. cruzi, os ensaios foram realizados e os
resultados est&o retratados na tabela 5.

Foi possivel observar que o hibrido CEF05 foi capaz de reduzir o numero de
células infectadas a cada 100 células contadas quando comparados ao controle,
principalmente em concentracdes mais elevadas, onde a reducdo foi ainda mais
significativa. Apesar da dosagem de 5 pg/mL ter apresentado o menor numero de
células infectadas, apresentou uma média maior de amastigotas por célula do que o
encontrado na dosagem de 10 ug/mL, além disso, apresentou uma célula contendo
mais de 50 amastigotas em uma das laminulas, resultando em 0,5 células com >50
amastigotas, situacado essa nao encontrada nas laminulas tratadas com 10 ug/mL.

Observou-se também que conforme houve a redugcdo da dosagem de CEFO05,
houve também um aumento do numero de células infectadas, da média de
amastigotas por célula e também das células que continham mais de 50 amastigotas
por célula infectada, até atingir a dosagem de 1,25 pg/mL que demonstrou menor
atividade dentre os testados, mas ainda apresentou atividade quando comparado ao
controle.

Quando comparados os tratamentos de CEF05 e Bz nas mesmas dosagens
(10 pg/mL), resultados animadores foram observados, uma vez que o hibrido reduziu
de forma mais significativa tanto o numero de células infectadas quanto a média de
amastigotas por célula quando comparado a administragcéo de Bz.

Sendo assim, apesar da maior dosagem testada do hibrido n&o ter zerado o
numero de células infectadas das laminulas, demonstrou atividade significativa
principalmente nas dosagens de 10 ug/mL e 5 pg/mL quando comparados ao controle
que foi infectado e nao tratado. Além disso, melhores resultados foram observados no
tratamento com o hibrido CEF05 contra as formas amastigotas em relagdo ao

tratamento de Bz.
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Tabela 5 - Resultados do ensaio in vitro utilizando amastigotas de cepa Y de T. cruzi.

Composto/ farmaco e | N° cél. infectadas/ Média de Cél. com >50
dosagem 100 cél. contadas amastigotas/ cél. amastigotas
| Bz 10 ug/mL 26 2,65 0
CEF05 10 pg/mL 15 2,16 0
CEFO05 5 pg/mL 9,5 7,4 0,5
CEFO05 2,5 pg/mL 24,5 10,92 6,5
CEFO05 1,25 ug/mL 31 11,42 10
Controle 50,5 12,97 16,5

Fonte: Elaborada pela autora (2022).
Legenda: Média de amastigotas/ célula, ndo foram incluidas nesta média as células que continham
mais de 50 amastigotas; (Controle): Infectados e néo tratados;

6.4 RESULTADOS DO EXPERIMENTO in vivo FINAL

Apos avaliagdo dos resultados da triagem in vivo, foi possivel selecionar o
composto com a maior eficacia tripanocida e menor toxicidade, portanto, o hibrido
CEFO05 passou a ser testado em um maior nimero de animais, por um periodo de
administracdo mais prolongado, avaliando novos parametros para verificar de forma
mais aprofundada o real efeito do composto e em combinagdo com o farmaco de

referéncia Bz.

6.4.1 O hibrido CEF05 reduz a parasitemia e aumenta a atividade tripanocida do

benznidazol em terapia combinada.

Todos os tratamentos administrados proporcionaram algum nivel de protecao
aos camundongos quando comparados ao controle positivo (animais infectados e néo
tratados) que apresentaram um pico maximo de parasitemia de cerca de 1.900.000
parasitos/ 0,1imL de sangue. O grupo experimental tratado com monoterapia de
CEFO05 na dosagem de 50mg/kg foi o que apresentou redu¢do menos significativa
dentre os grupos tratados, com o pico maximo de parasitemia em 1.179.000 parasitos/
0,1mL de sangue (Figura 9a).

A administracdo de CEF05 em monoterapia na dosagem de 100mg/kg

apresentou reducao significativa da parasitemia (pico maximo de 180.000 parasitos/
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0,1mL de sangue), quando comparado a dosagem de 50mg/kg de CEF05 e ao grupo
controle positivo, apesar disso foi 0 segundo tratamento menos efetivo dentre os
testados (Figura 9b).

Reduc¢des mais acentuadas no primeiro pico de parasitemia foram observadas
entre os tratados com terapia combinada de Bz 50mg/kg + CEF05 50mg/kg e Bz
50mg/kg + CEF05 100mg/kg, com o primeiro pico em 3.500 e 10.500 parasitos/ 0,1mL
de sangue, respectivamente, porém houve reativagdo em ambos os grupos a partir do
31° apds infecgao. O segundo pico destes tratamentos apresentou 20.000 e 5.000
parasitos/ 0,1mL de sangue para os tratados com Bz 50 + CEF05 50 e Bz 50 + CEF05
100, respectivamente. Ao final do experimento, ambos 0s grupos ainda apresentavam
parasitemia patente.

Os grupos tratados com 50 e 100mg/kg de Bz tiveram seus picos maximos com
29.000 e 13.000 parasitos/ 0,imL de sangue, respectivamente, apesar dos
tratamentos terem suprido a parasitemia por alguns dias, ambos os grupos reativaram,
tratados com 50mg/kg no 20° dia e com 100mg/kg no 36° dia apds infecgdo. Ambos
os tratamentos suprimiram novamente a parasitemia ao final do tratamento.

Os tratamentos que suprimiram a parasitemia mais rapidamente foram Bz
100mg/kg e a combinacédo de Bz 50mg/kg + CEF05 50mg/kg com apenas 2 doses, e
a combinagao de Bz 50mg/kg + CEF05 100mg/kg com 3 doses de tratamento. Todos
0Ss grupos experimentais tiveram reativagao dos parasitos apds a supressao inicial,
dentre eles, o grupo que mais demorou para reativar foi o de animais tratados com
100mg/kg de Bz, com o segundo pico em 1.500 parasitos/ 0,1mL de sangue.

Simdes-Silva et al. (2017), sugerem que o metronidazol pode melhorar a
farmacocinética do Bz quando administrados em terapia combinada, o que pode ter
refletido nos bons resultados obtidos neste estudo em relacdo a reducdo da
parasitemia, quando combinamos Bz com o hibrido CEF05 (metronidazol +
diidroeugenol com grupo nitrado na posigao 5).

Além disso, a combinagdo do hibrido com Bz pode diminuir a dose do
tratamento sem prejudicar o efeito tripanocida, o que pode reduzir o tempo de
tratamento e os efeitos colaterais, assim como foi observado em estudo feito por Diniz

et al. (2013) em estudo combinando do Bz com posaconazol.



