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RESUMO

PROVIDELLO, M. V. Determinacdo do potencial terapéutico de
antioxidantes naturais na doenca de Chagas experimental. 2017. 82f.
Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2017.

Sete milhdes de pessoas sdo acometidas pela doenca de Chagas atualmente.
A patologia endémica em vinte e um paises na América Latina tem como
agente etiolégico o protozoario Trypanosoma cruzi. Existe hoje a necessidade
por novas alternativas terapéuticas, pois os farmacos atualmente utilizados
apresentam eficacia limitada na fase cronica, trazendo toxicidade relacionada
especialmente ao dano oxidativo, devido ao principio ativo destes
medicamentos, além de ser parte natural da infeccao. Antioxidantes vém sendo
estudados na terapia da doenca e o0s resultados parecem promissores.
Avaliamos acido ascorbico (AA), cianocobalamina (Bj;) e melatonina (MEL)
sozinhos e associados a uma dose subclinica de benzonidazol (BZ). O objetivo
foi determinar os efeitos destas substancias no desenvolvimento da fase
aguda. Para isso, utilizamos camundongos Swiss, infectados com T. cruzi cepa
Y. Os resultados mostram sinergia na associacdo AA+BZ10 em reduzir a
parasitemia; concentracdo de espécies reativas de oxigénio (EROSs) intracelular
e os niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitlrico (TBARS) no coracdo
também foram diminuidos. AA e AA+BZ10 promoveram reducao do parasitismo
cardiaco detectado por qPCR e analises histologicas. AA+BZ10 mostrou
reducdo no infiltrado inflamatoério cardiaco. B, ou Bi1,+BZ10 néo foram
eficazes em reduzir a parasitemia. Observou-se uma reducgdo do infiltrado
inflamatorio cardiaco para B1,+BZ10, além do combate a EROs intracelular. No
grupo B, foi detectado o aumento na atividade da enzima superdxido
dismutase (SOD). MEL e MEL+BZ10 reduziram a parasitemia, porém nao
foram eficazes na diminuicdo de EROs intracelular. Niveis de TBARS cardiacos
foram reduzidos no grupo MEL e um aumento na atividade da SOD foi
observado para MEL e MEL+BZ10. Nestes grupos, o parasitismo cardiaco e o
infiltrado inflamatério foram reduzidos. Estes dados revelam que possa haver
beneficio no uso de antioxidantes na terapia da doenca de Chagas, seja por
acao tripanocida ou pela atenuacdo do dano oxidativo que em longo prazo
podem resultar em maior preservacgao tecidual.

Palavras — chave: Acido ascérbico; antioxidantes; cianocobalamina; doenca
de Chagas; estresse oxidativo; melatonina



ABSTRACT

PROVIDELLO, M. V. Determination of the therapeutic potential of natural
antioxidants in experimental Chagas' disease. 2017. 82f. Dissertation
(Master). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto -
Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2017.

Seven million people are currently afflicted with Chagas' disease. The endemic
pathology in twenty one Latin America countries has as its etiological agent the
protozoan Trypanosoma cruzi. It is necessary new therapeutic alternatives for
this disease, because the drugs currently used have limited efficacy in the
chronic phase, and have toxicity especially related to oxidative damage, due to
the active principle of these drugs, in addition to being a natural part of the
infection. Antioxidants have been studied in the therapy of the disease and the
results seem promising. We evaluated ascorbic acid (AA), cyanocobalamin
(B12) and melatonin (MEL) alone and in combination with a subclinical dose of
benznidazole (BZ). Our aim was to determine the effects of antioxidants in the
development of the acute phase of the disease. For this, we used Swiss mice,
infected with T. cruzi, Y strain. Our results showed synergy in the association of
AA+BZ10 to reduce parasitemia; concentration of intracellular ROS (Reactive
oxygen species) and the levels of TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive
Substances) in the heart were also decreased. AA and AA+BZ10 were effective
in reducing cardiac parasitism detected by gPCR and histological analyzes. The
AA+BZ10 group presented reduction in cardiac inflammatory infiltrate. B1, and
B1,+BZ10 were not effective in reducing parasitemia. B;,+BZ10 reduced
cardiac parasitism and cardiac inflammatory infiltrate; furthermore it acted
against intracellular ROS. In group Bi, an increase in SOD (Superoxide
dismutase) activity was detected. MEL and MEL+BZ10 reduced parasitemia,
but were not effective in decreasing intracellular ROS. Levels of cardiac TBARS
were reduced in the MEL group and an increase in SOD activity was observed
in MEL and MEL+BZ10. In these groups, reduction in parasitism and
inflammatory infiltrate were observed in the heart. Our results show that the use
of antioxidants can be benefical, either by trypanocidal action or by attenuation
of oxidative damage, which in the long term may result in greater preservation
of tissue damage.

