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INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Efeito do tratamento com lovastatina e benznidazol sobre a recuperacdo da microcirculacéo
cerebral em modelo experimental murino de doenca de Chagas aguda

RESUMO

Alteracfes do sistema nervoso central ocorrem na doenca de Chagas podendo levar
a meningoencefalite, acidente vascular cerebral e dano cognitivo. Recentemente
nosso grupo demonstrou que a infeccdo aguda pelo Trypanossoma cruzi (cepa Y)
causa importante microvasculopatia cerebral em camundongos Swiss Webster,
demonstrada pela inducdo de disfuncdo endotelial, rarefacdo capilar funcional e
aumento de rolamento e adesdo de leucécitos em venulas. Atualmente, para o
tratamento da doenca de Chagas contamos apenas com o benznidazol (BZ) e o
nifurtimox, drogas que apresentam 80% de eficacia na fase aguda e menos de 20%
na fase crbnica. Estas drogas podem apresentar efeitos adversos e levar
eventualmente, ao abandono do tratamento. Sendo assim, a busca por novas
alternativas terapéuticas é necesséaria. Uma vez que, as estatinas possuem efeitos
pleiotrépicos tais como acdo anti-inflamatéria, melhora da funcdo endotelial e
apresenta acédo tripanossomicida, podem ser uma alternativa para o tratamento da
microvascuopatia cerebral na doenca de Chagas. Nossa hipétese é que a
lovastatina (LOV) em monoterapia ou em associa¢cdo ao BZ, em esquema abortivo
de tratamento, seria capaz de impedir os danos a microcirculacdo e reduzir a
inflamacdo no cérebro de camundongos, durante a doenca de Chagas aguda
experimental. Camundongos machos Swiss Webster foram inoculados
intraperitonealmente com 104 formas tripomastigotas do T. cruzi (cepa Y). Apés 24
horas os animais foram tratados por via oral durante 14 dias consecutivos com 20
mg/kg/dia LOV, 50 ou 100 mg/kg/dia BZ e com a combinacao de 20 mg/kg/dia LOV
e 50 mg/kg/dia BZ. Observamos no tecido cerebral ninhos de parasitas e nodulos
inflamatorios. A expressdo da molécula de adesao vascular 1 (VCAM-1) e proteina
quimioatrativa de monocitos 1 (MCP-1) nao foi alterada pela infeccdo. No entanto,
houve um aumento da expressdo da enzima oOxido nitrico sintase endotelial (eNOS)
e da molécula de adeséo intercelular 1 (ICAM-1), no cérebro dos animais infectados
gue nao foi alterado pelo tratamento com LOV. Todos os esquemas de tratamento,
com excecdo da LOV em monoterapia, foram capazes de reduzir a parasitemia, o
peso e a mortalidade dos animais. Além disso, impediram a rarefacdo capilar

funcional e o aumento do rolamento de leucdcitos. Os tratamentos com 100
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mg/kg/dia de BZ em monoterapia e com 50 mg/kg/dia de BZ em combinagdo com
LOV, diminuiram também a adesédo dos leucécitos e melhoraram o fluxo sanguineo
cerebral. Concluimos com o presente estudo que o BZ e a sua combinacdo com
lovastatina protegem a microcirculacdo e reduzem a inflamacdo no cérebro de

camundongos durante a doenca de Chagas aguda experimental.
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ABSTRACT

Central nervous system alterations have been identified in Chagas
disease in both human and experimental models, Ileading to
meningoencephalitis, stroke and cognitive damage. Recently our group
demonstrated that Trypanossoma cruzi acute infection (cepa Y) leads to
cerebral microvasculophaty in Swiss Webster mice as consequence of
endothelial dysfunction, capillary rarefaction, increased leukocytes rolling and
adhesion. Currently, only benznidazole (BZ) and nifurtimox are available for
clinical treatment. These drugs present 80% efficiency in acute phase, and less
then 20% in chronic phase, besides side effects that may lead to treatment
interruption. In this context, the search for new therapeutics alternatives is
necessary. Since statins present pleiotropic effects such as anti inflammatory
activity, endothelial function improvement and trypanocidal activity, it could be
an alternative of treatment for cerebral microvasculopathy in Chagas disease.
Our hypothesis is that lovastatin (LOV) in monotherapy or in association with
BZ, using the abortive treatment scheme, could decrease microcirculation
damage and reduce brain inflammation in acute experimental Chagas disease.
Swiss Webster mice were intraperitoneally inoculated with 104 trypomastigotes
forms of T. cruzi, and after 24 h were treated by oral route for 14 consecutive
days with 20 mg/kg/day lovastatin, 50 or 100 mg/kg/day BZ or with the
combination of 20 mg/kg/day lovastatin plus 50 mg/kg/day BZ. In non-treated
infected mices, cerebral tissue presented parasite nest and inflammatory
nodules. Vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1) and monocyte
chemoattractant protein 1 (MCP-1) expression was not affected by the infection.
However, endothelial nitric oxide synthase (eNOS) and intercellular adhesion
molecule 1 (ICAM-1) expression was increased in brain of infected animals. All
treatment schemes, except lovastatin in monotherapy, reduced parasitemia,
mortality and prevented reduction of body weight. Moreover, they avoided the

functional capillary rarefaction and the increase in leukocyte rolling. Treatments
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with 100 mg/kg/day BZ in monotherapy and using 50 mg/kg/day BZ in
combination with LOV, also reduced leukocyte adhesion and improved the brain
blood flow. The present study showed that BZ and its combination with LOV,
protect the microcirculation and reduce brain inflammation in acute
experimental Chagas disease.
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1 INTRODUCAO

A doenca de Chagas (DC) é causada pelo protozoario flagelado
Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909). E uma doenca negligenciada, endémica na
América Latina que afeta cerca de 7 milhdes de pessoas no mundo. No Brasil
estima-se que existam cerca de 2 a 3 milhdes de pessoas infectadas (WHO, 2017).

Esta doenca € dividida em duas fases, sendo a fase aguda caracterizada por
parasitemia patente e intensa resposta inflamatéria e a fase cronica, caracterizada
por parasitemia muito baixa e intermitente, presenca de parasitas nos tecidos e
resposta inflamatéria cronica e de baixa intensidade. A cardiomiopatia é a principal
manifestacdo da doenca de Chagas, porém, também sédo observadas manifestacdes
digestivas e neurologicas (Machado et al., 2012; Rassi et al., 2012).

As manifestacdes neuroldgicas podem ocorrer na fase aguda da doenca,
levando a meningoencefalite, que ocorre principalmente em criangas e
imunossuprimidos, e na fase cronica podendo levar ao acidente vascular cerebral de
origem cardioembolica ou ndo (Carod-Artal et al., 2005, 2007; Py, 2011).

Apesar das alteracdes no sistema nervoso central (SNC) ja terem sido
comprovadas, pouco se sabe sobre o efeito da infeccdo pelo T. cruzi na
microcirculacdo cerebral. Estudos em humanos demonstram que a DC altera a
microcirculacdo cerebral (Carod-Artal et al., 2010). Nosso grupo demonstrou que a
infeccdo aguda pelo T. cruzi causa alteracdes funcionais na microcirculacéo cerebral
em camundongos, como a reducdo no numero de capilares espontaneamente
perfundidos, intensa inflamag¢do microvascular, presenca de grandes quantidades de
agregados intravasculares de leucécitos-plaquetas e disfuncdo endotelial (Nisimura
et al., 2014).

As estatinas sao drogas clinicamente utilizadas para o tratamento da
hipercolesterolemia. Seus efeitos pleiotropicos vem sendo descritos, entre eles sua
acao tripanossomicida tanto in vitro (Kessler et al., 2013) como in vivo em modelos
experimentais de DC aguda (Urbina et al., 1993; Silva et al., 2012). Sabe-se que as
estatinas tém acOes antioxidante e imunomoduladoras, melhoram a funcéo
endotelial, inibem a resposta inflamatoria, aumentam ds niveis endoteliais de 6xido
nitrico (NO), aumentam a estabilidade da placa aterosclerética (revisto em Liao &

Laufs, 2005). Recentemente, estudos demonstraram o efeito da lovastatina na
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microcirculacdo cerebral funcional em modelo de malaria cerebral pela infeccao por
Plasmodium berghei (Reis et al., 2012).

Nesse contexto, 0 presente estudo visa avaliar o efeito do tratamento com
lovastatina em monoterapia e em combinagcdo ao benznidazol em camundongos
Swiss Webster infectados pela cepa Y do T. cruzi durante a infeccdo aguda
experimental, analisando os seguintes parametros: i) aspectos clinicos através da
aplicacdo de um escore clinico; ii) parasitemia, parasitismo e infiltrado inflamatério
no cérebro, iii) a microcirculagdo funcional cerebral e o fluxo sanguineo cerebral; iv)
a expressédo proteica de moléculas envolvidas na migracdo de leucocitos: molécula
de adeséao intercelular 1 (ICAM-1), molécula de adesdo vascular 1 (VCAM-1) e
proteina quimioatrativa de mondcitos 1 (MCP-1); v) a expressao da Oxido nitrico
sintase endotelial (eNOS) que regula a funcao vascular.

Esperamos com o presente estudo, contribuir para o entendimento das
alteracdes cerebrais observadas na DC e para a busca de novas alternativas

terapeticas para o tratamento da doenca.

1.1. A doenca de Chagas

A DC, ou tripanossomiase americana, foi descoberta em 1909, pelo médico
sanitarista Carlos Chagas.E causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi
que apresenta como hospedeiros vertebrados os mamiferos sendo transmitido
principalmente pelos insetos hematofagos da familia Trypanosomatidae, durante o
repasto sanguineo (Chagas, 1909). A transfusdo de sangue, os acidentes de
laboratorio, a infeccdo congénita e a infeccdo oral sdo também formas de
transmissao da doenca (WHO, 2017).

1.1.1. Epidemiologia

A DC é uma doenca endémica na América Latina, afetando cerca de 7
milhées de pessoas no mundo. De 2000 a 2011, foram contabilizadas 76.847 mortes
por doencas tropicais negligenciadas, sendo a DC responsavel por 76,7% dessas
mortes. (Martins-Melo, 2016). Aproximadamente 60% do total de pessoas que estdo
infectadas com T. cruzi séo residentes do Brasil, México e Argentina (revisto em
Rassi Jr et al., 2010).

No Brasil, apesar do controle da transmisséo vetorial pelo Triatoma infestans

a estimativa € de 1,8 a 4,2 milhdes de pessoas infectadas (Dias et al.,, 2016). A
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incidéncia da doenca € alta em areas rurais com condigbes ambientais que
favorecem a instalacdo dos insetos triatomineos nas residéncias (WHO, 2017). A
partir dos anos 80 houve um grande movimento populacional de latinos para paises
como Estados Unidos, Europa, Asia e Australia, criando novos desafios
epidemiologicos incluindo a DC (Schmunis, 2007; Schmunis & Yadon, 2010;
Jackson et al., 2014).

A forma classica de transmissdo do T. cruzi para o ser humano é a
transmissédo vetorial por triatomineos infectados. O principal vetor do T. cruzi é o T.
infestans que foi controlado em paises do cone sul como Chile, Uruguai e Brasil.
Atualmente no Brasil, o Panstrongylus megistus é o vetor mais importante (revisto
em Coura, 2015).

A transmissao oral do T. cruzi € atualmente a principal forma de transmissao
da DC no Brasil e foi responsavel pela ocorréncia de surtos da doenca na Amazonia,
Para, Santa Catarina, Bahia e ainda, na Coldbmbia e na Venezuela. Entre 2000 e
2010, mais de 1,000 casos de DC aguda foram diagnosticados no Brasil, sendo 71%

associados a transmisséo oral (revisto em Shikanai-Yasuda & Carvalho 2012).

1.1.2. Agente etiologico

O T. cruzi € um protozoario hemoflagelado, pertencente ao reino Protista,
sub-reino Protozoa, filo Sarcomastigophora, subfilo Mastigophora, ordem
Kinetoplastidae, familia Trypanosomatidae e género Trypanosoma (Levine et al.,
1980). Este protozoario apresenta um flagelo similar ao encontrado em outros
tripanossomatideos, que se exterioriza através do reservatorio ou bolsa flagelar,
sendo o meio pelo qual o parasito ingere nutrientes do meio externo. Seu
citoesqueleto é formado por microtubulos sub-peculiares e participa de processos
importantes como a diferenciacdo dos diferentes estagios evolutivos e motilidade.
Seu DNA encontra-se concentrado no cinetoplasto (KDNA) (de Souza, 2002; Dias &
Coura 1997).

As trés formas evolutivas do parasito possuem caracteristicas morfologicas
diferentes. A forma amastigota possui um curto flagelo de aproximadamente 1 um de
comprimento, e cinetoplasto em forma de barra anterior ao nucleo. Ja a forma
epimastigotas possui cinetoplasto em forma de disco ligeiramente concavo,

localizado anteriormente ao nucleo. A forma tripomastigota apresenta cinetoplasto



posterior ao nucleo, e seu flagelo pode chegar a 20 um (Ley et al., 1988; Brener,
1973).

Andlises de componentes lipidicos do parasito durante as Ultimas décadas
mostraram que o T. cruzi, semelhante a maioria dos fungos, depende do ergosterol
para seu desenvolvimento, proliferagdo e viabilidade celular em todos os estagios
evolutivos. Visto que o ergosterol ndo € encontrado em seres humanos, 0 mesmo se
tornou um potencial alvo para o desenvolvimento de novos quimioterapicos para o

tratamento da DC (revisto em Urbina, 2009).