59

Figura 9 - Curva de parasitemia dos animais tratados com monoterapia de CEF05 e combinado com
Bz em comparagéo ao grupo controle positivo.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Legenda: (A): Curva de parasitemia contendo todos os tratamentos administrados; (B): Curva de
parasitemia contendo apenas os tratamentos cujos picos de parasitemia foram menores, para
melhor visualizag&o dos baixos niveis; (Controle Positivo): Animais infectados e nao tratados;
(Bz): Benznidazol; (50): Animais tratados com 50 mg/kg do tratamento administrado; (100):
animais tratados com 100 mg/kg do tratamento administrado.

6.4.2 Avaliagcao do controle de cura

Para avaliacao do controle de cura, trés testes independentes foram realizados,
sendo eles exame de sangue a fresco, hemocultura e gPCR, o animal foi considerado
curado quando apresentou resultado negativo em cada um dos trés testes realizados
(Tabela 6).

Os melhores resultados obtidos a partir do exame de sangue a fresco foram os
dos grupos tratados com 50 e 100 mg/kg de Bz, onde apenas 20% dos animais
apresentaram resultado positivo para o teste, seguido pelos tratados com 50mg/kg de
CEF05 com 40% dos animais positivos e 50% dos animais positivos nos grupos
tratados com as terapias combinadas. Curiosamente, apesar dos resultados
promissores obtidos com a administracdo do CEF05 na reducéo da parasitemia, 60%
dos animais tratados em monoterapia com 100mg/kg de CEFO05 reativaram

naturalmente.
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Quanto a hemocultura, 100% dos animais pertencentes aos grupos tratados
com CEF05 100mg/kg, Bz 50mg/kg e Bz 50mg/kg + CEF05 100mg/kg, apresentaram
0 parasito detectado no teste desde a primeira analise (30 dias apds a coleta do
sangue). Na segunda analise da hemocultura (60 dias apds a coleta) apenas a
hemocultura de dois animais do grupo tratados com 50mg/kg de CEF05 apresentaram
resultados positivos.

ApoOs a terceira analise da hemocultura (90 dias apds a coleta) foi possivel
verificar que a hemocultura de trés animais do grupo tratado com 100mg/kg de Bz
foram positivos para T. cruzi. Sendo assim, foi possivel observar que a partir do exame
de sangue a fresco e analises de hemocultura, que 50% dos animais tratados por 20

dias com Bz 100mg/kg foram positivos para T. cruzi.

Tabela 6 - Controle de cura dos animais infectados com cepa Y de T. cruzi e tratados com monoterapia
de CEFO05 ou Bz e em combinagéo.

Grupos Exame de | Hemocultura Total curados N° total
experimentais sangue a Exame Fresco | qPCR curados
fresco + Hemocultura

30 | 60 | 90
T 1
Controle Positivo 10/10 - - - - - 0/10 (0%)
Bz 100mg/kg 2/10 0/8 0/8 3/8 5/10 0/5 5/10 (50%)
CEF05 100mg/kg 6/10 4/4 4/4 4/4 0/10 - 0/10 (0%)
Bz 50mg/kg 2/10 8/8 8/8 8/8 0/10 - 0/10 (0%)
CEF05 50mg/kg 4/10 4/6 6/6 6/6 0/10 - 0/10 (0%)
Bz 50mg/kg + 5/10 2/5 2/5 2/5 3/10 3/3 0/10 (0%)

CEFO05 50 mg/kg

Bz 50mg/kg + 5/10 5/5 5/5 5/5 0/10 - 0/10 (0%)
CEF05 100 mg/kg

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Legenda: (Controle positivo): animais infectados e néo tratados; Na tabela estdo representados o
numero de camundongos por grupo que apresentaram positivo para cada um dos testes
realizados. O animal é considerado curado quando apresentar resultado negativo em todos
os testes realizados.

A fim de confirmar os resultados obtidos através do exame de sangue a fresco
e hemocultura, foi realizado a qPCR (PCR quantitativa em tempo real), nele os 3
animais pertencentes ao grupo tratado com Bz 50mg/kg + CEF05 50mg/kg que ainda

nao haviam positivado em nenhum dos testes anteriores, apresentaram resultados
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positivos na qPCR, portanto, ndo sendo considerados curados. Ja os camundongos
pertencentes ao grupo tratado com Bz 100 mg/kg que ndo haviam apresentado
resultado positivo nos testes anteriores, também nao tiveram os resultados negativos
na qPCR, ou seja, 50% (5/10) dos animais tratados com 100 mg/kg de Bz foram
curados, nenhum dos camundongos dos demais tratamentos apresentaram cura
terapéutica. Resultados similares foram obtidos por Mazzeti et al. (2018), onde o
tratamento administrado por 20 dias com a mesma dosagem de Bz resultou em 57,1%
de cura dos animais infectados com cepa Y.

Fonseca et al. (2021), sugerem que tratamentos mais prolongados com a
dosagem padréo de Bz (100 mg/kg) podem resultar em melhores resultados quando
tratando-se de cepa Y de T. cruzi. Esta observagao foi também mostrada por Mazzeti
et al. (2018), uma vez que os indices de cura foram para 100% dos animais infectados
por cepa Y quando o tratamento foi administrado por 40 dias.

Enquanto o Bz age modificando as macromoléculas e componentes celulares
(lipidios, proteinas e RNA) do parasito, por meio de espécies reativas que sao geradas
através de seu metabolismo nitroredutor (DOCAMPO, 1990), o metronidazol inativa o
DNA do parasito e inibe sua multiplicacdo (o que causa morte celular), através da
ligacao de produtos intermediarios (originarios de sua redugéo intracelular) com o DNA
(TAVARES, 2014).

