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RESUMO

BRITO, Andréia Carolinne de Souza. Potencial terapéutico da pterocarpanoquinona
LQB-118 na infeccdo pelo Typanosoma cruzi. 2020. 119 f. Tese (Doutorado em
Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2020.

A doenga de Chagas é causada pelo Trypanosoma cruzi e é endémica na America
Latina, sobretudo no Brasil. A terapéutica disponivel para doenca € muito limitada e apresenta
eficdcia apenas para os casos agudos da doenca de Chagas. A pterocarpanoquinona LQB-118
apresenta atividade antitumoral e antileishmania. Estudos preliminares do nosso grupo
indicaram que a LQB-118 apresenta atividadetripanossomicida sobre amastigotas
intracelulares do T. cruzi (clone Dm28c), e in vivo, o tratamento pela via oral foi capaz de
diminuir a parasitemia em camundongos Swiss Webster infectados com T. cruzi (cepa Y) e
manteros niveis de creatina quinase normais. O objetivo dessa tese foi avaliar o potencial
terapéutico da LQB-118 na infeccdo experimental com T. cruzi (cepa Y), com énfase na fase
crénica da infeccdo. Epimastigotas, tripomastigotas sanguineos e amastigotas de T. cruzi
(cepa Y) foram incubadas na presenca ou ndo da LQB-118. In vivo, para a fase aguda,
camundongos Swiss Webster foram infectados com 10° de tripomastigotas sanguineos (cepa
Y) via intraperitoneal e tratados pela via oral com LQB-118 (40 mg/Kg /dia), por 12 dias a
partir de 4° dpi. Para a fase cronica, camundongos Swiss Webster foram infectados com 102 de
tripomastigotas sanguineos (cepa Y) via intraperitoneal e tratados pela via oral com LQB-118
(20 mg/Kg /2 x dia), por 15 dias a partir do 31° dpi. Foram avaliados a parasitemia, taxa de
sobrevivéncia e histopatologia do coracdo. A LQB-118 demonstrou atividade inibitéria sobre
as trés formas evolutivas do parasito, com ICsg estimado em 1,82uM * 0,17 (96h), 16,9uM *
1,6 (24h) e 3,96uM + 1,06(48h) para epimastigota, tripomastigota e amastigota intracelular,
respectivamente. In vivo, na fase aguda, a LQB-118 diminuiu a parasitemia no 11° e 12° dpi
em 49,47% (p< 0,02) e 41,14% (p< 0,002), respectivamente, em relagdo ao grupo ndo tratado,
com tendéncia a reducdo do numero de ninhos de amastigotas, porém sem diferenga no
infiltrado inflamatdrio e na degradacdo de midcitos. Na fase cronica, ndo houve diferenca na
intensidade do infiltrado inflamatério no coracdo dos animais infectados tratados ou ndo com
a LQB-118. Entretanto, houve uma reducdo de 34,6% de coladgeno no tecido cardiaco dos
animais tratados em comparagdo aos animais nao tratados. A presenca de parasito no tecido
cardiaco foi rara,sendo observado em 22% (2/9) dos animais tratados com a LQB-118 e em
10% (1/10) dos animais ndo tratados. Nossos resultados indicam que a pterocarpanoquinona
LQB-118 apresenta atividade in vitro contra o T. cruzi (cepa Y) e in vivo possui acdo
terapéutica promissora tanto na fase aguda como na cronica da doenca de Chagas.

Palavras-chave: LQB-118. Trypanosoma cruzi. Fase aguda. Fase cronica. Quimioterapia.
Doenca de Chagas.



ABSTRACT

BRITO, Andréia Carolinne de Souza.Therapeutic potential of pterocarpanquinone LQB-
118 in Trypanosoma cruzi infection. 2020. 119 f. Tese (Doutoradoem Microbiologia) —
Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2020.

Chagas disease is caused by Trypanosoma cruzi and endemic in Latin America,
especially in Brazil. The therapy available for the disease is very limited and present effective
only for acute cases of Chagas disease. The pterocarpanquinone LQB-118 shows antitumor
and antileishmanial activities. Preliminary studies in our group indicated that LQB-118 shows
trypanosomicidalactivity on intracellular amastigotes of T. cruzi (Dm28c) and in vivo, the
oral treatment was able reduce parasitemia in mice infected with T. cruzi (Y strain) and
maintain normal creatine kinase levels. The aim of this thesis was to evaluate the therapeutic
potential of LQB-118 inT. cruzi (Y strain) experimental infection, with emphasis in the
chronic phase of infection. Epimastigotes, blood trypomastigotes and amastigotes of T. cruzi
(Y strain) were incubated in the presence or absence of LQB-118. In order to induce the acute
phasein vivo, Swiss Webster mice were infected with intraperitoneally 10° bloodstrem
trypomastigotesand treated orally with LQB-118 (40 mg/Kg /day) for 12 days starting 4° dpi.
For the chronic phase, Swiss Webster mice were infected intraperitoneally with10?
bloodstream trypomastigotes with LQB-118 (20 mg/Kg /2 x day ) for 15 days starting at 31°
dpi. Parasitemia, survival rate and histopathology of the heart were evaluated. LQB-118
demonstrated inhibitory activity on the three evolutionary forms of the parasite, with 1Cso
estimated at 1.82uM £ 0.17 (96h), 16.9uM % 1.6 (24h) and 3.96uM + 1.06(48h) for
epimastigotes, bloondstream trypomastigotes and intracellular amastigotes, respectively. In
vivo, in the acute phase, LQB-118 reduced the parasitemia in the 11th and 12th dpi by 49.5 %
(p<0.02) and 41.14%, respectively, in relation to the untreated group, with tendency to reduce
the number of amastigote nests, but without difference in inflammatory infiltrate and
myocyte degradation. In the chronic phase, there wasno difference in the of the intensity
inflammatory infiltrate in the heart of infected animals and treated or no with LQB-118.
However, there was a reduce at 34.6% reductionof collagen in the cardiac tissue of treated
animals in comparison to animals without treatment. The presence of parasites in the cardiac
tissue of LQB-118-treated animal was rare, with 22% (2/9) for LQB-118-treated animals and
at 10% (1/10) forum treared animals. Our results indicate that the pterocarpanoquinone LQB-
118 has trypassomicid activity against T. cruzi (strain Y) both in vitro and in vivo representing
a promising therapeutic action in both the acute and chronic phases of Chagas disease.

Keywords: LQB-118. Trypanosoma cruzi. Chagas disease acute phase. Chagas disease

chronic phase. Chemotherapy.
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INTRODUCAO

Visdo geral da doenca de Chagas

A tripanossomiase americana ou doenca de Chagas € uma zoonose do continente
americano, causada pelo protozoario flagelado, Trypanosoma cruzi (REY, 2008; CORASSA
et al., 2017; LIDANI et al., 2019). Dentre todas as doencas negligenciadas existentes no
Brasil, a doenca de Chagas ¢ uma das maiores causadoras de mortalidade, tornando-se um
grave problema de satde publica. Entre os anos de 2008 a 2018 foram registrados 2.552 mil
casos de doenca de Chagas aguda no territorio brasileiro (MINISTERIO DA SAUDE, 2020a)
e nesse mesmo periodo foram registrados 50.959 mil mortes correlacionadas com a doenga de
Chagas (MINISTERIO DA SAUDE, 2020b).

Historicamente, hd evidéncias da doenca de Chagas em populacbes nativas da
América (MELO, 2009), tendo sua expansdo ocorrida na era pés-colombiana, devido as
mudancas demogréaficas e ecoldgicas provocadas pelos conquistadores hispanicos e
portugueses. Nas ultimas décadas, quando a migracao rural/urbana se intensificou em varios
paises, pessoas infectadas foram distribuidas para todas as regides do mundo, principalmente
a partir do segundo terco do século 20 (DIAS; BORGES-PEREIRA; MACEDO, 2013).
Devido a emigracgdo legal e ilegal de individuos infectados de paises endémicos da América
Latina para paises nio endémicos na América do Norte, Europa, Asia e Oceania, esses
migrantes criaram um novo problema epidemioldgico e de saude publica para os paises que 0s
receberam, como, riscos de transmissdo por transfusdo sanguinea ou congénita, necessidade
de maior controle sobre doadores de sangue e cuidados médicos para pacientes em paises com
pouca experiéncia com a doenca de Chagas (COURA; VINAS; JUNQUEIRA, 2014).

A historia da descoberta da doenga Chagas é considerada Unica nos anais da medicina.
Carlos Ribeiro Justiniano Chagas conduziu entre os anos de 1907 e 1909 o controle de
malaria na regido de Lassance, em Minas Gerais. Foi quando identificou no tubo digestivo de
hemipteros hemato6fagos, capturados em choupanas da area, um protozoario flagelado. Em
1909, descobriu seu primeiro caso em uma menina febril de 2 anos de idade, chamada
Berenice. Posteriormente registrou mais 28 casos agudos e inUmeros casos crénicos da nova
doenca (revisto por DIAS; BORGES-PEREIRA; MACEDO, 2013). A grande capacidade de
percepcdo de Carlos Chagas permitiu que ele conseguisse descrever em curto espaco de
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tempo, o parasito (T. cruzi), seus reservatdrios silvestres, seu desenvolvimento nos
triatomineos e as caracteristicas clinicas da doenca (ZINGALES, 2011).

A parasitose se origina de um ciclo primitivo do T. cruzi, que comecou ha milhdes de
anos com natureza eminentemente enzoGtica, onde o parasito circulava entre vetores e
reservatorios silvestres ao longo da maior parte do continente americano. A endemia se
estabeleceu ha cerca de 200-300 anos, como resultado do desmatamento provocado pela
expansdo da agricultura e agropecuaria, 0 que promoveu a adaptacdo dos triatomineos, a um
novo nicho, incluindo a alimentacdo do sangue humano e animais domésticos (COURA;
BORGES-PEREIRA, 2010; ZINGALES, 2011).

A doenca de Chagas possui duas fases (aguda e cronica) e diferentes apresentacdes
clinicas, com formas cardiacas, digestivas e cardiodigestivas. A cardiopatia inflamatoria afeta,
aproximadamente, 30% dos individuos infectados e, entre 5-10% podem desenvolver a forma
digestiva. Porém, a maioria dos individuos infectados permanece assintomatico (cerca de
70%). As manifestacdes clinicas da doenca e a suscetibilidade ao tratamento variam de acordo
com a regido (ZINGALES, 2011; CUNHA-NETO; CHEVILLARD, 2014).

Atualmente, os unicos medicamentos aprovados para o tratamento da doenca de
Chagas sdo o Benznidazol e o Nifurtimox, langados no inicio de 1970. Ambos os
medicamentos apresentam em comum a melhor tolerdncia em criangas pequenas e maior
toxicidade em adultos, mais eficiéncia durante a fase aguda e a variacdo de suscetibilidade
entre as diferentes cepas de T. cruzi (FILARDI; BRENER, 1987; CASTRO; DE MECCA,
BARTEL, 2006; BERMUDEZ et al., 2016).

Trypanosoma cruzi

O Trypanosoma cruzi € um protozoario flagelado da classe Kinetoplastidea, ordem
Trypanosomatida e da familia Trypanosomatiadae (D’AVILA-LEVY et al., 2015). A familia
Trypanosomatidae reine grande numero de espécies com caracteristicas em comum, como a
presenca do cinetoplasto, que é constituido por uma rede fibrilar e compacta de DNA
mitocondrial (KDNA) disposta em circulos, mitocdndria ramificada Unica e grande e de um
Unico flagelo que emerge de um bolso anterior ou lateralmente, aderido ao corpo celular
(REY, 2008).
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Os tripanossomatideos sdo considerados evolutivamente bem sucedidos, por se
encontrarem em quase todo o planeta e pela capacidade de parasitar todos os grupos de
vertebrados, varios invertebrados e plantas (LOPES et al., 2010). Nove géneros sdo descritos
nessa familia, Crithidia, Blastocrithidia, Herpetomonas, Wallaceina, Leptomonas,
Endotrypanum, Phytomonas, Trypanosomae Leishmania. Desses géneros, dois séo
formalmente descritos como capazes de parasitar o homem, o género Trypanosoma e 0 género
Leishmania (LOPES et al., 2010; DIAS; BORGES-PEREIRA; MACEDO, 2013).

O género Leishmania apresenta diversas espécies que causam outra doenca
negligenciada, as leishmanioses tegumentares e a visceral. Eventualmente outros
tripanosomatideos sdo encontrados em coinfeccdo com Leishmania spp principalmente em
individuos imunocomprometidos (KAUFER et al., 2017). Porém, recentemente, em humanos
imunocompetentes com sintomas semelhantes & leishmaniose visceral, foi isolado um
tripanosomatideo com caracteristicas moleculares correlacionadas ao género Crithidia e ndo
com Leishmania,sendo demoninada uma Crithidia-like (MARUYAMA et al., 2019).

Além da tripanossomiase americana ou doenca de Chagas, causada pelo Trypanosoma
cruzi, 0 género Trypanosoma € tambeém responsavel pela tripanossomiase africana ou doenca
do sono, causada pelas espécies Trypanosoma brucei gambiensis e T. Bruce irhodesiense
(MARKELL; JOHN; KROTOSKI, 2003; DIAS; BORGES-PEREIRA; MACEDO, 2013;
KENNEDY, 2019).

A partir do sul dos Estados Unidos, México e se estendendo pela América Central e
América do Sul até a Argentina, pode-se encontrar varios roedores silvestres, gambas e tatus
infectados pelo Trypanosoma cruzi. O gamba é um dos reservatorios mais importantes, uma
vez que eles circulam entre o ambiente silvestre, peridomeéstico e doméstico em busca de
alimentos. Carlos Chagas, em 1907 isolou o T. cruzi pela primeira vez em insetos reduvideos
Conohinus megistus (atualmente denominado Panstrongylus megistus) e mais tarde no
homem em 1909 (CHAGAS, 1909; MARKELL; JOHN; KROTOSKI, 2003; ZINGALES,
2011). Para adaptar-se a diferentes situacGes bioecoldgicas em seus hospedeiros, o T. cruzi
assumiu diferentes formas evolutivas, sendo as trés principais: epimastigota, tripomastigota e
amastigota (Figura 1) (DIAS; BORGES-PEREIRA; MACEDO, 2013). Nos hospedeiros
vertebrados encontram-se as formas tripomastigotas sanguineas e amastigotas intracelulares,
ja no hospedeiro invertebrado encontram-se as formas epimastigotas e tripomastigotas
metaciclicas.

Os tripanossomatideos possuem a membrana celular muito parecida com a de outros

eucariotos, porém, eles apresentam microtabulos subpeculiares (principal componente do
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citoesqueleto) interligados entre si e com a membrana plasmatica (TEIXEIRA et al., 2011). O
T. cruzi, por ser um parasito intracelular, é capaz de interagir inicialmente com as superficies
celulares do hospedeiro vertebrado e, em seguida, com a membrana do vacuolo parasitéforo,
bem como com as células epiteliais do hospedeiro invertebrado. Para tal, uma grande
variedade de moléculas sdo encontradas na superficie do T. cruzi, entre elas, inclui as
mucinas, transialidase e a familia da glicoproteinas Tc85 (SOUZA, 2009; LOPES et al., 2010;
CHAIN et al, 2019). A membrana plasmatica do Trypanosoma cruzi ndo € homogénea em
relacdo a densidade e distribuicdo das moléculas intramembranosa. Pode-se definir trés
macrodominios (corpo da célula, o flagelo e a bolsa fagelar) que por sua vez possuem
microdominios especificos como o colar flagelar (localizado na regido basal do flagelo), a
zona de ligacédo do flagelo ao corpo celular e a regido do citéstoma (SOUZA, 2009; SOUZA;
CARVALHO; BARRIAS, 2017).

O flagelo emerge a partir de um corpo basal no citoplasma por meio de uma
proeminente invaginacdo da membrana (bolsa flagelar), sendo composto por nove pares de
microtubulos periféricos e um par central. Essa estrutura esta presente em todas as formas
evolutivas do T. cruzi, porém, nas formas amastigotas, o flagelo é curto, ndo podendo ser
visualizado em microscopia de luz. Essa estrutura é essencial a biologia do parasito no interior
dos hospedeiros. O flagelo possui uma haste paraflagelar (estrutura fibrilar dentro do flagelo
feita de uma matriz complexa de filamentos conectados ao axonema) altamente antigénica e
fundamental para a sobrevivéncia do parasito (SOUZA, 2009; LOPES et al., 2010; SOUZA,;
CARVALHO; BARRIAS, 2017).

Os tripanosomatideos apresentam mitocondria Unica e altamente ramificada, onde se
localiza uma estrutura especifica desta ordem, o cinetoplasto. A maioria das proteinas
mitocondriais sdo sintetizadas em ribossomos livres no citoplasma e em seguida,
transportados para a organela. O cinetoplasto € uma estrutura que possui forma e organizacao
estrutural que variam de acordo com o estagio de desenvolvimento do parasito, localizado
perto do corpo basal. Estruturas filamentosas ligam o cinetoplasto ao corpo basal e por isso
essa regido define o local onde o corpo basal esta localizado e a origem do flagelo (SOUZA,
2009; LOPES et al., 2010; SOUZA; CARVALHO; BARRIAS, 2017). Por ter caracteristicas
estruturais e funcionais distintas dos mamiferos, a mitocéndria desses parasitos € um alvo
atraente para quimioterapicos (MENNA-BARRETO et al., 2009b).

Além das estruturas supracitadas, existem também os glicossomos que Sao
encontrados em Kinetoplastea e Diplonemidae e sdo caracterizados por conter enzimas das
vias glicoliticas e gliconeogénicas (SOUZA, 2009; LOPES et al., 2010; SOUZA;
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CARVALHO; BARRIAS, 2017; QUINONES et al, 2020), os acidocalcissomos que estdo
envolvidos no armazenamento de calcio, fésforo, sodio, potassio, ferro, zinco e magnésio,
homeostase do pH e osmorregulacdo contratil, os reservossomos que sdo o principal local de
armazenamento de lipideos e proteinas, degradacao e reciclagem de proteinas (SOUZA, 2009;
LOPES et al., 2010; SOUZA; CARVALHO; BARRIAS, 2017), além do vacuolo contrétil
(fundamental no processo de regulacdo osmotica) e complexo de Golgi que se localiza
proximo a bolsa flagelar (SOUZA, 2009; SOUZA; CARVALHO; BARRIAS, 2017).

Como mencionado anteriormente, o T. cruzi apresenta trés principais formas
evolutivas ao longo do seu ciclo dentro dos hospedeiros invertebrado e vertebrados. Os
epimastigotas sdo formas muito moveis, com o cinetoplasto situado préximo ao nucleo e a
bolsa flagelar apresenta-se lateralmente. O flagelo emerge longe da extremidade anterior, e
mantém-se junto a membrana do citossomo por uma prega de bainha flagelar (membrana
ondulante) e apds ultrapassar o polo anterior da célula, torna-se livre. Essas formas séo
encontradas basicamente no tubo digestivo do inseto vetor e em meios artificiais de cultivo,
onde se multiplicam por divisdo binaria (Figura 1A) (REY, 2008; DIAS; BORGES-
PEREIRA; MACEDO, 2013). Os tripomastigotas sao formas infectantes, com corpo celular
fusiforme e o cinetoplasto e a bolsa flagelar apresentam-se deslocados para a regido entre o
nicleo e a extremidade posterior. O flagelo é longo, emergindo do corplsculo basal e
percorrendo todo o corpo celular no sentido longitudinal, fazendo destacar-se uma membrana
celular caracteristica (membrana ondulante). Sdo formas extracelulares, encontradas no
sangue periférico do hospedeiro vertebrado e nas por¢des terminais do tubo digestivo e de
Malpighi do inseto vetor (Figura 1B) (REY, 2008; DIAS; BORGES-PEREIRA; MACEDO,
2013). Os amastigotas sdo formas de pequenas dimensdes (4um no maior diametro), contorno
aproximadamente circular, ovéide ou fusiforme e sem flagelo exteriorizado. O corpo é
achatado com nucleo relativamente grande, redondo e excéntrico e o cinetoplasto bem visivel.
Essas formas s@o responsaveis pela multiplicagdo binaria no hospedeiro vertebrado, onde
subsistem exclusivamente no interior de diversos tipos celulares (Figura 1C) (REY, 2008,
2013; DIAS; BORGES-PEREIRA; MACEDO, 2013).
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Figura 1 — Formas evolutivas do Trypanosoma cruzi
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Legenda: (A) Forma epimastigota; (B) Forma tripomastigota; (C) Forma amastigota. As formas estdo em corte
longitudinal mostrando as principais estruturas.
Fonte: Adaptado de TEIXEIRA etal., 2011.

O T. cruzi é uma espécie heterogénea com alta diversidade genética e fenotipica
(PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018). Ao longo dos anos, varias abordagens tem sido usadas
para caracterizar as popula¢fes do T. cruzi, definindo o nimero de subgrupos importantes.
Esses subgrupos receberam diferentes designacdes, como: Zimodemas que baseavam-se na
analise do perfil eletroforético de isoenzimas, revelando trés grupos principais, mas com a
analise de um nimero maior de loci genéticos em um maior numero de isolados, a diversidade
ampliou para 43 (ZINGALES, 2011); Esquizodemasque baseavam-se em populacdes que
exibiam padrdes de restricdo de minicirculo de KDNA idénticos ou semelhantes (MOREL et
al., 1980); Biodemasque baseavam-se em caracteristicas biolégicas das cepas naturais e o
perfil histopatologico em animais experimentais (ANDRADE; MAGALHAES, 1996). O
consenso para a nomenclatura intraespecifica foi proposto em 2009 e reconheceu seis distintas
DTU (Discretetypingunits), denominadas Tcl a TcVI (ZINGALES et al., 2009). Atualmente
uma sétima DTU restrita a morcegos é considerada, denominada Tcbat (MARCILI et al.,
2009; ZINGALES et al., 2012; LIMA et al., 2015). As DTUs podem ser identificadas como
um conjunto de marcadores genéticos para 0 acompanhamento epidemioldgico
(TIBAYRENC, 1998).

