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RESUMO

Os mecanismos que explicam a resisténcia de Trypanosoma cruzi ao tratamento
etiolégico ainda n&o séo claros. O objetivo deste projeto foi investigar se a distribuigéo
tecidual do parasito e a resposta imune do hospedeiro influenciam na resposta de
diferentes cepas de T. cruzi ao tratamento etiolégico. Para isso foram usados o
benznidazol (100mg/kg), um farmaco nitro-heterociclico, e o E1224 (50mg/kg), um
azol inibidor da biossintese de ergosterol com reconhecida atividade tripanossomicida.
Camundongos BALB/c infectados pelas cepas Colombiana e CL Brener (resistente e
susceptivel ao benznidazol, respectivamente) foram tratados por 5 dias consecutivos
na fase aguda da infeccdo. A parasitemia foi avaliada diariamente e o perfil de
distribuicao tecidual investigado, por gPCR, em dois momentos distintos: no ultimo dia
de tratamento e 5 dias apds o término do tratamento. A quantificagdo de citocinas
Th1/Th2/Th17 foi realizada em amostras de plasma obtidas no ultimo dia de
tratamento. Grupos controle infectados ou nao foram incluidos. Os resultados
indicaram que o coracdo, musculo esquelético e tecido adiposo foram os nichos de
maior carga parasitaria nos animais infectados pela cepa Colombiana na fase aguda.
Para a cepa CL foi identificada alta carga parasitaria em todos os orgaos,
particularmente pulmao, rim, musculo esquelético e intestino grosso. O benznidazol e
o E1224 reduziram significativamente o parasitismo em todos os 6rgédos dos animais
infectados pela cepa Colombiana; o mesmo foi observado para o benznidazol no
tratamento da infeccdo pela cepa CL. Contudo, diferentes perfis foram observados
ap6s imunossupressao. Para a cepa CL, ndao foi detectado aumento da carga
parasitaria pos-imunossupressao; pelo contrario, no tecido adiposo, bago e figado, o
numero de parasitos foi significativamente menor. Para a cepa Colombiana, foi
identificada reativacédo apds tratamento com benznidazol no coragao, tecido adiposo
e intestino grosso, enquanto coracao e figado foram os sitios de recrudescéncia apos
tratamento com E1224. A infec¢do aguda induziu perfil similar, pré-inflamatério, de
citocinas para ambas as cepas. A reducdo da carga parasitaria, independente do
farmaco ou cepa, modulou negativamente as citocinas do perfil Th1, cujos niveis foram
significativamente menores do que os observados para os animais infectados e nao
tratados. Nossos dados evidenciam que o perfil de citocinas identificado nédo se
apresentou como fator determinante na resposta de susceptibilidade ou resisténcia ao
benznidazol na fase aguda da infec¢gdo por T. cruzi. Ainda, indicam que a cepa
Colombiana, resistente a terapia com benznidazol e E1224, possui coracdo, musculo
esquelético, figado, tecido adiposo e/ou intestino grosso como reservatoérios de T. cruzi
apo6s tratamento etiolégico com esses farmacos, podendo contribuir para falha
terapéutica.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi; PCR; Biodistribui¢cao tecidual



ABSTRACT

The mechanisms that explain Trypanosoma cruzi resistance to etiological treatment
are still unclear. The objective of this project was to investigate whether the parasite's
tissue distribution and the host immune response influence the response of different T.
cruzi strains to etiological treatment. Benznidazole (100 mg/kg), a nitroheterocyclic
drug, and E1224 (50 mg/kg), an azole ergosterol biosynthesis inhibitor with recognized
trypanocidal activity, were used. BALB/c mice infected with the Colombiana and CL
Brener strains (benznidazole-resistant and -susceptible, respectively) were treated for
5 consecutive days during the acute phase of infection. Parasitemia was assessed
daily, and the tissue distribution profile was investigated by gPCR at two different time
points: on the last day of treatment and 5 days after the end of treatment.
Th1/Th2/Th17 cytokine quantification was performed on plasma samples obtained on
the last day of treatment. Infected or uninfected control groups were included. The
results indicated that the heart, skeletal muscle, and adipose tissue were the niches
with the highest parasite burden in animals infected with the Colombian strain in the
acute phase. For the CL strain, a high parasite burden was identified in all organs,
particularly the lung, kidney, skeletal muscle, and large intestine. Benznidazole and
E1224 significantly reduced parasitism in all organs of animals infected with the
Colombian strain; the same was observed for benznidazole in the treatment of CL
strain infection. However, different profiles were observed after immunosuppression.
For the CL strain, no increase in parasite burden was detected post-
immunosuppression; on the contrary, the number of parasites was significantly lower
in adipose tissue, spleen, and liver. For the Colombian strain, reactivation was
identified after treatment with benznidazole in the heart, adipose tissue, and large
intestine, while the heart and liver were the sites of recrudescence after treatment with
E1224. Acute infection induced a similar, pro-inflammatory cytokine profile for both
strains. Reduction in parasite load, regardless of the drug or strain, negatively
modulated Th1 cytokines, whose levels were significantly lower than those observed
in infected, untreated animals. Our data demonstrates that the identified cytokine
profile was not a determining factor in the susceptibility or resistance response to
benznidazole in the acute phase of T. cruzi infection. Furthermore, they indicate that
the Colombian strain, resistant to therapy with benznidazole and E1224, has the heart,
skeletal muscle, liver, adipose tissue, and/or large intestine as reservoirs of T. cruzi
after etiological treatment with these drugs, which may contribute to treatment failure.

Keywords: Trypanosoma cruzi; PCR; Tissue biodistribution.
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1 INTRODUGAO

Considerada uma doenca tropical negligenciada, a doenga de Chagas (DC) é
endémica na América Latina (WHO, 2025). Embora muitos avangos tenham sido
alcancados no controle da transmissao vetorial e transfusional da infeccdo em
diversas regides e o numero de casos tenha sido drasticamente reduzido (Coura,
2007), ainda ndo ha tratamento eficaz e seguro para a fase crénica da doencga.

O benznidazol (LAFEPE) (BZ) é o farmaco de primeira escolha. Utilizado ha
décadas, seu mecanismo de acao ainda nao é completamente conhecido. Sabe-se
que sua metabolizagao resulta na conversdo a um metabdlito altamente reativo que
se liga a macromoléculas e a glutationa interferindo na sintese de DNA, RNA e
proteinas importantes para o parasito, além de deixa-lo mais susceptivel ao stress
oxidativo (Galvan et al., 2020; Hall e Wilkinson, 2012). Contudo, esses mecanismos
podem ser citotdéxicos também para o hospedeiro, levando a reag¢des adversas que
motivam a descontinuagdo do tratamento em até 32% dos pacientes (Morillo et al.
2017). Ainda, existe uma relagao inversa entre eficacia e fase da infecgdo na qual o
tratamento é administrado; indices de cura de até 100% s&o observados no
tratamento da infeccdo congénita e fase aguda (Molina e Molina, 2018), enquanto na
fase crénica os indices de falha terapéutica ficam em torno de 80% (Morillo et al.,
2017).

Diante das limitacbes apresentadas, muitos estudos tém sido feitos,
principalmente nas duas ultimas décadas, com o objetivo de encontrar tratamentos
mais eficazes e bem tolerados. Esses estudos incluem a busca de novas moléculas
tripanossomicidas; novas formulacbes para os farmacos de referéncia;
reposicionamento e combinacao de medicamentos, dentre outras (Kratz et al., 2018).
Esses esforcos culminaram na avaliacdo clinica (fase II- prova de conceito no
tratamento da fase cronica assintomatica) dos candidatos mais promissores
identificados nas avaliagdes pré-clinicas, os derivados azodlicos posaconazol e
ravuconazol (na forma de pro-farmaco E1224) e o nitroimidazol fexinidazol (Pinazo et
al., 2024). Reposicionadas da terapia antifungica, essas moléculas atuam inibindo a
enzima esterol C-14a-desmetilase (CYP51), envolvida na biossintese de ergosterol
de fungos e T. cruzi (Urbina et al., 2003). Ambos os farmacos apresentaram perfis
satisfatorios de tolerancia e toxicidade e foram efetivos em suprimir o parasitismo

durante o tratamento, mas o follow-up até 12 meses poés-tratamento detectou falha
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terapéutica em cerca de 90% dos casos (Molina et al., 2014; Morillo et al., 2017;
Torrico et al., 2018; Torrico et al., 2023). Ja o fexinidazol, apesar de resultados muito
promissores, necessitou de altas doses, toxicas, para ter eficacia terapéutica, o que
inviabilizou o seu uso clinico (Pinazo et al., 2024).

As razdes para os altos indices de falha terapéutica resultantes do tratamento
na fase crénica com compostos nitroheterociclicos e azdlicos ainda nao sao
conhecidas. Filardi e Brener (1987), utilizando modelo murino de infeccdo aguda
descreveram a existéncia de cepas de T. cruzi que sao “naturalmente susceptiveis ou
naturalmente resistentes” ao BZ e ao nifurtimox in vivo. Em geral, para as cepas
resistentes, os farmacos eram eficazes em interferir na parasitemia, mas apés cessar
o tratamento o parasitismo era progressivamente aumentado. Tradicionalmente,
esse carater de resisténcia tem sido relacionado a ampla variedade genética e
fenotipica do parasito (Zingales et al., 2012); as cepas de T. cruzi sao classificadas
em sete linhagens ou DTUs (discret type units), de acordo com as caracteristicas
morfobioldgicas e moleculares (Zingales et al. 2012; Zingales et al., 2018).

ApoOs a falha terapéutica dos azélicos avaliados em estudos clinicos, o tema
tem sido mais amplamente discutido e evidéncias tém apontado que o carater de
“resisténcia” é relativo e ndo absolutamente dependente da genética do parasito
(Sanchez-Valdez et al., 2018). Fatores como susceptibilidade in vitro aos farmacos
para os quais as cepas sao resistentes in vivo (Moraes et al., 2014), maiores indices
de cura com tratamento precoce da infecgdo (Diniz et al., 2018) ou com doses
intermitentes e por periodos prolongados (Bustamante et al., 2014; Mazzeti et al.,
2018), tanto para nitroheterociclicos quanto para azolicos, além da descricdo de
formas intracelulares dormentes (Sanchez-Valdez et al., 2018) e tropismo tecidual
distinto entre as cepas (Andrade, 1990; Francisco et al., 2017) endossam a hipotese
que a falha terapéutica pode estar relacionada ao acesso limitado dos farmacos aos
tecidos nos quais o parasito se encontra (Diniz et al., 2018; Galvan et al., 2020;
Sanchez-Valdez et al., 2018;; Urbina et al, 2003). Nesse sentido, conhecer de forma
aprofundada a distribuicdo tecidual do parasito e o impacto dos agentes
tripanossomicidas pode auxiliar ndo s6 na compreensdo dos mecanismos de
resisténcia de T. cruzi ao tratamento etioldégico, como também na melhoria do valor
translacional dos modelos de avaliagao pré-clinica e na proposigao racional de alvos

e regimes terapéuticos mais adequados (Galvan et al., 2020).
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar a relagao entre a distribuicido tecidual de T. cruzi e a resposta imune do

hospedeiro no perfil de resisténcia de diferentes cepas de T.cruzi ao tratamento

etiologico.

1.1.2 Objetivos especificos

a)

b)

Identificar e quantificar, na fase aguda da infecgdo murina, a distribuigao
tecidual das cepas Colombiana e CL Brener de T. cruzi,

avaliar o impacto do tratamento com benznidazol na distribuicdo e
intensidade do parasitismo tecidual comparativamente entre animais
infectados pelas cepas susceptivel (CL Brener) e resistente (Colombiana)
ao tratamento etioldgico;

avaliar o impacto do tratamento com E1224 no parasitismo tecidual
resultante da infeccao pela cepa Colombiana de T. cruzi,

investigar a relagado entre alteracdo da carga parasitaria tecidual poés-
imunossupressao e o perfil de susceptibilidade/resisténcia das cepas CL
Brener e Colombiana de T. cruzi ao tratamento etiologico;

verificar se o perfil de citocinas em camundongos infectados por T. cruzi
pode estar relacionado a resposta de diferentes cepas ao tratamento

etioldgico.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Trypanosoma cruzi E DOENCA DE CHAGAS

A morfologia e biologia do protozoario T. cruzi, assim como os vetores e
aspectos epidemiolégicos da doenga de Chagas, foram descritos pelo médico e
pesquisador Carlos Chagas ainda em 1909 (Chagas, 1909). As formas evolutivas
epimastigotas e tripomastigotas metaciclicas estdo presentes no vetor, enquanto as
amastigotas, intracelulares, e tripomastigotas sanguineas, extracelulares, estao
presentes nos hospedeiros vertebrados. O parasito apresenta predominio de
propagacéao clonal com eventuais recombinac¢des genéticas, e € caracterizado por
uma extensa heterogeneidade (Zingales, 2012; Zingales et al., 2018).

O T. cruzi é um parasito intracelular obrigatério, capaz de invadir, se multiplicar
e estabelecer a infeccdo em qualquer tipo celular nucleado (Duran-Rehbein et al.,
2014; Franco et al., 2019). A capacidade invasiva e multiplicativa do parasito pode
variar ou ser regulada de acordo com a célula hospedeira, assim como o metabolismo
celular (Andrade et al., 1999; Caradonna et al., 2013).

A transmisséao vetorial ainda é a principal forma de infeccado na América Latina
(Alejandra et al., 2024; Coura e Junqueira, 2015). Os vetores sado insetos hematéfagos
reduvideos pertencentes a subfamilia Triatominae, sendo os principais géneros
Triatoma, Panstrongylus e Rhodnius (Silva, 2006), nos quais se incluem espécies
altamente adaptadas ao peridomicilio ou domicilio comumente conhecidas como
“barbeiros”. No Brasil, a exemplo de outros paises que tiveram sucesso nas iniciativas
de controle, a principal espécie de vetora domiciliar (Triatoma infestans), esta
controlada. Contudo, a interrupcédo completa da transmissao vetorial é considerada
praticamente impossivel, devido a complexidade ecoldgica do parasita, diversidade
de vetores e fatores socioambientais (Arias et al., 2022).Apds o controle de espécies
principais, espécies nativas e secundarias tém ocupado nichos domeésticos,
dificultando o controle sustentado (Cantillo-Barraza et al., 2025; Lima-Neva et al.,
2021). Ainda, a resisténcia a inseticidas em populagdes de vetores e a necessidade
de vigilancia continua desafiam a sustentabilidade dos programas de controle
(Alejandra et al., 2023; Gurtler, Fernandez e Cardinal, 2021;).

Nesse cenario, outras vias de infeccdo tém assumido grande relevancia

epidemioldgica, como a via oral, cuja transmissdo do parasito se da por meio da
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ingestao de polpas de frutos contaminados, como o acai (Dias et al., 2016; Noya e
Gonzalez, 2015; Santos et al., 2017). A transmissao pode se dar ainda por transfusao
de sangue, por via congénita, transplantes de 6rgaos, acidentes laboratoriais, dentre
outros (Coura, 2007). Com o controle das vias vetoriais e transfusionais em muitos
paises, a transmissao vertical tornou-se a principal fonte de novos casos em diversas
regides, inclusive em areas nao endémicas devido a migracédo (Abras et al., 2022;
Gurtler, Segura e Cohen, 2003;). Assim, a transmissdo congénita € um desafio para o
controle da DC, que exige diagndstico precoce, rastreamento das gestantes e
tratamentos para redugao de novos casos (Abras et al., 2022; Bern et al., 2009).

