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ARANTES, J.M. Resumo

A desferroxamina (DFA) é um quelante de ferro, gambém é conhecida por
modular a inflamacé&o e atuar como um antioxidafisaz em condicbes normais e sob
estresse oxidativo. Muitos estudimsvitro e in vivo tém mostrado a eficacia da DFA no
tratamento de infecgbes por virus, bactérias epodrios. A DFA é conhecida por reduzir a
intensidade das infec¢des gaypanosoma cruzm camundongos, mesmo durante um curso
de terapia que n&o € suficiente para a inducameimia ou ferropenia. Para esclarecer esses
achados, foi investigada a acdo da DFA na infeeg@perimental peld. cruzie no suposto
efeito direto sobre os parasitos. Animais infecsagldratados com DFA (5mg/animal/dia) por
35 dias, comecando 14 dias antes da infeccao,eappaeam menores taxas de parasitemia e
mortalidade. Também em teste rapidwivo, a DFA foi capaz de reduzir a parasitemia. Nao
foi observado efeito significativo sobre os marecadado metabolismo do ferro, eritrograma,
plaguetas e leucograma. O esquema de utilizac@da(5mg/dia, 35 dias), na presenca de
infecgdo ou néo, ndo alterou o percentual de &NK, CD19, CD4" ou CDS§ esplénicas,
mas, na vigéncia de infeccao, estimulou a proddeddNFea por células NK e de IL-10 por
células NK e CD% caracterizando um efeito misto que combina agifesnatorias e anti-
inflamatorias.

Em relacdo ao seu impacto direto sobre os parasstoBFA inibiu o crescimento de
amastigotas e tripomastigotas em cultura de filibs e diminuicdo na motilidade do
parasito. A DFA ndo afetou a viabilidade avaliaddoptrypan blue e induziu discreta

apoptose em tripomastigotas.

Em concluséo, o efeito terapéutico da DFA sobrefac¢do experimental pel®d. cruzi

envolve mecanismos parasitologicos, preferenciadienemipanostaticos, e mecanismos
sistémicos, através da inducdo de um ambiente tdeimas favoravel ao hospedeiro, e é
independente da instalagdo de ferropenia e, asbure de efeitos hematoldgicos

significativos.
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ARANTES, J.M. Abstract

Desferrioxamine (DFA) is a potent iron chelatorttisaalso known to modulate inflammation
and act as an efficient antioxidant under normalddoons and under oxidative stress. Many
in vitro andin vivo studies have shown the efficacy of DFA in thettresnt of viral, bacterial
and protozoan infections. DFA is known to reduce thtensity of Trypanosoma cruzi
infections in mice even during a course of therdgay is not effective in maintaining anaemia
or low iron levels. To further clarify these fingjs, we investigated the action of DFA on
mouseT. cruziinfection outcomes and the supposed direct impiabi-A on parasites.
Infected animals treated with DFA (5 mg/animal/dioy)35 days, beginning 14 days prior to
infection, presented lower parasitemia and lowenuwative mortality rate. Also in the rapid
test in vivo, DFA was able to reduce parasitemia.significant effect was observed on iron
metabolism markers, erythrograms, leukograms.

The treatment regimen of DFA, in the presence déciion or not, did not alter the
percentage of NK CD19, CD4 or CDS8 spleen cells, but in the presence of infection,
stimulated the production of TNg-by NK cells and IL-10 by NK cells and CD4eaturing a
mixed effect which combines inflammatory and anflamatory properties.

In relation to its direct impact on parasites, Diibited the growth of amastigotes and
trypomastigotes in fibroblast culture and decreasegarasite mobility. The DFA did not

affect the viability assessed by trypan blue amdided discrete apoptosistigpomastigotes.

In conclusion, the therapeutic effect of DFA in #eerimentall. cruziinfection involves
parasitological mechanisms preferably trypanosttit systemic mechanisms, by inducing a
cytokine environment favorable to host and it islependent of the installation of iron

deficiency and thus free of signicant hematologattdcts.
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1.1- Aspectos Gerais da doenca de Chagas

A doenca de Chagas (DC), importante causa de do@angeaca na Ameérica Latina, é
o resultado da infeccao pelo protozoafitypanosoma cruzi (T. cruzilO ano de 2009
marcou o0 100° aniversario da descoberta desta dogme leva o nome do seu agente
causador e do médico que primeiro a descreveu (TWN@ et al, 2009).

A distribuicdo geografica da DC, que inclui seusereatorios e vetores, estende-se
do sul dos Estados Unidos ao sul da Argentina €hdie. Estima-se que 75 a 90 milhdes de
pessoas nestas regides estdo expostas a infeapanen 15 a 16 milhdes estdo infectadas
peloT. cruzina América Latina (COURA & DIAS, 2009).

No Brasil, a prevaléncia da DC humana abrange urea ée trés milhdes de
quildmetros quadrados, desde o Maranhdo até o Raod® do Sul. Sdo cerca de 2.450
municipios, envolvendo uma populacdo de mais dmites de pessoas expostas ao risco
de contaminacdo e uma populacdo de aproximadarnméatmilhdes de individuos infectados
(DIAS, 2007).

A infeccéo da DC é classicamente considerada cemaosde area rural. Entretanto, o
panorama atual mostra aumento dos casos de infemgd@m nos grandes centros urbanos,
podendo estar relacionado a dois principais fatd¢figsa migracdo de pessoas contaminadas
com oT. cruzidas areas rurais para as cidades, com o consedignento do percentual de
portadores da doenca em &reas ndo endémicasir@)sporte do vetor junto aos pertences
pessoais, durante o éxodo, favorecendo a formaga@mdeiclo urbano, uma vez que o vetor €
capaz de se adaptar a novos ambientes (CARRAS@D 1990, DIAS, 2007).

A principal forma de controle da doenca faz-sevasale acdes de combate quimico
sistematico aos insetos vetores e ou melhoriagatamais, complementadas por rigorosa
selecdo de doadores de sangue. No final do ultéoals, ficou comprovado que medidas
sisteméaticas de controle e vigilancia epidemiolagiem areas endémicas, podem levar a
eliminacdo da maioria das popula¢gdes de vetoregstinns, contribuindo para a interrupgéo
da transmissdo da doenca. O impacto social do atentlta doenca pode agora ser
demonstrado pela reducdo ou até mesmo o desapardgimde casos agudos e de novas
infeccdes em individuos mais jovens (DI&Eal, 2002). Apesar do progresso das ultimas
décadas, em algumas areas endémicas, a transmisti@l da DC ainda permanece,

principalmente, onde a vigilancia epidemiologica@ntrole da doenca séo incipientes.
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O estado de Minas Gerais, que desde a descobedeetdga, tornou-se importante
centro de investigacdes, teve como cenario o de=zipeento do vetofriatoma infestang a
nao documentacdo de individuos menores de deziafeasados peldl. cruzi Entretanto,
com a descontinuidade dos programas de vigilangidemiolOgica, estudos atuais vém
constatando o ressurgimento de novos casos de&afgeloT. cruziem criangas com idade
inferior a 10 anos. Estes dados chamam a atenca@paportancia de se adotar medidas de
vigilancia e controle vetorial sistémicas. Alémsdisé importante salientar que nao basta
somente o controle do surgimento de novos casododaca. No Brasil, sdo cerca de 3
milhdes de individuos infectados que correspondema sobrecarga para os 6rgéos de saude
publica e de previdéncia social, uma vez que amidade ameaca e acomete basicamente as
regides pobres do pais, priorizando populacfes aibea bexpressédo politica, socialmente
excluidas, de origem rural e pouco letradas (DI2&)7). Por tudo isso, a atencdo aos
individuos infectados peld. cruzi geralmente pressupfe uma acdo de Estado, o qae ger
clara dependéncia de politicas publicas conseggientmntinuadas, a fim de minimizar os
efeitos deletérios da doenca.

O ciclo evolutivo doT. cruziinicia-se no hospedeiro invertebrado quando a dorm
tripomastigota sanguinea é ingerida pelo triatomim@ momento do seu repasto sanglineo.
No trato digestério, as formas tripomastigotasdfamam-se em epimastigotas que se multi-
plicam por fissdo binaria e se diferenciam em fartngomastigotas metaciclicas, na por¢cédo
posterior do tubo digestivo. Estas formas, quaridareadas junto as fezes e urina, infectam
o hospedeiro vertebrado através de mucosas integrdesdes de continuidade na pele.
Subseqglientemente, os tripomastigotas penetramngociéose tanto nas células fagocitarias
guanto nas ndo fagocitarias e completam o seu loiclégico. Em seguida, modificam-se em
amastigotas, que conseguem escapar do vacuolatpfages, para o citoplasma das células
hospedeiras. Apés cerca de 35 horas, inicia-serapegso de divisao binaria que pode durar
varios dias, dependendo da caracteristica da aepaaluzie da célula parasitada. Em torno
de cinco dias, inicia-se um processo no qual asideramastigotas se transformam em
tripomastigotas e rompem a célula hospedeira, pmderiectar novas células ou permanecer
na corrente sangulinea, e iniciam novo ciclo bigldgguando ingeridas pelo vetor (BRENER
1973, GARCIAet al, 1991). Outros mecanismos de transmisséo, altersaao vetorial, ttm
sido descritos e incluem a transfusdo sanguindaansmissao congénita, transplante de
orgaos e acidentes laboratoriais (DIAS, 2000).

O T. cruzi é capaz de parasitar diferentes tipos celularedyindo macrofagos,
células musculares lisas e estriadas, além debféstms (ANDRADE & ANDREWS, 2005).
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Entretanto, algumas populactes desse parasitceapaies tropismo preferencial para células
fagocitarias do baco, figado e medula 6ssea seewloninadas de macrofagotrépicas (cepa
Y), ou para ceélulas musculares lisa, esqueléticaarmliaca sendo denominadas de
midtropicas (cepa Be-78). Outros tipos de tropisémo sido descritos, como por exemplo o
neurotropismo (cepa PNM) (BICE & ZELEDON, 1970, ARBDE, 1974).

A infecg@o peldl. cruzié caracterizada por duas fases distintas, umartieduracao
denominada de fase aguda, seguida por uma fasmge tluracdo que persiste por toda a
vida do individuo, na auséncia de tratamento eBpecA fase aguda, que pode durar de 30
a 90 dias é caracterizada por elevado parasitisgidual e parasitemia evidente (PRATA,
2001). A parasitemia tende a diminuir apdés o inid& elaboracdo da resposta imune
especifica contra o parasito bem como seus anggseeado este um importante parametro
para o estudo desta doenca (GIORDANEN&Ql., 2002). Esta fase € caracterizada pela
escassez de sinais e sintomas clinicos que passsmrdebidos na maioria dos pacientes
embora em alguns casos possam ser observados esiggimas inespecificos tais como
febre, taquicardia, linfadenopatia, esplenomegali®dema (PRATA, 2001). Pacientes
imunossuprimidos e criancas podem desenvolver uas® faguda mais grave, com
envolvimento cardiaco e encefalomielite (ZHANG &RKBETON, 1999).

A fase aguda da doenca representa uma infeccacafjeaea peldl. cruzi pois suas
formas amastigotas podem ser encontradas nas sdusti@ogicas de quase todos os 6rgaos
e no interior de varios tipos celulares, usualmenta a presenca de infiltrado inflamatorio
mononuclear, congestdo aguda e edema (GUAR&ER 2001).

Na fase crénica, a maioria dos individuos permamassstomatico caracterizando a
forma indeterminada ou inaparente da doenca (TANIAA4t al, 1992, PRATA, 2001).
Nessa fase, 0 ser humano apresenta auséncia dé snasintomas, exames
eletrocardiograficos e radioldgicos do térax e abelonormais e parasitemia baixa ou
ausente. Entretanto, a suspeita da infeccdo podmsirmada por testes soroldégicos como
ELISA (ensaio imunoenzimético indireto), IFl (imdhmrescéncia indireta) e HAI
(hemaglutinacdo indireta) ou parasitolégicos (hamtora, xenodiagnoéstico e PCR) como
demonstrado por Chiagt al. (1989), Barreto & Lanni, (1994) e Gomesal (1998). A
forma indeterminada é a mais frequente ocorrend@@¥h dos individuos (TANOWIT £t
al.,, 1992, PRATA, 2001). Contudo, cerca de 30% dedeeroa fase cronica sintomatica
em um periodo variavel de 10 a 30 anos apos acéde(AMATO NETO, 1986, DIAS,
1989, BRENER & GAZZINELLI, 1997, MONCAYO, 1999), mcterizando as formas

clinicas cardiaca e digestiva, esta ultima complerto o megacolon e/ou megaeséfago. A
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ocorréncia de manifestacfes cardiacas e digestoraomitantemente caracteriza a forma
mista da doenca (TANOWIT&t al, 1992, Prata, 2001).

A cepa Y doT. cruzifoi isolada por Pereira de Freitas em 1950 e $tudada por
Silva e Nussenzweig (1953). Essa cepa, por apeesalgumas particularidades como a
predominancia de formas tripomastigotas sanguindakjadas, alta viruléncia e
patogenicidade para camundongos, assim como umnude&elo grau de resisténcia a
quimioterapicos a tornaram uma cepa de referéseiagdo provavelmente uma das mais
citadas na literatura. Esses parasitos possuemicloy de vida constante e estavel em
animais de laboratério e os padrées hematolgitust@patoldgicos causados por essa cepa
nesses animais sdo bastante reprodutiveis, torr@ndteais para estudos experimentais
(PINTOet al, 1999).

1.2- Imunopatologia da doenca de Chagas

Os aspectos anatomopatolégicos das fases da DCoséecidos e estudados, mas
ainda ndo se sabe como ocorre a mudanga de umpaia@seutra, o que leva a crer que essa
mudanca é caracterizada por um processo patologioplexo e pouco entendido.

Logo apos a entrada do parasito no tecido inicia+®erutamento dos leucocitos para o
local da infeccdo. A migracdo dessas células depelad producdo local de citocinas e
guimiocinas, do aumento da expressao dos seusoeegp das moléculas de adeséao.