Em seres humanos, um amplo espectro de apresentacdes clinicas da doenca de Chagas
é observado, o que parece refletir a heterogeneidade entre as cepas de T. cruzi (revisado por

ZINGALES, 2018), carga infecciosa, rota de infeccdoe/ou diferencas genéticas da resposta
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imune do hospedeiro (MARTINEZ-DIAZ et al., 2001; revisado por ACEVEDO; GIRARD;
GOMEZ 2018).

Ciclo Bioldgico

O Trypanosoma cruzi exibe um ciclo biolégico complexo com varios estagios de vida
que se alternam entre o inseto vetor e hospedeiros mamiferos (Figura 2). Durante o
hematofagismo, os vetores invertebrados (triatomineos) do T. cruzi ingerem formas
tripomastigotas sanguineas do parasito presente na corrente sanguinea do hospedeiro
vertebrado. No estdmago dos triatomineos desencadeiam-se as primeiras diferenciacdes do
parasito, formando as formas epimastigotas. No intestino médio, os epimastigotas se
multiplicam por divisdo binaria simples, alguns se movem para o intestino terminal e para 0s
tubos de Malpighi. Na regido do reto dos triatomineos, apds multiplas rodadas de
multiplicacdo, os epimastigotas aderem-se as células epiteliais e iniciam o processo de
diferenciacdo em tripomastigotas metaciclicos, processo esse denominado de metaciclogénese
(DUTRA et al., 2010; MACHADO et al., 2012; DIAS; BORGES-PEREIRA; MACEDO,
2013).

Os estimulos conhecidos para desencadear a diferenciacdo incluem a queda de pH
abaixo de 5,5 e 0 estresse metabolico. Os tripomastigotas metaciclicos perdem aderéncia pelo
epitélio intestinal, sendo liberados na luz intestinal (SILBER; FERREIRA, 2012) para as
fezes e urina do inseto.

Durante e apds o repasto sanguineo, os tripomastigotas metaciclicos presentes nas
fezes e urina do triatomineo, penetram pelo local da picada ou ainda por qualquer outra
fissura ou lesdo na pele (Figura 2). Uma vez ocorrida a penetracdo, os tripomastigotas
metaciclicos aderem a membrana da célula hospedeira, iniciando o processo de penetragdo em
um vacuolo derivado da propria membrana da célula hospedeira (vactolo parasitéforo). Em
resposta, a célula hospedeira recruta lisossomos perinucleares para o sitio de invasdo, neste
local, os lisossomos séo incorporados ao vacuolo parasitéforo. Com a fus@o dos lisossomos ao
vacuolo parasitéforo, as formas tripomastigotas metaciclicas ficam expostas a um ambiente
acido, ativando a TcTOX (porina-like), que é responsavel pela lise do vacutolo parasitéforo.
Apos a lise do vacuolo, o parasito escapa para o citoplasma, finalizando o processo de

diferenciacdo da forma tripomastigota para amastigota, que foi iniciada em pH baixo no
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interior do vactolo (ANDREWS et al., 1990; DUTRA et al., 2010; EPTING; COATES;
ENGMAN, 2010).

Apdbs um periodo de quietude, as amastigotas iniciam seu ciclo celular e passam por
rodadas de replicacdo por divisdo binéria e, subsequentemente, se diferenciam em
tripomastigotas levando a ruptura da célula hospedeira. Dessa forma, os tripomastigotas caem
na corrente sanguinea ou invadem células de qualquer tecido ou 6rgéo para a continuidade do
ciclo. Qualquer célula nucleada de mamifero pode ser parasitada, dentre as quais se destacam
cardiomidcitos, células musculares, células do sistema nervoso central e periférico, sistema
reticulo endotelial e tecido adiposo (ALVES; COLLI, 2007; EPTING; COATES; ENGMAN,
2010; MACHADO et al., 2012; DIAS; BORGES-PEREIRA; MACEDO, 2013).0 ciclo se
fecha quando um novo triatomineo realizar o repasto sanguineo no individuo infectado e

ingerir formas tripomastigotas sanguineas (Figura 2).

Figura 2 — Representacdo esquematica do ciclo biolégico do Trypanosoma cruzi
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Legenda: O T. cruzi é naturalmente transmitido por inseto da triatomineos. (a) Durante o repasto sanguineo,
0 inseto defeca na pele do hospedeiro mamifero. (b) Os tripomastigotas metaciclicos presentes nas
fezes penetra pela pele com solucdo de continuidade quando o hospedeiro mamifero coca o local da
picada. (c) Os tripomastigotas invadem as células locais e se diferenciam em formas amastigotas,
que sdo formas intracelulares replicativas. Apos a replicagdo, ocorre nova diferenciacdo para as
formas tripomastigotas e rompimento da células. (d) Ap6s a ruptura, os tripomastigotas séo
liberados e (e) infectam novas células. (f) Alguns tripomastigotas retornam para a corrente
sanguinea ou (g) colonizam os tecidos muscular e neural. (h) Durante o repasto sanguineo em um
hospedeiro mamifero infectados, 0s insetos sugam os tripomastigotas sanguineos. (i) No intestino
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médio do inseto, os tripomastigotas se diferenciam em epimastigotas, que replicam por divisdo
binaria e quando alcangcam o reto, essas formas se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos,
completando o ciclo.

Fonte: Adaptado de MACEDO; OLIVEIRA; PENA, 2002.

Transmissao

A transmisséo do T. cruzi ocorre de diversos modos. A forma de maior importancia
epidemiologia € a vetorial, seqguida de outras como a transmissdo por via oral, transfuséo
sanguinea, congeénita, transplante de érgdos, compartilhamento de agulhas (drogas injetaveis)
e acidentes laboratoriais (DIAS; NETO, 2011; MARTINS-MELO et al., 2012).

A transmissdo vetorial € o mecanismo de transmisséo classico do T. cruzi. Os vetores
sd0 0s insetos triatomineos, conhecidos popularmente como barbeiro, bicho-de-parede,
bicudo, chupéo, chupanga, entre outros. Eles apresentam ampla distribuicdo em diferentes
ecotopos naturais de regibes tropicais e subtropicais (SILBER; FERREIRA, 2012; DIAS;
BORGES-PEREIRA; MACEDO, 2013; REY, 2013). Os triatomineos sdo hematdfagos
restritos, a maioria das espécies € silvestre e de habitos noturnos (DUTRA et al., 2010; DIAS;
BORGES-PEREIRA; MACEDO, 2013). Existem reconhecidos 18 géneros e 150 espécies de
triatomineos, das quais 135 espécies ocorrem exclusivamente no Contimente Americano
(GALVAO, 2014; GORLA; NOIREAU, 2017), porém, apenas algumas sio capazes de se
infectar e transmitir o T. cruzi. As espécies de maior importancia na transmissao da
tripanossomiase americana para a populacdo humana sdo: Triatoma infestans, Rhodnius
prolixus, Panstrongylus megistus, e Triatoma brasiliensis (CAROD-ARTAL; GASCON,
2010; SILBER; FERREIRA, 2012; DIAS; BORGES-PEREIRA; MACEDO, 2013). Devido
ao éxito no controle da transmissdo da doenca de Chagas por via vetorial, o Brasil, recebeu
em 2006, a certificacdo da interrupcdo da transmissdo vetorial pelo Triatoma infestans,
concedida pela Organizacio Panamericana da Satde (MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

A transmissdo oral pode ocorrer quando animais susceptiveis ingerem o parasito
infectante. Diversas situacGes podem proporcionar esse tipo de transmissdo, tais como a
ingestdo de triatomineos infectados ou de alimentos contaminados com suas fezes e/ou urina
contendo tripomastigotas, canibalismos entre animais, e durante a amamentagdo. Atualmente,
na regido Norte do Brasil, a via oral tem grande importancia, estando associada a
microepidemias de forma aguda da doenca de Chagas (LANA; TAFURI, 2011; MARTINS-
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MELO et al., 2012; FILIGHEDDU; GORGOLAS; RAMOS, 2017). Entre os anos de 1968 e
2007, foram registrados 592 casos de doenca de Chagas na regido amazonica brasileira,
desses casos, 587 foram confirmados como doenca de Chagas na fase aguda (MARTINS-
MELO et al., 2012). A regido Norte contribui com a maior propor¢do dos casos de
transmissdo oral entre os anos de 2000 e 2013 (91,1%), sendo o Para, o estado que reune a
maior proporcao dos casos 75% e mais de 50% apresentam inicio dos sintomas entre 0s meses
de agosto e novembro, periodo que coincide com a safra de acai no Para (MINISTERIO DA
SAUDE, 2015). Passos e colaboradores (2012) demonstraram que o T. cruzi consegue
sobreviver por 144 horas a 4°C na polpa de acai in natura, mostrando assim, a grande
resisténcia desse parasito. Porém, a pasteurizacdo ou branqueamento sdo métodos eficazes
para a eliminacdo no parasito (BARBOSA et al, 2016; OLIVEIRA; SOCCOL; ROGEZ,
2019)

Outro mecanismo de transmissdo importante € por via congénita, que ocorre quando
existem ninhos de amastigotas na placenta, que posteriormente diferenciam e liberam
tripomastigotas para a circulacdo fetal (RASSI JR; RASSI; MARIN-NETO, 2010; LANA;
TAFURI, 2011). Comumente, a infeccdo congénita por T. cruzi é assintomatica, mas pode
progredir para a doenga de Chagas cronica com o passar dos anos. Entretanto, quando ocorre
o0 tratamento da crianga no primeiro ano de vida, pode haver cura efetiva (CARLIER et al.,
2015). A infeccdo congénita por T. cruzi foi detectada em 4,1% (292/7086) e 4,3%
(115/2691) das criancas na Bolivia e Paraguai, respectivamente, e em 6% (431/7188) das
criancas na Argentina (CARLIER et al., 2015). Em uma revisdo sistemética realizada por
Martins-Melo e colaboradores (2014) entre os anos de 1984 e 2009, foi estimada que a taxa de
transmissdo congénita no Brasil seria de 1,7%. A transmissdo congénita também foi registrada
em paises ndo endémicos em consequéncia da migracdo de gestantes infectadas oriundas da
América Latina (CARLIER et al., 2015). Em 18 estudos realizados na Espanha, das 743
criancas nascidas de mées infectadas, em 32 houve a transmissdo do T. cruzi (4,3%)
(HOWARD et al., 2014).

A transfusdo sanguinea € um importante mecanismo de transmissdao do T. cruzi,
sobretudo para a urbanizacdo da doenca de Chagas no Brasil e em outros paises endémicos
(DIAS et al., 2016). O risco ap6s uma transfusdo estd entre 10-20% dependendo de fatores
como, concentragcdo tripomastigotas no sangue do doador, componentes do sangue
transfundido e cepa do parasito (RASSI JR; RASSI; MARIN-NETO, 2010; LANA; TAFURI,
2011). Em paises endémicos, a transfusdo sanguinea ja foi considerada a segunda forma mais

comum de se adquirir a infeccdo, mas com a triagem obrigatoria nos bancos de sangue, 0
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risco de transmissdo por esta via foi significativamente reduzido em nosso pais. No entanto
em muitos paises endémicos ndo ha um triagem obrigatdria e esse controle em relacdo aos
doadores é limitado, 0 que mantém essa via de transmissdo importante (ANGHEBEN et al.,
2015; COURA, 2015). Na ultima década, paises ndo endémicos como Canada, Espanha,
Franca, Estados Unidos da América, entre outros, estdo introduzindo estratégias de triagem
através de questionario (incluindo perguntas sobre nascimento, residéncia e transfusdo de
paises endémicos) e teste de anticorpos para T. cruzi (ANGHEBEN et al., 2015; DIAS et al.,
2016).

A transmissdo do T. cruzi via transplante de érgdos tem sido bem documentada na
Ameérica Latina e em areas ndo endémicas, como algumas regifes dos Estados Unidos,
Canada e partes da Europa. Essa via de transmissdo pode desencadear a fase aguda grave, pois
0s receptores dos 6rgaos precisam fazer uso de medicamentos imunossupressores, tornando-o
mais suscetiveis a infeccdo (RASSI JR; RASSI; MARIN-NETO, 2010; LANA; TAFURI,
2011).

A transmissao sexual é uma via hipotética em humanos, porém estudos experimentais
em camundongos demonstram o potencial de transmissdo sexual do T. cruzi durante a
infeccdo aguda (MARTIN et al., 2015; RIOS et al., 2018) e infeccdo cronica (RIBEIRO et al.,
2016). Em estudos realizados com quatro familias paraenses, 82,6% das amostras de sémen
revelaram bandas especificas de nDNA* (DNA nuclear) e kKDNA" (DNA do cinetoplasto) de
T. cruzi. Além disso, a infectividade do T. cruzi do ejaculado de um paciente portador de
Chagas que apresentou resultado positivo em ensaios de nDNA, mas sem anticorpos
especificos, foi avaliada injetando o sémen por via intraperitoneal em camundongos machos e
pela infusdo de uma quantidade igual de sémen na vagina de camundongos fémeas. Apds
cinco semanas foram detectados ninhos de amastigotas no coracdo e musculo esquelético dos
camundongos infectados, além de parasitos presentes no lumen do ducto deferente e tubo
uterino (ARAUJO et al., 2017). Embora sejam necessarios mais estudos, esses dados
demonstram que a transmissdo do T. cruzi por via sexual é uma possibilidade e que pode

apresentar relevancia epidemiolégica em regides ndo endémicas.
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Epidemiologia

Cerca de 100 milhGes de pessoas vivem em regides onde os triatomineos sao
detectados. A doenca de Chagas € transmitida desde o sul do Texas (EUA) (GUNTER et al.,
2017), passando pelo México, América Central e América do Sul, incluindo paises como
Brasil, Venezuela, Coldmbia, Peru, Argentina e Chile(CAROD-ARTAL; GASCON, 2010;
ZINGALES, 2018).

Na década de 1980, o numero de individuos infectados com T. cruzi em areas
endémicas na Ameérica Latina foi estimado entre 16 a 18 milhdes. Apo6s a implantacdo de
diversos programas de controle de vetores do parasito e rastreamento de bancos de sangues
em regides endémicas, houve declinio da prevaléncia de doenca Chagas para cerca de 11
milhdes de casos no final de 1990 e 7,6 milhdes de casos em 2006 (MCGRATH; FRAME;
PALIS, 2015). Atualmente, estima-se que 6 a 7 milhdes de pessoas estejam infectadas com T.
cruzi em todo o mundo, sendo a maioria ha América Latina (Figura 3) (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2020a).

Por muitas décadas a doenga de Chagas foi considerada uma doenca de areas rurais,
porém com migracdes rural-urbana nos Gltimos anos, o padrdo epidemiolégico mudou. A
doenca de Chagas também é uma doenca emergente em paises ndo endémicos, devido a
migracdo de milhares de individuos infectados, muitos deles assintomaticos (CAROD-
ARTAL; GASCON, 2010). A transfusdo sanguinea e o transplante de 6rgdos oriundos de
individuos infectados sdo apontados como principais mecanismos de transmissdo do parasito
em paises ndo endémicos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016a).
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Figura3 - Distribuicdo dos casos da doenca de Chagas em todo mundo com estimativas
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Fonte: Adaptado de WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020a

No Brasil, apenas a doenca de Chagas aguda era de notificacdo compulsoria, imediata
(em até 24 horas) para a Secretaria Estadual de Saude e para a Secretaria Municipal de Saude
(MINISTERIO DA SAUDE, 2017a), porém em 2020 foi incluida a doenca de Chagas cronica
entre as enfermidade de notificagdo compulséria (MINISTERIO DA SAUDE, 2020c). Essa
inclusdo foi extremamente importante ja que, somente uma pequena parcela das pessoas
infectadas sdo diagnosticadas na fase aguda, pois como a maioria é assintomatica ou
oligossintomatica (revisado por PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018), o que limita as chances
de diagnostico nessa fase da infecgdo e, consequentemente, 0 nUmero de casos nNovos seria
subestimado.

Aproximadamente 12% da populacdo do Brasil vive em &reas endémicas e a
prevaléncia nacional é estimada em 1,0% (STANAWAY; ROTH, 2015). No ano de 2015, o
Ministério da Saude emitiu um boletim epidemioldgico dos casos de doenga de Chagas aguda
e da distribuicdo dos triatomineos no Brasil entre 0s anos de 2000 e 2013. Nesse boletim
observou-se que a transmissdo oral foi a mais frequente (68,9%) em todos os anos. Como
mencionado anteriormente, a regido Norte contribui com a maior nimero dos casos de
transmissao oral (91,1%), sendo o Para, o estado que rene a maior proporcdo dos casos

(75%). Deste total, mais de 50% dos casos apresentam inicio dos sintomas agudos entre 0s
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meses de agosto e novembro, periodo que coincide com a safra de agai (MINISTERIO DA
SAUDE, 2015). Apesar de o Brasil ter recebido em 2006 a certificacdo da interrupcdo da
transmissdo vetorial pelo Triatoma infenstans, entre os anos de 2000 a 2013, 6,4% dos
registros foi relativo a forma vetorial de transmissdo. Em relacdo a transmissdo congénita,
50% dos registros ocorreram no estado do Rio Grande do Sul (MINISTERIO DA SAUDE,
2015).

Em um outro Boletim epidemioldgico emitido pelo Ministério da Saude em 2016,
sobre "Indicadores de Vigilancia em Salde descritos segundo a varidvel raga/cor"”, estima-se
que existam, no Brasil, cerca de 4,6 milhdes de pessoas infectadas, predominando 0s casos
cronicos decorrentes da infecgdo por via vetorial em décadas anteriores (MINISTERIO DA
SAUDE, 2017b). Esse valor (4,6 milhdes) equivale a mais da metade do nimero de
individuos infectados no mundo, que é de 6 a 7 milhdes (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2020a).

A Argentina tem a maior prevaléncia da doenca de Chagas entre os paises do sul da
Ameérica Latina, onde 18,8% da populacdo vive em areas endémicas e a prevaléncia é
estimada em 4,1%. Porém muitos estudos relatam que em algumas comunidades a prevaléncia
seja superior a 25%, como por exemplo na provincia de Chaco a prevaléncia foi estimada em
53% (STANAWAY; ROTH, 2015).

Atualmente, 16 paises na regido das Américas sao considerados de transmissao
vetorial interrompida em nivel nacional ou em parte de seu territorio, entre eles estdo Chile
(1999), Uruguai (1997-2012), Guatemala (2008), El Salvador (2010), Honduras (2010),
Nicaragua (2010) e Paraguai (2018) (PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2019).

Patogenia

Como mencionado anteriormente, a doenca de Chagas apresenta curso clinico
bifasico, sendo dividida em fase aguda e fase cronica (que pode ser subdividida em forma
indeterminada e forma sintomatica) (MALIK; SINGH; AMSTERDAM, 2015b). A patologia
da doenca de Chagas é complexa, heterogénea e depende de muitas varidveis, com o parasito
e 0s determinantes da imunidade e da inflamacdo do hospedeiro tendo papéis criticos
(BONNEY et al., 2019).
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O periodo de incubacdo para as manifestagdes clinicas pode variar dependendo da
forma de transmissao. Pela transmissdo vetorial pode variar de 7 a 15 dias, de 8 a 112 dias na
transmissdo sanguinea e de 2 a 22 dias na transmissdo oral. A fase aguda de infeccdo dura
normalmente 8 a 12 semanas, apresentando multiplas manifestacGes clinicas, sendo as mais
comuns inespecificas. Em menos de 5% dos casos, pode ocorrer manifestacbes mais graves,
como, miocardite e meningoencefalite (MALIK; SINGH; AMSTERDAM, 2015b;
MCGRATH; FRAME; PALIS, 2015; SUETH-SANTIAGO et al., 2017).

A fase aguda caracteriza-se pela parasitemia patente, onde os tripomastigotas sao
facilmente encontrados no sangue periférico e ha baixos titulos de anticorpos especificos da
classe 1gG (SILBER; FERREIRA, 2012). Nesta fase podem ocorrer varias manifestacdes
clinicas, com sintomas inespecificos, incluindo febre, dor de cabeca, mialgia, edema facial,
dor abdominal, hepatoesplenomegalia e linfodenopatia. Um pequeno nimero de pacientes
podem apresentar o chagoma de inoculagdo (n6dulo inflamatério) e/ou o sinal de Romand
(edema bipalperal e unilateral) (Figura 4), que resultam da resposta inflamatdria associada ao
local de entrada do parasito (CAROD-ARTAL; GASCON, 2010; RASSI JR; RASSI;
MARIN-NETO, 2010; MCGRATH; FRAME; PALIS, 2015).

Figura 4 - Sinais de porta de entrada do Trypanosoma cruzi

A B

Legenda: (A) Sinal de Romafia; (B) Chagona de inoculagdo
Fonte: Adaptado de REY, 2013; SANGENIS et al., 2015.

