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RESUMO

O uso de sangue autdlogo (SA) representa uma pratica médica alternativa/complementar
empregada em diversas propostas, incluindo terapia médica e veterindria contra
infeccdes, patologias cronicas e neoplasias. Uma das técnicas de aplicacdo desta pratica
€ a administracdo intramuscular do sangue imediatamente apds sua coleta, sendo esta
considerada ilegal no Brasil, devido a escassez de dados cientificos relacionados a sua
seguranca e eficacia. Assim, nosso objetivo € investigar possiveis eventos adversos do
uso de SA em modelos murino sadios e seu potencial impacto no curso da infeccao
experimental aguda pelo Trypanosoma cruzi. O primeiro bloco de estudos consistiu na
injecdo de SA e salina (SAL) na regido posterior do musculo quadriceps de camundongos
Swiss Webster machos saudaveis em esquemas terapéuticos distintos, avaliando:
comportamento animal, peso corpreo e de 6rgdos, hemograma, analise bioquimica
plasmatica e histolégica para dano tecidual, assim como perfil plasmatico de citocinas
inflamatorias. Observamos auséncia de efeitos adversos frente aplicagéo de SA, exceto
na alteragdo da marcha (20-40%) dos animais que receberam trés doses de 20 pL de SA
no mesmo membro. O uso de SA e SAL desencadeou imediata resposta
polimorfonuclear (até 24 h) seguida por infiltrado mononuclear (48h - 168 h). Porém,
apesar de SAL ter deflagrado uma resposta inflamatéria (possivelmente por estresse
mecanico induzido pela prépria agulha e volume injetado), a cinética e intensidade do
perfil histolégico e dos niveis de mediadores humorais diferiram, ocorrendo de forma mais
precoce e intensa, concomitante elevagéo de IL-6 quando utilizamos SA. SAL induziu um
pico inflamatério mais tardio com predominancia de células mononucleares (48 - 168 h) e
aumento de IL-10 em 24 h. No segundo bloco foi investigado se SA seria capaz de
impactar no curso de uma patologia parasitaria utilizando como modelo a infec¢cao aguda
em murinos causada pelo T. cruzi, o agente etioldgico da doenga de Chagas. Os ensaios
exploraram diferentes esquemas (pré-infeccdo e pods-infeccdo) e periodos de
administracdo de SA (1 a 10 dias). Investigamos o impacto do uso de sangue heterélogo
(SH), avaliando o perfil de citocinas em animais tratados e néo tratados.
Independentemente do esquema de estudo, ligeiros decréscimos (<30%) nos niveis de
parasitemia foram encontrados com uso de SA, enquanto a droga de referéncia
(Benznidazole-Bz) suprimiu a carga parasitaria. A terapia com SA e SH antes e apés a
infeccdo ndo protegeu contra a mortalidade enquanto o Bz (pés-infec¢do) (100mg/kg)
conferiu 100% de sobrevida. Um aumento de IFN-gama, TNF-alfa e IL-6 foi detectado no
9° dpi nos animais infectados, porém apenas o0 uso de Bz reduziu significantemente os
niveis (p = 0,02) de TNF-alfa em rela¢éo ao grupo infectado e nao tratado. Nossos dados
ndo suportam evidéncias do efeito protetor de SA sobre infec¢cdo experimental causada
pelo protozodrio intracelular T. cruzi e estudos adicionais em diferentes condi¢cbes
patolégicas, incluindo infeccdes causadas por outros parasitos, é de relevancia para uma
melhor compreensdo do efetivo impacto deste procedimento, como abordagem
terapéutica complementar.
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ABSTRACT

Autologous whole blood (AWB) is claimed as alternative/complementary medical practice
which has been largely employed on several proposals including medical and veterinary
therapy against infections, chronic pathologies and neoplasias. One of the technical
application of this practice consists by the intramuscular administration of the blood
immediately after its collection. This is considered illegal in Brazil, due to the lack of
scientific data related to its safety and efficacy. In this context, our aim is to investigate the
in vivo biological effect of AWB using healthy murine models and under the course of a
parasitic infection using a model of acute infection by Trypanosoma cruzi. The first group
of studies consisted of injecting different volumes of AWB and saline (SAL) at the
posterior region of quadriceps muscle of Swiss male healthy mice under distinct
therapeutic schemes and thus were evaluated: animal behavior, body and organ weight,
hemogram, plasmatic biochemical analysis for tissue damage as well as inflammatory
cytokine levels and profile. No major adverse events were noticed in AWB administration,
except gait impairment in animals (20-40%) that received three doses of 20 uL AWB at
the same hind limb. AWB and SAL triggered an immediate polimorphonuclear response
(up to 24 h) followed by a mononuclear infiltrate (48-168 h). However, we observed that
although SAL was able to trigger an inflammatory response (probably due to the
mechanical stress induced by the needle itself and injected volume), the kinetics and
intensity of the histological profile and the levels of humoral mediators were different from
the AWB use, occurring in a earlier and more intense manner concomitant with elevation
of plasma IL-6 when AWB was used. SAL induced a later inflammatory peak response
composed mostly by mononuclear cells (48-168 h) with IL-10 increase at 24 h. One week
post treatment, no tissue alteration could be found. In the second block of studies, it was
investigated if AWB could impact the course of an experimental parasitic pathology using
an acute mouse model of T. cruzi infection, the etiological agent of Chagas disease. The
assays explored different schemes (prior and post infection) and periods of AWB
administration (from one up to 10 days), also employing heterologous blood (HWB) and
evaluating plasma cytokine profile in untreated and treated animals. Regardless the
studied scheme, only minor decreases (<30%) in the parasitemia levels could be found
when AWB was administered while the reference drug (benznidazole-Bz) suppressed
parasite load. AWB and HWB given before and after infection did not protect against
mortality while Bz (after infection) gave 100% animal survival A rise in IFN-gama, TNF-
alpha and IL6 was found at 9 day post infection in all infected animals as compared to
uninfected mice but only Bz-treated group displayed statistically significant lower (p =
0.02) TNF-alpha levels than infected and untreated mice. Our data do not support
evidences of AWB effect towards experimental mouse model of intracellular protozoan
infection like T.cruzi. Further in vivo studies in different pathological conditions, including
infections caused by other parasites, are relevant for a better understanding of the
effective impact of this procedure as a complementary therapeutic approach.
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1 INTRODUCAO

1.1 Terapias alternativas e complementares

As praticas médicas alternativas e complementares (PMACS)
compreendem um conjunto de sistemas, praticas e produtos utilizados em
unidades assistenciais em saude (ou mesmo fora delas) e que ndo fazem parte
da prépria tradicdo do pais e/ou ndo estdo integrados formalmente em seu
sistema de saude (WHO, 2000). Enquanto a medicina alternativa substitui o
uso de procedimentos da clinica convencional e/ou tradicional, a medicina
complementar é utilizada adicionalmente a outros tratamentos. Estas incluem
uma vasta gama de intervencdes, tais como, a eletroterapia (Ren et al., 2001,
Cabrales et al., 2001), ayurveda (Niemi e Stahle, 2016), “biofeedback” (Corral
et al., 2015), hipnose (Ardigo et al., 2016), dietas especiais (como a
vegetariana e macrobiética) (Lerman, 2010), Yoga (Scroggins et al., 2016),
“‘Reiki” (Notte et al., 2016), auto-hemoterapia (Moura, 2006; Raeissadat et al.,
2014), dentre outras (Uemura et al., 1997; Stokley et al., 2008). Apesar do uso
das PMACs por milhares de individuos em paises de diferentes continentes
para o tratamento de variadas patologias, ndo ha adesao por grande parte dos
profissionais de salde em sugerir estes tratamentos, devido ao insuficiente
embasamento cientifico que comprove sua eficacia e seguranca (Barnes et al.,
2008).

Fatores socioeconbmicos e culturais, dentre outros, apresentam
influéncia sobre o uso dos diferentes recursos terapéuticos tradicionais. A falta
de recursos e o limitado acesso aos servicos médicos interferem diretamente
no uso de terapias “populares” e mesmo acesso a individuos sem formacéao da
area de saude (ex. curandeiros, xamas, entre outros) visando tratamento de
patologias, muitas vezes de natureza grave o que pode reduzir as chances de
cura, remissdo clinica e mesmo resultar em risco de morte do paciente
(Chibwana et al., 2009). Por outro lado, em varios paises (incluindo os
chamados desenvolvidos), um numero substancial de terapias alternativas e
complementares tem sido empregadas na prevencédo de doencas e propostas

de promoc¢éo da saude, desde que previamente comprovadas quanto ao teor
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cientifico (Eisenberg et al., 1998). Desta forma, devido ao seu baixo custo, o
uso das PMACs, quando avaliadas por rigorosos estudos pré-clinicos e
clinicos, podem contribuir para identificacdo de um novo arsenal terapéutico
complementar para uso em patologias, incluindo as doencas negligenciadas

gue afetam populacdes em areas de extrema pobreza.

1.1.1 Uso de sangue autélogo

O uso de sangue autélogo (SA), também conhecido como auto-
hemoterapia, soroterapia, imunoterapia ou autohemotransfusdo foi introduzido
por Ravaut, em 1910 (Leite et al., 2008). Desde entédo, tem sido descrito como
procedimento médico (Ross et al., 1947; Olwin et al., 1997) e veterinario
(Verissimo e Katiki, 2007; Bezerra de Melo et al., 2010) para terapia de
diferentes agravos de origem infecciosa, auto-imune e neoplasica (Olwin et al.,
1997; Moura, 2006). Diferentes modalidades de SA sdo empregadas utilizando
distintas rotas de administracdo em especial: intravenosa (iv), intra-articular
(iar), intramuscular (im), subcutédnea (sc), intra-arterial (ia), e também pela
incubacdo prévia com oz6nio (Bocci, 1994; Wu et al.,, 2013; Tsuzuki et al.,
2016). Dentre suas variacfes de uso, a mais frequente se relaciona a coleta de
sangue venoso (5-20 mL), a partir da regido antecubital do braco, para imediata
aplicacdo intramuscular no musculo deltdide e/ou gluteo. Com relacdo aos
mecanismos de acdo, ainda existe uma importante lacuna nesta area, mas
alguns mecanismos tém sido propostos, incluindo (i) estimulacdo do sistema
microcirculatorio; (i) aumento dos niveis de oxigenacado de tecidos isquémicos;
(i) estimulacdo da via glicolitica de eritrocitos; (iv) reposta imune do
hospedeiro (v) modulagcdo do balangco oxidativo. Estes possiveis mecanismos
de acédo estéo relacionados ao tipo de procedimento realizado (por ex. com ou
sem 0z06nio), ao volume administrado (“minor” — 5-20 mL ou “major” — 200-400
mL), a rota de administragcéo (iv, im, sc, etc.) e a natureza da doenca a ser
tratada (Bocci, 1994; Moura,2006; Foglieni et al., 2011; Borrelli et al., 2012;
Sandrey, 2014).

Um dos primeiros relatos da literatura de uso de sangue autdlogo

atribuia seus efeitos benéficos a ativagdo do sistema reticulo endotelial (SRE)
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(Schurer-Waldheim, 1933), que consiste em um conjunto de células localizadas
em diferentes tecidos, especialmente na medula 6ssea, figado, baco,
linfonodos e timo, dotadas da capacidade fagocitica, atuando ainda no
armazenamento de ferro e determinados produtos metabdlicos. Neste estudo
(Schurer-Waldheim, 1993), por meio do corante Vermelho Congo, o autor
relatou o aumento na capacidade dos fagocitos em armazenar pigmentos
frente & administracdo de sangue autélogo: o uso de uma substéncia irritante (a
cantarida) sobre a pele da coxa de pacientes por 24 h, levou a formacao de
uma pequena bolha cujo conteudo foi extraido, centrifugado e entdo corado
para contagem diferencial de leucdcitos. Os resultados a partir desta
quantificacdo, revelaram que com o uso da auto-hemoterapia, apos o periodo
de 8 horas, o percentual de mondcitos foi elevado de 5 para 22%, decrescendo
gradualmente e atingindo seus valores iniciais 7 dias ap0s a administracédo
(Schurer-Waldheim, 1933).

Apos observacdo empirica de resultados positivos alcancados com o
uso de sangue autélogo para o tratamento de pneumonias poés-operatorias,
Mettenleiter (1936) descreve a administracdo profilatica de 20 mL de sangue
pela via intramuscular em 300 pacientes logo apos procedimentos cirdrgicos. O
autor descreve auséncia de complicacdes pulmonares, exceto um paciente que
apresentou trombose pulmonar cinco dias apds a cirurgia. Visando também
contribuir para reducdo de complicacbes pulmonares pds-operatdrias, em
1940, o Dr. Jesse Teixeira relatou as observacdes da administracdo de sangue
autdlogo em um pronto-socorro na cidade do Rio de Janeiro, no qual as
cirurgias de urgéncia (por ndo fazerem uso de cuidados pré-operatérios)
exibiam altas taxas de complicagbes pulmonares. Dos 150 casos com
aplicacao da auto-hemoterapia, nenhum resultou em complica¢des infecciosas
pos-cirdrgicas, diferentemente dos dados em pacientes nos quais este
procedimento nao foi conduzido. Em sua publicagdo, o autor sugere que ao
entrar em contato com a seringa (“um corpo estranho”), o sangue sofreria
alteracdes fisico-quimicas e que quando administrado novamente no individuo
doador, poderia ser reconhecido pela resposta imune como “elemento
exogeno”. Além disso, em concordancia com as observacdes de Mettenleiter, o

sangue autélogo apresentaria propriedades estimulantes sobre o sistema
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simpatico e o parassimpatico que atuam sobre acdes vasomotoras e teciduais

em todo o organismo (Teixeira, 1940).

Andlises experimentais e clinicas avaliaram o efeito do uso de SA em
humanos e animais portadores de diferentes doencgas infecciosas. Olwin e
colaboradores (1997) relataram que em pacientes com diferentes tipos de
herpes e que foram submetidos a administracao im de 10 mL de sangue, houve
alivio completo da dor e desaparecimento das lesdes (Olwin et al., 1997). Outra
modalidade da terapia de SA consiste na incubacédo prévia das amostras de
sangue com oz6nio, devido as propriedades microbicidas contidas neste
elemento. Esta técnica foi empregada no tratamento de pacientes infectados
pelo virus da hepatite C, na qual foi realizada a mistura de 150 mL (“major”) ou
3-5 mL (“minor’) de sangue com ozoOnio/oxigénio para posterior aplicacédo
intravenosa, sendo realizada 3 vezes por semana. A terapia com ozo6nio foi
capaz de promover a melhora dos sintomas clinicos associado a hepatite C
cronica, normalizando os niveis dos marcadores de lesdo hepatica e, além

disso, uma reducao da viremia em 25-45% (Zaky et al., 2011).

Um estudo envolvendo a comparacao de diferentes tratamentos para a
papilomatose cutédnea, em bovinos leiteiros, revelou sucesso terapéutico em
50% no grupo de animais tratados com SA, demonstrando melhora significativa
quando comparado ao ndo tratado (Santin e Brito, 2004). Além disso, este
procedimento também foi empregado em um caso de papilomatose oral canina
(Bambo et al., 2012), no qual 20 mL de sangue foram coletados da veia jugular
para administracdo na base dos papilomas e areas circundantes, em um
volume que variou de 0,5 a 1 mL. Observou-se completa remissao dos
papilomas apos 5 aplicaces, ndo havendo indicios de recidiva apds o periodo
de 6 meses (Bambo et al., 2012). Ainda na esfera veterinaria, o tratamento com
SA foi utilizado em casos de ectima contagioso em um rebanho ovino em
comparacao com a terapia convencional. No grupo de ovelhas submetidas ao
uso de 5 mL de SA por via im (uma administracao a cada 48 h), obteve-se cura
com regressao total das lesbées em 14,3% ap6s uma semana e de 85,7% na

segunda semana (Verissimo e Katiki, 2007).