1.1.3. Ciclo biolégico do Trypanossoma cruzi

O parasito possui um ciclo de vida complexo, que depende de um hospedeiro
invertebrado, ou inseto vetor, e um vertebrado. O inseto vetor adquire as formas
tripomastigotas durante o repasto sanquineo em um hospedeiro vertebrado
infectado. Na porcdo anterior do trato digestivo do triatomineo o parasita se
diferencia na forma epimastigota, que é multiplicativa (divisdo binaria). Ao atingir a
porcao posterior do intestino do inseto, o parasita sofre diferenciacdo para a forma
infectante tripomastigota metaciclica. Durante o repasto sanguineo o vetor defeca
liberando junto com as fezes, formas tripomastigotas que podem infectar o
hospedeiro vertebrado através de lesdo da pele durante o ato de cocar ou atraves
de mucosas integras como a conjuntiva (Brener, 1973).

Ao atingir a corrente sanguinea o parasita invade as células do hospedeiro
ocorre a formacao de um vacuolo parasitéforo que se funde com endosomas tardios
e lisosomas (Woolsey & Burleigh, 2004). Quando had o rompimento do vacuolo, o
parasito se diferencia para a forma amastigota, se multiplicando por divisdo binéaria
no citoplasma da célula hospedeira. Apds a multiplicacdo, se diferenciam para as
formas tripomastigotas, infectantes, rompendo a célula hospedeira, sendo capaz de
infectar células vizinhas ou se disseminar através da corrente sanguinea ou via
linfatica (Brener, 1973; Meyer & Oliveira, 1948; revisto em Tanowitz et al., 2009).

O ciclo de vida ira se completar quando o inseto vetor realizar o repasto
sanguineo em um hospedeiro vertebrado infectado, ingerindo uma pequena
quantidade de parasitas que ira se diferenciar em formas epimastigotas na porcéo
média do intestino do inseto. Ao atingir a por¢cao posterior do intestino o parasito se

diferencia em formas tripomastigotas metaciclicas, que serdo transmitidas ao



hospedeiro mamifero durante um novo repasto sanguineo (revisto em Tanowitz et
al., 2009).

Estagios no inseto Triatomineo . .
Estagios no hospedeiro humano

Durante o repasto sanguineo, os insetos
triatomineos transferem tripomastigotas

metaciclicas as quais entram através da ferida Tripomastigotas metaciclicos
da picada ou membranas mucosas como e penetram em varios UROS
a conjuntiva. celulares no local da ferida.
Dentro das células se
: : # 1 % transformam em amastigotas
Tripomastigotas metacn:hcos/ _/l

no intestino postenor ST

- c
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fissdo binaria no interior das

MU]tIp|IC3§30 no intestino células dos tecidos infectados

Tripomastigotas podem infectar
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A Estagio passivel de diagnéstico

Figura 1. Ciclo biol6gico do Trypanosoma cruzi.
Adaptado de Centers for Disease Control and Prevention (CDC)
(http://'www.cdc.gov/chagas/).

1.1.4. Fases aguda e cronica da doenca de Chagas

A doenca de Chagas € divida em dois estagios clinicos: agudo e cronico. A
fase aguda se manifesta de 8 a 10 dias ap0s a infec¢do, sendo de curta duracéo.
Caracterizada por parasitemia patente, resposta inflamatoria de fase aguda, cujos
sintomas sao: febre prolongada, mal-estar, inchaco do figado, baco e nddulos
linfaticos, e vermelhiddo no local da picada do inseto. Passada a fase aguda a
doenca entra em remisséo. A principal causa de morte na fase aguda da doenca € a
insuficiéncia cardiaca, no entanto no caso da infeccdo de criancas e pessoas
imunossuprimidas pode ocorrer a manifestagdo nervosa da doenca caracterizada

por meningoencefalite (Rassi et al, 2012; revisto em Py, 2011).



A fase cronica pode ser sintomatica ou assintomatica, seu inicio ocorre 2 ou 3
meses apos a infeccdo. Caracterizada por parasitemia subpatente e presenca de
parasitas no tecido e resposta inflamatéria crénica de baixa intensidade. Cerca de
60% dos pacientes vao desenvolver a forma cronica indeterminada da doenca e
aproximadamente 30% dos pacientes cronicos irdo desenvolver a forma cardiaca,
com complicacdes como arritmia, tromboembolismo e insuficiéncia cardiaca. Ja a
manifestacédo digestiva ocorre em cerca de 10% dos pacientes de fase cronica, na
qual ocorre megacolon ou megaesodfago. O surgimento dos sintomas pode ocorrer
de 5 a 15 anos apos a infecgédo (Coura et al, 2010). A associacdo entre a DC crbnica
e alteracbes do sistema nervoso central também vem sendo demonstrada (revisto
em Py, 2011) incluindo a ocorréncia de acidente vascular cerebral de origem
cardioembolica ou ndo, além de altera¢cdes na microcirculacdo cerebral (revisto em
Carod-Artal, 2007; Carod-Artal et al., 2010).

1.2. Quimioterapia para doenca de Chagas

1.2.1. Drogas em uso clinico

Desde a descoberta da doenca em 1909, varias substancias foram testadas
visando um tratamento eficiente. Os primeiros compostos testados
experimentalmente foram o atoxyl (arsénico), a tintura de fucsina, o tartaro emético
(antimonial pentavalente) e o cloreto de mercuario. Todos se mostraram ineficazes
(Coura & De Castro, 2002). Em 1967, foram introduzidos na terapéutica os
nitrofuranos (Bock et al., 1969), sendo o nifurtimox o mais eficaz. Em 1972, o
benznidazol, um derivado 2-nitroimidazdlico, foi incluido no tratamento da DC.
Atualmente, os pacientes contam apenas com estes dois medicamentos, 0
nifurtimox e o benznidazol, introduzidos na clinica mais de quatro décadas (Peterson
et al., 1979). Durante os anos 80, DoCampo e colaboradores estudaram
intensamente 0 mecanismo de acdo de benznidazol e nifurtimox mostraram que a
atividade tripanossomicida esta ligada a formacéo de radicais livres e/ou metabdlitos
eletrofilicos (DoCampo & Moreno, 1984). Para o nifurmitox, a atividade
tripanossomicida foi associada ao estresse oxidative devido a transformacéo da
droga em um nitroanion radical por NTR-II, ciclo redox com oxigénio e producéo de
ROS (DoCampo & Stoppani, 1979; Moreno et al., 1982). Para o benznidazol, o dano

oxidativo nao foi considerado mecanismo chave da acao tripanossomicida, uma vez
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que a deteccdo do nitroanion radical correspondente ocorria somente em
concentracfes muito mais elevadas em relacdo aquela tripanossomicida. A atividade
do benznidazol foi associada a ligacdo covalente de metabdlitos reduzidos do
benznidazol a lipideos, DNA e proteinas (Polak & Richle 1978; Diaz-de-Toranzo et
al., 1988). Os diferentes modos de acédo podem ser explicados pelo menor potencial
de reducédo de benznidazol em comparacdo ao nifurtimox, levando a menor taxa de
formacéao do nitroanion radical (DoCampo, 1990; Urbina, 2014).

No Brasil, a producédo do nifurtimox foi descontinuada, sendo o benznidazol a
principal alternativa de tratamento etiologico da DC. O benznidazol é eficaz
principalmente quando utilizado para tratar a fase aguda, apresentando cerca de
70% de taxa de cura mas menos de 20% na fase cronica da doenca (Coura et al.,
2012). Devido a sua limitada absor¢do gastrointestinal é necessario a administracédo
de elevadas doses desse farmaco (Lamas et al., 2006), podendo ocasionar efeitos
adversos como manifestacées de hipersensibilidade, depressédo da medula 6ssea e
polineuropatia periférica (revisto em Oliveira et al., 2008). As reacfes adversas
podem levar a interrup¢ao do tratamento antes de completar o esquema terapéutico
(Cancado, 2002; Coura & De Castro, 2002).

Nesse contexto, € fundamental o entendimento dos mecanismos envolvidos
na patogénese da doenca, e a busca por novas estratégias terapéuticas mais

eficazes e menos toxicas.

Nifurtimox Benzonidazol

Figura 2. Estruturas quimicas de Nifurtimox e Benznidazol.

Reproduzido de Maximiano et al., 2010.

1.2.2. Novas alternativas terapéuticas
Apesar do grande numero de compostos avaliados experimentalmente, ainda
€ um desafio encontrar um tratamento capaz de resultar em cura parasitologica e

impedir os danos causados pela progressdo da doenca. Algumas estratégias
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terapéuticas tém se mostrado promissoras em testes pré-clinicos, como os inibidores
da biossintese de ergosterol (Molina et al., 2000; Urbina & Docampo, 2003),
derivados nitroimidazolicos (Bahia et al., 2012) e imunomoduladores (Marino et al.,
2004; Kroll-Palhares et al., 2008; Waghabi et al., 2009; Vilar-Pereira et al., 2012).

Uma vez que o T. cruzi é dependente de ergosterol, enzimas envolvidas no
metabolismo desta molécula tém sido investigadas como potenciais alvos para
guimioterapia, ha mais de vinte anos (Docampo et al., 1981; Urbina et al., 1988;
revisto em Urbina, 2009). A enzima mais bem estudada é a C14a-esterol demetilase
(CYP51), que cataliza a remog&o do grupo metil C14 resultando no acumlo de 14a-
metil esterdis (Lepsheva et al., 2011; Yu et al., 2015). Os estudos de inibidores da
CYP51 resultaram em dois compostos triazélicos que foram submetidos a ensaios
clinicos de fase Il para o tratamento de paciente crénicos: posaconazol - estudos
(StopChagas - NCTO01377480 e Chagasazol - NCT01162967) e ravuconazol -
estudos com E1224 (pro-farmaco do ravuconazol) (NCT01489228) (Torrico, 2013).
Contudo, a eficacia destes compostos nas doses e tempos de tratamento testados
foi baixa, indicando a necessidade de mais estudos para testar diferentes doses e
tempos de tratamento a fim de alcancar os efeitos desejados (revisto em Urbina,
2014 e em Saloméo & De Castro, 2017).

Derivados nitroimidazoélicos sdo uma classe farmacoldgica de compostos que
possuem atividade contra tripanossomas (Sokolova et al., 2010). Estudos mostram
gue o fexinidazol possui efeito tanto sobre a fase aguda, quanto sobre a fase cronica
da infeccdo experimental pelo T. cruzi, apresentando efeito sobre cepas resistentes
ao benznidazol (Bahia et al., 2012). Além disso, em doses elevadas o tratamento
com fexinidazol mostrou ser mais eficaz que o benznidazol sobre a taxas de cura e
prevencao da inflamacgéo cardiaca. O fexinidazol foi submetido a testes clinicos de
fase Il, na Bolivia, para pacientes portadores da doenca de Chagas em fase cronica
indeterminada. Os resultados foram promissores demonstrando que em doses
baixas 0 composto apresentou alta eficacia, seguranca e tolerabilidade aceitaveis
(DNDi, 2017).

Diversas citocinas e quimiocinas apresentam papel importante na resposta
inflamatoria durante a infeccdo pelo T. cruzi. Estudos mostram que pacientes
infectados apresentam elevados niveis de TGF-B quando comparados a individuos
saudaveis, além disso, a concentracdo desse fator se encontra ainda maior em

pacientes que possuem a forma cardiaca em comparagédo a pacientes com a forma
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indeterminada da doenca (Araujo-Jorge et al., 2002). O TGF-B tem sido apresentado
como potencial alvo terapéutico. O bloqueio via de TGF-B inibie a proliferacdo e
diferenciacdo de formas intracelulares, como demonstrado em estudos in vitro
(Waghabi et al., 2007). J& in vivo, a inibicdo da sinalizacdo por TGF-g foi capaz de
reduzir a parasitemia, melhorar a sobrevida e a conducdo elétrica no coracdo de
camundongos em modelo de DC aguda experimental (Waghabi et al., 2009).

Outra citocina que apresenta potencial como alvo terapéutico é o fator de
necrose tumoral (TNF) que também se encontra elevado durante a infeccéo e esta
relacionado a gravidade da cardiomiopatia chagasica crbnica (Ferreira et al., 2003;
Pereira et al., 2014). O uso da pentoxifilina, um inibidor da sintese de TNF-a, foi
capaz de reduzir os sinais de depressdo em camundongos C57BL/6 infectados que
apresentaram niveis de TNF elevados (Vilar-Pereira et al.,, 2012). No coracdo, o
tratamento com pentoxifilina em combinacdo com o benznidazol, reduziu a
parasitemia e carga parasitaria, diminuiu a expressao génica de TNF e niveis de
TNFR1 e apresentou efeitos benéficos sobre as anormalidades elétricas, sendo

capaz de melhorar a fungéo cardiaca (Vilar-Pereira et al., 2016).

1.3. Alteracdes no sistema nervoso central na doenca de Chagas

Apesar da cardiomiopatia ser a principal manifestacao clinica da DC alteracdes
no SNC também séo observadas. O T. cruzi invade celulas gliais incluindo astrécitos
e células da microglia, enuanto que neurdnios sdo raramente infectados (Revisto por
Machado et al., 2012). Na fase aguda pode ocorrer a meningoencefalite e na fase
cronica podem ocorrer o acidente vascular cerebral e danos cognitivos (revisto por
Pittella, 1993; Carod-Artal et al., 2007; revisto por Py, 2011).

1.3.1. Meningoencefalite

A meningoencefalite € uma grave manifestacdo neurolégica da DC que ocorre
durante a fase aguda, atingindo principalmente criancas e pessoas
imunossuprimidas na reativacdo da doenca, podendo levar a morte dos pacientes
(Pittella, 1993; Py, 2011). Andlises histologicas de cortes de cérebro humano
mostraram encefalite com presenca de nodulos inflamatérios compostos por células
mononucleares, células da glia e ninhos de T. cruzi (Pittella, 1993). Além disso, foi
descrito em outro estudo em ratos, que o parasito consegue proliferar em células do

sistema nervoso como 0s astrécitos, e que grande parte dos ninhos e ndédulos
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inflamatorios estdo localizados na substancia cinzenta, provavelmente pela maior
densidade capilar da regido (da Mata et al., 2000).

