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RESUMO

Rocha SC. Avaliagdo das perspectivas terapéuticas do dcido L-tiazolidina-4-carboxilico, um
andlogo de prolina, na infeccdo de camundongos pelo Trypanosoma cruzi. [dissertacdo
(Parasitologia)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo;
2010.

Trypanosoma cruzi € dependente de prolina para diversos processos tal como metabolismo
energético, invasdo celular, diferenciacdo e resisténcia a estresse osmotico, metabdlico e
oxidativo. O 4cido L-tiazolidina-4-carboxilico (T4C), um andlogo estrutural da prolina, inibe
competitivamente o transporte deste aminodcido em 7. cruzi, e interage sinergicamente com
fatores de estresse que ocorrem ao longo do seu ciclo de vida. Aqui nés avaliamos o efeito de
T4C na infeccdo de camundongos pelo 7. cruzi. Foi observada uma redugdo de 49% do pico
parasitémico de animais infectados e tratados com dose unica de T4C (100 mg/Kg). A anélise
histolégica e por PCR quantitativa de diferentes tecidos revelou uma reducio significativa da
carga parasitdria apenas no intestino de animais tratados com T4C (100 ou 150 mg/Kg). Por
outro lado, a dose tnica de 200 mg/Kg diminuiu o peso corporal e sobrevida de animais nao
infectados. O tratamento prolongado (10 mg/Kg dia) ndo reduziu a parasitemia, mas aumentou a
sobrevida e diminuiu a carga parasitdria no intestino. T4C ndo afetou a expressdo génica de
IFN-y e IL-10 em qualquer um dos tecidos analisados (coracdo, baco e intestino). Em
conclusdo, T4C contribui em reduzir a viruléncia da infeccdo, mas € toxico em doses que

superem 150 mg/kg.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi. TAC. Prolina. Metabolismo



ABSTRACT

Rocha SC. Evaluation of the therapeutic perspectives of the L-thiazolidine-4-carboxylic acid, a
proline analogue, on mice infection by Trypanosoma cruzi. [Master thesis (Parasithology)]. Sao
Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo; 2010.

Trypanosoma cruzi is dependent on proline for a variety of processes such as energy
metabolism, host cell invasion, differentiation and resistance to osmotic, metabolic and
oxidative stress. L-thiazolidine-4-carboxylic acid (T4C), a proline structural analogue, inhibits
the proline uptake and interacts with several stress factors that the parasite undergoes
throughout its life cycle. Herein, we evaluated the T4C effects on mice infection by 7. cruzi. It
was observed a reduction of 49% of the parasitemia peak in infected mice that were treated with
a unique dose of T4C (100 mg/Kg). Histological and PCR quantitative analysis of several
tissues revealed a reduction (90,3 %) of parasite load in the intestine (150 mg/kg). In the other
hand, the unique dose of 200 mg/Kg reduced the body weight and survival of non-infected
mice. A T4C prolonged treatment (10 mg/Kg day), did not diminish the parasitemia, but
increased survival and reduced the parasite load in the intestine. T4C did not affect the gene
expression of y-IFN and IL-10 in any of the organs analyzed (heart, spleen and intestine). In
conclusion, T4C-treatment contributes to reduce the virulence of 7. cruzi infection, but it was

toxic in doses over 150 mg/kg.

Keyword: Trypanosoma cruzi. TAC. Proline. Metabolism
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1 INTRODUCAO
1.1 A Doenca de Chagas

A doencga de Chagas ou Tripanossomiase Americana € uma infec¢do parasitdria cronica e
sistémica causada pelo protozodrio hemoflagelado Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909).
Classicamente este organismo era localizado taxonomicamente na ordem Kinetoplastida,
familia Trypanosomatidae (Hoare, 1966). Porém, mais recentemente um novo ordenamento
taxondmico foi proposto para os eucariotas, com base numa relocalizacdo dos protozodrios.
Neste novo esquema, o 7. cruzi localiza-se dentro do super-grupo Excavata, que por sua vez
contem taxa de menor hierarquia. Dentro de Excavata, o T. cruzi localiza-se nos ranks
superiores (em ordem hierdrquica) dos Kinetoplastea, Metakinetoplastina, Trypanosomatina.
Este ultimo rank agrupa também aos patdgenos Leishmania spp. e Trypanosoma brucei (Adl et
al., 2005)

A doencga de Chagas (ou tripanosomiase americana) foi descoberta em 1909 pelo médico
brasileiro Carlos Chagas e afeta hoje, aproximadamente 8 milhdes de pessoas na América
Latina, desde o sul dos Estados Unidos ao sul da Argentina e Chile (Rassi et al., 2010) (Figura
1). Aproximadamente, 30% dos individuos infectados desenvolvem cardiomiopatia,
megasindromes digestivas, ou ambas as formas, ocorrendo 12.500 mortes a cada ano (Moncayo

e Silveira, 2009; Rassi et al., 2010).
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Figura 1. Distribuicio geografica da doenca de Chagas em areas endémicas e nao endémicas
Fonte: Rassi et al. (2010).
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A doenca € transmitida ao homem e para mais de 150 espécies de mamiferos,
principalmente pelo inseto vetor hematéfago da subfamilia Triatominae por meio dos ciclos
doméstico, peridoméstico e silvestre (Deane, 1964). Os trés insetos vetores mais importantes na
transmissdo do Trypanosoma cruzi ao homem sao Triatoma infestans, Rhodnius prolixus e
Triatoma dimidiata (Zeledon e Rabinovich, 1981). A transmissdo da doenca de Chagas ocorre
também por outros mecanismos ndo-vetoriais como transfusio sanguinea (Mazza et al., 1936) e
transmissdo congénita (Bittencourt, 1976; Hoff et al., 1978), sendo esses os principais
mecanismos de contaminagdo pelo parasita em regides urbanas e ndo-endémicas. Outra forma
de transmissdo que vem crescendo nos ultimos anos em regides ndo-endémicas (Figura 1),
devido ao aumento do fluxo de imigrantes provenientes da América Latina, é pela via de
transplantes de tecidos vindos de pacientes chagésicos (Schmunis, 2007). Onde nao domicilia o
inseto vetor, raramente a doenga de Chagas € transmitida ao homem pela ingestdo de alimentos
contaminados. Por outro lado, em regides endémicas, a transmissdo oral ao homem € bastante
comum devido a presenca das fezes contaminadas do triatomineo depositadas sobre alimentos
que potencialmente serdo comercializados e ingeridos. (Benchimol-Barbosa, 2009; Rassi et al.,

2010).

1.2 O ciclo de vida de Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi possui um complexo ciclo de vida envolvendo um inseto vetor da
familia Reduvidae e um hospedeiro mamifero (eventualmente o homem) (Chagas, 1909).

O inseto infecta-se ao picar um hospedeiro mamifero infectado que possui formas
tripomastigotas circulantes no sangue. Os tripomastigotas ingeridos pelo inseto vetor alcancam
a por¢do média do tubo digestivo onde se diferenciam em epimastigotas, formas ndo-infectivas
replicativas (Brener, 1973). Na porcdo terminal do tubo digestivo os epimastigotas aderem-se
ao epitélio intestinal e diferenciam-se em formas tripomastigotas metaciclicas (formas
infectivas) (Bonaldo et al., 1988) que s@o eliminadas nas fezes durante o repasto sanguineo.
Uma vez depositadas na pele do mamifero, os tripomastigotas internalizam-se no hospedeiro,
invadem as suas células, e atingem o citoplasma. Nesse local, se diferenciam em amastigotas,
estagio replicativo no interior do hospedeiro mamifero. Apds vdrios ciclos de divisdo bindria, os

amastigotas diferenciam-se para formas tripomastigotas passando de maneira transiente por um
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estdgio denominado epimastigota intracelular (Almeida-De-Faria et al., 1999). Finalmente, os
tripomastigotas lisam as células e sdo liberados ao meio extracelular, podendo invadir outras
células vizinhas, ou atingir a corrente sanguinea, e através dela atingir tecidos distantes. Quando
as formas tripomastigotas estdo em circulacido, podem ser ingeridas por um inseto vetor,

fechando desta forma o ciclo de vida (Tyler e Engman, 2001; Alves e Colli, 2007) (Figura 2).

Figura 2. Representacao esquematica do ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. Formas epimastigotas
replicativas e ndo replicativas, presentes no inseto vetor (a). Formas infectivas, eliminadas
nas fezes e urina do hospedeiro invertebrado (b). As formas tripomastigotas metaciclicas
invadem as células do hospedeiro vertebrado e diferenciam-se nas formas amastigotas (c),
dando origem ao estdgio transiente denominado epimastigota intracelular (d), que se
diferencia em tripomastigotas (e). Os tripomastigotas podem disseminar através da corrente
sanguinea do mamifero. O ciclo se completa quando estas tltimas diferenciam-se novamente
em formas epimastigotas, as quais colonizam o tubo digestivo de um novo inseto vetor
durante o repasto sanguineo.

Fonte: Boscardin et al. (2010).
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1.3 Manifestacoes clinicas

A infec¢@o humana pelo 7. cruzi pode se dividir em duas fases: aguda e cronica. A fase
aguda dura cerca de 4 a 8 semanas e caracteriza-se basicamente por uma alta parasitemia, e
auséncia de anticorpos circulantes, enquanto que a fase cronica caracteriza-se pelo baixo ou
nulo nimero de parasitas circulantes e uma robusta resposta humoral, a qual persiste por toda a
vida do hospedeiro (Dias et al., 1956; Dias, 1984; Boscardin et al., 2010).

A fase aguda € geralmente assintomdtica. No entanto, nos casos sintomdticos, podem ser
observados febre, dor de cabeca, edema, enfartamento ganglionar e sinais da porta de entrada do
parasita, como por exemplo, sinal de Romafia. Em alguns casos (cerca de 5 a 10 %), ainda
podem ser observados uma miocardite severa ou meningoencefalite ou até mesmo, ambas, 0
que eventualmente pode levar ao 6bito. A maioria dos individuos infectados (cerca de 90 %)
resolve espontaneamente a fase aguda, mesmo se a infec¢do ndo for tratada com drogas
tripanocidas, e entdo evolui para a fase cronica (Punukollu et al., 2007; Rassi et al., 2010).

As principais formas da fase cronica sdo a indeterminada, a cardiaca (cardiopatia chagésica
cronica), a digestiva e a cardiodigestiva. A forma indeterminada é a mais freqiiente,
caracterizando-se pela auséncia de sintomas. Cerca de 70 % dos individuos infectados cursam a
fase cronica na forma indeterminada. Apesar da auséncia de sintomatologia, a infeccdo pode ser
detectada sorologicamente pela presenga de anticorpos especificos contra 7. cruzi. Entretanto,
os eletrocardiogramas e exames radioldgicos do coracdo, colon e esdfago sdo normais. O
restante de pacientes infectados (cerca de 30 %) desenvolvem as formas cardiaca ou digestiva
ou ainda, a cardiodigestiva, geralmente de 10 a 30 anos apds o inicio da infec¢do (Rassi et al.,
2010). Na forma digestiva ocorrem disfuncdes gastrointestinais (principalmente megaesofago,
megacolon, ou ambos) (Castro et al., 1994; Boscardin et al., 2010). O megaes6fago causa
disfagia com odinofagia, combinada com dor epigéstrica, regurgitacdo, ptialismo e subnutricao
em casos severos. O megacolon geralmente abrange o segmento sigmdide, reto, e/ou célon
descendente, produzindo obstipa¢do prolongada, distencdo abdominal e ocasionalmente,
obstru¢cdo do intestino devido ao fecaloma ou vdélvulo de sigmédide. A forma cardiaca € a
manifestacdo mais séria e freqiiente da doenga de Chagas. Ela leva a anormalidade do sistema
de conducido, bradiarritmias, aneurisma apical, faléncia cardiaca, tromboembolismo, e morte

subita (Marin Neto et al., 1999; Moncayo e Ortiz Yanine, 2006; Boscardin et al., 2010).
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1.4 Infeccao chagasica e resposta imune

Cada fase da doenca de Chagas exibem caracteristicas e mecanismos imunoldgicos
distintos, sendo que o controle da infeccdo na fase aguda depende fundamentalmente da
resposta inata, enquanto na fase cronica depende de uma potente resposta humoral, a ativagdo
de células T CD4+, CD8* e a producido de citocinas, processos que em conjunto estdo envolvidos
no controle da doenca (Boscardin et al., 2010). A auséncia de alguns destes componentes da
resposta imune leva a uma maior suscetibilidade a infec¢do pelo T cruzi, resultando em uma
maior taxa de parasitemia e mortalidade (Tarleton et al., 1992; Rottenberg et al., 1993;
Abrahamsohn e Coffman, 1996; Tarleton et al., 1996; Kumar e Tarleton, 1998; Boscardin et al.,
2010).

Na imunidade inata alguns padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPs) derivados
de T. cruzi sdo reconhecidos por receptores especificos do hospedeiro, os receptores Toll (TLR)
(Campos e Gazzinelli, 2004). As vias de sinaliza¢do desses receptores podem ser reguladas pelo
fator de diferenciacdo mieldide 88 (MyD88), pela proteina adaptadora contendo dominio TIR
(TIRAP), pela proteina adaptadora contendo dominio TIR indutora de interferon-S (TRIF) e
pela molécula adaptadora relacionada a TRIF (TRAM) (Takeda e Akira, 2007). Foi
demonstrada em camundongos nocautes (KO) TLR-9 e TLR-9/2 uma diminui¢do da resposta
IL-12 e IFN- tornando-os também mais suscetiveis a infec¢do por 7. cruzi (Bafica et al.,
2006). Esses resultados sugerem que TLR-2 e TLR-9 cooperam para controlar a replicacdo do
T. cruzi durante a fase aguda (Boscardin et al., 2010). Outro componente importante da
imunidade inata s3o as células Natural Killers. Além de lisarem diretamente as células
infectadas, as NKs sdo capazes de produzir enormes quantidades de IFN-% principalmente no
figado de camundongos durante a fase aguda da infeccdo, o que é consequéncia da producao de
IL-12 e TNF-a pelas células dendriticas e macrofagos (Golgher e Gazzinelli, 2004; Sardinha et
al., 2006; Cardillo et al., 2007).

A relevancia do IFN-yna fase aguda da infeccdo estd relacionada com a capacidade desta
citocina de ativar macrofagos peritoniais. Os macréfagos ativados sdo capazes de produzir
oxido nitrico (NO) através da NO sintase induzivel (iNOS), provocando a morte do parasita
(Nathan et al., 1979; Reed, 1988; Mccabe e Mullins, 1990; Vray et al., 1991; Gazzinelli et al.,

1992). Além de IFN-y, outras citocinas sdo importantes durante a fase aguda da infec¢do pelo 7.
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cruzi. Camundongos deficientes em IL-12 monstraram maiores parasitemia e mortalidade
comparadas com os controles, demonstrando a relevancia desta citocina (Michailowsky et al.,
2001; Galvao Da Silva et al., 2003). A importancia da IL-10 como moduladora da infec¢do
também foi demonstrada, j4 que a sua auséncia reduziu a parasitemia em camundongos
infectados com T. cruzi (Abrahamsohn e Coffman, 1996).

A resposta imune adaptativa na doenga de Chagas é mediada principalmente pelos linfocitos
T CD4* e constitui um meio efetivo de controlar a replicacdo do parasita (Brener e Gazzinelli,
1997). Foi mostrado também que a resposta Thl € importante para o controle da infeccio
enquanto a resposta Th2 contribui para a persisténcia parasitaria e para o aumento da severidade
da doenga (Boscardin et al., 2010). As células T CD8+ também exercem um papel importante no
controle da infec¢do por 7. cruzi, pois sdo capazes de lisar diretamente a células infectadas
(Nickell et al., 1993; Wizel et al., 1997).

Estd bem demonstrada também, a importancia dos anticorpos para o controle da infecgcao
cronica por T cruzi. Quando o soro de pacientes chagésicos ou de camundongos foi inoculado
em camundongos naives, tanto a parasitemia quanto a mortalidade foram reduzidas apds o
desafio com 7. cruzi (Krettli e Brener, 1976; Kierszenbaum, 1980). As células T sdo
importantes para o controle inicial da infecc@o, no entanto, uma resposta efetiva mediada por

anticorpos € critica para o aumento da sobrevivéncia do hospedeiro (Boscardin et al., 2010).

1.5 Tratamento da doenca de Chagas

1.5.1 Drogas disponiveis

Tanto as revisdes cldssicas (Brener, 1975) quanto as mais recentes (Coura e De Castro,
2002; Pinto Dias, 2006; Coura, 2009; Urbina, 2010) documentam uma anélise exaustiva dos
esforcos histdoricos em desenvolver drogas anti - 7. cruzi, desde a descoberta da doenga em 1909
por Carlos Chagas. Em meio a esses esfor¢os, a busca de compostos com maiores efeitos anti-7.
cruzi e menor citotoxidade que pertencessem a classe de derivados de nitro-heterociclicos com
atividade antiparasitaria ja demonstrada em modelos animais, levaram a descoberta entre as
décadas de 60 e 70 do Nifurtimox (NFX; Lampit®; Bayer S.A., Leverkusen, Nordrhein-

Westfalen, Alemanha) (5-nitrofuran (3-methyl-4-(5_-nitrofurfurylideneamine) tetrahydro-4H-
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1,4-tiazine-1,1-dioxide) e Benzonidazol (BZN; Rochagan®, Roche S.A.; Sdo Paulo, SP, Brasil;
Radanil®; Roche S.A.; Buenos Aires, Capital Federal, Argentina) (N-benzyl-2-nitroimidazole
acetamide). Estes compostos originalmente registrados para o tratamento da fase aguda, até esta

data sdo as unicas drogas disponiveis para o tratamento especifico da doenca de Chagas (Coura

e De Castro, 2002; Pinto Dias, 2006; Urbina, 2010) (Figura 3).
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Figura 3. Estruturas quimicas das drogas disponiveis contra Trypanosoma cruzi. (1) Nifurtimox; (2)
Benzonidazol

Benzonidazol e Nifurtimox demonstram ser efetivos para o tratamento da fase aguda da
infec¢do, apresentando em média 80% de cura parasitologica (Cancado, 1999, 2002). No
entanto, seus efeitos podem variar de acordo com a drea geografica, provavelmente devido as
diferencas de suscetibilidades apresentadas por diferentes cepas de 7. cruzi (Filardi e Brener,
1987; Murta et al., 1998; Kirchhoff, 1999). Em geral, essas drogas mostraram-se pouco eficazes
quando administradas durante a fase cronica, além de apresentarem efeitos toxicos (Jannin e
Villa, 2007). De acordo com as recomendagdes em 2005 e 2007, o tratamento com
Benzonidazol, a unica droga fornecida hoje no Brasil, é fortemente recomendado para todos os
casos agudos, congénitos, de reativacdo da infeccdo, para todas as criancas infectadas e
pacientes até 18 anos de idade que apresentam fase cronica (Bern et al., 2007).