Apés a fase aguda, a maioria dos individuos entra na fase cronica indeterminada. A
forma crénica indeterminada (latente) pode ser caracterizada por (1) positividade de exames
soroldgicos (deteccdo de anticorpos especificos anti-T. cruzi por ELISA, imunofluorescéncia

indireta ou hemaglutinacdo indireta), (2) auséncia de sintomas e/ou sinais da doenca, (3)
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eletrocardiograma normal e (4) imagens radiograficas normais do coragdo, esdfago e colon
(LANA; TAFURI, 2011; RIBEIRO et al., 2012; MALIK; SINGH; AMSTERDAM, 2015a).
Dos pacientes infectados cerca de 20-30% progride da fase crénica indeterminada para
a fase cronica sintomatica. Essa progressao pode ocorrer apds um periodo variavel de tempo
chegando até 30 anos de infecgéo (revisado por PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018). A fase
crbnica sintomatica apresenta duas formas clinicas importantes, a forma cardiaca e a digestiva
(Figura 5). Em regides endémicas, a doenca de Chagas cronica cardiaca apresenta fenétipos
tipicos como: bradicardia, bloqueio do ramo direito, bloqueio fascicular anterior esquerdo ou
ambas as condicOes ao eletrocardiograma, cardiomiopatia biventricular, disfuncdo do
ventriculo esquerdo, insuficiéncia cardiaca progressiva, tromboembolismo, arritmias e morte
stbita (SUETH-SANTIAGO et al.,, 2017; CAROD-ARTAL, 2018). Outra caracteristica
observada em regides endémicas, é o AVC (acidente vascular cerebral) cardioembdlico, que
pode ocorrer tanto em paciente sintoméaticos como assintomaticos (CAROD-ARTAL, 2018).

Figura5- Radiografias do coracdo, esdfago e célon, representando as formas clinicas da
doenga de Chagas na fase cronica

A B C

Legenda: (A) Cardiopatia chagasica;(B) Megaes6fago; (C) Megacélon.
Fonte: Adaptado de RASSI JR; RASSI; MARIN-NETO, 2010.

Cerca de 15% dos pacientes com doenca de Chagas podem desenvolver uma forma
cronica digestiva ou cardiodigestiva. Todos os segmentos gastrointestinais podem ser afetados
na forma digestiva chagasica cronica, porem o es6fago, o coléon e o reto sdo os mais
comumente afetados. A destruicdo do plexo mioentérico do es6fago causa o megaeséfago.

Como consequéncia ocorrem alteragbes funcionais que incluem discinesia motora,
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hipercontratibilidade e acalasia do esfincter esofagico. Por outro lado, a desnervacdo dos
segmentos do célon causa 0 megacolon que pode provocar desnutricdo, constipacao cronica,
fecaloma e até perfuracdo (CAROD-ARTAL; GASCON, 2010; CAROD-ARTAL, 2018).

A reativacdo clinica ou parasitemia patente pode ocorrer em pacientes infectados
cronicamente que se tornaram imunologicamente comprometidos, como pacientes
coinfectados com HIV, imunossupressdo associada ao transplante ou tratamento de cancer.
Nesses casos pode ocorrer manifestacbes clinicas, como meningoencefalite, chagoma
cerebral, miocardite aguda ou, mais raramente, cervicite, peritonite esponténea, eritema
nodoso e doencas de pele, como paniculite (RASSI JR; RASSI; MARIN-NETO, 2010;
SILBER; FERREIRA, 2012; REY, 2013; PEREZ-MOLINA et al., 2015).

Na fase aguda, as fibras miocardicas infectadas com T. cruzi mostram evidéncias de
danos, caracterizadas por vacuolizacdo, miocitolise e degeneracdo miofibrilar.O infiltrado
inflamatorio é inicialmente composto de macréfagos e neutrofilos e depois se torna mais
misto com adicdo de linfécitos, eosinofilos e mastocitos (TAFURI et al., 1983; ANDRADE,
1999; BONNEY et al.,, 2019). Além disso, outros fatores podem contribuir com o
agravamento da resposta inflamatoria como, producao local de citocinas, quimiocinas e seus
receptores; a regulacdo positiva das moléculas de adesdo; ativacdo do complemento;
agregacdo e adesdo de plaquetas; e producdo e opsonizagéo de anticorpos (BONNEY et al.,
2019). Dentro de semanas, a medida que a resposta imune adaptativa do hospedeiro se
desenvolve, o nimero de células parasitadas diminui drasticamente e ha reducdo da resposta
inflamatoria, geralmente com o retorno do tecido do miocérdio para um estado quase normal.
As anormalidades residuais da miocardite aguda incluem cicatrizes (fibrose intersticial) e
hipertrofia da miofibra, com uma reacdo inflamatoria continua minima ou de baixo grau
(BONNEY et al., 2019).

A resposta imune Th1l com producédo de citocinas IL-12, IFN- ye TNF, com aumento
da producdo oxido nitrico, que atuam como efetores tripanossomicidas, além de anticorpos
liticos que sdo importantes também para a redugdo do parasito durante a fase aguda
(RIBEIRO et al., 2012;RODRIGUES et al, 2017; FELIZARDO et al, 2018). Por outro lado,
as alteragdes patologicas estdo associadas a uma resposta tipo 1 elevada no inicio da infeccéo,
seguida de uma regulacdo negativa das células Th1l e um aumento das células Th17 durante as
fases subsequentes (BONNEY et al., 2019).

Sendo assim, a resposta inflamatdria é necessaria para o controle do parasito, mas
pode induzir inflamacdo excessiva causando dano tecidual, por exemplo no coracdo
(DUTRA; ROCHA; TEIXEIRA, 2005; RODRIGUES et al, 2017; FELIZARDO et al, 2018).
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A resposta pro-inflamatéria embora controle o parasito ndo o elimina por completo e
essa persisténcia do T. cruzi durante o curso da infeccdo € uma caracteristica importante da
fase cronica (RIBEIRO et al., 2012). Na fase crénica, o coracao é caracterizado por infiltrados
inflamatérios mononucleares multifocal (compostos principalmente de linfécitos e
macréfagos), variados graus de fibrose, pequeno nimero de parasitos teciduais e parasitemia
baixa ou indetectavel (RIBEIRO et al., 2012; BONNEY et al., 2019). Seria esperado que o
parasita tivesse um papel importante no desenvolvimento da patologia, porém a diferenca
entre a gravidade das lesbes observadas e a carga parasitaria extremamente baixa na
circulacdo e no tecido durante a fase crénica, pode indicar que existem outros fatores, além da
resposta direcionada ao parasito, que possam estar envolvidos no desenvolvimento da
patologia chagéasica. Alguns fatores citados sdo correlacionados com reagdes auto-imunes tais
como: (1) presenca de anticorpos e células auto-reativas, (2) mimetismo molecular entre os
componentes do parasito e do hospedeiro, (3) ocorréncias de populagdes celulares circulantes
relacionadas a autoimunidade, como células B CD5" e (4) células de individuos com doenca
de Chagas respondem in vitro a antigenos derivados do parasito (DUTRA; ROCHA;
TEIXEIRA, 2005; BONA et al., 2018). Em estudos com pacientes chagasicos foram
encontrados niveis altos de anticorpos liticos na fase crénica indeterminada, demonstrando
um papel protetor desses anticorpos (CORDEIRO et al., 2001; DUTRA; ROCHA;
TEIXEIRA, 2005). Além dessa funcdo protetora, os anticorpos podem estar envolvidos em
respostas patogénicas, pois foram relatadas evidéncias de reatividade cruzada entre T. cruzi e
antigenos humanos, assim como de autoanticorpos que afetam estruturas e funcGes do
musculo cardiaco (BONA et al., 2018).

A expressdo dos receptores de quimiocinas CCR5 e CXCR4 em leucdcitos de
pacientes com cardiomiopatia chagasica crbnica se correlaciona com o grau de funcéo
cardiaca, de modo que, quanto menor a funcdo cardiaca, menores 0s niveis de expressao de
ambos os receptores. Além disso, individuos com doenca cardiaca tendem a produzir mais
IFN-y, TNF e IL-6 e menos IL-10 e IL-4 em comparagdo a pacientes com a forma
indeterminada da doenca (GOMES et al., 2003; DUTRA; ROCHA; TEIXEIRA, 2005;
BONNEY et al., 2019).

Os desfechos variaveis da infeccdo pelo T. cruzi resultam de uma interacdo complexa
entre hospedeiro-parasito. Isso inclui respostas protetoras do hospedeiro e respostas imunes
especificas ao parasito, bem como os efeitos patogénicos da infec¢do. Assim, para tratar a
doenca de Chagas com mais eficacia, é preciso determinar como equilibrar essa interacédo

hospedeiro-parasito a favor do hospedeiro (BONNEY et al., 2019).
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Tratamento

O tratamento da doenca de Chagas ¢ limitado a dois fArmacos nitrocompostos que sdo
o Nifurtimox (Figura 6A) e o Benznidazol (Figura 6B) ha mais de 40 anos. O Nifurtimox
(Lampit) é um derivado do nitrofurano produzido pelo laboratério Bayer e o Benznidazol
(Rochagan, Rodanil) € um derivado do nitroimidazol, que foi produzido pelo laboratorio
Roche até 2003, quando transferiu a patente. Desde entdo a fabricacdo do Benznidazol €
realizada pelo Laboratério Farmacéutico do Estado de Pernambuco Governador Miguel
Arraes- LAFEPE (BARRETT; CROFT, 2012; F. HOFFMANN-LA ROCHE LTD, 2013).

Tanto o Nifurtimox (5-nitrofurano) quanto o Benznidazol (2-nitroimidazol) sdo
reconhecidos como pro-farmacos que necessitam ser ativados por enzimas nitroredutases
(NTR) tipo | presentes no parasito para a atividade citotoxica (WILKINSON et al., 2011;
SALES JUNIOR et al., 2017; KRATZ et al., 2018). As NTRs do tipo | sdo enzimas contendo
mononucleotideo de flavina, encontrados em protozoarios parasitas, como tripanossomos e
ausentes na maioria dos eucariotos, inclusive humanos (HALL; WILKINSON, 2011,
WILKINSON et al.,, 2011). Elas funcionam reduzindo o grupo nitro, através de um
intermediario nitroso, a um derivado de hidroxilamina por meio de uma série de
transferéncias de elétrons usando NAD(P)H como fonte de equivalentes redutores. Para os
nitrofuranos, a forma da hidroxilamina pode ser processada ainda mais para gerar metabolitos
citotoxicos e para 2-nitroimidazo6is, o metabolito da hidroxilamina pode sofrer rearranjo e
hidratacdo para produzir um dihidro-dihidroxi-imidazol que pode se decompor para liberar
glioxal, ambos os produtos sdo capazes de interagir com uma variedade de biomoléculas, em
particular formando adutos com DNA e tidis (HALL; WILKINSON, 2011; WILKINSON et
al., 2011; KRATZ et al., 2018).

Embora os mecanismos de acdo do Benznidazol e do Nifurtimox ndo sejam
inteiramente conhecidos, a formacdo de radicais livres durante a sua metabolizacdo é
determinante para toxicidade para o parasito (DOCAMPO, 1990; SALES JUNIOR et al.,
2017).
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Figura 6 - Estrutura quimica dos farmacos utilizados contra a doenca de Chagas
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Legenda: (A) Nifurtimox; (B) Benznidazol.
Fonte:BARRETT; CROFT, 2012.

Ambos os farmacos apresentam diversos efeitos colaterais importantes. O Nifurtimox
é toxico para o sistema nervoso central e periférico causando anorexia, perda de peso,
excitabilidade ou perda de sono. Distarbios gastrointestinais como nauseas, cdlicas
estomacais, vomitos e diarreia também sdo comuns (DUTRA et al., 2010; BERN et al., 2011;
BARRETT; CROFT, 2012; SALES JUNIOR et al., 2017). A baixa solubilidade do
Benznidazol combinada com as altas doses por longo periodo tratamento pode causar diversos
efeitos colaterais como, manifestagdes cutaneas (hipersensibilidade cutanea e dermatite com
erupcgOes), além de anorexia, nauseas, vomitos, dor de cabeca, congestdo e vertigem. As
manifestacdes mais graves incluem supressdo da medula 6ssea (trombocitopenia, neutropenia
e agranulocitose) e neuropatia periférica (DUTRA et al., 2010; BERN et al., 2011,
BERMUDEZ et al., 2016; SALES JUNIOR et al., 2017).

Apesar dos diversos efeitos toxicos apresentados pelos dois farmacos, o tratamento é
altamente recomendado para todos os casos da infeccdo na fase aguda, congénita e para
pacientes de até 18 anos com a doenca na fase crénica. Porém é contra indicado durante a
gravidez e em pacientes com deficiéncia renal grave ou insuficiéncia hepatica (Tabela 1)
(RASSI JR; RASSI; MARIN-NETO, 2010).

No Brasil, o0 Benznidazol é o medicamento de primeira escolha para tratamento da
doenca de Chagas, em caso de falha terapéutica o Nifurtimox pode ser utilizado, apesar de ja
tenha sido observada resisténcia cruzada entre os dois farmacos (MINISTERIO DA SAUDE,
2018).
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Tabela 1 - Caracteristicas do Benznidazol e Nifurtimox

Farmacos Benznidazol Nifurtimox
Mecanismo de |Inibicdo das funcdes de diferentes|Geracdo de ciclo redox com formacao
acao macromoléculas  (enzimas e|de anion superoxido e peroxido de
lipideos) hidrogénio

Recomendacdes | Todos os casos de doenca de Chagas na fase aguda, congénita e para
pacientes de até 18 anos com a doenca na fase cronica

Contra Gravidez, pacientes com deficiéncia renal grave ou insuficiéncia hepatica
indicacéo
Adulto: 5mg/Kg/dia, 1 a 3x ao|Adulto: 10mg/Kg/dia, 3x ao dia, por60
dia, durante 60 dias; dias;
Administracdo |Criancas: 5 a 10 mg/Kg/dia, 2x ao|Criangas: 15mg/Kg/dia, 3x ao dia, por

dia, durante até 60 dias. 60 dias.
Hipersensibilidade cuténea, | Efeitos toxicos para o sistema nervoso
dermatite com erupcoes, | central e periférico, anorexia, perda de

Efeitos anorexia, nauseas, vomitos, dor|sono, problemas gastrointestinais

Adversos de cabeca, congestdo, vertigem,|(nduseas, colicas estomacais, vomitos e
depressdo de medula Ossea e|diarreia)
sistema nervoso centra.

Fontes: DUTRA et al.,, 2010; RASSI JR; RASSI; MARIN-NETO, 2010; BERMUDEZ et al., 2016;
MINISTERIO DA SAUDE, 2019.

Em 2011, durante a IV Reunido de Parceiros da DNDi, ocorrida no Rio de Janeiro, a
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) concedeu o registro da formulagdo em
dose pediatrica do Benznidazol. O novo comprimido de 12,5 mg se desintegra facilmente e é
adaptado para bebés e criangas de até dois anos de idade, representando um tratamento mais
simples, seguro e com doses mais precisas (DRUGS FOR NEGLECTED DISEASES, 2011).
Em 2017, a FDA (Administragdo de Alimentos e Medicamentos dos Estados Unidos) aprovou
0 uso do Benznidazol para o tratamento de criangas entre 2 e 12 anos, tornando-se assim, 0
primeiro tratamento aprovado para doenca de Chagas nos Estados Unidos (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2017).

Recentemente, estudos tém sido conduzidos para avaliar o impacto do tratamento com
0 Benznidazol na fase cronica da infec¢do (Tabela 2). Em um estudo com pacientes em fase
crbnica sem sintomas cardiacos, 0s resultados sugeriram que a terapia com Benznidazol
preveniu o surgimento de alteracdes no eletrocardiograma (FRAGATA-FILHO et al., 2016).
Em outro estudo, com pacientes do Brasil, Argentina, Coldmbia, Bolivia e El Salvador, com a

cardiopatia estabelecida, o tratamento com Benznidazol foi capaz de reduzir o ndmero de
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parasitos sanguineos, mas ndo foi capaz de alterar o curso do dano cardiaco (MORILLO et al.,
2015).

No estudo "CHAGASAZOL" foi comparado o uso do Benznidazol com alta e baixa
dose de Posaconazol. Esse estudo foi conduzido primeiramente em pacientes da Bolivia,
Brasil e Paraguai, na fase crbnica com ou sem comprometimento cardiaco e/ou
gastrointestinal (MOLINA et al., 2014). O Posaconazol ¢ um antifangico sistémico de azol,
que age inibindo a CYP51 (lanosterol 14-a- desmetilase) que esta envolvido na sintese de
ergosterol (CLARK; GRIM; LYNCH, 2015) e apesar do Posaconazol ter apresentado
atividade consideravel em modelos murinos (fase aguda e cronica), os resultados desse estudo
demonstraram que pacientes tratados com baixas ou e altas doses de pozaconazol tiveram uma
maior porcentagem de falha terapéutica do que os paciente tratados com Benznidazol
(MOLINA et al., 2014).

Na tentativa de melhorar a eficicia do tratamento, sobretudo na fase indeterminada da
doenca, tém sido realizados estudos com terapia combinada usando Benznidazol e outros
farmacos. No estudo "STOP-CHAGAS" foi realizada terapia combinada entre Posaconazol e
Benznidazol em pacientes na fase cronica assintomatica, os resultados indicaram que essa
combinacao ndo teve beneficios em comparagdo com a monoterapia com Benznidazol, porém
houve alta taxa de descontinuidade do tratamento por pacientes tratados com Benznidazol
(MORILLO etal., 2017).

Em um outro estudo "BENDITA" (BEnznidazol New Doses Improved Treatmentand
Associations) foi avaliado o efeito do Benznidazol associado ou ndo ao fosravuconazol em
paciente cronicos com doenga de Chagas (DRUGS FOR NEGLECTED DISEASES
INITIATIVE, 2019).0 Fosravuconazol é um antifingico triazélico, pro-farmaco do
Ravuconazol usado no tratamento de onicomicoses (YAMAGUCHI, 2016). Os resultados
desse estudos indicaram 83% de eficacia na monoterapia com o Benznidazol por duas
semanas com auséncia de parasitemia até a avaliacdo final (12 meses) (DRUGS FOR
NEGLECTED DISEASES INITIATIVE, 2019).

Um estudo iniciado em outubro de 2017, na Espanha pretende avaliar diferentes
regimes de tratamento com o Fexinidazol em paciente na fase crénica interminada (DRUGS
FOR NEGLECTED DISEASES INITIATIVE, 2020). O Fexinidazol é um derivado do 5-
nitroimidazol com capacidade de inibir a sintese de DNA, e atualmente é usado no tratamento
da tripanossomiase africana (Fase Il1l) (DEEKS, 2019). Os resultados desse estudos estardo
disponiveis em breve (2020) (DRUGS FOR NEGLECTED DISEASES INITIATIVE, 2020).
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Embora esforgos estejam sendo feitos na busca de por novas alternativas terapéuticas
para o tratamento da doenca de Chagas, ndo ha nenhum progresso em relacéo ao tratamento ja

existente, sobretudo para a fase indeterminada da infecgéo.

O potencial das Pterocarpanonoquinonas

As quinonas representam uma ampla e variada familia de metabolitos de distribui¢do
natural (SILVA; FERREIRA; SOUZA, 2003). Com base na estrutura molecular, elas séo
divididas em trés diferentes grupos de acordo com o anel quinonoidica (Figura 7):
benzoquinonas (um anel benzénico), naftoquinonas (um anel naftalénico) e antraquinonas (um
anel antracénico linear ou angular) (SILVA; FERREIRA; SOUZA, 2003).

As naftoguinonas sdo metabolitos secundarios amplamente distribuidas no reino
vegetal. Assim como as outras quinonas, as naftoquinonas apresentam em sua estrutura
molecular caracteristicas que proporcionam propriedades redox, que podem interferir
emprocessos oxidativos das células. O lapachol e a P-lapachona sdo exemplos de
naftoquinonas naturalmente encontradas em plantas da familia Bignoniacea (SILVA;
FERREIRA; SOUZA, 2003; MENNA-BARRETO et al., 2009b, 2009a). A p-lapachona (orto-
piranonaftoquinona), apresenta uma diversificada agdo farmacologica envolvendo
principalmente o ciclo redox, além de atividade inibidora das topoisomerases (SILVA,
FERREIRA; SOUZA, 2003).



Tabela 2 - Farmacos testados em fase clinica sozinhos ou em associagdo com Benznidazol
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Estudo Objetivo Resultado Fonte
Avaliar a eficacia e seguranca do Posaconazol em | Pacientes tratados com baixas ou altas
comparacdo com o Benznidazol em 78 pacientes com | doses de pozaconazol tiveram uma
CHAGASAZOL | infeccdo cronica com ou sem comprometimento cardiaco | maior porcentagem de falha terapéutica | (MOLINA et al.,
e/ou gastrointestinal, da Bolivia, Brasil e Paraguai. do que os paciente tratados com 2014)
Benznidazol.
Avaliar o tratamento com Benznidazol (40 a 80 dias) em | Redugédo da deteccdo de parasitos,
BENEFIT 2854 pacientes com cardiomiopatia chagasica, de 49 centros | porém sem reduc¢do dos danos cardiacos | (MORILLO et al.,
no Brasil, Argentina, Bolivia, Colombia e El Salvador. durante os 5 anos de acompanhamento. 2015)
Benznidazol Avaliar o tratamento com Benznidazol em 310 pacientes | O tratamento preveniu o surgimento de (FRAGATA-
com infecc¢do crénica e eletrocardiograma normal. anomalias no eletrocardiograma dos FILHO et al.,
pacientes. 2016)

STOP-CHAGAS

Avaliar a terapia combinada entre Posaconazol e
Benznidazol em 120 pacientes na fase cronica
assintomatica, em 19 centros de 5 paises da America Latina

A combinagdo ndo teve beneficios em
comparagdo com a monoterapia com
Benznidazol, porém houve alta taxa de

(MORILLO etal.,

e Espanha. descontinuidades do tratamento em 2017)
pacientes tratados com Benznidazol.
Avaliar a eficacia de diferentes doses de Benznidazol em | 83% de eficacia na monoterapia com o | (DRUGS FOR
monoterapia e em combinacdo com o Fosravuconazol em | Benznidazol  (duas semanas de| NEGLECTED
BENDITA 210 paciente na fase cronica indeterminada da doenca de | tratamento) com  auséncia  de DISEASES
Chagas. Esse estudo foi realizado com pacientes da Bolivia. | parasitemia até a avaliacdo final (12 INITIATIVE,
meses). 2019)
Estudo iniciado em 2017, onde 45 paciente na Espanha | Dados disponiveis em 2020. (DRUGS FOR
FEXINIDAZOL | foram recrutados para Fase Il do teste de diferentes regimes NEGLECTED
de curta duracdo do Fexinidazol para adultos com doenca de DISEASES
Chagas cronica indeterminada. INITIATIVE,

2020)
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Figura 7 - Classificagéo das quinonas

A B C
0 0
O 0 0

Legenda: (A) Benzoquinona;(B) Naftoguinona;(C) Antraquinona.
Fonte: Adaptado de SILVA; FERREIRA; SOUZA, 2003.