Na literatura constam estudos sobre o papel imunomodulador do grupo
heme, liberado na degradacdo eritrocitaria em situacbes de hemdlise ou
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hemorragia, atuando como fator quimioatraente na migracdo de neutrofilos e
geracdo de espécies reativas de oxigénio (Gragca-Souza et al., 2002; Porto et
al., 2007). Ainda neste contexto, diversos trabalhos tem demostrado o potencial
terapéutico envolvido com uma fracdo celular do sangue, as plaquetas, cujos
granulos-alfa armazenam uma gama de fatores de crescimento, como: o fator
de crescimento derivado de plaguetas (PDGF), fator de crescimento epidermal
(EGF), fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-I), fator de
transformacao do crescimento beta-1 (TGF-B1), fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF), fator de crescimento de hepatécitos (HGF) e fator de
crescimento de fibroblasto basico (bFGF). Além disso, armazenam ainda
citocinas e quimiocinas como a interleucina-1 beta (IL-1p), interleucina-12 (IL-
12), proteinas inflamatorias de macréfago (MIP-1) e RANTES (CCL5) (Mejia e
Bradley, 2011; Mussano et al., 2016). Estas moléculas em conjunto orquestram
processos de reparo tecidual que envolvem a destruicdo/inflamacéao,
regeneracao/reparo e fibrose/remodelamento. As plaguetas também possuem
granulos densos, que abrigam distintos elementos bioativos que participam da
regulacdo das diferentes fases do reparo tecidual, como a adenosina,
serotonina, histamina, calcio e catecolaminas (Mejia e Bradley, 2011; Mussano
et al., 2016). Frente a estas propriedades, o uso do plasma rico em plaquetas
(PRP) tem sido amplamente utilizado em diferentes areas médicas, como na
odontologia (Mendonca et al., 2008; Magesh et al., 2013), ortopedia (Filardo et
al., 2011; Fader et al., 2015) oftalmologia (Arnalich et al., 2016) e dermatologia
(Suresh et al., 2014; Ulusal et al., 2016). Diferentes protocolos e modalidades
tem sido empregados, como por exemplo, plasma rico em leucdcitos e
plaguetas (L-PRP), fibrina rica em plaquetas pura (P-PRF), plasma rico em
fatores de crescimento (PRGF) ou PRP pobre em leucdcitos (Dohan et al.,
2014).

Com relagcdo aos riscos e efeitos adversos em especial pela
administracéo por leigos, 0 uso de sangue autélogo pode resultar em agresséo
aos nervos e vasos, induzindo necrose tecidual, hematomas e dor (Cassiani e
Rangel, 1999; You et al.,, 2015). No entanto, em estudo epidemioldgico e
molecular feito em Roma durante um surto de infecgcdo de hepatite C,

relacionou-se a infeccdo dos pacientes a terapia de sangue autélogo
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enriquecido com ozénio (Faustini et al., 2005). Sendo assim, a realizacdo dos
procedimentos por um profissional qualificado, que possua conhecimento
técnico e cientifico acerca destes, pode resultar na minimiza¢do ou anulacao

destas ocorréncias (Cassiani e Rangel, 1999).

Apesar do uso em diversos paises da Europa e do grande ndimero de
individuos que realiza de modo informal esta pratica no Brasil, este
procedimento ndo é reconhecido e foi banido pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) em 2007. Esta enquadrado no inciso V, Art. 2° do
Decreto 77.052/76, constituindo infracdo sanitaria, estando sujeito as
penalidades previstas no item XXIX, do artigo 10, da Lei n°. 6.437, de 20 de
agosto de 1977. A principal questdo considerada é o argumento de que ainda
ndo ha embasamento cientifico que comprove a eficacia e seguranca do
procedimento (ANVISA, 2007; Leite et al., 2008).

1.2 Resposta imune

O processo inflamatério consiste em wuma resposta fisiologica
homeostética do organismo exposto a lesGes de diferentes origens (mecanica,
térmica, quimica ou fisica), agentes infecciosos, e até mesmo na ocorréncia de
reacoes autoimunes (Ringler, 2000; Tedgui e Mallat, 2001; Rottem e Mekori,
2005). Este processo possui como papel fundamental a remocédo de seu
estimulo indutor e reparo do tecido afetado (Gruys et al., 2006; Abbas et al.,
2012). A resposta inflamatoria pode ser aguda ou crénica. A aguda tem inicio
imediatamente ap0s o dano e € de duragdo relativamente curta, envolvendo
uma resposta local com eventos de coagulacdo, producdo de cininas,
vasodilatacdo e migracdo de leucdcitos (predominantemente neutrofilos). Além
disso, na fase aguda, também estdo presentes alteracbes sistémicas, que
incluem a febre, aumento nos niveis plasmaticos de proteinas sintetizadas por
hepatdcitos e leucocitose (Bauhman e Gauldie, 1994; Eckersall e Bell, 2010).
Por outro lado, a resposta cronica possui maior duracdo e ocorre quando ha
persisténcia do estimulo agressor, sendo caracterizada pela presenca de
linfécitos, macrofagos, proliferacéo de vasos sanguineos e fibrose (Gallin et al.,
1999; Abbas et al., 2012).
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A liberacdo de uma vasta gama de mediadores quimicos derivados de
células residentes no sitio de agresséo, como mastdcitos, macrofagos e células
endoteliais irdo orquestrar os eventos inflamatérios vasculares e celulares
(Gruys et al., 2006; Abbas, 2012). Inicialmente, ocorre a vasodilatacdo local e
aumento da permeabilidade capilar pela agcdo de moléculas aminas vasoativas
(como a histamina e serotonina) liberadas por macréfagos e mastocitos
ativados logo apés a infeccdo/agressdo (Ringler, 2000; Gruys et al., 2005;
Cruvinel et al., 2010). Essa resposta imediata provoca o extravasamento de
fluidos (exsudato e transudato) que contém diversos mediadores e
componentes dos quatro sistemas enzimaticos: cascata da coagulacéo,
sistema das cininas, sistema fibrinolitico e cascata do complemento (Ringler,
2000; Robbins e Cotran, 2005).

A ativacdo e recrutamento de leucécitos em direcdo ao foco inflamatorio
se dao a partir de elementos quimiotaticos que levam a sua marginagao
préxima a parede capilar, na qual através da diminuicdo do fluxo sanguineo
promovido pela vasodilatacdo irA permitir que ocorra sua interacdo com o
endotélio. Moléculas de adesdo como as selectinas conferem uma aderéncia
frouxa dos leucécitos com o endotélio durante o processo de rolamento,
enquanto a acdo das integrinas envolve a aderéncia necessaria para que
ocorra a transmigracdo das células para o tecido adjacente (Ringler, 2000;
Abbas et al., 2012).

Dentre o diverso repertorio de mediadores inflamatérios que atua no
desenvolvimento da inflamacdo encontram-se as protaglandinas, leucotrienos,
serotonina, histamina, bradicinina, substéncia P, tromboxanos, fator de
ativacdo plaquetaria, ATP, espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Além
disso, existem diferentes grupos de citocinas que compreendem as
interleucinas (ILs), interferons (IFNs), quimiocinas, fatores estimuladores de
colénias (CSFs), fator de crescimento transformante beta (TGFB) e os fatores
de necrose tumoral (TNFs). Durante a resposta imune inata destacam-se trés
importantes citocinas proé-inflamatérias que sdo produzidas principalmente por
macrofagos e mastécitos: TNF, IL-1 e IL-6, que em conjunto com as demais
moléculas secretadas nos locais de infeccdo/lesédo, atuam sobre as células

endoteliais vasculares, leucécitos e a medula 0ssea (Ruslan, 2008; Abbas et

21



al.,, 2012). As primeiras células a chegarem no sitio de agressdo sdo o0s
polimorfonucleares com predominio de neutrofilos durante as primeiras 24 h
(Nauseef, 2007), havendo em seguida, a migragdo de mondcitos circulantes
gue se transformam em macréfagos nos tecidos (Ringler, 2000; Abbas et al.,
2012).

Os neutrofilos possuem granulos citoplasmaticos ricos em uma vasta
gama de moléculas bioativas (como espécies reativas de oxigénio e nitrogénio,
proteinase 3, catepsina G e elastase). Estas moléculas altamente efetoras nao
sdo capazes de discriminar alvos de microorganismos ou do hospedeiro e,
portanto, quando liberadas no microambiente celular sdo capazes de gerar
danos colaterais no tecido. Mediadores lipidicos como as prostaglandinas e
lipoxinas séo crucias na transi¢do da inflamacao inicial para a resolucéo deste
processo. As lipoxinas inibem o recrutamento de neutrdfilos e induzem o
recrutamento de mondcitos (Ruslan, 2008). As funcbes desempenhadas pelos
macrofagos sao diversas, incluindo a fagocitose para remoc¢éao de patdégenos
ou células necroticas ou senis, estdo envolvidos na apresentacdo de antigenos
que irdo iniciar a resposta imune adquirida, potencializacdo das respostas
celular e humoral pela expressdo de moléculas co-estimulatérias e citocinas
(como IL-1, IL-6, IL-12 e TNF),0s macréfagos participam ainda, na cicatrizacao
de feridas pela sintese de elementos (como os fatores de crescimento)
indutores de angiogénese, migracao de fibroblastos, assim como sua diviséo e
producdo de colageno (Ringler, 2000; Ruslan, 2008). Os granulécitos
eosinofilos também possuem um importante papel durante a inflamacéo.
Apesar de em condicBes normais serem encontrados em baixos niveis na
corrente sanguinea, estes podem elevar seu numero durante o inicio da
inflamacdo em resposta a quimiocinas. Estas células, além de apresentarem
potencial microbicida, sdo fonte de diversos mediadores inflamat6rios como o0s
lipidicos (leucotrienos e prostaglandinas) e citocinas como as IL-1, IL-2, IL-4,
IL-6, IL-8, TNF, dentre outras. Os mastocitos possuem papel essencial no
principio das respostas vasculares e celulares pela rapida liberacdo de
mediadores inflamatorios que atuam nas alteragbes capilares e também
adesividade leucocitaria ao endotélio (Ringler, 2000; Rottem e Mekori, 2005;

Ruslan, 2008). Os linfécitos por sua vez, apresentam diversas populagdes com
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distintas funcdes efetoras, destacando-se entre elas, a limitacdo da expanséo
de patdégenos. Durante a resposta imune inata as células natutal killer (NK)
atuam principalmente contra a presenca de virus, exibindo atividades
citotoxicas, por meio de moléculas efetoras como granzimas, perforinas, Fas-L
e TRAIL e séo fonte de citocinas pro-inflamatorias como IFN (Koyasu e Moro,
2012). Com o inicio da resposta imune adaptativa as células T e B coordenam
0s eventos celulares e humorais, respectivamente, no combate a patdégenos
intracelulares e extracelulares, respondendo aos antigenos de forma especifica
(Ringler, 2000; Koyasu e Moro, 2012).

O sucesso de uma resposta inflamatéria é resultado ndo somente da
eliminacdo do agente invasor, mas também dos processos de resolucédo e
reparo do sitio lesionado, de forma a recuperar completamente a homeostasia

funcional do tecido.

1.3 Doenca de Chagas: consideracdes gerais

A doenca de Chagas (DC) foi descrita pela primeira vez ha mais de um
século pelo médico sanitarista Carlos Chagas (Chagas, 1909) e tem como
agente etiolégico o parasito intracelular Trypanosoma cruzi. Esta é considerada
uma das 17 doencas tropicais negligenciadas (WHO, 2010) que afetam
populacdes que vivem principalmente em paises de baixa renda e que
apresentam infraestrutura sanitaria e habitacionais inadequadas. Somado a
isso, a intensa migracdo, com consequente aumento populacional, nas areas
urbanas, alteracbes climaticas, degradacdo ambiental, falta de politicas
educacionais, além da proximidade peridomiciliar com vetores e animais
contaminados, séo fatores que favorecem a transmissao do T. cruzi e demais
patdogenos que causam enfermidades ao homem (Dias, 2013; WHO, 2016).
Assim, devido ao baixo poder aquisitivo dos pacientes e deficiéncia financeira
dos sistemas de saude, ndo h& interesse das industrias farmacéuticas na
producdo e comercializacdo de medicamentos voltados para este segmento de
patologias por ndo apresentarem o potencial de auferir lucros (DNDi, 2016). A
DC afeta mais de 6 milhdes de pessoas e apresenta distribuicdo limitada,

primariamente ao continente americano, sendo endémica em 21 paises da
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Ameérica Latina devido a existéncia de mais de 140 espécies do inseto vetor
nessa regidao. No entanto, registra-se a ocorréncia desta patologia em diversos
paises da Europa, no Canad4, nos Estados Unidos em alguns paises do
Pacifico Ocidental, devido principalmente ao deslocamento de pessoas
infectadas (WHO, 2015; 2016). No Brasil, estima-se que 2-3 milhdes de
individuos estejam infectados, cuja maior incidéncia da doenca ocorre na
regido norte do pais (SVS, 2016).

1.3.1 Aspectos clinicos e patogénese da doenca

A DC ocorre em duas fases distintas: aguda e crbénica. A fase aguda da
doenca tem inicio logo apés infec¢éo, com duracdo de 4-8 semanas, sendo na
maioria das vezes assintomatica (Rassi Jr et al., 2010; 2012). Quando
apresentados sintomas, secaracterizam por febre, mal-estar, edema facial,
linfadenopatia  generalizada, hepatoesplenomegalia, miocardites e
meningocefalites, além dos sinais de inoculacdo presentes na pele ou mucosa,
como o sinal de Romafia e chagoma de inoculagdo (DNDi, 2016) (Coura e
Borges-Pereira, 2010). Estas manifestacbes cessam em aproximadamente
90% dos individuos e a ocorréncia de morte nesta fase é <5-10%. A maioria
dos pacientes nunca ira desenvolver clinicamente a doenca (60-70%), exibindo
eletrocardiograma e exame radioldégico normais, embora seja identificada a
presenca de anticorpos anti-T. cruzi (IgG). Entretanto, os demais individuos
infectados (30-40%), na auséncia de tratamento especifico, desenvolvem a
fase cronica sintomatica, podendo surgir os sintomas anos ou mesmo décadas
pés-infeccdo. A cardiopatia chagéasica (Figura 1A) é a forma crbnica mais
severa e frequente, enquanto 10-20% podem desenvolver a forma digestiva
(tipicamente megaes6fago e megacélon) (Figura 1B e 1C), sendo ainda
frequentes as alteracdes neuroldgicas ou mistas (cardiacas e digestivas) (Rassi
Jr et al., 2010; Carod-Artal e Gascon, 2010; WHO, 2016).