Como os mecanismos de acdo do Bz e do metronidazol agem de forma
diferente contra os parasitos, esperava-se que a acao dos dois compostos
combinados pudesse ser mais efetiva em relagao a inducéo de cura, mais ainda por
se tratar do metronidazol hibridizado com diidroeugenol nitrado na posi¢céo 5, que
segundo os ensaios anteriores feitos neste trabalho apresentou resultados superiores
in vitro em comparacao ao farmaco e o composto isolados (Tabela 4). No entanto, néo
foi observada cura parasitolégica nos grupos que receberam a administracdo de
CEF05 em monoterapia ou em terapia combinada com Bz, o unico grupo que
apresentou cura parasitolégica de 50% dos camundongos foi o que recebeu a
administragcao de Bz em sua dosagem padrao (100 mg/kg) como ja era esperado por
tratar-se de uma cepa descrita por Filardi e Brener (1987) como parcialmente sensivel

ao Bz.
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6.4.2.1 PCR quantitativa em tempo real

A partir das amostras cardiacas dos camundongos foi possivel realizar a
quantificacdo da carga de DNA do T. cruzi normalizada pela quantificagdo do DNA do
controle endogeno TNF-alfa e expressa na unidade de concentragdo “parasitos-
equivalentes/25 ng de DNA tecidual” como é retratado na figura 10. Observam-se que
80% (8/10) dos animais tratados com a dose padréo de Bz 100 mg/kg apresentaram
niveis muito baixos de DNA do T. cruzi no tecido cardiaco, inferiores ao limite de
quantificagdo acurada do ensaio (linha tracejada) sendo considerados negativos, com
excegao de 20% (2/10) dos animais, os quais apresentaram uma das quantificagdes
mais elevadas, com médias de aproximadamente 5,4 e 7,0 parasitos-equivalentes/25
ng de DNA tecidual.

Todos os animais pertencentes aos grupos tratados com Bz 50 mg/kg e as
terapias combinadas, apresentaram quantificagcdes acima do limite de quantificacao
acurada (sendo considerados positivos). Dentre os tratados com CEF05 100 mg/kg
70% (7/10) dos animais apresentaram resultados positivos e 44,4% (4/9) dos tratados
com CEF05 50 mg/kg apresentaram resultados positivos, um dos camundongos veio
a obito antes da coleta para o ensaio, e um dos camundongos deste grupo apresentou
uma quantificagdo no mesmo nivel do limite de quantificagédo (ficando exatamente na
reta da linha tracejada no grafico), portanto sendo considerada sua quantificagao
duvidosa e sem definicao para se o resultado foi positivo ou negativo.

A partir dos dados obtidos nesta analise é possivel observar que o grupo tratado
com CEF50 50 mg/kg apresentou resultados melhores que os tratados com Bz 50
mg/kg, além disso, a administracdo das terapias combinadas nao resultou em
sinergismo, mas sim na piora do efeito antiparasitario quando avaliamos a qPCR

isoladamente.
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Figura 10 - Resultados da PCR quantitativa em tempo real em tecidos cardiacos de camundongos nao
infectados e infectados com cepa Y de T. cruzi e tratados com monoterapia de CEF05 e Bz
ou terapia combinada
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Legenda: Resultados positivos observados em tecidos cardiacos de camundongos de cada grupo
experimental. Barras indicam médias dos grupos e seus respectivos erros padrdo; Linhas
tracejadas indicam o limite de quantificagdo acurada do ensaio; (C-): Animais nao infectados
e néo tratados; (C+): Animais infectados e ndo tratados; (Bz): Benznidazol; (NR): qPCR nao
realizada devido a 100% de morte dos animais antes da realizagéo do teste.

6.4.3 Tolerancia dos animais ao hibrido CEF05 e benznidazol em monoterapia e

em terapia combinada.

Como parametros para inferir a toxicidade de cada um dos tratamentos
administrados, foram avaliados alteragdo do peso dos camundongos, alteragdes
comportamentais e mudangas na pelagem.

Na figura 11 esta representada a alteragdo do peso médio dos camundongos
durante o experimento em relagdo ao peso médio inicial de cada grupo de tratamento.
O grupo de animais tratados com 100mg/kg de CEFO05 foi o que apresentou maior
ganho de peso durante o experimento, seguido pelos tratados com as terapias
combinadas, superando até mesmo o ganho de peso do grupo controle negativo
(animais nao infectados), porém a partir do 36° dia tiveram redugdo do peso meédio

corporal. Perda de peso mais acentuada foi observada entre os animais do grupo
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controle positivo (infectados e ndo tratados) com redugédo do peso medio corporal de
mais de 2g em apenas 12 dias ap6s infecgao, até virem a ébito.

Entre os grupos de animais tratados, o que apresentou maior perda de peso
foram os tratados com 50mg/kg de CEF05, com redugéao drastica apds o pico maximo
de parasitemia (8° dia apds infecgao) até o 12° dia ap6ds infecgéo, onde atingiu ~1,41
g de reducédo de peso corporal médio, porém, apos a reducdo da parasitemia é
observado um aumento do peso, ultrapassando o peso inicial apés o 16° dia (dia do

inicio de supressao parasitaria temporaria).

Figura 11 - Alteragdo do peso médio dos animais infectados com cepa Y de T. cruzi e tratados com
CEF05 em monoterapia e em combinagdo com Bz durante o experimento.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Legenda: (Controle Negativo): Animais nao infectados e nao tratados; (Controle Positivo): Animais
infectados e nao tratados; (Bz): Benznidazol; (50): Animais tratados com 50 mg/kg do
tratamento administrado; (100): animais tratados com 100 mg/kg do tratamento administrado.

As células do tecido adiposo sdo importantes alvos para a invasao do T. cruzi
(COMBS et al., 2005; NAGAJYOTHI et al., 2013). Apds a invasao, os parasitos se
multiplicam exponencialmente, o que pode levar estas células a lipdlise, apoptose e
necrose, e consequentemente a redu¢cao da massa gorda corporal dos hospedeiros.
ApOs este processo, ha a liberacdo dos parasitos na circulacao periférica, o que leva
a um aumento da parasitemia no sangue (TANOWITZ et al., 2013).

Sendo assim, é possivel correlacionar a perda de peso dos camundongos com
0 aumento da parasitemia, e apds o término dos tratamentos (26° dia apds infecgéo)
e consequentemente reducio da parasitemia, € possivel observar que a maioria dos

grupos experimentais tiveram ganho de peso.
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A mudanga comportamental observada nos camundongos durante o
experimento foi a apatia. Os animais mais afetados foram os pertencentes ao grupo
controle positivo (animais infectados e n&o tratados), a partir do 8° dia apds infecgao
(pico maximo de parasitemia), os animais se encontravam prostrados e sem reagao
alguma quando as gaiolas eram abertas ou quando eram tocados (baixa mobilidade).
Esta apatia observada permaneceu até o 11° dia quando vieram a obito (Figura 12a).

Os grupos que ndo tiveram alteragdes comportamentais se apresentavam de
forma diferente ao serem tocados ou quando a gaiola era aberta, rapidamente corriam
e se escondiam em meio a maravalha, além de se movimentarem mais em outros
periodos do dia e terem o habito de se pendurarem nas grades.