Algumas moléculas foram descritas como importantes no desenvolvimento da
meningoencefalite na DC. Algumas citocinas, como o TNF, sdo capazes de romper a
barreira hematoencefélica (BHE) (De Vries et al., 1997). Dessa forma, é possivel que
durante a fase aguda da DC ocorra o rompimento da BHE, ja que altos niveis de
TNF séo produzidos (Revisto por Machado et al., 2012).

Em modelo experimental da DC foi visto que camundongos C3H/HE
infectados pela cepa Colombiana apresentam meningoencefalite apenas na fase
aguda da doenca, com infiltrado de linfécitos, principalmente células T CD8* nao co-
localizadas com antigenos de T. cruzi (Silva et al., 1999a). Outro estudo mostrou
que receptores VLA-4 e VLA-5, fribronectina e laminina podem estar relacionados
com a entrada e migragdo de células inflamatérias no SNC (Silva et al., 1999b).
Ainda, utilizando camundongos C3H/HE infectados pela cepa Colombiana foi
observado aumento da expressdo de VCAM-1 em vasos sanguineos rodeados por
células inflamatérias VLA-4*, levando a meningoencefalite durante a fase aguda da
DC experimental. Nesse modelo de estudo, experimentos funcionais demonstraram
o papel da via VLA-4/VCAM-1 na entrada de células inflamatérias no SNC (Roffé et
al., 2003).

A BHE compreende células endoteliais, pericitos, membrana basal e
astrocitos, tendo as células endoteliais cerebrais, grande importancia na regulacéo
da permeabilidade da BHE (Rubin & Staddon, 1999). Uma das células alvo durante
a infeccao pelo T. cruzi sdo os astrocitos, que sao as células gliais mais abundantes
no SNC (Da Mata et al., 2000). Utilizando camundongos C3H/He infectados pela
cepa Colombiana, susceptiveis a meningoencefalite, o pré-tratamento com IFNy
aumentou a infeccdo dos astrdcitos, apesar de induzir aumento da producdo de
oxido nitrico (NO). O efeito de aumento da infecgdo de astrocitos foi bloqueado pelo
uso de anti-TNF (anticorpo Infliximab) e parcialmente bloqueado por L-NAME,
inibidor de NO, sugerindo que o IFNy estimula a infeccéo de astrocitos pelo T. cruzi,
0 que pode contribuir para a persisténcia do parasito no SNC durante a DC (Silva et
al., 2015).
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1.3.2. Acidente Vascular Cerebral

O comprometimento do SNC na DC também esta associado a acidentes
vasculares encefélicos (Carod-Artal et al., 2007). Fendmenos tromboembdlicos
ocorrem com frequéncia nos pacientes com insuficiéncia cardiaca congestiva,
podendo estar relacionados ao acidente vascular cerebral (AVC). Evidéncias
mostram que 17,5% de pacientes com DC apresentam AVC associado com a
presenca de trombos nas camaras cardiacas (Aras et al., 2003). No entanto, 25%
dos casos de AVC na DC néo estao relacionados com o cardioembolismo (Carod-
Artal et al., 2005, 2010). Cerca de 38,4% individuos assintomaticos mas com
moderada disfuncdo do ventriculo esquerdo, desenvolvem o AVC, poendo ser o
AVC isquémico a primeira manifestacéo clinica da DC nestes pacientes (Carod-Artal
et al.,2011).

Estudos recentes sugerem o envolvimento da resposta imune na isquemia
cerebral, incluindo eventos que desencadeiam a interrupcdo do fluxo sanguineo
vascular, e dano cerebral (Meisel et al., 2005). A resposta imune gerada, mediada
por IFN-y e TNF, pode facilitar a contracdo e aumento da susceptibilidade do
cérebro a isquemia (Faraco et al., 2013). Um importante mediador da disfuncdo
endotelial € o fator de transcricdo pro-inflamatério NF-kB, expresso por células
endoteliais e leucdcitos, que leva a transcricdo de genes pro-inflamatérios como a
VCAM-1 e E-selectina (Csiszar et al., 2008). Isquemia cerebral induz a expressao de
TNF, IL-18, IL-6 e Oxido nitrico sintase induzivel (iINOS) (Maddahi & Edvinsson,
2010). Foi demonstrado que a reducdo da expressao dos fatores de transcri¢do
GATA-3 e FoxP3, bem como da citocina IL-10 e a alta expresséao de IFN-y, TNF e
INOS, estdo associados ao risco aumentado de AVC e morte em pacientes na fase
cronica da DC (Guedes et al., 2016).

1.3.3. Dano cognitivo na doenca de Chagas
Diversos estudos sustentam a existéncia de alteracbes comportamentais em
pacientes com a forma crénica da DC (revisto em Silva et al., 2010). Porém,
altercdoes associadas ao aprendizado podem estar relacionadas com o baixo nivel
de escolaridade, podendo influenciar as interpretacdes nos estudos em pacientes
(Py, 2011). A depressdo na DC tem sido associada principalmente com a baixa

qualidade de vida em pacientes, apesar de estudos em animais sugerirem um papel
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da inflamac&o no surgimento de sintomas depressivos, tanto na infeccdo aguda
guanto na crbénica causada pelo T. cruzi (Ozaki et al., 2011)

Citocinas inflamatérias tém sido apontadas como desencadeadoras de
comportamento depressivo (Maes et al., 2009). Estudos em modelos experimentais
demonstram que a infeccdo pelo T. cruzi infection resulta em comportamento
depressivo induzido por citocina independente da inflamacdo do SNC.
Camundongos C3H/He que sao suceptiveis a meningoencefalite, na fase aguda
com parasitismo persistente no SNC, bem como camundongos C57BL/6 que sao
resistentes a inflamagdo no SNC, quando infectados pela cepa Colombiana
apresentaram sinais de depressao nas fases aguda e cronica da DC. O tratamento
com inibidor da receptacdo de serotonina (fluoxetina), ou com benznidazol
interrompeu 0 comportamento depressivo causado pela infeccdo. Em
camundongos C57BL/6 a infec¢do crbnica gerou aumento dos niveis de TNF no
soro mas nao no SNC. O uso de moduladores de TNF (infliximab — anticorpo anti-
TNF e pentoxifilina) foi capaz de reduzir sinais de comportamento depressivo na
infecgao experimental pelo T. cruzi (Vilar-Pereira et al., 2012).

Camundongos C57BL/6 cronicamente infectados pela cepa Colombiana
apresentavam sinais de depressao como imobilidade em testes de suspenséo de
cauda e nado forcado, ansiedade quando submetidos ao teste de labirinto elevado
e teste de campo aberto, e comprometimento da coordenacdo motora no teste de
rotarod. Porém estes animais ndo mostraram dano neuromuscular, nem alteracao
da temperatura e peso, sugerindo que a depressdo observada ndo estava
associada ao “sickness behaviour” (Vilar-Pereira et al., 2015). O “sickness
behaviour” corresponde a mudancas psicolégicas e comportamentais, como
consequéncia da resposta imune inata associada com infec¢cdes por diferentes

patdgenos ou trauma tecidual (revisto por Dantzer, 2009; Maes et al., 2009).

1.4. Alteracdes da microcirculagéo na DC

1.4.1. Alteragdes microvasculares cardiacas
A patogénese da cardiomiopatia chagasica € resultado de diversos processos
fisiopatoldgicos, levando a disfuncédo cardiaca apesar da parasitemia reduzida na
fase cronica da doenca. As lesBes microvasculares, constantemente presentes na

evolucdo da DC experimental, tém sido observadas antes do aparecimento de

12



degeneracgédo ou fibrose miocardicas significativas (Morris et al., 1989). As alteracdes
microvasculares, como microaneurismas, constricdo vascular, agregacao plaquetaria
e formacdo de trombos, parecem ter papel importante no desenvolvimento das
alteracbes cardiacas (revisto em Rossi et al.,, 2010). Estudos sugerem que a
inflamacdo de microvasos cardiacos relacionada a infec¢do pelo T. cruzi induz a
sintese de citocinas pro-inflamatérias, moléculas de adeséo vascular e moléculas
vasoativas como endotelina (ET-1) e tromboxano Az (TXA2) (Petkova et al., 2009;
Ashton et al., 2007; Martins et al., 2013).

As alteracbes de permeabilidade nos capilares cardiacos associadas a
congestdo, estase e infiltracdo de células mononucleares e a vasoconstricao,
caracterizaram o primeiro sinal de comprometimento microvascular durante a DC
experimental (Torres, 1941). Estudo clinico de pacientes portadores de
cardiomiopatia chagasica crbnica demonstrou reducdo do lumen vascular com
aumento da espessura da intima e hipertrofia da média, congestdo venosa e
dilatacdo dos capilares no miocardio, sugerindo que a isquemia pode ser um
mecanismo envolvido na progressado da cardiomiopatia chagéasica crénica (Laranja
et al., 1956). Estudos experimentais em camundongos mostraram diversas
alteracdes nos vasos coronarianos, como constricdo vascular focal, formacdo de
microaneurismas, dilatacdo e proliferacdo microvascular (Facto et al.,, 1985).
Necrose miocitolitica focal e difusa e aumento da espessura da membrana basal de
capilares e evidencias de hipdxia tecidual também foram observadas na DC (Rossi
& Carobrez, 1985; Ferrans et al., 1988).

1.4.2. Alteracdes microvasculares cerebrais

As alteracbes microcirculatérias cerebrais na DC, descritas em humanos
(Carod-Artal et al.,, 2010) podem ser um dos mecanismos envolvidos no
desenvolvimento do AVC. Em modelo experimental de DC aguda nosso grupo
demonstrou pela primeira vez, que a infeccdo pelo T. cruzi leva a diminuicdo da
densidade capilar funcional cerebral, aumenta o rolamento (“rolling”) e adeséo de
leucécitos nas vénulas cerebrais, resulta na formagdo de agregados plaquetérios.
Além disso, a infeccdo causa disfuncdo endotelial, como avaliado pela resposta a
acetilcolina. Esses resultados sugerem a participagdo das alteracoes

microvasculares nas manifestacdes nervosas da DC (Nisimura et al., 2014).
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1.5. Interacéao leucocito-endotelio

No SNC a resposta inflamatéria € iniciada no plexo coroide, localizado nos
ventriculos cerebrais é o responsavel pela formacdo do liquido cefalo raquidiano
(LCR), e o primeiro regulador da resposta imune no SNC. O plexo coroide é
formado por uma camada de células epiteliais que formam uma barreira fisica entre
o parénquima do plexo que é altamente vascularizado e o LCR produzido por essas
células. Células inflamatdria que migram das vénulas para o parénquima do plexo
coroide, sdo impedididas de atingir o LCR pela barreira fisica de células epiteliais.
Durante a neuroinflamacéo as propriedades dessa barreira sao alteradas pela acéao
de quimiocinas, facilitando a passagem de células imunes residentes para o LCR.
Células dendriticas residentes induzem a secrecdo de citocinas pro-inflamatérias
pelos leucécitos dentro do LCR. A partir desse momento, 0S vasos sanguineos
tornam-se inflamados induzindo uma segunda onda de migracéo de células imunes,
agora, através da BHE (revisto em Pinheiro et al., 2016).

O processo de migracao transendotelial de leucécitos através da BHE resulta
de uma combinacdo entre moléculas de adeséo celular e de sinalizacdo, expressas
tanto pelas células endoteliais do tecido quanto pelas préprias células inflamatdrias.
Este processo envolve as etapas de rolamento, adesdo e diapedese de leucdcitos
através da camada endotelial das vénulas (Minshall & Malik, 2006; revisto em
Pinheiro et al., 2016).

A permeabilidade vascular é regulada por mediadores inflamatoérios que sao
secretados por células ativadas e que atuam também sobre a resposta inflamatoria.
Dentre os mediadores inflamatérios, as quimiocinas, citocinas, moléculas de adeséo
celular e o NO, participam desses processos (Pantoni et al., 1998; McQuaid &
Keenan, 1997).

As moléculas de adesédo celular mais importantes no endotélio sdo a VCAM-
1, responsavel por mediar a adesao de linfocitos, monacitos, eosinoéfilos e basofilos
ao endotélio vascular, e ICAM-1, importante para estabilizagdo de interagdes célula-
célula e responsavel por facilitar a transmigragédo de leucdcitos através do endotélio
vascular em processos inflamatérios (Etienne-Mannevill et al., 1999; revisto em
Barreiro et al., 2002; revisto em Pinheiro et al., 2016). ICAM-1, mas ndo VCAM-1, é

expressa de maneira constitutiva em células em repouso. Ambas as moléculas sao
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induzidas pela ativacdo de citocinas proé-inflamatérias como IL-1 e TNF (Carlos &
Harlan, 1994).

A expressdo de ICAM-1 se encontra aumentada no endotélio vascular do
SNC de camundongos C3H/He e C57BL/6 durante a infeccdo aguda pelo T. cruzi.
Ja a expressdo de VCAM-1 no endotélio vascular se encontra aumentada em
camundongos C3H/He, mas ndo em C57BL/6, durante a infeccdo aguda.
Experimentos de bloqueio demonstraram o papel funcional de VCAM-1 e VLA-4 no
desenvolvimento da meningoencefalite (Roffé et al., 2003).

Outra importante proteina envolvida na migracdo e infiltragcdo de células
inflamatorias € a proteina quimioatrativa de mondcitos MCP-1 (CCL2) (revisto em
Pinheiro et al., 2016). Em modelo de DC aguda foi descrito que camundongos
knock-out para MCP-1 apresentavam maior nimero de ninhos de amastigotas, e
namero reduzido de infiltrado de leucdcitos no tecido cardiaco e no figado quando
comparados a animais ndo infectados. Além disso, macrofagos peritoneais de
camundongos knock-out para MCP-1 mostraram atividade tripanossomicida
reduzida (Paiva et al., 2009).