A infeccao se apresenta em duas fases distintas, sequenciais e, geralmente,
assintomaticas. A fase aguda compreende as primeiras semanas apos o0
estabelecimento da infecgcdo e é caracterizada pela intensa multiplicacéo do parasito
e presencga de tripomastigotas na corrente sanguinea. Essa fase é acompanhada por
intensa resposta imunoldgica que atua no controle do parasitismo, mas nao leva a
eliminacao da infecgdo. Os pacientes podem apresentar sintomas leves, embora em
alguns casos haja manifestacbes graves como miocardite ou meningoencefalite
(Coura, 2007; Kratz et al., 2018).

Na evolugao natural da doenga, ou ainda na auséncia de eficacia terapéutica
na fase aguda, a infeccao se torna crénica (Coura et al. 2002), e a resposta imune
esta relacionada tanto com o controle da infeccdo quanto com as manifestagdes
clinicas cardiacas e digestivas futuras da doenca, responsaveis pela morbimortalidade
dos pacientes (Bonney et al., 2019; Coura, 2007; Kratz et al. 2018). Nesta fase os
parasitos sdo encontrados predominantemente na forma intracelular replicativa,
particularmente no coragao e trato digestorio (Bonney et al., 2019). Estudos feitos na
América Latina indicam que 60-70% dos individuos infectados sdo assintomaticos,
enquanto as cardiomiopatias severas e lesbdes digestivas somam 30-40% casos,
geralmente aparecendo décadas apds a infecgao inicial (Kratz et al., 2018; Zingales,
2011).

A doencga de Chagas é uma parasitose que afeta principalmente populagdes de
areas em vulnerabilidade socioecondmica, sendo considerada uma doenga tropical
crénica negligenciada, endémica na América Latina (WHO, 2025). Estima-se que 7
milhdes de pessoas no mundo estejam infectadas pelo protozoario, enquanto 75
milhdes de pessoas estdo expostas a infecgao (WHO, 2025). Apesar disso, a doenga

de Chagas tem sido detectada no Estados Unidos, Canada, paises europeus,
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africanos, mediterraneos orientais e do Pacifico ocidental (WHO, 2025), devido a
migracao de pessoas de area endémicas (Andrade et al., 2024; Gascon, Bern, Pinazo,
2010).

2.2 TRATAMENTO ETIOLOGICO

Descobertos ao final da década de 1960, os compostos nitroheterociclicos
benznidazol (LAFEPE) e nifurtimox (Lampit®, Bayer) (NFX) ainda sdo os unicos
farmacos recomendados para o tratamento da fase aguda e cronica da doenca
(Torrico et al., 2021; Kratz et al., 2018). No Brasil o NFX n&o é utilizado, pois apresenta
menor tolerabilidade quando comparado com o BZ (Dias et al., 2016).

Nos anos seguintes a 1960, devido a evidéncias de que a resposta imune era
responsavel pelas complicacbes da doenga, e ndao apenas relacionada com a
presenca de parasitismo, foi desaconselhado o uso do BZ em pacientes cronicos
(Brener, 1984). Ja nos anos 2000, estudos mostraram a persisténcia do parasito como
fator causador da patogénese na fase cronica (Viotti et al., 2013), ou seja, além do
papel da resposta imune do hospedeiro, a permanéncia do parasito nos tecidos
tornou-se evidenciada como extremamente relevante no desenvolvimento na DC
(Cruz et al., 2016).

O tratamento tem efeito satisfatério na fase aguda da doencga, podendo chegar
a 100% de cura se administrado nesta fase (Bern, 2011; Coura; De Castro, 2002). No
entanto, a principal limitagdo na quimioterapia da doenca de Chagas € a ineficacia do
tratamento da fase cronica; cerca de 80% dos pacientes aos quais os medicamentos
sdo administrados nessa fase ndo séo curados (Cangado, 2002; Guedes et al., 2011;
Morillo et al. 2017; Santos et al., 2012). Além disso, o perfil de tolerancia do BZ é
insatisfatorio, provocando reagdes adversas como dermopatia alérgica, sindromes
gastrointestinais e com menor frequéncia, depressao da medula 6ssea (Montilla et al.,
2023; Rassi et al. 2009). Essas reagdes sdo responsaveis pela desisténcia dos
pacientes ao tratamento (Molina; Molina, 2018).

Em 2018, foi aprovado no Brasil o Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas
da doencga de Chagas, o qual normatizou a conduta diagnéstica e terapéutica a ser
adotada no ambito do Sistema Unico de Saude, evidenciando o BZ como farmaco de
primeira escolha. De acordo com esse protocolo, recomenda-se tratar, além da

infecgdo congénita e aguda, pacientes cronicos, com idade inferior a 50 anos,
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assintomaticos ou com manifestagdes clinicas leves. No caso do tratamento de
pacientes com cardiopatia leve a decisdo é compartilhada entre médico e paciente,
sendo alternativas validas tratar com BZ ou n&o (PCDT, 2018). Muitos estudos de
quimioterapia experimental e clinicos deram base para o desenvolvimento do atual
regime de tratamento da DC. Entre as evidéncias que sustentam a utilizacao clinica
do BZ como primeira escolha, destacam-se a expressiva taxa de soroconversao em
criangas, o que da énfase ao beneficio do tratamento precoce (Sosa-Estani et al.,
1998); a prevencédo da progressdo clinica da forma indeterminada para a forma
cardiaca, com diminuicdo de eventos cardiovasculares e mortalidade em longo prazo
(Cardoso et al., 2018; Hasslocher-Moreno et al., 2020; Kratz et al., 2018).

O BZ (Figura 1) € um pré-farmaco com atividade tripanossomicida ativado
enzimaticamente por nitroredutases tipo |, classe de enzimas presente em varios
protozoarios parasitos (Patterson e Wyllie, 2014). A posologia recomendada para o
BZ é de 5 a 7 mg/kg por via oral, divididos em duas ou trés doses diarias durante 60
dias para adultos, e de 5 a 10 mg/kg por via oral, divididos em duas ou trés doses

diarias pelo mesmo periodo para criangas de até 12 anos (Chaben, 2015).

Figura 1- Estrutura quimica do farmaco de referéncia no tratamento da doenca
de Chagas, o benznidazol.

Fonte: PubChem, National Library of Medicine.

Nota: A molécula do benznidazol possui um anel
imidazélico substituido na posi¢céo 2 por um grupo
nitro (-NO2); um grupo acetamida ligado ao
nitroimidazole e um anel benzilico ligado a
acetamida.
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Para alcancar o efeito tripanossomicida (Figura 2) do BZ ha geragao de
metabdlitos reativos, como radicais livres e intermediarios nitro-aniénicos que causam
danos ao DNA- principal mecanismo no qual quebra e inativa fun¢des essenciais para
sobrevivéncia-; assim como danos a proteinas e membranas do T. cruzi, mecanismo
que levam a morte do parasito (Galvan et al., 2020; Kratz et al., 2018).

O farmaco ainda pode interferir nos processos redox do parasito, aumentando
o estresse oxidativo (Galvan et al., 2020; Kratz et al., 2018), aumentar a expressao de
IFN-Y aumentando a fagocitose de células infectadas (Silva et al., 1995; Rios et al.,
2019) e apresentar efeito imunomodulador, com propriedades anti-inflamatérias
aumentando a expressao de IL-10 e inibindo citocinas pro-inflamatdérias (Cevey et al.,
2019).

Figura 2- Mecanismo de acéao tripanossomicida direto do benznidazol frente a
infeccéo por T. cruzi.

NADPH citocromo P450 redutase =
nitroredutases

g>\\\ R-NO, ——= R-NO.=—= R-NOH ——— R-NH.
g\ N ¢
<\//

N
benznidazol
NADH fumarato
redutase LIGACOES COVALENTES
ﬁ INF-y l

® crescimento
celular
DNA NUCLEAR
ﬁ FAGOCITOSE DNA MITOCONDRIAL Trypanosoma
PROTEINAS cruzi
l LIPIDEOS DE MEMBRANA

LISE CELULAR

Fonte: Davango, 2015.

Nota: Mecanismo tripanossomicida principal se da através de nitroredutases e produgao de
metabdlitos reativos, que quebram ligacdes covalentes causando danos ao DNA; a
proteinas e a lipideos da membrana celular resultando na morte do parasito. De maneira
secundaria, aumenta a expressdo de IFN-Y, que estimula a fagocitose e
consequentemente a lise celular.

Mesmo apds mais de 50 anos de utilizagado, a literatura sobre farmacocinética
clinica do BZ é ainda escassa (Galvan et al., 2020). O primeiro estudo sobre perfil
farmacocinético do farmaco em humanos foi realizado em 1979 (Raaflaub e Ziegler,

1979). A seguir, apds realizar um estudo com doses multiplas em oito pacientes na
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fase cronica da doenga de Chagas, os autores estimaram a faixa terapéutica do BZ
em 3-6 mg/L (Raaflaub, 1980). A partir de 2012, outros estudos farmacocinéticos tém
sido conduzidos, em populacdes adultas e pediatricas, em individuos saudaveis e
cronicamente infectados. Muito embora os resultados dos principais parametros
farmacocinéticos serem concordantes entre esses diferentes estudos, as relagdes
entre dose e periodicidade do tratamento, concentragbes plasmaticas versus efeito
terapéutico e incidéncia de reagbes adversas ainda sédo conflitantes (Galvan et al.,
2020).

Ja as avali¢des de perfil farmacocinético e farmacodindmico do BZ em modelos
pré-clinicos, além de muito escassas, apresentam muitas discordancias em termos de
valores de parametros basicos, provavelmente pela alta diversidade de modelos
experimentais — caes, coelhos, ratos e camundongos, diferentes cepas do parasito e
protocolos utilizados (Perin et al., 2017). De forma geral, em modelo murino, que € o
mais utilizado em estudos de triagem e eficacia de novos candidatos
tripanossomicidas, o farmaco é rapidamente absorvido apds administracdo oral e
apresenta meia-vida de eliminacao curta, em torno de 2 horas (Perin et al., 2017). Em
relagdo a distribuicdo tecidual em animais saudaveis, evidéncias mais recentes
mostram que o BZ apresenta biodistribuicdo limitada e altamente variavel, mas
conseguem atingir 6rgaos como, coragao e colon, que sdo 6rgaos alvo na doenga de
Chagas, o que poderia impactar na capacidade de eliminagdo do parasito devido ao
curto tempo de permanéncia de concentragdes adequadas do farmaco (Perin et al.,
2017; 2020). No entanto, ha rarissimas evidéncias sobre o impacto da infec¢ao pelo
parasito na farmacocinética pré-clinica do BZ; poucos estudos foram publicados,
apresentando resultados conflitantes (Francisco et al., 2017; Marques et al., 2021).

Dados de farmacocinética pré-clinica do BZ em modelo murino mostram que
esse farmaco apresenta biodistribuicdo limitada e altamente variavel (Perin et al.,
2020), sugerindo que as concentragdes e o tempo de permanéncia nos diferentes
tecidos podem nao ser suficientes para a completa eliminagao do parasito.

Diante de todos os dados relatados sobre o BZ, e a hipdtese de que a falha
terapéutica relacionada ao farmaco pode estar no fato de nao atingir os tipos celulares
parasitados, em concentragbes adequadas e por tempo suficiente para eliminar o
parasito, reforca a busca por novas alternativas mais eficazes para a quimioterapia da

doenca de Chagas.
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2.3 CANDIDATOS JA AVALIADOS EM ESTUDOS CLINICOS PARA TRATAMENTO
DA DOENGCA DE CHAGAS

Candidatos desenvolvidos originalmente como antifungicos de uso oral, o
posaconazol e o ravuconazol sao inibidores da enzima C-14a demetilase, interferindo
na biossintese de ergosterol de fungos e de T. cruzi. Os resultados dos estudos pré-
clinicos demonstraram alta poténcia dos farmacos em estudos de atividade anti-
T.cruzi in vitro e in vivo (Diniz et al., 2013; Diniz et al., 2018; Calvet et al., 2020;
Machado et al., 2020; Olivieri et al., 2010; Urbina et al., 2003) No entanto, os
resultados dos estudos de prova de conceito para o tratamento da doenga crénica
mostraram que apesar do efeito tripanossomicida, ambos os farmacos foram
incapazes de exercer efeito prolongado e ndo induziram cura parasitolégica em niveis
satisfatorios, apesar do perfil favoravel de seguranga (Molina et al., 2014; Morillo et
al., 2017; Torrico et al., 2018). Resultados similares foram observados com a utilizagao
combinada do posaconazol ao BZ (Morillo et al., 2017). O estudo clinico BENDITA
avaliou a eficacia de diferentes regimes de tratamento do BZ, assim como a
combinagdo com o E1224. Os resultados reforcaram que tratamento de menor
duracdo com BZ pode ter o mesmo efeito e maior tolerabilidade, contudo, nao houve
beneficio adicional do tratamento combinado (Torrico et al.,2021).

Em fungdo das falhas terapéuticas dos azodis, diversos estudos foram
desenvolvidos no sentido de revisitar o impacto deles na infecgao pré-clinica,
utilizando diferentes estratégias para avaliagao do parasitismo in vitro e in vivo. Essas
avaliacdes tém contribuido para refinar os modelos de avaliagdo de atividade anti- T.
cruzi, introduzindo novos parametros no fluxo de avaliagdo de novos candidatos.
Dentre eles, a recrudescéncia do parasitismo em culturas pos-washout, que agrega
maior valor preditivo aos experimentos in vitro (Kratz et al., 2022; Soeiro, 2022); e o
“time-kill’, que seria um parametro para medir ndo s6 se a molécula candidata é ativa
contra o parasito, mas em qual velocidade a atividade se da. Nesse contexto, ha o
fast-killing - a exemplo do BZ e fexinidazol, e slow-killing, como os azdis. A partir
desses estudos, tem sido estimulada a despriorizacdo de moléculas inibidoras de
CYP51 no processo de desenvolvimento farmacoldgico anti- T. cruzi (Cal et al., 2016;
Gabaldon et al., 2023; Kratz et al., 2022; Moraes et al., 2014). A justificativa para a
invalidacao dos inibidores de ergosterol no portfélio contra a doenga de Chagas seria

sua agao lenta e, sobretudo tripanostatica — e nao tripanocida - sobre o parasito,
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tornando provavel a reativagao pds-tratamento. Nesse sentido, seriam menos efetivos
para formas de T. cruzi de metabolismo lento, como tripomastigotas e, possivelmente,
amastigotas dormentes (Soeiro et al., 2022). Além disso, a identificacdo de possiveis
mecanismos de resisténcia, como a existéncia de mutagbes em CYP51 de T. cruzi
associada a resisténcia a multiplos inibidores (Franco et al., 2020).

Por outro lado, ha poucos dados que relacionam essas caracteristicas com a
eficacia in vivo; ensaios que monitoraram parasitos dormentes poés-tratamento com
BZ e nifurtimox, tidos como fast-killing, apresentam tanto agio tripanostatica quanto
tripanocida (Sanchez-Valdez, 2018; Resende et al., 2020). Adicionalmente, ensaios in
vitro que valorizam poténcia e time-kill sobre parametros farmacocinéticos in vivo
podem desconsiderar moléculas que teriam excelente atividade in vivo (Tarleton,
2023).

Ainda em relacao a falha terapéutica, em um estudo com azdis, Doumolin e
colaboradores (2020) mostraram que embora proliferacéo lenta de T. cruzi parece ter
impacto na susceptibilidade aos azdis, ndo seria suficiente para resultar em
resisténcia. Os autores mostraram que o metabolismo da glutamina regulava o fluxo
da via de biossintese de esterdis em T. cruzi, modulando a eficacia dos azodis. Isso
revela que a heterogeneidade metabdlica do parasita pode explicar falhas
terapéuticas em ensaios clinicos com azois e sugere que manipular o metabolismo da
glutamina pode melhorar a eficacia desses farmacos.