O Benzonidazol, por muitos anos, foi fornecido pela empresa Roche que cedeu a sua
tecnologia de fabricacdo para uma empresa em Pernambuco, a Lafepe, que passou a ser o tnico
laboratério no Brasil, a partir de 2009, a fornecer o medicamento. O principal modo de agdo de
Benzonidazol estd relacionado a formagdo de derivados reativos intermedidrios, como o radical
nitrodnion e metabolitos eletrofilicos (derivados nitroso e hidroxilamina) (Docampo, 1990;
Maya et al., 2007; Dias et al., 2009). O Nifurtimox € produzido pela Bayer para tratamento da
doenca de Chagas em alguns paises da América Latina e, além disso, para tratamento da

tripanossomiase africana Gambiense no continente africano (Jannin e Villa, 2007). A acdo
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antiparasitdria do nifurtimox estd associada a geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs),
tais como anion superdxido e peroxido de hidrogénio (Docampo, 1990; Maya et al., 2007; Dias

et al., 2009)

1.5.2  Perspectivas terapéuticas

Devido as limitacdes significantes das drogas disponiveis para o tratamento da doenca de
Chagas, particularmente para pacientes cronicos, novas abordagens terapéuticas vém avanc¢ando
nas ultimas décadas (Tabela 1).

Uma das vias de inibicdo que estd sendo bastante explorada é a biossintese de ergoesterol
em 7. cruzi. Novos derivados triazdlicos dos quais sdo potentes inibidores seletivos da sintese
de ergoesterol, demonstraram forte atividade tripanocida in vitro e in vivo. Dois deles s@o, o
posaconazol (Urbina et al., 1998; Ferraz et al., 2007, 2009) e o ravuconazol (Urbina e
Docampo, 2003; Urbina et al., 2003; Diniz Lde et al., 2010) dos quais sdo os candidatos mais
avancados para o desenvolvimento da nova droga anti - 7. cruzi, partindo para ensaios clinicos
dentro de pouco tempo (Urbina, 2010). Compostos que inibem a enzima cisteina protease, ou
mais precisamente, a cruzipaina, também sdo canditados para o desenvolvimento de
quimioterapias. Inibidores seletivos, tal como N-metil-piperazina-urea-F-hF-vinil-sulfona-
phenil, conhecido como CRA-3316 ou K-777, apresenta efeito tripanocida in vitro e in vivo em
modelos murinos de infeccdo aguda (Engel et al.,, 1998) e além disso, previne danos no
miocdrdio em cdes experimentalmente infectados pelo 7. cruzi (Barr et al., 2005). Outros
grupos de pesquisas tém identificado enzimas envolvidas no metabolismo da tripanotiona como
alvos quimioterdpicos promissores (Fairlamb e Cerami, 1992; Schmidt e Krauth-Siegel, 2002;
Paulino et al., 2005) a Tripanotiona sintetase e redutase. A Tioridazina, inibidora da
Tripanotiona redutase in vitro (Gutierrez-Correa et al., 2001a, b), também mostrou efeito
protetor em modelo murino de infec¢do aguda (Rivarola et al., 1999; Lo Presti et al., 2004).
Outra abordagem foi encontrar inibidores da via captacdo-de-purina de 7. cruzi. A enzima
chave desta via € a hipoxantina-guanina fosforibosil transferase. O alupurinol andlogo da purina
atua como um competidor inibindo esta via. O Alupurinol demonstrou ser ativo em modelos

murinos de infec¢do aguda (Urbina e Docampo, 2003).
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Tabela 1-Situagdo atual de alguns dos principais canditados a desenvolvimento de quimioterapia
especifica contra Trypanosoma cruzi.

Composto Via de inibicao Alvo quimioterapico  Fase da pesquisa Fase da doenca  Fonte
em T.cruzi em que ha
efeito
DO0870 Biossintese de Esterol 14-demetilase In vivo aguda e cronica (Urbina et al.,
ergoesterol 1996)
TAK-187 Biossintese de Esterol 14-demetilase In vivo aguda e cronica (Corrales et al.,
ergoesterol 2005)
Albaconazol Biossintese de Esterol 14-demetilase In vivo aguda (Urbina et al., 2000;
(UR-9825) ergoesterol (caes) Guedes et al., 2004)
Posaconazol Biossintese de Esterol 14-demetilase In vivo; canditado  aguda e cronica (Urbina et al., 1998;
ergoesterol para ensaios Ferraz et al., 2007,
clinicos 2009)
Ravuconazol Biossintese de Esterol 14-demetilase In vivo (caes); aguda (Urbina e
ergoesterol canditado Docampo, 2003;
para ensaios Urbina et al., 2003;
clinicos Diniz Lde et al.,
2010)
E5700 Biossintese de Escaleno sintase In vivo aguda (Urbina et al.,
ergoesterol 2004)
ER-119884 Biossintese de Escaleno sintase In vivo aguda (Urbina et al.,
ergoesterol 2004)
K-777 Cistefna protease In vivo (caes) aguda e cronica  (Doyle et al., 2007)
(cruzipaina)
Alopurinol Obtengdo de hipoxantina-guanina In vivo aguda (Urbina e
purina fosforibosil transferase Docampo, 2003)
Tioridazina Tripanotiona redutase In vivo aguda (Rivarola et al.,

1999; Lo Presti et
al., 2004)

FONTE: Urbina (2010).

1.6 Transporte de metaboélitos em Trypanosoma cruzi

Os tripanossomatideos patogénicos apresentam um ciclo de vida que alterna em diferentes
ambientes (exemplo: o trato intestinal do inseto, o sangue do hospedeiro vertebrado e o
citoplasma da célula hospedeira) e a disponibilidade de metabdlitos presentes nestes espacos €
fundamental para a sobrevivéncia desses parasitas. Para isso, os tripanossomatideos sdo capazes
de utilizar carboidratos e aminodcidos como fontes de carbono e energia (Cazzulo, 1992a, 1994;

Silber et al., 2005).
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1.6.1 Transporte de glicose

A glicose € a principal fonte de carbono nos estigios de cultura axénica dos
tripanossomatideos, o0s quais apresentam em seu citoplasma uma organela de
compartimentalizacdo de enzimas glicoliticas, o glicossoma (Cazzulo, 1994). Os
tripanossomatideos possuem também proteinas necessdrias para a aquisi¢do de glicose do meio
externo, os transportadores de hexose. Particularmente em 7. cruzi, existe apenas um unico
sistema de transporte de hexose, cujo gene foi identificado e caracterizado funcionalmente
(TcrHTT). Este transportador foi descrito em epimastigotas (Tetaud et al., 1997), e mais
recentemente sua atividade foi também analisada nos estdgios do ciclo infetivo em mamiferos
tais como tripomastigotas, amastigotas e epimastigotas intracelulares (Silber et al., 2009).

Assume-se que uma vez no citoplasma, a glicose € transportada para dentro dos
glicossomos, para ser oxidada. Recentemente foi proposto que o TcrTH1 também tem a funcao
de internalisar glicose desde o citoplasma para o glicossomo (Silber et al., 2009). No
glicossomo, cada molécula de glicose € rapidamente convertida em duas moléculas de
gliceraldeido-1-3-bisfosfato por enzimas glicoliticas presentes nesta organela. Estas moléculas
produzidas, por sua vez, sdo transportadas ao citoplasma por outro sistema ainda ndo
caracterizado e convertidas em fosfoenol piruvato, dos quais podem seguir dois caminhos: (i)
conversdo a piruvato, parte do qual poder ser transportado para a mitocondria para entrar no
Ciclo de Krebs, e outra parte transformada em alanina por trasaminac¢ao ainda no citoplasma;
(i1) transporte de volta ao glicossomo com a conseqiiente conversdo em oxaloacetato pela
fosfoenolpiruvato carboxiquinase. O oxaloacetato € convertido a malato pela malato
desidrogenase. O malato deixa o glicossomo e € convertido de volta a piruvato por enzimas
malicas presentes no citoplasma (este sistema constitui desta forma uma lanzadera de elétrons
entre o glicossomo e o citoplasma) ou entdo, transportado a mitocondria onde poderd ser
convertido a piruvato por enzimas mdlicas mitocondriais e ser oxidado no Ciclo de Krebs.
Como ja mencionado, ambos os estoques de piruvato mitocondrial e citoplasmatico poderao,
por sua vez, ser aminados e convertidos em alanina (Cazzulo, 1992b, 1994; Urbina, 1994;
Bakker et al., 1999).

As formas tripomastigotas de 7. cruzi usam preferencialmente a glicose, abundante nos

fluidos do hospedeiro vertebrado. No entanto, no hospedeiro invertebrado, a maior fonte de
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carbono e energia para 7. cruzi sdo aminodcidos especialmente a L-prolina e a L-glutamina, do
qual sdo abundantes na hemolinfa e nos fluidos teciduais do inseto vetor hematéfago (Cannata e
Cazzulo, 1984; Fairlamb e Opperdoes, 1986). J4 as formas intracelulares que residem no
citoplasma da célula do hospedeiro mamifero apresentam baixa ou nula atividade de transporte
de glicose, sugerindo que sua principal fonte de energia sdo os aminodcidos, dentre eles a
prolina, que pode ser fornecida por biossintese ou hidrdlise de proteinas enddgenas (no caso de
amastigotas), ou até mesmo fornecida exogenamente pelo proprio hospedeiro vertebrado (no

caso de epimastigotas intracelulares) (Silber et al., 2009).

1.6.2 Transporte de aminodcidos

Grande parte do metabolismo de 7. cruzi estd baseado na utilizacdo de aminodcidos como
fonte de carbono e energia. Como mencionado anteriormente, os aminodcidos podem ser
obtidos de trés principais formas: biossintese a partir de precursores metabdlicos, transporte
ativo a partir do meio circundante e por degradacdo de proteinas. Determinadas proteinas, por
exemplo, podem ser obtidas pelo processo de pinocitose que sdo estocadas em organelas
chamadas reservossomos (Soares e De Souza, 1988).

Em particular, os epimastigotas de 7. cruzi catabolizam preferencialmente glicose, e depois
da exaustdo desse metabdlito, ocorre o catabolismo de proteinas e aminodcidos com producao
de amonia (Cazzulo, 1992b, 1994). Trabalhos cldssicos mostraram que asparagina, glutamina,
aspartato, glutamato, leucina, isoleucina e prolina sdo metabolizados pelo T.cruzi (Zeledon,
1960; Mancilla et al., 1967; Sylvester e Krassner, 1976). Foi proposto que todos esses
aminodcidos sdo convertidos em glutamato ou aspartato, podendo ser esses ultimos
desaminados para serem processados via Ciclo de Krebs (Silber et al., 2005).

Na literatura j4 estd bem descrito para 7. cruzi, que varios aminodcidos exercem funcdes que
vao além da sintese protéica e metabolismo energético, pois estdo envolvidos em processos tais
como osmorregulacdo (Rohloff et al., 2003; Rohloff et al., 2004), crescimento (Pereira et al.,
2002) e resisténcia ao estresse (Pereira et al., 2003). Logo abaixo estd descrito o metabolismo

dos principais aminodcidos na biologia de Trypanosoma cruzi.
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a) Metabolismo do Glutamato

O glutamato desempenha um papel critico em tripanosomatideos sendo um intermediério
metabdlico entre a prolina e o dcido tricarboxilico (Krassner e Flory, 1972; Ter Kuile e
Opperdoes, 1992; Obungu et al., 1999; Lamour et al., 2005). Juntos com alanina e aspartato, o
glutamato estd diretamente envolvido na alimentacdo do ciclo de Krebs com intermediarios
(Silber et al., 2005). O grupo amino (-NH;) do glutamato pode ser tranferido ao piruvato por
meio da enzima alanina aminotransferase (ALAT) e, até certo ponto, pela tirosina
aminotransferase (TAT), gerando orketoglutarato e alanina. Outra via do qual o glutamato é
convertido em arketoglutarato € por glutamato desidrogenase, uma enzima bem estudada, que
apresenta duas isoformas: uma mitocondrial e a outra citoplasmaética (Cazzulo et al., 1977; Juan
et al., 1978; Cazzulo et al., 1979; Juan, Cazzulo e Segura, 1979; Juan, Segura e Cazzulo, 1979;
Walter e Ebert, 1979; Carneiro e Caldas, 1983; Duschak e Cazzulo, 1991). Glutamato esta
envolvido na osmorregulacdo (Rohloff et al., 2004) e na metaciclogénese (Contreras et al.,
1985).
b) Metabolismo do Aspartato

O Aspartato também estd envolvido no suprimento dos intermedidrios do ciclo de Krebs
através da aspartato aminotransferase. Esta enzima, do qual apresenta caracteristicas similares
as enzimas dos mamiferos, transfere o grupo amino (-NH;) do aspartato a arketoglutarato,
gerando glutamato e oxaloacetato (Cazzulo et al., 1977). O glutamato obtido como subproduto
pode ser entdo processado via ciclo de Krebs. A aspartato aminotransferase pode também
transaminar os trés aminodcidos aromaticos e a alanina. Os grupos aceitadores sdo os piruvato
(convertido em alanina), o~ketoglutarato (convertido em glutamato) e oxaloacetato (convertido
em aspartato) (Montemartini et al., 1993; Montemartini et al., 1995), embora o seu principal
papel é conversdo do piruvato em alanina (Frydman et al., 1990). Como a TAT catalisa uma
transaminagdo reversivel entre aspartato ou alanina e aminodcidos aromaticos, parece ser uma
enzima chave na biosintese desses aminodcidos. Ambas as isoformas de glutamato
desidrogenase também participam da biosintese de aminodcidos pela sua habilidade de
incorporar NH3 no orketoglutarato gerando glutamato (Caldas et al., 1980). O aspartato é um
dos compostos que induz a diferenciacdo de epimastigotas para tripomatigotas metaciclicos

(metaciclogénese), sendo transportado por ambas as formas do parasita. O transporte de
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aspartato compete apenas com o de glutamato, sugerindo que este sistema de transporte é
especifico para aminodcidos anidnicos (Canepa et al., 2005).
c) Metabolismo da Glutamina

Dentro do hospedeiro invertebrado L-glutamina juntamente com a L-prolina constituem as
maiores fonte de carbono e energia para 7. cruzi, do qual sdo abundantes na hemolinfa e nos
fluidos teciduais do inseto vetor hematéfago (Cannata e Cazzulo, 1984; Fairlamb e Opperdoes,
1986). A glutamina pode ser sintetizada a partir do glutamato e NH3 na presenca de glutamina
sintetase (Caldas et al., 1980). Como esta reacao € reversivel, a glutamina pode ser oxidada pela
via glutamato.
d) Metabolismo da leucina e isoleucina

Sabe-se que, a leucina e isoleucina, que sdo inibidores da prolina desidrogenase (ProDH), a
primeira enzima do catabolismo da prolina, inibem a inducdo da metaciclogénese por este
aminodcido em 7. cruzi (Contreras et al., 1985; Homsy et al., 1989). A leucina e isoleucina sdo
aminodcidos de cadeia ramificada. Nenhum gene que codifica as enzimas desta via, a
aminotransferase (EC 2.6.1.42), a leucina desidrogenase (EC 2.6.1.6) ou a oxidase (EC 1.4.3.2),
foi encontrado no genoma de 7. cruzi. No entanto, foi descrito que a enzima tirosina
aminotransferase de 7. cruzi (EC 2.6.1.5) catalisa o primeiro passo da via de degradacdo da
leucina e isoleucina (Nowicki et al., 2001). Os dois passos seguintes sdo catalisados pela
subunidade fda 2-oxoisovalerato desidrogenase (EC 1.2.4.4) (Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes: http://www.genome.jp/kegg/pathway/map/map00280.html), gerando 3-
metilbutanoil-CoA no caso da leucina, e (S)-2-metilbutanoil-CoA no caso da isoleucina
(http://www.genome.jp/kegg/pathway/map/map00280.html).
e) Metabolismo da prolina

A prolina em particular, atua como um importante osmoprotetor, participando da resposta
ao estresse osmoético quando o 7. cruzi circula em diferentes ambientes como o tubo digestivo
do inseto, o sangue do hospedeiro mamifero ou o citoplasma da célula hospedeira. Além desses
processos, a prolina ¢ um aminodcido importante no fornecimento de energia para a invasao das
células do hospedeiro mamifero (Martins et al., 2009). Também foi mostrada a relevancia da
prolina, no sustento energético das formas intracelulares (Silber et al., 2009), na diferenciagcao
celular de epimastigotas para tripomastigotas metaciclicos (Contreras et al., 1985; Homsy et al.,

1989) e de epimastigotas intracelulares para tripomastigotas, processo que acontece no
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citoplasma das células infectadas (Tonelli et al., 2004). Finalmente, foi mostrada também a sua
participacdo nos mecanismos de resisténcia a diferentes tipos de estresse (Magdaleno et al.,
2009).