Os grupos de animais tratados com CEF05 em monoterapia na dosagem de
50mg/kg, apresentaram algum nivel de apatia, ao serem tocados alguns ainda
corriam, mas por pouco tempo. A apatia destes animais permaneceu do 8° até o 13°
dia ap6s infecgao, resultados esses com que condizem com a redugao de peso dos
animais neste periodo (Figura 11). Além disso, o retorno do comportamento normal
dos camundongos esta relacionado com a redugéo da parasitemia no mesmo periodo
(Figura 9a).

Os animais tratados com a dosagem de 100mg/kg de CEFO05 apresentaram um
nivel mais baixo de apatia com duragao de 4 dias, onde apresentaram reducéo da
movimentagdo na gaiola quando estava sendo manipulada ou nao, mas se
movimentavam bastante ao serem tocados.

Achados de Vilar-Pereira et al. (2012), demonstram que a infec¢éo por T. cruzi
aumenta a expressao da indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) no sistema nervoso
central de camundongos, levando a uma maior imobilidade dos animais e contribuindo
para transtornos depressivos dos mesmos. Resultados estes que corroboram com os
aqui encontrados, ja que a maioria dos grupos que apresentaram altos niveis de apatia
possuiram também uma parasitemia mais elevada durante os experimentos.

Além disso, os autores também demonstram que o tratamento com Bz é capaz
de eliminar a apatia dos animais (VILLAR-PEREIRA et al., 2012), o que também foi
constatado neste trabalho, uma vez que os animais tratados com 100mg/kg de Bz,
voltaram a apresentar comportamento normal apds o 13° dia apds infeccado, e os
demais grupos tratados com monoterapia ou terapia combinada de Bz nao

apresentaram apatia.
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Vale ressaltar, que 6 animais do grupo controle vieram a ébito naturalmente no
11° dia, e todos os parametros avaliados indicavam que os outros 4 animais
pertencentes ao grupo também morreriam no mesmo dia, portanto, foi realizada a
eutanasia dos 4 animais e necropsia dos mesmos e de mais dois animais que
morreram naturalmente poucos minutos antes da necropsia, além disso um animal
pertencente ao grupo que recebeu a dosagem de 50mg/kg de CEF05 morreu no

mesmo dia.

Figura 12 - Avaliagao dos niveis de apatia e pelos erigados dos grupos de camundongos utilizados no
experimento.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Legenda: (A): Apatia dos animais quantificada através de analises diarias do comportamento dos
animais, alteragbes na quantidade de movimentagédo na gaiola e ao toca-los foi levado em
consideragdo como parametros de apatia. (B): Nivel de pelos erigados de cada um dos grupos
estudados, quantificado a partir de analise diaria da pelagem.

Outra alteracédo observada foi na pelagem dos animais, onde ficavam com os
pelos ericados, principalmente proximo aos dias de pico maximo de parasitemia. Os
grupos com 0s niveis mais altos de pelos erigados foi 0 grupo controle positivo, que
apresentaram esta alteragdo na pelagem apenas um dia antes da apatia e o grupo
tratados com 50mg/kg de CEFO05, onde foi observada esta alteracdo um dia apos

demonstrarem apatia (Figura 12b).
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Os animais tratados com 100mg/kg de CEFO05 tiveram um nivel de médio para
alto entre os dias de maior parasitemia, mas que depois foi reduzido até que voltassem
ao normal. Os dois grupos tratados com CEF05 em monoterapia retornaram a um
comportamento sem apatia no mesmo dia em que a pelagem também voltou ao
normal. Apesar de nao ter sido observado apatia nos animais tratados com 100mg/kg
de Bz, os mesmos apresentaram os pelos levemente ericados entre 0 9° e 0 13° dia

apos infecgéao.

6.4.4 Analises morfométricas dos érgaos

Para as analises morfométricas dos o6rgaos, inicialmente foram utilizados
parametros qualitativos como o peso médio dos 6rgaos em relagdo ao peso médio
corporal de cada um dos animais, como demonstrado na figura 13.

Os aspectos mais evidentes macroscopicamente no coragcado durante a fase
aguda da DCh, em funcdo da inflamagao simultanea dos trés folhetos cardiacos,
principalmente o miocardio, é o aspecto flacido e congesto do 6rgéo, onde muitas
vezes ha o aumento do volume em decorréncia da dilatagdo das cavidades. Além
disso, 0 saco pericardico costuma ser congesto, distendido e passa a conter maior
quantidade de hidropericardio (LOPES; CHAPADEIRO, 1997).

Entretanto, os resultados aqui obtidos demonstram que o coragédo dos animais
do grupo controle positivo (animais infectados e nao tratados) apresentaram um peso
menor em relagdo ao peso corporal do que os demais grupos. Uma hipdtese que
justifica o tamanho/peso reduzido, seria porque na fase aguda da doenga ha muita
destruicdo de células ja que os parasitos estdo se multiplicando exponencialmente,
sendo assim muitas células foram rompidas, j4 que os animais nao receberam
tratamento e tiveram um pico tao elevado de parasitemia (Figura 9a).

O grupo tratado com 100mg/kg de CEF05 também apresentou leve redugao de
peso, e os demais grupos tratados um sutil aumento do peso quando comparados ao
grupo de animais nao infectados (controle negativo). Vale ressaltar que a questado da
cardiomegalia ndo ocorre na fase aguda e sim na fase crbénica tardia, uma vez que
ocorre a hipertrofia das células que nao foram destruidas pelos parasitos, a fim de
compensar a falta das demais células, o que nao é o caso dos animais estudados ja

que nao atingiram a fase crbnica da doenca.
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Figura 13 - Peso médio dos 6rgdos em relagdo ao peso médio corporal dos camundongos nao
infectados e infectados com cepa Y de T. cruzi e tratados com monoterapia de CEF05 e
Bz ou terapia combinada.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Legenda: Peso médio dos 6rgédos em relagdo ao peso médio corporal de cada grupo experimental e
seus erros padrao; (C-): Animais ndo infectados e ndo tratados; (C+): Animais infectados e
nao tratados; (Bz): Benznidazol; (50): Animais tratados com 50 mg/kg do tratamento
administrado; (100): Animais tratados com 100 mg/kg do tratamento administrado.

* Representa diferenga estatistica em relagdo aos animais nao infectados;
# Representa diferenca estatistica em relagéo aos animais infectados e néo tratados;
As barras ligando as colunas representam diferenga estatistica entre os demais grupos.