As células NK parecem ter um papel importante fecg@o pelol. cruzi tendo sido
demonstrado que durante a infeccdo ocorre aumemitoqe na atividade das mesmas
(HATCHER & KUHN, 1982). Cardilloet al. (1996) observaram que nos estagios iniciais da
infeccdo, as células NK, através da producdo de-ylFNromoveriam a ativacdo de
macréfagos para a destruicdo intracelular do paragissim, as células NK seriam as
principais produtoras de IFjN-nesta fase da infeccdo (GALVAO DA SILVA & DE
ALMEIDA ABRAHAMSON, 2001). Além disso, as célulask\representam uma importante
ponte entre a imunidade inata, que opera com limitaspecificidade e eficiéncia, e a
imunidade especifica, caracterizada pela expansdinfdcitos especificos para os antigenos
deT. cruzi

Os macréfagos também tém papel essencial no centalinfeccdo. Essas células
secretam uma variedade de mediadores quimicos oeingis que regulam diferentes
compartimentos do sistema imunoldgico. Eles captu@ocessam e apresentam antigenos

para as células T e sdo uma fonte de moléculastootdatérias para a ativacdo destas
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células. Entretanto, elas podem desempenhar um gape® na infeccdo peld. cruzi ora
servindo como células efetoras da resposta imummetefrao parasito, ora como células
hospedeiras responsaveis pela multiplicacdo eediéeacdo do mesmo (NOGUEIR& al,
1982). A ativacdo dos macrofagos representa umtewetevante da imunidade inata na
resisténcia a infec¢do pelo cruzi O processo de fagocitose mediado por macrofagapaz
de ativar a producdo de uma série de citocinaanr#torias, tais como IL-12 e TNE-que
contribuem para producéo de IFNsor células NK. A producédo de IFNleva a reducéo da
parasitemia e mortalidade, promovendo a estimuladgiomacrofagos e a producdo de
metabdlitos toxicos para o parasito (HOLSCHEtRal,1998). Além disso, a regulacdo da
expressdo de quimiocinas e de lfFidssociados a reducdo do parasitismo tecidual pexde
responsavel pelo controle da inflamacéo e imungeai@ observados nos tecidos cardiacos
na infeccéo experimental pelo cruzi(TALVANI et al, 2000).

Além de tipos celulares classicos da imunidadeajneérios autores relatam que os
cardiomidcitos estdo ativamente integrados na stapoflamatéria durante a infec¢ao pélo
cruzi, liberando oxido nitrico (NO), citocinas e quiniimgs, que, por sua vez, poderiam atrair
os leucocitos inflamatoérios para o controle localrdplicacao intracelular do parasito. Foi
demonstrado que o tecido cardiaco de ratos infestpdloT. cruziexpressam IL-6, IL-10,
TNF-0 e a enzima oxido nitrico sintase induzida (iNOSHANDRASEKAR et al, 1998).
Coragbes de camundongos infectados peloruzitambém apresentaram mRNA da enzima
INOS e de citocinas pro-inflamatorias (ZHANG & TARTON, 1996).

O papel das subpopulacdoes de linfocitos T € extmmnge discutido, tanto nos
mecanismos imunorregulatérios quanto na génese le&ses resultantes da infecgéo
experimental ou humana pélo cruzi

O papel fundamental dos linfécitos T CD® controle da infeccao ja foi observado por
varios estudos que demonstraram que camundokigoek-outpara as células CD&&o
foram capazes de sobreviver a infeccdo (TARLET@WNal, 1994). Células T CD8
constituem a populagéo celular em maior nimeroraogsso inflamatorio no tecido cardiaco
de pacientes portadores da DC cronicos com cardmatia (HIGUCHIet al, 1997). A
reacdo inflamatéria depende de linfocitos T selis#slos tendo em vista que em
camundongos atimicos infectados pEla@ruzi a despeito de um intenso parasitismo tecidual,
ndo apresentam resposta inflamatoéria cardiaca (FQNES-DA-COSTA et al, 1984).
Baseado nessas observacfes sugere-se que mespuaglité da fase aguda é dependente de
linfécitos T sensibilizados contra antigenosTda@ruzi(RIBEIRO DOS SANTOS & ROSSI,
1985). Considerando o papel funcional dos linféio CD8 no infiltrado inflamatdrio
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cardiaco, hd uma correlacéo positiva entre o nuaheglulas expressando IR as células
T CD8" em pacientes portadores da DC que apresentarasssugo controle do parasitismo
(REISet al, 1997). Além disso, o papel das células T Cp@®dutoras de IFN-no controle
da infeccdo peld. cruzitem sido demonstrado em modelos experimentais (MNR&
TARLETON, 2004, TZELEPISt al, 2007).

Silverio et al. (2010) demonstraram que camundongasck-outpara linfocitos T
CD8" expressando perforina tiveram menores lesdes fanddes cardiacas. Além disso,
outros autores também observaram que células T' @B8lesbes cardiacas e digestivas
expressam moléculas citoliticas, como a GranzinfdSUCHI et al, 1997, DA SILVEIRA
et al, 2007). Deste modo, essas células também sergmponsaveis por dano aos
cardiomidcitos, favorecendo o desenvolvimento déde nesse tecido.

Células T CD8 especificas para®. cruziproliferam na auséncia de células T C@4
desempenham fung&o similar a elas, porém os lie&DS falham em conter a parasitemia
e 0 parasitismo tecidual (PADILLAt al, 2007). Alguns estudos tém confirmado que a
deficiéncia de células CD4eva a uma reducio global da resposta imunolalyideaospedeiro
e conseqiente aumento de parasitismo tecidualapebvente porque linfécitos T CD4
promovem a ativagdo de macrofagos e a proliferagéo linfocitos T CD8 e B
(ROTTENBERGet al, 1995, GONCALVES DA COSTAt al, 2002).

Evidéncias experimentais indicam que durante ac@dfe peloT. cruzj existe uma
reducao da resposta proliferativa de linfécitolgaienada ao aumento da taxa de apoptose de
linfocitos T CD4 (LOPESet al, 1999). A possibilidade de queTo cruziutilize a ativagéo
preferencial da resposta do tipo 2 como mecanisenesdape ja foi sugerida, contribuindo
desta forma para um desequilibrio das subpopulagédsfocitos T auxiliares (CUNHA-
NETOet al, 1995).

A infeccdo de camundongos péllo cruzj resulta na ativacdo policlonal de células B
durante a fase aguda da infeccdo (MINOPRI@L, 1989) e essas células sdo importantes na
ativacado de linfocitos T. Cardillet al. (2007) demonstraram a participacdo dos linfédgdos
na regulacédo do padrdo da resposta imune por séluthuirante a infeccao pelo cruzi Os
autores observaram que camundongiasck-out para células B apresentavam menores
quantidades de citocinas inflamatdrias e menoreseptagens de células T CD&tivadas e
de memoria no infiltrado inflamatoério cardiaco eatacdo a camundongos selvagens. A
auséncia de células B esta ainda associada a roapacidade de mobilizacdo de células

inflamatorias para os tecidos infectados, provaeabe resultando no aumento do parasitismo
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tecidual, sugerindo deste modo que as células Bulaados linfécitos T para uma resposta
do tipo 1 durante a fase aguda da infecgé&o.

As citocinas também participam no controle da oaghio do parasito e na resposta
imune em animais infectados. Na DC, dados da fitexademonstram que citocinas
inflamatodrias sdo essenciais durante a fase agadafelccdo e sdo produzidas em niveis
elevados na fase crbnica, possivelmente pela egmwsio parasito por um longo periodo
(RIBEIRAO et al, 2000, ABELet al, 2001, FERREIR/et al, 2003). As citocinas IFN-e
IL-10 foram dosadas em animais susceptiveis eteeses a infeccdo com as cepas Tulahuen,
CL e Brasil, sendo observado que a producédo deylRFdl-similar entre as linhagens
resistentes e susceptiveis. No entanto, a prodiggéio 10 foi maior nos animais susceptiveis,
infectados com as cepas Tulahuen e CL (REEBL, 1994, MINOPRIQet al, 1993) e nos
animais resistentes infectados com a cepa BraslAKG & TARLETON, 1996). Estes
estudos mostraram que em animais infectados cof @uzi, N0 ocorre umaesposta
polarizada, com padrao de producgao de citocinagpdd.ou tipo 2. Sugere-se um mecanismo
alternativo de regulacdo, em que a IL-10 bloqueiasamulacdo das células NK e a
diferenciacéo do perfil O para o perfil 1, favonede a predominancia da resposta tipo 2.

O IFN-y é uma citocina que tem sido citada em diferentedetos experimentais como
um dos principais fatores envolvidos na destruigéoparasito. Em modelo experimental
utilizando C57BL/6, foi observado aumento de lf-Nérico no inicio da infeccdo, sendo a
citocina predominante do décimo quinto ao trigésiliey enquanto que, apos 60 dias, ha
inversao no balanco entre perfil inflamtério 1 e favor do tipo 2 com a producéo de IL-4
e IL-10. Animais resistentes a infeccao utilizamrseialmente das citocinas do perfil 1, com
as citocinas do perfil 2 aparecendo em um momeaise tardio (TALVANI et al, 2000).

Existe também uma variacdo na producédo deyiFd¥n diferentes modelos murinos
relacionada a resisténcia que estes animais apaes@nnfeccao pel®d. cruzi.Camundongos
BALB/c infectados com cepa Talahuén do cruzi apresentam parasitemia precoce. As
células do baco destes animais liberam s segunda semana de infeccdo, enquanto que
camundongos C3H/He, resistentes a infeccdo, produleN-y dois dias apOds serem
infectados (ANTUNEZ & CARDONI, 2001).

Diversas outras alteragcées do sistema imune s&raloas durante a fase aguda da
infeccdo peloT. cruzi Nos 6rgaos linféides secundérios, alguns autoées relatado
esplenomegalia e linfadenopatia, com ativacao lpola persistente de linfocitos T e B
(BRENER & GAZINELLI, 1997, MINOPRIO, 2001). Além sko, linfocitos T ativados de
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baco de camundongos infectados pElaruzisecretam IFNy IL-4 e IL-10, sugerindo um
perfil misto (tipo 1 e tipo 2) de producgédo de ditas neste 6rgdo (SILVAt al, 2005).

Alguns trabalhos em humanos demonstraram que aegfteessdo de citocinas pro-
inflamatorias, especialmente IFNe TNF«, esta associada também com a progressao da
gravidade da lesdo cardiaca (GOMESal, 2003, TALVANI et al, 2004). Entretanto,
estudos realizados por Laucela al. (2004) indicaram uma correlagdo negativa entre a
expressdo de IFNM-e a cardiomiopatia. Deste modo, a participacao IEN-y no
desenvolvimento da lesdo cardiaca ainda é consav@or outro lado, dados da literatura
demonstram que mondcitos de pacientes com a fonueteérminada apresentam maior
expressao da citocina IL-10 ap0Os exposicao ao ipgrasquanto que monadcitos de pacientes
portadores da forma cardiaca submetidos ao mestaonento expressam, preferencialmente,
TNF-o0 (SOUZA et al, 2004). Outros autores também observaram a ghieeeséo de IL-10
por células de pacientes com a forma indetermif@RMES et al, 2003). Assim, pode-se
especular que individuos que permanecem assintma&fo capazes de reduzir o nimero de
parasitos no inicio da infeccdo, regulando a reapiosune e limitando o desenvolvimento
das lesdes. Por outro lado, individuos que deseerd® a forma cardiaca, apesar de
conseguirem controlar o parasitismo, ndo sao capake produzir uma resposta

imunoreguladora, o que possibilita o estabelecimdatuma inflamacéo persistente.
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1.3- Tratamento etioldgico da doenca de Chagas

O Benzonidazol - BZ (LAFEPE, Pernambuco, Brasip énico farmaco com acao
tripanomicida empregado, atualmente, no Brasilresgmta eficacia limitada (CANCADO,
2002).

O BZ e o Nifurtimox (Lampit, Bayer) tém sido utilizados para o tratamento @ D
por mais de 40 anos. O tempo de tratamento em tasnanos varia de 1-4 meses para o
Nifurtimox e de 1-2 meses para o BZ (revisado paESRBl et al, 2010). Entretanto, devido a
sua conhecida toxicidade e seu efeito limitado celacdo aos diferentes isolados do parasito
e as fases da doenca (principalmente pacienteaseactonica tardia), a busca por novos
farmacos se faz necessaria (COURA & DE CASTRO, 2@REIRO & DE CASTRO,
2009).

O BZ reduz a duracao e a gravidade clinica da dgsela e congénita da infeccéo
pelo T. cruzj atingindo um indice de cura de somente 50% dommmi®s. Além disso, esta
droga exibe baixa eficdcia no tratamento duranfasa cronica da doendaevisado por
RASSIet al, 2010). No modelo murino a eficacia do tratameratta de acordo com as cepas
do T. cruzi e, em geral, a quimioterapia € mais eficienteaiier a fase aguda da infeccao
(FILARDI & BRENER, 1987).

Os efeitos colaterais provocados pelo BZ podemageupados de trés formas: (i)
manifestacdes de hipersensibilidade, como dern@diteerupgédo cutanea (usualmente entre
o 72 e 10 dia de tratamento), edema periorbital ou generadizfebre, linfadenopatia, dores
musculares e articulares; (i) depressdao da medigaea, incluindo neutropenia,
agranulocitose e purpura trombocitopémica; eljneuropatia periférica, representada por
parestesias e polineurite (CASTROal, 2006).

O mecanismo de acao preciso deste farmaco nitewdwétlico nos tripanosomas nao
foi totalmente esclarecido, por isso duas hipotésesn propostas. A primeira resultou da
observacdo que a ativagdo de cada um dos farmadesig levar a formacao de espécies
reativas de oxigénio (ERO) (DOCAMPO, 1990) e a seguse deu através de reacdes
bioquimicas que levaram a ruptura do DNA do pargSitILKINSON & KELLY, 2009).

Outro trabalho que poderia explicar o mecanismagho do BZ foi realizado por
Turrenset al (1996) que mostraram que o BZ é um potente iaibith enzima NADH-
fumarato redutase, importante para a producao eeyi@nnos tripanosomatideos e presente
em todos os estagios evolutivos @iocruzi Foi observada uma forte correlacdo entre a

inibicdo de crescimento de formas epimastigostasceltura celular e a inibicdo dessa
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enzimain vitro. Apesar dessa enzima ndo ser o alvo primario d@sseco, a inibicdo
parcial da mesma poderia afetar a producdo derstocfo principal substrato respiratorio)
contribuindo para sua acéao téxica em células vivas.