O transporte de prolina em epimastigotas de 7. cruzi, primeiro passo do seu metabolismo,
ocorre por meio de dois sistemas ativos, sendo um deles dependente do gradiente de H® da
membrana plasmatica e o outro dependente da hidrdlise direta de ATP (Silber et al., 2002). Por
outro lado, foi descrita também a presenca de uma prolina racemase (Reina-San-Martin et al.,
2000) que foi posteriormente foi caracterizada (Chamond et al., 2003) e parece estar envolvida
na metaciclogénese (Chamond et al., 2005), o que reforca o papel da prolina ou seus derivados
metabdlicos na diferenciacdo entre estdgios em 7. cruzi. Sabe-se ainda que, a leucina e
isoleucina, que sdo inibidores da prolina desidrogenase (ProDH), a primeira enzima do
catabolismo da prolina, inibem a indu¢c@o da metaciclogénese por este aminodcido (Contreras et
al., 1985; Homsy et al., 1989).

Resultados recentes do nosso laboratério (ainda ndo publicados) mostraram que a prolina
efetivamente é oxidada a glutamato através de duas enzimas que agem de forma seqiiencial:
uma prolina desidrogenase (ProDH) e uma A-pirrolina 5 carboxilato desidrogenase (PSCDH)
(Figura 4). Nesse sentido, foi explorada a atividade tripanocida de andlogos de prolina com

especial énfase naqueles com atividade inibitéria do transporte desse aminodcido.
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Figura 4. Representacio esquematica do metabolismo de L-prolina. O primeiro passo na degradacéo
da prolina (PRO) é a sua conversio a pirrolina-5-carboxilato (P5C) pela prolina
desidrogenase (PRODH). Em seguida, PSC pode ser convertida espontaneamente a glutamato
semialdeido (GSA), o qual € reduzido de volta a prolina pela enzima pirrolina-5-redutase
(PSCR) ou ainda ser convertida a glutamato pela pirrolina-5-desidrogenase (PSCDH).
Posteriormente, o glutamato € desaminado gerando a-cetoglutarato pela glutamato
desidrogenase. O a-cetoglutarato por sua vez, entra no ciclo de Krebs, e assim participa dos
metabolismos energético e de aminodcidos. Alternativamente, a PSC-GSA pode ser convertida
a ornitina pela ornitina aminotransferase (OAT) e participar das reacdes do ciclo da uréia.
Fonte: Paes (2010).
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1.7 O acido L-tiazolidina-4-carboxilico ou tioprolina (T4C)

T4C é um aminodcido derivado da cisteina e andlogo em estrutura molecular a prolina,
tendo em seu anel um enxofre no lugar de um carbono (Figura 5). O T4C foi preparado e
descrito pela primeira vez por Schubert em 1936 e depois descrito independentemente por
Clarke e Ratner em 1937 (Schubert, 1936; Ratner e Clarke, 1937). O método de sintese deste
aminoécido consiste numa reacdo de condensacgdo entre cisteina e formaldeido, do qual resulta o
T4C (Schubert, 1936). De acordo com a literatura, o T4C pode atuar como agente oxidante
intracelular e quelante de radicais livres (Weber et al., 1982). Estd descrito que T4C, in vitro,
melhora a atividade de enzimas antioxidantes (De La Fuente e Miquel, 2009) e in vivo, melhora
diversas funcOes de células imunes, como por exemplo a fun¢do de macréfagos peritoniais de
camundongos com fendtipo de senescéncia acelerada (Correa et al., 1999). Além disso, T4C
mostrou atividade inibitdria sobre o crescimento de bactérias Escherichia coli, demonstrando

potencial para o tratamento de infec¢des do trato urindrio (Unger e Demoss, 1966a; b).

H o H o
N
¢ OH b OH
L-Proline L 4-Thiazolidinecarboxylic acid

Figura 5. Representacao estrutural de prolina e seu analogo T4C.

1.7.1 Metabolismo de T4C

Foi sugerido que T4C inibe o crescimento de Escherichia coli devido a sua interferéncia
com o transporte de L-prolina substituindo-a no RNA transportador-prolil correspondente
(Unger e Demoss, 1966a, b). Além disso, também foi sugerido que T4C pode inibir a sintese de
prolina em E. coli, melhorando a incorporagdo deste andlogo nas proteinas (Unger e Demoss,
1966b). Quando bactérias E. coli sdo submetidas em um meio livre de prolina, elas sdo capazes
de ativamente oxidar T4C, e o produto desta oxidagdo pode ser usado como fonte de carbono
para sintese das bases nitrogenadas guanina e uracila (Unger e Demoss, 1966a). Em células

hepdticas e renais de ratos, T4C é oxidado pela prolina oxidase mitocondrial, sendo hidrolisado
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a N-formilcisteina, e por ulimo em cisteina e dcido férmico por enzimas citosélicas (Bohler et
al., 1989). Da mesma forma, o T4C foi capaz de inibir a sintese de prolina em folhas murchas
de vegetais que sintetizam e acumulam prolina rapidamente em condi¢des de estresse hidrico
(Elthon e Stewart, 1984). Essa inibicdo ndo teve nenhum efeito sobre a enzima acido P5C
redutase que converte PSC em prolina. Por outro, T4C ndo teve nenhuma influéncia sobre a
incorporagdo de prolina em proteinas de plantas. Além disso, os autores demonstraram que as
concentracdes entre 0,2 e 1 mM de T4C inibiram a oxidac¢do de prolina na mitocondria isolada
de cevada etiolada, esta inibi¢do foi relacionada com a atividade da prolina desidrogenase e ndo
com o transporte de prolina para a matriz mitocondrial (Elthon e Stewart, 1984).

Todas essas informacdes sugerem que a atividade inibitéria de T4C sobre o crescimento de
T. cruzi poderia ser devido a qualquer um desses processos mencionados em que a prolina
participa. Recentemente, Magdaleno et al. (2009), demostraram que T4C inibe
competitivamente o transporte de prolina em 7. cruzi, diminuindo o estoque de prolina
intracelular, no entanto, a atividade da prolina desidrogenase e prolina racemase nao foi inibida
(Magdaleno et al., 2009). Além disso, T4C inibiu o crescimento de formas epimastigotas
(ClI5=0,88 mM) e interagiu sinergicamente com condi¢des de estresse que o parasita sofre ao
longo do seu ciclo de vida, tais como estresse térmico, nutricional e particularmente estresse
oxidativo. Mais ainda, houve uma diminui¢do significativa no nimero de parasitas liberados no
meio de cultura, quando culturas de células CHO-K;, infectadas por tripomastigotas foram
tratadas com uma concentracao de 10 mM de T4C. (Magdaleno et al., 2009).

A partir dos dados de inibicdo do ciclo infectivo in vitro, e apesar das altas concentragcdes
nas quais esse efeito foi evidenciado (10 mM), resolveu-se avaliar a atividade in vivo do T4C
sob a hipétese de que na presencga constante dos fatores de estresse mencionados acima, esse
andlogo iria ter um melhor desempenho do que nos experimentos in vitro. Esses dados em
conjunto colocam o T4C como um possivel terapéutico de interesse para o controle da infeccao
pelo T. cruzi. Com base nesses dados, no presente projeto propomos avaliar o efeito do T4C

num modelo de infec¢@o aguda experimental pelo 7. cruzi.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

= Avaliar o efeito, assim como as perspectivas terapéuticas, do andlogo estrutural da
prolina, 4cido L-tiazolidina-4-carboxilico (T4C), na infeccdo aguda pelo Trypanosoma

cruzi em modelo animal.

2.2 Objetivos especificos

= Avaliar o efeito de T4C sobre a parasitemia, mortalidade e carga parasitaria em tecidos
de camundongos Balb/c infectados pela cepa Y de T. cruzi.

= Avaliar os indicadores de efeitos téxicos de T4C sobre camundongos Balb/c ndo
infectados.

= Avaliar o efeito de T4C sobre a expressdo génica de citocinas IFN-y e IL-10 em tecidos

de camundongos infectados.

35



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao dos animais

Foram utilizados camundongos isogénicos fémeas das linhagens Balb/c entre 6 a 12
semanas de idade, do Biotério do Departamento de Parasitologia do ICB, USP. Esses animais
foram mantidos a temperatura ambiente regulada com acesso livre a ragdo e dgua (ad libitum).
Todos os procedimentos laboratoriais envolvendo animais foram previamente autorizados pela
Comissdo de Etica em Uso de Animais para experimentagio do ICB-USP (Protocolo 067, Fls

58, Livro 02).

3.2 Obtencao e manutencao das cepas de 7. cruzi

3.2.1 Formas tripomastigotas sanguicolas

A cepa Y de Trypanosoma cruzi (T. cruzi), isolada por Silva e Nussenzweig (1953), possui
morfologia fina com picos parasit€émicos precoces. Esta cepa € altamente virulenta e patogénica,
causando alta mortalidade e lesdes tissulares graves (Scorza e Scorza, 1972; Silva e
Nussenzweig, 1973). Juntamente com a linhagem de camundongos Balb/c representam um
modelo amplamente aceito para o estudo da infec¢do aguda da doenga de Chagas. A cepa Y de
T. cruzi foil mantida por meio de repiques semanais em camundongos da linhagem Balb/c. Os
animais foram inoculados por via intraperitoneal (i.p.) com formas tripomastigotas sanguicolas
(1.000 parasitas/animal). A cada semana, o sangue contendo formas tripomastigotas foi obtido
por puncdo cardiaca na presenca de heparina 5.000 UI (Liquemine Roche), ou solugdo
anticoagulante (citrato de sédio 1,78 %, acido citrico 0,63 % e glicose anidra 3 % diluidos em

agua milliQ), apOs anestesia dos animais infectados.

3.2.2 Formas epimastigotas

As formas epimastigotas de 7. cruzi, cepa CL, clone 14 (Brener e Chiari, 1963) foram

mantidas em fase exponencial de crescimento em meio LIT (Liver Infusion-Tryptose) pH 7,2,
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que contém infusdo de figado 5,0 g/L, Triptose 5,0 g/L, NaCl 4,0 g/L, KCL 0,4 g/L, Na,HPO4
8,0 g/L, glicose 2 g/L, hemina 10 g/L suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) a 28
°C (Camargo, 1964).

3.3 Infeccao e tratamento

3.3.1 Ensaio de infec¢do e administragdo tinica de T4C

Os animais foram infectados com 500 formas de tripomastigotas sanguicolas por via
intraperitoneal (i.p.). Apds 1 hora, receberam pela mesma via tampao fosfato salino (PBS) —
grupo controle — ou o 4cido L-tiazolidina-4-carboxilico (T4C) diluido em PBS, num volume

final de 200 pl. As doses testadas variaram entre 30 a 200 mg/kg.

3.3.2 Ensaio de infec¢do e administragdo prolongada de T4C

Os animais foram infectados por via i.p. com 500 formas de tripomastigotas sanguicolas.
Ap6s 6 horas, receberam pela mesma via a primeira dose de PBS (grupo controle) ou T4C
diluido em PBS, num volume final de 200 pl. Os animais foram tratados durante 10 dias de 12
em 12 horas, utilizando-se doses 10 ou 40 mg/Kg dia.

O efeito da dose tnica ou prolongada de T4C sobre a infec¢do de camundongos foi avaliado
quanto aos seguintes parametros: (a) parasitemia; (b) sobrevida; (c) parasitismo tecidual e
eventualmente (d) expressdo génica de citocinas sob o tratamento concomitante a infecgdo,

como descrito mais adiante.

3.4 Avaliacao da parasitemia e sobrevida

Amostras de sangue foram obtidas da veia caudal dos animais, entre o 5° e 15° dia depois da
infec¢do (d.p.i.), o que corresponde a fase aguda da doenca. A cada dia a parasitemia foi
determinada em 10 pL contando-se o numero de parasitas moveis em 25 campos do
microscopio de luz (Nikon Eclipse E200) utilizando-se um aumento de 400x (Brener, 1962). A

sobrevida dos animais foi acompanhada durante 40 d.p.1.
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3.5 Determinacao da DLs) da cepa Y de Trypanosoma cruzi

A fim de determinar o valor do indculo utilizado neste trabalho (500 formas de
tripomastigotas sanguicolas em camundongos Balb/C) em unidades de DLs, foi feito um ensaio
de infeccdo por via i.p. com trés tamanhos de inéculos diferentes: 500, 750 ou 1000 formas de
tripomastigotas sanguicolas. Foram avaliadas a parasitemia e a mortalidade, e entdo, o valor de

DLs foi obtido.

3.6 Avaliacao dos indicadores de efeitos toxicos de T4C

Animais ndo infectados que receberam tratamento de dose unica ou prolongada de T4C ou
ainda, PBS (controle), foram acompanhados por 40 dias. Os parametros avaliados ao longo

desse tempo foram peso corporal (FX — 1200i, AND A&D Company) e sobrevida.

3.7 Técnica histolégica e analise da carga parasitaria

O parasitismo tecidual foi avaliado através da contagem aleatéria do nimero de ninhos de
amastigotas observados em 20 campos microscopicos, utilizando-se um aumento de 400x
(Castro e Brener, 1985). Para isso, no 15° d.p.i., amostras de baco, bexiga, coragdo, intestino,
musculo esquelético e pulmdo foram coletadas de animais controles e tratados. Os 6rgaos foram
transferidos para o formaldeido 10% diluidos em tampao PBS, e entdo processados por
desidratacdo gradual em solugdes de etanol, seguida de imersdo em xileno, e porteriormente
emblocados em parafina. Seccdes de tecido de 5 pm de espessura foram obtidas e coradas com

hematoxilina e eosina (H&E) e analisadas por microscopia de luz.

3.8 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR) quantitativa e analise da carga parasitaria

Para confirmar os dados de carga parasitdria nos seis tecidos citados acima, foi adaptada da
literatura (Cummings e Tarleton, 2003) uma técnica de PCR em tempo real, com o propésito de
quantificar o numero de parasitas equivalentes a 5 ng de DNA gendmico (DNAg) proveniente

de cada tecido jd citado. Para isso, foi escolhido o método “quantificacdo absoluta baseada na
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utilizacdo de uma curva-padrao”. A vantagem do uso desse método é que ndo ha necessidade
que a eficiéncia da amplificagdo do gene alvo e do controle endogeno sejam equivalentes.

Entretanto, foi necessdrio utilizar a cada corrida, uma curva padrao.

3.8.1 Extragcdo de DNAg de tecidos

No 15° d.p.i., amostras dos seis 6rgdos foram retiradas dos camundongos de cada grupo
experimental, para extracdo de DNAg, que foi realizada utilizando-se o “kit” “Dnaeasy Blood
and Tissue Kit” conforme especificacdes do fabricante (Quiagen). A concentracdo de DNAg
das amostras foi estimada por espectrofotometria e ajustada a uma concentracio final de 2,5
ng/uL. Alternativamente, a concentracio de DNAg foi determinada por espectrofotometria
(leitura das absorbancias a 260 e 280 nm) em aparelho NanoDrop (Spectrophotometer ND-
1000).

3.8.2 Construgdo das curvas-padrdo para PCR quantitativa (PCRq)

Para constru¢do da curva-padrdo foi extraido DNAg (como descrito acima) de 25 mg de
cada tecido previamente contaminado artificialmente com 5x10° epimastigotas da cepa CL-14
de T. cruzi. Uma vez ressuspendido, o DNAg foi seriadamente diluido a um fator de 1:10, com
2,5ng/ul de DNAg proveniente de tecidos de camundongos sem infec¢do. O limite de detec¢do
observado foi de aproximadamente 0,5 parasita equivalente/25 mg de tecido, sendo compativel

com os limites de detec¢do relatados na literatura (Cummings e Tarleton, 2003).
3.8.3 PCR em tempo real ou PCRq

Cada unidade de reacdo conteve 5 ng de DNAg, 0.5 uM de primers especificos de T. cruzi
TCZ direto 5’-GCTCTTGCCCACAMGGGTGC-3, e TCZ reverso 5—
CCAAGCAGCGGATAGTTCAGG-3’(Bioneer; Bioneer Corporation; Daedeok-gu, Daejean,
Korea do Sul), (onde M corresponde aos nucleotideos A ou C), 10uL. de Sybr Green Master
Mix (Fermentas®; Fermentas Canada Inc; Burlington, Ontério, Canadd) e Agua Nuclease-free

(Fermentas®), num volume final de 20 pL. Esses primers amplificam um produto de 182 pares-
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de-bases. Paralelamente, como controle normalizador para cada amostra, foi feita uma reacao
com primers especificos para fator de necrose tumoral-& (TNF-@) murino: TNF-5241 direto 5°—
TCCCTCTCATCAGTTCTATGGCCCA-3’ e TNF-5411 reverso 5-
CAGCAAGCATCTATGCACTTAGACCCC-3’(Bioneer) numa concentracao de 0,5 uM. As
placas contendo as reacdes foram transferidas para o termociclador Eppendorf RealPlex 2/2. A
fase de amplificacdo foi dividida em 3 etapas e submetida a 40 ciclos: 95 °C por 10 segundos,
63 °C por 15 segundos e 72 °C por 8 segundos. A ultima fase foi a constru¢do da curva de

desnaturacgdo (95 °C por 1 segundo, 60 °C por 30 segundos e 90 °C por 1 segundo).

3.8.4 Tratamento de dados

A quantificac@o absoluta baseada na utiliza¢do da curva-padrdo foi o método escolhido para
andlise dos dados. Os valores de Ct (Cycle threshold) obtidos pelo software Eppendorf RealPlex
2/2 versao 1.5 foram transformados em ndmeros de parasitas equivalentes (Pg) a 5 ng de DNA
de tecido murino e suas médias foram corrigidas de acordo com os produtos de TNF-o
(Cummings e Tarleton, 2003), como descrito abaixo:

Mediante o uso da curva padrdo, foram obtidos os niimeros de Pg a 5 ng de DNA tecidual

em escala logaritmica (utilizando primers TCZ ou TNF-@) por meio da férmula abaixo:

y=mx+b

Sendo que:

m = inclinagdo da curva;
b =Y na origem;

x = variavel (Ct).