Em relacdo aos resultados do figado e baco, é perceptivel que os animais
pertencentes ao grupo controle positivo tiveram um aumento bastante significativo do
peso de cada 6rgao em relagdo ao grupo de animais nao infectados. Todos os
tratamentos apresentaram algum tipo de protecao aos 6rgaos quando comparados ao
controle positivo, sendo que o grupo tratado com Bz na dosagem de 100mg/kg foi o
que mais reduziu o peso do bago e a combinagao de Bz 50mg/kg + CEF05 100mg/kg
o tratamento que menos reduziu.

Ja no figado os melhores resultados foram os obtidos pelo tratamento com Bz
50mg/kg + CEF05 100mg/kg e CEF05 50mg/kg. Mais parametros ainda foram
avaliados para que se pudesse concluir de forma mais sélida sobre os motivos que

levaram as alteragdes de peso de todos os érgéos.
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6.4.5 Analise dos infiltrados inflamatérios do coracgao

A partir das analises quantitativas dos coragbes dos camundongos de cada
grupo, foi possivel realizar algumas observagdes. O grupo com a maior quantidade de
infiltrado inflamatorio foi o controle positivo (animais infectados e néo tratados),
seguido pelos grupos onde houve a administragdo da combinag¢ao de 50 mg/kg de Bz
+ 50 mg/kg de CEF05, em seguida os tratados com monoterapia de Bz 100 mg/kg que
nao foram curados (50% dos camundongos do grupo, como €& possivel observar na
Tabela 6) e os tratados com 50 mg/kg de Bz. Os unicos tratamentos capazes de
reduzir de forma mais significativa os infiltrados inflamatorios em ordem crescente
foram os que receberam a dosagem de 100mg/kg de CEFO05, seguido pelos tratados
com a combinacao Bz 50 mg/kg + CEF05 100 mg/kg e em seguida, os tratados com
100mg/kg de Bz e que foram curados (Figura 14).

Sendo assim, torna-se notavel uma redugdo significativa no numero de
infiltrados inflamatérios nos animais que receberam a administragdo de CEF05 na
dosagem de 100 mg/kg seja em monoterapia ou em combinagdo com 50 mg/kg de
Bz, numeros estes que apresentam diferenca estatistica em relagao ao grupo controle
positivo (animais infectados e nao tratados) e que superaram a reducado observada
nos animais tratados com monoterapia de Bz, seja na dosagem de 50 mg/kg ou em
sua dosagem padrao (100 mg/kg) mesmo considerando apenas os animais curados
que receberam esta dosagem.

Algo interessante de se comparar € que o grupo de animais infectados e néo
tratados que foram os que apresentaram maior intensidade de miocardite, foram
também aqueles que apresentaram o coracdo mais leve em relagédo ao corpo dos
animais (Figura 13), o que reforga a hipotese de que por ndo terem sido tratados e
apresentarem parasitemia muito elevada, ha também intensa multiplicacdo dos
parasitos e com isso grande rompimento das células cardiacas, o que pode acarretar
na perda de massa do coragdo. Da mesma forma os grupos de animais que tiveram
0 coragao com peso mais elevado apresentaram também niveis mais baixos de
miocardite, 0 mesmo ocorreu em relagcéo a parasitemia, ja que estes animais também
tiveram uma parasitemia mais controlada (Figura 9), quando comparados ao controle

positivo (animais infectados e nao tratados).
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Figura 14 - Analise quantitativa dos infiltrados inflamatérios do coragdo de camundongos néo infectados
e infectados com cepa Y de T. cruzi e tratados com monoterapia de CEF05 e Bz ou terapia
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Legenda: Quantificagdo média de infiltrados inflamatérios do coracdo de cada grupo experimental com
seus respectivos erros padrdo; A quantidade de infiltrados inflamatérios do coragéo
(miocardite) foi calculada a partir da subtracdo da média de nucleos encontrada no grupo
controle negativo, considerado como nimero normai de nucleo de células encontrado em
coragcdo saudavel de camundongos. (C-): Animais nao infectados e nao tratados; (C+):
Animais infectados e ndo tratados; (Bz): Benznidazol; (50): Animais tratados com 50 mg/kg
do tratamento administrado; (100): Animais tratados com 100 mg/kg do tratamento
administrado;

* Representa diferenga estatistica em relagao aos animais nao infectados;
# Representa diferenca estatistica em relagdo aos animais infectados e nao tratados;
As barras ligando as colunas representam diferenca estatistica entre os demais grupos.

Apesar da administracao da monoterapia de CEF05 nao ter sido tao eficiente
na reducao da parasitemia (Figura 9), os animais terem apresentado apatia e pelos
ericados e o coragao dos animais deste grupo terem apresentado peso mais baixo, o
hibrido foi bastante eficiente em reduzir a miocardite, principalmente entre os animais
que receberam a administragcao de 100 mg/kg.

Ja os grupos que receberam as terapias combinadas reduziram de forma mais
efetiva a parasitemia, tiveram a perda de peso corporal (Figura 11) e do coragédo quase
inexpressivas e nao apresentaram qualquer apatia ou pelos erigados (Figura 12), no
entanto, os animais que receberam a combinagao de Bz 50 mg/kg + CEF05 50 mg/kg

apresentaram miocardite mais elevada. Diferentemente, os que foram tratados com
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Bz 50 mg/kg + CEF05 100 mg/kg, tiveram miocardite significativamente menor que o
outro grupo de combinagdao com a menor dosagem de CEFO05, apresentando até
mesmo diferenga estatistica em relagao ao grupo controle positivo (animais infectados

e nao tratados).

Figura 15 — Sec¢des do coragdo de camundongos nao infectados e infectados com cepa Y de T. cruzi
e tratados com monoterapia de CEFO05 e Bz ou terapia combinada.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Legenda: (A): Controle negativo (ndo infectados); (B): Controle positivo (infectados e néo tratados); (C):
Grupo tratado com Bz 100mg/kg; (D): Grupo tratado com CEF05 100mg/kg; (E): Grupo tratado
com Bz 50mg/kg; (F): Grupo tratado com CEFO05 50 mg/kg; (G): Grupo tratado com Bz
50mg/kg + CEF05 50 mg/kg; (H): Grupo tratado com Bz 50mg/kg + CEF05 100 mg/kg.
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Portanto, apesar dos grupos tratados com monoterapia de CEF05 e
combinagdes com Bz nao terem curado nenhum camundongo (Tabela 6), é possivel
notar efeito protetivo no coracao destes animais, no entanto, nota-se também que a
combinagao de CEFO05 e Bz nas dosagens de 50 mg/kg cada, teve efeito contrario ao
esperado em relagao aos infiltrados inflamatérios, sendo a administragcdo de CEF05
em dosagens mais elevadas (100 mg/kg) mais benéfica em relagdo a miocardite, tanto
quando administrada em monoterapia quanto em terapia combinada.