1.6. Oxido nitrico e o endotélio vascular

O endotélio vascular sintetiza o oxido nitrico, um mediador com acao
vasodilatodora e inibidor da agregacao plaquetéria, a partir de L-arginina pela acéo
da enzima oxido nitrico sintase (NOS). O NO atua na regula¢éo do ténus vascular,e
pressdo sanguinea, previne a agregacdo plaquetartia e inibe a proliferacdo de
células musculares lisas da parede vascular. NO participa ainda da geracdo de
anions superoxido, levando a formacdo de espécies reativas de oxigénio que estao
associadas a alteracdes vasculares em diversas patologias. No endotélio,
encontramos duas formas de NOS, a oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) e a
oxido nitrico sintase induzivel (INOS). A eNOS ¢é altamente regulada,
constitutivamente ativa e dependente de multiplos fatores, incluindo Ca?*,
fosforilagdo em mudltiplos residuos e modificagdes lipidicas pos traducionais. A
producéo de NO ocorre principalmente a partir do estresse de cisalhamento causado
pelo fluxo sanguineo sobre as células endoteliais (shear stress). A INOS € expressa
em resposta ao estimulo imunologico e € regulada ao nivel transcricional,
produzindo altos niveis de NO (Sessa, 2004; Moncada & Higgs, 2006).
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Na DC ja foi descrito que altos niveis de NO sdo produzidos pela iNOS,
atuando sobre o controle do parasita (Silva et al., 2003). Além disso foi descrito em
modelo experimental de DC crénica usando macacos rhesus que altos niveis séricos
de NO estéo associados a gravidade da cardiomiopatia chagéasica (Carvalho et al.,
2012). Foi demonstrado ainda, uma reducdo na expressao e funcdo de eNOS e
reducdo do relaxamento vascular dependente de NO na aorta de animais infectados
pelo T. cruzi (Silva et al., 2016).

1.7. Estatinas

As estatinas sado drogas utilizadas na clinica para hipercolesterolemia, devido
a inibicdo da 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) redutase, enzima
necessaria para a biossintese de colesterol, que catalisa a reducdo de HMG-CoA
para mevalonato. Sendo assim, apresentam efeitos importantes na prevencao de
doencas cardiovasculares.

Os primeiros inibidores da biossintese de esterdis foram descobertos em
1971 em culturas de fungo Penicillium citrinum, que produziam uma substancia
inibidora da biossintese de colesterol, com capacidade de promover disfuncao
metabolica na biossintese de esterdis e/ou isoprendides em microorganismos que
necessitavam desses compostos para o seu crescimento (Endo, 1992).

A mevastatina foi a primeira substancia isolada, a partir de Pythium ultimum.
Devido a sua toxicidade hepatica seu desenvolvimento clinico foi interrompido
(Endo, 2009). Em seguida, a lovastatina foi isolada de Aspergillus terreus e
Monascus ruber, se diferenciando da mevastatina pela substituicdo de um grupo
metil. A lovastatina se mostrou muito eficaz na inibicdo da HMG-CoA redutase, e por
nao apresentar efeitos hepatotdxicos foi aprovada para uso terapéutico pela Food
and Drug Administration (FDA) em 1987 (Campo & Carvalho, 2007).

Atualmente contamos com diversas estatinas, tanto de origem natural, quanto
modificadas quimicamente. Essa classe de drogas se tornou a mais eficiente na

reducéo dos niveis de colesterol (Liao & Laufs, 2005).

16



Mevastatina Lovastatina

Figura 3: Estruturas quimicas de Mevastatina e Lovastatina.
Reproduzido de Banco de Dados de Quimica — Open Chemistry Database
(Pubchem).

1.7.1. Efeitos pleiotropicos

Estudos recentes mostram que as estatinas além da inibicdo da sintese do
colesterol, possuem efeitos pleiotropicos, como a melhora da funcdo endotelial,
aumento da estabilidade das placas aterosclerdticas, diminuicdo do estresse
oxidativo e da inflamacéo, além de inibir a resposta trombogénica (revisto em Bedi et
al., 2016)

As estatinas, inibindo a HMG-CoA redutase, também inibem a sintese de
isoprendides, que funcionam como ancoras de lipidios para a modificacdo pos-
traducionais de diversas proteinas importantes para a sinalizacao intracelular como
proteina G, laminas nucleares e proteinas ligantes de guanosinas trifosfato (GTP),
Ras e também Rho, Rab, Rac, Ral e Rap (Van Aelst & D’Souza-Schorey, 1997).
Dados experimentais mostram evidéncias de que a inibicdo da isoprenilacdo de Rho
€ responsavel por muitos dos efeitos ndo dependentes de colesterol das estatinas,
como acao sobre células da parede vascular (Singh et al., 1999) e sobre leucdcitos
(Mundy et al., 1999).

O endotélio vascular € importante para regulacdo da contratilidade da parede
vascular controlando o fluxo sanguineo, na regulacdo da resisténcia vascular e na
modulacdo da resposta inflamatoria. Uma caracteristica importante da disfungéo
endotelial € a diminuicdo da sintese e atividade do NO derivado de endotélio, ja que
atua sobre o relaxamento vascular (revisto em Liao & Laufs, 2005), inibicdo da
agregacao plaquetéaria (Radomski et al., 1992), proliferacdo do musculo liso vascular
(Garg & Hassid, 1989), e interacdo leucdcito-endotélio (Gauthier et al., 1995).
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Estudos mostram que as estatinas sdo capazes de restaurar a fungdo endotelial
antes de alcancarem uma reducéao significativa nos niveis de colesterol (Anderson et
al., 1995, O’Driscoll et al., 1997). Ainda, estatinas sdo capazes de restaurar a
atividade da eNOS na presenca de hipoxia, condi¢do que leva a disfuncdo endotelial
(Laufs et al., 1997).

Estudos recentes sugerem que as estatinas possuem propriedades anti-
inflamatorias, podendo reduzir o numero de células inflamatérias capazes de
penetrar no espaco subendotelial para formar placas ateroscleréticas (Vaughan et
al., 2000; Ross, 1999). Tal mecanismo ainda ndo foi completamente elucidado, mas
parece estar relacionado a inibicdo de moléculas de adeséo celular como a ICAM-1,
envolvida no recrutamento de células inflamatérias (Niwa et al., 1996).

Andlise dos dados de testes clinicos utilizando estatinas para o tratamento do
acidente vascular cerebral (AVC), mostraram evidencias de que as estatinas séo
capazes de reduzir a frequéncia do AVC, mesmo quando o evento ndo esta
relacionado aos altos niveis de colesterol (Crouse et al., 1998). Esses efeitos
benéficos podem estar ligados aos efeitos pleiotrépicos sobre a funcao endotelial e
plaguetaria (revisto em Liao & Laufs, 2005).

O tonus cerebrovascular e o fluxo sanguineo séo regulados pelo NO derivado
de endotélio. Estudos experimentais utilizando camungondos que nao produzem
eNOS (eNOS~"), mostram que esses camundongos apresentam infartos cerebrais
mais graves apés a oclusdo (Huang et al.,, 1996). Camundongos tratados
profilaticamente com estatinas exibiram maior fluxo sanguineo cerebral e menor
area de infarto apds a oclusdo cerebrovascular. Porém, nao foi observado aumento
do fluxo sanguineo cerebral, nem neuroprotecdo em camundongos que nao
possuiam eNOS (Endres et al.,, 1998). Sendo assim, os efeitos benéficos das
estatinas sobre o AVC, devem estar relacionados a sua capacidade de regular a

expressao e atividade da eNOS (revisto em Liao & Laufs, 2005).

1.7.2. Efeitos na doenca de Chagas experimental

Os efeitos pleiotropicos das estatinas sobre a DC vem sendo estudados
desde 1993, quando Urbina e colaboradores mostraram que o tratamento com
lovastatina quando combinado com cetoconazol era capaz de potencializar os
efeitos tripanossomicidas do cetoconazol tanto in vitro quanto in vivo durante a

infeccdo aguda pelo T. cruzi.
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Estudos mostraram que o tratamento de caes infectados pelo T. cruzi com
sinvastatina, aumentou a parasitemia mas reduziu os niveis de interferon-y (IFN-y) e
TNF tanto no soro quanto no tecido cardiaco. Obsevou-se reducdo da inflamacéo e
da fibrose cardiaca durante a infeccdo aguda e fases iniciais da infecédo cronica da
DC experimental (Melo et al., 2011). Em outro estudo, foi verificado que o tratamento
com sinvastina foi capaz de reduzir a parasitemia, e aumentar a sobrevida dos
animais, além de diminuir o infiltrado inflamatério no tecido cardiaco e reduzir a
expressdo de mediadores inflamatorios em modelo experimental de DC aguda em
camundongos (Silva et al, 2012).

Foi descrito ainda o efeito da lovastatina sobre formas epimastigotas de T.
cruzi nas quais o tratamento, foi capaz de causar lise celular devido a
despolarizacdo mitocondrial, aumento da concentracdo de calcio no citosol e
permeabilizagdo da membrana do reservossoma, um mecanismo referido como
‘necroptose” (Kessler et al., 2013).

A fim de estudar o efeito in vitro das estatinas sobre a ativacdo endotelial
durante a interagdo com o T. cruzi, culturas de células endoteliais foram tratadas
com sinvastatina e benznidazol antes da interacdo com o T. cruzi. Ambas as drogas
preveniram o aumento da expressao de E-selectina, ICAM-1 e VCAM-1, através da
diminuicdo da ativacdo da via de NF-kB, mostrando que o tratamento resultou na
prevencdo da ativacdo endotelial induzida pela infeccdo por T. cruzi (Campos-
Estrada et al., 2015).

1.8. Justificativa

Cerca de 7 milhGes de pessoas no mundo estdo infectadas pelo T. cruzi
(WHO, 2017). Apesar da cardiomiopatia ser a principal manifestacdo da doenca a
meningoencefalite € uma importante manifestacdo em criancas durante a fase
aguda da doenca e em pacientes imunodeprimidos em situacdo de reagudizacao.
Alteracdes vasculares, incluindo alteracées da microcirculacdo ocorrem no ceérebro
de pacientes com doenca de Chagas (Carod-Artal et al., 2010). Em 2014, nosso
grupo demonstrou importante microvasculopatia cerebral, com alteracdo da
microcirculagcdo funcional em modelo experimental de infeccdo aguda pelo T. cruzi
em camundongos. Nesse contexto, € importante a busca de estratégias terapéuticas

gue possam minimizar os danos causados pelo T. cruzi sobre as alteragdes
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microvasculares cerebrais. As estatinas apresentam efeito tripanossomicida (Urbina
et al., 1993) e anti-inflamatdério no coracdo de animais infectados pelo T. cruzi (Silva
et al., 2012) e apresentam efeito protetor da microcirculagcdo no cérebro em modelo
experimental de maléaria cerebral (Reis et al., 2012). O benznidazol é a droga
referéncia para o tratamento da DC com potente acdo tripanossomicida e é
fundamental o entendimento do efeito desta droga sobre a microvasculopatia
cerebral. Assim, no presente estudo nos propomos a avaliar no cérebro de
camundongos infectados pelo T. cruzi o efeito do tratamento com lovastatina e
benznidazol sobre a microcirculacdo funcional cerebral e moléculas envolvidas na

interacao leucdcito-endotelio e migracéo de células inflamatorias.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar o efeito da lovastatina e do benznidazol sobre a microcirculacdo cerebral,
moléculas envolvidas na migracdo de células inflamatorias, em modelo experimental

de doenca de Chagas aguda em camundongo.

2.2 Objetivos Especificos

1. Avaliar o efeito do tratamento com lovastatina, benznidazol em monoterapia ou
em combinacdo com lovastatina sobre parametros parasitoldgicos (parasitemia e

parasitismo) e clinicos durante a infeccao.

2. Investigar o efeito da lovastatina, benznidazol e da combinacdo das duas drogas

sobre a microcirculacao funcional cerebral utilizando microscopia intravital.

3. Avaliar o efeito dos tratamentos propostos sobre o fluxo sanguineo cerebral total
através da fluxometria (Laser Speckle).

4. Avaliar o efeito dos tratamentos sobre o infiltrado de células inflamatérias no

tecido cerebral através de imuno-histoquimica.

5. Investigar através de Western blot, o efeito da lovastatina sobre a expressao de
moléculas envolvidas na inflamacéo cerebral (MCP-1,VCAM-1 e ICAM-1) e na

funcéo endotelial (eNOS) no cérebro dos animais.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Camundongos machos Swiss Webster (18-20 g) foram obtidos do Instituto de
Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos (ICTB, FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil). Os
animais foram mantidos com agua e racao ad libitum e apos 7 dias de adaptacdo em
estantes com temperatura e umidade controladas, foram inoculados
intraperitonealmente com 104 formas tripomastigotas da cepa Y do T. cruzi (Tc Il)
(Zingales et al., 2009). A eutanasia dos animais foi realizada no 15° dia pds-infeccao
(dpi), em 8 experimentos independentes, contendo de 3 a 5 animais por grupo.
Todos os procedimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica no uso de
animais (Licencas LW-40/13 e L-021/2016).