Keywords: Ascorbic acid; antioxidants; Chagas disease; cianocobalamin;
oxidative stress; melatonin.
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1. INTRODUCAO

1.1 A doenca de Chagas

Fazendo parte do grupo de Doencas Tropicais Negligenciadas (DTN) ao
lado de outras moléstias como dengue, leishmaniose, esquistossomose,
tuberculose e hanseniase, a doenca de Chagas acomete hoje,
aproximadamente sete milhdes de pessoas ao redor do mundo (WHO, 2017;
DNDi 2017).

Descrita pela primeira vez em 1909, pelo pesquisador brasileiro Carlos
Ribeiro Justiniano Chagas, o feito representa um dos mais bem sucedidos no
ramo da biologia e patologia parasitaria, pois pela primeira vez na histéria um
anico pesquisador fora capaz de constatar a doenca, seu agente etioldgico,
vetor, reservatorios doméstico e silvestre além de animais de laboratorio
suscetiveis a infeccdo (COURA & PEREIRA, 2012; URBINA, 2009).

O agente etiolégico, Trypanosoma cruzi € um protozoario hemoflagelado
pertencente a familia Trypanosomatidae e ordem Kinetoplastida, sendo que a
via natural da infec¢cdo necessita de um hospedeiro invertebrado, o triatomineo
(Familia Reduviidae, Ordem Hemiptera) e um hospedeiro vertebrado mamifero
(NUNES et al., 2013).

Seu ciclo heteroxénico inicia-se quando o inseto no momento da
hematofagia entra em contato com o sangue de reservatérios mamiferos,
ingerindo as formas tripomastigotas sanguineas que migrardo para o estbmago
do inseto, transformando-se em formas epimastigotas. Essas formas se
multiplicam por divisdo binéria no intestino médio do vetor e posteriormente, 0
parasita inicia a metaciclogénese, gerando as formas tripomastigotas
metaciclicas que se deslocardo para o intestino posterior e reto do inseto. Este
processo envolve alteracBes morfoldgicas e biomoleculares que favorecem a
infeccdo celular nos mamiferos, pois € essa forma morfologica que sera
liberada em uma nova atividade hematofagica através das fezes do triatomineo
(COURA & PEREIRA, 2010; TEIXEIRA et al., 2012; BERN, 2015).

Componentes moleculares de T. cruzi medeiam a interacdo que
inicialmente acontece com macrofagos locais, fibroblastos e células musculares
(CHIODINI, MOODY & MANSER, 2003; SOUZA, CARVALHO & BARRIAS,
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2010). Uma vez no interior das ceélulas, ocorre a transformacdo dos
tripomastigotas em amastigotas, que apds nove ciclos de divisdo binaria
simples irdo novamente se diferenciar em tripomastigotas, que devido a sua
intensa movimentacdo levardo a célula hospedeira a lise, sendo assim
liberados no intersticio. Estes tripomastigotas ganham a corrente circulatoria,
atingindo outras células para cumprir um novo ciclo celular ou serdo destruidos
por mecanismos imunolégicos do hospedeiro. Podem ainda ser ingeridos por
triatomineos, onde cumprirdo seu ciclo extracelular (ANDRADE & ANDREWS,
2005; MUNOZ-SARAVIA et al., 2012; BERN, 2015).

A transmissdo vetorial ainda representa um dos mais importantes
mecanismos de infeccdo. Desde o ano de 1950 séo realizadas acdes de
controle vetorial no Brasil, porém, essas medidas ndo eram regulares devido a
menor importancia dada a doenca de Chagas em relacdo a outras endemias
(SILVEIRA & DIAS, 2011). Foi a partir de 1975 que essas acOes foram
exercidas de forma regular, diante aos inquéritos epidemiolégicos realizados na
época (URBINA, 2009).