Os valores obtidos até aqui (tanto para os produtos de TCZ quanto para TNF-a) foram
retornados a numeros reais de Pg a 5 ng de DNA tecidual, elevando a cada valor obtido a base
10. Tendo os nimeros reais de Pg a 5 ng de DNA tecidual para os dois pares de primers, foram
feitas as normalizagdes, como descrito abaixo:

Todos os valores (nimeros reais de Pg a 5 ng de DNA tecidual) obtidos para o produto de

TNF-a foram divididos pelo maior valor do produto desse mesmo par de primer. A razdo obtida
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aqui para cada amostra foi multiplicada respectivamente para cada valor (nimeros reais de Pg a
5 ng de DNA tecidual) do produto de TCZ. Finalmente, as médias e o erro padrdo foram

determinados para cada grupo experimental, a partir dos valores obtidos aqui.

3.9 Analise de expressao génica das citocinas interferon-gama (IFN-9) e interleucina-10

(IL-10) em tecidos

A expressdo génica das citocinas IFN-ye IL-10 em tecidos foi avaliada por meio da técnica
PCR quantitativa - via Transcriptase Reversa (RT-PCRg). Para andlise dos dados foi escolhido
o método de AACt comparativo, no qual se obtém a razdo de expressdao génica entre o gene alvo
de tecidos de animais tratados e ndo tratados. A seqiiéncia do gene codificante para f—actina foi
usado como normalizador para os ensaios de expressao génica.

O método comparativo € usado para medir diferencas de expressdo de um RNA mensageiro
entre amostras experimentais. Tipicamente, este ensaio € usado quando se investigam diferencas
na expressdo génica de animais selvagens e nocautes ou transgénicos, ou entre amostras-
tratadas e controles. Os resultados sdo expressos como ‘“razdo de expressdao” relativa ao
calibrador (animais ndo tratados). O método AACt € aplicdvel apenas quando os primers
especificos ao gene de interesse e gene referéncia endégeno demonstram ter curvas-padrdo com
coeficientes maximos, indicando maxima eficiéncia de amplificagdao (valores - 3.3+0,1; R? >
0,99). Nessas condicdes, os primers terdo 100% de eficiéncia e as amplificacdes serdo

consideradas comparaveis.
3.9.1 Extracdo de RNA total de tecidos

Amostras de coragdo, bago e intestino foram retiradas dos animais que receberam
tratamento prolongado, no 10 d.p.i. Os tecidos (50 a 100 mg) foram macerados e entdo,
homogeinizados na presenga de 1 mL de Trizol. Apds 10 minutos de incubacdo em temperatura
ambiente, foi adicionado 0,2 mL de cloroférmio as amostras sendo incubadas por mais 3
minutos. Os tubos contendo as amostras foram centrifugados a 12.000 x g a 4 °C por 15
minutos. Ap0s a centrifugacdo, a fase aquosa foi recuperada sendo adicionado a ela 0,5 mL de

isopropanol, e entdo incubadas por 10 minutos. Seguiu-se 10 minutos de centrifugacdo 12.000 x
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g a4 °C. Posteriormente, o sobrenadante foi desprezado e foi adicionado ao sedimento 1 mL de
etanol 75%. Os tubos novamente foram centrifugados, desta vez a 7.500 x g por 7 minutos a 4
°C. Finalmente, os sedimentos contendo o RNA purificado foi ressuspendido em 30 puL de dgua
livre de ribonucleases (DEPC). As amostras de RNA foram tratadas com DNAse, com a
finalidade de eliminar possiveis contaminacdes das amostras com DNA. A auséncia de
contaminacdo com DNA foi ainda confirmada por PCR das amostras de RNA tratadas (auséncia
de produto de amplificacdo). A concentracdo de RNA das amostras foi determinada por

espectrofotometria em aparelho NanoDrop como descrito anteriormente para DNA.

3.9.2 Teste de eficiéncia dos primer IFN-y IL-10 e f-ACT

Antes de avaliar a expressdo génica das citocinas, foi necessdrio certificar-se que os trés
pares de primers escolhidos amplificassem as amostras de cDNA com a mesma eficiéncia. A
eficiéncia € dependente de diversos fatores tais como, qualidade dos primers, diluicdo e a
variabilidade das condi¢des na corrida de PCR. O valor de inclinagao da curva que € fornecido
com a constru¢do da curva-padrdo, ndo necessita exatamente ser —3,3 + 0,1. Neste caso, a
inclinacdo da curva, gerada pelo par de primers teste, deve corresponder a inclinagdo da curva
do par de primers normalizadores (gene referéncia endégeno) para a mesma amostra de cDNA
padrdo dentro do desvio padrdo + 0,1. Por exemplo, se o par de primers teste gerar uma
inclinacdo da curva de -3,6 e o par de primers referéncia uma inclinacdo da curva de -3,5 para o
mesmo cDNA padrdo usado, entdo o teste estd validado. Entretanto, se o par de primers
nornalizadores gerar uma inclinag@o da curva de -3,3 e o par de primers teste uma inclinagao da
curva de -3,6, o teste estd invalidado (Bookout et al., 2005). Para isso foram feitas trés curvas-

padrdo uma para cada par de primers.

3.9.3 Padroes de calibracdo quantitativa

Para se obter padrdes quantitativos para cada gene de interesse, foram feitas clonagens dos

genes de cada citocina como descrito abaixo, e estocados a — 20 °C.
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a) Amplificacdo e purificacdo de fragmentos de DNA complementar e ligacdo

Amostras de DNA complementar (cDNA) ao RNA mensageiro (mRNA) de tecidos de
animais infectados foram submetidas a PCR usando os trés pares de primers IFN-y, IL-10 e -
ACT. Posteriormente, as reacdes foram analisadas por eletroforese em gel de agarose 2,0 %, e
entdo, o DNA correspondente as bandas de interesse foram purificadas mediante o uso do
sistema “NucleoSpin®ExtractIl’ (Macherey-Nagel GmbH & Co KG; Diiren, Nordrhein-
Westfalen, Alemanha) de acordo com as indicagdes do fabricante. Para clonagem em vetor
bacteriano, nas reac¢des de ligacdo foram usados o vetor pGEM-T-Easy® (Promega Corporation;
Madison, WI, Estados Unidos), o fragmento de DNA, empregando-se a razdo molar
inserto:vetor equivalente a 3:1, a enzima T4 DNA ligase (1U/ul, Fermentas®) em tampao nas
condi¢cdes recomendados pelo fabricante. Em todos os casos, o volume de reacdo total foi
utilizado para transformar as células de E. coli (DH5a), como descrito logo abaixo. Os clones
obtidos aqui contendo o fragmento de DNA foram submetidos a seqiienciamento como descrito
mais adiante (item d).
b) Transformagdo de bactérias competentes

* Bactérias E. coli

As linhagens de E. coli utilizadas foram crescidas a 37 °C em meio LB (triptona 10 g/L,
extrato de levedura 5g/LL e NaCl 10 g/L, com pH de 7.,5) liquido ou sélido, suplementadas
quando necessdrio com os antibidticos ampicilina (100 pg/mL) e cloranfenicol (50 pg/ml) para
selecdo de colonias portadoras de plasmideo com marca de resisténcia, 20 ug/mL de X-gal (5-
bromo-4-cloro-3-indolil ~ B-galactopiranosideo) e 1 mM de IPTG (Isopropil B-
galactopiranosideo) para selecdo de colonias sem atividade B-galactosidase (brancas).

»  Preparagdo de bactérias competentes

Na preparagdo das bactérias competentes para a transformacdo, uma colonia de bactéria (E.
coli DH5-a ou BL21-Codon Plus (DE3)-RIL) foi inoculada em 5 mL de meio LB (sem
antibidtico) e cultivada a 37 °C por 16 horas com agitagdo. No dia seguinte a cultura crescida
foi diluida 1:100 em meio LB e incubada nas mesmas condi¢des anteriores até atingir uma
densidade otica (DOggo) entre 0,5 e 0,6. As células foram entdo coletadas por centrifugacdo a
3.000 x g por 10 minutos a 4 °C e lavadas com 500 mL de dgua milli-Q estéril gelada. O
sedimento obtido foi homogeneizado em 50 mL de solugdo gelada de CaCl, 0,1 M e incubado

por aproximadamente 1 hora em gelo. Em seguida a suspensdo celular foi centrifugada a 3.000
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X g por 15 minutos a 4 °C e o sedimento celular homogeneizado com 2 mL de solu¢do gelada de
CaCl, 0,1 M. As células competentes foram usadas imediatamente ou estocadas a -70 °C em
presenca de glicerol 20% (v/v).

»  Transformagdo

As aliquotas das suspensdes de células competentes (100 pL) foram descongeladas em gelo,
transferidas para tubos de ensaio estéreis e incubadas com os produtos de ligacdes por 30
minutos. Em seguida as células foram submetidas a choque térmico (42 °C por 2 minutos) e
imediatamente incubadas em gelo por mais 10 minutos. Apds a recuperacdo das células em
meio LB por 1 hora a 37 °C com agitagdo, as bactérias foram plaqueadas em meio LB sélido
contendo o respectivo antibiotico e/ou IPTG e X-Gal para sele¢do das colonias recombinantes.
As bactérias contendo o plasmideo (produto das ligacdes) foram crescidas em um pré-inoculo a
37 °C em meio LB com ampicilina (100 pg/mL) e cloranfenicol (50 pg/ml) por 16 horas. O pré-
in6culo foi diluido 1:100 no mesmo meio e incubado a 37 °C, sob agitacdo até a cultura atingir
uma DO de 0,6.

c) Extracdo de DNA plasmidial em pequena escala (Mini-prep)

Os DNAs plasmidiais dos clones obtidos nas transformacdes de células de E. coli (DH5a)
foram extraidos pelo método de lise alcalina, como descrito por Sambroock et al. (1989). Uma
coldnia de bactéria recombinante cultivada a 37 °C por 16 horas em 2 mL de meio LB com o
antibidtico adequado foi centrifugada a 3.000 x g por 10 minutos e homogeneizada em 300 puL
de solugdo I (Tris-HCI 25 mM; glicose 50 mM; EDTA 10 mM, pH 8,0) contendo RNase A 100
ug/mL. Em seguida foram adicionados 300 uL de solucdo II (hidréxido de sédio 0,2M; SDS
1%) misturando-se delicadamente. Apds 5 minutos de incubacdo a temperatura ambiente, foram
acrescentados 300 uL de solucdo III (4cido acético glacial 5 M; acetato de potdssio 3 M) e a
suspensao misturada por inversdo e incubada por 30 minutos no gelo. Em seguida a suspensao
foi centrifugada a 6.000 x g por 10 minutos. O sobrenadante recuperado foi precipitado com
400 uL de isopropanol e novamente centrifugado a 6.000 x g por 20 minutos. O precipitado
formado foi lavado com 600 uL de etanol 70% gelado, submetido a nova centrifugacdo, seco e
solubilizado em 30 pL de tampao TE. A integridade do DNA foi confirmada apds eletroforese

em gel de agarose 2% e coloragdo com brometo de etidio.

44



d) Segiienciamento de DNA

As reacOes de seqiienciamento foram realizadas pelo Método de Sanger (Sanger et al.,
1977), utilizando o oligonucleotideo M13 direto e o kit de seqiienciamento de DNA BigDye™
3.1 (Applied Biosystems; Life Technologies Corporation; Carlsbad, CA, Estados Unidos)
segundo instru¢des do fabricante. As reagdes foram resolvidas num seqiienciador automatico
ABI 3100 (Applied Biosystems). Os alinhamentos e comparacOes entre as seqiiéncias foram
realizados mediante o uso dos programas Align versdo 6.2.0, BLAST versdo 2.2.19 (NCBI),
BioEdit versdo 7.0.0.

3.9.4 PCR quantitativa - via Transcriptase Reversa

Ap6s a extracdo de RNA foram realizadas as sinteses de cDNAs, utilizando 3 pg de RNA
total previamente tratado com DNase, 200 U de transcriptase reversa Superscriptll (Invitrogen;
Life Technologies Corporation; CA, Estados Unidos), 50 ng de oligonucleotideos (hexameros
aleatorios) ou 250 ng de oligo-dT, 2,5 mM de dNTPs, 10 mM de DTT, 40 U de RNase OUT e
tampdo 1X da transcriptase reversa, segundo instru¢des do fabricante (Invitrogen). Os cDNAs
obtidos foram diluidos em dgua milli-Q numa concentracdo final por volta de 10 ng/uL. Em
seguida, foram realizadas a reacdes de R7-PCRg utilizando 3,2 pmoles de oligonucleotideos
murinos: IFN-y direto 5 -TCAAGTGGCATAGATGTGGAAGAA-3’ e reverso 5—
TGGCTCTGCAGGATTTTCATG-3" (produto final: 92 pares-de-bases); IL-10 direto 5°-
GGTTGCCAAGCCTTATCGGA-3> e reverso 5 -ACCTGCTCCACTGCCTTGCT-3’
(produto final: 191 pares-de-bases); e como primers normalizadores S-ACT direto 5-
AGCTGCGTTTTACACCCTTT-3’ e reverso 5’~AAGCCATGCCAATGTTGTCT-3’ (produto
final: 81 pares-de-bases), 50-100 ng de cada cDNA como molde e 5 pL de SYBR Green
(Fermentas), sob os seguintes parametros: 94 °C por 5 minutos, 40 ciclos de 94 °C por 15
segundos e 60 °C por 30 segundos, 72 °C por 15 segundos. A curva de dissociacdo foi realizada

nas seguintes condi¢des: 95 °C por 1 segundo; 60 °C por 30 segundos e 90 °C por 1 segundo.
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3.9.5 Tratamento de dados

Os dados foram obtidos pelo software Eppendorf RealPlex 2/2 versdo 1.5 e analisado pelo
método de AACt comparativo no qual obtém-se a razdo entre a expressdo do gene alvo de
tecidos de animais tratados e os ndo tratados. Para isso, primeiramente, foi obtida a razdo
relativa da abundancia de transcritos do gene IFN-y e IL-10 em relagdo ao normalizador (f-
ACT), que foi calculada através da diferenca entre as médias dos Ct’s do gene alvo e a média

dos Ct’s do gene normalizador, de acordo com a seguinte férmula:

ACt = Ct gene alvo - Ct gene normalizador.

Posteriormente, foi obtida a razdo entre a expressdo do gene alvo de tecidos de animais

tratados e os ndo tratados, através da seguinte formula:

AACt = ACt grupo tratado com T4C — ACt grupo ndo tratado

J4 que o valor de Cr € proporcional ao logaritmo da quantidade do gene alvo presente nas

amostras (Pfaffl, 2001), o valor final foi dado através seguinte férmula aritmética:

—AACt

3.10 Analises de dados e estatisticas

Os dados foram inseridos em gréficos utilizando-se o programa computacional GraphPad
Prism versdo 4.0, GraphPad Software. Para analisar se existem diferengas estatisticamente
significativas entre os dados obtidos pelos grupos experimentais, foi utilizada a andlise de

variancia: One-Way ANOVA e Tukey post-test. Para analisar os dados de sobrevida foi utilizado
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o teste estatistico Longrank-test. Os valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente

significantes, exceto que outro valor seja explicitamente indicado
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4 RESULTADOS
4.1 Determinacao da Dose-Letal 50 % (DLs) da cepa Y de T. cruzi

A cepa Y de Trypanosoma cruzi possui picos parasitémicos precoces, sendo altamente
virulenta e patogénica, e produzindo uma alta mortalidade e lesOes tissulares graves (Scorza e
Scorza, 1972). Portanto, essa cepa, junto a linhagem de camundongo Balb/c (o modelo
experimental escolhido) torna-se ideal para o estudo de infec¢do chagasica aguda. A escolha do
tamanho do indculo (quantidade de tripomastigotas vidveis) € crucial, pois determina qual dia
serd o pico parasitémico e o momento da mortalidade. Além disso, o ndimero de parasitas
inoculados pode determinar a eficicia de uma droga em estudo. Para isso, foi feito um ensaio de
infeccdo em camundongos com diferentes tamanhos de indculos, a fim de determinar a quantas
DLsy corresponde uma infec¢dao por 500 formas de tripomastigotas sanguicolas da cepa Y
(tamanho de in6culo escolhido para este estudo). Os animais que receberam 500 ou 750 formas
de tripomastigotas sanguicolas tiveram o pico da parasitemia no 9° d.p.i., correspondendo a
22,57 £ 3,51 € 29,13 + 6,26 x 10° parasitas/mL, respectivamente, enquanto que, 0S animais
infectados com 1.000 formas apresentaram o pico da parasitemia no 8° d.p.i., com 32,36 + 5,81

x 10 parasitas/mL (Figura 6).
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Figura 6. Picos parasitémicos em camundongos Balb/C infectados i.p. com 500, 750 ou 1.000
formas de tripomastigotas sanguicolas da cepa Y de Trypanosoma cruzi. Os picos ocorrem
nos dias 8 ou 9 p.i. (N =5)

48



Nenhuma das doses testadas matou 100 % dos camundongos. Os animais que receberam
500, 750 ou 1.000 formas tiveram 70, 80 e 90 %, respectivamente, de mortalidade (Figura 7).
Uma vez que as trés doses avaliadas mostraram ser subletais, pode ser dito que s@o aptas para
ensaios de infeccdo no qual se avalie o efeito de drogas anti-7. cruzi. Portanto, em nossos
experimentos foram utilizadas como dose de infeccio 500 formas de tripomastigotas

sanguicolas da cepa Y, o que corresponde a um DLsq de 1,7.
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Figura 7. Curva de mortalidade de camundongos Balb/C infectados i.p. com 500, 750 ou 1.000
formas de tripomastigotas sanguicolas da cepa Y de Trypanosoma cruzi. (N = 5).