3.2 Tratamento

Os farmacos utilizados em monoterapia, ou em combinagdo foram
benznidazol (BZ) (Lafepe) e lovastatina (LOV) (Sandoz). O tratamento foi realizado
por 14 dias consecutivos, com inicio no dia seguinte a infec¢do (1 dpi). As drogas
foram administradas nas seguintes doses: 20 mg/kg/dia lovastatina (Silva et al,
2012), 100 mg/kg/dia benznidazol (Olivieri et al., 2002), dose recomendada para
animais, 50 mg/kg/dia benznidazol (BZ/2) (Cevey et al., 2015)

e combinacdo LOV+BZ/2. Os animais foram divididos em dez grupos:

NINT: n&o infectados e néo tratados
NI+LOV: ndo infectados e tratados com 20 mg/kg/dia lovastatina
NI+BZ: ndo infectados e tratados com 100 mg/kg/dia benznidazol
NI+BZ/2: ndo infectados e tratados com 50 mg/kg/dia benznidazol
NI+LOV+BZ/2: n&o infectados e tratados com 20 mg/kg/dia lovastatina + 50
mg/kg/dia benznidazol
YNT: infectados e néo tratados
Y+LOV: infectados e tratados com 20 mg/kg/dia lovastatina
Y+BZ: infectados e tratados com 100 mg/kg/dia benznidazol
Y+BZ/2: infectados e tratados com 50 mg/kg/dia benznidazol
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Y+LOV+BZ/2: infectados e tratados com 20 mg/kg/dia lovastatina + 50 mg/kg/dia

benznidazol

3.3 Avaliacéo da parasitemia, peso e sobrevida

A parasitemia foi acompanhada diariamente a partir do 5 dpi segundo o
meétodo de Pizzi-Brenner (Brener, 1962), a pesagem foi realizada 3 vezes por
semana e a sobrevida foi monitorada diariamente até 15 dias pos-infeccéo (dpi). As
analises foram realizadas em 8 experimentos independentes com 3-5 animais por

grupo experimental.

3.4 Escore clinico

Os animais foram acompanhados clinicamente através de um escore clinico
(Reis et al., 2012; Irwin, 1968) no qual foi atribuida uma pontuacdo de acordo com a
resposta do animal aos seguintes parametros: alteracdo das fezes (sélidas ou
pastosas = normal, liquida = alterado), lacrimacdo, fechamento das pélpebras,
atividade locomotora (auséncia de mobilidade na parte traseira do corpo ao se
locomover), temperatura corporal (avaliagdo de aumento de temperatura de maneira
comparativa, através do contato com o dorso da mao do operador), alerta (escape
ao toque), forca ao agarrar (perda de forca ao agarrar na grade da caixa avaliado
pela acdo do operador em tentar remover o animal), abdomem contraido, alteracao
na respiracdo (respirando mais rapido ou mais lento que o normal), piloerecdo e

tbnus corporal. Para cada alteracao observada foi atribuido um ponto.

3.5 Microscopia intravital

A microcirculacdo cerebral foi analisada através de microscopia intravital
(Microscopio Olympus BX5-1WL, Melville,NY, EUA) do leito vascular cerebral nos
animais controle, e infectados em 15 dpi. Os animais foram anestesiados
intraperitonealmente com solucdo de xilazina (10 mg/kg) e quetamina (75 mg/kg) e
foi realizada uma craniotomia para a criacdo de janela craniana. Em seguida,

injetou-se 100yl dextran 5% conjugado a FITC pela veia da cauda dos animais para
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gue o leito vascular pudesse ser analisado. As imagens foram adquiridas com o
programa Archimed 3.7.0 e as contagens de capilares espontaneamente
perfundidos foram realizadas com oculares em aumento de 100x através do
software Saisam (Microvision, Franca) (Araujo et al., 2012; Nisimura et al., 2014).

Foi quantificado o nimero de capilares espontaneamente perfundidos (vasos
com diametro menor que 10 um). Para cada campo, foi feita a contagem de
capilares durante um minuto, obtendo-se ao final o nimero de capilares por mm2.
Foram quantificados os capilares que estavam continuamente perfundidos por
FITC/dextran e a quantificacéo foi expressa como densidade capilar funcional média
(Araujo et al., 2012; Nisimura et al., 2014).

Utilizando-se injecdo de 100ul de rodamina 6G (0,3 mg/kg) via intravenosa,
analisamos o rolamento e adesdo de leucdcitos nas vénulas da microcirculagéo,
com aumento de 200x. Trés secc¢des de segmentos de vénulas aleatorias (30 a 100
um de didmetro e 100 um de comprimento) foram observadas. Foram considerados
leucdcitos rolando, aqueles que atravessaram 100 um em tempo menor do que as
heméacias durante 30 segundos de observacdo (Araujo et al., 2012; Nisimura et al.,
2014).

3.6 Fluxometria a laser

A partir da janela craniana descrita acima, foi realizada a avaliacdo do fluxo
sanguineo cerebral do cortex cerebral através de laser speckle com contraste de
imagem — LSCI (Perimed, Estocolmo, Suécia), em o comprimento de onda de 785
nm (Cordovil et al., 2012; Eriksson et al., 2014).

Apds a microscopia intravital, com o animal ainda anestesiado, 0 mesmo foi
colocado debaixo do feixe de raios laser a uma distancia de 10 cm (recomendada
pelo fabricante) entre a superficie cerebral e o emissor de luz laser. As imagens
foram analisadas utilizando o software do mesmo fabricante (PIMSoft, Perimed,

Estocolmo, Suécia) sendo ajustadas para gravar 16 imagens por segundo.
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3.7 Andlise histoldgica por coloracdo com hematoxilina e eosina

Apesar do estudo ser focado em 15 dpi, realizamos a analise histologica do
cérebro dos animais em 8 (pico da parasitemia), 15 (microvasculopatia e estresse
oxidativo no cérebro) (Nisimura et al., 2014) e 22 dpi (presenca de fibrose cardiaca)
(Oliveira et al., 2012), para a caracterizacdo do modelo de estudo. Os cérebros
foram removidos e seccionados pelo plano sagital e congelados em nitrogénio
liquido. Foram feitos cortes de 7 um de espessura utilizando um criostato Leica CM
1850 cryostat (Leica, Wetzlar, Alemanha). As laminas contendo os cortes foram
fixadas em acetona (Merck) resfriada a -20°C por 10 minutos, e depois lavadas duas
vezes em PBS (Gibco, LifeTechnologies). Os cortes foram corados com hematoxilina
de Mayer (Hematoxilina 0,1%; lodato de sodio 0,02%; Alimen de amobnia ou
potassio 5%; &cido citrico 0,1% e Hidrato de Cloral 5%) durante 20 minutos. E
desidratados em diluicbes seriadas de etanol. Posteriormente, foram corados com
Eosina-Floxina (Eosina 0,1%; Floxina 0,001%:; Acido acético glacial 0,004% em
alcool etilico 95%) durante 2 minutos, lavados rapidamente em alcool 95%,
desidratados em banhos de alcool absoluto, clarificadas em banhos de xilol e as
laminas montadas em meio de montagem. As andlises foram realizadas através de
microscopia de campo claro para avaliacdo da presenca de ninhos e de células

inflamatorias (Microscopio Zeiss).

3.8 Imuno-histoquimica

Os ceérebros dos animais foram coletados em 15 dpi, congelados em
isopentano resfriado por nitrogénio liquido e mantidos em nitrogénio liquido até a
utilizacdo. Os cérebros foram seccionados pelo plano sagital em cortes de 7 ym de
espessura utilizando um criostato Leica CM 1850 cryostat (Leica, Wetzlar,
Alemanha). Os cortes foram fixados em acetona (Merck) resfriados a -20°C por 10
minutos, e depois lavados duas vezes em PBS (Gibco, LifeTechnologies) com 0,1%
de Tween 20 (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). Em seguida, foi feito o bloqueio de
peroxidase endégena em PBS contendo 3% de peroxido de hidrogénio PA
(ProQuimio) e 0,3% de soro de carneiro, por um tempo de 20 minutos a temperatura
ambiente e depois lavados duas vezes com PBS. Os receptores Fcy dos cortes
foram bloqueados por 20 minutos com a solucao de bloqueio do Kit Immpress HRP

25



anti-rat IgG (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA). Em seguida, os cortes
foram lavados com PBS e incubados separadamente com anticorpos primarios feitos
em rato contra o receptor de superficie F4/80 de macréfagos e células da microglia
(BioLegend, San Diego, CA, EUA) e contra a molécula de superficie CD3 presente
em linfécitos (BioLegend, San Diego, CA, EUA), os dois foram usados na
concentracdo de 1:300, por 16-18 horas a 4°C. Ap0Os esse tempo, os cortes foram
lavados trés vezes em PBS e foram colocados na solu¢éo contendo anti-IgG de rato,
marcada com peroxidase e adsorvida em camundongo, presente no Kit Immpress
HRP (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA). Em seguida, os cortes foram
lavados e revelados utilizando o kit DAB Peroxidase Substrate, 3'3
diaminobenzidine, (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA). Foram realizados
dois experimentos independentes sendo n=3 por grupo experimental. Imagens foram
capturadas no microscépio Zeiss Axioskop 2 Plus fluores-cent por com uma camera

digital Zeiss AxioCam HRc e utilizando o programa Axio-vision 4.8.

3.9 Extracdo e dosagem de proteinas

Cem miligramas de tecido encefalico (tendo sido removido o cerebelo e bulbo
olfatorio) dos animais foram pesados e adicionados em 1 ml de tampéo de lise [Tris
HCI 25 mM, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, NaF 50 mM, NasVOs4 1 mM, 1% Triton X-
100, 1 mM  fenilmetilsulfonil fluoridro (PMSF) em H2O, pH 7,6] acrescido de
inibidores de protease e fosfatase (Sigma-Aldrich) seguido por sonicagao.

A dosagem de proteinas foi feita atraves de espectofotometria utilizando o kit
BCA (Thermo Scientific Pierce), conforme as instru¢des do fabricante. A absorbancia
do total de proteinas das amostras foi comparada a curva padrdao de BSA. Os

extratos foram mantidos a -80°C.

3.10 Western Blot

Entre 20 e 100 pg de proteinas foram diluidas em tampao de amostra
composto por 80 mM Tris-HCI pH 6,8, 2% SDS, 12% glicerol, 5% B-mercaptoetanol
e 0,05% azul de bromofenol, submetidas a acdo do temperatura de 100°C por 5

minutos e aplicadas em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio
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(SDS-PAGE) Gel de empacotamento (stacking): 5% Bis/Acrilamida, 0,19M Tris (pH8,
8), 0,2% SDS, 0,1% persulfato de aménio e 0,1% TEMED; Gel de corrida: 10% ou
12 % Bis/Acrilamida; 0,37M Tris (pH6, 8); 0,2 % SDS; 0,1 % persulfato de amdnia e
0,04% TEMED). O campo elétrico de 100 Volts foi aplicado sobre esse gel o que
separou as proteinas de acordo com seu peso molecular.

Apos eletroforese, as amostras foram transferidas para membrana de
nitrocelulose. Para inibir as ligacdes dos anticorpos com proteinas inespecificas foi
feito bloqueio destas ligacbes com solugcdo contendo TBST (Tris 50 mM, NaCl
150mM, Tween 20 0,1%) e 5% de leite em p6 desnatado (Molico) por 1 hora. Como
controle interno utilizamos o GAPDH (Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase). Os
anticorpos primarios foram incubados overnight a 4°C, com excessdo do anticorpo
anti GAPDH que foi incubado por 1 h a temperatura ambiente, assim como o0s
anticorpos secundérios. Todos os anticorpos foram diluidos em solucéo de bloqueio.
As especificacdes com relacdo ao uso dos anticorpos encontram-se na Tabela 1. A
revelacdo da peroxidase foi realizada por quimioluminescéncia, utilizando-se o kit
Super Signal West Pico (Thermo Scientific) e filmes de Raios-X. A densitometria foi

realizada com o programa Image Studio Lite Ver 4.0.

Tabela 1. Anticorpos e diluicdes utilizadas no Western blot

Fabricante | Diluicdo | Concentragdo de proteina

Anticorpo primario IgG de Abcam 1:1000 20ug
cabra anti ICAM-1

Anticorpo primario IgG de Abcam 1:1000 20ug
coelho anti VCAM-1

Anticorpo primario IgG de Abcam 1:1000 20ug
coelho anti MCP-1

Anticorpo primario IgG de Abcam 1:1000 100ug
coelho anti eNOS

Anticorpo primario IgG de Ambion 1:40000 -
camundongo anti GAPDH

Anticorpo secundario de cabra | Thermo 1:10000 -
anti- IgG de coelho conjugado | Scientific

a peroxidase

Anticorpo secundario de cabra | Thermo 1:10000 -
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anti- IlgG camundongo

conjugado a peroxidase

Scientific

3.11 Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o teste one-way ANOVA

(p6s teste Tukey) ou teste t ndo pareado (Mann-Whitney), os valores p<0,05 foram

considerados estatisticamente significativos. Os calculos foram realizados utilizando

software excel e prisma.
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4  RESULTADOS

4.1 Efeito do tratamento com lovastatina e benznidazol sobre parasitemia,

peso e sobrevida

Camundongos Swiss Webster inoculados com 104 formas tripomastigotas da
cepa Y do T. cruzi por via intraperitoneal ndo tratados (YNT), apresentaram alta
parasitemia com o pico ocorrendo no 8 dpi (Figura 4A). No grupo Y+LOV, tratado
com 20 mg/kg/dia lovastatina, houve tendéncia de aumento dos niveis de
parasitemia em relacdo ao grupo infectado e néo tratado (YNT), enquanto no grupo
infectado tratado com 100 mg/kg/dia, Y+BZ a parasitemia foi zerada
(acompanhamento por microscopia de luz). Nos grupos Y+BZ/2 (50 mg/kg/dia BZ) e
Y+LOV+BZ/2 a parasitemia foi muito baixa. Observamos uma diminuicdo no peso
dos animais durante a infeccdo pelo T. cruzi. Em 10 dpi os animais YNT pesavam
em média 31,2 g, enquanto que os animais controles pesavam em média 35,5g. Os
tratamentos ndo foram capazes de recuperar o peso dos animais que apresentaram:
Y+LOV 30,5 g, Y+BZ 30,9 g, Y+BZ/2 30,4 g e Y+LOV+BZ/2 31,2 g, todos
significativamente menores (p < 0.05), em relacdo ao grupo controle ndo infectado
nao tratado (NINT). Essa reducdo no peso dos animais foi mantida até 15 dpi (Figura
4B).

O inicio da mortalidade ocorreu em 13 dpi e somente 36% dos animais
infectados nao tratados (YNT) e 40% dos animais infectados tratados com
lovastatina (Y+LOV) sobreviveram até 15 dpi (Figura 4C). Os tratamentos com
benznidazol nas duas doses utilizadas foram capazes de inibir a morte dos animais
e a combina¢do com lovastatina manteve o efeito do benznidazol.