Na figura 15 é possivel observar através dos cortes histolégicos dos coragdes
dos camundongos os infiltrados inflamatorios citados anteriormente, comparados ao
grupo controle negativo (animais n&o infectados) que nao apresenta nenhum grau de
inflamacao no tecido (A) e ao grupo positivo (animais infectados e nao tratados) que

foi o grupo cuja média apresentou maior quantidade de infiltrados inflamatérios (B).

6.4.6 Avaliacao da dosagem de citocinas pré-inflamatoérias e anti-inflamatoéria

Para avaliar a influéncia dos tratamentos administrados na resposta imune
celular dos camundongos, foram dosadas no plasma dos animais as citocinas pro-
inflamatdrias IFN-y e TNF-a e a anti-inflamatéria IL-4, a fim de comparar as dosagens
de cada citocina dos animais tratados com os valores obtidos dos animais nao
tratados.

O grupo que apresentou os maiores niveis de produgao IFN-y e TNF-a foi o
controle positivo (infectados e néo tratados), que apresentou diferencga estatistica em
relagdo a todos os demais grupos. Os grupos de animais que receberam a
administracao das terapias combinadas foram os que mais apresentaram reducao na
producao de IFN-y e TNF-q, (Figura 16). Dentre os grupos de animais tratados, os que
apresentaram maiores niveis de IFN-y e TNF-a foram os tratados com monoterapia
de CEF05 50mg/kg.

Em relagdo os niveis de produgéao de IL-4, € possivel observar que o grupo com
0s menores niveis desta citocina foram os tratados com 50mg/kg de Bz, seguido pelos
tratados com as combinagdes 50mg/kg de Bz + 100mg/kg de CEF05 e 50mg/kg de
Bz + 50mg/kg de CEFO05, resultados estes que foram inferiores a produgao de IL-4 do
grupo de animais nao infectados (controle negativo). Os demais grupos de animais

tratados nao apresentaram diferengas significativas em relagéo aos grupos controle.
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Nas fases iniciais da infecgéo do T. cruzi, os macréfagos produzem citocinas
como TNF-a e IL-12, essas citocinas induzem outras células, principalmente células
NK a produzirem IFN-y (MAYA et al., 2010). Neste trabalho, uma vez que os animais
apresentavam uma alta de producédo de TNF-a, apresentava também altos niveis de
IFN-y. Além disso, tanto citocinas pré-inflamatérias quanto anti-inflamatéria tiveram
resultados correspondentes nos grupos de tratamentos, como é o caso dos grupos de
tratamento que apresentaram tanto IFN-y, TNF-a e IL-4 em niveis baixos (Bz 50 mg/kg
e grupos onde houve administracdo de terapias combinadas) e o grupo tratado com
CEFO05 50 mg/kg onde todas as citocinas foram quantificadas em alta dosagem.

Com excecéo do grupo Bz 100 mg/kg, altos niveis de citocinas sdo observados
Nos Mesmos animais que apresentaram parasitemia mais elevada, menor quantidade
de parasitos na qPCR e menor quantidade de miocardite, o oposto € observado
quando a dosagem de citocinas € baixa. Possivelmente quando ha muitos parasitos
nos camundongos (como observado na parasitemia) ocorre uma produgcao mais
elevada de citocinas, fazendo com que a resposta imunoldgica seja mais efetiva, logo
reduzindo a quantidade de miocardite e de parasitos na PCR quantitativa em tempo
real.

Sathler-Avelar et al. (2009) relatam que a resposta inflamatéria estimulada por
citocinas proé-inflamatoérias como IFN-y e TNF-a sdo muito importantes e necessarias
para que haja controle parasitario, no entanto, quando a inflamacgao ocorre de forma
muito descontrolada no coracao por exemplo, pode levar a miocardite. Como pode-se
observar na figura 14, ha grandes chances de nao ter ocorrido esta resposta
inflamatdria exacerbada citada pelos autores, uma vez que por mais que houvessem
indices elevados de produgao de citocinas pré-inflamatorias em alguns grupos, os
mesmos apresentaram também uma baixa miocardite, o que remete a uma resposta
inflamatdria adequada entre os animais destes grupos

Citocinas proé-inflamatoérias como IFN-y e TNF-a (pertencentes ao padrao Th1),
desempenham papel central na infecgdo aguda por T. cruzi, uma vez que induzem a
ativagao de macrdéfagos e estimulam a liberacao de espécies reativas de nitrogénio e
oxigénio, o que leva a um aumento da endocitose e da morte intracelular dos
parasitos, reduzindo a parasitemia. Ja citocinas como IL-4 (e demais pertencentes ao

padrao Th2 como IL-5, IL-10 e IL-13) atuam bloqueando as citocinas do padrao Th1,
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0 que permite que o parasito persista no tecido (CUNHA-NETO et al., 1998;
PAVANELLI, 2008).

Embora citocinas pertencentes ao padrao Th2 sejam maléficas,

por

aumentarem as chances de infec¢des e permitir a multiplicacao e disseminacédo do T.

cruzi, e

as citocinas pertencentes ao padrao Th1 sejam consideradas benéficas e

protetoras, respostas imunes exacerbadas podem induzir danos teciduais e lesbes
miocardicas (MACHADO et al., 2004; PAVANELLI, 2008).

Figura 16 - Dosagem de citocinas pro-inflamatérias e anti-inflamatéria de camundongos nao infectados
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).
Legenda: Dosagem média de citocinas de cada grupo experimental com seus respectivos erros padréao.

(C-): Animais nao infectados e ndo tratados; (C+): Animais infectados e nao tratados; (Bz):
Benznidazol; (50): Animais tratados com 50 mg/kg do tratamento administrado; (100): Animais
tratados com 100 mg/kg do tratamento administrado;

* Representa diferenga estatistica em relagdo aos animais néo infectados;

# Representa diferenca estatistica em relagao aos animais infectados e nao tratados;

As barras ligando as colunas representam diferenga estatistica entre os demais grupos.
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6.4.7 Dosagem IgG total e IgG1

A partir da dosagem de anticorpos IgG total e a subclasse IgG1 por meio de
ensaios de ELISA no soro dos camundongos foi possivel obter os resultados
demonstrados na figura 17. Tratando-se de anticorpos IgG total, € possivel observar
que o grupo cuja produgdo do mesmo foi mais baixa € o grupo de animais nao
infectados e nao tratados (controle negativo), ja o grupo que apresentou os niveis de
producao mais elevados foi o de animais tratados com 50 mg/kg de CEFQ05, valor
bastante elevado de producdo de IgG total foram obtidos no grupo de animais
infectados, mas néo tratados (controle positivo).