A cardiopatia chagasica cronica € a manifestacao clinica mais significativa
da patologia e possui como caracteristica a presenca de infiltrados
inflamatorios multifocais e difusos. Os mecanismos envolvidos na patogénese

da doenca ainda sdo controversos e diversos sdo os fatores propostos por
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atuar na lesdo cardiaca, onde podemos citar: (i) lesbes neurogénicas; (ii)
resposta imune especifica contra 0 parasito ou seus antigenos presentes no
tecido; (iii) miocitdlise induzida pelo parasito; (iv) distarbios microvasculares
coronarios e, (v) auto-imunidade induzida pelo parasito (Marin-Neto et al.,
2007; Bonney e Engman, 2008). O avanco do quadro patoldgico pode resultar
na morte subita ou perda da funcionalidade do musculo cardiaco e sistema

nervoso decorrentes da destruicdo progressiva provocada pelo parasitismo

(WHO, 2016).
C

A B

Figura 1. Achados clinicos da fase cronica da doenca de Chagas: (A)
Cardiopatia Chagasica, (B) Megaeséfago, (C) Megacélon (adaptado de Rassi
Jr. et al., 2010).

1.3.2 Transmissao

A infeccdo é mais comumente adquirida pela via vetorial, por meio dos
excretas (fezes e urina) de insetos triatomineos (popularmente conhecidos
como “barbeiros”) contendo as formas infectivas (tripomastigotas metaciclicas)
do T. cruzi, que séo liberadas apds o repasto sanguineo. Outras formas de
transmissao ocorrem pelas vias oral, congénita, transfusional, transplante de
orgdos e acidentes laboratoriais (Rassi Jr, 2010; CDC, 2013). Devido a
implementagcdo de medidas de controle vetorial e do monitoramento de
amostras de sangue para transfusao, assim como de 6rgéos para transplante,

houve nas Udltimas décadas, um declinio no nimero de novos casos de
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transmissdo da doenca de Chagas (Moraes-Souza e Ferreira-Silva, 2011).
Porém, se faz necesséario manter as politicas publicas de controle, assim como
atuar na prevencdo de outras formas de infeccdo que hoje, por exemplo,
prevalecem o consumo de alimentos contaminados com o parasito. Essa via de
infeccdo tem representado mais de 70% dos novos casos no Brasil nos ultimos
dez anos exibindo surtos regionais de infeccdo aguda, com manifestacdes
clinicas mais severas e altas taxas de mortalidade (Pereira et al., 2009; Coura,
2015; SVS, 2016). Atualmente no Brasil, predominam os casos cronicos, com
cerca de 2-3 milhdes de infectados (Ministério da Saude, 2015; SVS, 2016).

1.3.3 Formas evolutivas e ciclo de vida

O ciclo biologico do T. cruzi é do tipo heteroxénico e envolve a passagem
obrigatéria por hospedeiros vertebrados (mamiferos, como o homem) e no
inseto vetor (triatomineo). Assim, este parasito pode ser encontrado em trés
formas: (i) tripomastigota: presente na corrente sanguinea dos hospedeiros
vertebrados (tripomastigotas sanguineos) e na por¢do terminal do intestino do
vetor (tripomastigotas metaciclicos), cujas formas sdo alongadas e levemente
achatadas, com cinetoplasto em forma de rede ou cesta localizado na regido
posterior ao nucleo, flagelo que emerge da bolsa flagelar localizada em sua
regido posterior e percorre a membrana plasméatica tornando-se livre na regido
anterior; (i) amastigota: forma multiplicativa do parasito no hospedeiro
vertebrado, que se apresenta arredondada, com cinetoplasto em forma de
bastdo e anterior ao nucleo, com flagelos curtos e, (iii) epimastigota: forma
multiplicativa presente no intestino do vetor, apresenta corpo fusiforme, flagelo
livre e cinetoplasto em forma de bastéo localizado na regido anterior ao nucleo
(revisto em De Souza, 2002b).

Considerando o inicio do ciclo no inseto triatomineo, ao realizar o repasto
sanguineo no hospedeiro mamifero infectado, este ingere as formas
tripomastigotas sanguineas. Uma vez ingeridos se diferenciam em
epimastigotas no intestino do vetor e posteriormente em tripomastigotas
metaciclicas, que serdo liberados com suas fezes e urina. Durante ou apés o

repasto sanguineo, os tripomastigotas atravessam a mucosa e ou pele ndo
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integra do hospedeiro mamifero, invadindo diferentes tipos de células
nucleadas. No citoplasma, se diferenciam em amastigotas, a forma replicativa
do parasito, e ap6s alguns ciclos de multiplicacdo por divisdo binaria (com
duracdo de aproximadamente 12 horas), se diferenciam em tripomastigotas
sanguineos. Essas formas s&do majoritarias durante a ruptura das ceélulas
hospedeiras e atingem a circulagdo sanguinea, invadindo novas células ou sdo

ingeridas pelo vetor (De Souza, 2010; Bern, 2015).

INSETO VETOR HOSPEDEIRO VERTEBRADO

Triatomineo faz o repasto sanguineo, eliminando
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Figura 2. Esquema ilustrativo do ciclo de vida do T. cruzi (adaptado de CDC —

Center for Disease Control and Prevention, 2016)

1.3.4 Diagnéstico

O diagnédstico da fase aguda se baseia na deteccdo das formas
tripomastigotas por meio do exame microscopico direto, sendo possivel
visualizar os parasitos moveis contidos no sangue fresco, ou ainda, observados
em esfregacos sanguineos corados (ex. Giemsa), assim como pelo
crescimento dos parasitos em hemocultura. Ensaios baseados na amplificacédo

do DNA do T. cruzi pelo uso da reagcdo em cadeia da polimerase (PCR) tem
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demonstrado elevada sensibilidade para deteccdo do parasito, sendo usado
para o diagndstico precoce, como nos casos de infec¢do congénita, transplante
de 6rgdos de doadores infectados e exposicdo a acidentes laboratoriais. Na
doenca de Chagas congénita, métodos similares s&o utilizados, sendo o
microhematécrito o método de escolha para sua identificacdo. Essa técnica
possui alta sensibilidade e requer pequena quantidade de sangue, que pode
ser obtida através do sangue periférico ou do corddo umbilical do neonato,
sendo recomendada sua realizacdo ainda no primeiro més de vida. Apesar dos
meses iniciais aumentarem a sensibilidade para o diagndstico, muitas vezes a
coleta ndo é aceita pelos pais e, portanto, se torna recomendado o teste
sorolégico ap6s 9 meses, quando 0s anticorpos maternos ja ndo sao mais
detectados na crianca (Rassi Jr et al., 2010; Bern et al., 2011; Bern, 2015).

Para o diagndstico durante a fase crénica, devido a baixa parasitemia,
sdo utilizados pelo menos dois métodos sorolégicos para IgG (geralmente o
ELISA, imunofluorencéncia indireta ou hemaglutinacao indireta), uma vez que
estes ndo apresentam sensibilidade e especificidade o suficiente para serem
utilizados individualmente. Sendo assim, resultados positivos de dois testes e
preferencialmente baseados em diferentes antigenos do parasito sao
requeridos para confirmacdo. O uso de PCR nesta fase se relaciona a
confirmacédo de resultados inconclusivos na sorologia. Esta também é uma
importante ferramenta de monitoramento de falha terapéutica, porém nao
utilizada para determinacdo de cura parasitolégica, uma vez que este pode
representar apenas a auséncia do DNA do parasito no momento da realizacao
do teste (Rassi Jr et al., 2010; Bern, 2011; 2015).

1.3.5 Terapia

O tratamento etiologico da doenca de Chagas € baseado em dois
compostos nitroheterociclicos que foram desenvolvidos empiricamente ha mais
de quatro décadas: Nifurtimox (Nf) e o Benznidazol (Bz) (Cerisola, 1977). O Nf,
derivado do nitrofurano, foi introduzido em 1967 pela Bayer sendo
comercializado como Lampit®. Seu mecanismo de acéo envolve a geracéo do

nitro radical aniénico pela acdo de nitroredutases do T. cruzi, que por sua vez

28



reage com o O, levando a formacédo de espécies reativas de oxigénio (O,- e
H,0O,). O parasito é parcialmente deficiente em mecanismos de detoxificacéo,
sendo mais susceptivel ao estresse causado pelo composto quando
comparado a célula hospedeira (Docampo e Moreno, 1986; Bernardes et al.,
2006). Sua producao foi descontinuada na década de 80, porém em 2000
retornou ao mercado em El| Salvador para o tratamento combinado com a
eflornitina para tripanossomiase africana (Jannin e Villa, 2007). O Bz & um
nitroimidazol e foi introduzido pela Roche em 1972, sendo comercializado como
Rochagan® ou Radanil® (Jannin e Villa, 2007). Seu efeito tripanocida €
decorrente da reducdo de seus metabdlitos que se ligam de forma covalente
aos componentes do parasito (Polak e Richle 1978) e/ou ao DNA, lipidios e
proteinas (Diaz de Toranzo et al., 1988). Em 2003, foi realizada a transferéncia
da tecnologia deste quimioterapico para o governo brasileiro, sendo desde
entdo produzido pelo Laboratério Farmacéutico do Estado de Pernambuco
(LAFEPE) (Jannin e Villa, 2007). Todavia, com a insuficiéncia de matéria prima,
a sua producao foi interrompida em 2011, sendo retomada em 2012, onde
também foi desenvolvida a formulacdo pediatrica do Bz em parceria com o
DNDi (Lafepe, 2012; DNDi, 2016). Atualmente, iniciou-se a comercializacio
deste medicamento como Abarax® pelo laboratorio ELEA em parceria com o
Ministério da Saude da Argentina e a Fundacdo Mundo Sano (MSF, 2012).
Ambos medicamentos apresentam consideravel toxicidade, incluindo
sintomas alérgicos, dermatites, pruridos, febre, anorexia, fadiga, intolerancia
gastrointestinal, dentre outros, o que leva a descontinuidade do tratamento por
muitos pacientes (Viotti et al., 2009; Jackson et al., 2010; Pinazo et al., 2010).
Além disso, estes sdo pouco ativos para o tratamento de portadores cronicos,
uma vez que apresentam baixos indices de cura (<30%) e ainda, pela falta de
consenso internacional acerca dos critérios utilizados para diagnostico e cura
parasitolégica (Jannin e Villa, 2007). O projeto BENEFIT (Benznidazole
Evaluation for Interrupting Trypanosomiasis) objetivou avaliar se os individuos
gue vivem com cardiomiopatia chagasica poderiam apresentar melhora clinica
ou até mesmo alcancar a cura apoOs tratamento com Bz. Os resultados
apontaram que comparado ao controle placebo, o uso do Bz nao resultou em
melhora significativa na avaliacdo cardiaca (Pecoul et al., 2016). Ainda neste

contexto, podemos citar as diferencas na susceptibilidade das cepas de T. cruzi
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encontrada em diferentes areas geogréaficas (Murta e Romanha, 1998). Diante
desses dados, se torna urgente o desenvolvimento de novos compostos
seguros e eficazes durante ambas fases da doenca. Visando otimizar esta
descoberta, o TPP (Target Product Profile) visa estabelecer as principais
caracteristicas que devem apresentar os candidatos ideais ou aceitaveis para o
tratamento da DC, tais como: eficacia e seguranca superiores ao farmaco de
referéncia (Bz), apresentar cura parasitolégica durante ambas as fases da
doenca, atividade contra todas as cepas do parasito, auséncia de toxicidade e
de potencial pré-arritmico (Chatelain e Konar, 2015).

Estudos clinicos prospectivos e randomizados de fase Il conduzidos
recentemente exploraram a atividade de dois azois inibidores da biossintese de
lipideos, como potenciais agentes anti-T. cruzi. O CHAGAZASOL, conduzido
na Espanha, comparou a eficacia e seguranca do antimicético posaconazol e
do benznidazol em pacientes portadores da doenca cronica, revelando que
apesar do tratamento com 0 posaconazol apresentar atividade antiparasitaria,
este revelou falha terapéutica com alta taxa de recrudescéncia (80-90%,
enquanto a do Bz foi de 5%) (Molina et al., 2014; Chatelain, 2015). Resultados
similares foram encontrados com a pro-droga do ravuconazol (E1224), que
embora tenha exibido aspectos de seguranca e supressédo inicial da carga
parasitaria, a andlise por PCR ap6s um ano de terapia demonstrou pouca ou
nenhuma eficacia deste inibidor quando comparada a do Bz (Chatelain, 2015).
Além dos ensaios clinicos envolvendo azdis, um ultimo estudo foi iniciado em
2014 avaliando um composto nitroheterociclico, o fexinidazol, que obteve
resultados promissores durante ensaios pré-clinicos. Infelizmente, por questdes
de seguranca e tolerabilidade, este foi interrompido (Molina et al, 2016). Frente
a este panorama, a estratégia de combinacdo de farmacos torna-se o foco do
estudo STOP CHAGAS, que estd em andamento, visando investigar a
combinacdo do posaconazol e benznidazol em pacientes cronicos

assintomaticos (Molina et al., 2016).
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2 JUSTIFICATIVA

O uso de sangue autdlogo tem sido amplamente empregado como
terapia alternativa e/ou complementar no tratamento de patologias de
diferentes origens, como infecciosa, neoplasica e auto-imune. Apesar de seu
uso por milhares de individuos em diversos paises, e da existéncia de
publicacdes que associam o uso desta pratica a melhora clinica de pacientes
portadores de enfermidades distintas, esta pratica ndo possui embasamento
cientifico através de estudos sistematizados experimentais e clinicos que
justifiguem seu uso. Com relacdo aos seus mecanismos de acdo, ainda existe
uma importante lacuna nesta area, com escasso numero de estudos que
relatam as possiveis alteracdes fisioldégicas induzidas pelo seu uso, assim
como que comprovem sua eficacia e seguranca. Frente a este cenario, 0 uso
de sangue autbélogo € considerado uma pratica ilegal no Brasil pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria.

Doencas negligenciadas, que afetam popula¢des que vivem em situacao
de pobreza e precarias condi¢cdes sanitarias, ndo despertam o interesse das
industrias farmacéuticas para a producdo e comercializacdo de medicamentos
por ndo apresentam potencial retorno financeiro. Sendo assim, se torna
necessaria a busca por novos medicamentos e mesmo outras abordagens
terapéuticas que possam complementar (de modo associado) o atual ou futuro
arsenal farmacolégico. Neste contexto, presentemente direcionamos Nnossos
estudos de modo a investigar aspectos pré-clinicos relacionados a potenciais
efeitos adversos desta pratica em modelos experimentais murino, assim como
explorar seus possiveis efeitos no curso de uma infec¢do parasitaria fazendo

uso de modelos de infeccdo aguda experimental pelo T. cruzi.
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3 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar através de estudos pré-clinicos as possiveis altera¢des induzidas
pelo uso da terapia de sangue autélogo em camundongos Swiss Webster
sadios, assim como seu possivel impacto sobre a infeccdo experimental pelo

Trypanosoma cruzi.

2.2 Objetivos Especificos

)] Explorar aspectos clinicos e perfil inflamatério de camundongos

sadios submetidos ao tratamento com sangue autélogo.