Estas medidas de controle culminaram numa reducdo na incidéncia da
doenca que atingiu 70% no ano 2000 (VINHAES et al., 2014); e em 2006 foi
comprovada no Brasil a interrupcdo da transmissao pelo vetor Triatoma
infestans. Entretanto, a vigilancia precisa ser mantida uma vez que esta
espécie continua presente em paises da América do Sul como Argentina,
Bolivia, Paraguai e Peru (COURA, 2013). Além disso, existem outras espécies
se destacam como vetores do parasito, merecendo atencéo especial Triatoma
brasiliensis, Triatoma pseudomaculata e Panstrongylus megistus (MUNOZ-
SARAVIA et al., 2012, COURA, 2015).

A infeccdo pode ocorrer ainda por transmissao oral, através de alimentos
e bebidas contaminados, transfusdes sanguineas, transplantes de 6rgaos, via
congénita (a qualquer momento da gestacdo), ou ainda por acidentes
laboratoriais (PEDRA et al., 2011; CHATELAIN & KONAR, 2015).

O individuo infectado inicialmente desenvolve a chamada fase aguda,
caracterizada por alta parasitemia Porém, na grande maioria dos casos €
assintomatica, fato este que dificulta o diagnodstico neste periodo. Quando o

paciente apresenta sintomas, estes geralmente sao inespecificos, como febre,
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mal-estar geral, linfodenopatia, hepato e esplenomegalia e linfocitose atipica
(COURA & PEREIRA, 2010; BERN, 2015).

Dentre os sintomas especificos que podem ser observados na fase
aguda destacam-se o Sinal de Romafa, um edema bipalpebral e unilateral
presente quando o parasita penetra pela conjuntiva, e o0 chagoma de
inoculagao, inflamacdo aguda que acomete a derme e hipoderme no local de
inoculagéo do parasita. A taxa de mortalidade nesta fase é baixa, em torno de
2-8 %, atingindo em maior namero criancas e pacientes imunossuprimidos
(MUNOZ-SARAVIA et al., 2010; URBINA, 2014, CHATELAIN, 2017), com
ressalva a infeccdo oral que apresenta altas taxas de mortalidade ainda neste
estagio (YOSHIDA, TYLER & LLEWELLYN, 2011; BERN, 2015).

Passado esse periodo, 0 paciente chagasico pode permanecer por
varios anos sem apresentar sintomas, em um periodo de laténcia denominado
forma indeterminada, caracterizado pelos seguintes parametros diagndsticos:
sorologia e testes parasitolégicos positivos, auséncia de sinais/sintomas,
eletrocardiograma normal e coracdo, es6fago e coOlon sem alteracGes
anatomopatoldgicas (MARIM-NETO & RASSI, 2009; CHATELAIN, 2015).

Aproximadamente 20-30% dos pacientes desenvolvem a doenca de
Chagas cronica depois da fase de laténcia. A sintomatologia aqui apresentada
irA caracterizar a forma da doenca, podendo ser cardiaca, digestiva ou mista
(cardiaca e digestiva) (TEIXEIRA et al., 2012; URBINA, 2014).

A doenca de Chagas cardiaca é a forma mais comum no Brasil,
afetando até 40% dos individuos chagasicos na fase cronica (PEDRA et al.,
2011). Os danos ao miocardio S80 um processo progressivo, cujo mecanismo
de patogénese ainda ndo € totalmente compreendido pelos pesquisadores,
porém acredita-se que a presenca do parasita no tecido cardiaco destruindo
suas fibras musculares e o processo inflamatorio instalado sejam as principais
causas, mesmo a carga parasitaria sendo baixa neste periodo. E comum
observar nesses pacientes o aneurisma de ponta, uma lesdo na base dos
ventriculos, causada pela auséncia de células musculares e herniagdo do
endocardio (DINARDI et al.,, 2012; BERN, 2015). Ocorre alteracdo dos
batimentos cardiacos, com isso, em determinado momento, oS mecanismos de

compensacao do coragdo tornam-se incapazes de suplantar as deficiéncias de
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contracdo, culminando no quadro de insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC),
que pode levar o individuo ao ébito (URBINA, 2014).