Dentre os grupos de animais tratados, os que apresentaram menor produgao
de IgG total foram os tratados com a combinac&o de Bz 50 mg/kg + CEF05 100 mg/kg,
superando inclusive os tratados com a dose padrao de Bz (100 mg/kg) que ficaram
com o segundo menor indice de producéo desta classe deste anticorpo, em seguida,
os tratados com a combinacdo de Bz 50 mg/kg + CEF05 50 mg/kg foram os que
apresentaram os melhores resultados.

Em relagcdo a dosagem de producgao de anticorpos da subclasse IgG1, alguns
resultados obtidos foram similares aos anteriores, o grupo de animais nao infectados
(controle negativo) também apresentou a menor dosagem desta subclasse como
esperado, o grupo onde mais houve a producao desta subclasse foi o de animais
tratados com CEFO05 na dosagem de 50 mg/kg, que apesar de apresentar resultado
bastante similar do grupo de animais infectados mas nao tratados (controle positivo),
ainda demonstrou niveis um pouco mais elevados de produgéo.

Diferentemente do encontrado na dosagem de IgG total, na dosagem de IgG1
0s animais tratados que apresentaram menor nivel de producido desta subclasse
foram os tratados com Bz 100 mg/kg, seguido por Bz 50 mg/kg e os tratados com a
combinagao de Bz 50 + CEF 100 mg/kg, que tiveram resultados bastante similares.

Desta forma, pode-se observar que a administragdo de CEF05 50 mg/kg nao
diminuiu os niveis de producao dos anticorpos IgG total e subclasse IgG1, quando
comparamos 0s animais tratados com essa dosagem e o grupo de animais infectados
e nao tratados (controle positivo). Apesar das combinagbes terem apresentado
resultados bastante satisfatérios no nivel de produgao de IgG total, o mesmo néo foi
observado na producdo de IgG1, a administracdo da monoterapia de Bz 100 mg/kg

reduziu de forma mais significativa os niveis de produgdo de anticorpos desta
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subclasse, entretanto, a combinacgdo de Bz 50 mg/kg + CEF05 100 mg/kg apresentou
resultados tdo satisfatérios quando Bz 50 mg/kg, e superou a administracdo em
monoterapia de CEF05 100 mg/kg.

De modo geral administragdo das combinagdes reduziu de forma mais
significativa a produgéo dos anticorpos que a monoterapia de CEF05, no entanto, nédo
apresentaram resultados t&o satisfatorios na reducéo de IgG1, a combinagao de Bz
50 mg/kg + CEF05 100 mg/kg foi mais efetiva que a combinagdo com menor dosagem
de CEFO05.

Ao observar os resultados da dosagem de citocinas IFN-y, TNF-a e IL-4 (Figura
16) pode-se perceber que em todos os grupos onde os niveis de citocina foram
elevados, também foram elevados os niveis de anticorpos IgG total e IgG1, ja onde
os niveis foram baixos de citocinas, também foram baixos os de anticorpos (Figura
17). Exceto pelo grupo que recebeu a administragdo de Bz 100 mg/kg onde os niveis
de citocinas foram mais elevados, e mais baixos indices de anticorpos foram

quantificados.

Figura 17 - Dosagem de anticorpos da classe IgG total e a subclasse IgG1 através do teste ELISA de
camundongos nado infectados e infectados com cepa Y de T. cruzi e tratados com
monoterapia de CEF05 e Bz ou terapia combinada.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Legenda: Produgéao de anticorpos IgG total e IgG1 no soro dos animais com absorbancia medida a 490
nm de cada grupo experimental e seus respectivos erros padréo. (C-): Animais n&o infectados
e nao tratados; (C+): Animais infectados e n&o tratados; (Bz): Benznidazol; (50): Animais
tratados com 50 mg/kg do tratamento administrado; (100): Animais tratados com 100 mg/kg
do tratamento administrado;
* Representa diferenga estatistica em relagdo aos animais néo infectados;
# Representa diferenca estatistica em relagao aos animais infectados e nao tratados;
As barras ligando as colunas representam diferenca estatistica entre os demais grupos.
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Os animais que receberam a administragdo de CEF05 50 mg/kg foram os
animais tratados que apresentaram as dosagens mais elevadas de producéao de IgG
total e IgG1, a maior dosagem de todas as citocinas (Figura 16), maior perda de peso
durante os experimentos (Figura 11) os que mais demonstraram apatia e pelos
ericados, no entanto, apresentam miocardite menos elevada. Os animais que
receberam esse tratamento apresentaram também parasitemia elevada, e segundo
Araujo-Jorge e Castro (2000), anticorpos que sdo produzidos pelas células B
convencionais sao totalmente essenciais no controle parasitario e para que o
hospedeiro sobreviva, portanto, a produgao dos anticorpos anti-T, cruzi da classe IgG
podem ter colaborado para a reducéo da parasitemia (Figura 9) e sobrevivéncia dos
camundongos deste grupo, como foi observado. Além disso, estudo feito por Brener e
Krettli (1990) indicam que camundongos que geneticamente produzem menos
anticorpos apresentam maior mortalidade e parasitemia do que camundongos que s&o

bons produtores de anticorpos.

6.4.8 Principais resultados do experimento in vivo final compilados

Na tabela 7 estdo representados os principais resultados obtidos neste estudo
a partir dos experimentos in vivo final de forma compilada. Foi possivel observar certa
correspondéncia em alguns resultados, exceto no grupo de animais tratados com Bz
100 mg/kg. E possivel observar que a parasitemia teve seu indice inversamente
proporcional aos niveis obtidos na qPCR e analise de miocardite, ja em relagdo as
analises imunoldgicas envolvendo dosagem de citocinas a anticorpos da classe IgG
total e subclasse IgG1, pode-se perceber que os indices sdo proporcionais em todas
as dosagens.

A teoria atual mais aceita em relagado as lesdes teciduais progressivas, € que
elas sdo ocasionadas pelos mecanismos imunolégicos de controle da carga
parasitaria (TARLETON, 1995), no entanto, n&do foi possivel encontrar relagdo entre
as respostas imunoldgicas avaliadas no presente trabalho e os danos teciduais no
coragao (através de infiltrados inflamatérios).