1)) Avaliar o possivel impacto do uso de sangue autélogo sobre
parametros parasitolégicos (parasitemia e mortalidade), curva
ponderal, e niveis plasmaticos de mediadores inflamatorios no curso

da infeccéo pelo T. cruzi.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Primeiro bloco de estudos: analises em animais sadios

4.1.1 Esquemas de tratamento

Camundongos Swiss Webster machos obtidos do Instituto de Ciéncia e
Tecnologia em Biomodelos (ICTB/Fiocruz) (Rio de Janeiro, Brasil) foram
alojados em um maximo de cinco animais por gaiola e mantidos em uma sala
convencional a 20-24 °C sob um ciclo claro/escuro de 12/12 horas. Os animais
foram permitidos aclimatar durante 7 dias antes de iniciar os experimentos e
foram guarnecidos com &agua esterilizada e alimento ad libitum (Guedes-da-
Silva et al., 2015). Os ensaios (n= 3) foram realizados pela inje¢cado de sangue
autologo total (SA) previamente coletado da cauda do animal e administrado na
regido posterior do musculo quadriceps (10 e 20 yL na pata direita ou 10 uL em
cada uma das patas esquerda e direita). O presente estudo foi conduzido
seguindo procedimento de randomizacéo para distribuicdo animal (peso de 18-
20 g) nos diferentes grupos, conduzindo em paralelo, controles incluindo
camundongos: (i) tratados com solucdo salina (NaCl 0.85%): (ii) apenas
sangrados sem administracdo de sangue e (iii) ndo sangrados e nem injetados
com sangue autdlogo. O numero de animais por grupo foi sempre superior a 3
(minimo de 3 e maximo de 10). Dois conjuntos diferentes de protocolos foram
realizados (Figura 3): (a) trés administracdes individuais intramusculares (im)
de amostras de salina e SA com um intervalo de 5 dias entre cada injecdo e
avaliacdo de 48 até 168 h ap0s término do tratamento (Figura 3A e B), e (b)
tratamento Unico de salina ou SA seguido da andlise de 2 até 168 horas apés a
altima injecdo (Figura 3C). A analise dos resultados primarios (peso corporal,
comportamento animal (atividades exploratérias e motora), efeitos clinicos
adversos e taxas de sobrevivéncia) foi seguida de acordo com o planejamento
temporal. No endpoint (entre 2-168 horas apoOs Ultima injecdo), o0s
camundongos foram submetidos a eutanasia e realizados o0s seguintes
procedimentos (resultados secundérios): (i) obtencdo de sangue (puncgéo

cardiaca) para analise de hemograma completo, de marcadores bioquimicos
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de lesbes teciduais e do perfil de mediadores inflamatorios e, (ii) coleta de
coxas dos animais para analise histopatoldgica de diferentes parametros, como
infiltrado inflamatoério e grau de lesdo tecidual. Nos dois primeiros ensaios foi
utilizado o esquema 1 (Figura 3A e B), sendo todos os camundongos injetados
utilizando seringa de insulina (agulha de 13 x 0,45 mm (26G)) enquanto no
terceiro ensaio foi empregado o esquema 2 (Figura 3C), no qual os animais
foram tratados utilizando BD Ultra-Fine com agulha de 6 x 0,25 mm (31G). O
protocolo experimental foi aprovado pela Comisséo de Etica em Uso Animal do
Instituto Oswaldo Cruz (CEUA/IOC — numero de licenca CEUA L-016/14).

Alterar linha do tempo para dias/semanas, Intercalando com as horas?

A Eutanasia
v . L L
Camundongos suicos Oh 120h 240h  288h 408h
machos \L \l/ \L
Coleta de 10 ou 20 plL de sangue pela cauda do
camundongo seguida de administragdo im
B Eutanasia
] ] ] |
Oh 120h 240 h 288h

Camundongos suicos

machos \l/ \L

Coleta de 10 ou 20 plL de sangue pela cauda do
camundongo seguida de administragdo im

||/|/|/T|\|

Oh 2h 24h 48h 72h 168 h

Camundongos suicos
machos

Coleta de 20 pL de sangue pela cauda do
camundongo seguida de administragdo im

Figura 3. Abordagens de tratamento por via intramuscular de acordo com 0s
diferentes esquemas. A e B (esquema 1): trés administracbes de SA com
intervalos de cinco dias e C (esquema 2): Unica administracdo de SA. Grupos
controle: administracdo de SAL, camundongos sangrados e néo tratados e

grupos de camundongos nao sangrados e néo tratados.
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4.1.2 Analises de hemograma completo e biogquimica

Em cada endpoint, a andlise bioquimica e de hemograma completo foram
realizadas de amostras de sangue coletadas, por meio de punc¢do cardiaca.
Todas as andlises bioquimicas foram executadas no ICTB da Fundacéo
Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro, Brasil, Plataforma ICTB/Fiocruz), incluindo a
determinacdo de marcadores teciduais plasmaticos como uréia (BUN), alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) e creatina quinase
(CK) utilizando Vitros 250 (Ortho Clinical-Johnson & Johnson), conforme
descrito anteriormente (Guedes-da-Silva et al.,, 2016). Os resultados foram
expressos como concentracao de enzima (U/L) ou g/dL (para andlise de uréia).
Em todos os ensaios, 0s grupos nao tratados e tratados foram comparados
utilizando a andlise de variancia (ANOVA) e os resultados foram considerados
estatisticamente significativos com p<0.05. A fim de discriminar as popula¢des
de leucdcitos, os esfregacos sanguineos coletados da veia da cauda foram
preparados e inspecionados individualmente antes do tratamento e no
endpoint. As amostras foram coradas com Giemsa e quantificadas por
microscopia oOptica para determinar o percentual (média e desvio padréo) de

linfocitos, neutréfilos, mondcitos, eosinoéfilos e basofilos.

4.1.3 Analises comportamentais

Os testes comportamentais foram realizados (no esquema 1 — ensaios 1 e 2)
em uma sala climatizada. Para caracterizar a atividade espontanea dos
animais, utilizamos a ferramenta de captura e gravacao de imagens por video
Noldus EthoVision XT6 (Noldus Information Technology, Leesburg, Holanda). A
arena foi definida como 12 retangulos, que foram divididos em areas laterais e
central. Na arena total, os retangulos foram calibrados com areas iguais para
assegurar a consisténcia dos parametros com o0s quais o aparelho detectou
movimentos transicionais do camundongo. Esta analise considerou em
momentos diferentes os seguintes parametros: (i) atividade locomotora, por
exemplo, distancia coberta (m) e velocidade média (cm/s) e, (ii) atividade

exploratoria, a frequéncia de deslocamento para a regiao central (nGmero de
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eventos) a cada 5 min e o tempo gasto nesta regido (segundos). Os diferentes
grupos foram comparados utilizando a analise pelo teste t-Student e os
resultados considerados estatisticamente significativos com p<0.05 (Silva et al.,
2012).

4.1.4 Analises histolégicas

Em cada endpoint, além da analise patologica geral (avaliacdo macroscopica),
as coxas dos camundongos foram coletadas e fixadas com formaldeido a 10%
em solucdo de PBS, descalcificadas em acido etilenodiaminotetraacético a
10% (EDTA) e processadas rotineiramente para avaliacdo histologica (técnica
de inclusdo de parafina). Os cortes (5 ym) corados por hematoxilina-eosina
(HE) foram analisados por microscopia Optica. A extensdo dos infiltrados
inflamatorios (mais de 10 células infiltrantes) foi determinada em pelo menos 5-
10 campos a partir de imagens capturadas pela microscopia Optica (ampliacéo
total, 100x) Axio Observer.Al (Carl Zeiss). Para cada lamina, pelo menos trés
cortes de cada camundongo foram avaliados (Molinaro, 2010). A andlise de
variancia (ANOVA) e os resultados foram considerados estatisticamente
significativos com p<0.05. Para os animais que exibiram infiltrados inflamatérios
com perfil predominante de células polimorfonucleares, uma posterior
coloracdo foi realizada utilizando o método Sirius red, que permite a
identificacdo de eosindfilos (contados em pelo menos 100 células inflamatdrias)
(Llewellyn, 1970). O grau de lesdo tecidual também foi realizado para
caracterizar a extensdo do infiltrado inflamatoério (focal versus difuso) com a
seguinte classificacdo: 0 = sem alteracdo, 1 = infiltrado inflamatério leve e
localizado, 2 = infiltrado inflamatério leve e multifocal, 3 = infiltrado inflamatoério
moderado e localizado, 4 = infiltrado inflamat6rio moderado e multifocal, 5 =

infiltrado inflamatorio grave e difuso.

4.1.5 Peso corporeo e de 0rgéos e taxas de sobrevivéncia

A variacdo do peso corpéreo e as taxas de mortalidade foram verificadas

individualmente semanalmente e diariamente, respectivamente (Timm et al.,
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2014). Em cada endpoint, o coracdo, o baco, o figado e os rins foram coletados
e seu respectivo peso mensurado (Silva et al., 2012). Em todos os ensaios, 0s
diferentes grupos foram comparados por andlise de variancia (ANOVA) e o0s
resultados considerados estatisticamente significativos com p<0.05.

4.1.6 Anédlise do perfil de citocinas por citometria de fluxo

A analise do perfil de citocinas foi realizada por citometria de fluxo utilizando
amostras de plasma coletadas dos animais por puncdo cardiaca em cada
endpoint. Utilizou-se o kit Cytometric Bead Array (BD Biosciences, San José,
CA) para Interleucina (IL) -17A, IL-10, Interferon (IFN)-gama, fator de necrose
tumoral-alfa (TNF-alfa), IL-6, IL-4 e IL- 2, de acordo com as instrucfes do
fabricante, sendo as amostras adquiridas em citdmetro de fluxo FACSCalibur
(BD Biosciences) e analise de dados realizada por meio do software FCAP
(BD) (Muhammad et al., 2016). Em todos os ensaios os diferentes grupos
foram comparados por andlise de variancia (ANOVA) ou Kruskal-Wallis e os

resultados considerados estatisticamente significativos com p<0.05.

4.2 Segundo bloco de estudos: analises em animais infectados

experimentalmente pelo T. cruzi

4.2.1 Solugéo estoque de benznidazol

Como farmaco de referéncia para a doenca de Chagas, foi utilizado
benznidazol (Bz) (N-benzil-2-nitroimidazole acetamida) adquirido do
Laboratério Farmacéutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE). A solucdo
estoque foi preparada em agua destilada estéril com Tween 80 a 3% (Sigma-
Aldrich) e antes do uso foi diluido em agua destilada estéril para administracao

via oral (per oral = p.0.) (Guedes et al., 2015).

4.2.2 Parasitos
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Tripomastigotas sanguineos (TS) de T. cruzi da cepa Y foram coletados por
puncdo cardiaca, no pico da parasitemia, que corresponde ao 7-8° dia pos
infeccéo (dpi), de camundongos Swiss Webster, previamente infectados, como

descrito em Meirelles et al. (1982).

4.2.3 Infeccao

Camundongos machos Swiss Webster (10-13 g) foram fornecidos pelo
ICTB/Fiocruz, alojados em um maximo de cinco por gaiola e mantidos em sala
convencional a 20-24 °C sob um ciclo claro/escuro de 12/12 horas. Os animais
foram permitidos aclimatar durante 7 dias antes de iniciar os experimentos e
foram guarnecidos com &gua esterilizada e alimento ad libitum. A infeccéo foi
realizada por injecdo intraperitoneal (i.p.) com 10* TS (cepa Y). Os
camundongos nao infectados com a mesma idade foram mantidos em

condi¢Oes idénticas.

4.2.4 Esquema de tratamento

Camundongos Swiss Webster machos foram inoculados via im (como descrito
no item 4.1.1 com 20 yL de SA ou sangue heterdlogo SH na regido posterior do
musculo quadriceps da pata direita (n=6). O tratamento com SH consistiu na
coleta (doador — animal 1) e administracdo de sangue (receptor - animal 2) (e
vice-versa), utilizando sempre o mesmo doador e receptor para as trocas de
sangue cujos animais foram previamente marcados com uso de acido picrico
(n=1 marcacdo na cabeca, n=2 no dorso, n=3 na cauda, h=4 no membro
anterior direito, n=5 no membro anterior esquerdo e n=6 no membro posterior
direito). Os grupos controle (n = 6) consistiram em: (i) animais submetidos a
injecdo de 20 yL de solucao salina (SAL - NaCl 0,85%); (ii) animais tratados
com Bz (dose 6tima - 100 mg / kg); (iii) animais apenas infectados e néo
tratados; (iv) animais apenas infectados e tratados com veiculo (Tween 80,
p.0.) e, (v) animais ndo infectados e n&o submetidos a qualquer tipo de
intervencao. A analise de parasitemia, taxas de mortalidade e peso corpéreo foi
seguida ao longo dos ensaios e no endpoint (30 dias apods o fim do tratamento)

os camundongos foram eutanizados. Nos grupos SA, SH e SAL, os animais
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foram tratados utilizando BD Ultra-Fine com agulha 6 x 0,25 mm (31G).
Diferentes conjuntos de protocolos foram realizados (Figura 4): (a)
administrac@o via im Gnica ou multipla (trés vezes com intervalos de 5 dias
cada) de SA, SAL e Bz (Figura 4A) 2 e 24 h antes da infeccdo dos animais com
T. cruzi e (b) injecdo com SA, SAL, SH, veiculo e Bz apos infecgdo com formas
TS com administrac6es multiplas (por até 10 dias consecutivos) iniciadas 1 ou
5 dias pos inoculacéo do parasito (Figura 4B). Em todos os ensaios, apenas 0s
camundongos com parasitemia positiva foram utilizados nos grupos infectados.
O protocolo experimental foi aprovado pela Comisséo de Etica em Uso Animal
do Instituto Oswaldo Cruz (CEUA/IOC — numero de licenga CEUA L-032/2016).

A
| Inéculo de 10* tripomastigotas sanguineas via ip |
X l | | | Dias de infeccio
Camundongos suicos -11 -6 -1 30
machos l l / \
| Trés administragdes de SA e SH ‘ | Unica administracdo de SA, salina e Bz |
B

‘ Indculo de 10* tripomastigotas sanguineas Viaip/|'| ;‘uas administragbes de Bz |

a~  LLLIl i it iitttl L L1 oias de infeccso
Camundongossuicos 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 35 40 44
machos IT FT

IT FT
L )L )

T i

‘ Cinco administragGes consecutivas de SA, salina, veiculo e Bz |
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Figura 4. Esquemas de tratamento empregados antes (A) e apos (B) a infeccao
pelo T. cruzi (cepa Y, dia 0) utilizando modelo de infec¢cédo aguda (Batista et al.,
2010). A terapia foi administrada pela via intramuscular (sangue autdlogo total
— SA e sangue heterdlogo total — SH) e oral (benznidazol — Bz) utilizando de
um até dez dias de administragdo. Grupos controle: salina, Bz ou veiculo,
infectado e n&o tratado e nao infectado e ndo tratado. IT= Inicio da terapia, FT=
Fim da terapia.
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4.2.5 Parasitemia, peso corporeo e taxas de mortalidade

A parasitemia foi verificada pelo método de Pizzi-Brener (Brener, 1962) a partir
do 5° dpi (inicio da parasitemia). Os camundongos foram individualmente
avaliados pela quantificacdo microscopica direta do numero de parasitos em 5
Ml de sangue (utilizando Iamina e laminulas de 18 x 18 mm) (Guedes et al.,
2016). As taxas de mortalidade foram verificadas diariamente e expressas
como mortalidade cumulativa (MC), como descrito anteriormente (Timm et al.,
2014). O peso animal foi determinado semanalmente em cada grupo (Batista et
al., 2010). Para a comparacao entre grupos, a analise de variancia (ANOVA) foi
empregada e os resultados foram considerados estatisticamente significativos
com p=<0.05.