J4 a forma digestiva da doenca é caracterizada por megaeséfago e
magacoélon, alteracbes morfolégicas e funcionais que podem levar a quadros
graves de desnutricdo e obstrucdo intestinal. Além disso, Gullo et al. (2014)
relataram que a chance de desenvolvimento de um carcinoma nos referidos
orgdos, chega a ser 33 vezes maior nestes pacientes em relacdo a um
individuo sadio.

Nesta fase, 0 acometimento cardiaco ou digestivo pode variar de leve a
grave, estando diretamente relacionado a extensdo do dano tecidual que
definird a morbidade da doenca (ANDRADE & ANDREWS, 2005).

1.2 Tratamento para a doenca de Chagas

Foram extensas as pesquisas por compostos que possuissem atividade
tripanocida. Em 1935, quando Carlos Chagas e Evandro Chagas publicaram o
“Manual de Doengas Tropicais e Infectuosas”, a doenga continuava sem um
tratamento especifico. Substancias como fucsina, cloreto de mercurio,
compostos antimaléricos, arsenobenzéicos, anfotericina B e mais de trinta
antibioticos foram testados até a década de 60 (COURA & CASTRO, 2002).

Foi entre os anos de 1952 e 1957 que surgiram pesquisas envolvendo
compostos derivados de nitrofuranos, apresentando atividade tripanocida
limitada, porém o que parecia promissor levava a graves efeitos toxicos.
Entretanto, foram estes estudos iniciais com os nitrofuranos que instauraram as
pesquisas que no futuro culminariam no desenvolvimento dos dois
medicamentos atualmente disponiveis: o Benzonidazol (BZ) (LAFEPE) e o
Nifurtimox (Lampit® - Bayer), sendo que este ultimo ndo € comercializado no
Brasil (URBINA, 2010; BERN, 2015) e nos Estados Unidos, por exemplo,
nenhum deles é aprovado pelo Food and Drug Administration U.S. (FDA) (FDA,
2016).

Ambos os farmacos séo pertencentes ao grupo de substancias da classe
dos nitroheterociclicos. O principio ativo do nifurtimox esta associado com a

producdo de grande quantidade de espécies reativas de oxigénio (EROSs),
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como anion superoxido e peroxido de hidrogénio, formados pela reducédo do
oxigénio na reagdo com metabdlitos do nitrofurano, inibindo assim o
desenvolvimento de T. cruzi.

Ja o benzonidazol, admite-se que atue por meio da ligacao covalente de
derivados nitro reduzidos, gerados durante sua bioativacdo, com
macromoléculas de T. cruzi. Complementarmente, sabe-se que a
metabolizacdo de BZ gera ainda EROs, como produto da reoxidacdo de
radicais nitro-anion (PEDROSA et al.,, 2001; GUPTA, WEN & GARG, 2009;
URBINA, 2010).

E é justamente o0 mecanismo de acdo deste fdrmaco apontado como o
responsavel pelos efeitos colaterais que muitas vezes representam a principal
causa do abandono ao tratamento (URBINA, 2014). Para BZ sédo efeitos
colaterais comuns manifestacfes cutaneas, linfodenopatia e, mais raramente,

supressao de medula éssea (BERN, 2015).

1.3 Radicais livres e o estresse oxidativo

Os radicais livres podem ser definidos como atomos ou moléculas que
possuem um ou mais elétrons desemparelhados. Podem ser formados pela
perda de um elétron de um n&o-radical ou no caso do rompimento de uma
ligagéo covalente. E esta instabilidade eletrGnica confere-lhes alta reatividade
(HALLIWELL, 2007; UTTARA et al., 2009, CAROCHO & FERREIRA, 2013).

Os intermediéarios reativos de oxigénio ou espécies reativas de oxigénio
sdo exemplos de radicais livres, sendo originados pelo desvio de elétrons da
cadeia respiratéria durante o processo de producdo de adenosina trifosfato
(ATP) ocorrido nas mitocéndrias ou pela atividade enzimas oxidantes, como
por exemplo, NADPH oxidases (NOXs) que possuem a funcdo de transferir
elétrons através das membranas celulares através da oxidacdo da nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato (NADPH)(Figura 1).