4.2 Ensaios de toxicidade de T4C

T4C € uma droga que pode resultar em toxicidade em mamiferos. Em uma revisdo feita por
Gosalvez, (1983) estdo descritos os efeitos inibitorios de T4C sobre células de mamiferos, tal
como a inibi¢do da sintese protéica (Gosalvez, 1983). Um trabalho prévio (Knowles e Ballard,
1978) também demonstrou o mesmo efeito em reticuldcitos. Muitos trabalhos relatam seu efeito
antioxidante que melhora vdrias fungdes fisiologicas em diferentes modelos animais (Miquel et
al., 1982; Suo et al., 2006; Navarro et al., 2007; De La Fuente e Miquel, 2009), no entanto, T4C
pode ser téxico devido a que, pode ser hidrolisado em cisteina e formaldeido, sendo esse dltimo

o responsavel, pela toxicidade (Gosalvez, 1983).
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Foram avaliados parametros indicadores dos efeitos toxicos do T4C sobre camundongos nao
infectados, por meio do acompanhamento de peso corporal e sobrevida. Em média o peso
corporal inicial de cada camundongo foi de 22,4 * 1,4 gramas. As maiores diferencas de peso
entre os animais tratados com dose tnica (200 mg/Kg) e o controle ocorreram no 12° dia apds a
injecdo da droga. Neste dia o grupo ndo tratado e os tratados com T4C nas doses de 50 e 200
mg/Kg apresentaram um aumento de 7,9 %, 5,6 % e 1,4 % de peso corporal, respectivamente
(Figura 8A). Além disso, T4C na dose de 200 mg/Kg levou a morte a 20% dos camundongos,
um dia apdés a sua administracdo (Figura 8B). Nao foi observada mortalidade em animais
tratados a doses menores até o final do experimento. Quando administrado por periodo
prolongado (10 dias) T4C reduziu progressivamente o peso de animais tratados com a maior

dose (Figura 8C) e diminuiu 40% a sobrevida em relagdo ao grupo controle (Figura.8D).
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Figura 8. Peso corporal e curva de mortalidade de camundongos Balb/C nao infectados e tratados
com dose tnica ou prolongada de T4C. A, C: Peso corporal de animais tratados com dose
unica (n=10) ou prolongada (n=5), respectivamente; B, D: Curva de mortalidade de animais
que receberam dose Unica (n=5) ou prolongada (n=5). Animais que receberam apenas o
veiculo (PBS) constituem o grupo controle em todos os experimentos.

4.3 Infeccao e tratamento com T4C em dose Gnica

4.3.1 Parasitemia e sobrevida

Uma vez que, os trés tamanhos de inéculo (500, 750 e 1.000 formas de tripomastigotas
sanguicolas) mostraram ser subletais, pode ser dito que sdo aptos para ensaios de infec¢cdo no
qual se avalie o efeito de drogas anti-7. cruzi. Portanto, para avaliar o efeito de T4C sobre a
infeccdo de camundongos Balb/C pelo Trypanosoma cruzi, foram utilizadas em nossos

experimentos 1,7 DLsy de tripomastigotas sanguicolas (500 formas). O pico da curva
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parasitémica em experimentos independentes variou entre os dias 8 e 9 pds-infeccdo (p.i.) Os
animais que receberam T4C nas doses 30 ou 50 mg/Kg ndo apresentaram diminuicao do pico da
parasitemia quando comparados ao grupo dos animais que receberam apenas PBS (controle).
No entanto, os animais que receberam T4C na dose de 100 mg/Kg apresentaram reducdo de
48,8% (figura 9B), sendo essa diferenca estatisticamente significante em relagdo ao grupo
controle (p<0.01). Apesar da reducdo de 40,7 % (figura 9A) no pico da parasitemia de animais
que receberam 150 mg/Kg, o teste estatistico usado na andlise dos resultados (ANOVA de uma

via e post-test de Tukey) ndo mostrou diferencga significante em relacdo ao grupo controle.
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Figura 9. Evolucdo da curva parasitémica em camundongos Balb/C infectados i.p. com 500,
formas de tripomastigotas sanguicolas da cepa Y de Trypanosoma cruzi e tratados i.p.
com dose tnica de T4C. A: Animais infectados e tratados com 30 ou 150 mg/Kg (N = 5); B:
Animais infectados e tratados com 30 ou 100 mg/Kg (N=6). * p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Em relagdo com a sobrevida dos animais tratados e controles, ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significantes entre eles (Figura 10). Embora a maioria de nossos
resultados mostre uma maior sobrevida de animais tratados com doses baixas (30 ou 50 mg/Kg)
(Figuras 10B e 10C), o teste estatistico escolhido (Logrank Test) ndo mostrou significincia.
Entretanto, quando comparamos a sobrevida de animais que receberam 150 mg/Kg e 30 mg/Kg,

vimos uma diferencga estatisticamente significativa (p= 0,02) (Figura 10B).
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Figura 10. Curva de mortalidade de camundongos Balb/C infectados i.p. com 500 formas de
tripomastigotas sanguicolas da cepa Y de Trypanosoma cruzi e tratados com dose
unica de T4C. A: Animais infectados e tratados com 30 ou 100 mg/Kg (N=6). B: Animais
infectados e tratados com 30 ou 150 mg/Kg (N = 5). C: Animais infectados e tratados com
50 ou 200 mg/Kg (n=15).

4.3.2 Avalia¢do da carga parasitdria em tecidos

(a) analise histologica

Diferencgas na distribui¢do da carga parasitria em tecidos podem desempenhar um papel
importante na patogenia da doenca de Chagas. Trabalhos cldssicos demonstram a existéncia de
cepas de Trypanosoma cruzi com diferentes tropismos para diferentes tecidos (Vianna, 1911;
Campos, 1927; Taliaferro e Pizzi, 1955; Bice e Zeledon, 1970; Andrade e Macedo, 1973;

Hanson e Roberson, 1974). Somente em 1978, Melo e Brener realizaram um estudo sistematico
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da distribui¢do de parasitas intracelulares em tecidos, nos quais grupos de camundongos foram
inoculados com diferentes cepas. Os autores encontraram diferentes intensidades da carga
parasitdria em diferentes tecidos, tais como, bago, figado, medula dssea, bexiga, pulmao,
coragdo, musculo esquelético, intestino e dentre outros analisados, de animais inoculados com a
cepa Y (Melo e Brener, 1978). A avaliacdo da carga parasitdria € um parametro importante para
avaliar efeitos curativos em determinados 6rgdos. Para isso, foi avaliado o efeito de T4C sobre a
carga parasitiria em seis Orgdos: coracdo, intestino, bago, musculo esquelético, pulmio e
bexiga, por meio de andlise histolégica (método H&E).

A distribuicdo de ninhos de amastigotas encontrada nos diferentes 6rgaos em camundongos
ndo tratados mostrou que a maior carga parasitaria foi encontrada na bexiga, apresentando 158,8
* 34,16 ninhos de amastigotas em 20 campos microscépicos (aumento 400x). J4 o bago
apresentou a menor carga parasitdria (os valores variaram entre 0 e 1 ninho de amastigota por
camundongo). De todos os 6rgdos analisados, o intestino de animais tratados com T4C
apresentou uma diminuicdo estatisticamente significante no nimero de ninhos de amastigotas
quando comparados ao grupo controle. Foram encontrados nos intestinos de animais controles
10,3 * 1,8 ninhos e apenas 1 * 0,005 ninho de amastigotas em animais tratados com 150 mg/Kg,
com reducdo de 90,3% (p<0.01). J4 aqueles que receberam a menor dose da droga,
apresentaram 5,3 * 1,4 ninhos de amastigotas, sendo esta diferenca ndo significativa, quando
comparados ao grupo controle (Figuras 11 e 12B). No coracdo, o grupo que recebeu a dose
menor da droga (30 mg/Kg) apresentou uma reducdo de 47,4 % no numero de ninhos de
amastigotas, enquanto que, os animais tratados com a maior dose de T4C tiveram uma reducio
de 49,8% em relagdo ao grupo ndo tratado. No entanto, nenhum dos dois grupos tratados
apresentaram diferencas significativas na carga parasitdria do coragdo quando comparados ao
grupo controle. Os nimeros de ninhos no cora¢do de animais controles, e tratados com 50 ou
150 mg/Kg foram: 71 *8,7; 37,3 * 1,8; 35,6 * 15,3, respectivamente (Figura 12A). A bexiga de
animais controles apresentou 148 + 43,61 ninhos de amastigotas e dos animais tratados com 30
ou 150 mg/kg, apresentou 106,0 + 13,87 e 158,8 = 34,16 ninhos de amastigotas
respectivamente, sendo que todas as diferengas observadas em relacdo a grupo controle nesse
tecido ndo foram significativas (p>0,05) (Figura 12F). Nao foi encontrada uma distribuicao
homogénea de ninhos de amastigotas no baco, musculo esquelético e pulmio, sendo muitas

vezes, a média dos grupos controles menor que 1 ninho de amastigota em 20 campos
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microscépicos (aumento 400x) (Figuras 12C, 12D e 12E). Portanto, nas condi¢des descritas

aqui, a avaliacdo do efeito de drogas sobre a carga parasitdria nesses trés 6rgaos, por meio dessa
técnica, fica inviavel.

Figura 11. Histologia do intestino de camundongos Balb/C na fase aguda (15 d.p.i) da infecciao
experimental pela cepa Y de Trypanosoma cruzi. As figuras mostram os nimeros de
ninhos de amastigotas no intestino de animais infectados com 500 formas de
tripomastigotas sanguicolas i.p. e tratados ou nao com dose unica de T4C. A: intestino de
animais que receberam apenas PBS (controle); B: intestino de animais que receberam T4C

na dose de 150 mg/Kg. (n=3 ou 4). Aumento utilizado para fotografia, no microscépio:
1.000x (métodoH&E).
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Figura 12. Mensuracio da carga parasitaria no 15 d.p.i. em tecidos de camundongos Balb/C
infectados i.p. com 500 formas de tripomastigotas sanguicolas e tratados com dose
unica de T4C. A-F: Os grupos foram tratados com 30 ou 150 mg/Kg, ou apenas PBS. Os
graficos mostram os nimeros de ninhos de amastigotas contados aleatoriamente em 20
campos microscopicos (400x), em seis tecidos de cada grupo experimental (técnica
histolégica H&E) (n=3 ou 4). * p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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(b) PCR em tempo real

Para confirmar os dados de carga parasitiria nos seis tecidos citados acima, nds
adaptamos da literatura (Cummings e Tarleton, 2003) uma técnica de PCR em tempo real.
Como os animais tratados com T4C na dose de 100 mg/Kg tiveram o menor pico de parasitemia
dentre outras doses testadas, decidimos prosseguir testando tecidos de animais tratados com
essa dose. O limite de deteccdo observado foi de aproximadamente 0,5 parasita equivalente/25
mg de tecido, sendo compativel com os limites de detec¢do relatados na literatura. Para isso, foi
escolhido o método “quantificacdo absoluta baseada na utilizagdo de uma curva-padrdao”. A
vantagem do uso desse método é que ndo ha necessidade que a eficiéncia da amplificagdo do
gene alvo e do controle endégeno sejam equivalentes. Entretanto, foi utilizada a cada corrida,
uma curva padrdo (Figuras 13 e 14). Os valores obtidos com andlise de regressao linear, tais
como os de inclinacdo, Y na origem e R” utilizando os primers teste e normalizador estio
relacionados nas tabelas 2 e 3 (valores gerados pelo software Graph Pad Prisma).

De acordo com a PCR em tempo real, o tecido com a menor carga parasitdria (somente
controles) foi o pulmio apresentando 9,7 * 2,2 parasitas equivalentes a 5 ng de DNA tecidual
(Pe/5 ng de DNA) (Figura 15E) e a maior carga parasitdria detectada foi no coragdo, com 2.797
£ 470 Pg/5 ng de DNA de tecido do camundongo (Figura 15A). A andlise por PCR quantitativa
da carga parasitiria em tecidos de animais tratados com T4C confirmou os dados acima,
referentes a contagem de ninhos de amastigotas no intestino. Na dose de 100 mg/Kg, T4C
reduziu 91,2% (p<0,01) a carga parasitdria no intestino quando comparados com 0s 0rgaos
controles. Foram detectados 188,6 *38,51 Pg/5 ng de DNA no intestino de animais no tratados,
159 * 6,76 € 16,49 * 5,21 Pg /5 ng de DNA no intestino de animais tratados com 30 ou 100
mg/Kg, respectivamente (Figura 15B). No coracdo observamos uma diferenca de 54,8% na
carga parasitdria entre tratados com a maior dose e os controles. No entanto, de acordo com o
teste estatistico essa diferenca ndo foi signicante. No coracgdo, foram detectados 2.797 * 470
Pr/5 ng de DNA nos tecidos controles, 2.719 * 456,8 e 1.264 * 70,93 Pg/5 ng de DNA nos
tratados com 30 mg/Kg ou 100 mg/Kg da droga, respectivamente (Figura 15A). Além disso, a
PCR em tempo real detectou uma diminuicdo de 46,7% da carga parasitaria no baco e 43,2 %
no musculo esquelético de animais tratados com 100 mg/Kg de T4C em relacdo aos controles,
entretando ndo vimos diferencas estatisticas quando comparados com seus controles

respectivos. E importante notar que as diferencas encontradas para esses orgdos ndao foram
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detectadas pelo método anterior (contagem de ninhos de amastigotas). No baco, os ndimeros de
Pr/5 ng de DNA foram 52,85 * 6,08; 46,35 * 8,81 e 28,16 * 3,28 nos animais que receberam
PBS ou T4C nas doses de 30 ou 100 mg/Kg, respectivamente (Figura 15C). No misculo
esquelético dos animais controles, foram detectados 77,12 * 0,69 Pg/5 ng de DNA, ji nos
animais tratados com 30 ou 100 mg/Kg, o niimero de Pg/5 ng de DNA foi de 103,9 * 21,74 ¢
43,78 * 12,56, respectivamente (Figura 15D). No pulmdo dos animais controles, foram
encontrados 9,735 + 2,250 Pg/5 ng de DNA e dos animais tratados com 30 ou 100 mg/Kg, os
valores foram 11,23 + 1,964 e 8,813 + 2,878 Pg/5 ng de DNA (Figura 15E). Por ultimo, na
bexiga foram encontrados os seguintes valores, 207,1 + 43,94 Pg/5 ng de DNA para tecidos
controles, 353,9 + 27,56 e 236,4 + 74,72 para tecidos de animais tratados com 30 ou 100

mg/Kg, respctivamente (Figura 15F).
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Tabela 2 — Valores de inclinacdo da curva, Y na origem e R* obtidos com a construcio da curva-padrio utilizando primers especificos para
Trypanosoma cruzi (TCZ).

ANALISE DE . TECIDO .
REGRESSAO LINEAR CORACAO INTESTINO BACO MUSCULO PULMAO BEXIGA

Melhores valores de Ajuste

Inclinacdo da reta de regressao -2,748 £ 0,05318 -3,004 + 0,09038 -2,889 +0,1795 -3,114 + 0,06958 -3,157 £0,1411 -3,055 + 0,09662

Y na origem 26,24 £0,1279 28,30 £ 0,1509 28,32 £0,3757 23,92 +0,1674 26,57 £0,2931 25,76 £0,2497

X na origem 9,55 9,421 9,801 7,682 8,417 8,432

1/inclinagdo da reta de regressao -0,3639 -0,3329 -0,3461 -0,3211 -0,3168 -0,3273
95% intervalos de confianga

Inclinacdo reta de regressiao -2,977 a-2,519 -3,393 a-2,615 -3,661 a-2,117 -3,413 a-2,815 -3,764 a -2,550 -3,471 a-2,639

Y na origem, quando X=0,0 25,69 a 26,79 27,65 a 28,95 26,70 2 29,93 23,20 a 24,64 25,31 227,83 24,69 a 26,84

X na origem, quando X=0,0 8,973 10,23 8,474 a 10,65 8,087 a 12,75 7,185 a 8,284 7,323 a 10,02 7,687 29,407
Grau de ajuste

2 0,9993 0,9982 0,9923 0,999 0,996 0,998



coracio A intestino B

28+ 30
N
PYAL 27 NG
~ - 1\
. N
3 27 ~ 5
L
N ~
16 . 214 .
]
12 T T T 1 18_ T T T 1
0 1 2 3 4 -1 ] 1 2 3
Parasitas equivalentes a Parasitas equivalentes a
5 ng de DNA tecidual em Log 5 ng de DNA tecidual em Log
C D
30 bago %7 misculo esquelético
LY
2% \\\\ 2+ l\\
\i\ \I\
© AN . O 18y ~
N N \i\\
. 14
18+ b s
T T T T 1 10 T T T 1
-1 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Parasitas equivalentes a Parasitas equivalentes a
5 ng de DNA tecidual em Log 5 ng de DNA tecidual em Log
E F
21 pulmio % bexiga
.\ .\\
24- \ 2_ . -
. ol L
e \\\ e ~
AN 16- .
AN - S
16 "
13+
T T T T 1 T T T 1
- 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Parasitas equivalentes a Parasitas equivalentes a
5 ng de DNA tecidual em Log 5 ng de DNA tecidual em Log

Figura 13. Curvas de regressao linear construidas a partir de diluicoes seriadas a razao 1:10 de
DNAg de tecidos, com primers especificos para Trypanosoma cruzi (TCZ). Os grificos
mostram os valores de Ct (eixo y) e nimero de parasitas equivalentes 5 ng DNA tecidual
(eixo x) expressa em Log. As concentragdes usadas para contrug¢do das curvas foram: 0,05
—0,5-5-50 ng, sendo que cada concentragdo equivale a nimeros de parasitas dados para
cada tecido.
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Tabela 3 - Valores de inclinacdo da curva, Y na origem e R obtidos com a construgdo da curva-padrio utilizando primers especificos para
Fator de Necrose Tumoral-& murino (TNF-q).