Moléculas derivadas da B-lapachona, como naftoimidazol e naftofuranoquinona,
demonstraram atividade contra as trés formas de T. cruzi, com producdo citoplasmatica de
ROS, disfuncdo mitocondrial (SILVA et al., 2006; MENNA-BARRETO et al., 2007, 200943,
2009b; BOMBACGCA et al.,, 2019), fragmentacdo de DNA e alteracdes ultraestruturais,
sugerindo o envolvimento da autofagia na morte do parasito (MENNA-BARRETO et al.,
2007). Outro derivado da B-lapachona, R72, apresentou atividade sobre epimastigotas de T.
cruzi envolvendo apoptose e necrose induzida por autofagia (ANJOS et al., 2016).

O lapachol (2-hidroxi-3-(3-metil-2-butenil)-1,4-naftoquinona) e algumas moléculas
derivadas apresentam diversas atividades bioldgicas, tais como efeitos anticoagulantes, anti-
inflamatorios, antitérmicos, acdo citostatica (contra diversos tumores), antiviral, moluscicida
(contra caramujos Biomphalaria glabrata), aléem de atividades microbicidas, tais como,
bacteriostatica, fungistatica, cercaricida, leishmanicida, tripanossomicida e antimalarico
(OLIVEIRA et al., 1990; ARAUJO; ALENCAR; ROLIM NETO, 2002; SILVA; FERREIRA,
SOUZA, 2003; HUSSAIN et al., 2007).

Os pterocarpanos sdo isoflavonoides, constituidos por um sistema de anel tetraciclico
com benzofurano-benzopirano (SELVAM et al., 2017) e varias a¢Oes farmacoldgicas sdo
relatadas para esta classe. Analogos de pterocarpanos sao capazes de inibir a proliferacdo de
linhagens leucémicas com bloqueio do ciclo celular (MILITAO et al., 2007, 2014) e indugéo
de apoptose (BUARQUE et al., 2014).

Além da atividade antileucémica, ja foi relatada a atividade anti-inflamatoria, com
inibicdo da desgranulacdo de neutréfilos e da producdo de Oxido nitrico por macrofagos
(WENG et al., 2003) e a acdo antioxidante (LEE et al., 2006). Além disso, também hé&
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atividade in vitro sobre Plasmodium falciparum (YENESEW et al., 2012; SELVAM et al.,
2017) e acdo sobre formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi (VIEIRA et al., 2008).

Com base no potencial das naftoquinonas e dos pterocarpanos, foram planejadas e
sintetizadas moléculas hibridas denominadas pterocarpanoquinonas. Essas moléculas inibiram
a proliferacdo de linhagens leucémicas (NETTO et al., 2010; BUARQUE et al., 2011) e suas
atividades antiparasitarias foram demostradas sobre formas promastigotas e amastigotas de
diferentes espécies de Leishmania com aumento de ROS e alteracdo do potencial de
membrana (BUARQUE et al., 2011; FAIOES et al., 2018). Entre essas pterocarpanoquinonas
com atividade antitumoral e antiparasitaria esta a LQB-118.

A pterocarpanoquinona LQB-118

Vérios estudos tem demonstrado acdo antitumoral e antiparasitaria da LQB-118
(Figura 8). A molécula induz apoptose em células de pacientes com leucemia mieloide
crénica (LMC) (MAIA et al., 2011) e em linhagens celulares tumorais (BUARQUE et al.,
2011). Foi observado também aumento intracelular de calcio em ambas as linhagens e
despolarizacdo da membrana mitocondrial nas células de linhagem de LMC (DE SA
BACELAR et al., 2013). A LQB-118 também induz apoptose em células de linhagem de
leucemia mieléide aguda por inibi¢do de inibidores de apoptose, XIAP e survivina (REIS et
al., 2013). Além das linhagens de células de leucemia miel6ide aguda e crénica, a LQB-118
também inibiu a proliferacdo de células de cancer de préstata in vitro, induzindo apoptose
(MARTINO et al., 2014).

Os efeitos antiparasitarios da LQB-118 foram demonstrados em varias espécies
distintas. Sobre o Toxoplasma gondii, a LQB-118 induziu in vitro alteragdo morfoldgicas e a
conversdo dos taquizoitos em bradizoitos (PORTES et al.,, 2012). Em Leishmania
amazonensis, a LQB-118 foi capaz de promover morte por apoptose e diminuir a producdo de
ATP de promastigotas e em amastigotas induziu a fragmentacdo do DNA (RIBEIRO et al.,
2013). A LQB-118 também demonstrou acao terapéutica quando administrada por via oral em
camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis, diminuindo a lesdo na pata e a carga
parasitaria (CUNHA-JUNIOR et al., 2011). Resultados semelhantes foram observados pelo
nosso grupo em estudos com L. braziliensis, onde a LQB-118 induziu apoptose em

promastigotas, aumento da producdo de ROS e reducéo da producéo de ATP (COSTA et al.,
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2014). Quando administrada por via oral ou intralesional, a LQB-118 diminui
significativamente o tamanho da lesdo e a carga parasitaria de hamsters infectados com L.
braziliensis (COSTA et al., 2014). Além dos modelos de leishmaniose cutéanea, a LQB-118
apresentou atividade em modelo de leishmaniose visceral reduzindo a carga parasitaria no
figado e baco, de animais infectados com L. infantum (CUNHA-JUNIOR et al., 2016).
Devido ao espectro de acdo, ja descrito na literatura, da LQB-118 abrangendo
atividade antitumoral e antiparasitaria, sobretudo em diferentes espécies de Leishmania, nosso
grupo iniciou um estudo da acdo da molécula em Trypanosoma cruzi. Visto que 0s
medicamentos disponiveis para tratar a doenca de Chagas séo tdxicos e com eficacia limitada
a fase aguda da doenca, o desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas sdo

extremamente importantes, sobretudo que apresente eficacia na fase cronica da doenca.

Figura 8 - Estrutura quimica da LQB-118.
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Fonte: Adaptado de CUNHA-JUNIOR et al., 2011
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1 OBJETIVO

1.1Geral

Estudar o potencial terapéutico da pterocarpanoquinona LQB-118 na infeccédo

experimental com Trypanosoma cruzi (cepa Y), com énfase na fase crénica da infeccao

1.2Especificos

Determinar a atividade in vitro sobre formas epimastigotas, tripomastigota e
amastigotas intracelulares de Trypanosoma cruzi da cepa Y e estabelecer a ICso (concentracédo
inibitéria de 50%);

Estabelecer o modelo experimental para a fase cronica da infeccdo usando a cepa Y
em camundongos Swiss Webster;

Avaliar a acdo terapéutica da LQB-118 administrada pela via oral em camundongos
na fase aguda e cronica da infeccao;

Investigar o efeito do tratamento sobre os niveis de parasitemia, aspectos clinicos e
sobrevivéncia dos animais;

Analisar aspectos histopatologicos do tecido cardiaco nos animais tratados na fase

aguda ou na fase cronica da infecgéo.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Consideracdes éticas

Todos os procedimentos com os animais foram previamente aprovados pela Comisséo
de Etica para Cuidados e Uso de Animais Experimentais do Instituto de Biologia Roberto
Alcantara Gomes (IBRAG) da Universidade do Estado do Rio de Janeiro, UERJ Protocolo n°
CEUA/050/2017.

2.2 LQB-118

O planejamento e a sintese da pterocarpanoquinona LQB-118 foi realizada pelo grupo
do prof® Paulo Roberto Ribeiro Costa, do Laboratério de Quimica Biorganica (LQB) do
Instituto de Pesquisas de Produtos Naturais (IPPN) da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(UFRJ). A LQB-118 liofilizada foi solubilizada em DMSO 100% (Sigma- Aldrich) a partir da
qual foram feitas diluicbes em meios de cultura para uso nos experimentos. A concentracao

final maxima de DMSQO nas culturas de células ndo ultrapassou 0,1%.

2.3 Parasito

Neste trabalho foi utilizado o Trypanosoma cruzi da cepa Y. A cepa foi cedida pelo
grupo de pesquisa da Dra. Marcia Cristina Paes (Laboratorio de Interacdo Tripanossomatideos
e Vetores — IBRAG/UERJ/RJ) e posteriormente mantida em cultura e passagens periédicas

em camundongos como descrito a seguir nos itens 2.4 e 2.5.
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2.4 Cultivo de epimastigotas de Trypanosoma cruzi (cepa Y)

Os epimastigotas de Trypanosoma cruzi foram mantidos por repiques semanais em
garrafas contendo 5 mL de meio BHI (Brain Heart Infusion) (BactoBecton, Dickinson and
Company) com 10% de soro fetal bovino (SFB) inativado (Cultilab) e estéril, na presenca de

30uM de Hemina Bovina (Sigma - Aldrich) e cultivados em estufa a 27°C.

2.5 Manutencéo em camundongos e obtencdo de tripomastigotas sanguineos

Os animais infectados foram mantidos no biotério da Disciplina de Parasitologia
(FCM/UERJ/RJ). As formas tripomastigotas sanguineas foram obtidas sistematicamente de
camundongos Swiss Webster apos sete dias de infec¢do. Os parasitos foram adquiridos do
sangue por puncdo cardiaca, ap06s a eutanasia, em camara de gas carbdnico (CO2). A pungdo
cardiaca foi realizada utilizando a seringa contendo 0,5mL de solugdo de citrato de sddio
3,8% (Sigma - Aldrich) e em seguida, o sangue obtido foi injetado em camundongos Swiss
Webster saudaveis por via intraperitoneal (0,2mL/animal). O volume de 0,2 mL de sangue
continha aproximadamente 10° tripomastigotas sanguineos.

Para a obtencdo de grande quantidade de tripomastigotas sanguineo (massa do
parasito), camundongos Swiss Webster foram infectados com 10° tripomastigotas e apds 48h
da infeccdo foram submetidos a imunossupressdo com 8mg/Kg/animal de ciclofosfamida
monoidratada (Baxter). No 7° dia pés-infeccdo, os animais foram eutanasiados e o sangue
obtido por puncdo cardiaca. O sangue foi acondicionado em tubos criogénicos com rosca
externa, homogeneizado e centrifugado a 255¢g por 22 minutos a 24°C. Apos a centrifugacéo,
0s tubos foram colocados em estufa a 37°C por 20 minutos. Passado esse tempo, o plasma foi
coletado em tubos de fundo cénico e centrifugado a 2459g por 15 minutos a 24°C e o
sobrenadante foi descartado (Adaptado de MEIRELLES; ARAUJO JORGE; SOUZA, 1982).
O sedimento contendo os parasitos foi ressuspenso em meio RPMI 1640 contendo 10% de
SFB. Os tripomastigotas foram contados na camara de Neubauer e ajustados para a

concentracdo necessaria para 0 Uso nos experimentos.
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2.6 Avaliacdo da atividade da pterocarpanoquinona LQB-118 sobre formas

epimastigotas de Trypanosoma cruzi

Formas epimastigotas cultivadas como descrito no item 2.4 foram obtidas apos sete
dias de cultura em meio BHI, contadas e ajustadas para 5 x 10° células/mL. Em uma placa de
24 pocos foram adicionados 500uL de epimastigotas em meio BHI e 20% de soro fetal bovino
(concentragéo final de 2,5 x 10° parasitos/ poco) aos quais foram adicionado 500uL de meio
BHI contendo concentracdes variadas da LQB-118 (concentracdo final de 0-5uM). Para os
grupos controle foram utilizados parasitos cultivados com meio BHI na auséncia ou presenca
de DMSO (correspondendo ao percentual presente na maior concentracdo de LQB-118 no
ensaio). A incubacéo foi feita em estufa de 27°C por 96 horas e os parasitos foram contados

diariamente em camara de Neubauer.

2.7 Avaliacdo da atividade da LQB-118 sobre tripomastigotas sanguineosin vitro

As formas tripomastigotas sanguineas (obtidos como descrito no item 2.5) foram
plaqueadas na concentragdo de 1 x 107 /mL em placa de 96 pocos (0,1 mL/poco) com LQB-
118 (0,1 mL/pogo; concentracédo final de 0-40uM). Os controles foram parasitos cultivados
com meio RPMI 1640 na auséncia ou presenca de DMSO (correspondendo ao percentual
presente na maior concentracdo de LQB-118 utilizada no ensaio). As culturas foram mantidas
a 37°C/5%CO; por 24 horas e os tripomastigotas moveis foram contados em camara de

Neubauer.

2.8 Citotoxicidade da LQB-118 sobre macrdéfagos peritoneais murino

Monocamadas de macrofagos peritoneais de camundongo Swiss Webster foram
distribuidas em placas de cultura de 96 pogos (200uL/poco), na concentragdo de 2x10°

células/mL e incubadas por 24h a 37°C/5%CO,, para a aderéncia. Decorrido esse tempo, 0
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sobrenadante foi retirado e as celulas foram incubadas com diferentes concentracdes de LQB-
118 (0-100uM) durante 48 horas a 37°C/5%CO0O2. Apos 43 horas, foram adicionados 22uL de
MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-difeniltetrazdlio) e a placa foi incubada por 5
horas a 37°C/5%CO, em camara escura, totalizando 48 horas. AplOs esse tempo, 0
sobrenadante foi desprezado e 180uL de DMSO (100%) foi adicionado para dissolver os
cristais de formazan formados. Em seguida, a absorbancia foi avaliada a 570nm em
espectrofotdbmetro de placa. Os controles foram células tratadas ou ndo com DMSO 0,08%
(Sigma-Aldrich) ou Triton 1%.

2.9 Atividade da LQB-118 sobre formas amastigotas intracelulares de Trypanosoma

cruzi

Macrdéfagos peritoneais de camundongos foram aderidos overnight em placas de 24
pocos com laminula de vidro no fundo (1x10° células/poco) a 37°C/5%CO,. As células néo
aderentes foram removidas e as monocamadas de macrofagos foram infectadas com
tripomastigotas sanguineos propor¢do 1:1 (1 tripomastigota para 1 macréfago) por 10h a
37°C/5%CO2. Apos esse periodo os parasitos ndo internalizados foram removidos por
lavagens com PBS (37°C) e a monocamada foi tratada com diferentes concentracdes de LQB-
118 (0-10uM) por 48h. Os controles foram macrofagos infectados cultivados apenas em meio
de cultura (RPMI 1640) suplementado com 10% de soro fetal bovino com adigdo ou ndo de
DMSO 0,0013% (Sigma-Aldrich). Ao final da incubacdo de 48h, os sobrenadantes foram
colhidos e congelados a -20°C. As monocamadas de macréfagos foram coradas com Pandtico
(Laborclin). O numero de amastigotas intracelulares foi contado em microscopio Optico
(minimo de 200 macrdfagos/laminula). Os resultados foram expressos como Indice de

infeccdo, utilizando a seguinte formula:

indice de infeccdo: % de macrdfagos infectados X Nimero de amastigota

Numero total de macrofagos
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2.10 Infeccdo de animais e grupos experimentais

2.10.1 Animais

Foram utilizados camundongos albinos da linhagem Swiss Webster de ambos os
géneros, com idade entre 5 a 6 semanas, pesando de 20 a 30 gramas. Os animais foram
mantidos no biotério da Disciplina de Parasitologia da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, em gaiolas plasticas, em ambiente com renovacgéo
constante do ar, sob temperatura controlada (21+2°C), com ciclo claro/escuro de 12 horas,

alimentacdo com racdo apropriada e &gua filtrada ad libitum.

2.10.2Grupos experimentais e tratamento com LOB-118 nas fases aguda e crénica da infeccio

Para a fase aguda, apds a parasitemia ser confirmada no quarto dia apos a infec¢édo, 0s
animais foram divididos em 4 grupos: (1) Animais infectados e ndo tratados (n=10); (2)
Animais infectados e tratados com LQB-118 (40mg/Kg/dia) via oral (n=8); (3) Animais ndo
infectados e ndo tratados (n=3) e (4) Animais ndo infectados e tratados com LQB-118
(40mg/Kg/dia) por via oral (n=3). O tratamento com a LQB-118 foi realizado durante 12 dias
consecutivos a partir do quarto dia de infeccdo (Figura 9). A LQB-118 foi solubilizada no
veiculo ORA-Plus (Perrigo®) e cada animal recebeu 100uL dessa solu¢do uma vez ao dia,
correspondendo a 40mg/Kg/dia. Ao final do tratamento (16 dpi), os animais foram
eutanasiados e o coragdo foi removido para processamento e andlise histopatoldgica.

Para tratamento na fase crbnica, os animais foram infectados com tripomastigotas
sanguineos de T. cruzi cepa Y (obtidos como descrito no item 2.5). Aspectos clinicos-
comportamentais e a parasitemia foram analisados durante o curso da infeccdo
(posteriormente descrito no item 2.10.4 e no desenho experimental, Figura 9). Apds o inicio
da fase cronica (parasitemia negativa), os animais foram divididos em 4 grupos: (1) Animais
infectados e ndo tratados (n=10); (2) Animais infectados e tratados com LQB-118 (20mg/Kg)

duas vezes ao dia por via oral (n=9); (3) Animais ndo infectados e néo tratados (n=5) e (4)
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Animais ndo infectados e tratados com LQB-118 (20mg/Kg) duas vezes ao dia por via oral
(n=5). Para realizar o tratamento oral, a LQB-118 foi solubilizada ao veiculo ORA-Plus
(Perrigo®). Cada animal tratado recebeu 100uL dessa solugdo (20mg/Kg) duas vezes ao dia,
totalizando 40mg/Kg/dia, durante 15 dias consecutivos. Um dia apds o termino do tratamento,
os animais foram pesados e eutanasiados. O sangue foi colhido por pungdo cardiaca. O

coracao e o figado foram retirados para processamento e analise histopatologica.

2.10.3 Determinacao da susceptibilidade entre macho e fémea de camundongos Swiss Webster

e estabelecimento da fase cronica da infeccdo

Para estabelecimento da infecgéo cronica pelo T. cruzi (Figura 9), camundongos Swiss
Webster (19 fémeas e 18 machos), foram infectados por via intraperitoneal, com 500, 100 e
40 tripomastigotas sanguineos de Trypanosoma cruzi (obtidos como descrito no item 2.5). Foi
realizada a pesagem, afericdo a temperatura corporal e a cada dois dias, a avaliacdo
comportamental (vocalizacgéo, irritabilidade, anorexia, postura anormal, tor¢cdo e espasmos) e
a aparéncia (postura encurvada, piloeracdo e olhos afundados) (CHORILLI; MICHELIN;
SALGADO, 2007; MAZZETI et al., 2018a) foi analisada e fotografada. A sobrevivéncia foi
avaliada diariamente até o fim do experimento. A parasitemia foi avaliada diariamente até a
deteccdo dos parasitos ser negativa. Essa avaliacdo foi realizada através do método de Pizzi-
Brener (BRENER, 1962) (posteriormente descrito no item 2.10.4).

A auséncia de parasitemia nos animais foi considerada o inicio da fase cronica
(SILVA et al., 1999). Apos constatada o inicio da fase crénica (30 dpi), os animais foram
eutanasiados e o coracdo, figado e baco foram removidos, lavados em solucdo salina 0,9%,

secos em papel filtro e pesados. O coragdo foi processado para avaliagdo histopatologica.
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Figura 9 - Desenho experimental da avaliagdo terapéutica da LQB-118 na infeccédo pelo T. cruzi
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2.10.4 Avaliacdo da parasitemia e mortalidade

Para a avaliacdo da parasitemia foi realizado o método de Pizzi-Brener (BRENER,
1962), utilizando o seguinte protocolo: (1°) assepsia da cauda de cada animal com gaze
embebida em alcool etilico 70%; (2°) corte de aproximadamente 1mm da extremidade distal
da cauda utilizando um bisturi cirargico (n° 21); (3°) coleta da segunda gota de sangue (5ul) e
disposta em uma lamina para microscépio, coberta com laminula (24mm x 24mm); (4°)
Contencdo do sangramento da cauda do animal com permanganato de potéssio; (5°)
Contagem dos parasitos ao microscopio de luz com objetiva de 40x.

Foram avaliados 100 campos aleatorios. Para calcular a concentracdo de parasitos/mL
foi utilizado o seguinte calculo (CASTRO et al., 2000):

1°) n” = n° de parasitos n’: n° de parasitos em 1 campo
n° de campos n’>: n° de parasitos em toda a
2°)n”’ =n’ x Al laminula
Ac n’>’: concentracdo do parasito (n° de
3°)n””’ =n"’ x 200 parasitos em 1mL)
Ac: area do campo observado ( mr2
mm2)
r- d/2 (d: didmetro do campo
observado)
Al: 4rea da laminula

Primeiramente se calculou o nimero em 1 campo (1°); com esse resultado, pode-se
calcular o nimero de parasitos existentes em toda a laminula (2°), depois multiplicou o valor
obtido por 200 (3°). Para avaliacdo da mortalidade, os animais foram observados diariamente

(pela manha e no final do dia) e o nimero de oObitos registrado.