4.2.6 Analise do perfil de citocinas por citometria de fluxo
A analise do perfil de citocinas foi realizada por citometria de fluxo utilizando
amostras de plasma coletadas dos animais por puncéo cardiaca no 9° (pico da

parasitemia) e 40° dpi (30 dias ap6s fim do tratamento), seguindo metodologia

relatada no item 4.1.6.

40



5 RESULTADOS

5.1 Primeiro bloco de estudos: analises em animais sadios

5.1.1 Ensaios com trés administracdes (Esquema 1)

No esquema 1, os animais receberam trés injecbes de 10 ou 20 L de
SA e SAL. Nossa analise ndo-invasiva mostrou que tanto o SA quanto SAL nao
induziram diferencas no ganho de peso animal e no tamanho e peso dos
orgaos coracao, baco, figado e rins (dados ndo mostrados). Também né&o
foram observadas em todos os grupos testados, alteracées no comportamento
(atividades exploratorias e motora — Figura 5) dos animais, exceto pelo
comprometimento da marcha em 20% dos animais que receberam 20 pyL de SA
na mesma pata. Apds 48 h da terceira administracdo de SA, o hemograma
(Tabela 1) mostrou reducdo estatisticamente significativa no numero de
leucécitos (WBC) quando comparado ao grupo controle (que nao recebeu
qualquer tipo de intervencao), sendo mais evidente nos animais que receberam
20 uL de SA, embora ainda dentro do intervalo dos valores de referéncia
fornecido pelo ICTB/Fiocruz. A andlise estatistica também mostrou reducao
significativa no numero total de eritrocitos (RBC) (p<0,05) em todos os grupos
que sofreram qualquer tipo de intervencdo (incluindo aqueles que foram
apenas sangrados) em relacdo aos animais que ndo foram sangrados nem
inoculados. Quanto ao numero de plaguetas, houve uma diminuicao
estatisticamente significativa 48 h apds a ultima administracao de 20 pL de SA.
Para os outros parametros, ndo foram observadas diferengas significativas no

hemograma dos animais (Tabela 1).
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Figura 5. Aspectos comportamentais (atividade animal espontanea) avaliada
por testes de campo aberto através de ferramentas de captacdo e gravacao
de imagens por video. ApOs 24 h da ultima administracdo de SA e SAL (trés
administragbes de 10 ou 20 pL com intervalo de cinco dias) os
camundongos foram analisados para observar as atividades (A) exploratéria

e (B) motora.
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Tabela 1. Analise de hemograma (média e DP) apds 48 h da administracdo ou ndo de SA e SAL (trés administrac6es com intervalo

de cinco dias — esquema 1) e de 72 h e 168 h apds inje¢cdo no esquema de Unica administracdo (esquema 2)

RBC WBC Plaquetas HGB HCT MCV MCH MCHC
Grupo (milhdes/mm3) (mil/ mm3) (mil/mm3) (g/dL) (%) (fm3) (pg) (g/dL)
Esquema 1

48 h
N3o tratado 9.0+0.2 144+1.6 1108.3 £+ 185.0 144+03 505+10 56.1+x16 16.0+0.1 28.6x0.7
Sangrado 6.6 +1.0* 6.3 +4.0* 692.5+454.1 11.0+1.7 388+54 58409 16.6+04 285%0.5
10 uL SA 7.4 £04% 6.0+ 0.6* 624.5 + 355.7 12.2+03 433+1.1 584+13 164+05 28210.0
20 pL SA 6.7+1.1* 3.2+0.6* 237.0 + 86.3* 11.1+1.7 38459 574+03 166+0.1 289%0.0
20 pL SAL 7.4+0.8* 7.4 £ 4.0* 900.2 £ 508.1 124+13 429+48 579+0.7 16.8+04 29.0%+0.7

Esquema 2

72 h
Sangrado 7.8+0.1 12.1+9.9 771.6 £67.2 129+04 479+13 608+25 164+05 27.0+0.9
10+ 10 uL SA 8.1+0.2 12.0+6.6 1139.3 £ 53.5%* 13.1+03 47.1+16 57.7+05 16.1+05 279+0.3
20 pL SA 8.6 +0.1* 11.6+5.0 1251.0 + 164.0* 135+10 489+05 57.0+03 158+03 27.7204
10+ 10 pl SAL 7.7+0.8 15.6+5.3 1245.0 + 132.9* 121+13 43.1+6.0 558+16 15.7+0.1 282%1.0
20 ul SAL 8.210.2 9.7+1.1 1231.0 £ 193.7* 12.8+0.7 48.7+0.3 59.1+25 156+15 263+%13

168 h
10 + 10 uL SA 85+0.5 12.51+4.2 1245.6 +312.9 143+09 528+3.2 622%+12 168+04 27.0x0.1
20 pL SA 8.6+0.0 75104 1461.0 £ 39.6 138+1.0 51.0+0.6 59.2+0.7 16.0+1.0 27.1%0.2
10 + 10 pl SAL 85+0.5 11.8+3.8 1167.5 £ 240.9 142+0.7 52.0+26 61.0+16 166+04 27.2+0.3
20 ul SAL 8.810.2 12.7+3.3 1368.0 £ 168.9 143+04 524+10 595+1.05 16.3+05 274104

RBC indica eritrocitos; WBC, leucécitos; HGB, dosagem de hemoglobina; HCT, avaliagcdo de hematocrito; MCV, volume corpuscular
meédio; MCH, média corpuscular de hemoglobina; MCHC, média da concentracdo corpuscular de hemoglobina. Valores de referéncia
(ICTB/Fiocruz): RBC = 5.67 a 6.91; WBC = 2.45 a 4.07; Plaquetas = 195 a 654.00; HGB = 11.80 a 13,08; HCT = 50.20 a 52.20; MCV
=57.32 a 61.28; MCH = 1857 a 21.75; MCHC = 31.93 a 36.47. *ANOVA (p=<0.05) = n&o tratado/controle sangrado
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Os dados bioquimicos do esquema 1 revelaram auséncia de alteracdes

significativas entre os grupos estudados, exceto reducdo dos niveis de ALT

apos 48 h de administracao de 10 pL de SA. Uma discreta elevagdo dos niveis

de uréia no grupo apenas sangrado, assim como nos animais que receberam
10 yL de SA e com 20 pL de SAL (Tabela 2). Os achados bioquimicos
observados apés 168 h da dltima injecdo ndo revelaram significativas

diferencas entre os grupos estudados (Tabela 2).

Tabela 2. Andlise bioquimica (média e desvio) de marcadores de lesao tecidual

dos grupos estudados apos 48 h (trés administracdes com intervalo de cinco

dias — esquema 1) e 2 - 168 h (administracdo Unica — esquema 2) de inje¢do ou
nao com SA e SAL

Grupo ALT (U/L) BUN (mg/dL) CK (U/L) AST (U/L)
Esquema 1 (Ensaio 1)
48 h
N3o tratado 31.6+6.6 52.7+7.6 679.0 £ 110.0 nd
Sangrado 26.2+7.0 66.0 + 5.8* 330.2 £230.2 nd
10 uL SA 22.5+4.8* 69.0 + 5.0* 646.0 + 261.2 nd
20 uL SA 38.8+10.1 56.81 6.5 465.8 + 262.5 nd
20 pL SAL 33.2+12.2 62.5+4.1* 454.4 +254.0 nd
168 h
N&o tratado 47.0+34 56.8+ 6.8 400.3 +387.9 nd
Sangrado 522+7.4 65.0+21.3 358.5+172.1 nd
10 pL SA 47.4+£4.0 53.1+8.0 227.6 £83.6 nd
20 uL SA 43.6 +10.0 55.9+10.2 160.0 £ 46.5 nd
20 pL SAL 46.5+1.9 58.5+8.5 142.4 + 87.8 nd
Esquema 1 (Ensaio 2)
48 h
Sangrado 51.3+4.3 48.1+4.1 241.5 +167.7 nd
20 uL SA 56.8+17.9 41.1+11.7 226.9+222.4 nd
20 L SAL 57.6+16.7 41.3+9.0 4235 +536.2 nd
Esquema 2
2h
Sangrado nd nd nd nd
10 + 10 uL SA 127.0+18.3 111.0+117.3 2612.0 £452.5 418.0+104.6
20 uL SA 111.0+ 155 Nd 947.0+43.8 214.0+45.2
10 + 10 pl SAL 94.6+12.8 31.6+3.93 1779.3 £510.4 244.0+87.9
20 uLSAL nd nd nd nd
24 h
Sangrado nd 60.2+8.3 3127.0+1234.6 nd
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10+10 pLSA  1198.0+£899.4 56.9+2.4 nd 481.0£476.6

20 uL SA nd 63.6 £ 0.8** nd 820.0 £ 905.1
10+ 10 ul SAL  1296.0+ 794.8 41.1+8.3 3293.0+£106.0 1387.0+442.6
20 ul SAL 1218.0 £ 1097.4 475127 1801.5+840.7 1346.0+613.1
48 h
Sangrado nd nd nd nd
10 + 10 uL SA 653.3+342.0 489+6.3 nd 1088.0 £+ 589.4
20 uL SA 246.0 + 152.7** nd nd 413.3 £ 443.2**
10 + 10 ul SAL 566.0 £ 95.6 62.1+25 2416.0+811.7 1116.6+520.9
20 ul SAL 1263.0+ 18.3 574 +11.3 3011.0+1398.7 1583.0+165.4
72 h
Sangrado nd nd nd nd
10 + 10 pL SA nd 449+ 22.8 3664.5 £ 2484.1 nd
20 uL SA nd 543+7.7 3927.0 £ 521.9** nd
10+ 10 pl SAL  1543.5+1342.8 52.3+£35 4642.5+939.8 17445+ 1139.1
20 ul SAL 251.5+26.0 55.0+15.0 1608.0 +432.7 421.5 £ 350.0
168 h
Sangrado nd 53.1+24 nd nd
10+ 10 uLSA 1597.0+1262.9 nd 2451.7 £2210.1 1840.0+942.7
20 pL SA 1180.0 £ 1606.5 nd 1764.6 £ 1393.8 920.0+747.5
10+ 10 ul SAL  1480.0 + 451.7 60.0 £ 2.5* 1242.0+452.0 1311.3%+390.0
20 ul SAL 1140.5 + 868.9 55.5+3.8 938.5+454.4 1338.0+743.0

ALT indica alanina aminotransferase; CK, creatina quinase; AST, aspartato
aminotransferase; nd, ndo determinado. Valores de referéncia (ICTB/ Fiocruz): ALT =
28 a 132; BUN = 18 a 29; CK = 68 a 1070; AST= 59 a 247. ANOVA (p=<0,05) =
*controle ndo tratado/sangrado; **administracéo de SAL e SA

A andlise histoldgica das coxas dos animais conduzida pela coloracao
por HE mostrou a presenca de intenso infiltrado inflamatério 48 h apds a
injecdo de sangue e salina, sendo mais intenso (Figura 6) e estatisticamente
significativo nos animais submetidos a administracdo de SA em relacdo ao
grupo SAL (Tabela 3). Ap6s 48 h de administracdo, com exce¢do de um animal
de SA (20 pL), todos os grupos de animais (SA e SAL) apresentaram
predominancia de células mononucleares no infiltrado inflamatério (Figura 6).
Os dados revelam valores (média e desvio padrdo) no namero de células
inflamatorias por campo de 68,9 + 17,7 e de 58,6 + 25,4 para animais
inoculados com 20 puL SA e SAL, respectivamente, enquanto 0 grupo nao
tratado ou somente sangrado obteve um score de 0 (Tabela 3A, p<0.05). Com
relacdo ao grau lesdo, observamos que animais que receberam SA

apresentaram valores de 2,0 = 0,0 e para SAL 1,4 + 0,6 (Tabela 3B).
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Apoés 168 h da ultima injecdo de SA e SAL a analise histopatologica
(com coloracdo com HE) dos diferentes grupos estudados néo revelou
inflamacéo e lesao tecidual (dados ndo mostrados), assim como, ndo foram
detectadas alteracbes nos niveis plasmaticos de CK mensuradas pelas

analises bioquimicas (Tabela 2).

Como nao observamos diferencas significativas no conjunto de dados
entre 0os grupos que receberam 10 e 20 pyL de SA (Tabelas 1, 2 e 3), estudos
posteriores foram conduzidos com o maior volume (20 yL). Neste segundo
ensaio, confirmamos que 48 h apos a Ultima injecdo (3 administragbes de SA e
SAL), ndo houve alteragbes relevantes nos diferentes parametros estudados,
incluindo peso corporeo e de 6rgaos (dados ndo mostrados), bem como na
analise bioquimica do plasma dos animais (Tabela 2). Com relacdo as
atividades exploratérias e motora, novamente embora ndo tenham sido
encontradas importantes diferencas entre os grupos estudados, 40% dos
animais que receberam 20 pyL de sangue apresentaram comprometimento da

marcha na pata onde a administracao foi realizada.

46



Nao tratado

SA

Figura 6. Analise histopatologica da presenca de infiltrado inflamatério. A
avaliacdo por microscopia Optica foi realizada por meio da coloragdo com
hematoxilina-eosina a partir da regido posterior do musculo quadriceps
coletada de camundongos 48 h apos injecdo de SA e SAL (C-F) em
comparagdo com amostras obtidas de animais ndo tratados (A-B). Os
camundongos foram submetidos a trés administracdes de 20 yL de SA (C e D)
e de SAL (E e F) com intervalo de cinco dias (esquema 1). Aumentos originais
x100 (A, C e E) e x1000 (B, D e F). Setas: infiltrado inflamatdrio.
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Tabela 3. Andlise da presenca de células inflamatérias (nUmero de células inflamatérias por campo) (A) e grau de leséo
tecidual (B) apds 48 h da administracdo de SA e SAL (trés administracdes com intervalo de cinco dias - esquema 1) e apés 2-

168 h (Gnica administracéo - esquema 2).