Contudo, sao ainda escassas as discussdes acerca de como questdes
farmacolégicas podem impactar a eficacia dos tratamentos. Tanto para o posaconazol
quanto para o E1224, a exposicdo aos farmacos alcancada em modelos
experimentais foi de 5 a 10 vezes maior do que a obtida no tratamento dos pacientes.
Dessa forma, os esquemas terapéuticos estabelecidos podem ter sido insuficientes
para alcancar concentragdes teciduais efetivas (Molina et al., 2014; Torrico et al., 2021;
Villalta et al., 2019).

O ultimo candidato avaliado em estudo clinico para o tratamento de pacientes
cronicos foi o fexinidazol, um composto 5-nitroimidazol aprovado para o tratamento da
doencga do sono (Deeks, 2019). Em avaliagbes comparativas aos azdis, o fexinidazol
apresentou atividade in vitro tripanocida de acdo rapida, sendo potencialmente
superior aos azois (Francisco et al., 2015; Francisco et al., 2016; Moraes et al., 2014).
A atividade anti-T.cruzi in vivo (Bahia et al., 2012), atribuida aos seus metabdlitos

sulfona e sulféxido (Bahia et al., 2014), foi demonstrada em modelos murinos
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infectados por diferentes cepas e nas fases aguda e cronica, com niveis de cura de
até 80%, mesmo para cepas resistentes. Contudo, o efeito tripanocida na doencga
humana foi dependente de altas doses, as quais causaram neutropenia e disfuncao
hepatica em cerca de 30% dos pacientes, sendo necessaria a interrup¢cao do estudo
(Pinazo, 2024). Em um novo ensaio clinico, com utilizacdo de doses mais baixas de
fexinidazol, apesar da melhor tolerabilidade, o tratamento n&o foi capaz de sustentar
a atividade antiparasitaria apds o tratamento; resultando em falha terapéutica em
cerca de 80% dos casos — apenas 19% dos pacientes apresentaram resultados de
PCR negativos nos 4 meses subsequentes de avaliagcao (Pinazo et al., 2024).
Apesar de a realizagao dos estudos clinicos citados representarem um avango
da quimioterapia da doenga de Chagas, a definigho mais assertiva de modelos
experimentais pré-clinicos adequados para a predigdo de candidatos e estratégias de
maior potencial de sucesso clinico ainda é necessaria (Machado et al., 2020). Nesse
sentido, é fundamental ampliar os conhecimentos acerca dos nichos de permanéncia
do parasito e dinamica da interacdo entre farmaco-hospedeiro-parasito em sistemas

complexos.

2.4 BIODISTRIBUICAO TECIDUAL E MECANISMOS DE RESISTENCIA

T. cruzi apresenta tropismo celular diferente entre suas cepas, destacando
células do sistema mononuclear fagocitico, células nervosas e musculares (Teixeira
et al., 2011; Andrade, 1996). Outros estudos apontam comportamento diferencial na
infeccdo por cepas do parasito e entre as linhagens celulares hospedeiras, e ainda
sugerem possiveis interacbes entre células infectadas e ndo-infectadas que
influenciam na intensidade da infecgao (Arias-Del-Angel et al., 2020).

O tropismo tecidual de T. cruzi nao é estatico, e pode variar de acordo com o
parasito e hospedeiro. A variabilidade genética do parasito influencia sua distribuicao
tecidual, com diferengas de populagdes ou subpopulagdes parasitando érgédos como
coragdo e esOfago (Vago et al, 2000). Ainda, considerando o genotipagem de
diferentes 6rgaos, a técnica de PCR permitiu identificar diferentes populagdes
genéticas no mesmo paciente (Vago et al., 2000). Além disso, o tempo de infecgéo e
organismo hospedeiro, independente da linhagem do parasito, via de infeccédo ou

dose, sao fatores relevantes (Afiez e Crisante, 2020).
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Em pacientes cronicos, a detecgdo da carga parasitaria € visualizada em
tecidos como coragdo na forma cardiaca (Vago et al., 1996; Vago et al., 2000);
esb6fago e colon na forma digestiva (Freitas et al., 2005; Vago et al., 2000); e em
sangue com sensibilidade variavel, relatado com carga parasitaria menor do que em
tecidos quando realizada detecgao na fase crénica (Caldas et al., 2012; Cummings e
Tarleton, 2003; White et al., 2025). Diferentes tecidos podem ser submetidos a
quantificagdo de carga parasitaria por gqPCR, como musculo esquelético, pele, liquor,
figado, rins entre outros, o modelo experimental e fase da doenga vao delinear as
escolhas dos testes diagndsticos mais apropriados, entre os quais a qPCR (Andrade
et al., 2002; Strauss et al., 2018; Valadares et al., 2008).

Quando observados os dados histologicos em relacdo a distribuicdo do
parasitismo tecidual nas infecgdes experimentais, principalmente em modelos
murinos, é evidenciado que T. cruzi pode invadir praticamente todos os tecidos, com
predominio em corag¢ao, musculo esquelético, trato gastrointestinal e pele, variando
conforme a fase da infeccdo e o modelo experimental. Essa distribuicao multifocal é
fundamental para a patogénese e persisténcia do parasito na evolugao clinica da
doenca de Chagas.

As formas evolutivas amastigotas séo frequentemente detectadas em células
cardiacas, formando os chamados ninhos de amastigotas intracelulares,
principalmente na fase aguda da DC, o que pode desencadear inflamagao
mononuclear intensa, que mais tarde pode evoluir para fibrose e lesdo cronica
(Guarner et al., 2001; Fabrino et al., 2011).

No musculo esquelético e trato gastrointestinal as amastigotas também séao
observadas, especialmente no célon, local que o parasito forma, em poucas células,
ninhos com uma grande quantidade de amastigotas, principalmente em infeccdes
cronicas (Ward et al., 2020). Pancreas, pele e ocasionalmente células do sistema
nervoso central, como astrocitos e células ependimarias infectadas foram mostrados
infectados (Guarner et al., 2001; Ward et al., 2020).

Quando comparada a distribuicdo da infecgdo segundo estudos de histologia
na fase aguda e crbnica, o parasitismo na fase aguda é difuso em multiplos 6rgaos
como, coracao, figado, baco, medula 6ssea e musculo esquelético, enquanto na fase
cronica a carga parasitaria € bem menor e se restringe em alguns focos (Afiez e
Crisante, 2020; Guarner et al., 2001; Melo e Brener, 1978; Ward et al., 2020;).
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Adicionalmente, evidéncias tém se acumulado ainda a respeito do tecido
adiposo constituir um nicho de manutengdo do parasito (Lizardo et al., 2021;
Nagajyothi et al., 2012), sendo destacado como um local de laténcia e modulag&o
metabdlica (Nagajyothi et al., 2012; Tanowitz et al., 2017). O tecido adiposo é
constituido principalmente por adipdcitos que desempenham papel na regulagao do
sistema imunolégico (Kumari et al., 2018) e homeostase metabdlica (Choe et al., 2016;
Dragoo et al., 2021; Luo et al., 2016), ainda atuando como um érgéo enddcrino para
reserva energética e associagdo com atividades termogénicas (Frigolet e Gutierrez-
Aguilar, 2020).

Em 2005, o potencial impacto do parasitismo em adipdcitos comegou a ser
elucidado (Combs et al., 2005), e a constatagao de persisténcia no tecido adiposo ja
foi demonstrada em pacientes chagasicos cronicos (Ferreira et al., 2011). Mesmo
apos esses achados, o papel do parasitismo do T. cruzi em tecido adiposo sobre as
respostas terapéuticas ainda nao foi explorado em estudos que investiguem a agao
de farmacos nesse tecido.

Técnicas modernas de imagem in vivo tém permitido identificar que tecidos
usualmente ndo explorados, como a pele, sdo frequentemente parasitados na fase
cronica da infecgdo murina (Ward et al., 2020). Outros estudos mostram a persisténcia
cronica do parasito no trato gastrointestinal, especialmente célon e estdmago, que
atuariam como reservatoérios (Lewis et al., 2014; Ward et al., 2020).

Apesar de uma potente resposta imune desencadeada pelos hospedeiros
vertebrados, T. cruzi mantém infecgdes crénicas de longa duracdo, parasitando
diversos tipos celulares por meio de ciclos de multiplicacao intracelular (Nagajyothi et
al., 2012), mesmo apo6s ciclos de tratamento etioldgico prolongado. A
resisténcia/susceptibilidade natural de T. cruzi em modelos murinos tratados com BZ
€ descrita por Filardi e Brener (1987) e conhecida ha décadas. Contudo, os
mecanismos que explicam a persisténcia natural do parasito frente a quimioterapia
nao sao claros, o que dificulta a compreensao da reativacdo da infeccao frente aos
farmacos utilizados no tratamento etiolégico. Essa persisténcia € observada na
infeccdo experimental com determinadas cepas do parasito, ainda na fase aguda
(Bustamante et al., 2014; Caldas et al., 2014; Diniz et al., 2013; Diniz et al., 2010;
Guedes et al., 2004; Mazzeti et al., 2018).

Diversos trabalhos tém investigado mutagbes no genoma em clones de

parasitos resistentes ao BZ (Campos et al., 2017), com destaque para genes de
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nitroredutases (TcNRT-1) e transportadores ABC (Petravicus et al., 2019). Apesar de
o carater de resisténcia a farmacos poder ser induzido in vitro e in vivo evidéncias
como a resisténcia natural de populagdes silvestres aos farmacos (Filardi e Brener,
1987), bem como a auséncia de resisténcia in vitro para cepas resistentes in vivo
(Diniz et al., 2018) e aumento dos niveis de cura com alteragdo de esquema
terapéutico refutam a exclusividade de resisténcia genética (Sanchez Valdez et al.,
2018).

Foi descrito recentemente um possivel mecanismo de manutengdo da
infeccdo envolvendo as formas amastigotas do parasito. Os autores demonstraram,
in vitro e in vivo, a presenga de parasitos intracelulares dormentes, de forma
espontanea os quais permanecem por longos periodos sem replicar e ainda resistem
a periodos prolongados a presséo de farmacos (Sanchez-Valdez et al., 2018). Essa
dorméncia nao foi totalmente elucidada, mas ha a constatacdo de que os parasitos
dormentes resistem no minimo a 30 dias de tratamento com BZ, e ddo continuidade a
infeccdo em modelos in vitro e in vivo, assim como as formas amastigotas evoluem
naturalmente para formas tripomastigotas (Sanchez-Valdez et al., 2018).

Identificar os tecidos células nas quais o parasito persiste € crucial para
compreender como T. cruzi escapa da eliminacao pela resposta imune ou sob pressao

farmacoldgica.

2.5 RESPOSTA IMUNE NA DOENCA DE CHAGAS

A relagao entre a distribuicdo tecidual e resposta imune pode influenciar a
dinamica da infecgdo na DC. A resposta imune local varia de acordo com o tecido
parasitado; durante a infec¢do aguda o organismo do hospedeiro expande sua
ativagao de linfécitos T e B; essas respostas sdo reguladas por citocinas e pela
permanéncia do parasito em cada tecido (Meis et al., 2009). A persisténcia do
parasitismo em diversos tecidos, em especial aqueles considerados 6rgao-alvo, esta
associada a ativacdo de respostas imunes locais, com presenca de infiltrados de
linfécitos T e produgéo de citocinas inflamatdrias (Cardillo et al., 2015; Gémez et al.,
2023; Souza-Silva et al., 2024).

As respostas Th1, Th2 e Th17 tem papéis distintos na resposta imune na DC;
a Th1 é fundamental para o controle do T. cruzi, promovendo ativagdo de macréfagos

e eliminagdo do parasito. Porém, quando exacerbada, é associada a inflamagao
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cronica e relagdo com desenvolvimento de cardiomiopatia chagasica (Braga et al.,
2022; Guedes et al., 2012; Nogueira et al., 2014). Por sua vez, a resposta Th2 estimula
secrecdo das citocinas IL-4, IL-5 e IL-13, atuando na regulagcdo da resposta
inflamatadria; ao auxiliar no equilibrio da inflamagéo, pode limitar danos teciduais (Alba-
Alvarado et al., 2018; Nogueira et al., 2014). Ja em relagao ao perfil de resposta Th17,
a citocina IL-17 atua no recrutamento de neutréfilos favorecendo a eliminacdo do
parasito (Braga et al., 2022; Cai et al., 2016); niveis adequados de Th17 podem
proteger de cardiopatias (Alba-Alvarado et al., 2018; Guedes et al., 2012); além de
oferecer maior proteg¢ao sistémica e mucosa na infecgao gastrica por T. cruzi (Cai et
al., 2016; Cai et al., 2021).

Areposta Th1 é originada na diferenciacéo de linfocitos T CD4+ estimulada por
IL-12 e IFN-Y, entre suas principais fun¢des esta a ativacdo de macrofagos,
aumentando a capacidade microbicida; e o estimulo de linfécitos T CD8+, essenciais
na defesa contra patégenos intracelulares como virus, bactérias e protozoarios
(Butcher e Zhu, 2021; Luo et al., 2022; Martynova et al., 2022).

A diferenciacdo mediada por IL-4 estimula a resposta Th2, com produc¢ao de
citocinas IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, que estdo envolvidos na ativagdo de eosindfilos,
basdfilos e mastécitos; producao de IgE através de linfocitos B. Esse tipo de resposta
atua contra patdgenos extracelulares, como os helmintos. A estimulagao exacerbada
pode inibir a resposta Th1 (Butcher e Zhu, 2021; Martonik et al., 2021).

O subtipo de células T auxiliares Th17 é estimulado pela produgao de citocinas
IL-6, TGF- e IL-23, que produzem citocinas IL-17, IL-21 e 1I-22; no qual atuam no
recrutamento e ativacdo de neutréfilos na defesa contra bactérias extracelulares e
fungos, além de participarem em processos autoimunes e inflamatérios (Butcher e
Zhu, 2021; Luo et al., 2022; Martonik et al., 2021).

Considerando esses conceitos, o IFN-Y é uma citocina pré-inflamatodria
importante na ativagao de macréfagos, inducao de 6xido nitrico e acao antiparasitaria,
esta associado a uma resposta Th1 ativa caracteristica na fase aguda por infecgéo de
T. cruzi (Salim, Sershen e May, 2016). A redugao dessa citocina apds o tratamento
indica a diminuicdo do estimulo antigénico, portanto diminuicdo da resposta
exacerbada do sistema imune, como a Th1. Assim como o IFN-Y, a TNF-a &€ uma
citocina pré-inflamatoria crucial na resposta imune inicial contra parasitos, envolvida
na ativagdo de macrofagos e recrutamento celular (Li, Kérner & Liu, 2020).

A citocina IL-6 apresenta fungao pré-inflamatdria pleiotropica (Kaur et al.,
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2020), agindo na imunidade inata e adaptativa, por estar envolvida da ativacao e
diferenciacao de linfécitos B e T, recrutamento de células inflamatdrias (Schett, 2018).
Na fase aguda da DC os niveis de IL-6 sdo altos, indicam a inflamacéo sistémica,
participagdo na resposta imune inicial e potencial papel na patogénese tecidual
(miocardite chagasica aguda) (Amioka et al., 2021; Degener et al., 2020).

Ja a citocina IL-10 quando aumentada, desempenha papel anti-inflamatério
importante na regulacdo da resposta imune do hospedeiro limitando a produgéo de
citocinas proé-inflamatoérias como, IFN-Y; TNF-a e IL-12 (Carlini et al., 2023; Hutchins,
Diez e Miranda-Saavedra, 2013; Saraiva e O’Garra, 2010) e prevenindo danos
teciduais (Boari et al., 2012; Roffé et al., 2012).

Em pacientes sintomaticos existe a correlagdo entre niveis elevados de
citocinas inflamatorias no sangue e a expressao génica inflamatéria no tecido cardiaco,
indicando que a inflamagao sistémica reflete a resposta imune local (Souza-Silva et
al., 2024).