A formacdo de EROs, portanto, € consequéncia do metabolismo
aerébio, onde o oxigénio (O,) sofre reducdo tetravalente gerando duas
moléculas de agua. Porém, devido a sua configuracdo eletrénica, o O, tem uma

forte tendéncia a receber um elétron de cada vez, formando compostos
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intermediarios altamente reativos, como o anion superoxido (O, *-), o peréxido
de hidrogénio (H,O,) e o radical hidroxil (OHe) (TURRENS, 2004; GUPTA,
WEN & GARG, 2009;).

0O,

e
I

NADPH

NADP*

Figura 1: Formacdo de EROs. As espécies reativas de oxigénio podem ser geradas pela
atividade de enzimas oxidantes, como o complexo enzimatico NOXs (NADPH oxidases) ou
pelo extravasamento de elétrons da cadeia respiratéria ocorrido nas mitocondrias. Superéxido
(0, ™), peroxido de hidrogénio (H,0,) e radical hidroxil (OH+) sdo exemplos de EROs formados
nestes processos. Em laranja foi representada a atividade das enzimas antioxidantes
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). Em verde,
demonstra-se a atividade de ions metalicos no processo. Intermediarios reativos sao formados
pela reducdo monovalente do oxigénio. Fonte: autoria propria.

Logo, EROs estdo envolvidas em diversos processos metabdlicos,
sendo fundamental, por exemplo, em processos de sinalizacéo e diferenciacéo
celular, apoptose, controle da inflamacdo e eliminacdo de patdégenos,
contrariando 0 que por muitos anos se pensou, que as espeécies reativas de
oxigénio estavam relacionadas apenas ao dano oxidativo (SCHIEBER &
CHANDEL, 2014) .

Porém, apds décadas de pesquisas envolvendo os radicais livres,

indubitavelmente se sabe que as espécies reativas de oxigénio, quando
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formadas de maneira exacerbada, podem ser danosas ao organismo humano,
vindo a oxidar biomoléculas como lipideos, proteinas e acidos nucleicos
(VASCONCELLOS et al., 2007; CAROCHO & FERREIRA, 2013).

Radical superoxido sofre dismutacdo, processo onde duas moléculas
deste radical reagem formando peréxido de hidrogénio, reacdo esta catalisada
pela enzima superoxido dismutase. Ja o perdoxido de hidrogénio € conhecido
pela capacidade de oxidar proteinas.

Radical hidroxil € considerado a ERO mais reativa, pela sua capacidade
de atravessar membranas biologicas, tendo, portanto, o potencial de reagir com
todas as biomoléculas. Sua formacao é consequéncia da reac¢do de H,O, com
fons Fe”* ou Cu* (SCHIEBER & CHANDEL, 2014).

Devido ao potencial oxidante das espécies reativas o organismo conta
com sistemas de eliminacao de radicais livres, antioxidantes enzimaticos e nédo
enzimaticos como, por exemplo, a ja citada superoxido dismutase, glutationa,
glutationa peroxidase e catalase que agem nas mitocondrias e no citoplasma,
reduzindo os niveis de EROs nas células (RIBEIRO et al., 2005).

E o quadro de estresse oxidativo é estabelecido entdo quando ocorre um
intenso desequilibrio entre a formacédo dos radicais livres e a capacidade do
nosso organismo em detoxifica-las (HALIWELL, 2010).

Diante a diversos processos infecciosos, EROs sao formadas em
grandes quantidades no interior de células fagdéciticas na tentativa de controlar
a infeccdo. Na doenca de Chagas sua formacdo é consequéncia ainda da
destruicdo tecidual, estimulacdo de mediadores inflamatérios e danos
secundarios as mitocéndrias (WRENGER, SCHETTERT & LIEBAU, 2013).

Alguns estudos mostram que além de intensificar a geracdo de EROs, o
processo inflamatorio envolvido na patologia pode ser capaz de inibir alguns
mecanismos antioxidantes. E o caso da TNF-a que pode diminuir a atividade
de enzimas antioxidantes como SOD e GPx. Essa andlise sugere que a
resposta antioxidante possa nao ser ativada adequadamente para eliminar
EROs durante a infeccdo chagasica (GUPTA, WEN & GARG, 2009).