Células inflamatérias/campo

Esquema 1 Esquema 2
Grupo 48 h Grupo 2h 24 h 48 h 72 h 168 h
N3o tratado 0.0x0.0 Sangrado 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0£0.0
Sangrado 0.0£0.0 10+ 10 uL SA 57.2+8.8* 43.6 £+ 5.8* 46.2 + 13.9* 52.5+17.8* 13.8 £27.5*
10 L SA 70.5 £ 39.9* 20 uL SA 64.6 £ 13.4* 100.6 + 57.0* 435+ 11.3* 52.7 +12.3* 28.6+25.1*
20 uL SA 68.9 + 17.7* ** 10 + 10 pl SAL 0.0+£0.0 0.0+£0.0 29.2 + 26.0* nd 28.6+35.1*
20 L SAL 58.6 + 25.4* 20 pL SAL 18.8 £ 26.6* 11.8+16.7* 43.7H* 42.2#* 42.9+40.1*
A
Grau lesao tecidual
Esquema 1 Esquema 2
Grupo 48 h Grupo 2h 24 h 48 h 72 h 168 h
N3o tratado 0.0+£0.0 Sangrado 0.0+£0.0 0.0+0.0 0.0+x0.0 0.0+0.0 0.0+0.0
Sangrado 0.0+0.0 10 + 10 uL AS 3.3+1.2 2.0+1.0* 3.0+ 1.4% 27112 05+1.0
10 L SA 0.8+0.8 20 uL AS 3.3+1.2* 3.0+1.0* 2.0+£0.0 27+1.2 1.0+1.0
20 uL SA 2.0+£0.0 10 + 10 pl SAL 0.0+£0.0 0.0+0.0 1.0+1.0 nd 0.5+0.6
20 uL SAL 1.4 +0.6* 20 uL SAL 1.0+14 0.5+ 0.7 24 2# 0.7+0.6
B

nd, ndo determinado. ANOVA (p<0,05) = *ndo tratado/ sangrado; **SA e SAL. O grau de leséo tecidual foi realizado com a seguinte
classificagdo: 0 = sem alteracdo; 1 = infiltrado inflamatério leve e localizado; 2 = infiltrado inflamatério leve e multifocal; 3 = infiltrado
inflamatério moderado e localizado; 4 = infiltrado inflamatério moderado e multifocal; 5 = infiltrado inflamatério grave e difuso. # = Analise

individual
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5.1.2 Ensaio de administracdo unica (analise de 0, 2, 24, 48, 72 e 168 horas

- Esquema 2)

A seguir, visando determinar se apenas uma administracdo de SA
poderia desencadear um perfil inflamatorio tissular semelhante a administracdo
repetida de sangue e solucdo salina, outro conjunto de estudos (esquema 2) foi
conduzido. Os camundongos foram injetados uma unica vez utilizando 20 uL
de SA e SAL numa Unica pata ou fracionando este volume nas duas patas

posteriores (10 uL de volume em cada uma, Figura 3).

Nossos dados mostram que até 168 horas apds a administracao,
nenhum grupo apresentou diferencas significativas relacionadas ao peso
corpéreo e de 6rgados (dados ndo mostrados) em relagdo aos grupos controle
(SAL e apenas sangrado). N&o observamos alteragcbes nos estudos

comportamentais em todos os grupos avaliados.

Infelizmente, a analise bioquimica de marcadores plasméticos de leséo
tecidual realizada no ICTB/Fiocruz revelou inconsistentes alteragbes em
especial para ALT, AST e CK. A perda de amostras dos nossos controles, em

alguns tempos avaliados, comprometeu a avaliacao geral destes parametros.

A andlise de hemograma ndo demonstrou consistentes alteracfes entre
0S grupos estudados, exceto que todos os camundongos que receberam
qualquer tipo de injecdo, apresentaram niveis de plaquetas elevados (p<0.05)
apos 72 h de tratamento, em comparagdo com 0 grupo controle (Tabela 1). A
andlise cinética dos esfregacos de sangue corados pelo Giemsa (Figura 7A)
revelou que a principal diferenca identificada pelos testes estatisticos foi um
pequeno aumento no percentual de mondécitos em 48 h (4%), quando os
animais foram submetidos a injecdo de SA em relacdo aos tratados com SAL
(0,7%) (Figura 7A). Em 168 h ocorreu diminuicdo de mondcitos também nos

animais tratados com SA (0%) com relag&o ao controle apenas sangrado (1%).
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Figura 7. Andlise de leucograma, perfil inflamatério tecidual e plasmatico.
Média e DP de (A) leucograma por esfregaco de sangue corado pelo Giemsa,
(B) inflamacédo tecidual e (C) citocinas de amostras de sangue e coxas de
camundongos submetidos ou ndo a injecdo de SA e SAL nos periodos de 2 a
168 h apds o tratamento (administracdo Unica - esquema 2). *ANOVA = p<0,05
(n = 2-3). *Sangrado/tratado; ** administracdo de SAL e SA.

A avaliagdo do perfil inflamatorio (nimero de células inflamatérias por
campo) mostrou uma diferente cinética quando a administracdo de SAL e SA
foram realizadas. Apos 2 h de inje¢cdo com 20 pL, observa-se forte resposta
inflamatoria nos sitios de inoculacdo de SA na pata dos animais tratados
(Figuras 7B e 8B, Tabela 3), sendo mais intensa (64,6 + 13,4) em comparacao
com a exposicdo a SAL (18,8 + 26,6) (Figuras 7B e 8C, Tabela 3). Esta
diferenca foi mantida até o tempo de 24 h pés-exposi¢cdo quando observamos

os valores de 100,6 + 57,0 e 11,8 £ 16,7 para SA e SAL, respectivamente

50



(Figuras 7 e 8, Tabela 3). Quando os volumes aplicados foram fracionados (10
ML + 10uL), houve diferencas em relagdo a administracdo de um Unico volume
de 20 pL, especialmente apds 24 h de administragdo. Observamos valores de
43.6 £ 5.8 € 100.6 £ 57.0, e de 0.0 £ 0.0 e 11.8 + 16.7 no numero de infiltrados
em animais inoculados com 20 ou 10 + 10 uL de SA e de SAL respectivamente
(Tabela 3A). Além disso, até 24 h, todos os grupos estudados (com excecao de
um camundongo do grupo de 20 pyL de SA) apresentaram predominéancia de
células polimorfonucleares (Figura 8). Apds 48 h, ha uma inverséo desse perfil
inflamatorio, sendo (em todos os grupos) predominantemente mononuclear
(Figura 8).

Os grupos SAL apresentaram niveis mais elevados de inflamacéo
tecidual, a partir de 48 h de inoculacdo, sendo mantida até o ultimo dia
estudado (168 h), enquanto neste periodo mais tardio, a intensidade da lesdo e
0 numero de células inflamatdrias apresentavam-se reduzidas nos grupos de
SA (Figura 8, Tabela 3B). Com o objetivo de identificar a presenca de
eosinofilos, foi realizada coloracdo com Sirius red. A andlise histopatologica
(SA e SAL 20 pL) demonstrou que apO6s uma Unica administracdo, houve a
migracdo de eosinofilos logo apdés 2 h de injecdo, sendo em 24 horas mais
elevada nos camundongos injetados com sangue em comparacao com a
intervencdo SAL (21,5 e 7%, respectivamente) (Figura 9). Nossos resultados
também revelaram que em um de cinco camundongos que receberam trés
administracdes de 20 uL de SA, um nivel mais elevado (2,7 vezes) de células
polimorfonucleares foi identificado em comparagdo a um dos trés

camundongos que receberam uma Unica administracdo de SA (Figura 9).

Além disso, a andlise de citocinas por citometria de fluxo realizada em 2,
24, 48, 72 e 168 h ap6s a administracdo, demonstrou um pico de IL-6 apés 2h
com a administragcdo de SA, e de IL-10 ap06s 24 h quando SAL foi administrada
(Figura 7C).
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Figura 8. Analise histopatolégica da presenca de infiltrado inflamatério.

Avaliacdo realizada pela coloracdo de hematoxilina-eosina, da regido
posterior do musculo do quadriceps, coletado de camundongos submetidos a
Gnica administracdo de SA e SAL (esquema 2). (A-O) Analise por microscopia
Optica do numero de células inflamatérias pela marcacdo (setas, A-O) de
amostras de tecidos coletados de camundongos submetidos a um ciclo de SA
(B,E,H,Ke N) e SAL (C, F, I, L e 8) injecdo (20 pL) e seguido apos 2, 24, 48,
72 e 168 h de terapia. Magnificagbes originais x100 e x1000 (inset) para

todos os painéis.
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Percentual de eosindfilos (média * DP) determinado pela quantificagdo por microscopia optica utilizando a
coloragdo de Sirius Red a partir do musculo da coxa de camundongos submetidos a administragdo de SA ou

SAL
Grupo 2h 24h 48 h 48* h
SA 43+3.2 21.5+2.1 18# 484
G SAL 4.0# 7.0# nd nd

Figura 9. Andlise histopatologica da presenca de eosindfilos. A avaliacdo de
amostras foi realizada no musculo quadriceps de camundongos submetidos a
terapia com SA e SAL. (A-F) Andalise ao microscopio Optico e (G)
determinacao do percentual de eosindfilos (média + DP) identificados pela cor
rosa (setas, A-F) nas amostras de tecido coletadas de camundongos
submetidos a um (A-E) ou trés ciclos (F) de injecdo de SA (A-B, E-F e G) e de
SAL (C-D e G) (20 pL) e seguidos de 2 (A, C e G), 24 (B,D e G) e 48* h G)
apos a terapia. Ampliacdo original x1000 para todos os painéis. # = analise

individual.
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5.2 Segundo bloco de estudos: analises em animais experimentalmente

infectados pelo T. cruzi

Nossa primeira abordagem foi a conducgéo de protocolos de administracao
de SA em esquemas: (i) profilatico (pré infeccéo) e terapéutico (pos infeccao);
(i) utilizando em paralelo o tratamento com o farmaco de referéncia, o Bz (100
mg/kg) e, (iii) comparacdo entre o grupo infectado e n&o infectado, mas sem
qualquer tipo de intervencdo. Uma Unica administracdo de SA e Bz realizadas
antes da inoculacdo do parasito demonstraram que apenas o farmaco de
referéncia, administrado 2 h antes da infeccdo, foi capaz de reduzir
significativamente (86%) o pico de parasitemia que corresponde ao 8° dpi neste
modelo experimental (Figura 10A). Os grupos de SA apresentaram apenas
pequenas alteracdes nos niveis de parasitemia, resultando em decréscimos de
29% e 18% nos tempos de 2 h e 24 h de administracdo prévia de SA,
respectivamente, atingindo niveis semelhantes aos do Bz administrado antes
de 24 h (Figura 10A e C). Apesar disso, apenas 0 grupo tratado com Bz 2 h
antes da infeccao foi capaz de conferir 20% de sobrevivéncia dos animais,
enguanto todos os outros grupos de camundongos atingiram 100% de morte, a
semelhanca dos tratados com veiculo de Bz (Figura 10B e D). Uma vez que foi
observada pequena reducdo no pico de parasitemia quando 0sS animais
receberam uma Unica injecdo de SA, o nosso préoximo passo foi verificar se
varias administracdes poderiam promover um melhor efeito antiparasitario.
Nesse sentido, administragbes consecutivas de SA (trés injegcbes em um
intervalo de cinco dias entre cada uma) foram realizadas, sendo a ultima dose
aplicada 24 h antes da infeccao parasitaria. Nossos dados mostraram que trés
administracdes de SA levaram a resultados semelhantes aos encontrados com
uma Unica administracdo de sangue, atingindo uma reducdo maxima de 24%
no pico da parasitemia (p<0.05) (Figura 10E) e, como também observado
anteriormente, ndo foi capaz de proteger contra a mortalidade induzida pela

infeccéo experimental (Figura 10F).
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Figura 10. Analise dos niveis de parasitemia e percentual de mortalidade cumulativa. Efeito in vivo de
administracdes Unicas (A-D) e trés (intervalos de 5 dias entre cada dose) (E-F) de sangue autélogo total (SA),
solucdo salina (SAL) e benznidazol (Bz) antes da infecgdo aguda de T. cruzi utilizando camundongos machos
suicos inoculados com 10* tripomastigotas sanguineos (cepa Y). Os dados expressam niveis de parasitemia (A, C e

E) e percentual de mortalidade cumulativa (B, D e F).
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Paralelamente a avaliacdo do potencial de SA como possivel abordagem
profilatica antiparasitaria (seu uso antes da inoculagéo do parasito), também foi
estudado o efeito desta pratica poés-infeccdo in vivo. Nesta analise,
administragcdes multiplas e consecutivas (durante 5 ou 10 dias) de SA e SAL
foram realizadas em animais infectados, iniciando a terapia com um protocolo
preventivo (no 1° dpi) ou terapéutico (no 5° dpi, que representa o inicio da
parasitemia neste modelo experimental) (Guedes et al., 2015). Em ambos os
casos, ndo foi observado efeito significativo sobre os niveis de parasitemia
(Figura 11A e C) e todos os animais morreram a partir do 14 dpi (Figura 11B e
D). O tratamento com Bz foi Gnico capaz de suprimir completamente a infeccao
(Figura 11A e C), além de proteger contra a mortalidade, dando 100% de
sobrevida (Figura 9B e D). Buscando avaliar se a administracao prolongada de
SA poderia melhorar seu potencial efeito para a infeccdo experimental pelo T.
cruzi, foi realizado outro conjunto de ensaios que estenderam o0 uso de SA
durante 10 dias consecutivos. Os resultados mostraram que apenas a terapia
de referéncia realizada com Bz foi capaz de suprimir a parasitemia e também

induzir 100% de sobrevida dos camundongos (Figura 12A e B).
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Figura 11. Andlise dos niveis de parasitemia e percentual de mortalidade

cumulativa. Efeito in vivo da administracdo sangue autélogo total (SA), saline

(SAL) e benznidazol (Bz), por 5 dias consecutivos, apds infeccdo aguda pelo T.

cruzi utilizando camundongos suicos inoculados com 10* tripomastigotas

sanguineos (cepa Y). A e C: niveis de parasitemia e B e D: percentual de

mortalidade cumulativa. A terapia foi iniciada no 1° dpi (A e B) e no inicio da

parasitemia (5° dpi — C e D). dpi = dias pos infeccéao.
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Figura 12. Analise dos niveis de parasitemia e percentual de mortalidade
cumulativa. Efeito in vivo da administracdo de sangue autélogo (SA) e
benznidazol (Bz), por 10 dias consecutivos, apds a infeccdo aguda pelo T.
cruzi, utilizando camundongos suicos machos inoculados com 10*
tripomastigotas sanguineos (cepa Y). Parametros avaliados: niveis de
parasitemia (A) e percentual de mortalidade cumulativa (B). A terapia foi

aplicada no inicio da parasitemia (5° dpi).
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Por fim, como as analises prévias demonstraram niveis aumentados de
IL-6 frente & administracdo de SA em animais nao infectados, ensaios
adicionais foram conduzidos utilizando-se camundongos infectados expostos
ou ndo a SA e sangue heterélogo total (SH) e analisando o perfil de citocinas
nestas condicbes experimentais. Como amostras controle, além de grupos de
animais nao infectados e nao tratados, infectados e n&o tratados, n&o
infectados e tratados com SA e infectados e tratados com Bz foram avaliados
(Figuras 13-15, Tabela 3). Tanto o tratamento com SA quanto o com SH néo
conseguiram reduzir a parasitemia nem proteger 0S animais contra a
mortalidade (Figura 13A-B), enquanto Bz (administrado no 5° e 9° dpi) reduziu
completamente a parasitemia e protegeu contra a mortalidade dos

camundongos.

A analise do perfil inflamatério foi realizada em amostras de plasma
coletadas no 9° e 40° dpi (nos animais sobreviventes) (Tabela 4, Figuras 14 e
15). Nossos dados demonstraram alteracdes significativas apenas no pico de
parasitemia aguda (correspondente ao 9° dpi) relacionado a elevados niveis de
IFN-gama (5,500 vezes), TNF-alfa (754 vezes) e IL-6 (260.000 vezes) em
camundongos infectados e ndo tratados em comparagdo com animais néo
infectados e nao tratados (Tabela 4). Em relacdo aos grupos tratados, no 9°
dpi, apenas os niveis de TNF-alfa do grupo tratado com Bz diminuiram
significativamente (p = 0.02) em comparacdo com o grupo de camundongos
infectados e néo tratados (Tabela 4) no tempo de 9° dpi. Nenhuma diferenca
significativa foi identificada no tempo de 40° dpi em todos grupos testados

exceto grupo Bz (Tabela 4).