As analises foram realizadas em 8 experimentos independentes com 3-5

animais por grupo experimental.

4.2 Efeito do tratamento com benznidazol e sua associacdo a lovastatina

sobre sinais clinicos durante a infecgdo aguda pelo T. cruzi

Nossos resultados mostraram que os animais infectados pelo T. cruzi ndo

tratados ou tratados com lovastatina, apresentaram alteracdes clinicas progressivas,
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enquanto animais controle ndo infectados néo tratados ndo exibiram nenhum sinal
de alteracao clinica (Figura 5A). Constatamos que ndo haviam alteracdes clinicas no
pico da parasitemia (8 dpi). As alteracbes comecaram a ser observadas no 9 dpi. No
10 dpi a média da pontuacédo do grupo YNT foi de 0,5, enquanto a pontuacdo do
grupo infectado tratado com lovastatina foi de 0,8. No 15 dpi os animais YNT
pontuavam 3,2 enquanto os Y-LOV pontuaram 3,4. Ou seja, 0s sinais clinicos
desses grupos foram se agravando progressivamente até a morte do animal. Os
animais infectados tratados com benznidazol (50 ou 100 mg/kg/dia) e em associa¢éo
com a lovastatina ndo apresentaram pontuacdao (0), ou seja, nenhum sinal de
alteracdo clinica durante a infeccéo aguda por T. cruzi.

As analises foram realizadas em 8 experimentos independentes com 3-5

animais por grupo experimental.
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Figura 4: Caracterizacdao do modelo experimental (Swiss Webster/cepaY), mostrando a
parasitemia dos animais infectados (A), variagao do peso (B) e sobrevida (C). NI: nao
infectado, Y: infectados, NT: ndo tratados, LOV: tratados com lovastatina, BZ: tratados
com benznidazol (100mg), BZ/2: tratados com benznidazol (50mg), dpi: dias pés
infecgdo. Os dados sao apresentados como médiatdesvio padrdao de 8 experimentos
independentes. One-Way ANOVA, pés teste: Tukey. n=5/grupo/experimento
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Figura 5: Escore Clinico para caracterizagido do grau das alteragées clinicas. Grafico da
pontuagao dos animais (D) e tabela dos parametros analisados (E). NI: nao infectado, Y:
infectados, NT: nao tratados, LOV: tratados com lovastatina, BZ: tratados com
benznidazol (100mg), BZ/2: tratados com benznidazol (50mg), dpi: dias pds infecgado. Os
dados sdo apresentados como médiatdesvio padrido de 8 experimentos independentes.
One-way ANOVA, pds teste: Tukey. n=5/grupo/experimento



4.3 Efeito do tratamento com benznidazol e de sua associacdo a lovastatina
sobre a densidade capilar funcional cerebral durante a infeccdo aguda

pelo T. cruzi.

A videomicroscopia intravital permite a visualizagcdo dos capilares
espontaneamente perfundidos marcados por FITC-dextran como pode ser
observado na Figura 6 A-F. Nossos resultados (Figura 6G e Tabela 2) demonstraram
gue os animais infectados nao tratados (YNT) apresentaram redu¢do no niamero de
capilares espontaneamente perfundidos no cérebro em 15 dpi (quando comparados
ao grupo controle néo infectado nao tratado (NINT). Os animais infectados tratados
com lovastatina nao apresentaram alteracdo no numero de capilares
espontaneamente perfundidos quando comparados ao YNT. Esta rarefacdo capilar
funcional ndo foi observada nos animais infectados tratados com 100 mg/kg/dia
benznidazol (Y+BZ), 50 mg/kg/dia benznidazol (Y+BZ/2) (Figura 6E) e 50 mg/kg/dia
de benznidazol em associacdo a lovastatina (Y+LOV+BZ/2) em 15 dpi, sugerindo
gue benznidazol é capaz prevenir a reducdo da densidade capilar funcional mesmo
quando metade da dose é utilizada. A lovastatina ndo altera o efeito benéfico do

benznidazol sobre este parametro, quando em combinacdo com essa droga.
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Figura 6: Analise da densidade capilar funcional por microcospia intravital, mostrando
os capilares no cérebro dos animais em 15 dpi. Setas indicam capilares nao
perfundidos. Grafico indica nimero de capilares espontaneamente perfundidos (G). NT:
nao tratados, LOV: tratados com lovastatina, BZ: tratados com benznidazol (100mg),
BZ/2: tratados com benznidazol (50mg), dpi: dia pdés infeccdo. Os dados sao
apresentados como a médiatdesvio padrdo de 4 experimentos independentes. *
(comparagcao com NT néo infectado); # (comparagao com NT infectado). * ou #: p<0.05,
** ou ##: p<0.01, *** ou ##H: p<0.001. One-Way ANOVA, pods teste: Tukey.
n=3-4/grupo/experimento



4.4 Efeito do tratamento com benznidazol e de sua associacdo com a
lovastatina sobre as interacdes leucécito-endotélio na microcirculacéo

cerebral durante a infeccdo aguda pelo T. cruzi.

A analise por microscopia intravital mostrou aumento da interacdo leucocito-
endotélio nas vénulas cerebrais nos animais infectados (Figura 7 A-F). As andlises
do rolamento de leucdcitos (Figura 7G e Tabela 2) demonstraram que o grupo YNT
apresentou aumento de cerda de 6 vezes no numero de leucdcitos rolando nas
vénulas quando comparados ao grupo controle NINT. O grupo Y+LOV néao
apresentou alteragcdo quando comparado ao grupo YNT, porém os grupos Y+BZ,
Y+BZ/2 e Y+LOV+BZ/2 apresentaram numero reduzidos de leucécitos rolando
quando comparados ao grupo YNT, mostrando que estes esquemas de tratamentos
foram capazes de impedir o rolamento de leucdcitos.

As analises de adesdo de leucdcitos (Figura 7H e Tabela 2) demonstraram
gue o numero de leucdcitos aderidos nas vénulas cerebrais foi superior nos animais
YNT, cerca de 12 vezes maior do que no grupo NINT. O grupo Y+LOV e Y+BZ/2 néo
apresentaram alteracdo no numero de leucdcitos aderidos quando comparados a
YNT. J& os grupos Y+BZ, Y+LOV+BZ/2 apresentaram reducdo deste parametro
guando comparados ao grupo YNT.

Esses resultados sugerem que o tratamento com benznidazol na dose de 100
mg/kg/dia, e 50mg/kg/dia de benznidazol associados a lovastatina sdo capazes de
impedir o aumento tanto do rolamento quanto da adesao leucocitaria, que ocorrem
em animais infectados pelo T. cruzi. Vale ressaltar que apenas o rolamento de
leucdcitos foi reduzido no grupo Y+BZ/2, mas ndo a adeséo, quando comparado ao
grupo YNT, sugerindo que a combinacdo das drogas, apesar da tendéncia de
reducdo no grupo Y+BZ/2, é mais eficaz que o tratamento apenas com 50mg/kg/dia

do benznidazol sobre a interacao leucécito-endotélio.
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Figura 7: Analise da interagao leucocito-endotelio por microcospia intravital, mostrando
a presenca de leucocitos nas venulas do cérebro dos animais em 15 dpi. Grafico indica
numero de leucocitos rolando (G) e nuamero de leucocitos aderidos (H). NI: nédo
infectado, Y: infectados, NT: ndo tratados, LOV: tratados com lovastatina, BZ: tratados
com benznidazol (100mg), BZ/2: tratados com benznidazol (50mg), dpi: dias pos
infec¢cdo. Os dados sdo apresentados como médiatdesvio padrdao de 4 experimentos
independentes. * (comparagcao com NT nao infectado); # (comparag¢ao NT infectado). *
ou #: p<0.05, ** ou ##: p<0.01, *** ou ###: p<0.001. One-Way ANOVA, pos teste: Tukey.
n=3-4/grupo/experimento



4.5 Resumo dos resultados de microscopia intravital

Tabela 2 - Densidade capilar funcional e interacdo leucécito endotélio por

microscopia intravital 15 dias po6s infeccdao.

Grupos Numero de capilares Numero de Numero de
espontaneamente leucdcitos rolando leucdcitos
perfundidos (média * (média * desvio aderidos (média
desvio padréo) padrao) * desvio padréo)
NINT 648,8 + 113,9 2725 0,5+0,7
NI+LOV 698,3 £ 98,7 20+21 0,5+0,7
NI+BZ 752,5 £67,2 0,5+0,2 0,3+0,3
NI+BZ/2 762,5 £ 55,5 1,2+0,5 0,3+0,3
NI+LOV+BZ/2 728,7 £ 45,5 1,0£1,0 0,4+05
YNT 471,3+732™ 158+4,8™ 6,2+3,6™
Y+LOV 5439+722" 155+£7,4™ 6,3+4,2™
Y+BZ 742,5 + 40,5 ## 3,2+1,0%# 1,2 +1,2##
Y+BZ/2 682,2 + 31,0 ## 6,4 +1,8## 3,3+1,6
Y+LOV+BZ/2 715,7 + 61,8 ## 3,9 +2,4## 21+12*#

* quando comparados a NINT; # quando comparados a YNT sendo * ou # p<0,05, **
ou ## p<0,01, *** ou ### p<0,001

4.6 Efeito do tratamento com benznidazol e sua associacdo com a lovastatina

sobre o fluxo sanguineo cerebral durante a infec¢cédo aguda pelo T. cruzi.

O fluxo sanguineo cerebral foi medido através do Laser Speckle, sendo os
resultados apresentados como unidades arbitrarias de perfusdo (APUs) (Figura 8).
Os valores basais do fluxo sanguineo cerebral total do grupo NINT (Figura 8A) foi
218,1 + 34,6 APUs. Em 15 dpi, foi observada uma diminuicdo no fluxo sanguineo
cerebral total nos animais YNT (Figura 8B) que chegou a 162,7 + 30,7 APUs. Os
grupos Y+LOV e Y+BZ/2 ndo apresentaram alteracdo nesse parametro quando
comparado ao grupo YNT apresentando fluxo sanguineo de 151,6 + 24,7 e 195,2 +
24,5 APUs, respectivamente. Ja os grupos Y+BZ (Figura 8D) e Y+LOV+BZ/2 (Figura
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8F) apresentaram maior fluxo sanguineo cerebral quando comparados ao YNT,
(221,23 + 25,70; 195,19 + 24,47; 224,46 + 23,68), sugerindo que esses tratamentos
foram capazes de impedir a diminuicdo do fluxo sanguineo cerebral total nos

animais infectados. Os resultados estao expressos como a média + desvio padrao.
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Figura 8: Fluxometria através do Laser Speckle, mostrando o fluxo sanguineo no
cérebro dos animais em15 dpi. As cores quentes indicam areas com maior fluxo
sanguineo e cores frias areas com menor fluxo sanguineo. Grafico indica fluxo
sanguineo cerebral através de unidade arbitraria de perfusao (APU) (G). NI: nao
infectado, Y: infectados, NT: nao tratados, LOV: tratados com lovastatina, BZ: tratados
com benznidazol (100mg), BZ/2: tratados com benznidazol (50mg), dpi: dias pés
infeccao. Os dados sao apresentados como médiatdesvio padrao de 3 experimentos
independentes. * (comparagao com NT nao infectado); # (comparagao NT infectado). 1
simbolo: p<0.05, 2 simbolos: p<0.01, 3 simbolos: p<0.001. One-Way ANOVA, pés teste:
Tukey. n=3-4/grupo/experimento



4.7 Efeito do tratamento com benznidazol e sua associacdo com a lovastatina
sobre o numero de células F4-80" e CD3* no tecido cerebral de animais
infectados pelo T. cruzi.

O foco do presente estudo foi o dpi 15, por ser o tempo em que ocorrem as
principais alteragbes da microcirculagdo cerebral na DC aguda experimental
(Nisimura et al., 2014). No entanto, para a caracterizacdo do modelo de estudo,
realizamos a analise de cortes histolégicos corados com H&E do tecido cerebral de
animais nao infectados e infectados pelo T. cruzi em 8, 15 e 22 dpi. Nossos
resultados demonstraram a presenca de ninhos de amastigotas no 15 dpi (Figura
9D) e a presenca de noédulos de resolucdo com células inflamatérias circundando
ninhos de amastigotas em 22 dpi (Figuras 9E e F).

Como observamos aumento do rolamento e adesdo de leucdcitos nas
vénulas cerebrais bem como, a presenca de células inflamatérias no cérebro dos
animais infectados, procuramos avaliar as populacbes de células inflamatérias
(linfécitos e macréfagos) no tecido cerebral e o efeito dos tratamentos com
lovastatina e benznidazol.

Observamos que a populacdo de células CD3* se encontrava elevada no
grupo YNT em 15 dpi (Figura 10B) quando comparado ao controle NINT (Figura
10A). O tratamento com lovastatina resultou em uma tendéncia de reducdo do
namero de células CD3* em relacdo ao grupo YNT. No entanto, todos os
tratamentos que envolveram benznidazol (Figura 10D-F) foram capazes reduzir, de
fato, o nimero de células CD3* quando comparados ao grupo YNT. Mostrando
assim, que esses esquemas de tratamento foram eficazes na reduc¢do do numero de
linféctiso no tecido cerebral e que a lovastatina ndo alterou o efeito do benznidazol.