Em uma ampla revisdo da literatura Toledaal (2004) demonstraram que das 104
cepas do parasito estudadas até entdo, 58,5% fetmeeptiveis aos derivados nitro-
heterociclicos, 5,77% parcialmente sensiveis e¥853¢am resistentes. Embora a existéncia
de cepas naturalmente resistentes aos derivadosheitociclicos seja um fator importante
influenciando a resposta ao tratamento (FILARDI REBBNER, 1987, GUEDES®t al, 2002),
alguns trabalhos verificaram que a manutencao daspa no hospedeiro vertebrado por
longo periodo promove aumento na resisténcia aTBL.EDO et al, 2004, VELOSCet al,
2001).

A eficacia ao tratamento indica também associagéo a resposta imune. Alguns
trabalhos corroboram com essa observacéo, umaueedamonstraram que o tratamento com
derivados nitro-heterociclicos € menos efetivo eeamundongos imunodeficientes que em
animais imunocompetentes infectados pélo cruzi (ANDRADE et al, 1997). Nesse
contexto, Lages-Silvat al. (1990) sugerem que a ativacéo do sistema imuadlpd?2 pode
aumentar a eficacia do tratamento com BZ duram€ a&xperimental. Assim, a eficacia dos
derivados nitro-heterociclicos durante a fase aglalinfeccdo peld. cruzi pode ser em
parte explicada pela ativagao precoce do sisternaagm

E muito bem documentado que o tratamento com ai$/aitro-heterociclicos € mais
efetivo durante a fase aguda da DC, quando ume &brtacdo do compartimento celular do
sistema imune libera altos niveis de IifN-1L-12 e outras citocinas pré-inflamatérias. De
acordo com estudos prévios usando a cepa V. douzj a fagocitosén vitro por macréfagos
murinos aumenta significativamente quando popukagieclones tipo selvagem (WT) de
cruzi sdo obtidos de camundongos infectados 3h ap@nieato com BZ. O tratameniio
vivo com BZ induz mudanga na mobilidade e forma dogiara que leva a aumento na
ativacdo do macrofago. O aumento de NO e citociéas efeito direto no aumento da
fagocitose de parasitos WT obtidos apos tratamenteivo com BZ. A combinacdo do
tratamento com BZ aliado a resposta imune podeire@dimo parasito dos tecidos do
hospedeiro. E possivel que algumas cepas possanulesta resposta imune de forma mais
eficiente que outras. Cepas Bocruzinaturalmente resistentes (Colombiana e VL-10)falh
em induzir a sintese de IL-12 por macrofamgogivo ein vitro (MURTA et al, 1999).

Trabalhos posteriores mostraram que camundongog Kfdck-outinfectados com a

cepa Y apresentaram 100% de mortalidade 45 dias@afith do tratamento com BZ e 0% de
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cura parasitolégica. O mecanismo principal peld qUu&N-y aumenta o efeito tripanocida do
BZ nédo é conhecido e merece investigacdes postesf{ROMANHAEet al., 2002).
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1.4- Status nutricional na infeccao peld. cruzie desferrioxamina (DFA)

A infeccdo peldl. cruziapresenta diversidade morfologica, imunoldgicategémica,
que dependem do hospedeiro e outros fatores aidégerminados, bem como das variacdes
regionais e individuais da doenca humana e dagéateoatural e experimental (COURA &
DIAS, 2009). Diversos estudos tém demonstrado arezd multifatorial dos mecanismos
envolvidos no estabelecimento das diferentes foratiascas da doenca, bem como nos
aspectos inerentes a resposta quimioterapica. da@stae, nesse contexto, aspectos
inerentes tanto ao parasito quanto ao hospedeiR@@DO, 2004).

Dentre os aspectos inerentes ao parasito, a peeseng@opulacées geneticamente
distintas vem sendo sugerida como fator determen@MAGO et al, 2000, MACEDO,
2004, TOLEDOet al, 2003). No ambito do hospedeiro, o0 estado notradi e o padrdo de
resposta imune tém sido apontados como os prisciptores determinantes das diferentes
formas clinicas e da eficacia terapéutica (RIVERAL, 2003).

Alguns estudos tém provado que diversos micromigs que incluem o zinco, ferro
(Fe) e selénio podem influenciar no perfil da respoimune e, consequentemente,
determinar a susceptibilidade do hospedeiro a ¢gofex. A deficiéncia de micronutrientes no
organismo pode ser induzida por diversos fatowds, domo dietas deficientes, infec¢gbes
parasitarias ou uso terapéutico de agentes queldate geral, tais deficiéncias possuem
efeitos amplos sobre quase todos os componentessgasta imune inata e adaptativa
(RIVERA et al, 2003, THIBAULT et al, 1993, KENTet al, 1990, LETENDRE, 1985,
BALIGA et al, 1982). Além disso, muitos agentes infecciosopeddem do estado
nutricional do hospedeiro para sua prépria sobémdia. Portanto, frente a uma oferta
reduzida de micronutrientes, eles tém sua proiealiminuida o que origina uma infecgéo
atenuada no hospedeiro.

E importante ressaltar que as deficiéncias de mitrientes e doencas
infectoparasitarias coexistem em diversas regi@eglobo e, frequentemente, apresentam
interacdes complexas, que promovem efeitos clini@dstérios e mutuamente reforcados.
Tais combinacdes sdo predominantemente observangsaises em desenvolvimento e,
particularmente em regides rurais. Cabe desta@oaignificado de tais efeitos sinérgicos
depende do estado nutricional prévio do individisonatureza e duracéo da infeccdo, bem
como da dieta durante o periodo de recuperacaol(BEHRAW & SANGIOVANNI, 1997).

A infeccdo peloT. cruzirepresenta um prototipo de tal particularidade di@encas

infectoparasitarias, que ocorrem preferencialmemtge populacdes pobres, residentes em
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areas rurais da América Central e do Sul, ondesautiécdo poderia representar um cofator
de impacto sobre o curso da infecgéo, bem comesposta terapéutica ao BZ. A desnutricdo
é frequente em areas endémicas para DC (ANDRADECGKER, 1995).

Fatores nutricionais provocam alteracdes na resposine, afetam o desenvolvimento
de infecgOes e a gravidade das doencas (BEHARKAL, 1997). Alguns estudos tém sido
realizados para esclarecer o efeito da nutricatnfeecdo humana e experimental pélo
cruzi (DE ANDRADE & ZICKER, 1995, BARROSt al, 2002). Na infeccao experimental
pelo T. cruzi a deficiéncia em zinco parece interagir sinergmate, alterando o perfil
imunoldgico do hospedeiro, o que favorece o dedemvento do parasito, e promove a
exacerbacdo das taxas de parasitemia e mortaltedanimais infectados (FRAKER al,
1982).

Por outro lado, alguns estudos tém demonstrad@arténcia da deficiéncia de Fe no
controle de aspectos parasitoldgicos em modelosriementais infectados com . cruzi
(LALONDE & HOLBEIN, 1984, PEDROS/Aet al, 1990). O Fe possui um papel central na
biologia. Ele é um cofator indispensavel para eagiranvolvidas na proliferacdo celular,
respiracdo, metabolismo de folato e sintese de DBntudo, o excesso de Fe “livre” é
toxico. O Fe em sua forma ferrosa participa dadeate Fenton com o objetivo de catalisar
a conversado de peréxido de hidrogénio em radigdrexil altamente reativos que danificam
o DNA, proteinas e lipidios. Diversas doencas tasuldo desequilibrio na homeostase
desse mineral. Um delicado balanco de Fe corparatéssario para a resisténcia a infeccéo.
Embora os hospedeiros tenham desenvolvido contidasepara limitar a disponibilidade de
Fe para o patdgeno, é necessario assegurar qualisgemivel é suficiente para manter as
fungbes celulares essenciais, incluindo a defesamiarobiana (FALZACAPP &
MUCKENTHALER, 2005).

E sabido que a manutencdo da homeostase celuldfedaio é somente um
requerimento geral para o crescimento e proliferatfitodas as células, mas é também de
extrema importancia para a regulacdo da respostaeimA sua deficiéncia predispde o
hospedeiro a infec¢des por interferir tanto naastpcelular quanto humoral (WEINBERG,
1984, GALAN et al, 1988, BLAKLEY & HAMILTON, 1988, KENT et al, 1990). As
deficiéncias no status de Fe também sédo conhegoitigsejudicarem a fungéo das células do
sistema imune, especialmente dos linfocitos (BALIGA al, 1982). O Fe modula a
expressao de moléculas de superficie de célulasgao fagocitica de macrofagos (JIANG
et al, 1993) e a atividade de células natural killeM&) (NISHIYA et al, 1982). Além
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disso, o Fe diminui o IFN-em células mielomonociticas humanas (WEE AL, 1992) e
reduz a producdo de NO em células microgliais nagr{iSALEPPICCet al, 1996).

O mecanismo de controle da homeostase de Fe aeateaivel celular e sistémico.
O controle celular envolve a absorcéo, armazenamerportacdo e distribuigéo intracelular
de Fe. JA a homeostase sistémica de Fe regularadaerg mobilizacdo dos estoques
(principalmente no figado) para sustentar a demdadaxitropoiese. Eritrocitos senescentes
séo reciclados, predominantemente no bago, atdavésstema macrofagico-monocitico em
Fe livre para um posterior ciclo de eritropoie®é&o h& caminho fisiologico para a excrecao
ativa de Fe do corpo. A perda de sangue e as sdalalanucosa intestinal sdo responsaveis
pela maior parte do Fe que deixa o organismo esargdo do Fe da dieta compensa essas
perdas. Para manter a homeostase sistémica, a icagdm entre as células que consomem
Fe (principalmente precursores eritroides), osoests de Fe (hepatdcitos e macrofagos) e a
absorcdo de Fe da dieta (enterdcitos do duodeneye cser fortemente regulada
(FALZACAPP & MUCKENTHALER, 2005).

O mecanismo basico pelo qual a forma amastigota Tdocruzi obtém os
micronutrientes do hospedeiro mamifero para suatiptich¢do intracelular ainda é
desconhecido. Tem-se investigado o papel das pasteios hospedeiros, principalmente, a
transferrina no transporte destes micronutrienéea pstas formas parasitarias. Os receptores
de transferrina tém sido encontrados em praticaantdas as células, e aumentam em
quantidade com a proliferagcdo das mesmas (BARBES., 1980, WEIELet al, 1984).
Lima & Villalta (1989), em trabalhos relacionadoseaeptores dd. cruzipara a transferrina
humana e o seu papel, mostraram que as formasigotastapresentam receptores para esta
proteina. O Fe é essencial para o crescimento ftasta parasitaria e € obtido através da
endocitose de transferrina mediada por receptores.

Os primeiros trabalhos correlacionand®d.ccruzicom as alteracfes nos niveis de Fe e
infeccdo foram realizados por Lalonde & Holbeing4Pe por Loo & Lalonde (1984). Eles
observaram que os camundongos infectados cohodld formas sangiiineas da cepa
Brasil doT. cruzie com estoques intracelulares de Fe aumentadospstdo de Fe-dextran
(5 mg, 5 dias apos a infeccao) apresentaram maidahdade.

Os autores também avaliaram a acdo de quelanteed®dsferrioxamina (DFA -
Desferaf, Basel, Suica) e demonstraram que a exaustiostimpues de Fe do hospedeiro,
induzida pelo tratamento com DFA (10 m§&55 dpi) ou por dieta deficiente de Fe, reduzia

a patogenicidade.
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Estudos posteriores também avaliaram os efeitadefieiéncia ou suplementacdo de
Fe, assim como do uso de DFA, na evolucao da iafeegperimental por diferentes cepas
doT. cruzi(PEDROSAet al, 1990). Os resultados variaram de acordo com a g#zada:
cepa Y e CL (1.400 formas sanglineas) e cepa YWBUWOQO formas sanguineas). O
tratamento com Fe-dextran (5 mY#pi) resultou em maior parasitemia e mortalidade n
infeccdo pela cepa Y, maior parasitemia na infeqpéla cepa CL e nenhum efeito na
infeccdo pela cepa YuYu. O tratamento com a DFANG/S® dpi) ndo provocou alteracio na
infeccdo pelas cepas Y e CL e uma infeccdo bramiia gepa YuYu. Posteriormente,
Pedroseet al. (1993), em trabalhos utilizando camundongos cotiveais e gnotobidticos,
obtiveram os mesmos resultados em relagéo a celoal Ycruzi

A DFA é isolada como quelato de ferro a partiiStieeptomyces pylosgue € tratado
quimicamente para se obter o quelante livre do ImE&te farmaco tem as propriedades
desejaveis de grande afinidade com o fon férrige §0*)) e pouquissima afinidade pelo
célcio (k= 10°). A DFA é um quelante hexadentato com alta aigépelo ferro, resultando
em um complexo 1:1 (KEBERLE, 1964). Este agent@agaz de promover a excrecao de
ferro do organismo pela formacdo de complexos pnétintemente com os ions trivalentes
do ferro. Em decorréncia de suas propriedades mfaeslaa DFA é capaz de deslocar o ferro
na forma livre, encontrado tanto no plasma quaat a€lulas, dando origem ao complexo
ferrioxamina. Uma vez ligado, o ferro é inativadetabolicamente ndo resultando na
formacao de espécies ativas de oxigénio.

A DFA tem uso clinico indicado por sua capacidatieagessar os estoques de Fe no
figado e no sistema macrofagico-monocitico, queaaemam uma parcela significativa do Fe
corporal. No entanto, devido a lenta penetracdo céisas por causa do seu alto peso
molecular e hidrofilicidade, a sua eficiéncia coguelante intracelular € limitada (KEBERLE
1964, ZANNINELI et al, 1997). Esse quelante de Fe tem sido empregadestrdos que
buscam avaliar a relacéo entre infecc@batusde ferro (DHURet al, 1989) e atua tanto no
meio intracelular quanto no extracelular. Dois nésraos foram propostos pelos autores
para a acado do farmaco durante a infeccéo: inddaadeficiéncia de ferro por limitar sua
disponibilidade dentro da célula ou interferéndratd com a aquisicdo de ferro pelo parasito
(HERSHKO & PETO, 1988).