2.10.5 Avaliacdo clinica e comportamental

Os animais foram clinicamente avaliados a cada dois dias, registrando-se peso e
temperatura. A pesagem foi feita em balanga de precisdo (Marte AL 500) e a temperatura

aferida utilizando term6metro infravermelho (Infrared thermometer). Mudancas
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comportamentais foram avaliadas pela observacdo e registro de alteracdes no padrdo de

movimentacao e surgimento de tremores.

2.10.6 Dosagem de citocinas

A avaliagéo do perfil de citocinas do soro de camundongos Swiss Webster no inicio da
fase cronica da infeccdo por Trypanosoma cruzi foi feita através de citometria de fluxo pelo
método Cytometric Bed Array (CBA), utilizando o Mouse TH1/TH2/TH17 Cytokine Kit para
deteccdo de IL-10, IL-17A, TNF, IFN-y, IL-6, IL-4 e IL-2 (BD Bios-cienses Pharmigen,CA,
USA) seguindo as recomendacGes do fabricante. Esse método se baseia no uso de
microesferas de poliestireno com diferentes intensidades de fluorescéncia, conjugadas a
anticorpos especificos que fornece um sinal luminoso em propor¢do a quantidade de
microesferas ligadas. Os complexos formados (citocinas + microesferas fluorescentes
conjugadas + anticorpo marcado) sdo detectados por citbmetria de fluxo e os resultados
expressos em pg/mL.

Os soros dos camundongos (50 pL) foram incubados em tubo de vidro com as
microesferas de captura recobertas com anticorpos especificos para cada citocina e com 0
anticorpo de detec¢do conjugado ao marcador ficoeritrina (PE) sob protecdo da luz, em
temperatura ambiente por 2 horas. Uma curva padrao foi feita incubando as microesferas em
diferentes concentragdes (0-5000 pg/mL) de acordo com o procedimento anterior. ApGs 0
tempo de incubagédo, em cada tubo foi adicionado 500 pL de solucdo de lavagem e feita uma
centrifugacdo a 200 g por 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o sedimento foi
ressuspendido com 300 uL da solugdo de lavagem. A leitura foi feita em citdmetro de fluxo
(BD FACS Canto Il). A analise dos resultados foi feita através do programa FCAP Array

Software, para a plotagem dos graficos.

2.10.7 Processamento das amostras de tecido para analise histopatolégica

Ao final dos experimentos, os animais foram eutanasiados e o coracédo foi removido. O

coracao foi lavado em solucéo salina 0,9%, o excesso de solucéo foi retirado com um papel de
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filtro absorvente e entdo os tecidos foram fixados em formol 10% tamponado (Proguimios). A
solucdo de formol foi trocada apds 24 horas. Para a avaliacdo na fase aguda, o coracdo fixado
foi cortado no plano transversal, para observacdo do miocardio sem necessidade de
discriminar uma area especifica, ja para a avaliagdo na fase cronica, o 6rgdo foi cortado no
plano sagital com o intuito de analisar as quatro cavidades do coracgdo, pois a doenca de
Chagas cronica cardiaca pode apresentar disfuncdo do ventriculo esquerdo (SUETH-
SANTIAGO et al., 2017; CAROD-ARTAL, 2018).

As amostras de coragdo foram colocadas em cassetes individuais e lavadas para
retirada do excesso de fixador, em seguida foram desidratadas, diafanizadas e iniciada a
impregnacdo com parafina liquida. Na Ultima etapa do procedimento, a amostra foi colocada
em um banho de parafina liquida (60°C). Para evitar quebras e rachaduras durante a
solidificacdo dos blocos, os moldes ficaram em temperatura ambiente, para que a temperatura
do mesmo diminuisse de forma gradual. Atingida a temperatura ambiente, os moldes foram
colocados a -18°C por 20 a 30 minutos e posteriormente, retirados das formas de aluminio e
guardados em caixas plasticas, protegidos do calor e umidade excessivos. Os blocos foram
cortados em 3um de espessura, utilizando micrétomo (Leica RM2125 RTS). Os cortes foram
esticados em banho-maria e montados em laminas de vidro.

Para avaliacdo do infiltrado inflamatério e dos ninhos de amastigotas no tecido
cardiaco foi realizada a coloracdo de Hematoxilina-Eosina (HE) (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2013) e para a quantificacdo do colageno foi realizado a coloragédo Picrosirius (JUNQUEIRA;
BIGNOLAS; BRENTANI, 1971). As laminas contendo os cortes foram colocadas na estufa a
60°C, em seguida iniciou-se 0 processo de desparafinizacdo em xilol e hidratacdo das
amostras com solucdes decrescentes de alcool etilico, lavagem e coloracdo das laminas. Apds
a coloracao, as laminas foram desidratadas com concentracdes crescentes de alcool etilico e
com xilol. As laminas foram montadas com Balsamo do Canada (Vetec) e coberta com

laminula.

2.10.8 Analise histopatologica

Os cortes do tecido cardiaco corados com HE e Picrosirius foram analisados e
fotografados utilizando microscépio (Nikon ECLIPSE 80i) acoplado a uma camera de video

digital (Nikon DS-Ri7) usando o programa NIS-Elements AR 3.2 ou ImagePro.
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A quantificacdo dos ninhos de amastigotas no tecido cardiaco corados com HE foi
realizada por contagem do numero total de ninhos em cada corte (1 corte/coracdo) usando
aumento de 400x.

O infiltrado inflamatorio foi analisado nos cortes corados com HE utilizando dois
métodos: Estereologia com um sistema-teste constituido por 36 pontos testes (PT) (D36)
(MANDARIM-DE-LACERDA, 2003) e o sistema de escore semiquantitativo (YANG et al.,
2013).

A estereologia € um método que estima densidades por volume e por érea, e nesse
trabalho foi utilizado a avaliacdo da densidade de volume (Vv) através da razdo entre os
pontos parciais (Pp) contados em uma secdo em relacdo ao total de pontos-teste (Pt) (formula:
Vv=Pp/Pt) (MANDARIM-DE-LACERDA, 2003).

No método por escore, além do infiltrado inflamatdrio, foram identificados os tipos
celulares, a degradagdo de midcitos e os ninhos de amastigotas. O valor do escore foi
determinado assim: ausente (escore=0), pouco observado (escore=1), moderadamente

observado (escore= 2) e muito observado (escore= 4).

2.11Anélise estatistica

Nos experimentos in vitro os dados obtidos foram analisados pelo teste de anélise de
varidncia de entrada Unica (One Way ANOVA) com pos-teste Newman-Keuls. A
determinacéo da I1Csp foi feita por regresséo néo linear utilizando o programa GraphPad Prism
6. Nos experimentos in vivo foi utilizado o teste ndo paramétrico, Test t (Mann-Whitney test)
para avaliagOes quantitativas e Teste de Fisher's para avaliages semiquantitativas. Valores de

p iguais ou menores a 0,05 foram considerados significativos.
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3 RESULTADOS

3.1 Atividade in vitro da pterocarpanoquinona LQB-118 sobre o Trypanosoma cruzi

Para avaliar a atividade da LQB-118 sobre a cepa Y do T. cruzi, testamos a molécula

in vitro nas trés principais formas evolutivas do parasito.

3.1.1 Atividade da LOB-118 sobre o crescimento de epimastigotas

Epimastigotas foram incubadas com a LQB-118 (0-5uM) a 27°C durante 96 horas. Os
epimastigotas foram contadas diariamente e os resultados mostraram que a LQB-118 inibiu
significativamente o crescimento do parasito a partir de 48 horas de cultura, reduzindo em
75,2% o numero de células com S5uM da LQB-118. A inibi¢do da multiplicacdo dos parasitos
foi dose-dependente (Figura 10A) e a ICso foi estimada em 2,04 uM + 0,07 em 72h e 1,82uM
+ 0,17 em 96 horas. Observamos também que o tratamento com a LQB-118 promoveu
mudancas morfoldgicas nas formas epimastigotas. Em 96h de cultivo os parasitos
apresentaram encolhimento e arredondamento do corpo celular, principalmente nas

concentragOes de 2,5uM e 5uM testadas (Figura 10B).

Figura 10 - Efeito da LQB-118 no crescimento de epimastigotas de Trypanosoma cruzi
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Legenda: Epimastigotas (cepa Y) foram incubadas em triplicata com a LQB-118 (0-5uM) por
96h/27°C. A) O crescimento do parasito foi acompanhado com contagens diarias em camara
de Neubauer. Controles foram parasitos cultivados em meio BHI suplementado com Hemina
(30uM) contendo ou ndo DMSO 0,0006%. B) Apb6s 96h de tratamento os parasitos foram
lavados, corados com Panético, analisados e fotografados em microscopia de luz.
**p<0,001; ***p<0,0001. One Way ANOVA (pds-teste Newman-Keuls). Aumento: 400x.
Gréfico representativo. (n=3)

Fonte: A autora, 2020.

3.1.2 Atividade da LOB-118 sobre a motilidade de tripomastigotas

Para avaliar a acdo da LQB-118 sobre as formas tripomastigotas, os parasitos foram
isolados do sangue de camundongos Swiss Webster infectados durante o pico da infecgdo (7
dpi). Esses tripomastigotas sanguineos foram tratados com diversas concentracdes de LQB-
118 por 24h a 37°C/5% CO; e a sua motilidade foi avaliada. Os resultados mostraram que,
ap6s 24 horas de tratamento, houve diminuicdo dose-dependente do numero de
tripomastigotas moveis a partir da concentracdo de 20uM de LQB-118, onde se observou a
reducdo de 60% (p<0,01) seguido de 100% (p<0,0001) na concentracdo de 40uM,
respectivamente, em relagdo ao controle (Figura 11A). A ICso relativa a inibicdo da
motilidade em 24 horas foi estimada em 16,9 uM + 1,6 (Figura 11). Foi observado também
que tratamento a partir de 20uM de LQB-118 promoveu mudancas morfol6gicas com
arredondamento do corpo celular (Figura 12).



Figura 11 -
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Tripomastigotas sanguineos foram incubados em triplicatas com diversas concentracfes de

LQB-118 por 24 horas em estufa a 37°C/5%CO,. As células mdveis foram contadas
diariamente em cadmara de Neubauer. Controles foram parasitos cultivados somente com
meio de cultura contendo ou ndo DMSO a 0,013%. Contagem de tripomastigotas méveis em
24 horas de tratamento. **p<0,001; ***p<0,0001. One Way ANOVA (p6s-teste Newman-
Keuls). Graficos representativos (n=4)



Figura1l2 - Fotomicrografia de tripomastigotas sanguineos de Trypanosoma cruzi
tratados por 24 horas com LQB-118

Legenda: Tripomastigotas (Y) foram incubadas em triplicata com a LQB-118 (0-40uM) por
24h/37°C/5%CO,. A motilidade do parasito foi acompanhada com contagens diarias em camera
de Neubauer. Apds 24h de tratamento os parasitos foram lavados, corados com Pandtico,
analisados e fotografados em microscopia de luz. Seta: forma compativel com amastigota.
Aumento: 400x

Fonte: A autora, 2020.
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3.1.3 Atividade da LOB-118 sobre amastigotas intracelulares

Para avaliar a acdo da LQB-118 sobre formas amastigotas intracelulares de T. cruzi, as
monocamadas de macrofagos infectadas foram tratadas com diversas concentragdes da
pterocarpanoquinona por 48h. Os resultados indicam que houve diminui¢do do indice de
infeccdo em 55,7% (p<0,01), 69,3% (p<0,001) e 79,5% (p<0,0001) nas concentracdes de
2,5uM, 5uM e 10uM, respectivamente. A ICsq foi estimada em 3,96uM + 1,06 (Figura 13).

Figura 13- Atividade da LQB-118 sobre formas amastigotas intracelulares de
Trypanosoma cruzi
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Legenda: Monocamada de macréfagos peritoneais foram aderidos overnight em placas de 24 pocos a
37°C/5%CO,, apbs esse tempo, o sobrenadante foi descartado e as células foram infectadas
com tripomastigotas sanguineos de Trypanosoma cruzi por 10h a 37°C/5%CO,, apds esse
tempo, o sobrenadante foi descartado e as células foram tratadas com diversas concentracdes
de LQB-118 por 48h a 37°C/5%CO,. Monocamadas foram coradas com Pandtico e
analisados em microscopia de luz. Controle: DMSO 0,0013%. *p<0,01;
**p<0,001;***p<0,0001. One Way ANOVA (po6s-teste Newman-Keuls). Gréafico
representativo. (n=3)

3.2 Citotoxicidade da LQB-118 sobre macrdéfagos

A fim de verificar a toxicidade da pterocarpanoquinona LQB-118 em células de
mamifero, monocamadas de macrdfagos peritoneais de camundongos Swiss Webster foram

incubadas com diversas concentracfes da LQB-118 a 37°C/5% CO; por 48h. Foi observada,
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toxicidade significativa a partir de 40uM de LQB-118. A CCsp foi estimada em 33,53uM +
2,37 (Figura 14). O indice de seletividade (CCso/ICso de amastigota intracelular) foi 8,46.

Figural4 - Citotoxicidade do pterocarpanoquinona LQB-118 sobre macréfagos
peritoneais de camundongos Swiss Webster
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Legenda: Monocamada de macréfagos peritoneais foram aderidos por 24h em placas de 96 pogos a
37°C/5%CO,, apbs esse tempo, o sobrenadante foi descartado e as células foram tratadas
com diversas concentracBes de LQB-118 por 43h a 37°C/5%CO, quando foi adicionado
MTT (5mg/mL) por 5h a 37°C/5%CO,, totalizando 48h de tratamento. O sobrenadante foi
descartado e os cristais de formazan foram dissolvidos com DMSO. A leitura foi realizada
em espectofotdmetro a 570nm. Controles: Celulas cultivadas com meio RPMI suplementado
com SFB 10% com ou sem adicdo de DMSO (0,008%). ***p<0,0001.0ne Way ANOVA
(pos-teste Newman-Keuls). Gréfico representativo (n=2).

3.3 Efeito Terapéutico da LQB-118 em camundongos infectados com T. cruzi

Para investigar o potencial terapéutico da LQB-118 na doenca de Chagas
experimental, avaliamos o efeito do tratamento em camundongos Swiss Webster (machos e

fémeas) infectados com T. cruzi nas fases aguda e cronica.

3.3.1 Fase aguda

Os camundongos (machos) foram tratados com a LQB-118 (40mg/Kg/dia) por via oral

a partir do 4° dia pos-infeccdo (dpi) durante 12 (doze) dias consecutivos e a parasitemia foi
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avaliada diariamente (Figura 15). Um dia apés o final do tratamento (16° dpi) os animais
foram eutanasiados e o coracdo foi removido para analise histopatolégica.

Os resultados mostraram que o pico da parasitemia ocorreu no 8° dpi em ambos 0s
grupos (infectados sem tratamento e infectados com tratamento). O grupo tratado apresentou
um pico ligeiramente maior em relagdo ao grupo controle ndo tratado, contudo a partir do 11°
dpi observou-se reducdo relativamente maior da parasitemia no grupo tratado, sendo
significativa no 11° dpi (reducéo de 49%, p< 0,02) e no 12° dpi (reducdo de 41%, p< 0,002)
(Figura 15).

Figura 15— Efeito do tratamento com LQB-118 na parasitemia em animais na fase aguda
da infeccdo com Trypanosoma cruzi
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Legenda: Camundongos Swiss Webster (10-8 animais/grupo) infectados com tripomastigotas
sanguineas (10° cepa Y/animal) de Trypanosoma cruzi. (e) Animais infectados e ndo
tratados; (m) Animais infectados e tratados com LQB-118 (40mg/Kg/dia) pela via oral por
12 dias consecutivos. **p<0,002 *p<0,02. Teste t (Mann-Whitney test).

A analise histopatoldgica do coracdo foi avaliada por parametros quantitativos e por
escore semiquantitativo. Em relacdo a presenca de ninhos de amastigotas no tecido cardiaco,
os resultados mostraram que o tratamento com a LQB-118 promoveu uma tendéncia na
reducdo do nimero de ninhos de amastigotas, mas sem significancia estatistica (Figura 16A).

O mesmo perfil foi observado pela analise semiquantitativa por escore (Figura 16B).



63

Figura 16 - Avaliacdo quantitativa e semiquantitativa dos ninhos de amastigotas no
coracdao em animais na fase aguda da infeccdo tratados com LQB-118
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Legenda: Camundongos Swiss Webster (4-6) machos foram infectados com tripomastigotas sanguineos de
T. cruzi (10° parasitos/animal), tratados ou ndo por 12 dias com LQB118 (40mg/Kg/dia) a partir
do 4° dia pés-infeccdo (dpi). Os animais foram eutanasiados um dia apds o fim do tratamento
(16° dpi) e os cortes do coragdo foram corados (HE). A) contagem dos ninhos de amastigotas por
lamina. B) Andlise escore semiquantitativo. Critérios de escore de acordo com a intensidade da
ocorréncia de cada parametro histopatoldgico: ndo observado (escore= 0), pouco observado
(escore =1), moderadamente observado (escore= 2) e intensamente observado (escore= 3). Test t
(Mann-Whitney test) e Teste de Fischer's

A avaliacdo quantitativa através da estereologia (Figura 17A) e escore semiquantitativo
(Figura 17B) do infiltrado inflamatorio no tecido cardiaco ndo mostrou diferenca entre os
grupos. Porém, os animais tratados com a LQB-118 apresentaram infiltrados inflamatérios
pontuais, diferente dos animais ndo tratados, que apresentaram infiltrados inflamat6rios mais

extensos.
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Figura 17 -  Avaliacdo quantitativa e semiquantitativa do infiltrado inflamatdrio no coracéo
em animais na fase aguda da infeccéo tratados com LQB-118
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Legenda: Camundongos Swiss Webster (4-6) machos foram infectados com tripomastigotas sanguineos de

semelhante entre 0s grupos.

T. cruzi (10° parasitos/animal), tratados ou ndo por 12 dias com LQB-118 (40mg/Kg/dia) a partir
do 4° dia pds-infeccdo (dpi). Os animais foram eutanasiados um dia ap6s o fim do tratamento
(16° dpi) e os cortes do coracdo foram corados (HE). A) Quantificacdo pelo método D36. B)
Anaélise escore semiquantitativo. Critérios de escore de acordo com a intensidade da ocorréncia de
cada parametro histopatolégico: ndo observado (escore= 0), pouco observado (escore =1),
moderadamente observado (escore= 2) e intensamente observado (escore= 3). Test t (Mann-

Whitney test) e Teste de Fischer's

Em relacdo aos componentes celulares do infiltrado inflamatério o perfil foi

Houve predominancia de macrofagos e linfocitos, porém nao

houve diferencas significativas entre os grupos controle nao tratado e o grupo tratado com a
LQB-118 (Figura 18).

Figura18 - Avaliacdo semiquantitativa dos componentes
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Camundongos Swiss Webster (4-6) machos foram infectados com tripomastigotas sanguineos de
T. cruzi (10° parasitos/animal), tratados ou ndo por 12 dias com LQB-118 (40mg/Kg/dia) a partir
do 4° dia pés-infeccdo (dpi). Os animais foram eutanasiados um dia apds o fim do tratamento
(16° dpi) e os cortes do coracdo foram corados (HE). Analise escore semiquantitativo. Critérios de
escore de acordo com a intensidade da ocorréncia de cada parametro histopatolégico: néo
observado (escore= 0), pouco observado (escore =1), moderadamente observado (escore= 2) e
intensamente observado (escore= 3). Teste de Fischer's

A avaliacdo semiquantitativa da degeneracdo de midcitos indicou um ligeiro aumento

nos anima

is tratados em comparacdo com o grupo controle, porém ndo houve diferenca

estatistica (Figura 19).

Figura 19 -

Legenda:

Avaliacdo semiquantitativa da degeneracdo de midcitos em animais na fase
aguda da infeccdo tratados com LQB-118
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Camundongos Swiss Webster (4-6) machos foram infectados com tripomastigotas sanguineos de
T. cruzi (10° parasitos/animal), tratados ou ndo por 12 dias com LQB-118 (40mg/Kg/dia) a partir
do 4° dia pés-infeccdo (dpi). Os animais foram eutanasiados um dia apds o fim do tratamento
(16° dpi) e os cortes do coracdo foram corados (HE). Analise escore semiquantitativo. Critérios de
escore de acordo com a intensidade da ocorréncia de cada parametro histopatol6gico: néo
observado (escore= 0), pouco observado (escore =1), moderadamente observado (escore= 2) e
intensamente observado (escore= 3). Teste de Fischer's
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A quantificacdo do coladgeno do tecido cardiaco foi realizada pela coloracdo com
Picrosirius. A analisefoi realizada em tecido cardiaco de animais infectados e ndo infectados.
Os animais infectados apresentaram um aumento do percentual de coldgeno em relacdo aos
animais ndo infectados, porém ndo houve diferenca estatistica (Figura 20). Entre os animais
infectados, os tratados com a LQB-118 apresentaram reducdo do percentual de coldgeno em

relacdo aos animais ndo tratados, porém ndo houve diferenca estatistica (Figura 20).

Figura 20 -  Awvaliacdo do percentual de coldgeno no coracdo de animais na fase aguda da
infec¢do tratados com LQB-118
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Legenda: Camundongos Swiss Webster machos foram infectados com tripomastigotas sanguineos de T.
cruzi (10° parasitos/animal), tratados ou ndo por 12 dias com LQB-118 (40mg/Kg/dia) a partir do
4° dia pos-infecgdo (dpi). Os animais foram eutanasiados um dia apés o fim do tratamento (16°
dpi) e os cortes do coracdo foram corados (Picrosirius) A analise do percentual do colageno foi
realizados através do programa ImagePro, por meio da polarizacdo da luz de Iaminas coradas. A)
Percentual da quantificacdo de coladgeno. B) Fotomicrografia do coldgeno. NINT: animais nédo
infectados e ndo tratados; NIT: animais ndo infectados e tratados; INT: animais infectados e ndo
tratados; IT: animais infectados e tratados. Test t (Mann-Whitney test). Aumento: 400x. (n=16)

Fonte: A autora, 2020.
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3.3.2 Fase crbnica

Para estudar o efeito do tratamento com a LQB-118 na fase cronica da infeccéo pelo T.
cruzi, primeiramente foi necessario otimizar e padronizar o protocolo experimental de

infeccdo para estabelecer essa fase da doenca.