Ao analisamos a quantidade de células F4-80* verificamos que a infeccéo
pelo T. cruzi causa um aumento no nimero de células F4-80* no tecido cerebral em
15 dpi (Figura 11B) quando comparado ao grupo NINT (Figura 11A). Esse aumento
foi prevenido por todos os esquemas de tratamento propostos (Figura 10C-F),
mostrando que foram eficazes na reducdo do numero de macrofagos no tecido

cerebral e que a lovastatina nao alterou o efeito do benznidazol.
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Fgura 9: Analise de cortes histolégicos do tecido cerebral de animais nao infectados
(A,C,E) e infectados no 8°(B), 15°, mostrando em destaque a presenga de ninhos de
parasitas (D) e 22°dpi, mostrando a presenga de nédulo inflamatério em resolugéao
indicado pela seta (F). NI: ndo infectados, Y: infectados pelo T.cruzi. n=3-4/grupo
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Figura 10: Analise do numero de células CD3+ por imunohistoquimica no encéfalo dos
animais em 15 dpi (A-F). Grafico indica o numero de células marcadas por mm? (G). A
marcagcdao em marrom indicada pelas setas mostra as células CD3+ NT: nao tratados,
LOV: tratados com lovastatina, BZ: tratados com benznidazol (100mg), BZ/2: tratados
com benznidazol (50mg), dpi: dias pds infec¢do. Os dados sao apresentados como
médiatdesvio padrdao de 2 experimentos independentes. * (comparagdao com NT nao
infectado); # (comparacao NT infectado). * ou #: p<0.05, ** ou ##: p<0.01, *** ou ###
p<0.001. One-Way ANOVA, pos teste: Tukey. n=3/grupo/experimento
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Figura 11: Analise do numero de células F4-80+ por imunohistoquimica no encéfalo dos
animais em 15 dpi (A-F). Grafico indica o namero de células marcadas por mm? (G). A
marcagao em marrom indicada pelas setas mostram as células F4-80+ NT: nao tratados,
LOV: tratados com lovastatina, BZ: tratados com benznidazol (100mg), BZ/2: tratados
com benznidazol (50mg), dpi: dias pés infeccdo. Os dados sdo apresentados como
médiatdesvio padrdao de 2 experimentos independentes. * (comparagdo com NT nao
infectado); # (comparagao NT infectado). * ou #: p<0.05, ** ou ##: p<0.01, *** ou ###:
p<0.001. One-Way ANOVA, poés teste: Tukey. n=3/grupo/experimento



Tabela 3 - Quantificacao de células inflamatdrias no tecido cerebral

Grupos Numero de células CD3* Numero de células F4-80*
(média * desvio padrao) (média + desvio padrao)
NINT - 0,3+0,2
NI+LOV - 0,4+0,1
NI+BZ - 0,3+0,1
NI+BZ/2 - 0,2+0,1
NI+LOV+BZ/2 - 0,3+0,2
YNT 47+45™ 21+12™
Y+LOV 1,8+1,3 1,2+0,5#
Y+BZ 0,1+0,1## 0,6 + 0,3 ##
Y+BZ/2 0,7+15# 0,5+0,2##
Y+LOV+BZ/2 0,2+0,2# 0,9+0,2%#

* quando comparados a NINT; # quando comparados a YNT sendo * ou # p<0,05, **
ou ## p=<0,01, *** ou ### p<0,001

4.8 Efeito do tratamento com lovastatina sobre moléculas envolvidas na
interacao leucocito-endotelio e na migracédo de células inflamatorias para

o tecido encefélico durante a infec¢cdo aguda pelo T. cruzi.

Uma vez que observamos aumento da interacdo leucocito-endotélio e
aumento do infiltrado de células CD3+ e F4-80+, avaliamos a expressao das
moléculas ICAM-1, VCAM-1 e MCP-1.

A andlise da expressdo de ICAM-1 (Figura 12A), VCAM-1 (Figura 12B) MCP-
1 (Figura 12C) foi realizada por Western Blot. A expressao de ICAM-1 aumentou
com a infecgéo e ndo reduziu apos o tratamento com lovastatina. Observamos uma
tendéncia de aumento na expressdao de VCAM-1 em camundongos infectados
guando comparado ao controle ndo infectadoem 15 dpi e apds o tratamento com
lovastatina houve uma tendéncia de diminuigcdo da expressdo dessa proteina. Ndo

verificamos alteragéo nos niveis de MCP-1 durante a infecgéo.
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Para essa andlise foram utilizados n = 3-4 animais por grupo em dois

experimentos independentes.

4.9 Efeito do tratamento com lovastatina sobre a expressao proteica da oxido
nitrico sintase endotelial no tecido encefalico durante a infeccdo aguda

pelo T. cruzi.

Sabendo-se que NO esta envolvido na regulacdo do ténus vascular, e que
nesse modelo ocorre disfuncdo endotelial e estresse oxidativo no cérebro dos
animais infectados (Nisimura et al., 2014) buscamos estudar se havia alteracao na
expressdo da eNOS. Enzima responsavel pela sintese de éxido nitrico no endotélio
e pelo controle do tdnus vascular. A analise da expressédo da eNOS (Figura 13), foi
realizada por Western Blot. A infeccdo aguda causada pelo T. cruzi aumentou a
expressdo dessa proteina no cérebro dos animais infectados em 15 dpi, no entanto
o tratamento com lovastatina néo teve efeito sobre essa alteragao.

Para essa analise foram utilizados n=3-4 animais por grupo em dois

experimentos independentes.
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Figura 12: Western Blot do tecido encefalico mostrando o efeito da infec¢do pelo
T.cruzi sobre expressao de proteinas envolvidas na migragao de células inflamatoérias:
ICAM-1 (A), VCAM-1 (B), e MCP-1 (C) em 15 dpi. NI: nao infectado, Y: infectados, NT: nao
tratados, LOV: tratados com lovastatina, dpi: dias pés infecgdo. Os dados séao
apresentados como médiatdesvio padrdao de 2 experimentos independentes. One-Way
ANOVA, pos teste: Tukey. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 n=3-4/grupo/experimento
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Figura 13: Western blot do tecido encefalico mostrando o efeito da infeccado pelo T.cruzi
sobre expressao da oxido nitrico sintase endotelial em 15 dpi. NI: nao infectado, Y:
infectados, NT: ndo tratados, LOV: tratados com lovastatina, dpi: dias pos infecgao. Os
dados sao apresentados como médiatdesvio padrao de 2 experimentos independentes.
One-Way ANOVA, péds teste: Tukey. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001



5 DISCUSSAO

No presente estudo investigamos o papel da lovastatina (LOV) e do
benznidazol (BZ) em monoterapia ou em combinacdo, sobre a microvasculopatia e
inflamacédo no cérebro de camundongos Swiss Webster durante a infeccdo aguda
com a cepa Y de T. cruzi. Avaliamos o numero de capilares espontaneamente
perfundidos, o fluxo sanguineo cerebral, a interagdo leucoécito-endotélio (rolamento e
adesdao), infiltrado inflamatério e expressdo de moléculas envolvidas na migracao e
de células inflamatérias e da enzima eNOS responsavel pela producdo de NO e
controle da fungéo endotelial.

A infeccdo de animais machos com 104 formas tripomastigotas da cepa Y,
resultou no pico da parasitemia em 8 dpi e em uma taxa de sobrevida de 36% em 15
dpi, corroborando resultados prévios de estudos utilizando o mesmo modelo
(Menezes, 1968; Nisimura et al., 2014).

Os protocolos de tratamento foram adaptados a partir de estudos prévios do
efeito de estatinas e benznidazol bem como de terapias combinadas, durante a fase
aguda da DC experimental (Urbina et al., 1993; Silva et al., 2012). Os tratamentos
foram iniciados 1 dia apés a infeccdo e mantidos diariamente até 15 dpi.

O tratamento com LOV (20 mg/kg/dia) apresentou uma tendéncia de aumento
na parasitemia e ndo alterou a sobrevida dos animais infectados em comparacao
com os animais infectados ndo tratados, corroborando os dados de Urbina e
colaboradores (1993). Quando o tratamento foi realizado apenas com BZ (50
mg/kg/dia) observamos expressiva reducédo da parasitemia. A combinacdo de LOV
com BZ (50 mg/kg/dia), também reduziu expressivamente a parasitemia, sugerindo
gue a lovastatina ndo alterou o efeito do BZ. Da mesma forma, assim como o
tratamento com BZ nas duas concentracdes, o tratamento combinado resultou em
100% de sobrevida dos animais infectados em 15 dpi. Urbina e colaboradores
(1993), estudando o efeito da terapia combinada de LOV com cetoconazol,
demonstraram que LOV potencializou o efeito de cetoconazol, utilizando o0 mesmo
esquema de tratamento do presente estudo. Uma vez que a menor dose de BZ
utilizada no presente estudo, foi capaz de praticamente zerar a parasitemia em 8 dpi

e manter 100% dos animais vivos em 15 dpi, estudos utilizando doses menores de
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BZ em combinagdo com LOV na dose utilizada no presente estudo, estdo em
andamento, para que possamos avaliar um possivel efeito sinérgico da LOV.

O tratamento com sinvastatina também na dose de 20 mg/kg/dia em modelo
de DC aguda utilizando camundongos C57BL/6 infectados com a cepa Colombiana,
ao contrario do observado no presente estudo, foi capaz de reduzir a parasitemia e
aumentar a sobrevida dos animais infectados e tratados (Silva et al., 2012).

Nossos dados demonstraram que o tratamento com BZ em sua dose usual
(100 mg/kg/dia) foi capaz de zerar a parasitemia quando realizamos o tratamento
abortivo (iniciado com 24 h de infecgdo), similar ao observado em estudos prévios
utilizando o mesmo modelo em que o tratamento foi realizado imediatamente apds a
infeccdo (Olivieri et al., 2006; Guedes-da-Silva et al., 2016). Ja o tratamento com a
metade da dose de BZ (50 mg/kg/dia) resultou em reducédo expressiva da
parasitemia mas nao zerou. Trabalhos do nosso grupo utilizando o mesmo modelo
experimental, demonstraram que o tratamento com 62,5 mg/kg/dia de benznidazol
(Bz) iniciado um dia antes do pico da parasitemia (7 dpi), reduziu mas também né&o
zerou a parasitemia (Olivieri et al., 2002). Em um estudo de fase aguda tardia, o
tratamento de camundongos C57BL/6 infectados com a cepa CL do T. cruzi, com BZ
nas doses de 10 e 30 mg/kg/dia foi capaz de reduzir a parasitemia mas nao foi
capaz de zerar a mesma, o que foi observado no tratamento com a dose usual de
100 mg/kg/dia (Khare et al., 2015).

Verificamos também uma reducédo no peso de todos os animais infectados e
nao tratados, porém tal reducdo ndo foi impedida por nenhum dos tratamentos
utilizados. Os animais infectados apresentaram redu¢do no peso entre 10 a 15 dpi,
conforme previamente descrito em modelo de infeccdo aguda pela cepa Y em
camundongos Swiss Webster (Garzoni et al., 2004; Waghabi et al., 2009; Nisimura
et al., 2014).

A andlise de sinais clinicos caracteristicos de infeccdo aguda foi realizada
através da aplicacdo do escore (Irwin, 1968; Reis et al., 2012). Os sinais avaliados
foram alteracdo das fezes, lacrimacdo, fechamento das palpebras, atividade
locomotora, temperatura corporal, alerta (escape ao toque), forca ao agarrar,
abdomem contraido, taxa de respiracdo, piloerecdo e tbnus corporal. Os animais
infectados nao tratados comecaram a apresentar alteracdoes nos parametros clinicos

em 9 dpi, assim como os animais tratados com LOV. Todos os esquemas de
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tratamento envolvendo BZ foram capazes de impedir o aparecimento dessas
alteracodes.

O presente estudo demonstrou que ha alteracdo na microcirculacéo funcional
cerebral na DC aguda experimental através de microscopia intravital, conforme ja
descrito anteriormente pelo nosso grupo (Nisimura et al., 2014). Nossas analises
mostraram diminuicdo do numero de capilares espontaneamente perfundidos e
aumento do rolamento e adesé&o de leucocitos no cérebro dos animais infectados em
15 dpi. O tratamento com LOV em monoterapia apresentou uma tendecia de
melhora da densidade capilar funcional mas néo teve efeito sobre o aumento da
interacdo leucocito-endotélio induzidos pela infeccdo, ao contrario do que foi
observado em modelo experimental de malaria cerebral em camundongos
infectados com P. berghei (Reis et al., 2012). Neste modelo de maléria cerebral o
tratamento com LOV na mesma dose utilizada em nosso estudo, foi capaz de
reverter os danos microcirculatérios cerebrais, reduzindo a rarefacdo capilar
funcional e reduzindo rolamento e adesdo de leucécitos causados pela infeccéo
(Reis et al., 2012). Porém neste estudo, o tratamento foi iniciado apds os animais
apresentarem sinais clinicos, ou seja, 3 ou 6 dias ap0s a infec¢cdo com P. berghei o
gue corresponderia ao 9 dpi no nosso estudo e ndo 1 dpi. Apesar da LOV ser uma
droga com acdo anti-inflamatéria (Liao & Laufs, 2005), em nosso modelo, ndo foi
capaz de reduzir a inflamag¢do microvascular no cérebro dos animais. JA BZ em
ambas as doses utilizadas e em combinacdo com LOV foi capaz de prevenir a
diminuicdo da densidade capilar funcional e o aumento do rolamento e adeséo de
leucdcitos. O tratamento com 50 mg/kg/dia de BZ em monoterapia apresentou
tendéncia em impedir o aumento da adesdo leucocitaria induzida pela infeccéo,
porém quando combinado com LOV apresentou uma reducdo significativa no
numero de leucécitos aderidos ao endotélio vascular, assim como o tratamento com
100 mg/kg/dia de BZ. Estes resultados sugerem que a combinagdo com LOV é
benéfico capaz de potencializar o efeito da droga tripnocida quando utilizada em
dose reduzida.