Resultados prévios observados pelo nosso grupo BES et al, 2007, FRANCISCO
et al, 2008) demonstraram que, no ambito da interacacruzihospedeiro no modelo

murino, a utilizacdo da DFA representa um fatoofavel ao hospedeiro, com reducéo da
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parasitemia e mortalidade, apesar das dosagererrdesérico e de hemoglobina ndo terem
sofrido diminuigdo em seus niveis (ARANTESal, 2007).

Pesquisas posteriores, desenvolvidas pelo mesnmpo giescreveram que a associacao
da DFA ao farmaco BZ promoveu 100% de sobrevidaz@mundongos infectados pela cepa
Y do T. cruzj sugerindo que a utilizacdo deste quelante tamimdenfere na resposta
quimioterapica. Em relacdo ao parasitismo tecidoakatamento com DFA né&o reduziu o
parasitismo cardiaco e hepatico; porém, no bagaacéo do parasitismo foi mais evidente
nos grupos em que os dois farmacos estiveram agesciEstes autores aindastraram que
as concentracfes de ferro sérico foram maioresanmsais tratados com DFA ou com a
associacéo DFA/BZ comparado ao grupo infectado (FRRISCOet al, 2008).

Recentemente, demonstrou-se que a DFA aumentavigadg antioxidante no
hospedeiro murino, mas também eleva o estressatwidque exerce pressdo sobre o
parasito. Isto sugere que a DFA oferece um balaosoefeitos no que diz respeito a sua
capacidade de promover a protecdao do hospedeirodifasencas entre o parasita e o
hospedeiro em termos de sistemas bioquimicos resaledntioxidante poderiam fornecer
alvos para o desenvolvimento de uma quimioterafediva para a doenca de Chagas.
(FRANCISCOet al, 2010). Esta nova descoberta em relacab. aouzie DFA é de extrema
importancia para ajudar a elucidar o modo de agdtedarmaco durante a infeccéo.

Diante dos resultados encontrados por nosso g(ARRANTES et al, 2007,
FRANCISCO et al, 2008, 2010)podemos supor que este farmaco pode ter outros

mecanismos de ac¢ao, independente do disturbio thboismo de Fe do hospedeiro.
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Apesar da clara evidéncia que a DFA seja capaedlerr a intensidade da infeccao
peloT. cruziem camundongos, o0 mecanismo deste efeito aindastdaelaro e pode envolver
diferentes mecanismos.

Considerando a complexa rede desencadeada durafeegio peld. cruzj diversos
fatores, relacionados ao parasito ou inerentesoapdaeiro, poderiam estar associados com
diferentes resultados no curso da doenca aposaoneato com a DFA.

Com o objetivo de tentar esclarecer estes fendmémgesstigamos novos parametros
relacionados tanto ao parasito quanto ao hospedemmm o objetivo de esclarecer os
mecanismos subjacentes ao impacto da utilizacaDFdea sobre curso da infeccdo pelo
cruzi.

O tratamento da DC ainda ndo apresenta resultadigfaorios e atualmente o Unico
farmaco empregado no tratamento humano no Brad#lZ,ovem sendo utilizado sob estrita
supervisdo médica. Por isso, o tratamento quindipteo para essa doenca tem sido alvo de
muitas pesquisas na busca de novos farmacos n@gesf no combate da cruzi No intuito
de compreender melhor o mecanismo de acdo dessacf@rdiversos trabalhos tém proposto
diferentes mecanismos de acdo para o BZ, porénmunedbkles estabelece de forma satisfatoria
0 papel do BZ sobre o parasito. Quelantes témuditipados em estudos que avaliam a relagao
entre doencas gatusde ferro. Estudos recentes, realizados pelo ngregm demonstram que,
no ambito da interagcabrypanosoma cru#iospedeiro no modelo murino, a utilizacdo da DFA
representa um fator favoravel ao hospedeiro, calucén da parasitemia e mortalidade.

Diante destes fatos, este trabalho propde traaaysnesclarecimentos acerca da acao

favoravel da DFA no curso da infeccao experimegmedd T. cruzi.
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3.1- Objetivos gerais

Avaliar a acdo da DFA no curso da infeccdo agude fgeypanosoma cruziem

camundongos, considerando aspectos parasitologpicagiimicos e imunologicos.

3.2- Objetivos especificos

1. Avaliar os efeitos da utilizacdo da DFA no cuds infeccdo aguda em camundongos

infectados pela cepa Y do cruzicom énfase na parasitemia e mortalidade;

2. Avaliar os efeitos da utilizacdo da DFA sobrsuaceptibilidade dd. cruzi pelo teste

rapidoin vivo;

3. Avaliar os efeitos da utilizacdo da DFA em biocadores do hospedeiro como hemograma
e niveis séricos de ferro (ferritina, ferro sékcoapacidade de ligacao de ferro);

4. Avaliar os efeitos da utilizacdo da DFA no geignotipico das células mononucleares
(células NK, linfécitos B, células CD4e CD8) e padréo de citocinas (IFN-TNF-u e IL-

10) produzida vitro por células do baco;

5. Avaliar os efeitos da utilizacdo da DFA em pagtos bioldgicos do parasito como

crescimento em cultura de fibroblastos, viabilidadetilidade e apoptose;
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4.1- Animais utilizados

Para a realizagdo do experimento foi utilizado otaltde 128 camundongos sui¢os
machos com aproximadamente 30 dias de idade, pesatice 20-30g. Estes camundongos
foram obtidos e mantidos no biotério de experimgidado Instituto de Pesquisas René
Rachou (CPgRR) — Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ)pr@eto foi aprovado pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA/UBl\protocolo fi153/2007.

4.2- Delineamento experimental

Os animais (n=128) foram divididos em trés gruposprimeiro utilizado para a
avaliacdo da parasitemia e mortalidade (n=48)gars#o para o teste rapidovivo (20) e o
terceiro para avaliacdo dos parametros biol6gicagQ).

Para o estudo de parasitemia e mortalidade, aadivilos grupos compreendéll)
camundongos infectados pela cepa YTdaruzie néo tratados (l) (n=12), (2) camundongos
infectados pela cepa Y db. cruzie tratados com DFA (IDFA) (n=12), (3) camundongos
infectados pela cepa Y db. cruzi e tratados com DFA e BZ (IDFA/BZ) (n=12) e (4)
camundongos infectados pela cepa Yldoruzie tratados com BZ (IBZ),

Para o teste rapido in vivo, (n=20), os animaiarfodivididos em 4 grupos: (1) controle
(sem tratamento), (2) tratados com DFA - 25 mg/ahitf8) tratados com BZ - 500 mg/kg,
(4) tratados com BZ (500 mg/kg) e DFA (25 mg/anim@ls animais foram inoculados com
50.000 formas tripomastigotas da cepa Yrdoruzi

Para o estudo dos parametros biolégicos, a divik#o grupos compreendeu: (1)
camundongos nao infectados e néo tratados (C) Jnfdbcamundongos infectados pela
cepa Y darl. cruzie nao tratados (I) (n=15), (3) camundongos naciafl®s e tratados com
DFA (CDFA) (n=15), (4) camundongos infectados pm#pa Y doT. cruzie tratados com
DFA (IDFA) (n=15).

Para os estudos de parasitemia, mortalidade e al@nptros bioldgicos, a DFA foi
ministrada aos animais, por via intraperitonealdagse de 5mg/animal/dia por 14 dias antes
da infeccdo e por mais 21 dias pés-infeccdo. Nadi@apds tratamento ou ndo, 78 animais
foram infectados com 500 formas tripomastigotagysareas da cepa Y db. cruzi que €
considerada uma cepa parcialmente resistente tongato quimioterdpico (FILARDI &
BRENER, 1987, VELOSCet al., 2001). Para o tratamento etiolégico de fase adada

empregado o BZ, por via oral (100mg/kg de pesoaraip (FILARDI & BRENER, 1987),
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que foi iniciado no 4dia em que foi identificado parasitemia no examesangue a fresco
(aproximadamente 7 dias apdés a infeccdo) e por rRdisdias de experimento. Os
camundongos pertencentes aos grupos CDFA e CDFAgBaberam a mesma quantidade do
diluente do medicamento (agua para injecao). Osiodongos pertencentes aos grupos CBZ

e CDFA/BZ receberam a mesma quantidade de 4gutdastia gavagem.

4 .3- Parametros avaliados

4.3.1- Parametros relacionados a utilizacdo da DFAno curso da infeccdo e

susceptibilidade doT. cruzipelo teste rapido in vivo

4.3.1.1- Curva de parasitemia

Para determinacdo da parasitemia os camundongas favaliados diariamente a
partir do 4 dia apés a infeccdo (DAI) até a negativacdo domexapor cinco dias
consecutivos, segundo a metodologia de Brener j1@88co pL de sangue da veia caudal
dos camundongos foram analisados diariamente aoosuoipio Optico e a curva de
parasitemia plotada para cada grupo experimentpfegzando a média diaria da parasitemia
detectada nos animais. Essa foi expressa em nigedripomastigotas sanguineos por 0,1mL

de sangue e os parametros abaixo também foranadwsli

Periodo pré-patente (PPP)

O PPP corresponde ao periodo compreendido enti&calo e o primeiro dia de deteccao do

parasito no sangue periférico do animal.

Periodo patente (PP)

O PP corresponde ao periodo compreendido entreneipp dia de exame a fresco positivo

até a completa negativacdo da parasitemia e foessp em dias.
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Pico maximo de parasitemia (PMP)

O PMP corresponde ao maximo de parasitemia e fmesgo em numero de tripomastigotas

sanguineos/0.1 mL de sangue.

Dia do pico maximo de parasitemia (DPMP)

O DPMP corresponde ao dia de ocorréncia do maxaermadasitemia e foi expresso em dias.

4.3.1.2- Taxa de mortalidade

Para determinacdo da taxa de mortalidade os anifeem acompanhados
diariamente até 40 dias apOs a infeccdo e a nuatdi registrada, sendo expressa em

percentual de mortalidade.

4.3.1.3- Parasitemia pelo teste rapidim vivo

Camundongos suicos machos (n=20) foram inoculada® &0.000 formas

tripomastigotas da cepa Y do cruzi No dia do pico de parasitemia (7 dias ap0s adie),
os animais foram divididos em 4 grupos (n=5) eattas com DFA, BZ ou a associacao (DFA
+ BZ), como apresentado abaixo:

Grupo 1: Controle (sem tratamento)

Grupo 2: Tratados com DFA - 25 mg/animal

Grupo 3: Tratados com BZ - 500 mg/kg

Grupo 4: Tratados com BZ (500 mg/kg) e DFA (25angnal)

O numero de parasitos circulantes foi determinamlinitio do experimento de acordo
com Brener (1962) e considerados como 0 pico maxienparasitemia (100%)- tempo zero. A
parasitemia foi determinada trés e 6 horas apd¥eagdo e administracdo dos farmacos e
comparado com o tempo zero para calcular a pogemtade reducdo do numero de
tripomastigotas circulantes (FILARDI & BRENER al, 1984).
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4.3.2- Parametros relacionados a utilizacdo da DF&m biomarcadores do hospedeiro

4.3.2.1- Coleta de sangue

Trezentos microlitros de sangde cada animal de cada grupo foram coletados do ple
orbital no dia do inéculo (0) e n8,714 e 22 DAL

4.3.2.2- Hemograma

O perfil hematoldgico do sangue dos camundongoddt@rminado no dia do indculo
(0) e no 7, 14 e 2P DAI utilizando-se o contador hematoldgico veterim@utomatico (BC-
2800VET, Mindray). Foram avaliadas as seéries vdrmefhemacias, hemoglobina) e

plaguetas , branca (linfocitos, mondcitos e graritds) e plaguetas.

4.3.2.3- Avaliacéo dos niveis de ferro em camundong

4.3.2.3.1- Dosagem de ferritina

As dosagens de ferritina foram realizadas no stitzando-se Kit comercial por
ELISA (Mouse Ferritin ELISA Kit, E-90F, Immunolodyonsultants laboratory).

4.3.2.3.2- Determinacao dos niveis de ferro sérico

As dosagens de ferro sérico foram realizadas nw @¢®racordo com Goodwiet al
(1966) com modificacBes utilizando-se Kit comer¢iabtest, Cat 38, ANVS: 10009010014,
Lagoa Santa, MG, Brasil).

4.3.2.3.3- Capacidade total de ligagao do ferro (@'F)

A CTLF que dosa indiretamente a transferrina falizada no soro utilizando-se o kit
comercial (Labtest, Cat 41, ANVS: 10009010111, lsa§anta, MG, Brasil).
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4.3.2.4- Andlise do perfil fenotipico linfocitariodo bago e padréo de citocinas produzidas

pelas células mononucleares esplénicas

Os animais de cada grupo foram eutanaziados pdwcdesento cervical, no dia do
indculo (0) e no 7 14 e 2P DAI para a coleta do baco e realizacdo da cultlos
esplendcitos.

4.3.2.4.1- Cultura de células esplénicas

As suspensdes de células do bago foram preparadasoddo com o método descrito
por Tayloret al. (1987). O érgéo foi retirado e colocado em um meater de tecido de vidro
com 10 ml de RPMI. Posteriormente, apos a retidamdebris a suspenséo celular foi
transferida para um tubo conico de 15 ml e cemgfaifia a 1200 rpm por 7 minutos.