Com relacdo a curva ponderal, exceto para os animais tratados com Bz
pos-infeccdo, todos os animais infectados (ndo tratados e tratados com SA e

SH) apresentaram perda de peso na segunda semana de infeccéo (p<0.05).
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Figura 13. Analise dos niveis de parasitemia e percentual de mortalidade
cumulativa. Efeito in vivo da administracdo de SA, SH e Bz 2 h antes da
infeccdo aguda pelo T. cruzi, utilizando camundongos suicos machos
inoculados com 10* tripomastigotas sanguineos (cepa Y), avaliado pelos niveis

de parasitemia (A) e percentual de mortalidade cumulativa (B).
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Figura 14. Andlise do perfil de citocinas plasmaticas. Amostras de sangue foram coletadas no 9° dpi de camundongos submetidos

a trés administracdes de SA ou SH (intervalo de cinco dias) previamente a infeccdo aguda pelo T. cruzi, ou Bz (5° e 9° dpi)
utilizando camundongos inoculados com 10* tripomastigotas sanguineos.
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Figura 15. Andlise do perfil de citocinas plasméaticas. Amostras de sangue coletadas no 40° dpi de camundongos submetidos

a trés administracdes de SA ou SH (intervalo de cinco dias) previamente a infec¢do aguda pelo T. cruzi ou Bz (5° e 9° dpi)
utilizando camundongos inoculados com 10* tripomastigotas sanguineos.
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Tabela 4. Média e DP dos perfis de citocinas de amostras de sangue de camundongos submetidos a trés administracdes de SA ou
SH (intervalos de cinco dias) antes da infeccdo aguda por T. cruzi ou benznidazol (5° e 9° dpi) utilizando camundongos suicos

machos inoculados com 10* tripomastigotas sanguineos (cepa Y).

Data de coleta Grupo IL-10 (pg/mL) IL-17 (pg/mL)  TNF (pg/mL)  IFN (pg/mL) IL-6 (pg/mL) IL-4 (pg/mL) IL-2 (pg/mL)
Nao infectado e nao tratado 0,0+0,0 0,0+0,0 0,3+0,7 0,2+0,4 0,0+0,0 0,3+0,4 0,0+0,0
SA nao infectado 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Bz 2,7+2,8 05+1,1 126,3+69,4* 724,5+624,6 28,0%18,2 0,5+0,7 0,0+0,0
92 dpi SA 1,1+25 0,0+0,0 253,7+72,0 851,8+388,5 27,4+9,1 0,0+0,0 0,0+0,0
SH 0,6%+1,3 0,2%+0,5 300,4+152,0 482,3+142,2 21,6+11,8 0,0+0,0 0,0+0,0
Infectado e nao tratado 0,0+0,0 0,2+0,3 226,3+35,6 1110,1+597,0 26,0+15,9 0,3+0,4 0,0+0,0
Nao infectado e nao tratado 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0%£0,0 0,0%+0,0 0,0+£0,0 0,0+£0,0
402 dpi SA nao infectado 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,2+0,4 0,0+0,0
Bz 3,1+5,2 3,4+5,6 1,7+£2,2 3,6+3,5 3,2+3,8 3,7+3,8 0,0+0,0
Infectado e ndo tratado 0,0+0,0 0,0+0,0 0,1+0,1 2,3+2,6 0,0+0,0 0,1+0,2 0,0+0,0

dpi= dias po6s infecgdo; *ANOVA= p<0.05 (n= 5) relacionado ao grupo infectado e nao tratado
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5 DISCUSSAO

Apesar do uso de SA ser relatado ha mais de um século como uma
potencial pratica médica alternativa/complementar em diferentes condi¢cdes
patolégicas que acometem humanos e animais (tais como, rinites alérgicas,
doencas autoimunes, osteoartrites, dermatites atopicas, e doencas
infecciosas), este procedimento ainda representa uma questéo controversa. A
indefinicdo dessa prética é devido a falta de estudos pré-clinicos e clinicos
multicéntricos controlados e detalhados para confirmar seu potencial efeito
protetor, além de elucidar as bases imunoldgicas e moleculares que contribuam
para o conhecimento do mecanismo de acdo relacionado a sua aplicacdo
(Domz et al., 1957; Bocci, 1994; Moura, 2006; Verissimo e Katiki, 2007; Leite et
al., 2008; lbanes et al., 2013). Deste modo, a prescricdo deste método de
tratamento por médicos em humanos no Brasil foi proibida pela ANVISA, sendo
portanto, realizado pelos seus defensores apenas de modo informal no pais
(Leite et al., 2008).

Neste sentido, nosso primeiro bloco de estudos visou investigar alguns
aspectos clinicos, bioquimicos e histopatolégicos frente a intervengcdo de SA
utilizando modelo camundongo “outbred”. Nosso protocolo experimental seguiu
0os principios de reducdo do numero de animais e refinamento dos
procedimentos, incluindo o uso de avaliacbes comportamentais ndo invasivas,
tendo em vista que infelizmente ndo existem modelos substitutos para esta
abordagem experimental. Nestes ensaios, diferentes esquemas de terapia
foram empregados: (a) utilizacdo de uma e trés administragcbes via im
consecutivas; (b) inoculacdo de dois diferentes volumes de sangue na mesma
pata ou fracionando (10 + 10 yL) em ambas as patas e, (c) comparacédo dos
resultados com os grupos controles negativos (ndo sangrado e nao injetado e
sangrado, mas néao injetado) e com os camundongos inoculados com solucéo
salina. O volume méaximo (20 L) foi baseado em ensaios anteriores em outros
modelos animais como ratos (v/g massa animal ndo superior a 1mL/kg) (Ibanes
et al.,, 2013), levando também em consideracdo uma proporcdo semelhante
(v/v) descrita na literatura popular conduzidos em humanos e animais, além

dos poucos ensaios clinicos (Olwin et al.,, 1997; Melo et al., 2010; Sandrey,
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2014; Jeon et al., 2014; Davenport et al., 2015). Nossos achados com relacéo
aos parametros comportamentais mostraram que, embora animais tratados
com uma ou trés injecbes de SA ou salina ndo apresentaram alteragdes
comportamentais significativas, em 20-40 % dos que receberam 20 yL de SA
em uma unica coxa (por trés vezes) apresentaram alteracdo na marcha da pata
injetada. Nossos dados corroboram com resultados em outro modelo
experimental (rato), com administracéo de repetidas injecdes intraarticulares de
sangue autélogo e se sugere gue estejam relacionados ao comprometimento
da marcha, muito possivelmente devido a dor (Boettger et al., 2013). Neste
estudo, durante um periodo de 50 dias, os animais foram injetados
semanalmente em uma articulagdo do joelho com sangue total ou com
componentes celulares/plasmaticos. Os resultados demonstraram hiperalgesia
primaria iniciada apdés a terceira injecdo de amostras de sangue total,
acompanhada de leve alteragao funcional na marcha (Boettger et al., 2013). Os
autores discutiram que este efeito colateral foi mais proeminente em animais
injetados com sangue total em comparacdo com a injecdo de plasma e,
portanto, o efeito das células poderia ser aditivo para promover a dor. Além
disso, relataram que os animais que receberam sangue total apenas uma vez,
nao exibiram alteracdoes de marcha (Boettger et al., 2013), corroborando
nossos presentes dados realizados em modelo murino. Nos ensaios clinicos, a
gueixa mais frequente dos pacientes, apds a injecao intraarticular de plasma
rico em plaquetas (PRP), foi dor no local da injecéo, tendo duracdo média de
até 10 minutos apés a injecdo, diminuindo gradualmente, porém em alguns
pacientes perdurou até 2 semanas (Rayegani et al.,, 2014). Com excecao do
comprometimento da marcha, nenhum outro efeito colateral significativo foi
observado, incluindo auséncia de alteracao relevante na analise bioquimica e
no tamanho e patologia macroscopica dos érgaos estudados (coracao, figado,
baco e rins). Adicionalmente, visando ainda reduzir a possibilidade do impacto
do calibre da agulha utilizada na inoculacdo de SA (embora no grupo SAL né&o
tenhamos observado comprometimento da marcha com semelhante volume de
administragéo), a partir do ensaio 3, foi utilizada agulha de menor calibre

(conforme descrito em material e métodos).
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Com relacéo a andlise bioquimica e hemograma, observamos que 48 h
apos a terceira administracdo de SA, os valores de leucdcitos e eritrocitos
foram inferiores (p<0.05) em todos os grupos submetidos a qualquer tipo de
intervencdo de sangramento em comparacdo com o controle ndo sangrado e
nao tratado. De acordo com Lapchik et al. (2009), em modelos de
camundongos, embora a recomposi¢cdo do volume sanguineo possa ser
observada 24 h p6s a coleta de sangue, o numero de eritrocitos s6 €
completamente restaurado, apés cerca de duas semanas. Ainda com relacdo a
analise do hemograma, observamos que as taxas de plaquetas foram inferiores
quando utilizamos trés intervengbes, 0 que pode sugerir um maior
recrutamento destes elementos para os sitios de lesdo/inflamacédo quando ha
maiores danos induzidos pelas consecutivas injecfes (trés injecdes de SA).
Também, como demonstrado em estudos anteriores utilizando a mesma
relacdo de v/g em modelo de rato (Ibanes et al., 2013), o uso de SA néo afetou
a oxigenacdo sanguinea, uma vez que ndo foi observada cianose nem
alteracdes nos niveis de hemoglobina dosados no sangue periféricos dos
animais tratados com esta metodologia. Em outros modelos experimentais,
embora Ottobelli et al. (2016) demostrarem que este procedimento ndo tenha
influéncia nos niveis de leucécitos, outros estudos mostram em ratos Wistar um
aumento nos percentuais de leucécitos apds dois dias de administracdo de SA
(Silva et al., 2009).

Estudo prévio em modelos murino revelou que SA administrado pela via
intravenosa como formulacdo de vacina (células de sangue total carregadas
com RNAm), resultou na sua biodistribuicAo em multiplos érgéos, incluindo o
figado e baco (Phua et al., 2014). Devido a utilizagdo de diferentes vias, ndo
podemos afirmar que uma biodistribuicdo semelhante tenha ocorrido em
Nossos experimentos presentemente conduzidos via im. Contudo, uma intensa
infiltrac@o de células inflamatérias foi deflagrada pelo SA no local da injecdo 2 h
depois da administracéo im, sendo mais forte e mais precoce em comparacao
com a administragcdo de solugdo salina. Paralelamente, detectamos nos
animais injetados com SA um rapido aumento dos niveis de IL-6 (2 h pos
injecdo). IL-6 € um mediador pro-inflamatoério que atua como ativador sistémico

de proteinas de fase aguda, além de diversas linhas de evidéncias sugerirem
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seu papel fundamental durante a transicdo da resposta imune inata para a
adquirida (Scheller et al., 2011; Hunter et al., 2015). Apdés 24 h, os animais
tratados com SAL apresentaram aumento nos niveis de IL-10, um mediador
com potentes propriedades anti-inflamatorias, sendo essencial ha manutencéo
da homeostase e prevencdo de danos nos tecidos de hospedeiros durante o
processo inflamatorio, causado por infecgbes ou lesbes (Saraiva e O’Garra,
2010; lyer e Cheng, 2012). Diferentes hipéteses poderiam ser levantadas para
explicar a intensa resposta inflamatoria presente no local da injecéo, incluindo o
préprio volume administrado, uma vez que o grupo SAL também apresentou
intensa presenca de infiltrados inflamatérios. Um dado histopatolégico
identificado no nosso modelo murino foi o rapido reparo tecidual in situ uma
semana apos a Ultima administracdo de SA. Também observamos que embora
houvesse um intenso perfil inflamatério no sitio de inoculacdo de SA em
camundongos de ambos 0s grupos tratados (uma Unica vez ou sob repetidas
administracdes de SA - trés doses), maiores niveis de eosinéfilos (corado por
Sirius red) foram detectados em um camundongo que recebeu trés injecdes em
relacdo aos animais que receberam indéculo Unico. O grau de lesdes e
inflamacdo foram também diretamente relacionados ao volume aplicado de

SAL e SA, sendo maiores nos grupos que receberam 20 pL.

Ensaios clinicos randomizados foram realizados utilizando a injecéo
intraarticular de PRP para tratar patologias progressivas cronicas, tais como, a
osteoartrite visando avaliar a contribuicdo desta terapia complementar na
regulacdo de sinais anti-inflamatérios e equilibrio da angiogénese (Rayegani et
al., 2014). Nestes pacientes que sofrem de artrite de joelho, a administracao de
injecbes Unicas ou duplas de PRP resultaram em beneficios clinicos
semelhantes, exibindo melhores efeitos quando comparados com injecao de
solucdo salina (Rayegani et al.,, 2014). O uso do PRP também vem sendo
amplamente empregado no tratamento de diferentes lesGes decorrentes da
execucao de esportes por atletas. A Unica administracdo de PRP no ligamento
tibiofibular inferior anterior em atletas de “rugby”, que apresentaram lesao de
sindesmose do tornozelo, contribuiu para que o tempo de retorno ao jogo fosse
significativamente menor no grupo de intervencdo (p = 0.048), apresentando

maior agilidade (p = 0.002) e salto vertical (p = 0.001) comparado a coortes
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historicas que receberam tratamentos convencionais (Samra et al., 2015).
Rossi e colaboradores (2016) também demonstram que a Unica aplicacao
intralesional de PRP associado ao programa de reabilitacdo em atletas que
apresentavam lesdes musculares reduziu o tempo de retorno aos esportes em
comparacao aos pacientes que foram submetidos somente ao programa de
reabilitacdo (p = 0.001). Porém, a taxa de recorréncia nao foi estatisticamente

diferente entre os grupos (Rossi et al., 2016).

Muito pouco se sabe sobre os possiveis mecanismos de acédo do SA e
PRP e é possivel que seus efeitos estejam relacionados as plaquetas e aos
leucécitos. As plaquetas tém papel importante durante 0s processos
inflamatorios, interagindo com leucdcitos e células endoteliais e, além disso,
promovem a formacdo do coagulo sanguineo (Grotto, 2009). O papel ndo
somente das plaquetas mas também dos mondcitos, bem como das células
estaminais presentes nas amostras de SA e PRP, tem sido alvo de discusséo.
Foi proposto que a liberacdo (por leucécitos) de proteases e de metabolicos
reativos de oxigénio poderia agravar condicbes patoldgicas crbnicas, enquanto
outros autores sugerem que a produgcdo de citocinas e enzimas poderia
contribuir positivamente nos processos de reparacdo, ativacdo plaquetéria,
prolongamento da liberacdo de fator de crescimento e prevencédo de infeccbes
(revisto em Grotto, 2009).