3.3.2.1 Determinacdo da susceptibilidade entre macho e fémea de camundongos Swiss

Webster para a infeccdo com Trypanosoma cruzi e estabelecimento da fase cronica

Dada as diferencas de susceptibilidade entre os géneros de camundongos Swiss
Webster para a infeccdo com o T. cruzi (CASTRO; SOUZA, 2000), foi importante determinar
qual seria o género, assim como o inéculo de parasitos, mais adequados para estabelecer a
fase cronica. Os camundongos Swiss Webster (19 fémeas e 18 machos) foram infectados com
40, 100 e 500 tripomastigotas sanguineos por via intraperitoneal e a parasitemia e parametros

clinicos foram avaliados por 30 dpi (dias pos-infec¢éo).

3.3.2.1.1 Perfil da curva de parasitemia entre os géneros de camundongos Swiss Webster

De modo geral, os animais infectados apresentaram parasitemia positiva apos 7 (sete)
dias de infeccdo. Os camundongos machos apresentaram, quantitativamente, parasitemia
maior em comparacdo com as fémeas. Quanto ao comportamento da curva de parasitemia em
relacdo aos indculos, as fémeas apresentaram a parasitemia com picos no11° dpi (in6culo de
40 parasitos/ animal)e no 10° dpi (in6culo de 500 ou 100 parasitos/animal). Entretanto, nas
fémeas infectadas com 40 tripomastigotas houve um segundo pico (porém menos intenso) de
parasitemia no 15° dpi (Figura 21).

Ja os machos apresentaram diferentes picos de parasitemia durante a curso da
infeccdo, infectados com 40 tripomastigotas apresentaram dois picos de parasitemia: um por
volta do 11° dpi e outro no do 21° dpi, com o in6culo de 100 tripomastigotas foi observado
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um aumento gradativo da parasitemia com maior pico no 18° dpi; nos machos infectados com

500 tripomastigotas foi observado picos de parasitemia do 10° dpi e no 21° dpi (Figura 21).

Figura21- Avaliacdo da parasitemia de camundongos Swiss Webster machos e fémeas
usando inéculos diferentes de Trypanosoma cruzi
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Legenda: Os camundongos SwissWebster foram infectados com 40, 100 ou 500 tripomastigotas sanguineos

de Trypanosoma cruzi e a parasitemia foi avaliada diariamente até o dia em que ndo houve
deteccdo de parasito no sangue dos animais pelo método de Pizzi-Brener. Os resultados foram

expressos como média + SD de trés 3 experimentos independentes.



3.3.2.1.2 Peso e temperatura corporal

O peso e a temperatura dos animais infectados foram avaliados em dias alternados

durante a infeccdo. Nos camundongos machos houve um ganho de peso até o 15° dpi e apés

esse periodo foi observado uma queda progressiva (Figura 22). Nao foi possivel avaliar o peso

dos animais com inéculo de 100 tripomastigotas até o 30° dpi devido ao 6bito dos mesmos.

As fémeas também apresentaram um aumento de peso até o 18° dpi, seguida de perda de peso,

porém com uma estabilizacdo do mesmo até o 30° dpi (Figura 22).

Figura22 - Avaliacdo do peso de camundongos Swiss Webster machos e fémeas
infectados com Trypanosoma cruzi
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Legenda: Camundongos foram infectados com tripomastigotas sanguineos (40; 100 ou 500 tripomastigotas)
de Trypanosoma cruzi, a avaliagdo do peso corporal foi realizada através da pesagem dos
camundongos utilizando balanc¢a de precisdo. Os animais foram pesados em dias alternados até o
30° dpi. Os gréaficos representam a média da pesagem de cada grupo. A) Peso dos camundongos
Swiss Webster machos. B) Peso dos camundongos Swiss Webster fémeas. Os resultados foram

expressos como média + SD de trés 3 experimentos independentes

Em relacdo a variacdo da temperatura corporal, tanto os camundongos machos como

as fémeas apresentaram pequenas flutuacdes ao longo do tempo de infeccdo, sem diferencas

significativas (Figura 23).

Figura 23 -  Avaliacdo da temperatura de camundongos Swiss Webster machos e fémeas

infectados com Trypanosoma cruzi
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Legenda: Camundongos foram infectados com tripomastigotas sanguineos (40 ou 500 tripomastigotas) de
Trypanosoma cruzi, a temperatura corporal foi aferida utilizando um termémetro de superficie
em dias alternados até o 30° dpi. A) Temperatura dos camundongos Swiss Webster machos. B)
Temperatura dos camundongos SwissWebster fémeas.Os resultados foram expressos como média
+ SD de trés 3 experimentos independentes

3.3.2.1.3 Ensaio de Sobrevivéncia

A sobrevivéncia dos animais durante a fase aguda e avangando para a fase cronica da
infeccdo, foi avaliada por registros diarios do nimero de ébitos ao longo do experimento. Os
camundongos machos com inoculo de 100 e 40 tripomastigotas apresentaram alta
mortalidade a partir do 21° dpi, com mortalidade de 75% (6 de 8 animais) e 75% (3 de 4
animais) respectivamente, enquanto que nesse mesmo periodo nos animais infectados com
indculo de 500 tripomastigotas, a mortalidade foi de 25% (2 de 8 animais) respectivamente
(Figura 24).

Nas fémeas, o Unico grupo que apresentou obito foi 0 dos animais inoculados com 500
tripomastigotas, onde no 21° dpi, a mortalidade foi de 11% (1 de 9 animais). Nos demais
grupos a sobrevivéncia das fémeas foi de 100% (Figura 24).
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Figura 24 -  Avaliacdo da sobrevivéncia de camundongos Swiss Webster machos e fémeas

infectados com Trypanosoma cruzi
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Legenda:

Camundongos foram infectados com tripomastigotas sanguineos (40; 100 ou 500 tripomastigotas)
de Trypanosoma cruzi, a avaliagdo da sobrevivéncia foi realizada através da observagao diaria dos
animais até o 30° dpi. Os graficos representam a percentagem acumulativa dos animais vivos. A)
Sobrevivéncia dos camundongos Swiss Webster machos. B) Sobrevivéncia dos camundongo Swiss
Webster fémeas. (n=3)
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3.3.2.1.4 Pesagem dos 6rgaos

Entre as principais alteragbes da doenca de Chagas, encontram-se a
hepatoesplenomegalia e a hipertrofia cardiaca (COURA; BORGES-PEREIRA, 2010;
CUNHA-NETO; CHEVILLARD, 2014). Sendo assim, avaliamos a ocorréncia de variacdo
nos pesos do coracdo, figado e baco dos camundongos infectados ao final do experimento.
Devido a alta mortalidade entre os camundongos Swiss Webster machos infectados com
indculos de 100 e 500 tripomastigotas, ndo foi possivel realizar uma comparacdo estatistica
entre esses grupos (Figura 25), porém é possivel observar que a infec¢do promoveu aumento
relativo de todos os trés 6rgdos em relacdo aos animais nao infectados. Entre as fémeas, o
grupo infectado com 500 tripomastigotas apresentou o peso relativo aumentado do coracgéo e
do baco em relacéo aos animais ndo infectados (Figura 25), enquanto o figado nao apresentou

alteracdo (Figura 25).



Figura 25 - Peso relativo do coracdo, bago e figado de camundongos Swiss Webster machos e fémeas infectados com Trypanosoma cruzi
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Legenda: Camundongos foram infectados ou ndo com tripomastigotas sanguineos (40; 100 ou 500 tripomastigotas) de Trypanosoma cruzi, eutanasiados ao fim de

30° dpi, pesados e seus 6rgaos retirados e pesados em uma balanca de precisdo. O peso relativo dos drgédos foi calculado considerando o peso corporal de
cada animal. A-C) Peso relativo dos 6rgdos de camundongos Swiss Webster machos. D-F) Peso relativo dos 6rgdos de camundongos Swiss Webster

fémeas. *p< 0,03. Teste T (Mann-Whitney test).
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3.3.2.2 Avaliagdo de parametros fisicos, comportamentais e de sobrevida de camundongos

Swiss Webster fémeas infectados com diferentes indculos do Trypanosoma cruzi

Uma vez que as fémeas se mostraram mais resistentes em sobreviver a fase aguda da
infeccdo (até 30 dpi), elas foram consideradas aptas para os estudos de fase cronica. Para
melhor estabelecer o modelo alguns parametros fisicos e comportamentais, assim como a
avaliacdo da sobrevida desses animais em tempos maiores de infeccdo foram avaliados
usando dois inéculos na infeccdo: 100 e 500 tripomastigotas.

Todos os animais infectados apresentaram parasitemia positiva ap6s 7 dpi (Tabela 3).
Apoés 45 dpi foi avaliando novamente a parasitemia dos animais e ndo foram encontrados

parasitos no sangue. Ao fim de 126 dias de infeccdo, os animais foram eutanasiados.

Tabela 3- Parasitemia de camundongos Swiss Webster fémeas infectadas com diferentes
inoculos de T. cruzi

Parasitemia In6culo (n° de tripomastigotas)
100 500
7°dpi 3/3 (100%) 3/3 (100%)
45° dpi 0/3 (0%) 0/2 (0%)

Legenda: Camundongos Swiss Webster fémeas foram infectados com tripomastigotas sanguineos (100 ou
500 tripomastigotas) de Trypanosoma cruzi. A avaliagdo da parasitemia e o registro do nimero de
oObitos foram realizados.

Fonte: A autora, 2020

A partir do 15° dpi foram observadas modificacGes fisicas e comportamentais nos
animais. Todos os animais apresentaram piloerecédo, postura anormal (corpo curvado) (Figura
26) e pouca locomogédo, em como diminuicdo do peso corporal (Figura 27). A partir do 28°
dpi, observamos recuperacdo progressiva em relacdo aos parametros fisicos e
comportamentais. Os animais deixaram de apresentar a piloerecdo, melhorando a postura
(Figura 28), ficaram mais ativos e aumentaram o peso corporal (Figura 27) ndo havendo

diferenca entre os indculos avaliados.
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Figura 26 -  Aspecto fisico dos camundongos Swiss Webster fémeas ao longo da infec¢do
com Trypanosoma cruzi
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Legenda: Camundongos Swiss Webster fémea foram infectados com 500 tripomastigotas sanguineos de
Trypanosoma cruzi cepa Y. Os camundongos foram observados e o registro fotografico do aspecto
fisico realizado, antes da infeccéo (0 dpi), durante a fase aguda (até 30° dpi) e a fase cronica (partir
de 31° dpi) da infeccdo. As fotografias apresentadas sdo representativas dos animais ao longo do
periodo avaliado. DPI: dia pds-infeccao.

Fonte: A autora, 2020

Figura 27 -  Peso corporal de camundongos Swiss Webster fémeas ao longo da infecgéo
com Trypanosoma cruzi

Fase crénica
-~ 500

]: N° Tripomastigota
- 100

0 20 30 4 60 80 100 120
dpi

Legenda: Camundongos Swiss Webster fémeas foram infectados com tripomastigotas sanguineos (100 ou
500 tripomastigotas) de Trypanosoma cruzi. A avaliagdo do peso corporal foi realizada por
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pesagem (a cada dois dias) dos camundongos utilizando uma balanca de precisdo.
Quanto a sobrevida, um animal do grupo inoculado com 500 tripomastigotas (1/3) foi

ao 6bito no 17° dpi, os demais sobreviveram ate o fim do (Figura 28).

Figura 28 -  Avaliacdo da sobrevivéncia de camundongos Swiss Webster fémeas ao longo
da infeccdo com Trypanosoma cruzi
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Legenda: Camundongos Swiss Webster (3 animais/grupo) foram infectados com tripomastigotas sanguineos
(100 ou 500 tripomastigotas) de Trypanosoma cruzi, a avaliacdo da sobrevivéncia foi realizada
por observacao diaria dos animais até o 126° dpi.

Ao final do experimento (126 dpi), os animais foram eutanasiados e 0s 0Orgdos
(coracdo, figado e bago) foram pesados. Nao foi observada diferenca estatistica entre o peso
do coracgdo e figado dos animais infectados com os diferentes indculos e entre esses e 0s ndo
infectados (Figura 29A e C). Ja o baco dos animais infectados houve uma aumento de 108%
(indéculo de 100 parasitos) e 58% (in6culo de 500 parasitos) em comparagao aos animais nao
infectados.
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Figura29- Peso relativo do coracdo, baco e figado de camundongos Swiss Webster
fémeas infectados com Trypanosoma cruzi
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Legenda: Camundongos foram infectados com tripomastigotas sanguineos (100 ou 500 tripomastigotas) de

Trypanosoma cruzi, eutanasiados ao fim de 126° dpi, pesados e seus 6rgdos retirados e pesados
em uma balanga de precisdo. O peso relativo dos 6rgdos foi calculado considerando o peso

corporal de cada animal.
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3.3.2.3 Tratamento de camundongos Swiss Webster fémeas com LQB-118 no inicio da fase

cronica

3.3.2.3.1 Determinacao do inicio da fase crénica antes do tratamento

Para esse ensaio, foram infectados 25 camundongos Swiss Webster fémeas, por via
intraperitoneal, com 100 tripomastigotas sanguineos de Trypanosoma cruzi. A parasitemia foi
avaliada diariamente a partir do 4° dpi ndo ser mais detectada. Dos 25 camundongos, 2 (8%)
apresentaram parasitemia negativa até o 7° dpi, assim como na reavaliacdo no 18° dpi e foram
retirados do ensaio. Dos 23 camundongos com parasitemia positiva, 4 (17,4%) foram ao dbito
antes do inicio da fase cronica (30° dpi). Entre os 19 camundongos que iniciaram a fase

crbnica, ndo foi observado Obito até o fim do experimento (45° dpi) (Tabela 4).

Tabela 4 — Parasitemia e mortalidade nas fases aguda e cronica da infecgado

Fase Aguda Fase Cronica
Parasitemia 23/25 (92%) -
Mortalidade 4/23 (17,4%) 0/19 (0%)

Legenda: Camundongos Swiss Webster fémeas (25 animais) foram infectados com tripomastigotas
sanguineos de Trypanosoma cruzi (100 parasitos/animal). A avaliagdo da parasitemia e o registro
do nimero de 6bitos foram realizados diariamente até o 30° dpi. dpi: dias p6s-infec¢do

Fonte: A autora, 2020.

3.3.2.3.2 Perfil da Curva de Parasitemia dos animais

A parasitemia foi avaliada diariamente a partir do 4° dpi até ndo ser mais observado
parasito circulante no sangue periférico. Iniciada a fase crénica (30° dpi) a parasitemia ndo foi
mais avaliada. Os animais infectados apresentaram picos de parasitemia no 9° dpi, diminuindo
progressivamente até o 30° dpi onde nenhum animal apresentava parasito circulante no

sangue (Figura 30).
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Figura30- Perfil da curva de parasitemia de camundongos Swiss Webster fémeas
infectados Trypanosoma cruzi
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Legenda: Camundongos Swiss Webster fémeas foram infectados com 100 tripomastigotas sanguineos de
Trypanosoma cruzi e a parasitemia foi avaliada diariamente até o 30° dpi. Os resultados foram
expressos como media = SD, n=23

3.3.2.3.3 Avaliacdo do tratamento com a LQB-118

No 31° dpi os animais infectados foram divididos em 2 grupos: Animais infectados e
nédo tratados (n=10); Animais infectados e tratados com LQB-118 (20mg/Kg) duas vezes ao
dia por via oral por 15 dias consecutivos (n=9). Animais ndo infectados foram usados como
controles e foram divididos em 2 grupos: Animais ndo infectados e ndo tratados (n=5) e
Animais ndo infectados e tratados com LQB-118 (20mg/Kg) duas vezes ao dia por via oral
por 15 dias consecutivos (n=5)..

3.3.2.3.4 Avaliacdo clinica

Os parametros comportamentais, assim como alguns parametros clinicos como peso e
temperatura corporal foram avaliados durante todo o ensaio (a fase aguda e cronica da

infeccdo). Em relacdo ao peso corporal, os camundongos infectados apresentaram uma
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diminuicdo do seu peso a partir de 18° dpi, sendo significativa a partir do 21° (p<0,001) em
relacdo ao grupo ndo infectado (Figura 31). A partir do 30° dpi, quando os animais foram
divididos em grupos para inicio do tratamento com a LQB-118, foi observado que os animais
infectados (tratados ou ndo) continuaram a apresentar menor peso em relacdo aos animais ndo
infectados (tratados ou ndo) até o 37° dpi. A partir do 37° dpi, entre 0s animais nao infectados,
0 grupo tratado com a LQB-118 (7 dias de tratamento) apresentou peso relativamente menor
gue os animais ndo tratados, sendo essa diferenca significativa com 44° dpi (p<0,01) (Figura
31). Em relagédo aos grupos infectados, foi observado uma estabilizagcdo do peso nos animais
tratados com a LQB-118 e um aumento de peso nos animais ndo tratados (Figura 31).

Figura31 - Avaliacdo do peso de camundongos Swiss Webster fémeas submetidos ou
nédo a infeccdo com Trypanosoma cruzi e tratamento com LQB-118
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Legenda: Camundongos Swiss Webster fémeas foram ou ndo infectados com 100 tripomastigotas
sanguineos de Trypanosoma cruzi. Grupos controles foram animais ndo infectados (5 animais). A
avaliacdo do peso corporal foi realizada em dias alternados utilizando uma balanca de preciséo.
Os animais infectados e néo infectados foram subdivididos a partir do 30° dpi, em grupos tratados
e ndo tratados: (1) Infectado (n=10), (2) Infectado + LQB-118 (n=9), (3) N&o infectado (n=5) e (4)
Né&o infectado + LBQ-118 (n=5). O tratamento dos animais com LQB-118 (20mg/Kg) 2x/dia por
via oral foi iniciado no 31° dpi até o 45° dpi. Os resultados foram expressos como média + SD,
**p<0,001 *p<0,01 em relagcdo ao Controle (Animais ndo infeccdo e sem tratamento). Teste t
(Mann-Whitney test). (n=29)

Com relacéo a avaliacdo da temperatura corporal, houve algumas pequenas oscilacfes
entre 0s grupos ao longo do periodo. Os animais infectados apresentaram diminui¢do da
temperatura corporal significativa no 4° (p<0,01) e 11° dpi (p<0,001) e aumento da

temperatura no 30° dpi (p<0,001) em relacdo com os animais ndo infectados (Figura 32).
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Apos inicio do tratamento (31° dpi), a temperatura se estabilizou e ndo houve diferenca

significativa entre os grupos (Figura 32).

Figura32 - Avaliacdo da temperatura corporal de camundongos Swiss Webster fémeas
submetidos ou ndo a infeccdo com Trypanosoma cruzi e tratamento com a
LQB-118
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Legenda: Camundongos Swiss Webster fémeas foram infectados com 100 tripomastigotas sanguineos de
Trypanosoma cruzi. Grupos controles foram animais néo infectados (5 animais). A avaliacdo da
temperatura corporal foi realizada em dias alternados utilizando um termémetro de superficie. Os
animais infectados e ndo infectados foram subdivididos a partir do 30° dpi, em grupos tratados e
ndo tratados: (1) Infectado (n=10), (2) Infectado + LQB-118 (n=9), (3) Néo infectado (n=5) e (4)
Né&o infectado + LBQ-118 (n=5). O tratamento dos animais com LQB-118 (20mg/Kg) 2x/dia por
via oral foi iniciado no 31° dpi até o 45° dpi. Os resultados foram expressos como média + SD,
**p<0,001 *p<0,01. Teste t (Mann-Whitney test). (n=29)

Os camundongos infectados apresentaram as mesmas modificacbes fisicas e
comportamentais observadas anteriormente no estabelecimento do modelo (Figura 26). A
partir do 25°/28° dpi ocorreu progressivamente recuperacdo da postura e da motilidade dos
animais. Ao longo do tratamento ndo foram observadas modificagdes fisicas ou

comportamentais entre os grupos (Figura 33).
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Figura 33 -  Fotografias dos camundongos Swiss Webster fémeas infectados com
Trypanosoma cruzi
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Legenda: Camundongos Swiss Webster fémeas foram infectados com 100 tripomastigotas sanguineos de
Trypanosoma cruzi (cepa Y). Grupos controles foram animais ndo infectados (5 animais). A
avaliacdo do comportamento e aparéncia fisica foram realizada diariamente através da observacéo
e registros fotograficos. DPI: dia pos-infeccdo; NINT: Animais ndo infectados e néo tratados; NI
+ LQB-118: Animais ndo infectados e tratados com LQB-118 (20mg/Kg) 2x/dia por via oral;
INT: Animais infectados ndo tratados; | + LQB-118: Animais infectados e tratados com LQB-118
(20mg/Kg) 2x/dia por via oral. Imagens representativas de cada grupo. (n=29)

3.3.2.3.5 Avaliacdo da Sobrevivéncia

Em relacdo a sobrevivéncia, dos 23 camundongos fémeas infectadas utilizados, 4
foram ao o6bito, sendo 2 entre 0 19° e 0 20° dpi e 0s outros 2 no 26° e no 29° dpi, totalizando
17,4 % de mortalidade durante a fase aguda da infeccdo (Figura 36). A partir do 31° dpi,
quando os animais foram divididos em grupos e iniciado o tratamento até 45° dpi, ndo foram

registrados obitos (Figura 34).
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Figura34 - Avaliacdo da sobrevivéncia antes e durante o tratamento com LQB-118 nos
animais infectados
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Legenda: Camundongos foram infectados com 100 tripomastigotas sanguineos de Trypanosoma cruzi, a
avaliacdo da sobrevivéncia foi realizada por observagdo diéria dos animais até o 45° dpi. Os
grupos foram divididos no 31° dpi e iniciou-se o tratamento que durou até o 45° dpi. Os graficos
representam a percentagem acumulativa dos animais vivos. (n= 33)

3.3.2.3.6 Dosagem de citocinas

O perfil de citocinas do soro de animais foi analisado ao final do experimento. Os
resultados preliminares mostraram que os animais infectados ndo tratados apresentaram
aumento de todas citocinas testadas, com excecdo do TNF, em compara¢do aos animais nao
infectados. Por outro lado, os animais infectados tratados com a LQB-118 apresentaram um

perfil de citocina semelhante ao animais controles ndo infectados (Figura 35).
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Figura35- Dosagem de citocinas no soro de camundongos Swiss Webster no inicio da
fase cronica infectados com Trypanosoma cruzi
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Legenda: Camundongos foram infectados ou ndo com 100 tripomastigotas sanguineos deTrypanosoma

cruzi, eutanasiados ao fim de 46° dpi, e o soro coletado. A dosagem de citocina foi realizada
pelo método CBA. (A) IL-10. (B) IL-6. (C) IL-4. (D) IL-2. (E) IL-17A. (F) TNF. (G) IFN- y.