Outra metodologia utilizada em nosso estudo foi a fluxometria, que analisa em
tempo real o fluxo sanguineo cerebral através de um equipamento de contraste de
imagem a laser denominado laser speckel (LSCI). Essa técnica permite a analise do
fluxo sanguineo em superficies extensas sem a necessidade de administrar

marcadores sistémicos. O LSCI mede a velocidade média das hemacias, a perfusao
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e 0 comportamento vascular do tecido desejado (Cordovil et al., 2012). Neste
estudo, foi possivel avaliar pela primeira vez o fluxo sanguineo cerebral (FSC) em
modelo experimental de DC através de LSCI. Observamos uma diminui¢cdo no FSC
dos animais infectados pelo T. cruzi em 15 dpi. Foi ainda, a primeira vez que foi
avaliado o efeito de tratamentos quimioterapicos sobre o FSC em animais infectados
pelo T. cruzi. Apesar da LOV ter efeitos benéficos sobre a funcéo vascular (Liao e
Lauf et al., 2005), em nosso modelo esse tratamento ndo teve efeito sobre a
diminuicao do fluxo sanguineo cerebral induzida pela infeccdo. Quando combinamos
LOV com a dose usual do BZ verificamos que o tratamento foi capaz de prevenir a
diminuicdo do fluxo sanguineo cerebral total. O tratamento com metade da dose de
BZ em monoterapia ndo foi capaz de prevenir alteracbes no fluxo sanguineo
cerebral, apesar de uma tendéncia de melhora ter sido observada. Sugerindo que a
combinacdo entre as drogas apresenta efeitos benéficos sobre as alteracdes da
microcirculacdo cerebral. No contexto da DC humana, alternativas que favorecam a
reducdo da dose usual de BZ poderiam contribuir para a diminuicdo dos efeitos
adversos desta droga, que algumas vezes levam o0s pacientes a descontinuarem o
tratamento (Castro et al., 2006).

Os acidentes vasculares cerebrais que ocorrem devido a infec¢éo pelo
T. cruzi sédo principalmente do tipo isquémico podendo estar associados a arritmias,
falha congestiva, aneurisma apical e trombo mural. Porém podem ainda ser
independentes da cardiomiopatia (Carod-Artal et al., 2005, 2007). Nesse contexto,
uma possivel explicacdo poderia ser o comprometimento da microcirculacéo, ja
descrito na DC em humanos (Carod-Artal et al., 2010), e do fluxo sanguineo
cerebral. Apesar de nossos dados demonstrarem através de microscopia intravital,
intensa alteragéo da microcirculagao funcional cerebral com aumento de rolamento e
adesdo de leucécitos e diminuicdo do numero de capilares espontaneamente
perfundidos, durante a fase aguda da DC, eles sugerem que a vasculopatia cerebral
pode contribuir para as alteragbes do SNC observadas na DC durante a fase
cronica. Nesse sentido, pretendemos futuramente avaliar tais alteragbes durante
esta fase da doenca.

A meningoencefalite na DC aguda apesar de rara, € uma importante
manifestacdo principalmente em criancas e pessoas imunossuprimidos (Pittela,
1993). Em humanos caracterizada pela distribuicdo multifocal de células

inflamatorias e pela presenca de nodulos inflamatorios em resolucao (Pittella, 1993;
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Silva et al.,, 1999a; Da Mata et al., 2000). Nossos dados de caracterizagdo do
modelo de estudo, demonstraram que no tecido cerebral dos animais infectados
(ratos) a partir de 15 dpi, é possivel observar ninhos de amastigotas e em 22 dpi a
presenca de nddulos inflamatérios em resolugdo com células inflamatérias ao redor
destes ninhos (Da Mata et al., 2000). Através de imuno-histoquimica, avaliamos em
15 dpi a presenca de células CD3* (linfocitos) e F4-80* (macrofagos e células da
microglia) no cérebro dos animais. Verificamos que as duas populacfes estdo
presentes em grande quantidade no tecido cerebral de animais infectados. N&o
observamos células CD3* nos animais ndo infectados, porém, mesmo que raras,
nos animais nao infectados, células F4-80* estavam presentes. Ja foi descrito que
camundongos imunocompetentes C3H/He infectados pela cepa Colombiana do T.
cruzi apresentam infiltrados inflamatérios no tecido cerebral compostos
principalmente por linfécitos T CD8*, e também por macréfagos e células T CD4* em
menor quantidade, durante a fase aguda da infeccéo (Silva et al., 1999a).

Nossos dados demonstram que o tratamento com LOV apresenta tendecia de
reducdo nonumero de células CD3*, e € capaz de reduzir de maneira significativa o
namero de células F4-80*, corroborando dados da literatura que demonstram acéo
anti-inflamatéria desta droga (Liao & Laufs, 2005). Nossos resultados demonstraram
gue todos os esquemas de tratamento com BZ foram capazes de reduzir tanto o
namero de células F4-80* quanto o de CD3*, no cérebro dos animais em 15 dpi.

Em modelo de DC aguda foi demonstrado, anteriormente, que BZ na dose de
62,5 mg/kg/dia, proximo a metade da dose, foi capaz de induzir a expansédo de
espelendcitos CD8*, sendo esse aumento ainda maior quando analisado o nimero
de linfocitos T totais no baco dos animais infectados e tratados em 14 dpi (Olivieri et
al., 2002). Nossos resultados, no entanto, mostram que em 15 dpi, os tratamentos
com BZ diminuiram o namero de linfocitos totais no cérebro dos animais em 15 dpi,
induzido pela infeccdo. Nesse estudo de Olivieri e colaboradores (2002), o
tratamento foi iniciado em 7 dpi resultando em niveis elevados de parasitemia o que
justificaria uma forte resposta inflamatoria. Nos nossos esquemas de tratamento as
drogas foram administradas ap0s 24 horas de infeccdo, sendo assim o efeito
tripanossomicida do BZ no inicio da infec¢cdo foi abortivo e pode ter inibido a
resposta inflamatoria consequentemente levado a reducédo no numero de linfocitos e

macrofagos no tecido cerebral em 15 dpi.
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Uma vez que observamos aumento do rolamento e da adesao de leucécitos,
buscamos entender quais moléculas poderiam estar envolvidas na interacao
leucdcito-endotélio. Demostramos que no nosso modelo houve aumento da
expressdo de ICAM-1 durante a infeccdo aguda, porém observamos uma tendéncia
de aumento nos niveis de VCAM-1 em animais infectados, e ndo verificamos
alteracdo na expressédo de MCP-1, sugerindo que esta molécula ndo esta envolvida
na migracao de células inflamatodrias para o tecido encefalico em nosso modelo de
estudo. Em modelo utilizando camundongos C3H/He e C57BL/6 infectados com a
cepa Colombiana foi descrito na fase aguda foi descrito aumento da porcentagem de
vasos sanguineos positivos para molécula de adeséo celular ICAM-1 no cérebro dos
animais. Além disso, houve aumento da expressdo de VCAM-1 em camundongos
C3H/He mas ndo em C57BL/6. ApOs estudos funcionais, demonstrou-se uma
relacdo entre a expressdo dessa proteina e a meningoencefalite nos camundongos
C3H/He (Roffé et al., 2003).

O tratamento com LOV proposto ndo foi capaz de impedir o aumento da
expressao proteica de ICAM-1 durante a infeccdo aguda pelo T. cruzi, ao contrario
do que foi observado em modelo experimental de malaria cerebral apos o tratamento
com LOV, que foi capaz de reduzir a expressao génica de ICAM-1 em camundongos
(Reis et al., 2012). No entanto, obervamos uma tendéncia de reducédo dos niveis de
VCAM-1 nos animais infectados tratados com LOV em comparagdo ao grupo nao
tratado.

Nosso grupo descreveu recentemente o comprometimento da funcéo
endotelial da microcirculacéo cerebral durante a DC aguda experimental, no mesmo
modelo utilizado em nosso estudo, revelando que a infec¢do pelo T. cruzi resulta em
prejuizo da reatividade vascular a acetilcolina. Os animais apresentavam
vasoconstricdo em resposta ao estimulo durante a infeccdo enquanto que os
animais controle apresentaram a funcdo endotelial preservada, respondendo ao
estimulo resultando em vasodilatacdo (Nisimura et al., 2014). A acetilcolina tem acao
sobre receptores muscarinicos em ceélulas endoteliais e musculares lisas levando ao
aumento dos niveis calcio intracelular, que ira ativar a eNOS e a liberacdo de NO
induzindo assim a formagdo de cGMP em células musculares lisas. O cGMP induz a
redugéo dos niveis de calcio intracelular e leva ao relaxamento vascular (revisto em
Khazaei et al., 2008). Uma vez que nossos resultados mostraram a diminuicdo da

densidade capilar funcional, da funcdo endotelial (Nisimura et al., 2014) e do fluxo
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sanguineo cerebral, buscamos estudar a expressao proteica da eNOS, responsavel
pela producédo de NO no endotélio vascular. Observamos aumento da expressao de
eNOS no cérebro dos animais infectados, apesar da diminuicdo da densidade
capilar funcional e diminuicdo do fluxo sanguineo cerebral. O aumento na expressao
de eNOS durante a infeccdo, pode ser um mecanismo de feedback positivo, uma
vez que recentemente também foi descrito que a infeccdo pelo T. cruzi resulta em
diminuicdo da resposta a acetilcolina em modelo de aorta isolada e na diminuicdo da
expressédo e atividade da eNOS. Observaram reducao da fosforilacdo do sitio ativo
da enzima (eNOSSerll’’) e aumento da fosforilacdo no sitio de inativagao
(eNOSTh95) (Silva et al., 2016). Sendo assim, no nosso modelo, apesar do aumento
da expressdo dessa enzima, é possivel que a mesma nao esteja sendo ativada e
consequentemente ndo produza NO, contribuindo assim para o dano a funcao
vascular.

Apesar da literatura descrever o efeito vasoprotetor de LOV através de sua
acdo sobre a eNOS em doencas cardiovasculares incluindo AVC (Huang et al.,
1996), o tratamento com esta droga, no presente estudo, resultou em uma tendéncia
de diminuicdo dos niveis dessa enzima, no tecido cerebral dos animais infectados.
A analise do efeito combinado com BZ esta em andamento.

Sendo assim, os dados pré-clinicos do presente estudo sugerem que BZ
protege a microcirculacdo cerebral durante a infecgcdo aguda pelo T. cruzi quando
usado em monoterapia ou em combinacdo com LOV. Além disso, nossos dados que
demonstraram tendéncia de melhora em alguns dos parametros avaliados quando a
LOV foi utilizada em monoterapia, apontam para a necessidade de andlise
estatistica mais detalhada para a elaboracdo de uma estratégia experimental que

confirme ou ndo essa tendéncia.

53



6 CONCLUSOES

De acordo com nossos dados concluimos que:

Os tratamentos com BZ em monoterapia e em combinacdo com a LOV foram
capazes de reduzir a parasitemia nos animais, ao contrario do tratamento com
LOV em monoterapia, que apresentou tendéncia de aumento nos niveis de

parasitas circulantes.

O tratamento abortivo com BZ na dose usual, metade da dose e em
combinacdo com a LOV, impediu o surgimento dos sinais clinicos, mas nao

foi capaz de impedir a perda de peso nos animais infectados.

BZ em monoterapia foi capaz de inibir a rarefagéo capilar funcional observada
nos animais infectados e a LOV quando em terapia combinada nédo alterou o
efeito do BZ. O tratamento dos animais infectados apenas com LOV

apresentou tendéncia de aumento da densidade capilar funcional.

Os tratamentos com BZ em monoterapia e em combinacdo com a LOV
reduziu o rolamento de leucdcitos na microcirculacdo cerebral de animais

infectados. J& o tratamento apenas com LOV nédo teve esse efeito.

O tratamento com BZ reduziu a adeséo de leucdcitos, verificada nos animais
infectados, apenas quando sua dose usual foi utilizada. O mesmo foi
observado utilizando o tratamento combinado. Quando foi utilizada metade da
dose de BZ, foi observada uma tendéncia de reducdo da adeséao leucocitaria

e o tratamento com LOV em monoterapia nao alterou esse parametro.

BZ em sua dose usual, assim como a teria combinada, impediu a reducédo do
fluxo sanguineo cerebral nos animais infectados. O tratamento com metade
da dose de BZ apresentou tendéncia de melhora, e o tratamento com LOV

em monoterapia nao foi capaz de impedir essa alteracao.
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7. No modelo Swiss Webster infectado pela cepa Y, a infeccdo aguda pelo T.
cruzi resulta na presenca de ninhos de amastigotas e de células inflamatérias

no tecido encefalico dos animais.

8. A infeccdo aguda pela cepa Y do T. cruzi induz a migragédo de células CD3+
para o tecido encefélico de camundongos. Os diferentes tratamentos com BZ
em monoterapia reduziram o numero de células CD3+. Quando utilizado a
terapia combinada a LOV nao alterou o efeito do BZ. Ja o tratamento com
LOV em monoterapia apresentou uma tendéncia de reducdo no numero

dessas células.

9. Todos os tratamentos utilizados, inclusive o tratamento com LOV em
monoterapia, foram capazes de inibir o aumento de células F4-80+ observado

nos animais infectados.

10. A infeccéo pelo T. cruzi foi capaz de induzir aumento nos niveis de ICAM-1 e
aresentou uma tendéncia de aumento de VCAM-1, mas ndo de MCP-1 no
tecido encefalico de camundongos. O tratamento com LOV nao foi capaz de
alterar os niveis de ICAM-1, mas apresentou tendéncia de diminuicdo dos
niveis de VCAM-1 em animais infectados quando comparados ao controle

nao tratado.

11. A infeccdo pelo T. cruzi causa aumento nos niveis de eNOS no tecido
encefalico de camundongos, sendo o tratamento com LOV incapaz de alterar
0s niveis de eNOS.

Finalmente, concluimos que o BZ em monoterapia ou em combinagdo com LOV
protege a microcirculacéo cerebral e inibe a migracdo de células inflamatorias para o
SNC. Os resultados obtidos para o tratamento com LOV em monoterapia ainda
precisam ser analisados de maneira mais aprofundada para esclarecer as

tendéncias de melhora observadas em alguns dos parametros avaliados.
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