Aliquotas de células esplénicas (1 X/f) foram incubadas na presenca apenas de
meio de cultura RPMI por 12 horas em estufa de &n 5% de umidade a %¥7. Apds a
retirada dos tubos da estufa, adicionou-se Brefeld\ (BFA) (10 pg/ml, Sigma) com
posterior incubacdo por 4 horas. Utilizou-se a Bp#ra inibir a secrecdo da citocina,
mantendo-a no interior do complexo de Golgi. Aaniéo da incubacao, as culturas foram
tratadas com 2Q0 acido etilenodiamino tetra-acéticdEDTA (Sigma), numa concentracdo
final de 20mM, e incubadas por 10 minutos a tempeaxaambiente. O EDTA bloqueia o
processo de ativacdo posterior das células e gasanbtencdo de resultados padronizados.
Posteriormente ao tratamento com EDTA, as céldesf lavadas com 3 mL de tampéao de
lavagem — PBS-W (0,015M de PBS 1X, 0,5% albumimga®ovina — BSA e 0,1% de azida
sodica), e centrifugadas a 1200 rpm durante 7 wénat 18C. Apos a Ultima lavagem, as
células foram ressuspendidas em 2 mL de PBS-W.dgmda, as amostras foram incubadas
com anticorpos anti-moléculas de superficie (CDA8CCD19, CD49b — Tabela 1) por 30
minutos ao abrigo da luz. ApoOs a etapa da ideatifio das populacdes celulares, procedeu-se
a lise dos eritrocitos e a fixacdo dos leucocitele pratamento com 2mL de solucéo de lise
diluida 10 x em agua destilada por 10 minutos dpésaiura ambiente e ao abrigo da luz.
Apoés a fixacdo, a suspenséo de leucocitos foi ifegdida a 1200 rpm durante 7 minutos a
18°C, o sobrenadante descartado e as células perinadhi com 2mL de solugdo
permeabilizante — PBS-P (PBS-W e 0,5% de saponin@igma), por 10 minutos a

temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Aposragadilizacéo, as suspensdes de leucocitos

42



ARANTES, J.M. Animais, materais e métodos

foram centrifugadas a 1200 rpm durante 7 minutosplirenadante descartado e as células
lavadas com 3mL de PBS-W. Em seguida, as célufamfeessuspendidas em PBS-W. ApGs
a ressuspensao das células, procedeu-se a madagawtocinas intracitoplasmaticas em
placas de 96 pocos e fundo em “U”. Para isso, al&gude 30L das suspensdes celulares
foram incubadas por 30 minutos a temperatura arghie abrigo da luz na presenca de
20uL da suspenséao de anticorpos anti-citocinas codpggaom o fluorocromo PE (anti-TNF-

a, anti-IFNy e anti-IL-10, - Tabela 2) e previamente diluido%:30 em PBS-P estéril com
10% de soro normal de rato. Apés a incubacao,lakasdoram lavadas com 10i0de PBS-P

e, em seguida, com 2(l0de PBS-W. As preparacgdes celulares foram enkaaldis em 200

de solucdo fixadora e estocadas’@ 4o abrigo da luz até a sua leitura no citdmetrfiuko

em 24 horas.

Tabela 1 - Anticorpos monoclonais marcados com fluorocromal&zatios para analise de
populacdes celulares.

Anticorpos Fluorocromo Fabricante Clone Fenotipo alo no
estudo
Anti-CD4 FITC Caltag RM4-5 Linfécitos T
auxiliares
Anti-CD8 FITC Caltag 5H10 Linfocitos T
citotéxicos
Anti-CD19 FITC Caltag 6D5 Linfocitos B
Anti-CD49b FITC Pharmingen DX5 Células NK
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Tabela 2-Anticorpos monoclonais utilizados para identifiaaci@ citocinas intracelulares em
populacdes leucocitarias.

~ Anticorpos  Fabricante ~ Clone  Concentrac&o
Anti TNF-a PE Caltag MP6-XT22 50ug/0,5ml
Anti IL-10 PE Caltag JES5-2A5 50ug/0,5ml
Anti IFN-y PE Serotec XMG1.2 0,1mg/ml
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4.3.2.4.2- Analise da producao de citocinas por fiocitos

A analise da producao de citocinas por célulasIMicitos T e B foi realizada através
de analise convencional. A populacdo celular der@sse (R1) (Figura 1A) foi estabelecida
para linfocitos em graficos de distribuicdo pontdaltamanho (FSC) versus granulosidade
(SSC). Apos a selecdo da regido de interesseq@éineia de populacdes celulares produtoras
de citocinas, dentro de R1, foi obtida em grafibmbmensionais de distribuicdo pontual de

fluorescéncia FL2 versus FL1 (Figura 1B).

Granulosidade
TNF-a-PE

Tamanho CD4 - FITC

Figura 1- Analise da produc&o de citocinas citoplasmaticascptula CD4. (A) Gréfico de
distribuicdo pontual FSC versus SSC utilizado pasalecdo da populacdo de linfocitos — R1.
(B) Gréfico de distribuicdo pontual FL1 versus Riifizado para quantificar o percentual de
células produtoras de citocinas em R1.
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4.3.3- Atividade do farmaco DFA diretamente sobre @. cruzi

4.3.3.1- Avaliagao da inibicdo do crescimento db. cruziem cultura

4.3.3.1.1- Manutencao das células L929 e da cepaldhen do T. cruzi

Culturas de células NTCT clone 929 (L929) (ATCCLCDH de tecido conectivo de
camundongo, em meio RPMI 1640 sem vermelho e s@pltdo com SBF 10% e 2mM de
glutamina foram semeadas em garrafas de 25t50.000 células/garrafa. As células foram
incubadas em estufa a 37°C e 5% de Q@ante 7 dias.

Para a manutencéo da cepa Tulahueifli.dguzitransformada para expressar o gene
da B-galactosidase, 150.000 células L929 semeadas mafagade 25cfforam infectadas
com as formas tripomastigotas (10 parasitos pailaélOs parasitos que ndo penetraram nas
células foram retirados por lavagem ap6s 24 hudtara foi incubada novamente em estufa a
37°C e 5% de CgQlurante 7 dias.

4.3.3.1.2- Ensaio de inibicdo de crescimento do cruzi

O ensaioin vitro com as formas amastigotas intracelulares e trisogtdas dorT.
cruzi foi realizado de acordo com o protocolo estabétegor Buckneret al (1996) com
modificacdes.

Uma placa de 96 pocos foi semeada com 4.000 cdl92@ em 80ul de RPMI por
poco. Apos incubacgédo “overnight” em estufa a 378%ede CQ, as células foram infectadas
com 40.000 formas tripomastigotas do parasito (cdp#ahuen expressando beta-
galactosidase) por poco, diluidos emu20de RPMI. A placa foi incubada por 2 horas a 37°C
e 5% de CQ e, apos esse periodo, 0s parasitos que ndo panetfaram retirados por
substituicdo com 200L de RPMI por poco. A placa foi novamente incubad®v°C e 5% de
CO, por 48 horas para o estabelecimento da infecgads Aste tempo, o meio de cultura foi
trocado por 18QL de RPMI e 20uL do composto a ser testado (DFA) em triplicata, em
diferentes concentracges (1, 5, 10, 20, 10, 5@qui0nL). A adicdo dos farmacos a placa foi
realizada da seguinte forma: 180de RPMI foram adicionados em cada poc¢o; a segdqQir,
UL dos compostos solubilizados em &gua foram adacios e foi realizada a homogeneizacéo

com a pipeta. Adicionalmente foram utilizados agusges controles em cada placa: células
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ndo infectadas e sem adicdo de compostos, céhfiastddas pelo parasito sem adicdo de
compostos, células infectadas pelo parasito cogaadie DMSO a 1% e células infectadas
pelo parasito com adi¢cdo de BZ na concentracdo g L (3,81uM). Apos a adicdo do
farmaco, a placa foi incubada em estufa a 37°C d&%Q por 96 horas. Apds esse periodo,
foram adicionados 5QL por poco do substrato cloro-phenol red beta-xgabyranoside
(CPRG) 50QuM com nonidet p40 0,5% e a leitura da placa folizada 16 a 20 horas apds a
adicdo do substrato, em leitor de ELISA com filled570nm. Os resultados foram expressos
como inibigdo do crescimento (OLIVEIRAt al, 2006) e a andlise foi realizada
considerando-se a reducdo do desenvolvimento @&céd estabelecida, promovida pelo
composto testado, em relacdo ao cultivo de célafastadas pelo parasito na auséncia de

compostos.

4.3.3.2- Ensaios de viabilidade por trypan blue, ayjptose e motilidade

4.3.3.2.1- Obtencéo das formas trypomastigotas damga Y doT. cruzi

As formas tripomastigotas foram obtidas a partir sdorenadante de culturas de
células L929 infectadas pelb cruzi As células foram semeadas em frascos de culwra d
tecido de 25cf (Falcon) contendo meio DMEM-5% SBF. Apés a ades&ormacéo da
monocamada de células, estas foram infectadas ocoma$ tripomastigotas sanguineas da
cepa Y dor. cruzina proporcao de 10 parasitos/célula. As garrafasrfonantidas em estufa
a 37C, 5% de CQ 95% de umidade por 24h para favorecer a infedgds esse periodo, as
células foram lavadas para retirar os parasitoamestentes e mantidas com meio DMEM-
5% SBF a 3%, 5% de CQ, 95% de umidade (BERTELIét al, 1977). O meio foi trocado
diariamente, e a partir do sexto dia de culturané® tripomastigotas puderam ser coletadas
no sobrenadante. Os parasitos foram separados edtas rcelulares, por centrifugacéo
diferencial. Inicialmente, a suspensao de parasitosentrifugada em tubos conicos de 50
mL a temperatura ambiente, 109 por 10 minutos. Posteriormente, os tubos foram ichast
a temperatura ambiente por 30 minutos para querasm$ flageladas pudessem se deslocar
do sedimento para o sobrenadante. Esse foi coletagmtrifugado a°€, 1.000 xg por 10
minutos. Os parasitos foram lavados trés vezes B& (©,015M pH 7,4) nas condicdes
anteriores. As culturas a %7 foram empregadas em diferentes condicGes depeéndios

ensaios utilizados.
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4.3.3.2.2- Viabilidade (marcacao pelo trypan blue)

As formas tripomastigotas da cepa Y @ocruzi foram cultivadas na presenca de
diferentes concentragdes do DFA (1, 5, 10, 20500 100ug/mL), violeta de genciana (50
pg/mL) ou BZ (Jug/mL) ou associacao DFA (1, 5 e t@/mL) + BZ (ug/mL) por 0.5, 1, 3,
6,9 e 12 horas a A2.

Para a determinacdo da viabilidade das formasnd@gtigotas, 1 x FOparasitos
foram ressuspendidos em PBS e incubados com 1priymbn blue 0.4% por 10 minutos em
temperatura ambiente anteriormente a analise dmetto de fluxo. Um total de 10.000
eventos foi adquirido e analizados pelo Flow-Jovwgarie. A porcentagem de parasitos viaveis
ndo apresentou nenhuma marcacao com o trypanfbhmcentagem de parasitos viaveis foi

definida pelo histograma de marcacéao pelo trypaa.bl

4.3.3.2.3- Marcacao com anexina e iodeto de prop@éPl) — apoptose

As formas tripomastigotas da cepa Y @ocruzi foram cultivadas na presenca de
diferentes concentracdes do DFA (1, 5, 10, 20500 100ug/mL), violeta de genciana (50
pug/mL) ou BZ (Jug/mL) ou associacdo DFA (1, 5 e a@/mL) + BZ (Jug/mL) por 0.5, 1 e 3
horas a 37C.

Para este experimento, 1 x°1farasitos foram ressuspendidos em um tamp&o de
ligacdo enriquecido com €a(Apoptosis Detection Kit, Sigma, USA). A suspenséntendo
0s parasitos foi marcada duplamente com anexinanjugada com FITC e PI por 10 minutos
em temperatura ambiente e protegidos da luz. Ormalatei analizado imediatamente no
citdmetro de fluxo. As emissdes de anexina V eRirh detectadas nas emissdes FL-1 e FL-
2, respectivamente. Os parasitos que nao apresentaarcacdo com Pl ou anexina V foram
considerados vivos. Os parasitos marcados somenteaoexina V foram considerados no
processo inicial de apopotose e 0s que apresentaa@racao para ambos (Pl e anexina)
marcadores foram considerados no processo tardiapdetose. Os parasitos marcados

somente com Pl foram considerados mortos.
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4.3.3.2.4- Ensaios de motilidade

As formas tripomastigotas da cepa Y Tocruzi foram cultivadas na presenca de
diferentes concentragdes do DFA (1, 5, 10, 20500 100ug/mL), violeta de genciana (50
ng/mL) ou BZ (ug/mL) por 1, 3, 6, 9 ou 12 horas &G7

Para a determinacdo da motilidade dos triponatsig 10 pL de suspensdo de 1 % 10
parasitos foram avaliados em camara de Neubaugyoecantagem de parasitos moéveis foi

calculada pela avaliagdo no microscépio optico.

4 .4- Analises estatisticas

A parasitemia foi analisada pelo teste ndo-paracoétfolmogorov-Sminorv (KS),
que compara a area sob a curva entre duas amd3fatemais dados foram testados pela
ANOVA - oneway e testé de studentAs analises estatisticas dos dados foram reakzad
usando o programa GraphPad Prism 5.0. Quandoeaagdes foram significativas, o teste de
Tukey foi realizado para determinar as diferencge€ificas entre as meédias. Os resultados
foram expressos como meédia + desvio padrdo. Difasrcom valores de p<0,05 foram

consideradas significativas.
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hY

5.1- Parametros relacionados a utilizacdo da DFA nocurso da infeccdo e
susceptibilidade doT. cruzipelo teste rapido in vivo

5.1.1- Avaliagdo da parasitemia e mortalidade nosanais infectados, tratados (IDFA) e

nao tratados com DFA (I)

A parasitemia dos animais infectados (I) e infeasagl tratados com DFA (IDFA) esta
representada na Figura 2A. Na Tabela 3 estdo apae®s os parametros relacionados a

curva de parasitemia dos animais dos grupos | &IDF

Q
3 2.0x10° 100 -
‘Cﬁ [J)
©
S 1.5x10° S
£ 5 —
a g
= ° 60
B 1.0x10° °
8 ©
o S 40 A
< 5.0x10°% o
g & 20 1
=1
= 0+ 0 [
0 2 4 6 8 1012141618 202224262830 0 2 4 6 8 10121416182022 24262830
Dias ap6sa infeccédo Dias ap6sa infecgdo

— | — DFAI

Figura 2- Curvas das meédias de parasitemia (A) e percenteamdrtalidade (B) de
camundongos sui¢os (n=24) inoculados intraperitorexde com 500 formas tripomastigotas
sanguineas da cepa Y do cruzi (I) animais infectados e nao tratados, (IDFA) améma
infectados e tratados com DFA.