Na auséncia de tratamento ou em funcao da falha terapéutica, a persisténcia
do parasito estimula respostas imunes cronicas que n&o eliminam o parasito por
completo e causam lesdes teciduais em fungao da inflamacao, seguidas de fibrose
cardiaca. Nesse sentido, o uso de medicamentos que nao permeiam todos os
reservatorios teciduais pode constituir um obstaculo para o sucesso do tratamento
(Ernst, Macedo e McCall, 2025), permitindo a evolugdo do processo patoldgico.
Nesses casos, o desequilibrio entre a resposta protetora favorece o dano tecidual e
evolugao clinicas graves (Acevedo, Girard e Gomez, 2018; Cardillo et al., 2015; Ernst,
Macedo e McCall, 2025; Gémez et al., 2023; Puerta et al., 2023).

O padrao de distribuigao tecidual e a intensidade da resposta imune variam de
acordo com a genética do hospedeiro (Domingues et al., 2020; Dutra et al., 2009),
além da diversidade do parasito, que possui tropismo tecidual distinto com capacidade
de modular a resposta imune local e sistémica (Desale et al., 2025), ambos fatores
influenciam no tipo da manifestagéo clinica da DC.

Para entender a progressao clinica e o desenvolvimento da forma cardiaca e
indeterminada da doencga de Chagas, por exemplo, é fundamental analisar o perfil de
citocinas. Ha varios perfis de ativagcao encontrados em pacientes com DC, que podem
ser atribuidos a carga infecciosa, a via de infec¢ao, genética/viruléncia do parasito e
do hospedeiro, a influéncia de fatores neuroenddécrinos na resposta adaptativa, entre
outros (Acevedo, Girard e Gomez, 2018; Morrot et al., 2016).
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No geral, em pacientes com a forma clinica indeterminada da DC apresentam
maior expressao de IL-10 e TGF-3, com perfil regulador anti-inflamatério, ou seja, o
equilibrio da resposta imune e controle do parasito (Da Silva et al., 2017; Dutra et al.,
2014; Gomez et al., 2021). Essa resposta esta associada com protegédo cardiaca e
controle do parasito com menor dano tecidual, enquanto a expressédo de citocinas
inflamatdria tem relagdo com o agravamento cardiaco (Sousa et al., 2014; Vitelli-
Avelar et al., 2008).

O perfil de citocinas em pacientes com a forma clinica cardiaca apresenta um
aumento dos niveis de IFN-y, TNF-q, IL-6, IL-1B3 e IL-17, citocinas inflamatdrias que
estao diretamente relacionadas com uma progressao ruim da fungéo cardiaca e maior
risco de lesdo tecidual (Da Silva et al., 2017; Dutra et al., 2014; Ramos-Rincon et al.,
2023; Sousa et al.,, 2014; Vitelli-Avelar et al., 2008). O equilibrio entre citocinas
inflamatorias e reguladoras é determinante para o desenvolvimento ou nao de
cardiomiopatia (Da Silva et al., 2017; Koh et al., 2023).

Ha estudos que mostram o tratamento antiparasitario ou tratamento incompleto
nem sempre vao ter fracasso na eliminagao do parasitismo, mas podem restaurar o
equilibrio imunolégico quando é completo (Eiro et al., 2021; Vallejo et al., 2016). No
entanto os fatores imunolégicos envolvidos na expressao de altos niveis de citocinas
pré-inflamatéria, como TNF-a, acarretam piores resultados e desfechos clinicos
(Cristovao-Silva et al., 2021; Pérez-Fuentes et al., 2003).

Eiro e colaboradores (2021), investigaram a interrup¢ao do tratamento com BZ
e o desfecho na imunidade. Foi demonstrado que essa interrupgao esta associada a
reducao de niveis de anticorpos especificos do T. cruzi, e ainda aumentam
recrutamento de células T. Outro achado relevante, mostrou que tanto regime
completo ou ndo de tratamento, a taxa de eficacia foi semelhante, visto a redugéo de

células especificas para eliminacao do parasito (Eiro et al., 2021).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 PARASITOS

Foram utilizadas cepas de T. cruzi que apresentam diferentes graus de
resisténcia a quimioterapia com BZ e ravuconazol. Ambas as cepas sao bem
caracterizadas na literatura em modelo murino, induzindo fase aguda com parasitemia
patente e processo inflamatorio intenso, particularmente em tecidos musculares. Tais
cepas sao mantidas criopreservadas no banco de cepas do laboratorio de
Parasitologia Basica da UNIFAL-MG e obedecendo as passagens sucessivas em
camundongos para fins de experimentagdo. Foram realizadas trés sucessivas
passagens da cepa Colombiana, advindas de sangue; e trés passagens de cepa CL
Brener com tripomastigotas originados de metaciclogénese de epimastigota em
cultura segundo protocolo de Sullivan (1982).

A cepa Colombiana é classificada como DTU | (Zingales et al., 2009), com
caracteristicas de alta viruléncia, resisténcia ao tratamento com BZ e nifurtimox,
tripomastigotas de formas largas (Andrade et al., 1970a; Andrade, 1974b; Filardi e
Brener, 1987). O parasito foi isolado de um paciente cardiaco em 1964 (Federici,
Abelmann, Neva, 1964).

Ja a cepa CL Brener (clone da cepa CL (Zingales et al., 1997)), pertence a DTU
VI (Zingales et al., 2009), isolada do vetor Triatoma infestans no Brasil em 1963
(Brener e Chiari, 1963), € uma linhagem hibrida com alta viruléncia e infectividade,
descrita com caracteristicas miotropicas (Lenzi et al., 1996; Melo e Brener, 1978), e

susceptibilidade ao tratamento com os farmacos de referéncia (Filardi e Brener, 1987).

3.2FARMACOS E REAGENTES

(i) Benznidazol (Bz): 2-nitro-imidazole-(N-benzil-2-nitro-1imidazoleacetamide),
(Lafepe), o farmaco de referéncia no tratamento da doenga de Chagas; 1H-1,2,4-
triazol-1-yl)propyl]-4-thiazolyl]benzonitrile); (ii) E1224 (pro-farmaco): [(2 R ,3 R )-3-[4-
(4-cianofenil)-1,3-tiazol-2-il]-2-(2,4-difluorofenil)-1-(1,2,4-triazol-1-il)butan-2-ilJoximetil
di-hidrogenofosfato, derivado de monolisina fosfato do ravuconazol (Eisai, Japao),
molécula desenhada para ensaios pré-clinicos da quimioterapia da DC.

O BZ foi administrado por via oral em suspensao preparada com
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carboximetilcelulose (Sigma) 0,5% p/v. O E1224 foi administrado por via oral em
solugdo aquosa. Os tratamentos foram realizados por 5 dias consecutivos com uma
dose diaria de 100mg/Kg de BZ ou doses diarias de 50mg/Kg de E1224 (pré-farmaco
do ravuconazol). Essas doses correspondem ao tratamento padrao estabelecido na
literatura para avaliagdes pré-clinicas em modelo murino (Filardi e Brener, 1987; Diniz
et al., 2018). Para inducdo de cronificagdo da infecgao pela cepa Colombiana, um
grupo de 7 animais recebeu uma dose de 400mg/kg de BZ (Bustamante et al., 2020).
Nos animais infectados com a cepa CL Brener nao foi realizada a indugao de

cronificagao.

3.3 ANIMAIS

Foram utilizadas 64 fémeas de camundongos BALB/c, com 4 semanas de idade,
pesando entre 18 e 24g. Os animais foram mantidos em ambiente controlado com
ciclos regulares de luz, temperatura de 23 £ 2°C, disponibilidade de agua e racéo ad
libitum. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com os principios éticos
preconizados pelo CONCEA (Conselho Nacional de Controle de Experimentagao
Animal) e somente apds a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da

Universidade Federal de Alfenas com numero de registro 0046/2021.

3.3.1 Grupos experimentais

As Figuras 3 e 4 ilustram a distribuicdo dos grupos experimentais e os
procedimentos encontram-se descritos nos itens subsequentes.

Foram utilizados 64 animais, sendo 45 para cepa Colombiana, infectados e
tratados com os farmacos testados (n=12/farmaco) ou mantidos como controles
infectados (n=18/cepa) ou nao infectados (n=3). E 19 animais infectados com cepa CL
Brener e tratados com benznidazol (n=12/farmaco) ou controle infectados sem
tratamento (n=4), e animais sem infecgao (n=3). Outros 7 animais constituiram o grupo

controle infectado cronicamente com cepa Colombiana (n= 7).
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Figura 3- Fluxograma dos grupos experimentais utilizando cepa Colombiana de

figado, |. Grosso, cérebro,
I. delgado, tecido adiposo

T. cruzi.
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Fonte: Autoria propria.

Nota: O pico de parasitemia no 10° dia, inicio do tratamento do 11° dia de infec¢do até o 16° dia.
Em seguida, os animais que receberam imunossupressor foram eutanasiados aos 20
dias de infeccdo. Animais cronicos foram infectados experimentalmente, tratados em
dose Unica na fase aguda (10 dias) e eutanasiados na fase cronica (240 dias).

Figura 4- Fluxograma dos grupos experimentais utilizando cepa CL Brener de

T. cruzi.
5x103
15° 16° 20° 25°
gt dpi supressao reativacao
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= 1 ]
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Extracao de DNA genémico- qPCR
N&o-infectado 1 1
n=3 1 1
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Fonte: Autoria proépria.
Nota: O pico de parasitemia no 15° dia, inicio do tratamento do 16° dia de infec¢ao até o 20° dia.
Em seguida, animais que receberam imunossupressor foram eutanasiados aos 25 dias dpi.
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3.4 INFECGCAO EXPERIMENTAL, AVALIACAO DA PARASITEMIA E
IMUNOSSUPRESSAO

Os animais foram inoculados via intraperitoneal (i.p) com 5000 formas
tripomastigotas sanguineas da cepa Colombiana ou CL, obtidas a partir de sangue
periférico de camundongos infectados. Apds a confirmacgéao da infecgao por exame de
sangue a fresco no 10° dia, os animais infectados foram randomizados nos grupos
tratados com BZ (100mg/kg), com E1224 (50mg/Kg) e né&o tratados. O tratamento foi
mantido por 5 dias. Um dia apds o tratamento, 6 animais de cada grupo tratado foram
imunossuprimidos com uma dose diaria de 100mg/Kg de ciclofosfamida (Cy) (Baxter),
via i.p., por 3 dias (Figura 3). Durante todo o periodo de avaliagdo a parasitemia foi
quantificada diariamente e o peso dos animais aferido a cada 5 dias.

Os experimentos com a cepa CL Brener seguiram o mesmo delineamento,
contudo, foi utilizado somente o farmaco de referéncia, BZ, e o tratamento teve inicio

aos 15 dias ap0s a infeccao (Figura 4).

3.4.1 Coleta e armazenamento de amostras

Para a obtencdo de plasma utilizado na quantificacdo de citocinas foram
coletadas amostras de sangue, via pungéo cardiaca, em tubos com anticoagulante e
em banho de gelo. As amostras foram imediatamente centrifugadas sob refrigeragéo
e armazenadas a -80° até a utilizacdo. As coletas de tecidos e 6rgaos destinados a
quantificacdo do parasitismo por gPCR nos animais infectados e tratados ou néao,
foram realizadas em dois periodos (figuras 3 e 4) - imediatamente apds o tratamento
e apos a imunossupressao, para permitir mapear os 6rgéos e tecidos onde ha redugéo
e/ou recrudescéncia do parasitismo, na expectativa de correlacionar com o perfil de
susceptibilidade da cepa.

E importante ressaltar que todos os fragmentos foram coletados de forma
padronizada (20-30mg), de forma a permitir a comparagdo. Apds a coleta, os
fragmentos foram exaustivamente lavados em solugcdo salina tamponada e os
instrumentos descontaminados entre um tecido e outro, de forma que a determinagao
da carga parasitaria refletisse a quantidade de parasitos intracelulares. Foram
coletados, além do sangue, coragao, musculo esquelético, bago, figado, rins, cérebro,

pulmao, tecido adiposo branco inguinal, intestino delgado e intestino grosso. Os
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orgaos/fragmentos foram armazenados em microtubos estéreis livres de

DNAse/RNAse e entido armazenados a -80°C.

3.5 EXTRAGAO DE DNA GENOMICO

A extracao de DNA gendmico foi realizada a partir do sangue e de diferentes
tecidos de camundongos. Foram utilizados os kits de extracdo de DNA ReliaPrep
Blood gDNA Miniprep System e ReliaPrep™ gDNA Tissue Miniprep System
(Promega®), seguindo as recomendacgdes do fabricante. Para os tecidos foi incluido
uso de pistilos para maceragdo. As amostras corresponderam ao volume de 200 yL
de sangue e fragmentos de cerca de 20-30 mg provenientes do bago, coragéo, rim,
figado, musculo esquelético, cérebro, tecido adiposo, intestino grosso, intestino

delgado e pulmé&o.

3.5.1 Padronizagao de estratégia de quantificagao de DNA pelo método do Ct

comparativo

Para cada tecido, foi gerada uma curva padréo a partir de uma concentragao
conhecida de DNA de formas epimastigotas da cepa Colombiana de Trypanosoma
cruzi, em combinacdo com uma quantidade conhecida de DNA do tecido
correspondente. Essas amostras foram submetidas a diluicbes seriadas (1:10) em
agua. Dessa forma, o limite de quantificacao e a eficiéncia de amplificagcdo da gPCR
para os alvos T. cruzi e o controle endégeno TNF-a foram determinados
individualmente para cada tecido. A estratégia de quantificagdo adotada baseou-se no
método do delta Ct (ACt) comparativo. Em todas as analises, foi utilizada uma amostra
padrao de referéncia especifica para cada tecido, contendo quantidades conhecidas
de DNA do parasito e do tecido. Essa abordagem permitiu a conversao dos resultados
de quantificagao relativa em valores absolutos de equivalentes de parasito por ng de
DNA tecidual.

3.6 PCR EM TEMPO REAL QUANTITATIVA

Para cada amostra, analisada em duplicata, a reacdo de PCR continha 2 uL de

DNA gendmico (50 ng), 0,3 uM de oligonucleotideos iniciadores especificos para a
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repeticdio de 195 pares de bases (pb) do DNA do T. cruzi, TCZ-F 5-
GCTCTTGCCCACAMGGGTGC-3’, onde M = A ou C (InvitrogenTM), e TCZ-R 5'-
CCAAGCAGCGGATAGTTCAGG-3’, (Moser et al. 1989, modificado por Cummings &
Tarleton 2003) o qual amplifica um produto de 182 pb, 5 yL de GoTaq® PCR Mastermix
2x (Promega), 0,1 uL de CXR (Promega) e agua Milli-Q para um volume final de
reacao de 10 uL. Separadamente, para cada amostra foi também realizada uma
reacdo em duplicata para dosar o TNF-a, utilizado como controle enddgeno
normalizador contendo 2 uL de DNA genémico (50 ng), 0,3 yM de oligonucleotideos
iniciadores TNF-5241 5-TCCCTCTCATCAGTTCTATGGCCCA-3' e TNF-5411 5'-
CAGCA AGCATCTATGCACTTAGACCCC-3’ (Cummings & Tarleton, 2003), o qual
amplifica um produto de 170 pb, 5 uL de GoTaq® PCR Mastermix 2x (Promega), 0,1
ML de CXR (Promega) e agua Milli-Q para um volume final de reagdo de 10 uL. As
reagoes foram distribuidas em placas de 96 pogos (Fast 96-Well Reaction Plate, 0,1
mL, MicroAmp™), centrifugadas por 1 minuto a 200 x g e levadas ao termociclador
StepOnePlus (Apllied Biosystems). O programa de termociclagem consistiu em
aquecimento a 95° C por 10 minutos, 40 ciclos de 94° C por 15 segundos e 64,3° C
por 1 minuto, com aquisicdo da fluorescéncia a 64,3° C. A amplificagao foi
imediatamente seguida por um programa de melting com desnaturacao inicial a 95° C
por 15 segundos, resfriamento a 60° C por 1 minuto e aumento gradual de temperatura
de 0,3° C/s até 95° C. Cada placa continha um controle negativo da extragéo
(proveniente de camundongo normal), em duplicata, para sangue ou tecido, e um
controle negativo da PCR, em duplicata, com agua no lugar de DNA, para a reagao

com oligonucleotideos iniciadores do T. cruzi e do TNF-a.