Por estes motivos, 0 uso de antioxidantes exdgenos na infeccao
chagéasica vem sendo amplamente estudado. Estima-se que estas substancias
possam intervir na geracdo de ROS ou reduzir seus efeitos, prevenindo deste

modo os danos causados pelo estresse oxidativo.
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1.4 Antioxidantes

Segundo Halliwell (2011, v.32, p. 125), “antioxidante é uma molécula
capaz de proteger um alvo biolégico contra o dano oxidativo”.

Galano, Tan e Reiter (2011) relataram as propriedades desejaveis a uma
substancia antioxidante, destacando-se: a versatilidade, para reagir com
espécies reativas de vérias naturezas; a habilidade de cruzar as barreiras
fisiolégicas sendo facilmente transportada para dentro das células; ser
acessivel quando necessario, sendo obtida de maneira endégena ou exdgena
podendo ser adquirida através da dieta; possuir propriedade regenerativa, ou
seja, a reacdo com o radical livre gera uma forma oxidada do composto
antioxidante, a qual ainda pode reagir eficientemente, combatendo outros
radicais livres; ser reabsorvido adequadamente depois de filtrado pelos rins; e
finalmente ndo apresentar toxicidade ao organismo antes ou depois da reagao
com a espécie reativa.

O acido ascorbico ou vitamina C € um micro nutriente necessario em
multiplas funcdes biologicas. Muitos animais sdo capazes de produzir a
substancia a partir da glicose, porém o homem, alguns primatas e os morcegos
sdo exemplos de espécies que precisam obter o nutriente por meio da dieta
(DUARTE & LUNEC, 2005).

Dentre as principais funcdes da vitamina C é possivel destacar o
importante papel na absorcéo do ferro pelo organismo, participacédo na sintese
de colageno e carnitina, atuacdo sobre os neurotransmissores dopamina e
noradrenalina, além de atuar na regulacdo da expressdo génica, funcdo essa
que ainda nao foi totalmente elucida (DE TULLIO, 2012; PISOSCHI &
POP,2015).

Além de todas essas aplicabilidades, a substancia possui ainda acao
antioxidante que é alvo de inimeras pesquisas nha atualidade, envolvendo
principalmente doencgas infecciosas e mutacdes génicas.

Sua atividade sob os radicais livres baseia-se na doacdo de elétrons,
além de ser capaz de reativar outras moléculas antioxidantes importantes para

0 organismo como a-tocoferol (vitamina E) e glutationa.
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A vitamina Bj, (cianocobalamina) é essencial ao organismo humano,
pois participa das reacbes de degradacdo de alguns aminoacidos e acidos
graxos, além de ser necessaria para a producdo de células sanguineas pela
medula dssea, especialmente a eritropoiese e a sintese de acidos nucleicos. E
obtida através da dieta, onde produtos de origem animal, como carne e
derivados do leite, s&o ricos deste nutriente e sua deficiéncia representa um
grave problema nutricional em idosos e em paises subdesenvolvidos
(WOLTERS, STROHLE & HAHN, 2004; PAWLAK, LESTER & BABATUNDE,
2014).

Para Birch et al. (2009) o efeito antioxidante da cianocobalamina é
resultado da sua reacdo direta com as espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, inibindo por exemplo a producdo de peroxidos intracelularmente,
além de acOes indiretas como a estimulacdo da atividade da metionina,
aminoacido essencial na sintese de glutationa.

O potencial antioxidante desta vitamina vem sendo testado em alguns
trabalhos, inclusive na doencga de Chagas por Cicarellil et al. (2012), onde bons
resultados foram obtidos em relacao a inibicdo no desenvolvimento do parasita.

Ja a melatonina (MEL), horménio secretado pela glandula pineal que
atinge picos de concentracdo durante a noite, possui um importante papel na
regulacdo do ritmo circadiano (VIELMA et al., 2014) e suas multiplas funcdes
movem inumeros estudos envolvendo a substancia. Atualmente se sabe que a
melatonina inibe a progressdo do cancer (GALANO, TAN & REITER, 2011;
SANTOS & CONSTANTINO, 2015), regula o sistema imune atuando na
secrecéo de citocinas (SANTELLO et al., 2008; BRAZAO et al. 2015) e regula a
funcao da retina (ALLEGRA et al., 2003).