Teste T (Mann-Whitney test). Controle: Animais ndo infeccdo e sem tratamento. (n=8)
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3.3.2.3.7 Pesagem dos 6rgaos

Ao final do experimento (46 dpi), os animais foram eutanasiados, e 0s 6rgaos foram
pesados individualmente. O peso relativo foi calculado considerando o peso corporal de cada
animal. Os animais infectados, tratados ou ndo com LQB-118, apresentaram aumento do peso
do baco e do coracdo, enquanto o figado exibiu peso semelhante ao controle ndo infectado
(Figura36).

No baco houve um aumento de 57,1% (p<0,0007) e 69,6% (p<0,003) nos animais
infectados e infectados tratados com LQB-118, respectivamente, em comparagdo aos animais
ndo infectados. Entre os animais ndo infectados, foi observado uma diminui¢do no peso do
baco de 19,7% (p<0,02) dos animais tratados com comparagdo aos animais sem tratamento.

No coragdo houve um aumento de 12% (p<0,02) nos animais com infeccédo e tratados

com LQB-118 em comparacao aos animais ndo infectados.

Figura36 - Peso relativo do coracdo, baco e figado de camundongos Swiss Webster
fémeas infectados com Trypanosoma cruzi
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Legenda: Camundongos Swiss Webster foram infectados ou ndo com 100 tripomastigotas sanguineos
deTrypanosoma cruzi, eutanasiados ao fim de 46° dpi, pesados e seus 6rgdos retirados e pesados
em uma balanga de precisdo. O peso relativo dos 6rgdos foi calculado considerando o peso
corporal de cada animal. ***p<0,0007; **p<0,003; *P<0,02. Teste T (Mann-Whitney test).
Controle: Animais sem infeccdo e sem tratamento. (n=29)

3.3.2.3.8 Avaliacéo histopatoldgica do coracao

A avaliacdo por escore semiquantitativo (Figura 37A) do infiltrado inflamat6rio no
tecido cardiaco ndo mostrou diferenca significativa entre os grupos infectados. Porém, os
animais tratados com a LQB-118 apresentaram infiltrado inflamatdrios pontual e perivascular,
diferente dos animais ndo tratados, que apresentaram infiltrado inflamatdrios difuso e

perivascular (Figura 37B).

Figura 37 - Avaliacdo semiquantitativa do infiltrado inflamatério no coracdo de
camundongos Swiss Webster tratados com LQB-118
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Legenda: Camundongos Swiss Webster fémeas (n= 19) foram infectados com tripomastigotas sanguineos de
T. cruzi (100 parasitos/animal), tratados ou ndo por 15 dias com LQB-118 (20mg/Kg) duas vezes ao
dia a partir do 31° dia pés-infecgdo (dpi). Os animais foram eutanasiados um dia ap6s o fim do
tratamento (46° dpi) e os cortes do coragdo foram corados (HE). (A) Analise escore
semiquantitativo; (B) Animais infectados ndo tratados; (C) Animais infectados tratados com LQB-
118; (D) Animais ndo infectados e ndo tratados com LQB-118; (E) Animais ndo infectados e
tratados com LQB-118. Critérios de escore de acordo com a intensidade da ocorréncia de cada
pardmetro histopatolégico: ndo observado (escore= 0), pouco observado (escore =1),
moderadamente observado (escore= 2) e intensamente observado (escore= 3). Teste t (Mann-
Whitney test). Controle: Animais sem infeccdo e sem tratamento. Asterisco: infiltrado inflamatério
difuso; Seta: infiltrado inflamatdrio perivascular. Aumento: 200x.. (n=29)

Em relacdo aos componentes celulares do infiltrado inflamatério o perfil foi
semelhante entre os grupos infectados. Em ambos os grupos, o infiltrado inflamatdrio era

composto por macrofagos e linfécitos, sem diferenga significativa entre os grupos (Figura 38).
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Figura38 - Awvaliacdo semiquantitativa dos componentes celulares do infiltrado
inflamatorio no coragdo de camundongos Swiss Webster tratados com LQB-
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Legenda: Camundongos Swiss Webster (n= 19) fémeas foram infectados com tripomastigotas sanguineos de
T. cruzi (100 parasitos/animal), tratados ou ndo por 15 dias com LQB-118 (20mg/Kg) duas vezes
ao dia a partir do 31° dia pos-infec¢do (dpi). Os animais foram eutanasiados um dia ap6s o fim do
tratamento (46° dpi) e os cortes do coracéo foram corados (HE). Anélise escore semiquantitativo.
Critérios de escore de acordo com a intensidade da ocorréncia de cada parametro histopatolégico:
nado observado (escore= 0), pouco observado (escore =1), moderadamente observado (escore= 2) e
intensamente observado (escore= 3). Teste T (Mann-Whitney test). Controle: Animais sem
infeccdo e sem tratamento. (n=29)

A avaliacdo semiquantitativa da degeneracdo de midcitos ndo indicou diferenca entre
0s grupos infectados, os grupos ndo infectados ndo foi observada degeneracdo de miocitos
(Figura 39).
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Figura39 - Avaliacdo semiquantitativa da degeneragdo de midcitos no coracdo de
camundongos Swis Webstertratados com LQB-118
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Legenda: Camundongos Swiss Webster (n= 19) fémas foram infectados com tripomastigotas sanguineos de
T. cruzi (100 parasitos/animal), tratados ou ndo por 15 dias com LQB118 (20mg/Kg) duas vezes
ao dia a partir do 31° dia pés-infecgdo (dpi). Os animais foram eutanasiados um dia apds o fim do
tratamento (46° dpi) e os cortes do coracdo foram corados (HE). Anélise escore semiquantitativo.
Critérios de escore de acordo com a intensidade da ocorréncia de cada parametro histopatoldgico:
n&do observado (escore= 0), pouco observado (escore =1), moderadamente observado (escore= 2) e
intensamente observado (escore= 3). Teste T (Mann-Whitney test). Controle: Animais sem
infeccdo e sem tratamento. (n=29)

N&o foi observada diferenca entre os grupos quando foi avaliada a congestao cardiaca
(Figura 40). A presenca de parasito no tecido cardiaco foi rara, sendo observado em 2
animais tratados e em apenas 1 animal ndo tradados. Além disso, ndo foi observada fibrose

em nenhum dos grupos.
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Figura40 -  Avaliacdo semiquantitativa da congestdo cardiaca no coragdo de camundongos
Swiss Webster tratados com LQB-118
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Legenda: Camundongos Swiss Webster (n= 19) fémas foram infectados com tripomastigotas sanguineos de
T. cruzi (100 parasitos/animal), tratados ou ndo por 15 dias com LQB118 (20mg/Kg) duas vezes
ao dia a partir do 31° dia pés-infec¢do (dpi). Os animais foram eutanasiados um dia apds o fim do
tratamento (46° dpi) e os cortes do coragao foram corados (HE). Analise escore semiquantitativo.
Critérios de escore de acordo com a intensidade da ocorréncia de cada pardmetro histopatol4gico:
n&do observado (escore= 0), pouco observado (escore =1), moderadamente observado (escore= 2) e
intensamente observado (escore= 3). Teste T (Mann-Whitney test).Controle: Animais sem
infeccdo e sem tratamento. (n=29)

Na anélise histopatoldgica do tecido cardiaco corado com o corante Picrosirius para a
quantificacdo do colageno, foi observado um aumento de 800% (p<0,0003) e 488,8%
(p<0,003) de depdritos de colageno nos animais infectados e infectados tratados,
respectivamente, em relagdo aos animais ndo infectados. Entre os grupos de animais
infectados, os animais tratados com a LQB-118 apresentaram reducédo de 34,6% do percentual
de deposito de colageno em relacdo ao grupo ndo tratados (Figura 41).

Figura4l - Avaliacdo do percentual de colageno no coracdo de camundongos Swiss
Webster fémeas infectados com Trypanosoma cruzie tratados com LQB-118

1.5
e
— AA
E\D/l.O" * x
o
c A v
(5]
o A
Nood v
S 0.5+
o v
v?¥
| feme o | 4
0.0+ T T
Infectado - - +

LQB-118 - + - +



93

Campo Claro Luz Polarizada
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Legenda: Camundongos Swiss Webster (n= 19) fémeas foram infectados com tripomastigotas sanguineos de
T. cruzi (100 parasitos/animal), tratados ou ndo por 15 dias com LQB-118 (20mg/Kg) duas vezes
ao dia a partir do 31° dia pés-infecgdo (dpi). Os animais foram eutanasiados um dia apds o fim do
tratamento (46° dpi) e os cortes do coracdo foram corados (Picrosirius) A analise do percentual do
colageno foi realizados através do programa ImagePro, por meio da polarizacdo da luz de laminas
coradas. A) Percentual da quantificagdo de colédgeno. B) Fotomicrografia do coldgeno. NINT:
animais ndo infectados e ndo tratados; NIT: animais ndo infectados e tratados; INT: animais
infectados e ndo tratados; IT: animais infectados e tratados. **p<0,003; ***p<0,0003. One Way
ANOVA (pos-teste Newman-Keuls). Controle: animais ndo infectados e ndo tratados. Aumento:
400x (n=29)

Fonte: A autora, 2020
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4 DISCUSSAO

A doenca de Chagas ou tripanossomiase americana é endémica em todos os paises da
América Central e do Sul, bem como o México (STEVERDING, 2014). A despeito de sua
relevancia, desde a sua descoberta em 1909 e, portanto, ha mais de 110 anos, o tratamento se
restringe a dois medicamentos, Benznidazol e Nifurtimox. Esses medicamentos sao utilizados
principalmente para o tratamento de casos agudos da doenca de Chagas, e sdo considerados
menos eficientes na fase cronica (CAROD-ARTAL; GASCON, 2010; STEVERDING, 2014;
PEREZ-MOLINA et al., 2015). Além da eficacia limitada, os medicamentos apresentam alta
toxicidade, tais como reacdes de hipersensibilidade na pele e diversos efeitos gastrointestinais,
além de perda de peso, dores de cabeca e mialgia (CAROD-ARTAL; GASCON, 2010;
PEREZ-MOLINA et al., 2015).

Recentemente, alguns estudos tém sido conduzidos para reavaliar o tratamento na fase
crénica da infeccdo usando o Benznidazol em associagdo com o posaconazol ou
fosravuconazol e o tratamento com o fexinidazol (MOLINA et al., 2014; MORILLO et al.,
2015, 2017; FRAGATA-FILHO et al., 2016; DRUGS FOR NEGLECTED DISEASES
INITIATIVE, 2019, 2020). Porém, nenhum desses estudos apresentam um resultado
satisfatorio. Sendo assim, a pesquisa de novos farmacos € necessaria visando uma maior
eficacia, sobretudo para fase crénica da infecgéo.

Com o objetivo de colaborar para o desenvolvimento de novos farmacos para o
tratamento de doencas negligenciadas, nosso grupo de colaboradores sintetizou a
pterocarpanoquinona LQB-118, uma molécula hibrida constituida de uma naftoquinona
(lapachol) e um pterocarpano (isoflavondide). Estudos anteriores mostraram a atividade
antitumoral e antiparasitaria da LQB-118. A molécula induz apoptose em varios tipos de
linhagens leucémicas, tais como a linhagem de leucemia miel6ide cronica (CML), de
leucemia linfoblastica aguda (MAIA et al., 2011; DE SA BACELAR et al., 2013) leucemia
mieldide aguda (AML) (REIS et al., 2013), linhagens celulares tumorais (BUARQUE et al.,
2011) e em células de cancer de préstata (MARTINO et al., 2014). Os efeitos antiparasitarios
foram mostrados contra Toxoplasma gondii (PORTES et al., 2012), Leishmania amazonensis
in vitro (RIBEIRO et al., 2013) e in vivo (CUNHA-JUNIOR et al., 2011). Nosso grupo
mostrou a a¢do da LQB-118 in vitro e in vivo em L. braziliensis (COSTA et al., 2014). Além
dos modelos de leishmaniose cutanea, a LQB-118 apresentou atividade em modelo de

leishmaniose visceral, reduzindo a carga parasitaria no figado e bago de animais infectados
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com L. infantum (CUNHA-JUNIOR et al., 2016). A inducéo de morte celular promovida pela
LQB-118 em L. amazonensis e L. braziliensis foi asssociada com aumento da producéo de
ROS, reducdo de ATP e fragmentacdo de DNA do parasito compativeis com apoptose
(RIBEIRO et al., 2013; COSTA et al., 2014).

Uma vez que os tripanosomatideos compartilham algumas semelhangas metabdlicas
entre si, 0SSO grupo iniciou estudos da acdo da LQB-118 sobre o T. cruzi. Resultados iniciais
in vitro, indicaram atividade da LQB-118 sobre amastigotas intracelulares do T. cruzi (clone
Dm28) ((AZEVEDO, 2013) dados nédo publicados) e in vivo, o tratamento pela via oral foi
capaz de diminuir a parasitemia de camundongos infectados com T. cruzi (cepa Y) e
manteros niveis de creatina quinase normais ((BRITO, 2016) dados ndo publicados). A
avaliacdo dos niveis creatina quinase € importante para diagnosticar danos no tecido
muscular, ja que ela somente é liberada na corrente sanguinea em casos de lesdo de deste
tecido (SCHNEIDER et al., 1995). Esses dados sugerem que animais tratados com a LQB-
118 apresentam menor dano muscular do que animais néo tratados.

No presente estudo exploramos a atividade da LQB-118 sobre a cepa Y de T. cruzi,
sobretudo seu potencial terapéutico na infeccdo crénica. A cepa Y do T. cruzi é virulenta para
camundongos (ARAUJO-JORGE, 2000), com tropismo por fibras musculares cardiacas,
podendo ainda afetar o figado e o baco, 6rgdos também acometidos durante a fase aguda da
doenca de Chagas (SOUZA; ALENCAR, 1984).

In vitro a LQB-118 demonstrou atividade inibitoria sobre as trés formas evolutivas do
parasito. Em epimastigotas a inibicao da proliferagdo (ICso=2,04uM + 0,07 em 72h e 1,82uM
+ 0,17 em 96 horas) (Figura 10A) foi acompanhada de mudangas morfoldgicas. Observamos
gue em 96h de tratamento o0s parasitos apresentaram encolhimento e arredondamento do
corpo celular, principalmente nas concentragdes de 2,5uM e S5uM (Figura 10B). Em
tripomastigotas sanguineos, o tratamento por 24h com a LQB-118 in vitro, induziu
diminuicdo da motilidade de modo dose-dependente (ICso = 16,9 uM £ 1,6 em 24h ) (Figura
11) e com mudancas morfologicas evidentes nas concentracBes mais altas (20 e 40uM)
(Figura 12). Em amastigotas intracelulares a LQB-118 reduziu de modo dose-dependente o
indice de infeccdo (ICso = 3,96uM =+ 1,06 em 48 horas) (Figura 13). O encolhimento celular
foi uma alteracdo morfoldgica recorrente observada em epimastigotas e em tripomastigotas
tratados com a LQB-118. Elmore (2007) indica que no processo inicial de apopose pode-se
observar o encolhimento celular e a picnose (condensacdo da cromatina) por microscopia de
luz. Diversos trabalhos indicam que a LQB-118 € capaz de induzir apoptose em células
tumorais (BUARQUE et al., 2011; MAIA et al., 2011; REIS et al., 2013; MARTINO et al.,
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2014; MORAES et al., 2014) e em Leishmania sp (RIBEIRO et al., 2013; COSTA et al.,
2014). Em um estudo preliminar, o tratamento de amastigotas intracelulares de T. cruzi do
clone Dm28c com a LQB-118 induziu marcacdo com TUNEL, indicando a fragmentacdo do
DNA do parasito ((AZEVEDO, 2013) dados ndo publicados). Portanto, € possivel que a
LQB-118 também induza morte celular por apoptose no T. cruzi da cepa Y, porém sao
necessario a realizagbes de outros métodos que comprovem a inducdo de apoptose, como
fragmentacdo de DNA e marcacdo positiva para anexina V. Além da LQB-118, outras
moléculas, como derivados de B-lapachona e de tiazois, induziram apoptose em T. cruzi,
sendo observado nucleo picnético, fragmentacdo de DNA e positivos para anexina V (ANJOS
etal., 2016; SILVA et al., 2017)

Comparando os efeitos da LQB-118 com a cepa Y e os obtidos com o clone Dm28c
por Azevedo (2013), os valores de ICso s&0 um pouco diferentes. Para o clone Dm28cC, em
amastigotas a ICso foi estimada em 4,2uM (72 horas) e em tripomastigotas metaciclicos foi
38,1uM (48 horas) ((AZEVEDO, 2013) dados ndo publicados). No presente estudo com a
cepa Y, obtivemos 3,96uM para amastigotas (48 horas) e 16,9uM para tripomastigotas
sanguineos (24 horas). Esses resultados podem indicar que a cepa Y € relativamente mais
sensivel a LQB-118 em comparacdo com o clone Dm28c, uma vez que o tempo de tratamento
foi menor para cepa Y. Bahia e colaboradores (2002) demonstraram que 0s tripomastigotas
metaciclicos possuem algumas caracteristicas bioldgicas e bioquimicas ndo compartilhada
com os tripomastigotas sanguineos (BAHIA et al., 2002), tais como glicoproteinas em sua
superficie que interagem com células de mamiferos (CONTRERAS et al., 2002). Os
amastigotas intracelulares de T. cruzi (cepaY), também se mostraram mais sensiveis ao
tratamento com a LQB-118 em comparacdo a espécie L. braziliensis no qual a ICso foi
estimado em 7,2uM no tempo de 48h (COSTA et al., 2014).

Nos estudos de citotoxicidade para a célula hospedeira (macréfagos de camundongo
Swiss Webster), a LQB-118 exibiu toxicidade significativa a partir da concentracdo de 40uM,
com CCsg estimada em 33,53uM + 2,37 (Figura 14) e o indice de seletividade foi 8,46,
indicando que LQB-118 é 8 vezes mais tdxica para o T. cruzi do que para a célula de
mamifero. Em macréfagos murinos da linhagem J774 tratados com LQB-118 por 72h, foi
obtido uma CCsg de 18,5 uM (BUARQUE et al., 2011), resultado similar ao encontrado em
macrofagos peritoneais de camundongo BALB/c, também tratados por 72h, no qual a CCso
foi estimada em 18,46 uM (CUNHA-JUNIOR et al., 2011). A diferenca de CCso do nosso

estudo para os da literatura, pode ter se dado devido ao tempo de tratamentos das células de
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mamiferos, que no nosso trabalho foi menor (48h) que os demais e também as diferengas
entre as origens das células.

Apbs os resultados promissores obtidos mostrados in vitro, testamos a molécula LQB-
118 em camundongo infectados com T. cruzi. O modelo experimental escolhido neste
trabalho foi o camundongo albino Swiss Webster (camundongo nédo isogénico), pela sua
suscetibilidade a diferentes cepas de T. cruzi, além de serem modelos para o estudo de
quimioterapia experimental para doenca de Chagas (ARAUJO-JORGE, 2000; CASTRO et
al., 2000; ROMANHA et al., 2010).

Inicialmente investigamos o efeito da LQB-118 na fase aguda da infec¢do usando
40mg/Kg/dia por via oral. O pico da parasitemia ocorreu no 8° dpi, sendo maior no grupo
tratado em comparacdo com o grupo nao tratado, porém sem diferenca estatistica. No 11° e
nol2° dpi a reducdo da parasitemia do grupo tratado com a LQB-118 foi significativa, sendo
49,47%e 41,14% menor, respectivamente, em relagdo ao grupo néo tratado. No 15° dpi,
apesar de ndo ser estatisticamente significativa, a reducdo da parasitemia foi de 53,3%,
respectivamente, em relacdo ao grupo controle (Figura 15). Estes dados se tornam relevantes
uma vez que a literatura vem relacionando a redugdo da parasitemia com a diminuicdo de
focos inflamatdrios. Oda e colaboradores (2017) observaram que camundongos Swiss Webster
infectados com a cepa Y de T. cruzi e tratados com aspirina (ASA) apresentaram diminui¢ao
da parasitemia e consequentemente da intensidade dos focos inflamatérios na parede do
colon, considerando que a parasitemia esta diretamente associada ao processo inflamatorio
nos tecidos. Calda e colaboradores (2019) também observaram a correlacdo entre a
parasitemia e o processo inflamatorio, no qual o tratamento com Benznidazol de cées
infectados com diferentes cepas de T. cruzi resultava na a eliminacdo dos parasitos no inicio
da infeccdo havendo prevencdo da fibrose e dos danos cardiacos. Da mesma forma, como
mostrado no nosso estudo, a diminuicdo da parasitemia dos grupos tratados ainda no inicio da
infeccdo, levou a uma diminuicdo do parasitismo tecidual e maior protecdo do tecido cardiaco
( Figura 16).