ANALISE DE . ELCH G .
REGRESSAO LINEAR CORACAO INTESTINO BACO MUSCULO PULMAO BEXIGA

Melhores valores de Ajuste

Inclinag@o da reta de regressao -3,215 £ 0,05775 -3,497 £ 0,09079 -3.312 £ 0.1898 -3.355 £0.1073 -3.160 + 0.1790 -3.475 £ 0.09579

Y na origem 34.69 +0.1389 33.29 £0.1516 35.10 £ 0.3973 35.82 £0.2581 34.63 £0.3717 37.11 £0.2475

X na origem 10,79 9,521 10,6 10,68 10,96 10,68

1/inclina¢do da reta de regressdo -0,311 -0,286 -0,3019 -0,2981 -0,3165 -0,2878
95% intervalos de confianga

Inclinacdo da reta de regressdo -3,463 a -2,967 -3,888 a -3,106 -4,129 a -2,495 -3,817 a-2,893 -3,930 a -2,390 -3,887 a-3,063

Y na origem, quando X=0,0 34,09 a 35,29 32,64 a 33,95 33,39 a 36,81 34,71 a 36,93 33,03 236,23 36,04 a 38,17

X na origem, quando X=0,0 10,16 a 11,52 8,680 a 10,57 8,834 a 13,50 9,634 a 12,05 9,138 a 13,94 9,785a 11,81
Grau de ajuste

2 0,9994 0,9987 0,9935 0,998 0,9936 0,9985
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Figura 14. Curvas de regressao linear construidas a partir de dilui¢cées seriadas a razao 1:10 de
DNAg de tecidos, com primers especificos para Fator de Necrose Tumural-a (TNF-a).
Os gréficos mostram os valores de Ct (eixo y) e nimero de parasitas equivalentes 5 ng
DNA tecidual (eixo x) expressa em Log. As concentragdes usadas para contrucdo das
curvas foram: 0,05 — 0,5 — 5 — 50 ng, sendo que cada concentra¢do equivale a nimeros de

parasitas dados para cada tecido.
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Figura 15. Mensuracao da carga parasitaria no dia 15 d.p.i em tecidos de camundongos Balb/C
infectados i.p. com 500 formas de tripomastigotas sanguicolas e tratados com dose
unica de T4C, através da técinica PCRq. A-F: Os grupos foram tratados com 30 ou 100
mg/Kg, ou apenas PBS. Os gréficos mostram o nimero de parasitas equivalentes a 5 ng
DNA tecidual nos seis tecidos de cada grupo experimental (n=3 ou 4).
* p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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4.4 Infeccao e tratamento prolongado com T4C

4.4.1 Parasitemia e sobrevida

Estudos farmacocinéticos demonstraram que T4C, quando injetado por via-intravenosa,
¢ rapidamente eliminado intacto na urina em humanos (Gosalvez, 1983). No entanto, o uso
de doses elevadas a fim de aumentar a disponibilidade de droga por mais tempo no
hospedeiro mamifero, poderia resultar em toxicidade, como mostrado aqui. Portanto, a fim
de diminuir os danos toxicol6gicos causados pelo T4C, e aumentar a disponibilidade dessa
droga nos camundongos, propomos uma nova abordagem: avaliar o efeito do tratamento
prolongado com doses baixas sobre a infeccao. Os animais infectados foram tratados por 10
dias com as doses 10 ou 40 mg/kg a cada dia (12/12 horas). A maior dose foi escolhida com
base na literatura, na qual se relata o uso dessa dose em humanos para tratamentos anti-
tumorais. Apesar de nossos esforc¢os, o tratamento prolongado ndo teve efeito algum sobre o
pico parasitémico (Figura 16A). No entanto, quando avaliamos a sobrevida de animais que
receberam a dose didria de 10 mg/Kg, vimos uma diferenca (p=0,0581) em relag¢do ao grupo

controle (tratado apenas com PBS) (Figura 16B).
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Figura 16. Picos parasitémicos e curva de mortalidade de camundongos Balb/C infectados i.p. com
500 formas de tripomastigotas sanguicolas da cepa Y de Trypanosoma cruzi e tratados
i.p. com doses prolongadas (10 dias) de T4C. A-B: Animais infectados e tratados com 10
ou 40 mg/Kg dia, ou ainda PBS (controle) de 12/12 horas (N = 5); A: Picos parasitémicos
(8 € 9 d.p.i); B: Curva de mortalidade (N = 21).
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4.4.2 Avaliacdo da carga parasitdria em tecidos

(a) analise histologica

O coragdo de animais controles apresentou uma média de 39,88 + 6,6 ninhos de
amastigotas enquanto, que nos coracgdes de animais tratados diariamente com 10 ou 40 mg/Kg,
foram encontrados 41 + 7,63 e 22,63 + 4,49 ninhos de amastigotas. A diferencga entre a carga
parasitdria de animais controles e os tratados com a maior dose foi de 43,2%, no entanto
segundo o teste estatistico esta diferenca ndo foi significativa (Figura 17A). J4 na bexiga os
valores de carga parasitaria foram 178,0 + 39,21 ninhos de amastigotas para animais nao
tratados e 140,4 + 25,02 e 187,6 + 46,69 para animais tratados, respectivamente, com as doses
didrias 10 ou 40 mg/Kg (Figura 17B). Nos orgdos restantes, as médias dos grupos para
distribui¢do da carga parasitdria nos tecidos controles ndo ultrapassaram a marca de 1 ninho de
amastigota/20 campos microscopicos, inclusive no intestino, o tecido de maior interesse devido

a que foi o que mostrou um maior efeito da droga quando aplicada em dose tnica.
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Figura 17. Mensuracdo da carga parasitaria no 15 d.p.i. em tecidos de camundongos Balb/C
infectados i.p. com 500 formas de tripomastigotas sanguicolas e tratados com dose
prolongada (10 dias) de T4C. A-B: Os grupos foram tratados com 10 ou 40 mg/Kg dia, ou
apenas PBS, de 12/12 horas. Os graficos mostram os nimeros de ninhos de amastigotas
contados aleatoriamente em 20 campos microscopicos (400x), em dois tecidos de cada
grupo experimental (técnica histolégica H&E) (n=3 ou 4).
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(b) PCR em tempo real

De todos os tecidos analisados, por PCR em tempo real, somente o intestino de animais
tratados diariamente com a dose mais baixa (10 mg/Kg) apresentou diferenca estatisticamente
significante em relagdo ao grupo controle (p<0,05) (diferenca de 51,7%). Nesse tecido em
animais controles ou tratados com 10 ou 40 mg/Kg dia, foram encontrados 147,5 + 25,85,
71,21 £22,10 e 111,9 = 9,360 Pg/5 ng de DNA, respectivamente (Figura 18B). No coracao
foram detectados 4.211 + 812.0 Pg/5 ng de DNA em animais controles, ja nos tratados os
valores foram 4.402 + 693.5 e 3.246 + 490,3 Pg/5 ng de DNA, para 10 ou 40 mg/kg dia,
respectivamente (Figura 18A). No bago os valores foram 241,3 + 22,46 Pg/5 ng de DNA para
animais controles, ja para os tratados com 10 ou 40 mg/kg dia obteve-se 309,9 + 79,78 e 285,0
+ 23,10 Pg/5 ng de DNA , respectivamente (Figura 18C). No miusculo esquelético de animais
controles foram encontrados 1.804 + 474.7 Pg/5 ng de DNA, por outro lado de animais tratados
com 10 ou 40 mg/Kg dia os valores foram 3.280 + 932,0 e 1.381 £ 361,4 Pg/5 ng de DNA,
respectivamente (Figura 18D). No pulmao de animais controles foram detectados 101,6 £+ 23,98,
e em animais tratados com 10 ou 40 mg/kg dia os valores foram 44,47 + 14,33 e 57,17 £ 13,66
Pr/5 ng de DNA, respectivamente (Figura 18E). Finalmente, na bexiga foram encontrados 519,7
+ 140,7 Pg/5 ng de DNA no grupo controle e 560,9 + 64,46 e 473,2 + 24,15 Pg/5 ng de DNA

nos grupos que receberam T4C nas doses 10 ou 40 mg/Kg dia, respectivamente (Figura 18D).
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Figura 18. Mensuracio da carga parasitaria no dia 15 d.p.i em tecidos de camundongos Balb/C
infectados i.p. com 500 formas de tripomastigotas sanguicolas e tratados com dose
prolongada (10 dias) de T4C, através da técinica PCRq. A-F: Os grupos foram tratados
com 10 ou 40 mg/Kg dia, ou apenas PBS, de 12/12 horas. Os graficos mostram o nimero de
parasitas equivalentes a 5 ng DNA tecidual nos seis tecidos de cada grupo experimental
(n=3 ou 4). * p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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4.4.3 Avalia¢do da expressdo génica das citocinas IFN-ye IL-10 em tecidos

Dois fatores podem estar determinando a reducdo da parasitemia na circulacdo sanguinea e
carga parasitdria em apenas um dos tecidos analisados (observado apenas no tratamento com
dose tnica): (i) a acdo direta do T4C sobre a viabilidade do parasita, e/ou (ii) a interacdo do
T4C com a resposta imune, aumentando a resisténcia do hospedeiro a infec¢do. Para testar esta
ultima possibilidade, nés propomos analisar um parametro da resposta imune na infec¢ao aguda
em camundongos tratados com T4C: a expressdo de citocinas que poderiam determinar num
hospedeiro mamifero uma parasitemia baixa ou elevada. Na infec¢do aguda, estd descrito que
IFN- yparticipa de muitos mecanismos imunoldgicos, sendo um deles, a ativagao de macréfagos
peritoneais e como conseqiiéncia disso, a destrui¢do do parasita (Reed et al., 1987). Por outro
lado, a IL-10 possui efeito anti-inflamatério, e na auséncia desta citocina, como mostrada em
animais nocautes, ocorre redu¢do da parasitemia, mostrando seu papel imunossupressor (Hunter
et al., 1997).

De acordo com os resultados mostrados aqui, T4C (em doses elevadas) também pode ser
toxico para o hospedeiro invertebrado, causando a morte de 20 % dos camundongos (dose
tnica) e 40 % dos camundongos (dose prolongada) ndo infectados. A auséncia ou redugdo da
IL-10 promoveria a redu¢do da parasitemia, entretanto poderia acelerar a mortalidade devido ao
agravamento da patologia causada por citocinas pro-inflamatdrias, como exemplo, TNF-
«a (Holscher et al., 2000).

Para elucidar essas questdes, a expressao génica das citocinas IFN-ye IL-10 em tecidos foi
avaliada por meio da técnica PCR quantitativa - via Transcriptase Reversa (RT-PCRgq). Para
andlise dos dados foi escolhido o método de AACt comparativo, no qual se obtém a razao de
expressao génica entre o gene alvo de tecidos de animais tratados e ndo tratados. A seqiiéncia
do gene codificante para f—actina foi usado como normalizador para os ensaios de expressdo
génica.

(a) Teste de eficiéncia dos primers

Para o teste de eficiéncia dos primers, foram feitas curvas-padrido (Figura 19) com os trés
pares de primers diferentes (IFN-y, IL-10 e S-ACT). Para isso, foram feitas clonagens dos genes
de cada citocina, a fim de obter padrdes quantitativos para cada gene de interesse. A corrida de

PCRg usando o par de primers IFN-y gerou uma curva-padrdo com um um valor de inclinacao
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-3,244 + 0,073 e um R* de 0,9985. O par de primers IL-10 gerou uma curva-padrio com um
valor de inclinacdo -3,0 + 0,136 e R* de 0,9938 ¢ o par de primers S-ACT gerou uma curva-
padrdao com um valor de inclinagdo - 2,979 + 0,0743 e R? de 0,9981, como mostrado na tabela

abaixo (Tabela 4).

Tabela 4 - Valores de inclinacio da curva, Y na origem e R* obtidos com a construcio da curva-padrio
utilizando primers especificos para IFN- IL-10 e S-actina murinos.

. PRIMERS
ANALISE DE
REGRESSAO LINEAR IFN-y 1L-10 B-ACT
Melhores valores de Ajuste
Inclinagéo da reta de regressao -3,244 +0,07288  -3,000 £ 0,1363 -2,979 +0,07426
Y na origem 15,24 £0,08183 1539 +0,1530 14,51 +£0,08339
X na origem 4,698 5,129 4,872
1/inclinacdo da reta de regresséao -0,3082 -0,3333 -0,3357

95% intervalos de confianga
Inclinagéo da reta de regressao
Y na origem, quando X=0,0
X na origem, quando X=0,0
Grau de ajuste

r2

-3,476 t0 -3,012
14,98 to 15,50
4,412 t0 5,027

0,9985

-3,434 to0 -2,566
14,90 to 15,87
4,533 105,921

0,9938

-3,215t0-2,742
14,25 to 14,78
4,544 10 5,255

0,9981

A inclinagdo da curva de IL-10 corresponde a inclina¢do da curva S-ACT dentro do
desvio padrdo + 0,1, tornando o teste de eficiéncia validado. Embora a inclina¢do da curva de
IFN-ye S-ACT ndo sejam idénticas dentro do desvio padrio + 0,1, a eficiéncia de amplificacdo
de ambos os primers sdo estatisticamente iguais, pois as inclina¢des de suas curvas apresentam
desvios relativamente grandes, do qual se sobrepdem. Por esse motivo, o teste de eficiéncia para

IFN-y também torna-se validado.
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Figura 19. Curvas de regressao linear construidas a partir de quantidades arbitrarias de RNAm
tecidual diluidas seriadamente a razao 1:5, com primers especificos para citocinas
murinas. Os grificos mostram os valores de Ct (eixo y) e quantidades arbitrdrias de RNAm
(eixo x) expressa em Log de INF- IL-10 e S-ACT.
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(b) PCR quantitativa via Transcriptase Reversa (RT-PCRgq)

Para andlise dos dados foi escolhido o método de AACt comparativo, no qual se obtém a
razdo de expressdao gé€nica entre o gene alvo de tecidos de animais tratados e ndo tratados. Para
efeito de andlise, consideramos significante uma diferenca na expressao de RNAm quando os
valores arbitrarios obtidos nos animais foram pelo menos 2 vezes maiores ou menores que oS
valores de referénica obtidos nos tecidos dos animais controle. Os cora¢des de animais que
receberam 10 ou 40 mg/kg diariamente ndo apresentaram diferencas na expressao de RNAm de
IFN-y7 ou de IL-10 quando comparados aos orgdos de animais controles (camundongos
infectados e ndo tratados com T4C). As razdes de expressdo génica de IFN-y em animais
tratados com T4C com relag@o aos animais controles foram: 1,032 + 0,04120 (10 mg/Kg dia) e
1,268 + 0,1457 (40mg/kg dia). Ja as razdes de expressdo génica de IL-10 em animais tratados
foram 1,088 + 0,2111 (10 mg/Kg dia) e 1,068 + 0,2436 (40 mg/Kg dia) (Figura 20A). No
intestino, também ndo vimos diferencas significativas na expressdo génica das duas citocinas
entre tratados e ndo tratados. Os valores arbitrarios encontrados em animais tratados para IFN-y
foram 0,2330 + 0,09547 (10 mg/Kg dia) e 0,5094 + 0,1369 (40 mg/Kg dia) enquanto que para
IL-10, foram 1,283 + 0,4669 (10 mg/Kg dia) e 0,9387 = 0,2895 (40 mg/Kg dia) (Figura 20B).
Da mesma maneira, T4C também ndo afetou a expressdo de IFN-ye IL-10 no baco de animais
tratados com T4C. As razdes de expressdo génica de IFN-yem animais tratados com relacdo aos
animais controles foram: 1,351 + 0,05979 (10 mg/Kg dia) e 0,8688 + 0,1714 (40mg/kg dia). Ja
as razdes de expressdo génica de IL-10 em animais tratados foram 1,584 + 0,3216 (10 mg/Kg
dia) e 1,055 +0,09057 (40 mg/Kg dia) (Figura 20C).

Como mostrado, T4C ndo afetou a expressdo das citocinas IFN-y e IL-10 no coracio,
intestino ou bago, pelo menos no dia em que os tecidos foram analisados (10 d.p.i). Em virtude
disso, a nossa hipétese inicial se fortalece, ou seja, T4C pode estar agindo de forma direta,
afetando a viabilidade do parasita. Ainda ndo podemos descartar, que T4C estaria agindo sobre
0 sistema imune, pois existem muitos outros mecanismos imunoldgicos que ndo avaliamos aqui.
Podemos concluir também, que a toxicidade observada de T4C ndo se deve a uma diminui¢do

da expressado da IL-10, o que levaria a um agravamento da patologia, nesses tecidos analisados.
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Figura 20. Variacio (aumento ou diminuicao) da expressio de RNAm de citocinas em tecidos no
dia 10 d.p.i de camundongos Balb/C infectados i.p. com 500 formas de tripomastigotas
sanguicolas e tratados com dose prolongada (10 dias) de T4C. A-C: Os grupos foram
tratados com 10 ou 40 mg/Kg dia, ou apenas PBS, de 12/12 horas. Os graficos mostram a

razdo de expressdo génica de IFN-ye IL-10 em trés tecidos de cada grupo experimental
(n=3 ou 4) (RT-PCRg).
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Em sintese, nossos resultados mostraram um redugdo significante na carga parasitaria
apenas no intestino, da qual correlaciona positivamente com a diminuicdo de parasitas
circulantes de animais tratados com 100 mg/Kg. No entanto, ndo pudemos observar uma
diferenca estatisticamente significante (p<0,05) entre a sobrevida de animais tratados e controle.
T4C ndo mostrou nenhum efeito sobre a expressdo das citocinas IFN-ye IL-10 no coragdo,
intestino ou baco. Portanto, T4C poderia estar agindo diretamente sobre a viabilidade do

parasita.
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5 DISCUSSAO

O Trypanosoma cruzi apresenta um ciclo de vida que alterna em diferentes ambientes (o
trato intestinal do inseto, o sangue do hospedeiro vertebrado e o citoplasma da célula do
hospedeiro mamifero). A disponibilidade de metabdlitos presentes nestes espacos € fundamental
para a sua sobrevivéncia. Embora a glicose seja metabolizada preferencialmente por
tripomastigotas de T cruzi presentes no sangue do hospedeiro vertebrado, as formas amastigotas
que residem no citoplasma da célula do hospedeiro mamifero apresentam baixa ou nula
atividade de transporte de glicose, sugerindo que sua principal fonte de energia sdo os
aminodcidos, dentre eles a prolina. Esse aminodcido pode ser fornecido por biossintese ou
hidrélise de proteinas enddgenas, ou até mesmo fornecida exogenamente pelo proprio
hospedeiro vertebrado (no caso de epimastigotas intracelulares) (Silber et al., 2009).