Tabela 3- Parasitemia de camundongos suicos (n=24) inoculiati@peritonealmente com
500 formas tripomastigotas sangliineas da cepaT¥yg@nosoma crua tratados com DFA

Periodo pré- Periodo patent¢Dia do pico e Pico de  Area sobre

Grupos | patente (dias) (dias) parasitemia parasitemia g curva
I 4 17 9 1.564.000 3.657.000
IDFA 6 7 9 465.000  1.597.000

*diferenca significativa em relac&o ao grupo |.
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N&o foram observadas diferencas significativaseemtperiodo pré-patente (PPP) nos
animais dos grupos | (PPP=4) e DFAI (PPP=6). Ptwodado, o periodo patente (PP) no
grupo IDFA (PP=7) foi significativamente menor qdarcomparado ao grupo | (PP=17 dias).
O pico de parasitemia dos animais pertencentesupm gDFA ocorreu no9dia. Os animais
pertencentes ao grupo | apresentaram maior piqadesitemia e area sobre a curva quando
comparados ao grupo IDFA. A média dos niveis dagi@mia nos animais dos grupos IDFA
(465.000 tripomastigotas/0,1 mL de sangue, resmeugnte) foi 3 vezes menor que a
observada no grupo | (1.564.000 tripomastigotast,de sangue).

Os camundongos pertencentes ao grupo IDFA vieradbito a partir do 13 dpi e
apresentaram taxa de mortalidade de 100% (Figura 2B

5.1.2- Avaliacdo da parasitemia e mortalidade nosnanais infectados, tratados com
associacédo DFA e BZ (IDFA/BZ) e nao tratados com D¥( I)

A parasitemia dos animais infectados e tratados @ifA+BZ (IDFA/BZ) esta
representada na Figura 3A. Na Tabela 4 estdo aypaeles os parametros relacionados a

curva de parasitemia dos animais dos grupos | AIBE.
2.0x1081 100 A .
1.5x10° S 897 /
60 1
40 1
5.0x10°
20 1
0 - 0 [/

1.0x10°1
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— 1 — DFABZI

Figura 3- Curvas das médias de parasitemia (A) e percenteamdrtalidade (B) de
camundongos suicos (n=24) inoculados intraperitorezge com 500 formas tripomastigotas
sanguineas da cepa Y docruzi.(l) animais infectados e néo tratados, (IDFA/BZinsais
infectados e tratados com DFA e BZ.
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Tabela 4 Parasitemia de camundongos suicos (n=24) inogslladraperitonealmente com
500 formas tripomastigotas sanglineas da cepa Mygmnosoma crua tratados com DFA
e BZ

Periodo pré- Periodo patent¢Dia do pico e Pico de  Area sobre
Grupos [ patente (dias) (dias) parasitemia parasitemia g curva
I 4 17 9 1.564.000 3.657.000
IDFA/BZ 5 9 8 11.875  43.963

* diferenca significativa em relac&o ao grupo I.

N&o foram observadas diferencas significativaseemtperiodo pré-patente (PPP) nos
animais dos grupos | (PPP=4) e IDFA/BZ (PPP=5).dtro lado, o periodo patente (PP) no
grupo IDFA/BZ (PP=9) foi significativamente menara;mdo comparado ao grupo | (PP=17
dias). O pico de parasitemia dos animais perteasets grupos IDFA/BZ ocorreu ndda.

Os animais pertencentes ao grupo | apresentaraor piadb de parasitemia e area sobre a
curva quando comparados ao grupo IDFA/BZ. A médmrdveis de parasitemia nos animais
do grupo IDFABZ (11.875 tripomastigotas/0,1 mL dague, respectivamente) foi 132 vezes
menor que a observada no grupo | (1.564.000 trigtgwas/0,1 mL de sangue).

Os camundongos pertencentes ao grupo IDFA/BZ viemagbito a partir do 0dpi e
apresentaram taxa de mortalidade de 10% (Figura 3B)

5.1.3- Avaliacdo da parasitemia e mortalidade nosnamais infectados, tratados (IBZ) e

nao tratados com BZ ()

A parasitemia dos animais infectados (I) e infeatad tratados com BZ (IBZ) esta
representada na Figura 4A. Na Tabela 5 estdo apae®s os parametros relacionados a
curva de parasitemia dos animais dos grupos | e IBZ
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Figura 4- Curvas das médias de parasitemia (A) e percenteamdrtalidade (B) de
camundongos suicos (n=24) inoculados intraperitorezge com 500 formas tripomastigotas
sanguineas da cepa Y do cruzi. (I) animais infectados e nado tratados, (IBZ) amma
infectados e tratados com BZ.

Tabela 5- Parasitemia de camundongos suicos (n=24) inoculiati@peritonealmente com
500 formas tripomastigotas sangliineas da cepaT¥y@@nosoma crua tratados com BZ

Periodo pré- Periodo patent¢Dia do pico de  Pico de  Area sobre
Grupos | patente (dias) (dias) parasitemia parasitemia  a curva
I 4 17 9 1.564.000 3.657.000
IBZ 6 g 8 32338  27.500

* diferenca significativa em relac&o ao grupo I.

N&o foram observadas diferencas significativaseemtperiodo pré-patente (PPP) nos
animais dos grupos | (PPP=4) e IBZ (PPP=6). Poroolado, o periodo patente (PP) nos
animais do grupo IBZ (PP=8) foi significativamemtenor quando comparado ao grupo |
(PP= 17 dias). O pico de parasitemia dos animatemeentes aos grupos IBZ ocorreu fo 8
dia. Os animais pertencentes ao grupo | apresemtai@or pico de parasitemia e area sobre a
curva quando comparados ao grupo IBZ. A média desisnde parasitemia nos animais do
grupo I1BZ (32.338 tripomastigotas/0,1 mL de sangasepectivamente) foi 48 vezes menor
que a observada no grupo | (1.564.000 tripomastsgdil mL de sangue).

Os camundongos pertencentes ao grupo IBZ apreaentaka de mortalidade de 0% (Figura
4B).
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5.1.4- Analise da parasitemia pelo teste rapida vivo

A parasitemia pelo teste rpido também foi utilzgzhra avaliar os efeitos da DFA em
animais com alta infeccdo. Para esta finalidadecammundongos foram infectados com
50.000 formas tripomastigotas sanguineas da ceda V. cruzie tratados com DFA (25
mg/animal) e/ou BZ (500mg/kg) no dia do pico deapaemia (7 DAI). A parasitemia foi
avaliada antes do tratamento, 3 e 6 horas apésamtento.

A parasitemia ap0s 3 horas de tratamento foi redugignificativamente nos grupos
tratados com DFA (65.11%), BZ (65%) e DFA/BZ (89)9%0 entanto, 6 horas apés o
tratamento, apenas 0s grupos BZ e DFA/BZ persisto@am baixa parasitemia.

Os resultados estao apresentados na Figura 5.
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Figura 5- Camundongos suicos (n=20) foram inoculados com0BOi@rmas sanguineas da
cepa Y doT. cruzi Animais infectados e nao tratados (I), animaisdtados e tratados com
Desferrioxamina (DFA 25mg/animal), animais infedsa tratados com Benzonidazol (BZ
500 mg/kg) e animais infectados e tratados com &®dazol e Desferrioxamina (BZ 500
mg/kg + DFA 25 mg/animal).
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5.2- Parametros relacionados a utilizacdo da DFA eliomarcadores do hospedeiro

5.2.1- Hemograma

Com o objetivo de investigar se a DFA interferendionero de células circulantes no
sangue, foi realizado o eritrograma, a contageraratitial de leucdcitos e contagem de
plaquetas no sangue dos animais dos grupos C, CDEADFA (n=60). Os resultados do
eritrograma e contagem de plaquetas estdo aprdesnte Tabela 6 e os resultados do

leucograma na Tabela 7.

Tabela 6-Eritrograma e plaquetas (média + desvio padrao)

Grupos DA Hemoglobina Hematdécrito Eritrocitos  Plaquetas
experimentais (g/dl) (%) A°/mm’)  (10¥mm’)
0 14.2 +0.1 47.619.5 89+18 356.7 +405.0
C 7 146 £2.1 45.1 6.3 9.1£15 733.7 £30.7
14 11.4 +4.0 28.8 +12 3.0+1.2 495.0 £278.6
21 10.8 2.4 32.4£7.0 6.7 £1.6 758.0 £203.1
0 13.5£2.2 44.4 6.9 8.1+1.3 743.0 £241.8
CDEA 7 12.7 117 37.315.1 7.4 £0.9 724.0 £150.2
14 6.0 +0.8 24.8 £2.0 3.4+04 303.7 £32.6
21 11.8 +1.8 345 4.4 6.6 £0.8 319.7 £193.5
0 104 £1.2 31.317.8 6.2 1.6 596.7 +405.6
| 7 10.0 2.5 29.518.4 56+14 711.7 +46.8
14 9.1+0.8 27.4+2.2 6.1+0.6  489.7 +420.9
21 8.7 £75 26.6 +2.1 5.6 +4.4 357.3 £245.1
0 9.5+14 26.9+2.6 5.1+03 601.3 +413.5
IDEA 7 10.9 £2.2 34.0 8.3 52+£13 581.7 £130.6
14 8.6 +4.9 31.9+12.2 51+34 319.0 £254.2
21 10.6 0.8 30.9 +2.2 6.3+0.6  483.3+180.2
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Tabela 71 eucograma (média + desvio padréo)

Grupos DA Leucécitos Neutrofilos Linfocitos Mondcitos Eosinofilos
experimentais (per mn?) (%) (%) (%) (%)

0 8.6 15 13.0 +5.6 72.0+8.0 13.7#15 2.0+0.0
7 12.6 +2.1 10.7+#8.1 80.7 £11.9 7.7 +3.8 1.5+0.7
14 6.2+2.7 19.3+6.1 72.3 7.2 6.0 +4.4 4.0+238
21 9.943.2 150+46 74.3+107 7.3+84 3.3+23

0 8.7 +0.5 11.7#38 68.7 £13.8 19.0+9.6 1.0 0.0
7 9.8 £3.9 13.5+4.9 81.0 4.4 8.3+25 1.7+12
CDFA 14 3.5+0.4 9.7 45 82.345.1 7.0+1.7 1.5+0.7
21 9.0+4.1 10.0 6.6 76.0+3.0 10.3+23 11.0 +0.0

0 7.7£3.9 3.3%15 94.3 +0.6 2.3+*15 0.0 0.0
7 7.9+1.2 14.7 6.1 81.0 4.0 4.3 +3.2 0.0 0.0
14 10.346.8 7.0+7.8 90.7 +6.7 1.5+0.7 1.3+0.6
21 10.4 1.6 2.3+0.6 97.3 +0.6 1.0 0.0 0.0 +0.0

0 6.5+2.8 7.7 £3.8 89.7 +7.1 3.5+0.7 1.0 0.0
7 9.1 +2.7 6.7 £1.5 90.7 £2.5 2.7+21 0.0 0.0
14 9.7 6.2 3.7+29 93.7 2.3 2.7+0.6 0.0 0.0
21 104 1.3 11.0+9.2 87.3 +9.6 1.7 +0.6 0.0 +0.0

IDFA

N&ao foram observadas diferencas significativas mibrograma (hemoglobina,
hematdcrito, eritrécitos), plaquetas e contagernededcitos entre os grupos C x CDFA e | X
IDFA, indicando que o esquema terapéutico utilizado foi acompanhado por um evidente

comprometimento da diferenciacao eritroide, mied@dmegacariocitica.
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5.2.2 - Avaliagéo dos niveis séricos de ferro

Sendo a DFA um importante quelante de ferro, asgis realizadas a seguir tém
como propasito investigar o seu efeito no metabwlisle ferro no hospedeiro. Para cumprir
com este objetivo, foram avaliados os niveis datifea, ferro sérico e CTLF. A figura 6
representa a dosagem de ferro nos animais dosgy€gODFA, | e IDFA.

N&o foram observadas diferencas significativaseeos parametros (ferritina, ferro
sérico e capacidade total de ligacdo de ferrojgnasos analizados, sugerindo que o efeito da
DFA sobre o curso da doenca néo foi dependenteetiabolismo de ferro do hospedeiro.
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Figura 6- Camundongos suicos (n=60) foram infectados ou ném &00 formas
tripomastigotas sanguineas da cepa Yrdoruzie receberam tratamento ou ndo com DFA.
Nives de ferritina, ferro sérico e capacidade tdealigacdo de ferro (CTLF) foram avaliados
no dia do indculo (tempo=0) ad A4 e 22 DAI. Os valores foram expressos como média +
desvio padréo.
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5.2.3- Analise do perfil fenotipico linfocitario dobago

Com o objetivo de caracterizar o efeito do trataame&om a DFA durante a infeccao
sobre a resposta imune inata e adquirida ao lorgdage aguda, foi realizada analise
fenotipica de células esplénicas para avaliar @silpgdes de células NKlinfocitos B,
células CD4 e CDS.

5.2.3.1- Perfil fenotipico linfocitario no bago dosinimais dos grupos | e IDFA

A Figura7 apresenta a distribuicdo das populacdes linfoagaim celulas esplénicas,
sendo apresentadas como células NK (CR4@focitos B (CD19), linfécitos CD4 e CDS,
dos animais tratados ou ndo com DFA, na presencausé@ncia de infeccdo (grupos C, I,
CDFA, e IDFA).

A analise desses dados ndo demonstrou qualqués deeiDFA sobre a distribuicdo
das populacdes linfocitérias, seja nos animaiciat®s ou nos ndo infectados, nos diferentes
tempos avaliados: dia do indculo (tempo 0) 4d# e 22 DAL,
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Figura 7- Percentual médio das células NK (CD29tinfécitos B (CD19) e células CD%e
CD8" no baco de camundongos suicos que foram infestagdmao (I e C) com 500 formas
tripomastigotas sanguineas da cepa YTdoruzie receberam tratamento ou ndo com DFA
(IDFA e I) avaliados ao longo da fase aguda dacg#ie no dia do inéculo (tempo=0) e aos 7,
14 e 21 dias ap0s a infec¢do, respectivamente.afdseg foram expressos como media +
desvio padréo.
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5.2.3.2- Padrdo de citocinas produzidas pelas cé&sl mononucleares esplénicas de
animais infectados, tratados ou ndo com DFA

Com o objetivo de caracterizar o efeito do trataame@om a DFA durante a infecgéo
sobre o padrdo de citocinas produzidas por céldéasmunidade inata (células NKe
adaptativa (CD4 CD8" e CD19) presentes no bago, foi caracterizada a frequéeci@élulas
produtoras de IFN*, TNF-a" e IL-10°, em cada populagéo (Figuras 8, 9 e 10).