O miocardio € um dos tecidos mais afetados durante a infeccdo por T. cruzi
(BARRETO-DE-ALBUQUERQUE; SILVA-DOS-SANTOS; PEREZ, 2015; BONNEY at al,
2019), na qual os pacientes apresentam hipertrofia miocardica (HIGUCHI et al., 2003), ocorre
um processo inflamatorio, com fendmenos vasculares, exsudativos e degenerativo necrético
(LOPES; CHAPADEIRO, 1997). Experimentalmente, em diversos modelos, o quadro se
assemelha, com infiltrado inflamatério predominantemente mononuclear composto por

macrofagos, linfocitos e seus derivados afetando tanto o pericardio como o miocérdio,
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resultando em miocardite com necrose miocitolitica e degeneracdo das miofibras, fibrose
intersticial e fibras cardiacas contendo ninhos de amastigotas (FIGUEIREDO; ROSSI;
SANTOS, 1985; CHAPADEIRO et al., 1988; LOPES; CHAPADEIRO, 1997; BARRETO-
DE-ALBUQUERQUE; SILVA-DOS-SANTOS; PEREZ, 2015)

Na figura 16A que os animais tratados na fase agudacom a LQB-118 apresentaram
uma tendéncia de reducdo do nimero de ninhos de amastigotas no tecido cardiaco, mas sem
significancia estatistica (Figura 16A). O mesmo perfil foi observado pela anélise
semiquantitativa por escore (Figura 16B). E sabido que a lesdo de 6rgos e tecidos durante
infeccdo aguda com T. cruzi é correlacionada com presencga do parasita e a resposta imune-
inflamatéria do hospedeiro (RASSI JR; RASSI; MARIN-NETO, 2010). A avaliacdo
quantitativa através da estereologia (Figura 17A) e escore semiquantitativo (Figura 17B) do
infiltrado inflamatério no tecido cardiaco ndo mostrou diferenca entre os grupos. Porém, os
animais tratados com a LQB-118 apresentaram infiltrado inflamatdrios pontuais, diferente dos
animais ndo tratados, que apresentaram infiltrado inflamatdrios mais extensos. Em relacdo aos
componentes celulares do infiltrado inflamatdrio o perfil foi semelhante entre os grupos, com
predominancia de macrdfagos e linfocitos (Figura 18). Avaliamos tmbém a degradagdo de
midcitos, que foi ligeiramente maior nos animais tratados em comparagcdo com O grupo
controle, porém ndo houve diferenca estatistica (Figura 19). Classicamente, no coragéo,
observa-se inflamacdo do miocardio caracterizada por vacuolizacdo, miocitolise e
degeneracdo miofibrilar e uma intensa infiltracdo de células mononucleares (inicialmente
composta de macrdfagos e neutréfilos e posteriormente, com inclusdo de linfocitos, células
plasmaéticas, eosinofilos e mastocitos), causando a cardiomiopatia chagésica (BONNEY et al.,
2019). Essas caracteristicas foram semelhantes com as encontradas no nosso estudo. Além
disso a inflamacéo difusa observada no grupo ndo tratado pode indicar um maior dano no
tecido cardiaco desses animais, quando comparado ao grupo tratado no qual foi observada
inflamacdo pontual. Apesar dos resultados indicarem um leve aumento da degradacdo dos
midcito (estatisticamente ndo significativo) no grupo tratado, estudos preliminares do nosso
grupo, mostraram que o tratamento com a LQB-118 na fase aguda por 12 dias reduziu os
niveis séricos de creatina quinase ((BRITO, 2016) dados ndo publicados), uma proteina
relacionada a destruicéo de fibra musculares (SCHNEIDER et al., 1995). Em conjunto nossos
dados sugerem que dutante a fase aguda,a LQB-118 parece conferir protecdo ao tecido
cardiaco de animais tratados uma vez que diminui os ninhos de amastigota e ndo resulta em

degradacéo significativa dos midcitos.



99

A fibrose cardiaca € caracterizada pelo desequilibrio na producdo de matriz
extracelular (composta de colageno e elastina) e degradacdo, levando ao aumento da rigidez
cardiaca e dificultado as contracdes do coracdo (MA et al., 2018) e na histopalogia cardiaca
da doenca de Chagas observa-se uma combinacédo de fibrose intersticial, hipertrofia miocitica
e alteragdes intersticiais (VIEIRA et al., 2019). No nosso estudo, os animais tratados com a
LQB-118 apresentaram reducdo da quantidade de colageno depositado no tecido cardiaco
(Figura 20). Esse dado sugere que o tratamento com a LQB-118 pode contribuir diretamente
para diminui¢do da fibrose cardiaca, como também pode resultar em um menor nimero de
parasitos e diminuicdo do processo inflamatério no tecido. Rica e colaboradores (2016)
demonstraram a propriedade anti-inflamatoria da LQB-118 em camundongos C57BL/6 com
inflamacdo pulmonar, no qual a LQB-118 reduziu o influxo de neutréfilos modulando assim,
negativamente mediadores inflamatérios, como TNF-a.

Visto os resultados positivos do potencial terapéutico da LQB-118 na fase aguda da
infeccdo pelo T. cruzi, foi realizada a avaliacdo na fase cronica da infeccdo. Dada as
diferencas ja reconhecidas de susceptibilidade entre os géneros de camundongos Swiss
Webster para a infeccdo com o T. cruzi (CASTRO; SOUZA, 2000) e a alta viruléncia
apresentada pela cepa Y (RODRIGUEZ et al., 2014), foi necessario realizar uma
padronizacdo do modelo para se aproximar da fase cronica da infeccdo antes de testar o
potencial terapéutico da LQB-118. A avaliacdo do tamanho do inéculo nos dois géneros
mostrou diferencas entre machos e fémeas durante a avaliacdo da parasitemia. As fémeas
apresentaram a parasitemia com picos no 10° dpi (inéculo de 500 ou 100 parasitos/animal) e
no 11° dpi (in6culo de 40 parasitos/ animal), j& os machos apresentaram diferentes picos de
parasitemia durante a curso da infeccdo, como no 10° e 21° dpi (inéculo de 500
parasitos/animal), no 18° dpi (indculo de 100 parasitos/animal), e no 11° e 21° dpi (in6culo de
40 parasitos/animal) (Figura 21). Além disso, observamos uma alta mortalidade nos machos
em comparacdo as fémeas (Figura24). Guedes-da-Silva e colaboradores (2015), também
observaram diferencas entre machos e fémeas de camundongos Swiss Webster infectados com
diferentes indculos de T. cruzi da cepa Y e registraram alta mortalidade em machos,
corroborando nossos resultados acerca da maior vulnerabilidade desse género diante da
infeccdo. Além disso, outros estudos apontam diferencas entre os géneros em relacao as taxas
de mortalidade usando outras linhagens de camundongo (SOUZA et al., 2001; VORRARO et
al., 2014). Usando o modelo Calomyscallosus, Prado Jr. e colaboradores (1998)
demonstraram que a gonadectomia afetou o curso das infeccdes por T. cruzi em fémeas,

levando a altos niveis de parasitemia em comparagdo aos controles e animais operados por
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simulacdo (realizacdo de uma incisdo na cavidade peritonial sem remogdo ovarios). A
reposicdo hormonal, promoveu diminuicdo no nimero de tripomastigotas no sangue para
niveis semelhantes aos observados no controle, indicando que os horménios sexuais podem
influenciar os mecanismos imunoldgicos naturais e controle da infeccdo (PRADO JR. et al.,
1998).

Diante desses resultados, optamos pelo uso de camundongos Swiss Webster fémeas e o
inoculo de 100 parasitos/animal para estabelecer a fase crénica e posteriormente investigar o
efeito terapéutico da LQB-118. Com esse protocolo, acompanhamos o curso da infec¢do nas
fémeas que apresentaram picos de parasitemia no 9° dpi, diminuindo progressivamente até o
30° dpi, quando nenhum animal apresentava parasitos circulantes no sangue (inicio da fase
cronica) (SILVERIO et al., 2012; PEREIRA et al., 2014; FERREIRA et al., 2019).

Obitos foram registrados somente durante a fase aguda (4/23) (Tabela 4). Em relagfo a
avaliacdo fisica e comportamental, a partir do 15° dpi, os animais infectados apresentaram
piloerecdo (principalmente na regido dorsal), postura anormal (encurvada) e pouca
locomocdo, com perda de peso observada a partir do 18° dpi. Silva e colaboradores (2012)
observou que camundongos Balb/c infectados com a cepa Y de T. cruzia partir do 13° dpi
apresentaram piloeregdo, orelhas inclinadas para baixo, postura encurvada, olhos fechados,
imobilidade e isolamento social, além desses sinais clinicos, Mazzeti e colaboradores (2018b)
observaram sinais de dor como tor¢cdo e espasmos. Em nosso estudo, observamos que no
25°/28° dpi os animais recuperaram progressivamente a postura e a motilidade.

Ap0s estabelecimento desses parametros iniciamos o ensaio para avaliacdo do
potencial terapéutico da LQB-118. As fémeas de camundongos Swiss Webster receberam
tratamento com a LQB-118 pela via oral (20 mg/Kg 2x por dia) a partir do 31° dpi durante 15
dias consecutivos. A infec¢do por si sO aumentou o peso relativo do bago de animais nédo
tratados em 57,1% e 69,6% em animais tratados com LQB-118, em comparagdo com animais
nédo infectados (Figura 36). Em um estudo utilizando 88 protocolos de necropsias completas,
0 peso do baco nos individuos sem insuficiéncia cardiaca congestiva foi significativamente
maior entre os pacientesportadores de doenca de Chagas, quando comparados aos néo-
portadores, indicando que o componente inflamatério na doenca de Chagas humana
desempenharia papel importante no aumento do peso do baco (PEREIRA et al., 1999).

Em uma avaliacdo preliminar do perfil de citocinas séricas, observamos que animais
infectados ndo tratados de uma forma geral apresentaram aumento tanto de citocinas pré-
inflamatorias (IL-17A, IFN-y, IL-6, IL-2) quanto anti-inflamatdrias (IL-10, IL-4) (Figura 35).
Em contrapartida os animais tratados com a LQB-118 apresentaram niveis baixos e perfil de
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citocinas semelhante aos animais nédo infectados (Figura 35). Um resposta imune do tipo Thl,
com producdo de citocinas pro-inflamatorias como IFN-y ¢ TNF, tem um papel importante
para acdo tripanossomicida e controle da infeccdo (RASSI JR; RASSI; MARIN-NETO,
2010). Por outro lado, uma resposta pro-inflamatéria excessiva causadano tecidual e contribui
para a patogénese (RASSI; MARIN-NETO; RASSI, 2017). Rica e colaboradores (2016)
observaram que o pré-tratamento com a LQB-118 de animais com inflamacdo pulmonar
induzida por LPS, a molécula reduziu a migracéo de neutrofilos e os niveis de TNF-a. Lima e
colaboradores (2020) observaram efeitos semelhante no pré-tratamento de animais, no qual a
LQB-118 de inibiu os efeitos induzidos pelo zimosan, com reducdo de migragédo de
neutrofilos, reducdo de niveis de IL-1p ¢ TNF- a, porém sem alteragdo dos niveis de IL-6,
indicando um efeito antiflamatorio da molécula. Embora sejam necessario mais dados, nossos
resultados preliminares mostra que o tratamento com a LQB-118 parece ter induzido de forma
geral uma reducdo das citocinas, indicando uma propriedade antiflamatéria na molécula na
infeccdo pelo Trypanosoma cruzi..

Na avaliacdo histopatologica do coragdo, observamos que em 66,6% dos animais
tratados com a LQB-118 o infiltrado inflamatério foi leve. Por outro lado, no grupo nao
tratamento, 11,1% dos animais apresentaram um infiltrado inflamat6rio moderado (Figura
37). Esse resultado mostra que nos animais ndo tratados apresentaram relativamente mais
infiltrado inflamatorio, sugerindo maior inflamacdo no tecido. Na fase aguda, a maioria dos
animais infectados apresentaram o infiltrado inflamatorio moderado (Figura 17). Essa
diferenca na intensidade do infiltrado inflamatério entre as fases aguda e cronica, pode ter
ocorrido devido a diferenca dos indculos utilizados, uma vez que na fase aguda utilizamos 10°
parasitos/animal e na fase cronica foram inoculados 10? parasitos/animal. Também houve
variacdo com relacdo ao tempo de avaliacdo, ja que o progresso da infeccdo pode variar
dependendo da carga parasitaria (PINTO et al., 1986; LEMOS et al., 2013; VAZQUEZ et al.,
2015). Observamos ainda diferenca significativa quanto aos tipos celulares que compdem o
infiltrado inflamatdrio e sua intensidade nas duas fases da doenca de Chagas. Enquanto que na
fase aguda, se observa a predominancia de macrofagos, linfocitos e neutréfilos (Figura 18), na
fase cronica, ndo forma observados neutrofilos infiltrados no tecido analizados (Figura 38).
Na fase cronica, na maioria dos animais infectados nédo tratado néo foi observada a presenca
de linfécitos (75%), ja nos animais tratados com a LQB-118, os linfocitos forma pouco
observados em 55,6% dos animais Em 62,5% dos animais infectados e nédo tratados foram
observados poucos macrofagos, ja nos animais tratados com a LQB-118, os macréfagos

foram observados de forma moderada em 55,6%. Soares e colaboradores (2010) observaram
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que o infiltrado inflamatério cardiaco de camundongo cronicamente infectados com a cepa
Colombiana T. cruzi era composto por macréfagos e linfocitos, porém com um tempo de
infeccdo de 8 meses. A degeneracdo de midcitos ndo apresentou diferenca significativa entre
os grupos de animais infectados na fase cronica da doenca de Chagas (Figura 39), porém foi
menor do que a ocorrida na fase aguda da infeccdo (Figura 19).

As diferencas observadas neste estudo entre as fases aguda e crénica da infeccdo em
relacdo a presenca de amastigotas e ao processo inflamatorio do tecido cardiaco, pode ser
ocasionada ndo so pelo ciclo que vida do parasito, mas também pela resposta imune do
hospedeiro ao inéculo utilizado. Como demonstrado em alguns estudos, a concentracdo de
parasitos no momento da infeccdo afeta o desenvolvimento da parasitemia e a producdo de
citocinas (LEMOS et al., 2013; VAZQUEZ et al., 2015) e esse fenémeno pode ser explicado
pelo ciclo bioldgico do parasito, uma vez que a divisdo binaria do parasito nas células
fagociticas favorece o aparecimento de tripomastigotas no sangue de camundongos
inoculados com altas doses e/ou pelo fato da resposta imune do hospedeiro serd mais
competente em conter a propagacdo do parasito em animais infectados com doses menores de
parasitos (LEMOS et al., 2013).

Na cardiopatia chagasica humana cronica, a fibrose € difusa e mostra um grau variavel
de deposicdo de colageno, além disso sdo encontrados focos com intensa deposicdo de
colageno relacionados a degeneracdo e necrose de cardiomiocitos e infiltrado inflamatério
crénico (CALIARI et al., 2002). No nosso estudo, a quantificacdo do colageno, indicou que
houve um aumento de 800% nos animais infectados ndo tratados e de 488,8% nos animais
infectados e tratados com a LQB-118, em comparagdo aos animais ndo infectados. Entre os
grupos de animais infectados, os animais tratados com a LQB-118 apresentaram um reducéo
de 34,6% no percentual de deposicdo de colageno em relagdo aos nao tratados (Figura 41). A
destruicdo miocardica e fibrose focal e difusa, que ndo estdo diretamente associadas ao
parasitismo, indicam inflamagdo cronica progressiva, provavelmente correlacionada com
mecanismos imunoldgicos, pois os mesmos achados morfoldgicos ocorreram em caes
infectados cronicamente com T. cruzi, porém com a auséncia de parasitas ou lesdes vasculares
(CALIARI et al., 2002). No nosso estudo, a presenca de parasitos no tecido cardiaco na fase
crénica foi rara, sendo observado em apenas 22% (2/9) dos animais tratados com a LQB-118
e em 10% (1/10) dos animais ndo tradados. Porém mesmo com a presenca de colageno, ndo
foi observada a formacgéo da fibrose. A fibrose cardiaca é caracterizada pelo acimulo liquido
de matriz extracelular no miocérdio, devido a perda subita de um grande numero

cardiomidcitos que desencadeia uma reacéo inflamatoria, levando a substituicdo de miocéardio
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morto com cicatriz a base de coldgeno (KONG; CHRISTIA; FRANGOGIANNIS, 2014).
Portanto, uma possivel explicacdo para auséncia de fibrose no nosso estudo seria o fato de que
o in6culo utilizado (102 parasitos) provocou um leve processo inflamatorio e destruicio de
midcitos que ndo foi suficiente para geracao de fibrose.

Os modelos de infecgdo crbnica sdo estabelecidos infectando animais com um ndmero
pequeno de parasitos ou administrando doses insuficientes de medicamentos para obter a cura
durante a fase aguda da infeccdo, alem disso experimentos de teste de farmacos em modelos
crénicos sdo demorados e caros, podendo levar meses para que os camundongos cheguem a
um estado de infeccdo cronica pleno (CHATELAIN; KONAR, 2015). Oda e colaboradores
(2017) utilizaram o Benznidazol (100mg/Kg) para diminuir a carga parasitaria de
camundongos Swiss Webster infectados com a cepa Y de T. cruzi e, assim induzir a fase
cronica da infeccdo. Em seus respectivos estudos utilizando a cepa Tulahuen, Bustamante e
colaboradores (2007) e Fauro e colaboradores (2013) infectaram camundongos Swiss Webster
e trataram com Tioridazane e Clomipramine, aos 180 e 90 dias apds a infec¢do, com
experimentos durando 350 e 360 dias, respectivamente. Por outro lado, Bahia e colaboradores
(2012) utilizando diferentes cepas (Y, CL, VT-10 e Colombiana) infectaram camundongos
Swiss Webstere iniciaram o tratamento apds 120 dpi e as avaliacGes foram realizadas 180 dias
apos o tratamento. Os trabalhos utilizando a cepa Y para a fase cronica Sdo escassos,
principalmente devido a viruléncia apresentada em modelos murinos. Em nosso estudo
usamos tempos relativamente curtos, iniciamos o tratamento com 31 dias de infec¢do com
duracdo de 15 dias, totalizando 45 dpi para as analises.

Portanto, um estudo mais prolongado se faz necessario futuramente para uma
avaliacdo mais detalhada do efeito terapéutico da LQB-118 na fase cronica da infec¢do.
Apesar dos resultados importantes apresentados neste estudo, o protocolo utilizado deve ser
aprimorado. Além disso, avaliacfes que ndo foram possiveis serem realizadas neste estudo,
como a andlise da funcéo cardiaca e eletrocardiogramas deverao ser incluidos. De modo geral,
nossos dados in vitro e in vivo indicam que a pterocarpanoquinona LQB-118 apresenta

atividade tripanossomicida importante e promissora.
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CONCLUSAO

A molécula LQB-118 apresenta atividade inibitéria in vitro contra formas
epimastigotas, tripomastigotas sanguineas e amastigotas de forma dose dependente, com ICsg
estimada em 1,82 uM = 0,17 (96h), 16,9uM %= 1,6 (24h) e 3,96uM = 1,06 (48h),
respectivamente. O indice de seletividade (CCso/ICso de amastigota intracelular) foi 8,46,
indicando que LQB-118 é 8x mais toxica para o T. cruzi do que para a célula de mamifero.
Epimastigotas e tripomastigotas sanguineos tratados com LQB-118 apresentaram alterac6es
morfoldgicas sugestivas de apoptose.

Nos estudos in vivo, durante a fase aguda da infeccdo, a LQB-118 foi capaz de
diminuir a parasitemia dos animais infectados. Nas avaliacfes histopatoldgicas do tecido
cardiaco, a LQB-118 promoveu uma tendéncia na reducdo do numero de ninhos de
amastigotas, ndo houve diferenca significativa no infiltrado inflamatério, porém os animais
tratados com a LQB-118 apresentaram infiltrado inflamatérios pontuais, diferente dos animais
ndo tratados, que apresentaram infiltrado inflamatorios mais extensos. Em relacdo aos
componentes celulares do infiltrado inflamatério o perfil foi semelhante entre os grupos
(macrofagos, linfocitos e neutréfilos), mas em relacdo a degradacdo de midcitos, 0s animais
tratados apresentaram um ligeiro aumento em comparagdo com o0 grupo controle, entretanto
sem alteracdo na quantificacdo de colageno.

Nas avaliagfes do inicio da fase cronica, o baco foi o 6rgdo que mais aumentou nos
animais infectados. Na avaliacdo histopatologica do coracdo, o infiltrado inflamatorio se
apresentou com pouca intensidade e de forma organizada ndo havendo diferenca entre os
animais tratados ou ndo. No entanto, nos animais tratados com a LQB-118 a quantidade de
colégeno foi significativamente menor.

A pterocarpanoquinona LQB-118 apresentou resultados promissores tanto in vitro
quanto in vivo na infeccdo pelo T. cruzi. In vitro, apresentando efeito tripanossomicida nédo
trés formas evolutivas principais do parasito e in vivo, apresentando atividade com diminuicéo
da parasitemia na fase aguda e reducdo da deposicao de colageno no inicio da fase cronica da

infeccéo.
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