O Acido L-tiazolidina-4-carboxilico (T4C), um andlogo estrutural da prolina, mostrou
atividade de inibi¢ao competitiva sobre o transporte desse aminodcido, diminuindo o estoque de
prolina intracelular quando incubado na presenga de prolina e T4C. Esse composto mostrou
também atividade tripanocida em epimastigotas. Além disso, interagiu sinergicamente com
condicdes de estresse que o parasita sofre naturalmente ao longo do seu ciclo de vida. Quando
testado em células de mamifero infectadas pelo 7. cruzi, T4C reduziu a liberacdo de
tripomastigotas no meio de cultura (p<0,05) (Magdaleno et al., 2009). A partir desses dados
relatados na literatura, levantamos a hipotese que T4C poderia apresentar um melhor efeito
quando testado in vivo, pois estaria agindo sinergicamente com as diferentes condi¢Oes de
estresse presentes dentro do hospedeiro mamifero, tais como, mudancas de temperatura,
estresse oxidativo, € mais ainda neste caso, estresse metabodlico.

A cepa Y de Trypanosoma cruzi possui picos parasit€émicos precoces, sendo altamente
virulenta e patogénica, e produzindo uma alta mortalidade e lesdes tissulares graves (Scorza e
Scorza, 1972). Portanto, junto a linhagem de camundongo Balb/c, o modelo experimental
escolhido torna-se ideal para o estudo de infec¢do chagdsica aguda. A escolha do tamanho do
in6culo € crucial, pois determina qual dia serd o pico parasitémico e o momento da mortalidade.
Além disso, o nimero de parasitas inoculados pode determinar a eficicia de uma droga em
estudo. Para isso, foi feito um ensaio de infeccao em camundongos com diferentes tamanhos de

in6culos, a fim de determinar quantas DLsy seriam inoculadas. Os animais que receberam 500
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ou 750 formas de tripomastigotas sanguicolas tiveram o pico da parasitemia no 9° d.p..,
enquanto que, os animais infectados com 1000 formas apresentaram o pico da parasitemia no 8°
d.p.i.(Figura 6). Nenhuma das doses testadas matou 100 % dos camundongos. Os animais que
receberam 500, 750 ou 1000 formas tiveram 70, 80 e 90 %, respectivamente, de mortalidade
(Figura 7). Entdo, neste trabalho utilizaram-se 500 formas de tripomastigotas sanguicolas da

cepa Y, equivalente a 1,7 DLso.

5.1 Efeito de T4C (dose tinica) sobre a infeccao in vivo, pelo T. cruzi

Uma vez que, os trés tamanhos de in6culo mostraram ser subletais, pode ser dito que sdo
aptos para ensaios de infecc¢do, no qual se avalie o efeito de drogas anti-7. cruzi. Portanto, para
avaliar o efeito de T4C sobre a infeccdo pelo Trypanosma cruzi, com este modelo experimental
escolhido, foram utilizadas em nossos experimentos 1,7 DLsy. O tratamento de camundongos
com dose tnica de T4C (100 mg/Kg) diminuiu 48,8% o pico parasit€mico (8 d.p.i.) em relacio
ao controle (grupo que recebeu apenas o veiculo da droga: PBS) (p<0.01) (Figura 9B). Embora
os animais tratados com 150 mg/Kg apresentassem uma reducdo de 40,7 % do pico
parasitémico, ndo vimos diferencas estatisticamente significantes (ANOVA de uma via e post-
test de Tukey) quando comparados ao controle (Figura 9A). Da mesma forma, os animais
tratados com outras doses: 30, 50 ou 200 mg/Kg ndo apresentaram reducio estatisticamente
significante em suas parasitemias em relagdo ao controle. Quando avaliamos a sobrevida de
animais infectados e tratados com doses baixas (dose unica de 30 ou 50 mg/Kg ou dose
prolongada de 10 mg/kg dia) em pelo menos quatro experimentos independentes, vimos sutis
atrasos na mortalidade em relacdo aos grupos controle respectivos (Figuras 10B, 10C e 16B),
porém, sem diferencgas estatisticas (Longrank-test). Todavia, quando aplicamos o mesmo teste
estatistico para avaliar as diferencas entre a mortalidade de animais tratados com 30 e os
tratados com 150 mg/Kg, observamos uma diferenca estatisticamente significante (p<0,05)
(Figura 10B). E provavel, que a diferenca na mortalidade observada entre grupos tratados (30 e
150 mg/Kg) se deve ao fato que uma branda toxicidade comeca a surgir em camundongos
tratados com a dose de 150 mg/Kg.

Como mencionado anteriormente, quando o parasita € tratado com T4C, fica mais sensivel a

diferentes condi¢des de estresse reduzindo a liberacdo de tripomastigotas das células de
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mamifero infectadas (Magdaleno et al., 2009). Quando administrado in vivo, o T4C poderia
estar agindo sinergicamente com diferentes condi¢cdes de estresse produzidas pelo préprio
hospedeiro mamifero, e entdo diminuindo com mais eficiéncia a quantidade de parasitas
circulantes no sangue (somente na dose de 100 mg/Kg). Nao podemos afirmar que esse evento
seja o unico responsdvel pela reducdo da parasitemia. Por isso, buscamos na literatura
informacdes a respeito dos efeitos de T4C sobre outros sistemas, dentre eles o imunoldgico.
Trabalhos prévios avaliando T4C sobre a resposta imune em camundongos senescentes
mostraram que esse composto melhora a capacidade proliferativa de linfécitos ativados com
Concanavalina A. Foi mostrado também a importancia de T4C no aumento da atividade de
linfécitos Natural Killers (NK) em camundongos jovens e senescentes (De La Fuente et al.,
1998; Ferrandez et al., 1999). Além disso, animais tratados com T4C mostraram uma
diminuicdo nos niveis de corticosterona (hormdnio imunossupressor que diminui a resposta
inflamatéria) no soro (De La Fuente et al., 1998; Ferrandez et al., 1999) que eventualmente,
poderia levar a uma resposta pro-inflamatéria exacerbada, no caso de um estimulo devido a
infec¢do. Dessa forma, propomos uma explicag¢do alternativa: o T4C (na dose de 100 mg/Kg)
poderia estar agindo direta ou indiretamente sobre o sistema imune, e levando os animais a
controlarem a parasitemia.

Como j4 foi dito, o teste estatistico ndo mostrou diferenca significante entre a mortalidade
dos grupos testes e controle. Porém, ndo podemos descartar que esse atraso sutil observado na
mortalidade nos grupos tratados com doses baixas, possa acontecer devido ao efeito protetor da
droga que também apresenta a¢do antioxidante. E como ji mencionado, foram observadas
diferencas estatisticas entre a mortalidade de animais tratados com 30 e 150 mg/Kg (p<0,05)
(Figura 10B). A hormese pode explicar esses dados. Classicamente, a hormese refere-se ao
fendmeno do qual, as respostas de um organismo a agentes quimicos ou fisicos sdo
qualitativamente diferentes quando este agente estd presente em alta ou baixa intensidade. Um
exemplo, seria um agente quimico potencialmente téxico, que pode exibir efeitos favoraveis
quando estdo presentes em baixas concentracdes (Masoro, 2007). Em um estudo, foi
demonstrado que o 4cido tinico, um polifenol de planta com atividades antioxidantes,
anticarcinogénico e antimutagénico, prolonga a sobrevida de Caernorhabditis elegans e, além
disso, melhora a resisténcia ao estresse por temperatura e aumenta, sutilmente, a resisténcia ao

estresse oxidativo. Todos esses efeitos foram bem maiores quando foram utizadas apenas doses

76



baixas. Os autores sugerem a presencga do efeito hormese por parte da droga (Saul et al., 2010).
Kitani et al. (2006) também mostraram, experimetalmente, o efeito hormético de um droga
(Deprenil) sobre a sobrevida de ratos senescentes da linhagem F344/DuCrj. Nesse trabalho, os
resultados indicam claramente que uma dose adequada dessa droga, dentro de um intervalo de
doses, pode significantemente aumentar a sobrevida dos ratos. No entanto, em doses que
superem esse determinado intervalo, a droga apresenta menores efeitos, podendo também exibir
um efeito inverso sobre a sobrevida desses animais (Kitani et al., 2006).

Os nossos resultados mostram que T4C, em doses baixas, parece favorecer a sobrevida sem
nenhuma interferéncia com a parasitemia. Por outro lado, em doses altas diminui a sobrevida
dos camundongos. E entdo, somente na dose de 100 mg/kg, T4C é capaz de reduzir
significantemente a parasitemia. Sugerimos, com base na literatura, que T4C poderia estar
exibindo um efeito hormético sobre a sobrevida de camundongos. Pode ser que, se diminuirmos
ainda mais a dose unica de T4C (menor que 30 mg/Kg) poderiamos ver uma diferenca
estatistica na sobrevida em relacdo ao controle. Entretanto, de acordo com Gosdlvez (1980),
T4C ¢ rapidamente eliminado na urina, o que levaria a dimiuir a sua biodisponibilidade nos
camundongos, ja que esta administracdo estd sendo efetuada em dose unica. Entdo, outra
abordagem foi avaliar o efeito do tratamento prolongado de T4C, em doses baixas, sobre a

infecgdo pelo 7. cruzi.

5.2 Efeito do tratamento prolongado de T4C sobre a infeccao irn vivo, pelo T. cruzi.

Se a hipétese do efeito hormético for confirmada, ndo seria adequado o uso de doses
elevadas. Portanto, como nova abordagem, foi avaliado o efeito do tratamento prolongado, em
doses baixas, sobre a infec¢do. Na literatura foi proposto por Gosdlvez (1980), que a
administracdo de T4C em pacientes com cancer, deve respeitar a dose didria de 40 mg/Kg (6/6
horas). Como base nessa sugestdo, os camundongos infectados aqui foram tratados com duas
doses: 10 ou 40 mg/kg dia, de 12 em 12 horas, durante 10 dias. Apesar de nossos esfor¢os, o
tratamento prolongado ndo teve efeito algum sobre o pico parasitémico (Figura 16A). No
entanto, quando avaliamos a sobrevida de animais que receberam a dose didria de 10 mg/Kg,
vimos uma diferenca estatistica que consideramos significante, (p=0,0581) em relacdo ao grupo

controle (tratado apenas com PBS) (Figura 16B). Na literatura estd descrito que a
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suplementacdo prolongada de T4C (2 mg por Kg de comida) aumenta a sobrevida de
camundongos que apresentam fendtipo de senescéncia acelerada (p<0,01). A diferenca
observada nesse estudo foi de até 29% em relacdo ao grupo controle (ndo suplementados)
(Navarro et al., 2007). Em outros estudos, T4C também aumentou a sobrevida em 53,1 % da
populacao de Drosophila melanogaster tratada com esse composto (0,3 % de T4C presente no
meio de cultura) (Miquel et al., 1982).

Na literatura foram descritas uma variedade de fung¢des para T4C, como agente oxidante
intracelular e quelante de radicais livres (Weber et al., 1982). Esté descrito que o T4C previne a
carcinogénese no estdmago de ratos induzida pelo refluxo duodenal, devido a sua acdo quelante
de espécies nitrosas (Suo et al., 2006). Além disso, T4C, in vitro, melhora a atividade de
enzimas anti-oxidantes (De La Fuente e Miquel, 2009) e in vivo, melhora diversas fun¢des de
células imunes, como por exemplo a funcdo de macréfagos peritoniais de camundongos com
fendtipo de senescéncia acelerada (Correa et al., 1999). No trabalho de Navarro et al. (2007), o
aumento da sobrevida de camundongos senescentes tratados com T4C, foi associado com uma
melhora nas fun¢des neuroldgicas. Foram observados até 70% de reducdo no dano oxidativo no
cérebro e figado associado a idade e a prevencdo de até 74% da reducdo das atividades de
enzimas mitocondriais, NADH-desidrogenase, citocromo c¢ oxidase, e oxido nitrico sintase
mitocondrial. T4C também demonstrou efeito sobre o sistema imune de camundongos
senescentes. A droga estimulou a resposta linfoproliferativa a Concanavalina A, a mobilidade
dos linfdcitos, quimotaxia, bem como, a atividade de leucécitos como exemplo, as células NK
(De La Fuente et al.,, 1998). Além disso, os niveis de corticosterona, um hormdnio
imunussupressor, foram reduzidos no soro desses animais. O aumento da atividade de linf6citos
NK também foi observado por Ferrandez et al. (1999) em camundongos jovens e senescentes
suplementados com T4C.

Nao ha nenhuma evidéncia nesses trabalhos, que T4C apresente algum feito hormético
sobre os modelos animais. As unicas evidéncias encontradas que reforcam a hipétese de um
possivel efeito hormético, foram relatadas numa revisao feita por Gosalvez (1983), na qual
descrevem-se os efeitos de T4C sobre células tumorais humanas. De acordo com o autor, a
droga mostrou efeito anti-tumoral apenas em baixas concentracdes, sendo capaz de retardar
eficientemente o crescimento dessas células, alerar a morfologia celular e a sintese protéica.

Quando analisadas, as células tumorais continham menores volumes de DNA e RNA e baixo
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tranporte de prolina e Na* (Gosalvez, 1983). Um trabalho prévio (Knowles e Ballard, 1978)
também demonstrou o efeito inibitdrio sobre a sintese de proteinas em reticuldcitos.

Mais estudos com o anélogo de prolina, o T4C, seriam necessdrios para confirmar a hipdtese
do efeito hormético sobre os camundongos infectados pelo 7. cruzi. No entanto, a pergunta mais
relevante neste contexto foi a respeito da eventual toxicidade de T4C. Como descrito acima, nos
trabalhos de Gosalvez (1983) e Knowles e Ballard (1978), T4C interfere com a sintese protéica
em células de mamifero, bem como outros processos relevantes. Por isso, nés nos propomos

avaliar os indicadores de toxicidade da droga em estudo.

5.3 Avaliacao dos indicadores de efeitos toxicos de T4C

O estudo da toxicidade de drogas sobre sistemas bioldgicos € essencial antes de se iniciar
um estudo aprofundado no qual se avalie seus efeitos curativos. Embora existam muitas
revisdes na literatura que apresentam abordagens terapéuticas promissoras anti 7. cruzi,
(Duschak e Couto, 2007; Boscardin et al., 2010), a validagdo das mesmas em termos de
toxicidade para o hospedeiro mamifero tornam-se cada dia mais exigentes. Por esse motivo, e
para uma interpretacdo mais adequada dos resultados, fez-se a avaliacdo de indicadores de
toxicidade de T4C sobre camundongos nao infectados. Para isso, esses animais receberam T4C
em doses unicas de 50 ou de 200 mg/Kg ou apenas PBS (controle). Os parametros analisados
foram a evolucdo do peso corporal e sobrevida, pardmetros que foram registrados durante 40
dias. No 12 ° dia ap6s a injecdo de T4C, o grupo controle e os tratados com doses de 50 ou 200
mg/Kg apresentaram um aumento de 7,9%, 5,6% e 1,4% de peso corporal, respectivamente, em
relac@o as seu peso inicial. Além disso, T4C na dose de 200 mg/Kg levou a morte a 20% dos
camundongos, um dia apds a sua administracdo. Quando administrado por periodo prolongado
(10 dias) T4C reduziu progressivamente o peso de animais tratados com a maior dose (200
mg/Kg) e diminuiu 40% a sobrevida em relagdo ao grupo controle (Figura 8).

Um trabalho usando camundongos Swiss CD-1/UCadiz, que apresentam senescéncia
acelerada (Navarro et al., 2007), mostrou que a dieta com T4C induz a redug@o espontanea de
ingestao de alimento e a redu¢do do dano oxidativo mitocondrial associado a idade. Também foi
observado o aumento da sobrevida nesses camundongos, provavelmente ligado ao efeito de

restricdo caldrica (Mccay et al., 1989; Koubova e Guarente, 2003; Canto e Auwerx, 2009).
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Segundo Navarro et al. (2007), a diminui¢do da ingestdo de alimentos estd associada a uma
possivel regulacao que envolve os centros de apetites hipotalamicos.

A restri¢do caldrica aumenta a sobrevida de ratos, camundongos e diversas outras espécies e
também modula a deterioracdo fisiolégica associada a idade, atransando a progressdo de
doengas (Weindruch et al., 1988). Muitos estudos t€m sido realizados avaliando o efeito da
restri¢do caldrica sobre camundongos senescentes. Maeda et al. (1985), mostraram que 68% dos
ratos (machos linhagem F344) submetidos a alimentacio ad libitum, tinham nefropatia severa e
19% apresentavam cardimiopatia no seu tempo espontaneo de morte, comparados com 1% e 6
% respectivamente, dos ratos submetidos & restricdo caldrica (Maeda et al., 1985). A restri¢do
calérica também foi associada ao retardamento do aparecimento da leucemia/linfoma (a
principal doenca neopldsica nesta linhagem de ratos), no entanto, ndo houve diminui¢cdo da
progressdo do cancer (Shimokawa et al., 1993). Vale a pena ressaltar que o resultado da
restricdo caldrica pode mascarar qualquer aumento na mortalidade que poderia ser causada pela
exposicdo a substancia toxica (Neafsey, 2008). Por isso, um estudo mais aprofundado a fim de
caracterizar os efeitos separados de hormese, restricao caldrica e toxicidade seriam necessarios

antes de aprovarmos qualquer hipétese.