A capacidade deste hormonio reagir com os radicais livres foi descrita
pela primeira vez em 1993 e desde entdo pesquisadores se dedicam na
compreensao de seu mecanismo de acdo, que ainda nado foi totalmente
esclarecido. Sabe-se que a melatonina possui propriedades antioxidantes e é
capaz de penetrar todas as barreiras morfofisiolégicas devido ao seu caréter
anfifilico, apresentando, portanto, acesso ilimitado as mitocondrias. Além disso,
0S metabolitos primarios e até mesmo secundarios da MEL ainda podem agir
como captadores de radicais livres (ALLEGRA et al., 2003; RAMIS et al., 2016).
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2. CONCLUSAO

Os resultados apresentados permitem-nos concluir que o &cido
ascorbico em associacdo ao benzonidazol potencializou o efeito tripanocida do
farmaco, evidenciado por uma maior reducdo na parasitemia observada no
grupo AA+BZ10 em relag&o ao grupo BZ10.

Além disso, vimos que AA e AA+BZ10 reduziram o parasitismo no
coracao, explicitado pelas técnicas de gPCR e contagem de ninhos de
amastigota, porém, no grupo AA vimos que apesar da diminuicdo do numero
de parasitas no tecido cardiaco, o infiltrado inflamatorio ainda estava presente
de maneira mais acentuada. Paralelamente, no grupo AA+BZ10 a reducao do
namero de células inflamatérias foi superior, o0 que em longo prazo poderia
culminar na prevencdo do dano tecidual e consequente preservacdo da
funcionalidade do 6rgéo.

O acido ascorbico associado ao benzonidazol também se mostrou capaz
de reduzir significativamente a concentracdo de EROs intracelular, comparando
este grupo aqueles tratados com benzonidazol em dose clinica (BZ100) ou
subterapéutica (BZ10), além de reduzir os niveis de TBARS cardiacos em
relacdo ao grupo Cl. Estes dados sugerem, portanto, que beneficios em
relacdo ao estresse oxidativo possam ser alcancados com o tratamento do
farmaco associado ao antioxidante.

No que diz respeito a cianocobalamina, apesar de verificar algumas
vantagens em seu uso, no que diz respeito aos parametros oxidativos
avaliados, ndo observamos sinergia quando esta substancia foi associada a BZ
em relacdo ao parasitismo tecidual e ainda que a substancia nao foi eficaz em
reduzir a parasitemia em modelo experimental murino, seja associada ou nao
ao benzonidazol. Estes dados nos permitem concluir que a vitamina Bj, ndo
apresentou atividade tripanocida nas concentracdes utilizadas, entretanto
devido as suas propriedades antioxidantes, a substancia pode trazer beneficios
no quadro de dano tecidual.

Sobre a melatonina, infere-se que essa substancia em dose 10mg/kg,

apresentou atividade tripanocida no decurso da fase aguda dessa patologia,
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seja em associacdo ou ndo ao benzonidazol, evidenciado pela significativa
reducdo no numero de parasitas durante o pico parasitémico.

Ao avaliarmos o parasitismo tecidual cardiaco vimos também que o
horménio agiu de modo a reduzir este parametro, detectado pela gPCR e
contagem de ninhos de amastigota. E ainda que os grupos tratados com MEL e
MEL+BZ10 apresentaram diminui¢@o do infiltrado inflamatdrio neste 6rgéo.

N&o se constatou reducdes significativas na concentragdo de EROs
intracelular média entre os grupos tratados com melatonina e melatonina
associada ao benzonidazol em relagdo aos demais grupos experimentais,
porém, alguns beneficios foram observados quando exploramos parametros
oxidativos no coracdo, onde os grupos MEL e MEL+BZ10 apresentaram um
aumento no percentual de inibicho da SOD e nos animais que receberam
apenas o hormdnio os niveis de TBARS cardiacos também foram reduzidos em
relacéo a Cl.

Concluimos, portanto, que a melatonina possa vir a ser um potencial
candidato no tratamento da doenca de Chagas.

Em suma, os dados obtidos sugerem que acido ascorbico e melatonina
apresentaram atividades importantes no decurso da patologia durante a fase
aguda, seja por apresentar propriedades tripanocidas ou pelos beneficios em
relacdo aos danos oxidativos.

Acredita-se que os antioxidantes possam trazer beneficios no quadro
patolégico e que se associados a reduzidas doses de BZ poderdo trazer

melhorias ao tratamento usual.
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