Observou-se aumento percentual de células NK pocatitde TNFa nos animais
tratados com DFA, infectados e n&o infectados, hDAl. Este aumento foi acompanhado
pelo aumento de células NK IL-1®bservado nos animais infectados.

Na vigéncia da infeccdo, a DFA também induziu aumerrcentual de células CD4
produtoras de IL-10 no DAI.

Considerando o contexto de auséncia de infec¢c@eradiu-se aumento percentual de
células CD2Z e CDS produtoras de IFN; apds 28 dias de tratamento com DFA. Este efeito
também foi observado nas células CD8+ produtorad\ifea.

Em relacéo aos linfocitos B, a DFA induziu quedgeaomcentual de células produtoras
de IFNy apds 28 dias de tratamento, e aumento percerduatldlas produtoras de TMNF-

apos 14 e 35 dias de tratamento.
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Figura 8- Percentual de células NKFN-y" TNF-a'ou IL-10" no baco de camundongos
suicos que foram infectados ou ndo (I e C) com f6@as tripomastigotas sanguineas da
cepa Y dor. cruzie receberam tratamento ou ndo com DFA (IDFA ed)iados ao longo da
fase aguda da infeccdo em relacdo ao dia do indterimpo=0) e aos 7, 14 e 21 dias apos a
infeccdo, respectivamente. Os valores foram expsessmo média + desvio padrdo. As
barras representam diferenca significativa (p $)0gbitre 0os grupos nos periodos avaliados.
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Figura 9- Percentual de células Cb4& CD8 IFN-y", TNFw'ou IL-10" no baco de
camundongos suicos que foram infectados ou naoC)l @om 500 formas tripomastigotas
sanguineas da cepa Y do cruzi e receberam tratamento ou ndo com DFA (IDFA e 1)
avaliados ao longo da fase aguda da infeccao egaiekbo dia do in6culo (tempo=0) e aos 7,
14 e 21 dias apos a infeccédo, respectivamente.aldseg foram expressos como média +
desvio padréo. As barras representam diferencafisaiva (p < 0,05) entre 0s grupos nos
periodos avaliados.
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Figura 10- Percentual de células CD1#N-y*, TNF-o'ou IL-10'no bago de camundongos
suicos que foram infectados ou ndo (I e C) com f6@as tripomastigotas sanguineas da
cepa Y dor. cruzie receberam tratamento ou ndo com DFA (IDFA ed)iados ao longo da
fase aguda da infec¢cdo em relacdo dia do in6calopp=0) e aos 7, 14 e 21 dias apos a
infeccdo, respectivamente. Os valores foram expsessmo média + desvio padrdo. As
barras representam diferenca significativa (p $)0editre os grupos nos periodos avaliados.
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5.3- Atividade do farmaco DFA sobre d'. cruzi

5.3.1- Avaliagao da inibicao do crescimento db. cruziem cultura de fibroblasto

A partir de cultura de fibroblasto foi avaliado kescimento da cepa Tulahuen To
cruzina presenca da DFA. A atividade da DFA represanpath inibicdo do crescimento das

formas amastigotas e tripomastigotas do parasitouttara esta apresentada na Figura 11.

L

Inibicdo do crescimento (%

0

BZ 1pg/mL 10 20 50 100

DFA (ug/mL)

Figura 11-T. cruzi(cepa Tulahuen) expressando a enzima beta- gsildase dd&scherichia
coli cultivado por 4 dias em cultura de fibroblastos299na presenca de diferentes
concentracdes de Desferrioxamina (DFA). A atividadpanocida foi calculada pela
atividade da enzima b-galactosidase. Os resultasdosexpressos como porcentagem de
inibicdo do crescimento. O Benzonidazol (BZ) falizddo como controle positivo.

Utilizando o BZ como controle positivo, a DFA ame®u-se ativa na concentracao
de 100 pg/mL (IG). Nesta concentracdo utilizada da DFA, a porcammade inibicdo do
crescimento das formas amastigotas e tripomassigimtd. cruzifoi de 49%, enquanto que a
inibicdo do crescimento com o BZ na concentracab g/mL foi de 93%.
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5.3.2- Ensaio de viabilidade (marcacéo pelo trypablue) doT. cruzicom a DFA

A viabilidade do parasito foi analizada pela maécapelo corante trypan blue. As
células L929 foram cultivadas na presenca de difeseconcentracdes de DFA (1, 5, 10, 20,
50 e 10Qug/mL) ou BZ (1 e 5ug/mL) em tempos diferentes de incubacéo (0, 0.8, &, 9 e
12 horas). Os resultados estdo apresentados nkaBabe

Tabela 8-Avaliacao cinética da viabilidade (% de parasit@v@is ndo marcados por trypan

blue) das formas tripomastigotas cultivadas naeogs de DFA e/ou BZ (médiat desvio
padréo).

Grupos
experimentais 0.5h 1h 3h 6 h 9h 12 h

(L9/mL)
Violeta de 45+1 968 642 64t4 33:0 3.0%0

Genciana

BZ1 86.8+x7 809+6 7539 814+3 819+4 743+1
BZ5 8520 846+2 8126 79.6+3 7526 7564
DFA 1 84.8+7 826+3 86.1+x6 78.2+1 80.8x0 804+5
DFA 5 7768 88.0+4 799+6 874+3 7722 8785
DFA 10 90.7+x1 865+5 74.1+1 79.3+1 7289 7597
DFA 20 86.9+x7 89.9+2 829x2 83.1+3 7932 78.3t4
DFA 50 84.1+6 823+3 829+4 823+4 7463 78.7+5
DFA 100 8265 794+7 76.2x4 70.8+3 69.8x8 7892

DFA1+BzZz1 87.0+x6 79.6+8 742+2 78.7+5 722+1 7511
DFA5+BZ1 885+5 821+2 838+8 70849 76.1+1 76.6+9
DFA10+BzZz1 819+3 799+4 771+5 743+3 716+1 826+1

Os parasitos permaneceram viaveis nas porcentadgend) a 90% em todas as
concentracdes utilizadas da DFA (1, 5, 10, 20, 3@@ug/mL) e BZ (1 e 5ug/mL) em

diferentes tempos de incubagéo (0, 0.5, 1, 3, 6,12 horas) sem diferencas significativas
(p<0,05) entre os grupos.
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5.3.3- Ensaio de marcacdo com anexina e Pl (apoptds

Um suposto processo de apoptose induzido pela DFaAvaliado pela externalizacao
de fosfatidilserina. Da mesma forma que os resodtadke viabilidade por trypan blue, a
maioria dos parasitos tratados com DFA n&o aprasentnenhuma marcacdo com Pl ou
anexina V-FITC em até 3 horas de incubacgédo, sut@npreservacdo dos mesmos. Como o
iodedo de propidio € um marcador nuclear de pernaadéd de membrana, estes resultados
mostram integridade de membrana.

Os resultados estdo apresentados na figura 12.
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[ ]= anexina-, PI- (vivos) [l = anexina+ (apoptose inicial)
[]= anexina+, Pl+ (apoptose tardia) [l =PI+ (mortos)

Figura 12- Formas tripomastigotas sanguineas da cepa Y. dwuzicultivadas em células
L929, na presenca ou nao de Desferrioxamina (DRABenzonidazol (BZ) e a violeta de
genciana foram utilizados como controles. Suspedsa® x 18 parasitos foram marcadas
duplamente com anexina V conjugado com FITC e Blp@rasitos que ndo apresentaram
marcacdo com anexina ou Pl foram considerados \pemnco). Os parasitos marcados
somente com anexina foram considerados em prodegsal de apoptose (preto). Os
parasitos marcados duplamente com Pl e anexinmfooasiderados em processo tardio de
apoptose (cinza claro). Os parasitos marcados f¢entem Pl foram considerados mortos
(cinza escuro).
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5.3.4- Ensaio de motilidade dd. cruzicom a DFA

Para testar o efeito da DFA na motilidade do ptrai realizada uma contagem do
namero de parasitos moveis no sobrenadante deasélu®29 utilizando diferentes
concentracdes de DFA (1, 5, 10, 20, 50 efi@0nL) em diferentes tempos de incubacéo (1,

3, 6, 9 €12 horas). Os resultados estdo sendoeapadss na Figura 13.
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Figura 13- As formas tripomastigotas da cepa Y Tocruziforam cultivadas em células
L929 na presenca de diferentes concentracoes derb@samina (DFA) e sua motilidade foi
avaliada apos 1, 3, 6, 9 e 12 horas. O Benzonidd@®) e violeta de genciana foram
utilizados como controle.

Foi observado um efeito tripanostatico da DFA eamcentragbes subletais do
farmaco. Apos 3 horas de incubacdo, a DFA utilizada concentracdes maiores que 10
pHg/mL apresentaram-se mais eficientes na reduc&ootildade do parasito em comparagao
ao BZ na concentracdo de {dg/mL(p<0,05). Observou-se também que a DFA em
concentracbes maiores que P@/mL apresentou-se mais eficiente do que na menor

concentracdo da DFA utilizadagy/mL(p<0,05).
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Atualmente ndo h4 tratamento eficaz para DCcg#ie comumente encontrada na
lista das doencas tropicais mais negligenciadaswudo. Somente dois farmacos sdo usados
clinicamente, o BZ e o Nifurtimox, ambos desenwibi ha mais de quatro décadas (COURA
& DE CASTRO, 2002). Estes compostos estdo longamesentaram caracteristicas que
determinam um farmaco ideal, devido a vérios efeitomlaterais e eficacia limitada,
especialmente em pacientes com a forma cronicaelacd (ROCHZAet al, 2007, SOEIRt
al., 2009). Os efeitos colaterais variam de um ddscandiscreto a polineuropatia periférica,
dermatite por hipersensibilidade e disturbios hetdgicos que levam a interrupcdo do
tratamento. No Brasil, apenas o BZ encontra-seodispl para uso clinico.

Apesar da falta de interesse das industrias faumiae8 em desenvolver novos
compostos para a DC, novos farmacos como o alaguriraconazol e fluconazol tém sido
testados em ensaios clinicos. Eles séo a Ultinecgerde anti-fungicos, que agem impedindo
a sintese de esterdis (COURA, 2009). No entantis opdes terapéuticas sdo necessérias,
nao apenas para serem utilizados na monoterapstandbém na terapia combinada, que
poderia apresentar uma eficacia maior e redunixiaitiade.

A utilizacdo de quelantes tem sido proposta coma estratégia para interferir com a
progressao de muitas doencas como a ateroscleras@cer (YUet al, 2006) e doencas
neuroldgicas (RICHARDSON, 2004) e infecciosas (SEEERG et al., 2005).

O Desferal, marca comercializada da DFA, foi lalocao mercado em 1963 como
um medicamento no tratamento do excesso de alumifgéoo decorrente da talassemia. Ele
vem sendo empregado com sucesso na clinica méalhica agente de remocao de ferro em
casos de doencas de estoques de ferro, no tratadeenhvenenamento por ferro e como um
auxilio na normalizacéo de estoques de ferro (KEBER.964). A DFA possui periodo curto
de meia-vida no plasma, devido ao seu rapido mkgatm (AOUAD et al.,2002). Deve ser
administrada lentamente, em continuas infusdeteaees com doses diarias de 100 a 150
mg/kg em humanos (SUMMERS al, 1979, LEEet al,, 1993).

A DFA também é conhecida por modular a inflamac¢gmoe ser um antioxidante
eficaz em condicbes normais e de estresse oxidafimwionando atraveés da atividade
neutralizadora de radicais livres e quebra da eadipidica (MINOTTI et al, 1987,
RACHIDI et al, 1994). Franciscoet al (2010), avaliando o stress oxidativo em
camundongos infectados comTo cruzi e tratados com a DFA, demonstraram que a DFA

aumenta a atividade antioxidante mas também aunoesteess oxidativo, indicando que o
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modo de a¢do do farmaco envolve uma contribuic&dipa para o hospedeiro com um efeito
gue nao é benéfico para o parasito.

Estudosin vitro e in vivo ttm demonstrado que a DFA é eficaz no tratameato d
infeccdo experimental por protozoarios. A DFA indazinibicdo do crescimento de
Plasmodium falciparum(HERSHKO & PETO, 1988) e em formas sanguineas do
Trypanosoma brucdBREIDBACH et al, 2002). Ela também foi considerada um farmaco
promissor contra d@oxoplasma gondiem camundongos (MAHMOUD, 1999). Estudos de
malaria em humanos demonstraram que o tratamenoDdeA, isolada ou em combinacao
com a terapia padrdo, aumentou a remoc¢do do mamaitmalaria assintomatica e grave
(TRAOREEet al, 1991, GORDEUKet al, 1992, MABEZAet al.,1996).