Os camundongos que receberam a administracdo de CEF05 em monoterapia
apesar de apresentarem parasitemia mais elevada, apresentaram posteriormente

bons resultados em relacéo a qPCR e miocardite, achados estes que corroboram com
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a alta dosagem de citocinas e anticorpos encontrados nos ensaios, uma vez que
demonstra tentativa do corpo do hospedeiro ao tentar combater o parasito.

A administragcdo de Bz 100 mg/kg obteve resultados bastante positivos, uma
vez que reduziu parasitemia, numero de parasitos na qPCR e miocardite, teve boa
acgao das citocinas tanto pro-inflamatérias quanto anti-inflamatérias, no entanto uma
baixa dosagem de anticorpos, o que pode ser explicado pelo controle parasitario
rapido que ocorreu logo no inicio da infecgéo.

Ja os tratados com Bz 50 mg/kg e com as terapias combinadas apresentaram
resultados iniciais interessantes ao reduzir a parasitemia, no entanto n&o preveniu a
miocardite e apresentou altos indices de parasito na qPCR. Diferentemente dos
demais grupos citados anteriormente, estes apresentaram baixos niveis de ambas as
citocinas e anticorpos.

Estes resultados indicam que possivelmente controle parasitario inicial (em
caso de falha terapéutica) seja prejudicial, uma vez que pode haver a reativagao de
parasitos e aumento da miocardite posteriormente. Ja respostas com uma quantidade
de parasitos mais elevada inicialmente pode induzir respostas imunologicas mais
efetivas, induzindo maior producédo de citocinas e anticorpos, que a longo prazo
podem impedir que haja a reativagdo dos parasitos e reduzindo a quantidade de
infiltrados inflamatdrios do coragéo do hospedeiro (miocardite).

Além disso, as analises indicam que a monoterapia de CEF05 apresentou
melhores resultados do que a monoterapia de Bz 50 mg/kg e as terapias combinadas,
0 que pode ser devido a um possivel efeito anti-inflamatério do Bz quando
administrado em menor dosagem.

A partir das analises realizadas neste estudo, foi possivel verificar que dentre a
série de compostos testados em experimentos in vitro e in vivo, o hibrido CEF05
(metronidazol acoplado ao diidroeugenol na posi¢cao 5) foi o que se mostrou mais
eficaz, quando testados o composto e o farmaco (metronidazol e diidroeugenol nitrado
na posigao 5) isoladamente, foi possivel observar que os dois hibridizados sdo muito
mais efetivos do que ambos isolados, o que justifica o uso do hibrido. Além disso,
CEFO05 foi mais eficaz na redugao de células infectadas por amastigotas e na média

de amastigotas por célula que o farmaco Bz na mesma dosagem.
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Tabela 7 — Principais resultados compilados do experimento in vivo final.

Citocinas
Grupos experimentais | Parasitemia | gPCR | Miocardite IFN-y e IgG Total e IgG1
IL-4
TNF-a
I 1
CEFO05 50 e 100mg/kg 1 | ! T 1 T
Bz 100mg/kg ! ! ! 7 T |
Bz 50mg/kg l ) 7 } ) |
Terapias combinadas i T T l l l

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Legenda: (Bz): Benznidazol; Na tabela estdo representados os principais resultados dos experimentos
in vivo final, as setas para cima indicam altos indices/ niveis de cada resultado, ja as setas
para baixo representam baixos indices/ niveis.

Apesar da monoterapia de CEF05 néo ter eliminado T. cruzi dos hospedeiros,
foi capaz de reduzir a parasitemia dos animais, evitou a mortalidade, reduziu a perda
peso dos animais e potencializou o efeito tripanocida do Bz 50mg/kg, evidenciado pela
parasitemia, quando administrados em terapia combinada, o que é bastante
importante ja que muitos pacientes descontinuam o tratamento com Bz devido a
grande quantidade de efeitos colaterais do farmaco ao ser administrado em sua dose
padrao (100mg/kg).

A monoterapia de CEFO05 foi capaz de reduzir significativamente os infiltrados
inflamatorios do coragdo dos camundongos, quando comparados ao grupo controle
positivo, porém, ao administrar a combinacédo de Bz 50 mg/kg + CEF05 50 mg/kg foi
observado acumulo de células inflamatérias em mais abundancia, assim como foi
observado entre os animais tratados com 50mg/kg de Bz em monoterapia. Entretanto,
ao aumentar a dosagem de CEFO05 na terapia combinada (Bz 50 mg/kg + CEF05 100
mg/kg) e na monoterapia (CEF05 100 mg/kg) foi possivel observar resultados
animadores quanto a reducao da miocardite, apresentando ambos 0s grupos
diferenga estatistica em relagdo ao grupo controle positivo (animais infectados e nao
tratados).

A administragdo de CEF05 na dosagem de 100mg/kg reduziu a produgao de
citocinas pro-inflamatdrias nos animais, com niveis similares ao do grupo controle
negativo (nao infectados), o que pode estar relacionado com a reducao da parasitemia

observada. Apesar do hibrido ndo ter reduzido de forma significativa a producéo de
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IgG1, as combinagdes do hibrido com o Bz e a monoterapia de CEF05 100 mg/kg foi
capaz de reduzir a producao de IgG total, as combinagdes apresentaram diferencga
estatistica entre seus resultados e o do grupo controle positivo (animais infectados e

nao tratados).
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7 CONCLUSAO

Dentre os compostos testados o que se mostrou mais eficaz foi o hibrido
CEFO05, tendo sido até mesmo mais eficaz que o farmaco Bz contra as formas
amastigotas. Apesar de nos experimentos in vivo, apenas a dosagem de 100 mg/kg
de Bz ter sido o unico tratamento capaz de induzir a cura parasitologica de 50% dos
camundongos, o hibrido CEF05 foi capaz de reduzir a parasitemia, a perda de peso
dos animais e os infiltrados dos coragdes, além disso, normalizou a produgao de
citocinas pré-inflamatérias. CEF05 também potencializou os efeitos tripanocidas do
Bz, reduziu a produgédo de IgG total e preveniu a apatia e pelos ericados quando
administrado em terapia combinada com Bz. Em relagao a perspectivas futuras, novos
estudos podem ser realizados com maior duragdo para avaliar a mortalidade dos
animais e a progressado da doencga, além de estudos utilizando a combinagédo de
CEFO05 com a dosagem padrao de Bz (100mg/kg) para avaliagao dos parametros aqui

utilizados.
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