3.7 QUANTIFICAGCAO DE CITOCINAS EM PLASMA POR CITOMETRIA DE FLUXO

Essa etapa foi realizada na Plataforma de Citometria do Fluxo do Nucleo de
Pesquisa em Ciéncias Biologicas (NUPEB) da Universidade Federal de Ouro Preto -
MG (UFOP) em colaboracdo com professor Dr. Rodrigo Dian de Oliveira Aguiar
Soares. A leitura foi realizada de acordo com protocolo de Mathias e colaboradores
(2023).

Para as amostras de citocina foi realizada coleta de sangue periférico; no 10°
e 16° dia de infecgcao para cepa Colombiana; e 20° e 25° dia para cepa CL Brener.

Para a quantificagao foi utilizado kit mouse-Th1/Th2/Th17 cytokine (BD Biosciences,
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San Jose, USA), de acordo com a técnica de Cytometric Bead Array que permite a
quantificagado das citocinas IL-2, IL-4, IL-10, IL-17A, IFN-y e TNF-a. Os ensaios foram
realizados de acordo com as recomendacdes do fabricante. As amostras de plasma
coletadas e armazenados em freezer -80°C foram descongeladas e homogeneizadas;
em seguida centrifugadas a 10.000 x g durante 10 min a 4°C e os sobrenadantes
foram utilizados para as analises. Foram utilizados 25 uL de cada amostra (n=61) por
poco de uma placa de 96 pogos adicionadas a 3 uL da mistura de Beads (7 beads)
previamente homogeneizadas por aproximadamente 40 segundos. A curva padrao foi
reconstituida em 2,0 ml de Reagente G, uma solugédo tampéao usada como diluente,
nas diluicbes 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128 e 1/256, no mesmo volume das
amostras. Foram adicionados 17ulL aos pog¢os, seguidos de um reagente de detecgéo
marcado com ficoeritrina (PE) e as placas incubadas com agitagéo por 3 horas a 25°C,
ao abrigo da luz. Ao finalizar a incubagao, os pogos foram lavados com 500 uL da
solugado tamponada de lavagem, e 160uL foram mantidos nos pogos e centrifugados
a 1400 rpm por 7 min a 25°C. O sobrenadante foi descartado, e uma nova adi¢éo de
180 a 200 pL de Reagente F e transferidos para os tubos de leitura. Para aquisigao
dos dados foi empregado o citbmetro de fluxo LSRFortessa™, BD Biosciences. A
quantificacdo foi dada em picogramas por mililitro (pg/mL) e calculadas através do
software FCAP v.3 (BD Biosciences, San Jose, USA).

3.8 ANALISES ESTATISTICAS

Todos os dados foram expressos como média + desvio padrao. As analises
estatisticas foram realizadas com auxilio do software GraphPrism 8.0.2. Para
comparagdes multiplas foi utilizado o teste Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunn. Para
comparagdes entre dois grupos foi utilizado o teste Mann-Whitney. Foram

consideradas significativas as diferengas se p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 CEPA COLOMBIANA

4.1.1 Impacto dos farmacos na parasitemia durante e apés o tratamento

A parasitemia dos animais infectados pela cepa Colombiana, acompanhada
durante o periodo de 10 dias, € mostrada na Figura 5. A agao antiparasitaria de
ambos os farmacos é claramente demonstrada a partir da administragdo da segunda
dose, sendo a redugao da parasitemia mais acentuada para os animais tratados com
BZ. Enquanto este farmaco suprimiu a parasitemia em 100% dos animais a partir da
terceira dose, para o E1224 foi observada supressdo em 83,3% (5/6 animais) no ultimo

dia de tratamento.

Figura 5- Supressdo da parasitemia pelo benznidazol e E1224 em
camundongos infectados pela cepa Colombiana de T. cruzi.
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Fonte: Autoria prépria

Nota: Camundongos BALB/c foram inoculados (0,1 mL) com 5x103 tripomastigotas, via ip e
tratados por 5 dias, via oral, com 100 mg/Kg de benznidazol (BZ) ou 50 mg/Kg de
E1224. A parasitemia foi detectada por exame de sangue a fresco. NT-Infectado e ndo
tratado; BZ- benznidazol 100mg/kg; E1224 — E1224 50mg/kg. A area sombreada cinza
representa o periodo de tratamento.
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Para otimizar a detec¢ao do parasitismo, 48 horas apos cessar o tratamento os
animais foram imunossuprimidos. Ainda assim, todos os animais tratados com Bz
permaneceram com parasitemia subpatente, enquanto para o E1224 foi detectada

parasitemia patente em 2 dos 6 animais (33%).

4.1.2 Carga parasitaria tecidual da cepa colombiana por qPCR

Inicialmente foi analisada a distribuicdo tecidual da cepa Colombiana na fase
aguda da infecgdo murina. A Figura 6 mostra a carga parasitaria quantificada nos
diferentes érgéaos e tecidos dos animais controle, considerando os tempos de infecgao
de 16 e 20 dias.

Figura 6- Distribuicdo tecidual da cepa Colombiana de T. cruzi em
camundongos BALB/c na fase aguda da infecgao.
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Fonte: Autoria propria.

Nota: Carga parasitaria de tecidos e sangue, detectada por PCR na fase aguda da infeccao
(20 dias) de camundongos BALB/c pela cepa Colombiana de T. cruzi. Letras iguais
indicam similaridade estatistica. Valores dados em parasito-equivalente por
25ng/DNA.
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Os odrgaos/ tecidos com maior carga parasitaria foram musculo esquelético,
tecido adiposo e coragao; com meédias de 2244, 173,7 e 73,94 par-eq,
respectivamente (Figura 6). Essas meédias foram similares a quantificada no sangue,
enquanto todos os outros tecidos apresentaram niveis de DNA de T cruzi
significativamente menores do que o observado no sangue (Figura 6). Niveis baixos
de parasitismo foram detectados no baco, figado e intestino grosso, enquanto cargas
parasitarias minimas, menores que 1 par-eq/ 25ng DNA foram detectadas no cérebro,
rim e pulmao.

Ja na fase crbnica da infecgdo pela mesma cepa, o parasitismo foi
drasticamente reduzido, como evidenciado pelos dados mostrados na Figura 7. E
interessante notar que, diferente da fase aguda, quando o parasitismo dos tecidos
musculares e adiposo foi significativamente maior, na fase crbénica ndo houve

diferenga entre esses e os demais 6rgaos analisados.

Figura 7- Distribuicdo tecidual da cepa Colombiana de T. cruzi em
camundongos BALB/c na fase cronica da infecgao.
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Fonte: Autoria proépria.

Nota: Carga parasitaria detectada por PCR em todos os tecidos coletados de animais com 240
dias de infecg¢ao cronica por cepa Colombiana de T. cruzi. Nao houve diferenga estatistica
entres os tecidos analisados. Valores dados em parasito-equivalente por 25ng/DNA.

Buscando compreender a dindmica do parasitismo pela cepa Colombiana ao
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longo da infeccéo aguda (16 e 20 dias pds-infecgdo), os dados foram classificados

separadamente em uma analise comparativa nos dois periodos (Figura 8).

Figura 8- Biodistribuicdo da cepa Colombiana de T. cruzi, aos 16 e 20 dias pos-

infecgao.
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Fonte: Autoria propria.

Nota: Quantificacdo do parasitismo por PCR em tecidos de animais infectados com cepa
Colombiana de T. cruzi sem tratamento. Figura representativa para todos os érgaos
coletados, com valores médios de parasito-equivalente. Estao representados os valores de
p apenas para os tecidos nos quais a diferenca foi significativa entre o 16° e 20° dia de
infeccao.
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Foram detectadas flutuagbes distintas da carga parasitaria, a depender do
tecido avaliado. No baco, tecido adiposo, cérebro, rim e intestinos a quantidade de
DNA de T. cruzi foi similar nos dois periodos; apesar das tendéncias de queda nos
dois primeiros e elevagao nos demais, dada a dispersao dos valores, a diferengca nao
foi significativa. Ja no coragdo e musculo esquelético foi detectado aumento
significativo da carga parasitaria no 20° dia. Curiosamente, no pulmao também foi
detectado aumento relevante. Por outro lado, no figado, a carga parasitaria foi
significativamente reduzida com maior tempo de infecgcéo, a despeito da crescente

parasitemia (Figura 8).

4.1.3 Influéncia dos tratamentos na carga parasitaria da cepa Colombiana

detectada por gPCR

Os tratamentos com BZ e E1224 foram altamente eficazes em controlar o
parasitismo tecidual. A Figura 9 mostra a carga parasitaria encontrada nos diferentes
tecidos. Para permitir melhor visualizagdo das diferencas, no painel esquerdo estao
representados os tecidos de todos os animais infectados, tratados ou n&o, enquanto
no painel a direita foi apresentada a carga parasitaria dos tecidos dos animais tratados,
sendo excluido o grupo controle.

Pode ser observado que no musculo esquelético, bago, cérebro, rim e intestino
delgado os tratamentos com E1224 e BZ induziram reducdo significativa do
parasitismo em relagdo ao grupo néo-tratado (Figura 9A), sendo a carga parasitaria
dos animais tratados com o farmaco de referéncia similar ao azol.

A avaliagao do parasitismo logo apods interrupcdo do tratamento (16° dia de
infeccéo) e apds a imunossupressao (20° dia de infec¢gdo) mostrou valores similares.
No musculo esquelético e rim houve aumento da carga parasitaria resultante da
imunossupressdo em alguns animais tratados com E1224 e BZ, respectivamente.
Porém, as médias desses grupos ainda foram similares aquelas observadas
imediatamente apds o tratamento. Esses dados podem sugerir que os tecidos
mencionados nao sao sitios de reativacdo do parasitismo pods-tratamento,
independente do farmaco, ou que o tempo poés-tratamento investigado nao foi
suficiente para detectar a recrudescéncia (Figura 9).
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Figura 9- Efeito do tratamento com benznidazol e E1224 na redugdo do
parasitismo tecidual de camundongos BALB/c infectados com cepa
Colombiana de T.cruzi apés a imunossupressao.
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Fonte: Autoria propria.

Nota: Carga parasitaria detectada por gPCR logo apds o tratamento (16 dias
infeccdo) e apds a imunossupressdo (20 dias de infeccdo). E1224-
animais tratados com E1224; Cy-E1224- animais imunossuprimidos pos-
tratamento com E1224; BZ- animais tratados com benznidazol; Cy-Bz
animais imunossuprimidos pés-tratamento com Bz; NT- animais infectados
ndo tratados; ns-ndo significativo. Painel a esquerda (A,C,D,E,G,I) em
escala Log. Painel a direita (B,D,F,H,J) em escala linear.
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A Figura 10 mostra os dados de quantificacdo dos tecidos nos quais foi
detectada diferenca significativa na carga parasitaria resultante de ambos os
tratamentos e/ou na presencga de imunossupressao.

No coragéo, pulmao, tecido adiposo, figado e intestino grosso a quantidade de
parasitos nos animais tratados foi, novamente, significativamente menor do que o
controle nao tratado (Figura 10).

No coragdo, a acdo antiparasitaria do BZ foi significativamente maior que do
E1224 (Figura 10B), a despeito da baixa carga parasitaria observada para ambos. Os
valores quantificados para os animais tratados com E1224 e BZ, respectivamente,
foram 0,033 e 0,011 parasitos equivalentes, enquanto o controle positivo apresentou
média de 73,94. De forma interessante, apds a imunossupressao, a carga parasitaria
detectada nos animais tratados com BZ foi maior do que aqueles nao
imunossuprimidos, sendo similar a dos animais tratados com E1224 (Figura 10B). Ja
para o E1224, houve uma tendéncia de aumento da carga parasitaria, contudo, nao é
possivel observar diferenca daqueles ndo imunossuprimidos devido a alta
variabilidade (Figura 10B).

Os dados mostrados na figura 10 E e F demonstram resultado similar de
parasitismo tecidual em pulmao, sendo o parasitismo totalmente suprimido nos
animais tratados com BZ. Contudo, apds a imunossupressao, baixos niveis foram
detectados no pulméo, sendo maiores do que os observados nos animais logo apos
o tratamento. Para E1224, em apenas um animal foi detectado aumento do
parasitismo resultante da imunossupressao.

De forma interessante, a despeito do carater miotrépico, foi detectado intenso
parasitismo da cepa Colombiana no tecido adiposo dos animais n&o tratados (Figura
10 C). Ambos os farmacos foram eficientes em reduzir o numero de parasitos (Figura
10 C e D) ; a média do grupo néo tratado foi 173,7 parasitos equivalentes, enquanto
a quantidade média para E1224 e Bz foi de 0,050 e 0,256, respectivamente. Esses
valores resultam em diferenga significativa entre os tratamentos, o que pode sugerir
que a atividade do E1224 sobre formas intracelulares do parasito no tecido adiposo &
superior a do BZ. Em concordéancia, apds a imunossupressao, 0s niveis parasitarios
no tecido adiposo dos animais tratados com BZ foram significativamente aumentados,

diferente do observado para o E1224 (Figura 10D).
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Impacto do tratamento com benznidazol e E1224 na supressado e
recrudescéncia do parasitismo tecidual de camundongos BALB/c
infectados com cepa Colombiana de T. cruzi.
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Fonte: Autoria propria.

Nota: Carga parasitaria detectada por gPCR logo apds o tratamento (16 dias
infecgdo) e apds a imunossupressdo (20 dias de infecgdo). E1224-
animais tratados com E1224; Cy-E1224- animais imunossuprimidos
pos-tratamento com E1224; BZ- animais tratados com benznidazol;
Cy-Bz animais imunossuprimidos pds-tratamento com Bz; NT-
animais infectados néo tratados; ns-ndo significativo. Painel a
esquerda (A,C,D,E,G,l) em escala Log. Painel a direita (B,D,F,H,J) em
escala linear. A linha pontilhada representa o limite de detecgéo da
técnica (102).



44

Por outro lado, no figado, perfil oposto foi identificado. Nesse caso, a carga
parasitaria dos animais tratados com ambos os farmacos foi similar, mas, com a
imunossupressao, o numero de parasitos aumentou somente no grupo previamente
tratado com E1224 (Figura 10 G e H). Foram identificados 0,010 e 0,068 parasitos
equivalentes, pré e pos imunossupressao, respectivamente. Ja para os grupos
tratados comparados isoladamente ao grupo infectado n&o-tratado houve uma
relevante supresséo da carga parasitaria (Figura 10G).

Ja a quantificacdo do parasitismo no intestino grosso apresentou medias de
parasitos equivalentes baixas nos grupos tratados comparativamente ao grupo NT,
cujos niveis médios foram de 5,955 parasitos equivalentes (Figura 10 |). De forma
interessante, os animais que receberam BZ e foram imunossuprimidos tiveram a carga
parasitaria aumentada nesse tecido (0,004 e 0,030 pré- e pds imunosssupressao)
(Figura 10 J).

Nossos resultados sugerem que o que coragao, tecido adiposo, intestino grosso,
figado e pulmdo podem servir como reservatorios do parasito e contribuir para o
insucesso terapéutico com BZ e/ou E-1224 na fase aguda da infecgdo experimental

pela cepa Colombiana de T. cruzi.