Na infeccdo experimental pelb. cruzj Aranteset al. (2007) demonstraram que o
tratamento com DFA em camundongos infectados coapa Y dor. cruzi 14 dias antes da
infeccdo e por mais 21 dias ap0s a infeccdo, levmenor parasitemia e menores taxas de
mortalidade quando comparado a animais infectadostratados, apesar das dosagens de
ferro sérico e de hemoglobina nédo terem sofridoimdipdo em seus niveis . Mais
recentemente, foi demonstrado que a associacad-AeeBZ, exibe alta eficacia e uma taxa
de mortalidade de 0% em camundongos (FRANCI&C&), 2008)

Apesar da clara evidéncia de que a DFA, em tratirsrstentado, € capaz de reduzir
a intensidade da infec¢éo pdlocruziem camundongos, 0s mecanismos empregados em seu
efeito benéfico ainda ndo estéo claros e podemhesndiferentes mecanismos independentes
de deplecéo de ferro do hospedeiro. Com o objelvoaracterizar o impacto da utilizacdo da
DFA no curso da infeccdo em camundongos infectgueda cepa Y dal. cruzi foram
avaliadas a parasitemia e a mortalidade destesaamim

No presente trabalho, os resultados de parasitermartalidade entre os grupos | x
IDFA reproduziram dados de trabalhos anterioresostnando que a intensidade da infecéo
pela cepa Y em camundongos foi atenuada pelo teatmrcom a DFA (ARANTESt al,
2007, FRANCISCGet al, 2008). Esse efeito parece estar relacionadthadiem e ou a dose
utilizada, uma vez que Pedrostal. (1990) mostraram que o tratamento em dose Unica de
DFA (no 5 dpi) ndo conduziu a uma infeccdo menasveggrem camundongos Suicos
infectados com as cepas Y e CLH™acruzi Os autores acreditam que isto foi possivel devido
a multiplicacdo rapida da cepa Y e ao menor temg@ @lcancar o crescimento 6timo,
quando comparado a cepa YuYu, sensivel ao tratanoembh DFA. Entretanto, € provavel

que diferencas no desenho dos experimentos tentatribciido para as diferencas
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encontradas. O indculo utilizado por aqueles ast(té00 formas tripomastigotas) foi maior
gue o utilizado em nossos experimentos (500 fortngsmastigotas) e o esquema de
tratamento consistiu em dose Unica de DFA Ad®AI. A utilizagdo de pequenas doses
continuas da DFA, antes e durante a infeccdo, @a®ccondicdo necessaria para protecao
dos camundongos infectados.

No trabalho realizado por Postne al. (1998), procurou-se otimizar a DFA no
tratamento ddPlasmodium vinckeem camundongos. A DFA foi administrada através de
injecdes subcutaneas multiplas ou infusdo intragezal da droga livre e multiplas injecdes
subcutaneas da DFA na forma lipossomal. As mékiphjecdes subcutaneas da droga antes
e durante a infeccdo controlaram a parasitemiajanq as injecdes somente anteriores a
infeccdo ndo conseguiram controlar a parasitemiasupressdo da parasitemia e a
sobrevivéncia dos camundongos a longo prazo (nealks més apds infeccdo) foram obtidas
pela infusdo intraperitoneal iniciada um dia amta@snfeccdo ou por injecbes subcutaneas da
DFA na forma lipossomal anterior a infeccdo. Oslltados deste trabalho também indicaram
que a exposicdo continua do parasito a doses bdx@¥FA (130 mg/Kg/dia) é suficiente
para remover a parasitemia.

A parasitemia pelo teste rapido também foi utilezgoara avaliar os efeitos da DFA
em animais com alta infec¢do a curto prazo. Estadotgia detecta a acao contra formas do
parasito circulantes no sangue, utilizando o faoren concentragéo cinco vezes maior que a
recomendada. Brener foi o primeiro pesquisadorvasiigar a susceptibilidade das formas
sanguineas dd. cruzi a compostos ativos utilizando essa metodologiaostnou que as
formas delgadas persistem por algumas horas nantersanguinea antes de penetrar nos
tecidos do hospedeiro (BRENER, 1969, 1971, FILARIBRENER, 1984). Assim, por este
teste, considera-se que farmacos ativos séo capazes uma rapida diminuicdo do numero
de parasitos circulantes e, por isso, € empregadselecdo de compostos ativos contia o
cruzi. Esta abordagem complementa ensaios em diferest@gios intracelulares do cruzi
(MARIA et al, 1972) e tem sido utilizada recentemente porosuatutores (ALVESet al,
1999, AGUIRRE-IVARADOet al, 2007).

Nossos resultados obtidos com este método cornmbagaeles obtidos no tratamento
prolongado. Ambos apresentaram menor intensidadafeecdo na presenca de tratamento
com DFA. Entretanto, tratou-se de um efeito n&iesuado, uma vez que a DFA foi capaz
de reduzir a parasitemia apenas em periodo prett@sehoras apds tratamento. Apos seis

horas, os niveis de parasitos foram semelhantegramntrados em animais nao tratados.
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Este fato provavelmente se deve a meia-vida curtplasma e ao rapido metabolismo da
DFA (AOUAD et al, 2002). Trabalho anterior de Bunnag e colaboeslonostrou que a
DFA reduziu a parasitemia &dasmodium falciparum e P. viva&xn humanos, mas a a¢ao foi
precoce e seguida por reativacdo, provavelmentdé&amdevido a meia vida curta do
farmaco (BUNNAGet al., 1992).

Sendo a DFA um importante quelante de ferro, pdsibo aqui também foi investigar
se o farmaco, na dose empregada, interfere no olistalb de ferro do hospedeiro e no
namero de células sanguineas circulantes no saRgu&m, ndo foram observadas diferencas
significativas entre os parametros (ferritina, desérico e capacidade total de ligacdo de ferro)
e no numero de células circulantes.

Esses dados sugerem que o efeito da DFA sobreso da doenca independe do
estabelecimento de ferropenia e demonstram quejuers terapéutico utilizado nao foi
acompanhado por um evidente comprometimento daeddeacao eritroide, mieloide,
linfoide e megacariocitica.

No trabalho realizado por Pedrasiaal. (1990), também néo foi verificada a reducao
dos niveis de ferro sérico bem como a anemia iddupela DFA em camundongos
infectados pelas cepas Y, CL e YuYu, e tratados dose Unica de DFA. Também Lalonde
& Holbein (1984), utilizando doses isoladas rfoe56’ dias de infeccdo, demonstraram que
ndo ocorreram mudancas significativas nos niveifede no soro de camundongos tratados
com DFA.

Em nossos estudos anteriores, utilizando o pratoatlal com doses baixas diarias
(tratamento prolongado), também né&o foi observaaéndicdo nos niveis de ferro sérico e
hemoglobina de camundongos infectados pela cepa Y.dcruzi e tratados com DFA
(ARANTES et al., 2007). Franciscet al. (2008) mostraram que as concentracdes de ferro
sérico foram maiores nos animais tratados com D&A@n a associacdo DFA/BZ quando
comparados aos animais infectados que néo recelaeldm.

Considerando todos esses trabalhos, é provavel gaeasibilidade dd. cruzia DFA
seja maior que a das células do hospedeiro.

Com base nesses fatos, buscamos verificar se acRése algum efeito direto sobre
0 parasito. Para esta finalidade, foram avaliadasitacdo do crescimento do parasito,
viabilidade pelo trypan blue, apoptose e motilidade

Para avaliar a acdo tripanocida da DiRAvitro, utilizou-se o protocolo estabelecido

por Buckneret al. (1996) com modificacbes. Este protocolo foi, reemente, recomendado
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pelo Workshop em Modelos Experimentais em Triagendibgas e Desenvolvimento para a
DC (2008), realizado pelo Programa da Fiocruz armvestigagdo e Desenvolvimento
Tecnologico em DC e Iniciativa de Drogas para Dasnllegligenciadas, publicado por
Romanhaet al (2010).

Nossos dados mostraram inibicdo discreta do crestorde formas tripomastigotas e
ou amastigostas induzida pela DFA. A inibicéo indazelo BZ foi cerca de 200 vezes mais
eficaz que a DFA. Mas interessantemente, a viaug&dparasitaria, avaliada pela marcacao
pelo corante trypan blue, ndo foi alterada pela agdDFA ou BZ.

A capacidade de reducdo do crescimento do parpslto DFA j& foi previamente
relatada por Loo & Lalonde (1984). Os autores destraram que a DFA reduziu a taxa de
replicacdo das formas amastigotas em culturas|dasératadas de forma dose dependente,
depletando o ferro da célula hospedeira.

O envolvimento da apoptose como possivel mecandasnacdo da DFA em. cruzi
foi testada neste trabalho. Em nossos dados, alsees/que a DFA nao induziu apoptose
significativa em tripomastigotas, indicando queeasio € o principal mecanismo de acéao da
DFA e novos estudos devem ser realizados para melhoidar este possivel mecanismo.
Alguns trabalhos demonstraram que a apoptose modeduzida em parasitos unicelulares,
incluindo oT. cruzi(AMEISEN et al, 1995, PIACENZAet al, 2001). As formas infectantes
doT. cruzie Leishmania sppapresentam fosfaditilserina, um marcador de cekeptoticas
(DE FREITAS BALANCO 2001, DAMATTAet al, 2007). Foi também demonstrado que a
apoptose de leishmanias é requerida para o sucessEstabelecimento da infeccdo no
hospedeiro vertebrado (VAN ZANDBERGE#H al, 2006).

Apesar da DFA apresentar apenas efeitos discretove ® crescimento do parasito e
apoptose e nenhuma alteracdo na viabilidade dositmraa motilidade do parasito foi
significativamente diminuida com a sua utilizac&@ofdrmaco. Este resultado é de grande
importancia, pois sugere um efeito tripanostatlouco se sabe sobre a atividade da DFA
sobre oT. cruzj e este efeito tripanostatico pode ser importaatacdo da DFA no controle
de parasitos.

Efeitos sobre a motilidade em parasitos ja foraneraormente observados com a
utiizagdo de determinados farmacos. Kamati al. (2001) descreveram efeito
leishmaniostatico do alopurinol, observado peldismaa divisédo celular em citbmetro de
fluxo, através da marcacao por CFR&Erboxyfluorescein diacetate succinimidyl egstéo

entanto, 0 mecanismo subjacente a esta acédo nfdnte compreendido.
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Assim, considerando os resultados, sugerimos umssupefeito tripanostatico da
DFA que esta aparentemente livre de efeitos toxiop®rtantes. E provavel, que através de
acao direta sobre o parasito, a DFA apresente iptgute tripanostatica mais eficaz do que
tripanocida.

Aprofundando mais nosso estudo, investigamos tandbéepercussao do tratamento
com o DFA sobre a resposta imune inata e adquandango da fase aguda.

Sabe-se que a DFA apresenta diferentes acfes aobsposta imune. Esta descrito
que a DFA bloqueia a expressao do receptor dedimZélulas T humanas e inibe a sintese
de DNA como um resultado da inativacdo da riborattdeo redutase (CAROTENUTE:
al., 1986). Este quelante também apresenta efeitdgiraist inibindo a replicagdo do
citomegalovirusin vitro (CINATL et al, 1994, 1995) sendo efetivo na reducdo da leséo
mediada por radicais livres posterior ao traumaABSH et al, 1998, MARTELIUSet al,
1999). O tratamento com DFA suprime os sintomascd$ e patolégicos da encefalomielite
alérgica em ratos, com reducdo das lesfes inflamstéo sistema nervoso central e da
resposta de células T (BOWERdt al, 1984). Tanijiiet al. (2001) demonstraram que a DFA
aumenta a expressdo de cyclooxygenase-2 e prostaglaem macréfagos humanos. Na
infeccdo experimental pa€andida albicansa utilizacdo de DFA promoveu aumento da
resposta tipo 1 e diminuicdo da do tipo 2 (CENCAL, 1997). Os autores acreditam que a
DFA direcionou para um mecanismo efetor do tipod pode ser benéfico na fase inicial das
infeccoes.

Na malaria, diferentes trabalhos estudaram osoefaita DFA. Hershko e Peto
mostraram que os efeitos limitantes na proliferagéoparasito pela DFA poderiam estar
relacionados a outros fatores que ndo a restriga&bsgonibilidade de ferro para o patégeno e
sugeriram que este resultado benéfico poderiaeseda a modulagdo imune (HERSHKO &
PETO, 1988). Sabe-se que a fagocitose do ferrcs pakacrofagos reduz a habilidade em
eliminar patégenos, o que pode explicar, em pargdgito inibitério do ferro sobre a sintese
de IFNy pelos macréfagos (WEISS al.,1992). Ainda, o tratamento com DFA em criancas
com malaria cerebral resultou na estimulacdo ds &fatoras de IFN-e aumentaram os
niveis de nitrito e nitrato no soro, produto est&ueal do NO (WEISSet al., 1997).
Romagnani também demonstrou que a DFA resultaaieecdo de um perfil tipo 1 com o
aumento da producéo de IFNe formacdo de NO e diminuicdo de citocinas do Zpmmo
IL-4 (ROMAGNAGI, 1997).
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Entretanto, nenhum trabalho examinou os efeitodDBA na resposta imune na
infeccdo peldl. cruzi

Em nossa avaliagdo, demonstrou-se que o esquehzaddida DFA (5mg/dia, 35
dias), durante a infeccdo ou nao, nao foi capazader alteracdes no percentual de células
NK”, linfocitos CD19, CD4" e CDS8 esplénicos.

Uma vez demonstrado que ndo houve mudancperfd linfocitario de células
esplénicas, o proximo passo foi verificar se havalguma modificacdo na producdo de
citocinas por estas células. No tratamento com Délfservou-se aumento percentual de
células NK produtoras de TNir-em animais infectados e néo infectados. Este aanien
acompanhado pelo aumento de células NK IL-Ibservado nos animais infectados. Na
vigéncia da infecgdo, a DFA também induziu aumeetaentual de células CDgrodutoras
de IL-10 no 14 DAI. Considerando o contexto de auséncia de idf@cgbservou-se aumento
percentual de células CD4 CDS8 produtoras de IFN; apds 28 dias de tratamento com
DFA. Este efeito também foi observado nas céluRR8+«produtoras de TNE-: Em relagcéo
aos linfocitos B, a DFA induziu queda no percentleakélulas produtoras de IRNapOs 28
dias de tratamento, e aumento percentual de clroadsitoras de TNIe-apods 14 e 35 dias de
tratamento.

Assim, podemos supor que a DFA direcionou um@failarizado, com aumento de
IL-10 e diminuicdo de IFNre TNFa. Quase nada se sabe sobre o efeito da DFA sobre o
sistema imune de camundongos infectados peloruzi e estes dados poderdo levar a um

melhor entendimento do mecanismo de ac¢ao da DFA.
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A DFA reduz a parasitemia em infec¢des experime@curto e longo prazo.

* A DFA reduz a motilidade dd. cruzie seu crescimento em cultura de fibroblasto.

* O efeito tripanostatico da DFA é superior ao eftzifmanocida.

* O uso prolongado de pequenas doses de DFA foi cdpainduzir beneficio
parasitologico, a principio livre de interferéncied metabolismo do ferro no

hospedeiro e na diferenciacdo hematopoiética elfmpbiética.

* O uso prolongado de pequenas doses de DFA indila pfdarizado de producéo de

citocinas.
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