5.4 Danos teciduais mediados por drogas

Todos os compostos sdo toxicos em doses elevadas e podem ser seguros e eficazes quando
administrados em doses baixas. Os problemas mais comumente encontrados estdo relacionados
a toxicidade cardiovascular e hepatica. Muito progresso vem sendo realizado nos recentes anos,
em entender os mecanismos de toxicidade causados pelos metabdlitos de drogas. A partir de
uma perspectiva anatdomica e funcional, o figado desempenha um papel critico dentro da
disposicdo de agentes terapéuticos administrados por via oral, servindo como um portal de
entrada para os tecidos, e representa um maior sitio de metabolismo de drogas. Produtos de
metabolismo de drogas vém sendo implicados como agentes causadores de diversos tipos de
toxicidade e ndo € surpreendente, que o figado represente o maior sitio de toxicidade induzida
por droga (Lee, 2003; Kaplowitz, 2005; Stevens e Baker, 2009). Muitas drogas que sdo
comercializadas apresentam avisos de risco de toxicidade hepdtica, ou restricdes severas em

seus usos. Vale ressaltar que, para a maioria das drogas hepatotdxicas, a bioativagdo a
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metabdlitos quimicamente reativos estd demonstrada in vitro (exemplo: tecido hepético
humano) ou in vivo (por meio da caracterizacdo de metabodlitos estdveis, produtos de outras
enzimas na mesma via metabélica). E surpreendente que drogas administradas em pacientes em
doses didrias de 100 mg ou mais, tendem a ser as que mais causam dano hepatico, enquanto
que as drogas administradas em baixas doses (10 mg por dia ou menos) raramente causam
problema com esse respeito (Uetrecht, 2003; Smith e Schmid, 2006).

T4C possui também um potencial de detoxificacdo de nitrito. Devido a essa propriedade, o
T4C ja foi usado em humanos na detoxificacdo de espécies nitrosas carcinogénicas (Tsuda et
al., 1983; Tsuda et al., 1984; Tsuda e Kurashima, 1991; Tsuda et al., 1995; Suo et al., 2006). No
entanto, foi demonstrado que quando o T4C ¢é admistrado por via oral em humanos, acarreta
maiores efeitos toxicos, do que por via intravenosa, devido a que, ao chegar ao estbmago, T4C é
hidrolisado em formaldeido e cisteina, sendo o folmaldeido o causador da toxicidade (Gosalvez,
1983). J4, segundo Tsuda e Kurashima (1991), quando administrado por via oral T4C ndo é
metabolisado, mas excretado como N-nitrosotioprolina na urina.

Em sintese, nossos dados mostram que o T4C induz a perda de peso corporal e chega a ser
toxico na dose de 200 mg/Kg provocando a morte de 20% dos camundongos quando
administrado em dose unica ou 40 % dos camundongos quando administrado de forma

prolongada.

5.5 Avaliacao da carga parasitaria em tecidos

Diferencas na distribuicao de 7. cruzi em tecidos podem desenpenhar um papel importante
na patogenia da doenga de Chagas. Trabalhos cldssicos demonstram a existéncia de cepas de
Trypanosoma cruzi com diferentes tropismos para diferentes tecidos (Vianna, 1911; Campos,
1927; Taliaferro e Pizzi, 1955; Bice e Zeledon, 1970; Andrade e Macedo, 1973; Hanson e
Roberson, 1974). A maioria dos autores detectou o acimulo de parasitas em tecidos examinados
em periodos definidos do curso da infeccdo chagdsica. Somente em 1978, Melo e Brener
realizaram um estudo sistematico da distribui¢cdo de parasitas intracelulares em tecidos, nos
quais grupos de camundongos foram inoculados com quatro cepas diferentes. Os autores
encontraram entre os dias 7 e 8 p.i. uma carga parasitdria extremamente alta no bago, figado e

medula 6ssea em animais inoculados com a cepa Y. Outros tecidos como, bexiga, pulmao,
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coragdo, musculo esquelético, intestino e dentre outros que foram analizados antes do dia 11
p.i., apresentaram carga parasitiria relativamente baixa. Os autores sugerem que O
coportamento “fagotropico” dessa cepa, pode explicar a preferéncia por esses tecidos (Melo e
Brener, 1978).

Neste tratalho, nés avaliamos o efeito de T4C sobre a carga parasitaria dos seguintes
tecidos: coracdo, pulmdo, bago, intestino, bexiga e musculo esquelético, no 15 d.p.i. Para isso,
foi estimado, aleatoriamente, o numero de ninhos de amastigotas presentes em 20 campos
microscopicos. A distribui¢do encontrada nos diferentes 6rgdos em camundongos ndo tratados
mostrou que a maior carga parasitdria foi encontrada na bexiga, apresentando 158,8 * 34,16
ninhos de amastigotas (Figura 12F). Ja o baco apresentou a menor carga parasitdria (os valores
variaram entre 0 e 1 ninho de amastigota por camundongo) (Figura 12C). De acordo com Melo
e Brener (1978), uma carga parasitdria consideravelmente alta é encontrada no bagco apenas
entre 7 e 8 d.p.i. Eles explicam que, a partir de 11 d.p.i., j € muito dificil encontrar parasitismo
nesse tecido, devido a intensa destrui¢io do parasita. No entanto, em 6rgdos como tecido
muscular, a carga parasitdria pode aumentar apods esse dia (Melo e Brener, 1978). De todos os
orgdos analisados aqui, apenas o intestino de animais tratados com T4C apresentaram uma
diminuicdo estatisticamanete significante no nimero de ninhos de amastigotas quando
comparados ao grupo controle. A redug@o observada no intestino de animais tratados com dose
unica de T4C (150 mg/Kg) foi de 90,3% (p<0.01) (Figura 11 e 12B). Nao vimos redugdo da
carga parasitdria na dose 30 mg/Kg. No coragdo, o grupo que recebeu a droga na dose 30 ou
150 mg/Kg teve uma redugdo 47,4% e 49,8% do niimero de ninhos de amastigotas, no entanto,
essas diferencas nio foram estatisticamente significativas, quando comparas ao grupo controle
(Figura 12A). O tratamento prolongado (10 ou 40 mg/Kg dia) ndo teve efeito algum sobre a
carga parasitaria do coracdo e bexiga (Figura 17). Nos 6rgdos restantes, as médias dos grupos
para distribuicdo da carga parasitdria nos tecidos controles nido ultrapassaram a marca de 1
ninho de amastigota/20 campos microscopicos, portanto ndo foi possivel analiz-los.

Ha uma variedade de métodos que vem sendo usado para detectar 7. cruzi em tecidos, tais
como coloragdo de cortes de tecidos por Hematoxilina-Eosina, PCR in situ e PCR competitivo,
no entanto, tratam-se de técnicas semi-quantitativas. Cummings e Tarleton (2003)
demonstraram a habilidade de PCR em tempo real em detectar baixos niveis de parasitas

distribuidos em diferentes tecidos de camundongos cronicamente infectados. Essa técnica foi
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capaz de identificar variacdes na carga parasitdria em diferentes tecidos, em animais infectados
com diferentes cepas do parasita, a diferentes tempos pds-infec¢do e com diferentes doses de
infeccdo. Portanto, para confirmar os dados de carga parasitdria nos seis tecidos citados acima,
n6s adaptamos do trabalho de Cummings e Tarleton (2003) a técnica de PCR quantitativa. Nao
achamos na literatura o uso dessa técnica para quantificar carga parasitiria em tecidos de
animais que receberam algum tratamento, por esse motivo nds fomos o primeiro grupo em
adaptar esta técnica e aplica-la com esse prop0sito.

Como os animais tratados com T4C em dose unica de 100 mg/Kg tiveram o menor pico de
parasitemia dentre outras doses testadas (Figura 9B), nds decidimos prosseguir com PCR
quantitativa, avaliando os 6rgaos de animais tratados a 30 e 100 mg/Kg de T4C. O tecido com a
menor carga parasitdria foi o pulmdo apresentando 9,7 * 2,2 Pg/5 ng de DNA tecidual e a maior
carga parasitaria detectada foi no coracdo, com 2.797 * 470 Pr/5 ng de DNA tecidual. A andlise
por PCR quantitativa da carga parasitaria em tecidos de animais tratados com T4C confirmou os
dados acima, referentes a contagem de ninhos de amastigotas nos tecidos. Na dose de 100
mg/Kg, T4C reduziu 91,2% (p<0,01) a carga parasitaria no intestino de animais tratados quando
comparados ao grupo controle (Figura 15B). Da mesma maneira, o tratamento prolongado com
T4C, reduziu a carga parasitdria no intestino de animais tratados somente com a dose menor
(10mg/Kg dia) (p<0,05) (Figura 18B), sugerindo efeito hormético. Nao vimos reducdo
significativa na carga parasitdria de outros tecidos de animais tratados.

Como mencionado anteriormente, além das possiveis vias de toxicidade ou protecdo contra
fatores de estresse no hospedeiro mamifero, T4C interfere com o transporte de prolina em 7.
cruzi (Magdaleno et al., 2009) . J4 foi mostrado também, que o transporte de prolina em 7. cruzi
¢ fundamental no ciclo intracelular do parasita, fundamentalmente na diferenciacdo de
epimastigotas intracelulares para tripomastigotas (Tonelli et al., 2004; Silber et al., 2009). As
formas amastigotas que residem no citoplasma da célula do hospedeiro mamifero apresentam
baixa ou nula atividade de transporte de glicose, sugerindo que sua principal fonte de energia
sd0 os aminodcidos, dentre eles a prolina. Esse aminodcido pode ser fornecido por biossintese
ou hidrélise de proteinas enddgenas (no caso de amastigotas), ou até mesmo fornecido
exogenamente pelo proprio hospedeiro vertebrado (no caso de epimastigotas intracelulares)
(Silber et al., 2009). O T4C , por ser um andlogo estrutural a prolina, compete com este

aminodcido pelo mesmo sitio de ligacdo em dois transportadores presentes em 7. cruzi,
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previamente descritos (Silber et al., 2002). Esse evento leva a redu¢do de prolina intracelular,
que por sua vez interfere com viabilidade do parasita. Silber et al. (2009) mostraram que as
formas epimastigotas intracelulares possuem a maior taxa de transporte de prolina, de todas
formas analizadas. Estas formas possuem, no entanto, o menor estoque de prolina intracelular,
necessitando de uma fonte de aminodcido externa para prosseguir com a diferenciacdo para
tripomastigotas (Figura 21). J4, as formas amastigotas possuem a menor taxa de transporte de
prolina e os maiores niveis de prolina intracelular. E provavel que as formas amastigotas gastem
todo o seu estoque para replicagdo. Com esta base, espera-se que T4C tenha efeito,
principalmente, sobre o estdgio de epimastigota intracelular, interferindo com a diferenciagdo

para as formas tripomastigotas.
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Figura 21. Variacoes relativas das atividades dos transportadores de glicose e prolina e
concentracoes de prolina intracelular livre durante o ciclo de vida do ciclo de vida do

T. cruzi
FONTE: Silber et al. (2009)

5.6 Expressao génica de IFN-ye IL-10 em tecidos

Como mencionado anteriormente, dois fatores podem estar determinando a reducdo da
parasitemia na circulagdo sanguinea e carga parasitdria em apenas um dos tecidos analisados: (1)
a acdo direta do T4C sobre a viabilidade do parasita, e/ou (i1) a interagdo do T4C com a resposta

imune, aumentando a resisténcia do hospedeiro a infec¢do. Para testar esta tltima possibilidade,

84



nés propomos analisar um parametro da resposta imune na infec¢do aguda em camundongos
tratados com T4C: a expressdo de citocinas que poderiam determinar num hospedeiro mamifero
uma parasitemia baixa ou elevada.

Diferentes mecanismos imunolégicos podem ser desencadeados por IFN-% tal como a
ativacdo de macréfagos. Animais nocautes para a producdo de IFN-y e seu receptor,
demonstraram maiores taxas de parasitemia e mortalidade (Holscher et al., 1998). A relevancia
IFN-y na fase aguda da infec¢do tem sido demonstrada devido a sua capacidade de ativar
macréfagos peritoneais, e por sua vez, induzir a destruicao do parasita parasita (Reed et al.,
1987). O tratamento de camundongos com IFN-y recombinante induziu a ativacdo de
macréfagos e consequentemente, interrompeu a fase aguda, a imunossupressdo e a mortalidade
(Reed, 1988). Enquanto que, camundongos que receberam anticorpo monoclonal anti-IFN-y
demonstraram maior parasitemia e sobrevida reduzida quando comparados aos animais que
receberam o anticorpo controle (Torrico et al., 1991; Abrahamsohn e Coffman, 1996). IFN-y
também induz a produ¢do de NO pelo macréfagos (Nathan et al., 1979; Mccabe e Mullins,
1990; Vray et al., 1991; Gazzinelli et al., 1992). Existe ainda, uma quantidade de outros
trabalhos demonstrando a importancia de IFN-y no controle da fase aguda da infec¢do. Por
outro lado, a IL-10 possui efeito anti-inflamatério. Em camundongos deficientes para a
producdo de IL-10, observa-se redugcdo da parasitemia, entretanto, a mortalidade € acelerada
devido ao aumento dramdtico da patologia aguda (Hunter et al., 1997). A auséncia de IL-10 em
animais infectados leva a um dramética produc¢io de TNF-& e o desenvolvimento uma sindrome
similar ao choque endotdxico, além de diminuir a sobrevida (Holscher et al., 2000).

A expressao génica das citocinas IFN-ye IL-10 no coragdo, intestino e bago foi avaliada
aqui, por meio da técnica PCR quantitativa - via Transcriptase Reversa (RT-PCRq), utilizando-
se o método de AACt comparativo. Como mostrado, T4C ndo afetou a expressdao das citocinas
IFN-ye IL-10 em nenhum dos tecidos avaliados, pelo menos no dia em que os tecidos foram
analisados (10 d.p.1). Em virtude disso, a nossa hipétese inicial se fortalece, ou seja, T4C pode
estar agindo de forma direta afetando a viabilidade do parasita. Ainda ndo podemos descartar
que T4C estaria agindo sobre o sistema imune, pois existem muitos outros mecanismos
imunolégicos que ndo avaliamos aqui.

Em sintese, nossos resultados mostraram que o tratamento com dose tnica de T4C (100

mg/Kg) reduziu significantemente a carga parasitdria em apenas um tecido, o intestino, que
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correlaciona positivamente com a diminui¢cdo de parasitas circulantes. Entretanto, ndo houve
qualquer correlagio entre parasitemia e sobrevida de animais tratados com qualquer uma das
doses tunicas. Por outro lado, o tratamento prolongado com T4C, reduziu a carga parasitdria no
intestino de animais tratados somente com a dose menor (10 mg/Kg dia). Observamos uma
correlagdo positiva da carga parasitdria no intestino e mortalidade de animais tratados com a
dose menor. Porém, ndo vimos qualquer correlacdo entre nimero de parasitas circulantes e
carga parasitdria tecidual, jd que o tratamento prolongado ndo interferiu com a parasitemia
sanguinea. A expressao génica das citocinas IFN-ye IL-10 nos trés tecidos analisados (coragdo,
intestino e baco) ndo foi afetada pelo tratamento com T4C. Por isso, sugerimos que T4C pode
estar agindo diretamente com a viabilidade do parasita e ndo pela interagdo com as citocinas

analisadas.

Nossos dados mostram que o T4C (100 mg/Kg) direta ou indiretamente diminui a
quantidade de parasitas disponiveis para invasdo tecidual, no entanto, nas doses avaliadas

induzem a perda da peso e € toxica na dose de 200 mg/Kg.
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6 CONCLUSOES

= O tratamento de camundongos com dose unica de 100 mg/Kg de T4C diminuiu
significantemente o pico parasitémico no 8° dia apds a infec¢do. No entanto, as outras
doses testadas (30, 50 ou 200 mg/Kg) ou até mesmo o tratamento prolongado (10 ou 40

mg/Kg dia) ndo apresentaram nenhum efeito sobre a parasitemia.

= O tratamento prolongado de T4C (10 mg/Kg dia) aumentou a sobrevida de animais
infectados (valor de p que consideramos significativo em rela¢do ao controle, p=0,058),

provavelmente devido ao seu efeito antioxidante, como relatado na literatura.

= O tratamento com T4C em dose unica (200 mg/Kg) reduziu o peso corporal dos animais
sem infeccdo. Além disso, houve redugdo de 20 e 40% da sobrevida de animais que

receberam dose Unica ou prolongada, respectivamente.

= A andlise histoldégica mostrou uma diminui¢do significante na carga parasitdria apenas
no intestino de animais tratados com T4C (dose unica de 150 mg/Kg). A PCRg
confirmou estes dados e também mostrou o mesmo efeito no intestino de animais

tratados por periodo prolongado apenas com a dose menor (10 mg/Kg dia).

= A expressdo génica das citocinas IFN-ye IL-10, avaliadas por PCRg, ndo foram afetadas
pelo tratamento com T4C, nos 6rgdos analisados (coragdo, intestino e baco). Esses
dados indicam o ndo envolvimento desta droga com essa via imunoldgica para controle

da parasitemia sanguinea e tecidual e, portanto, reforcam a nossa hipétese inicial.

= A reducdo na carga parasitdria no intestino correlaciona positivamente com a diminui¢ao
de parasitas circulantes. No entanto, ndo hd qualquer correlagdo com a sobrevida. Esses
dados em conjunto, sugerem que T4C, em um determinado intervalo de doses
(provavelmente devido ao efeito hormético) diminui direta ou indiretamente, a

quantidade de parasitas disponiveis para a invasdo tecidual (intestino).
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