4.1.4 Quantificacao de citocinas no plasma de animais infectados com a cepa

Colombiana

A determinacdo dos niveis de citocinas nos animais infectados pela cepa
Colombiana e tratados ou ndo com BZ e E1224 foi feita em dois periodos —no primeiro
e no ultimo dia de tratamento — equivalente ao 10° e 16° dias de infecgao.
Adicionalmente, para essa analise foram incluidas amostras de animais na fase
cronica da infecgéo (Figura 11). Foram detectadas diferengas significativas entre os
grupos para IL-6, TNF-a, IFN-y e IL-10. Ja as citocinas IL-4, IL-2 e IL-17 apresentaram-
se em niveis muito reduzidos e de forma similar entre os animais infectados, tratados
ou nao, e ndo infectados. Por esse motivo, ndo estdo incluidas nas figuras.

A Figura 11 mostra os niveis de citocinas detectados nos animais infectados,
em diferentes tempos de infecgdo, comparativamente aos nao infectados. Os niveis
de TNF-a se mostraram elevados em mais de 50 vezes nos animais sem o tratamento
(453,8 pg/mL) comparado ao grupo nao infectado (7,99 pg/mL); no grupo crénico a

média da citocina foi de 10,96 pg/mL, similar aos animais nao infectados.
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Diferente do que foi observado para o TNF-a, cujos niveis foram gradualmente
aumentados na fase aguda, a quantificagdo de IFN-y foi similar aos 10 e 16 dias de
infeccdo nos animais ndo tratados, sendo esses valores significativamente
aumentados em relacdo aos detectados nos camundongos n&o infectados (Figura 11).
Enquanto a quantificacdo média dos animais sem infec¢ao foi de 0,1, o controle
infectado apresentou média mil e oitocentas vezes maior (229,4 pg/mL). Por outro
lado, esses niveis foram significativamente reduzidos na fase cronica da infec¢cado, com
média de 1,190 pg/mL (Figura 11).

Figura 11- Perfil dos niveis de citocinas IL-10, TNF-a, IFN-y e IL-6 em
camundongos BALB/c sem tratamento etiologico durante fase
aguda e fase crbnica da infecgdo com cepa Colombiana de
Trypanosoma cruzi.
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Fonte: Autoria propria.

Nota: Quantificagdo de citocinas em animais infectados com cepa Colombiana de T.cruzi sem
tratamento ou animais em fase crénica como comparativo dos niveis aos animais de fase aguda.
C- - Animais nao infectados; 10° DIA — Coleta de sangue no 10° dia de infecgdo; 16° DIA —
Coleta de sangue no 16° dia de infecgdo; CRONICO — Coleta de sangue apds 240 dias de
infecgao.

A citocina IL-6 foi detectada em niveis aumentados em camundongos
infectados durante a fase aguda, com baixos niveis na fase cronica (0,415 pg/mL).
Com relagao a IL-10, os animais infectados apresentaram valores significativamente
maiores do que os controles negativos, porém similares entre as diferentes fases da

infecgao (Figura 11).
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4.1.5 Influéncia do tratamento nos niveis de citocinas em animais infectados

com a cepa Colombiana

A quantificagdo de citocinas dos animais tratados, comparativamente aos
controles, foi realizada com amostras coletadas apds a ultima dose de tratamento, o
que equivale ao periodo de 16 dias de infecgao.

A Figura 12 mostra os niveis de TNF-a detectados nos diferentes grupos. A
infeccdo induziu niveis gradativamente maiores dessa citocina na fase aguda (10° e
16° dia de infecgao) (Figura 11). Contudo, ambos os tratamentos, com BZ e E1224,
foram eficazes em reduzir significativamente os niveis de TNF-a. Enquanto a média
do controle (20 dias de infecgéo) foi de 453,8 pg/mL, para os tratados com BZ o valor
foi cerca de 18 vezes menor (24,93pg/mL) e para E1224 foi, no mesmo periodo, nove
vezes menor (46,97 pg/mL).

Ja os niveis da citocina IL-6 mostraram perfil similar ao observado para IFN,
com aumento abrupto a partir do 10° dia de infec¢ao, sendo reduzidos na fase cronica
(Figura 11). O E1224 foi eficaz em reduzir significativamente os niveis de IL-6; com
média de 0,340 pg/mL, enquanto 15,73 pg/mL foram detectados como média do
controle positivo. O BZ também reduziu de forma importante os niveis de IL-6 em
relacdo ao grupo infectado nao tratado de 1,030 pg/mL, mas ainda superior ao
observado para os animais ndo infectados (0,032 pg/mL) (Figura 12C).

Com relacao a citocina IL-10, s6 foram detectadas diferencas em relagao a
auséncia e presenca de infeccdo. Os camundongos infectados pela cepa Colombiana
de T. cruzi apresentaram niveis elevados comparativamente aos animais nao
infectados. Contudo, os niveis foram similares entre tratados ou n&o, independente da
fase da infeccéo (Figura 12D). Os niveis nos animais ndo infectados e tratados com
E1224, foram menores que o limite de deteccao da técnica.

Nossos dados demonstram producao similar de citocinas em diferentes 6rgaos
de camundongos infectados e tratados com Bz ou E-1224, indicando que o perfil de
citocinas nao estaria correlacionado a determinado tecido ser considerado

reservatério do parasito na falha terapéutica.
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Figura 12- Impacto dos tratamentos com BZ e E1224 nos niveis de citocinas
pré-inflamatérias e anti-inflamatéria de camundongos infectados
experimentalmente com Cepa Colombiana de T. cruzi.
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Fonte: Autoria propria.

Nota: Quantificacdo dos niveis de citocinas em animais infectados com cepa Colombina de T.
cruzi, aos 20 dias de infecgdo na presenga ou nao de tratamento com 100 mg/Kg de
benznidazol ou 50 mg/Kg de E1224. C- - Animais nao infectados; C+ - Animais infectados
e nao tratados (20 dias de infecgédo); BZ — Grupo tratado com benznidazol; E1224 —
Grupo tratado com E1224 (pré-farmaco do ravuconazol).

4.2 CEPA CL Brener

4.2.1 Impacto dos farmacos na parasitemia durante e apés o tratamento com

benznidazol.

Para os experimentos com a cepa CL Brener foi utilizado somente o farmaco
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de referéncia, BZ. Além disso, considerando o carater de susceptibilidade da cepa, o
tratamento foi iniciado no 15° dia de infecgao, periodo no qual a infecgdo estava bem
estabelecida.

A acdo antiparasitaria do BZ é claramente demonstrada ja a partir da
administragcao da segunda dose (Figura 13), com negativagao do exame de sangue a
fresco para todos os animais. A supressdo permaneceu mesmo apos a
imunossupressao. A média geral da parasitemia nos grupos tratados com BZ foi de
31.944, enquanto para os animais sem tratamento foi de 430.417parasitos por 0,1mL
de sangue. A supressao da parasitemia pelo tratamento com BZ foi semelhante ao
encontrado para a cepa Colombiana, com eficacia ja a partir do segundo dia de

tratamento com a dose referéncia.

Figura 13- Parasitemia da cepa CL Brener de T.cruzi em camundongos BALB/c
na auséncia ou presencga do tratamento com benznidazol 100mg/Kg.
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Fonte: Autoria propria

Nota: Parasitemia detectada por exame de sangue a fresco durante seis dias de tratamento,
exceto no sexto dia de infecgdo que ndo houve administragdo de farmaco. Infecgdo com
5000 formas tripomastigotas sanguineas, com inéculo de 0,1 mL. NT-infectado e nao
tratado; BZ- benznidazol 100mg/kg. A area sombreada cinza representa o periodo de
tratamento.
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4.2.2 Carga parasitaria tecidual da cepa CL Brener por qPCR

A Figura 14 apresenta a carga parasitaria em diferentes tecidos aos 20 dias de
infeccdo de camundongos pela cepa CL Brener.

Elevadas quantificagbes foram encontradas nos oérgaos/tecidos pulméo,
musculo esquelético; rins; intestino grosso; figado e coragao; com médias variando de
mais de 2 mil a 297,3 par-eq/ 25ng DNA (Figura 14). Essas médias, de forma geral,
sao maiores do que aquelas comparadas a cepa Colombiana, exceto para musculo
esquelético, coragao.

Niveis menores de parasitismo, comparado aos tecidos ja citados, foram
detectados no cérebro, bago e intestino delgado, com média de 96,94; 41,35 e 16,99
par-eq/ 25ng DNA (Figura 14). De qualquer forma, esses niveis s&o superiores aos

observados para a cepa Colombiana com o mesmo periodo de infecgao

Figura 14- Distribuicdo da carga parasitaria de T. cruzi em camundongos
infectados por cepa CL Brener.
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Fonte: Autoria propria.
Nota: Carga parasitaria quantificada por PCR em tecidos de animais infectados por cepa CL
Brener de T. cruzi aos 20 dias de infecgdo. NR: n&o realizado por amostragem insuficiente.
Letras iguais indicam similaridade estatistica. Valores dados em parasito-equivalente por
25ng/DNA.
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4.2.3 Influéncia do tratamento com benznidazol na carga parasitaria de animais

infectados pela cepa CL Brener

De forma similar ao observado para os animais infectados pela cepa
Colombiana, o tratamento com BZ reduziu significativamente a carga parasitaria nos
tecidos avaliados (Figuras 15 a 17). Nao foi possivel detectar redugao significativa nos
intestinos delgado e grosso, além do tecido adiposo; contudo, o baixo n amostral e
variabilidade detectada provavelmente limitaram a analise. Especificamente no tecido
adiposo a comparacao nao foi feita, pois nao foi possivel coletar dos animais
infectados e nao tratados.

Pode ser observado na Figura 15 que no coragéo, musculo, cérebro, pulméo,
rim e intestino delgado, a imunossupressao pos-tratamento ndo alterou a carga
parasitaria em comparagao aos animais tratados e ndo imunossuprimidos (Figura 15
F). Foram detectados, na maior parte desses tecidos — com exceg¢ao do cérebro,
quantidades superiores ao limite de deteccao da técnica, apesar de muito reduzidas
em comparagao aos controles.

A quantificagdo em musculo esquelético mostrou-se elevada nos animais sem
tratamento, enquanto a média para o grupo BZ foi de 0,577 par/eq e 0,543 no grupo
que recebeu 100 mg/Kg de Cy (Figura 15B). De forma interessante, para o pulméao,
apesar da elevada carga parasitaria no grupo NT, apés o tratamento e
imunossupressao, as médias cairam para 0,028 e 0,047 par/eq (Figura 15C).

Nos animais que foram tratados, a média de quantificacdo de parasitos
detectada no cérebro (Figura 15D), rim (Figura 15E) e intestino delgado (Figura 15F)
foram; 0,051; 0,098 e 0,018 par/eq, respectivamente. Para os mesmos 06rgaos,
considerando os grupos Bz-Cy os valores encontrados foram 0,009 (cérebro); 0,064
(rim), e 0,003 (intestino delgado) par/eq 25ng de DNA.

Ja o intestino grosso nao apresentou diferencgas entre os grupos tratados, mas
uma reducgao relevante foi detectada entre os animais do grupo NT e Bz-Cy, com
média do grupo imunossuprimido de 0,129 par/eq (Figura 15G). A média para o grupo

que recebeu tratamento BZ foi de 1,100 par/eq (Figura 15H).
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Figura 15- Impacto do benznidazol no parasitismo tecidual de animais
infectados pela cepa CL Brener na presenga e auséncia de

Imunossupressao.
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Fonte: Autoria propria.

Nota: Carga parasitaria quantificada por PCR em tecidos de animais infectados com cepa
CL Brener de T. cruzi, tratados com 100 mg/Kg de benznidazol e animais tratados
que receberam trés doses de 100 mg/Kg de ciclofosfamida. NT- grupo infectado
ndo-tratado; Bz- grupo infectado e tratado com benznidazol; Bz-Cy- grupo de
animais infectados e tratados com benznidazol e imunossuprimidos
posteriormente com de ciclofosfamida.
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Padrao distinto foi encontrado no baco e no figado; os animais submetidos a
infeccado por T. cruzi que nao receberam tratamento apresentaram carga parasitaria
média de 41,35 e 366,4 par-eq/ 25ng DNA, respectivamente (Figura 16A e B). O
farmaco foi capaz de reduzir o parasitismo em ambos os 6rgdos, mesmo a despeito
da alta carga parasitaria encontrada, particularmente no figado. De forma interessante,
a quantidade de DNA nos animais imunossuprimidos posteriormente ao tratamento,
foi ainda menor do que os tratados e n&o imunossuprimidos (Figura 16). A
quantificagdo no tecido adiposo também mostrou redugéo significativa no parasitismo
entre os animais tratados e tratados/imunossuprimidos com médias de 1,597 e 0,009

par/eq, respectivamente (Figura 16C).

Figura 16 - Carga parasitaria quantificada em bacgo e figado de camundongos
infectados com a cepa CL Brener de Trypanosoma cruzi e tratados
com benznidazol.
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Fonte: Autoria proépria.

Nota: Carga parasitaria quantificada por PCR em tecidos de animais infectados com cepa CL Brener
de T. cruzi, tratados com 100 mg/Kg de benznidazol e animais tratados que receberam trés
doses de 100 mg/Kg de ciclofosfamida. NT- grupo infectado nao-tratado; Bz- grupo infectado e
tratado com benznidazol; Bz-Cy- grupo de animais infectados e tratados com benznidazol e
imunossuprimidos posteriormente com de ciclofosfamida.
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4.2.4 Quantificagdo dos niveis de citocina em cepa CL Brener

Os niveis de citocinas foram quantificados no ultimo dia de experimentacao;
equivalendo a 20 dias de infecg&o para os controles e grupo tratado com BZ e aos 25
dias para o grupo imunossuprimido pés-tratamento (BZ-Cy). De forma similar ao
observado para a cepa Colombiana, as citocinas IL-4, IL- 2 e |IL-17a apresentaram
niveis muito reduzidos para todos os grupos experimentais, por isso ndo estao
representadas graficamente.

Na Figura 17 sdo mostrados os grupos negativos (sem infecgdo) e positivo
(infectado nao tratado). Para IL-10, os niveis detectados nos animais sem infecgao
foram iguais a zero, enquanto nos infectados a média foi de 7,805 pg/mL. Ja os niveis
de TNF-a foram aumentados em cerca de 100 vezes na presenca de infecgdo,
seguidos do IFN-y, 400 vezes maior, e IL-6 com niveis 50 vezes maiores nos animais
infectados comparativamente aos controles. Esses dados mostram a presenga de

intensa resposta inflamatoria na auséncia de tratamento (Figura 17).

Figura 17- Perfil dos niveis de citocinas TNF-a; IFN- vy, IL-6 e IL-10 em
camundongos BALB/c controles nao tratados, na auséncia e na
presenga de infecgdo com a cepa CL Brener de Trypanosoma cruzi.
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Fonte: Autoria proépria.
Nota: Os niveis de citocinas foram quantificados aos 25 dias de infecgdo com cepa CL Brener de T.
cruzi, sem a presenga de tratamento com benznidazol. C- - Animais n&o infectados; C+ - Animais
infectados e n&o tratados.

A seguir foi investigado o impacto do tratamento com BZ no perfil de citocinas
observado na fase aguda da infecgdo. Neste experimento, para validar o papel

imunossupressor da ciclofosfamida — usada para induzir a reativagao do parasitismo,
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foram ainda quantificadas as citocinas no plasma dos animais imunossuprimidos.

A Figura 18 mostra os valores das citocinas proé-inflamatérias IFN- y e TNF-a
encontrados nos diferentes grupos. O tratamento com BZ foi eficiente em reduzir em
cerca de 100 vezes os niveis de TNF- a (33,39 pg/mL). Ja o grupo que recebeu
imunossupressor teve a menor média, 5,897 pg/mL. Resultados similares foram
observados para a citocina IFN-y; o grupo controle positivo apresentou média de 109,4
pg/mL de IFN- y, seguida de 4,688 pg/mL no grupo tratado e 0,331 pg/mL nos animais

imunossuprimidos.