Como descrito acima, um intenso infiltrado inflamatoério estava presente
em todos 0s grupos presentemente estudados, exceto nos grupos controle
conduzidos com animais que ndo receberam qualquer tipo de intervencédo ou
que foram apenas sangrados. Na administracdo de sangue e salina, observou-
se uma infiltracdo predominantemente polimorfonuclear até o tempo de 24 h
sendo entdo, apos 48 h, substituida por células mononucleares. A presenca de
macréfagos no local da administragdo de SA ou SAL poderia ter impacto em
diversas propriedades bioldgicas, incluindo regulacao da atividade mitética das
células satélites, dando origem a novas fibras musculares e, além disso,
levando a liberacdo de fatores de crescimento (Ferrari et al., 2005; Tidball,
2005). Assim, 0 conjunto dos nossos resultados precisa ser mais
profundamente explorado visando melhor discriminar o contexto inflamatorio

diferencial de SA e SAL e seus potenciais eventos modulatoérios.
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No campo de patologias causadas por agentes infecciosos, poucos
dados estéo disponiveis. Alguns estudos sugerem que uso de SA possa induzir
protecdo sobre infec¢Bes virais contribuindo para rapida melhora do quadro
clinico em pacientes (Owin et al., 1997) e animais (Santin & Britto, 2004).
Outros autores ja ndo observaram efeito protetor de SA sobre infeccdo canina
com Ehrlichia canis e Anaplasma platys quando utilizado em associacdo com
antibioticos (Melo et al., 2010). Nesse contexto, nosso segundo bloco de
estudos teve como objetivo investigar o potencial impacto da administracdo de
SA no curso de uma patologia parasitaria utilizando um modelo de infecéo
aguda induzida pelo Trypanosoma cruzi. O nifurtimox e benznidazol sdo os
Unicos farmacos disponiveis para tratar a doenca e foram introduzidos na
clinica médica ha mais de quatro décadas. Além da toxicidade significativa
destes farmacos, que leva a interrupcdo do tratamento em muitos pacientes,
ambos compostos sdo eficazes apenas para a fase aguda da infeccdo. Por
isso, é urgentemente necessario o desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas que possam substituir ou mesmo complementar o atual tratamento
(Pinazo et al., 2010; Chatelain, 2015).

A fim de verificar se a administracdo intramuscular de SA poderia
impactar no curso da infecgdo experimental pelo T. cruzi, conduzimos ensaios
explorando diferentes esquemas profilaticos (antes da infeccéo) e terapéuticos
(pGs infeccdo) realizados em diferentes periodos de administracdo de SA (de
um até 10 dias), comparando com os dados obtidos com administracao de
sangue heterélogo (SH) e avaliando o perfil de mediadores no plasma de
animais ndo tratados e tratados. Em paralelo, animais foram tratados com o
farmaco de referéncia, o Bz. A soma dos nossos resultados demonstrou que
frente a administragdo de SA, em todos os regimes estudados, somente
observamos discretos decréscimos (<30%) nos niveis parasitémicos. E
possivel que esta modesta diminuicdo da parasitemia (18-29%) possa estar
relacionada a ativacdo de uma resposta de fase aguda mediada por IL-6 tendo
em vista os dados observados no nosso estudo anterior em animais saudaveis.
Como a IL-6 € um mediador pro-inflamatoério que atua como ativador sistémico
de proteinas de fase aguda, esta poderia desempenhar um papel na redugéo

parcial da carga parasitaria em animais expostos ao SA. Por outro lado, nosso
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controle terapéutico positivo com o medicamento de referéncia (Bz) foi capaz,
(como esperado pelo uso em sua dose Otima de 100mg/kg) de suprimir
totalmente a carga parasitaria sanguinea, protegendo ainda contra mortalidade
induzida por esta infeccdo parasitaria. SA e SH (doses Unicas e multiplas)
administrados antes e depois da infeccdo parasitaria ndo aumentaram a
sobrevida dos animais, apresentando niveis de mortalidade semelhantes aos
animais infectados e ndo tratados e animais infectados e tratados com veiculo.
Quando o painel de citocinas foi avaliado, verificou-se que apos 9 dias de
infeccdo, os niveis de IFN-gama, TNF-alfa e IL-6 estavam mais elevados em
todos os grupos de animais infectados (exceto os infectados e tratados com
Bz) em comparagdo com camundongos néo infectados. O grupo tratado com
Bz apresentou valores estatisticamente menores (p = 0,02) de TNF-alfa em
relacdo aos animais infectados e ndo tratados, possivelmente devido aos
subpatentes niveis de parasitismo residual e resultante diminuicdo do estimulo
parasitario antigénico. Nossos resultados corroboram estudos prévios
utilizando modelos murino de infecgdo aguda pelo T. cruzi que exibiram
elevados niveis plasmaticos de IFN-gama, TNF-alfa e IL-6 em animais
infectados e néo tratados em comparagdo com animais nao infectados, sendo
reduzidos frente a terapia com Bz (Santos et al., 2015). Quanto a curva
ponderal, apenas 0s animais tratados com Bz apds a infeccdo mostraram
protecdo contra a perda de peso, enquanto os demais grupos infectados
apresentaram diminui¢cdo nos valores a partir da segunda semana de infeccao.
Nossos dados também confirmaram a analise anterior usando o mesmo
modelo experimental onde a terapia com Bz recuperou 0 peso ponderal nestes

modelos experimentais (Soeiro et al., 2013).

Os dados disponiveis na literatura sobre potencial impacto de SA frente
a infeccdes séo escassos. Mettenleiter (1936) e Teixeira (1940) sugerem que 0
SA (Unica dose) pode atuar como intervencdo profilatica, especialmente na
prevencdo de complicacbes pulmonares pdés-operatorias em pacientes
submetidos a diferentes procedimentos cirurgicos. O uso de PRP tem sido
avaliado como procedimento de suporte devido & presenca de fatores de
crescimento e outras biomoléculas que podem promover atividade microbicida

endogena. Um estudo recente que utilizou PRP na pele suturada de pacientes
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com cirurgia no pé ou no tornozelo demonstrou que este procedimento néao foi
capaz de reduzir a incidéncia de infeccdo poOs-operatéria (SanGiovanni &
Kiebzak, 2016).

Os resultados obtidos na presente dissertacao revelaram que o uso de
sangue autélogo no modelo de infec¢cdo aguda por T. cruzi ndo foi capaz de
reduzir a carga parasitaria de camundongos infectados, proporcionando
apenas ligeiras reducdes nos niveis de parasitemia (até 30%), mas sem
protecdo contra a mortalidade animal. Neste sentido, € importante investigar
esta préatica de forma mais aprofundada para melhor compreender o papel e

potencial uso complementar de SA para terapias clinicas microbicidas.
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6 CONCLUSOES

a) A administracdo de SA pela via intramuscular em camundongos
saudaveis induziu alteragdo da marcha em 20-40% dos animais que receberam
20 pL de SA, muito provavelmente pelo niamero de administracdes, sendo
menos provavel que ocorresse pela lesdo induzida pelo calibre da agulha

empregada tendo em vista auséncia de alteragdes no grupo SAL,;

b) Andlises histopatoldgicas revelaram que o tratamento com SA em
animais saudaveis, assim como o uso de solucdo salina sdo capazes de
promover intenso recrutamento de células inflamatérias para o sitio de
administracdo. Este infiltrado foi caracterizado por um predominio de
polimorfonucleares até 24 h apos injecdo, seguido da presenca majoritaria de
células mononucleares no periodo de 48-168 h, corroborando com a cinética
de recrutamento/natureza de células inflamatérias ja estabelecidas na literatura

corrente durante a resposta inflamatoria aguda;

C) O uso de SA revelou a presenca de infiltrado inflamatério mais
intenso apds 24 h da injecao, assim com a deteccao de aumento nos niveis de
IL-6 apOs 2h, enquanto o uso de solucéo salina apresentou um pico de células
inflamatorias mais tardio (48-168 h), revelando aumento na deteccdo de IL-10
apos 24 h de administracdo, sugerindo que estes diferentes estimulos possam
direcionar distintas respostas inflamatérias e que merecem ser mais

exploradas;

d) Apesar da ligeira reducdo (<30%) na carga parasitaria de
camundongos no curso da infeccdo aguda experimental causada pelo T. cruzi
com administracdo de SA previamente a infeccdo, esta ndo foi capaz de

proteger os animais contra a mortalidade;

e) Somente a terapia com o farmaco de referéncia (Bz), inclusive no
esquema de pré-tratamento 2 h antes da infeccdo, foi capaz de suprimir a
parasitemia e conferir a sobrevida dos animais, confirmando sua acé&o

antiparasitaria;

f) Nossos dados suportam a necessidade de investigagcdes mais

aprofundadas do uso de SA para melhor compreensdo dos mecanismos
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envolvidos em sua administracdo frente a enfermidades de diversas origens,
incluindo as infecgbes parasitarias, visando avaliar seu potencial beneficio ou

ndo como suporte complementar em terapias clinicas e veterinarias.
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The current treatment of Chagas discase (CD), based on nifurtimox and benznidazole (Bz), is unsatisfactory. In this context, we
performed the phenotypic in vitre screening of novel mono- and diamidines and drug interaction assays with selected com-
pounds. Ten novel amidines were tested for their activities against bloodstream trypomastigote {BT) and amastigote forms of
Trypanosoma cruzi (Y and Tulahuen strains) and their toxicities for mammalian host cells (L9292 cells and cardiac cells). Seven of
10 molecules were more active than Bz against BT, with the most active compound being the diamidine DB2267 (50% effective
concentration [ECsy] = 023 pM; selectivity index = 417), which was 28-fold more active and about 3 times more selective than
the standard drug. Five of the six monoamidines were also more active than Bz. The combination of DBE2267 and DE2236 in
fixed-ratio proportions showed an additive effect (sum of fractional inhibitory concentrations < 4) on BT. Interestingly, when
intracellular forms were exposed to DB2267, its activity was dependent on the parasite strain, being effective (EC,, = 0.87 £ 0.05
pM) against a discrete typing unit (DTU) I strain (strain Y) but not against a representative DTU VI strain (strain Tulahuen)
even when different vehicles (-cyclodextrin and dimethyl sulfoxide) were used. The intrinsic fluorescence of several diamidines
allowed their uptake to be studied. Testing of the uptake of DB2236 (inactive) and DB2267 (active) by amastigotes of the Y strain
showed that the two compounds were localized intracellularly in different compartments: DB2236 in the cytoplasm and DB2267
in the nucleus. Our present data encourage further studics regarding the activities of amidines and provide information which

will help with the identification of novel agents for the treatment of CD.

hagas disease (CDY) is a neglected disorder endemic in 21

countries of Latin America. According to the World Health
Organization, 8 million people are infected worldwide and ap-
proximately 10 million others are at risk of infection, with 14,000
new cases and 12,000 deaths occurring each year (1). This pathol-
ogy was discovered by the Brarilian researcher Carlos Chagas (2)
and has as the etiological agent the flagellate protozoan Trypamne-
soona cruzi. There are several transmission routes, including vector
transmission by triatomine bugs from the Reduviidae family,
blood transfusion or organ transplantation, congenital transmis-
sion, and oral contamination {3, 4). The disease is characterized by
two distinct phases, the acute and chronic phases. During the acute
phase, patients can be asymptomatic or mildly symptomatic, which
likely impairs an early and differential diagnosis. After parasitemia is
controlled, a chronic phase is established and is represented by sub-
patent parasitism and positive serology. Approximately 60 to 70% of
the patients in this phase present with an indeterminate form, while
30 to 40%: develop a cardiac andfor digestive form of the disease years
or even decades after the infection (5).

CD therapy is based on two medicines: nifurtimox and ben-
znidazole (Bz). Both require long-term treatment and produce
severe adverse effects, while they yvield only low cure rates in the
late chronic phase (6-8). New studies are essential for the identi-
fication of more selective and efficient chemotherapeutic agents
with reduced toxic effects, which often result in the avoidance or
abandonment of therapy by patients. In this context, it is essential that
hit compounds show potent activity and be efficacious against strains
representative of the different T. cruzi discrete typing units (DTUs)
relevant for human infection to provide new drugs usable in the dif-
ferent areas where CD is endemic (9).
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Drug discovery programs are increasingly employing combi-
nation strategies, in large part due to the seemingly constant prob-
lem of drug resistance but also due to the potential for the discov-
eryofsynergism. Use of this approach has recently been successful
for the discovery of drugs with activity against several parasitic
diseases, including leishmaniasis, malaria, and CD (10-12). It
seems important to routinely include this strategy in efforts to
discover drugs for the treatment of CI.

Aromatic diamidines, such as pentamidine, are in clinical use
for different pathologies, such as leishmaniasis, systemic fungal
infection, and stage 1 human African trypanosomiasis, as well as
for several veterinary purposes (13). Recently, a new class of di-
amidines, arylimidamides, has been found to be effective against
several pathogens, including T. creezi. The excellent trypanocidal
activity of this new class of amidines in vitre and in viveencourages
further exploration of the amidine family of compounds { 14—16).

Thus, the goal of this work is the screening of new heterocyclic
amidines with the aim of identifying new compounds with efficacy
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Antitrypanosomal Activity of Sterol 14a-
Demethylase (CYP51) Inhibitors VNI and
VFV in the Swiss Mouse Models of
Chagas Disease Induced by the
Trypanosoma cruzi Y Strain
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C. Britto,® G. L. Lepesheva,® M. N. C. Soeiro®
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Owwealda Cruz, Fundag o Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, R, Brazl; Department of Biochemistry, School of
Medicine, Institute for Global Health, Vanderbilt University, Nashvilla, Tennesses, LISAS

ABSTRACT Chagas disease is a life<threatening infection caused by a variety of ge-
netically diverse strains of the protozoan parasite Trypanosoma cruzi. The current
treatment (benmidazole and nifurtimox) is unsatisfactory, and potential alternatives
include inhibitors of sterol 14a-demethylase (CYPS1), the cytochrome P450 enzyme
essential for the biosynthesis of sterols in eukaryotes and the major target of clinical
and agricultural antifungals. Here we performed a comparative investigation of two
protozoon-specific CYPS1 inhibitors, VNI and its CYPS1 structure-based derivative
VFV, in the murine models of infection caused by the ¥ strain of T. cruzi. The effects
of different treatment regimens and drug delivery vehicles were evaluated in animals of
bath genders, with berenidazole serving as the reference drug. Regardless of the treat-
ment scheme or delivery wehicle, VFV was more potent in both genders, causing a
=599.7% peak parasitenia reduction, while the ¥NI values varied from 91 to 100%. Treat-
ments with YN and VPV resulted in 100% animal survival and 0% natural relapse after
the end of therapy, though, except for the 120-day treatment schemes with VFV, re-
lapses after three cycles of immunosuppression were observed in each animal group,
and quantitative PCR analysis revealed a very light parasite load in the blood samples
{sometimes below or near the detection limit, which was 15 parasite equivalents/ml).
Our studies support further investigations of this class of compounds, including their
testing against other T. cruzi strains and in combination with other drugs.

KEYWORDS Chagas disease, chemotherapy, sterol 14a-demethylase, inhibitors, VNI,
VY, Trypanosoma crusi

hagas disease {CD), or American trypanosomiasis, is a zoonosis caused by multiple

strains of the protozoan parasite Tryponosoma cruzi, which are transmitted to more
than 150 mammalian species by the triatomine insect vector (kissing bugs). T. cruzi has
been infecting humans in South America for at least 9,000 years (1) and was discovered
107 years ago by Carlos Chagas (2). Although, according to the WHO, the number of
infected patients has dropped significantly within the past decades, mast likely because
of successful vector control programs (3), CD still represents an important public health
issue, remaining endemic in 21 Latin American countries (more than 6 million patients,
with the largest estimated numbers in Argentina, Brazil, and Mexzico [4]) and spreading
outside the area where CD is endemic as a result of human migration (5-7). The
broadening of the area of the insect vector habitat is particularly alarming in the United
States (B), where kissing bug bites were reported in 43 states; studies in Louisiana
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