Figura 18- Impacto do tratamento com Benznidazol sob a quantificacdo dos
niveis de citocinas TNF-a e IFN- y em camundongos infectados
experimentalmente com cepa CL Brener de T. cruzi.
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Fonte: Autoria propria

Nota: A- Quantificagdo de TNF-a. B- Quantificagéo de IFN- Y. C- - Animais n&o infectados; C+ - Animais
infectados e nao tratados (20 dias de infecgédo); BZ — Grupo tratado com benznidazol (20 dias
de infecgdo); BZ-Cy — Animais tratados com benznidazol e imunossuprimidos apés o tratamento
até o 25° dia de infecgao.

A Figura 19 mostra os niveis das citocinas IL-6 e IL-10. A primeira mostrou um
perfil similar as demais citocinas avaliadas, com aumento resultante da infeccao e
reducgao resultante do tratamento. Contudo, o BZ levou a redugéo a niveis similares
aos animais nao infectados e tratados imunossuprimidos. Considerando o perfil de
susceptibilidade ja determinado para essa cepa, esses dados podem apontar um
possivel papel da IL-6 como indicador precoce de resposta terapéutica (Figura 23A).

Ja a citocina anti-inflamatéria IL-10 foi significativamente aumentada em

resposta a infeccéo (Figura 19B) e, o tratamento com BZ n&o impactou em redugao
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da média observada nos animais infectados; apenas 1 animal apresentou valor
reducao, sendo a média do grupo tratado similar ao infectado e nao tratado. Ja no
grupo néo infectado; e infectado tratado e imunossuprimido, os niveis ficaram abaixo

do limiar de deteccado do método (Figura 19B).

Figura 19- Impacto do tratamento com benznidazol sob a quantificagao dos niveis de
citocinas IL-10 e IL-6 em camundongos infectados experimentalmente com
cepa CL Brener de T.cruzi apos o tratamento.
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Fonte: Autoria prépria

Nota: A- Quantificacdo de IL-6. B- Quantificagdo de IL-10. C- - Animais n&o infectados; C+ - Animais
infectados e nao tratados (20 dias de infecgédo); BZ — Grupo tratado com benznidazol (20 dias
de infecgdo); BZ-Cy — Animais tratados com benznidazol e imunossuprimidos apés o tratamento
até o 25° dia de infecgéo.

Nossos dados demonstram producao similar de citocinas em diferentes 6rgaos
de camundongos infectados pelas cepas Colombiana e CL de T. cruzi e tratados com
Bz e/ou E-1224, indicando que o perfil de citocinas nao estaria correlacionado a
determinado tecido ser considerado reservatorio do parasito na falha terapéutica.

Os dados obtidos para distribui¢cao tecidual e niveis de citocinas para ambas as
cepas sao sumarizados nas tabelas 1 a 4, as quais apresentam as médias simples
das quantificagdes de cada grupo.

As curvas de eficiéncia de amplificacdo e curva de melting aplicadas nas

leituras de PCR s&o apresentadas no anexo A.
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Tabela 1- Comparacgao de biodistribuicdo das cepas Colombiana e CL Brener
de T. cruzi em fase aguda, em camundongos BALB/c aos 20 e 25
dias de infecgao, respectivamente.

Tecido Colombiana CL Brener

Musculo esquelético 332,5 832,9
Coracéao 150,2 297,3
Tecido adiposo 136,1 NR
Cérebro 0,49 96,94
Bacgo 1,67 41,35
Figado 2,37 366,4
Rim 2,25 805,8
Pulmao 13,18 2561,62
Intestino grosso 7,85 501,6
Intestino delgado 0,72 16,99

Fonte: Autoria propria.
Nota: Valores representados em média de parasito- equivalente em 25ng de DNA, em
tecidos de animais infectados com cepa Colombiana ou CL Brener de T. cruzi,

quantificados por PCR. NR- n&o realizado.
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Tabela 2- Impacto do tratamento etiolégico com benznidazol e E1224 na
biodistribuicdo da cepa Colombiana de T. cruzi em camundongos BALB/c.

Cepa Colombiana (fase aguda)

Tecido
BZ Bz-Cy E1224 E1224-Cy

Musculo esquelético 0,377 0,475 0,232 3,961

Coragao 0,0118 0,071 0,033 0,119

Tecido adiposo 0,256 0,757 0,050 0,047
Cérebro 0,012 0,007 0,009 0,0068
Bacgo 0,006 0,010 0,001 0,004
Figado 0,042 0,047 0,010 0,068
Rim 0,0002 0,0007 0,0004 0,0001
Pulméo 0 0,001 0,0006 0,004
Intestino grosso 0,004 0,030 0,025 0,023
Intestino delgado 0,004 0,008 0,003 0,005

Fonte: Autoria prépria.

Nota: Valores representados em média de parasito- equivalente em 25ng de DNA em tecidos de
animais infectados com cepa Colombiana de T. cruzi, quantificados por PCR. Quantificagdes
de tecidos de animais tratados com benznidazol e imunossuprimidos posteriormente, assim
como os animais tratados com E1224. Numeros em vermelho representam valores inferiores
ao limite inferior de detecgao da PCR.
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Tabela 3- Impacto do tratamento etioldgico com benznidazol na biodistribuigao

da cepa CL Brener de T. cruzi em camundongos BALB/c.

Tecido

Musculo esquelético
Coracgao

Tecido adiposo
Cérebro

Baco

Figado

Rim

Pulmao

Intestino grosso

Intestino delgado

CL Brener

BZ Bz-Cy
0,577 0,543
0,501 0,383
1,597 0,009
0,051 0,009
1,051 0,005
1,053 0,102
0,098 0,064
0,028 0,047
1,100 0,129
0,018 0,003

Fonte: Autoria prépria.

Nota: Valores representados em média de parasito- equivalente em 25ng de DNA.
Numeros em vermelho representam valores inferiores ao limite inferior de
detecgdo da PCR. BZ- Animais infectados tratados com benznidazol; Bz-Cy-
animais infectados e tratados com benznidazol, imunossuprimidos apés 5 dias de

tratamento.
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Tabela 4- Impacto da infec¢ao e do tratamento etiolégico no perfil de citocinas
da fase aguda da infeccdo de camundongos BALB/c pelas cepas
Colombiana e CL Brener de T. cruzi .

Cepa Colombiana

Citocina
C+ BZ E1224 Cronico
TNF-a 453,8 24 93 46,97 10,96
IFN-Y 2294 4,385 6,410 1,190
IL-10 8,170 1,385 0 0,160
IL-6 15,73 1,030 0,340 0,415
Cepa CL Brener
Citocina
C+ BZ E1224 Cronico
TNF-a 306,1 33,39 - -
IFN-Y 109,4 4,688 - -
IL-10 7,805 3,048 - -
IL-6 26,45 0,806 - -

Fonte: Autoria propria.

Nota: Valores representados em média de picograma por mL (pg/mL). C+- animais
infectados e nao tratados; BZ- grupos de animais infectados e tratados com
benznidazol; E1224- Grupo de animais infectados e tratados com pro-
farmaco do ravuconazol (E1224); Cronico- Animais com 240 dias de infecgéao.
Para a cepa CL Brener ndo ha resultados para tratamento com E1224 e grupo
cronico.
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5 DISCUSSAO

Neste estudo, mapeamos a biodistribuicdo, na auséncia e presenca de
tratamento, de duas cepas de T. cruzi bem caracterizadas, com perfis opostos de
susceptibilidade ao benznidazol — Colombiana e CL Brener, na expectativa de
identificar diferencgas, relacionadas a distribui¢cao tecidual em camundongos BALB/c e
resposta imune associada, que auxiliem na compreensdao da resisténcia ou
susceptibilidade “naturais” dessas cepas aos farmacos. Nossos resultados indicaram
que o coragao, musculo esquelético e tecido adiposo s&o importantes nichos da cepa
Colombiana durante a fase aguda da infecgdo murina, enquanto a cepa CL apresenta
distribuicdo tecidual mais ampla e com altas cargas parasitarias. O benznidazol foi
eficiente em reduzir dramaticamente a carga parasitaria dos animais, independente
do perfil de resisténcia da cepa. E, de forma interessante, o efeito supressor do
parasitismo exercido pelo E1224 sobre a cepa Colombiana, multidroga-resistente, foi
similar ao benznidazol. Contudo, identificamos diferentes padrbées de reativacdo do
parasitismo apds o tratamento, os quais foram dependentes do tecido, cepa e
farmacos. De forma diferente, ndo foram encontradas diferengas relevantes entre o
perfil de citocinas resultante da cepa utilizada para infecgdo ou tratamento utilizado.
E importante ressaltar que, embora a grande questdo clinica seja a resisténcia da
infecgcado crénica ao tratamento, no contexto experimental, as cepas resistentes
manifestam esse fendtipo ainda na fase aguda (Filardi e Brener, 1987), sendo,
portanto, usadas para evolug¢ao de candidatos no screening pré-clinico (Soeiro et al.,
2024).

Muito conhecimento foi acumulado nos ultimos anos sobre biologia de T. cruzi,
novas moléculas e estratégia farmacoldgicas candidatas ao tratamento da infecgao
por T. cruzi (Gabalddon et al., 2023), culminando com a avaliacdo clinica dos
candidatos mais promissores. Apesar de a realizagdo desses estudos robustos ser
considerada um avanco na area, a falha terapéutica observada em todos os estudos
(Molina, 2014; Pinazo et al. 2024; Torrico et al, 2018) reacendeu discussdes mais
aprofundadas sobre os motivos pelos quais o parasito resiste ao tratamento com
farmacos que apresentam diferentes mecanismos de acao (Soeiro et al., 2024). De
forma similar ao que é observado para o tratamento de referéncia com BZ, todos os
candidatos apresentaram no contexto clinico agdo supressiva do parasitismo,

reduzindo drasticamente a parasitemia durante o tratamento, mas de forma nao
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sustentada, resultando em reativagao pdés-tratamento (Molina, 2014; Pinazo et al.
2024; Torrico et al, 2018).

Os dados obtidos mostraram que com 16 dias de infeccdo a carga parasitaria
quantificada no coracdo e musculo esquelético dos animais infectados pela cepa
Colombiana foi significativamente maior comparada aos demais tecidos analisados.
Contudo, identificamos ainda intenso parasitismo no tecido adiposo, similar ao
observado nos tecidos musculares, no inicio da fase aguda. Todavia, o aumento
expressivo da carga parasitaria (do 16° para o 20° dia de infecgdo) detectado no
coragdao e musculo esquelético, nao foi identificado no tecido adiposo. Pode ser
sugerido, resguardadas as limitagdes de detecg¢ao da técnica e periodo avaliado, que
ha uma dinamica distinta de parasitismo dos 6rgaos ao longo das primeiras semanas
de infecgao. Considerando o aumento da parasitemia que ocorre no mesmo periodo,
pode ser sugerido que, apesar da ampla distribuicdo do parasito em diversos tecidos,
coragao e musculo esquelético seriam “fontes” de formas tripomastigotas muito mais
eficientes que o tecido adiposo.

A cepa Colombiana apresenta caracteristicas bioldgicas — infectividade,
patogenicidade em hospedeiros vertebrados, padrao de desenvolvimento em cultivo
in vitro e nos triatomineos, e perfil de resisténcia a farmacos muito bem estabelecido
na literatura, sendo bastante utilizada para estudos de cardiopatia experimental na DC
(Carmo Neto et al., 2022). Essa cepa, altamente resistente ao BZ, apresenta
miotropismo, principalmente cardiaco e esquelético (Andrade et al., 1986; Machado et
al., 2014; Silva et al., 2018). Ainda, tem a capacidade de infectar e induzir lesdo em
outros 6rgaos, incluindo o trato gastrointestinal, pulmdes e tecido adiposo (Carmo
Neto et al., 2022; Silberstein et al., 2018).

Os dados de carga parasitaria intestinal estado alinhados com a literatura, ja que
tropismo intestinal pela cepa Colombiana é relatado com menor frequéncia (Wesley
et al., 2019), e, geralmente associado ao colon (Silberstein et al., 2018). Ainda, um
estudo experimental recente mostrou que essa cepa induz a destruicdo neuronal e
deposigao de colageno durante a fase aguda, mostrando que o intestino pode ser um
bom modelo da DC experimental (Carmo Neto et al., 2022). Em nosso trabalho, apesar
de a quantidade de parasito equivalente ser baixa comparativamente ao coragao, foi
possivel observar que no intestino grosso existe maior parasitismo comparado com
intestino delgado, inclusive quando comparamos 16 dias pds infecgdo com 20 dias.

Estudos anteriores de histotropismo usando técnicas histopatoldgicas
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mostraram que a partir de 14 dias de infeccdo com cepa Colombiana o parasitismo no
musculo esquelético e coragdo estdo evidentes (Andrade, 1970a; Andrade et al.,
1974), com parasitismo intenso nesses mesmos tecidos de 20 a 30 dias pos infecgéo
(Camandaroba et al., 2006). Destacam-se ainda a presenga de ninhos de amastigotas
em macrofagos, adipocitos e musculatura lisa do intestino (Camandaroba et al., 2006)
juntamente com infiltrado inflamatdério intenso (Machado et al., 2014), particularmente
a partir de 30 dias de infeccédo (Andrade et al., 1974).

Mais recentemente, Gongalves e colaboradores (2022) demonstraram que
diferentes modulagdes na taxa de mortalidade, parasitismo e distribuicdo tecidual da
cepa Colombiana em camundongos BALB/c estao relacionadas a via de infecg¢ao e
origem da forma tripomastigota (Gongalves et al., 2022). Neste estudo, usando PCR
quantitativa aos 15 e 30 dias de infec¢do, os autores demostraram tropismo por
células musculares resultante da infecgao por formas tripomastigotas sanguineas,
enquanto o parasitismo foi amplamente distribuido por outros tecidos quando a
infeccdo foi feita com formas metaciclicas. Contudo, n&do foi analisada a carga
parasitaria no tecido adiposo. Em 2021, de Sousa e colaboradores (2021), usando
PCR quantitativa, demonstraram a presenca de DNA da cepa Colombiana de T. cruzi
no tecido adiposo de camundongos C57BI/6, particularmente na presenca de dieta
rica em lipides (Sousa et al.,2021). Nao foram estudados, porém, outros tecidos.
Silberstein et al. (2018) modificaram geneticamente a cepa Colombiana para
expressar nanoluciferase e avaliaram, por sistema de imagem in vivo, a distribuigéo
tecidual em camundongos Swiss. Os autores identificaram os parasitos
predominantemente distribuidos na cavidade abdominal, a partir do 7° dia pos-
infecgao e com picos entre os dias 14 e 21 pds-infecgcdo. Ja aos 126 dias pds-infeccao,
o parasito foi detectado em maior quantidade no coragdo, musculo esquelético,
pulmao, figado, tecido adiposo mesentérico e intestino, sendo esse resultado similar
ao obtido com utilizacdo da PCR quantitativa (Silberstein et al., 2018).

Diante do exposto, é perceptivel que a heterogeneidade de modelos e
protocolos utilizados dificulta o estabelecimento de um consenso acerca da
distribuicao tecidual do parasito. Além disso, o impacto do tratamento etiolégico nessa
distribuicdo tem sido pouquissimo explorado. Essa € uma questao paradoxal, ja que
a cepa Colombiana é amplamente utilizada nos experimentos de avaliagao de novos
candidatos a farmacos, sendo resistente a moléculas com diferentes mecanismos de

acgao, incluindo azéis (Diniz et al., 2018; Urbina et al., 2003).
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O impacto do tratamento etioldgico na distribuicdo tecidual do parasito em
modelos pré-clinicos da doenga de Chagas permanece fragmentado. Interferem na
capacidade de compreender essa distribuicdo dois fatores principais; um deles é a
alta heterogeneidade de possiveis modelos experimentais, incluindo as cepas do
parasito e linhagens de camundongos utilizadas, tamanhos do indculo e tempos de
infeccado avaliados. Outro fator de grande relevancia sdo os métodos para avaliagao
da carga parasitaria nos tecidos — histopatologia, detecgdo de acidos nucleicos ou
imagem in vivo, que apresentam sensibilidade e limitagbes distintas (Gabaldon et al.,
2023).

Porém, é curioso que diferentes desfechos podem ocorrer a depender do dia
de inicio do tratamento ou outras variagdes no esquema terapéutico. Um estudo
anterior mostrou que quando administrada uma combinag¢ao de Bz e E1224 no 4° dia
apos a infecgéo (periodo de parasitemia subpatente), 100% dos animais foram
curados. Quando o mesmo tratamento foi administrado aos 10 dias de infec¢ao, 100%
de falha foi detectada (Diniz et al., 2018). Bustamante e colaboradores (2020), usando
altas doses de BZ em periodos alternados também eliminou o parasitismo pela
mesma cepa, inclusive formas dormentes. Os parasitos dormentes resistem a
prolongados periodos na presenga de Bz (mais de 30 dias) e dao continuidade ao
ciclo a partir de entdo, em modelos in vitro e murino (Sanchez-Valdez et al., 2018).

Os mecanismos pelos quais o processo de dorméncia se desenvolve ainda
nao sao conhecidos; diferentes cepas do parasito apresentaram essa capacidade, no
entanto, nao foi investigada a influéncia do tecido hospedeiro no processo. Nesse
sentido, € essencial investigar, para cepas susceptiveis e resistentes a terapia, a
existéncia e localizagdo das formas dormentes. Em nosso trabalho, ndo é possivel
fazer essa distingao, entre formas replicantes ou dormentes, contudo, considerando a
alta sensibilidade da PCR e o modelo de tratamento utilizado, é possivel observar
minimas flutuagdées na concentracao de parasitos, que podem indicar locais de maior
resisténcia aos farmacos.

De acordo com os tipos de tecido adiposo € possivel pensar o papel desse
tecido no metabolismo do hospedeiro e consequentemente na sua importancia frente
a infecgdo. O tecido adiposo branco (WAT) é responsavel pelo armazenamento de
energia em forma de triglicerideos, pode ser encontrado sob a pele e em torno dos
orgaos, atuando como um 6érgao enddcrino que regula o metabolismo (Dilworth, Facey
e Omoruyi, 2021; Schéttl, Fischer e Ussar, 2018; Kahn et al., 2019). Ja o tecido
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adiposo marrom (BAT) é especializado em termogénese, abundante em recém-
nascidos, rico em mitocéndrias, sendo associado a beneficios metabdlicos (Schattl,
Fischer e Ussar, 2018; Wibmer et al., 2021).

O tecido adiposo bege (Beige) esta localizado dentro de depdsitos de WAT e
possui caracteristicas intermediarias entre o WAT e BAT, com potencial termogénico
e fungao protetora contra disturbios metabdlicos (Dilworth, Facey e Omoruyi, 2021;
Schottl, Fischer e Ussar, 2018). Por fim o tecido adiposo da medula 6ssea (BMAT)
representando 10% da massa adiposa total, com fun¢gdes metabdlicas distintas
(Suchacki et al., 2020); e tecido adiposo intermuscular (IMAT), presente entre os
musculos associado a resisténcia a insulina e alteragées metabdlicas, como diabetes
tipo 2 (Goodpaster et al., 2022). Ou seja, cada tipo de tecido adiposo apresenta um
impacto distinto na saude metabdlica.

De grande destaque foi 0 achado de alta carga parasitaria no tecido adiposo
branco dos animais em nosso estudo. Apenas nos ultimos 20 anos que o papel do
tecido adiposo na infeccao por T. cruzi tem sido explorado mostrando que o parasito
pode persistir no tecido adiposo por décadas, atuando como um reservatoério de
infeccdo. Estudos demonstraram a presenga do parasito em adipdcitos primarios
cultivados in vitro e em tecido adiposo de pacientes com doenca de Chagas cronica,
sugerindo que o tecido adiposo pode ser um local de persisténcia a longo prazo do
parasito (Combs et al., 2005; Ferreira et al., 2011; Tanowitz et al., 2017). O parasitismo
dos adipécitos pode ainda influenciar a patogénese e as manifestagdes clinicas da
doenca de Chagas, atuando como reservatoério favoravel a recrudescéncia (Nagajyothi
et al., 2012b; Tanowitz et al., 2017). Um estudo recente mostrou que essa interagao
pode impactar, no contexto in vitro, a eficacia do tratamento (Moreira et al., 2024).

Estudo de Nagajyoythi e colaboradores (2012a) mostraram em modelo murino
que com 15 dias de infeccao pela cepa Brasil de T. cruzi a carga parasitaria do tecido
adiposo era maior do que na maioria dos outros 6rgaos, como coragao e bacgo, além
de estarem presentes tanto no tecido branco como no marrom. A infecgdo nesse
tecido altera varias vias importantes desde o inicio na fase aguda até a fase crénica,
contribuindo para que os adipécitos sejam alvo da infecgao (Nagajyothi et al., 2012b).
A persisténcia do parasito no tecido adiposo ja foi constatada em pacientes
chagasicos crénicos (Ferreira et al., 2011).

De forma interessante, nossos dados mostraram que, apesar de o E1224 ter

acao mais lenta sobre o parasito, provavelmente em fungao do mecanismo de agao e
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atividade predominante sobre amastigotas, ele foi altamente efetivo — de forma similar
ao BZ, durante o tratamento. Contudo, logo apdés o tratamento ja foi detectada
reativagao da parasitemia em 2 animais. Em nivel tecidual, nesse mesmo momento,
foi detectada ligeira elevagdo do parasitismo no coragdo e musculo para o E1224, e
no coragao e tecido adiposo para o BZ. Esses dados podem indicar que a
recrudescéncia ocorra inicialmente nesses tecidos. E curioso notar que, no tecido
adiposo, nao foi observada nenhuma alteragdo de carga parasitaria apos suspender
o tratamento com E1224. Considerando o mecanismo de acao e a hidrofobicidade do
ravuconazol (molécula ativa do E1224) e a riqueza de colesterol do tecido adiposo,
esse dado merece ser mais bem explorado em experimentos subsequentes.

Recente estudo revelou como as formas intracelulares amastigotas usam o
colesterol do hospedeiro para sua sobrevivéncia; elas podem consumir o colesterol
de organelas como reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi para o seu
desenvolvimento. Este trabalho mostrou em 4h de interagao ja existe a internalizagao
de particulas de LDL por endocitose nos lisossomos parasitados, apds 24h de
interagdo essas particulas se estendem ao reticulo endoplasmatico (Alcantara et al.,
2024), confirmando o trafego classico do colesterol LDL em células de mamiferos
(Ikonen e Olkkonen, 2023). Esses dados destacam a necessidade de intervencoes
terapéuticas direcionadas.

Contudo, sdo escassos ou ausentes os trabalhos que exploram a carga
parasitaria e acesso de farmacos ao tecido adiposo na DC em modelos murinos.
Porém, partindo do principio de que muitos dos medicamentos sao hidrofilicos, a
persisténcia do parasito pode prejudicar a eficiéncia do tratamento (Tanowitz et al.,
2017). Um dos poucos dados sobre a agédo do BZ em cultura de adipdcitos mostrou
que o farmaco na concentragédo de 1ug/mL n&o foi capaz de diminuir a infec¢ao por T.
cruzi (Silva et al., 2024). E necessario, portanto, expandir os estudos que abordam
essa instigante interacdo entre o tecido adiposo, permanéncia do parasitismo e
atividade farmacoldgica. Essas fronteiras ja estdo sendo exploradas nos estudos de
outros patdégenos. Na quimioterapia contra a tuberculose, por exemplo, sdo usados
modelos que induzem estados de refratariedade aos farmacos, como meios ricos em
lipideos e/ou substancias que induzem dorméncia na bactéria, apresentando maior
valor preditivo (Larkins-Ford et al., 2022).

Ressaltamos que o BZ e o0 E1224 foram capazes de reduzir o parasitismo na

fase aguda da doenca, considerando a infeccdo por uma cepa resistente a
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quimioterapia. Apesar da baixa da carga parasitaria apos o tratamento nesses tecidos
€ possivel que eles atuem como uma fonte de reativacao da infecgdo, principalmente
nos tecidos musculares e adipécitos.

Ao abordar as caracteristicas bioldgicas da cepa clone CL Brener de T. cruzi,
destacam-se — parasitismo miotrépico preferencial; possui fase aguda em humanos
bem definida e altamente susceptivel ao tratamento com Bz e NFX (Filardi e Brener,
1987). Essa cepa possui extensa heterogeinidade genética, devido sua origem hibrida
de dois gendtipos (T.cruzil e ll) (Tran et al., 2005; Sodrée et al., 2009). Ainda, apresenta
tropismo tecidual dindmico infectando principalmente coragdo, musculo esquelético e
reto (Franco et al., 2003). A cepa CL Brener € um modelo bastante usado em ensaios
in vitro e in vivo, para estudos de infec¢do, resposta imune, triagem de farmacos e
biologia molecular do T. cruzi, devido a sua alta viruléncia e estabilidade genética
(Oliveira et al., 2020).

Resultados encontrados mostraram um panorama de parasitismo dinamico e
intenso em todos os 6rgaos, exceto para intestino delgado que obteve menor média
de 16,99 par/eq. Juntamente com esses dados, foi possivel representar a supressao
do parasitismo pelo tratamento com BZ, chegando a niveis menores que um parasito
em 25ng de DNA tecidual. Esse panorama se estendeu aos animais que foram
imunossuprimidos, confirmando a susceptibilidade da cepa CL Brener ao farmaco.
Apesar do miotropismo da cepa CL Brener, outros tecidos apresentaram alta carga
parasitaria, confirmando a paninfectividade ja relatada desse parasito (Lenzi et al.,
1996; Zingales et al., 1997).

Descrito em um estudo com tecnologia de cultura 3D, pesquisadores
investigaram a transmigragdo de formas evolutivas tripomastigotas in vitro, para
entender a dindmica da disseminagdo do parasitismo de T. cruzi (Rodriguez et al.,
2020). Cepas virulentas como a CL Brener foram altamente invasivas, sugerindo um
caminho especifico de migracdo, ao contrario de cepa pouco virulentas, assim
demostraram que cada cepa apresenta um padrdo de migragdo caracteristico
podendo ser associado com o seu comportamento em experimentagdo animal
(Rodriguez et al., 2020).

Para tentar explicar a viruléncia de cepas de diferentes DTUs, estudo in vitro
analisou a mobilidade e eliminagdo de componentes ligantes da superficie celular de
tripomastigotas na presencga de poli-L-lisina, ferritina cationizada e concanavalina A;

mostrando que na presenca dessas marcagdes a cepa CL Brener nado obteve
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interferéncia no seu crescimento comparada com outras cepas, confirmando que
apenas um ligante pode modificar a superficie celular do parasito, 0 que resulta em
respostas variaveis e reconhecimento do sistema imune (Neves et al., 2019).

Resende e colaboradores (2020), observaram a taxa de replicagao de distintas
cepas; no qual a cepa CL Brener apresentou taxa de replicagdo menor em relagéo a
cepa Y (considerada parcialmente susceptivel ao tratamento). No entanto, a cepa CL
produziu maior quantidade de amastigotas dormentes (Sanchez-Valdez et al., 2018),
em comparagao a cepa parcialmente susceptivel, que revela uma correlagdo negativa
entre a dorméncia e infectividade, que desempenham papel fundamental na
distribuicdo do parasitismo em camundongos, de acordo com diferentes cepas
(Resende et al., 2020).

A distribuicdo tecidual da cepa clone CL Brener expressando luciferase foi
investigada com apoio de técnicas de imagem ex vivo e microscopia confocal; os
autores mostraram que o coélon e miécitos da musculatura lisa sédo o tipo celular
infectado mais comum na infecgdo aguda; ja na fase crbnica esses tecidos
concentram ninhos de parasitos que funcionam como sitio de persisténcia do
parasitismo, principalmente em células musculares (Ward et al., 2020; Francisco et al.,
2016). Nossos dados em musculo esquelético e intestino grosso vao de encontro com
a distribuicdo descrita, onde a carga parasitaria quantificada nesses tecidos foram
elevadas nos animais infectados sem o tratamento, e apds o tratamento com BZ para
o intestino a carga se manteve acima de um parasito par/eq em 25ng DNA. De forma
interessante, a pele foi descrita como um importante reservatério de T. cruzi em
modelos experimentais crénicos e em pacientes (Ward et al., 2020), mas este tecido
nao foi investigado nesse trabalho.

Ainda, dados gerados a partir de técnicas mais robustas de deteccdo e
quantificacdo de carga parasitaria, como as citadas, melhoram o entendimento da
interacao patégeno-hospedeiro. Utilizando cepa CL Brener, uma pesquisa in vitro de
Costa e colaboradores (2018), através de epimastigotas da cepa, geraram uma cepa
reporter de T. cruzi, que permite por ensaios de bioluminescéncia acompanhar a
cinética de infecgdo e associada a técnica de CRISPR/Cas9 facilita a edigao/geragao
rapida de mutantes do genoma usando uma abordagem baseada em PCR que nao
requer clonagem de DNA (Costa et al., 2018).

Todo esse cenario reforca a necessidade de conhecer melhor a

biodistribuicdo de cepas com perfis de resisténcia/susceptibilidade distintos, assim
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como a farmacocinética dos farmacos estudados, em busca de compreender se ha
relagdo na biodistribuicdo farmacolégica com a distribuicdo e/ou redugédo do
parasitismo em determinados orgéos.

Em relacdo a resposta imune durante a patogénese da doenga, é
extremamente importante para o entendimento das alteragdes morfofisioldgicas que
ocorrem em 0Orgaos acometidos pela infeccdo por T. cruzi, ela pode modular uma
resposta inflamatodria contra o parasito. Em animais infectados com T. cruzi ha uma
tentativa do hospedeiro de controlar a inflamagao ocasionada por intensa ativagao
imunoldgica, além de sugerir um mecanismo de evasao do parasito para suprimir a
resposta efetora do organismo infectado (Vellozo, Matos-Silva e Lopes, 2023). Niveis
elevados de IL-10 indicam regulagéo da resposta imune limitando a producéo de IFN-
Y; TNF-a e IL-12, além de reduzir a ativagdo de macrofagos consequentemente
aumentando a susceptibilidade ao parasito (Wei, Wang e Li, 2020).

Como foi observado neste trabalho, os niveis de IL-10 se mantiveram maiores
tanto nos infectados por cepa Colombiana, quanto cepa CL Brener. Os niveis de IL-
10 dos animais tratados imunossuprimidos e infectados com a cepa CL Brener foram
0s menores na analise individual por cepa, com aumento quando havia infecgao.

Estudo in vitro com as cepas CL Brener e CL-14 (clone menos virulento),
analisaram apos infeccdo, as alteragdes na expressao de genes na infeccdo de
células HFF e confirmaram a diferenca na sinalizacido de citocinas relacionadas com
a ativacao/recrutamento de células imunes, mostrando a indu¢cdo de uma resposta
inflamatdria intensa da cepa CL Brener quando comparado com a cepa menos
virulenta (Oliveira et al., 2020).

Na presencga de tratamento com BZ em infec¢cdo de fase aguda da DC, o
aumento de IL-10 é percebido, o que indica restauragdo do equilibrio imunolégico e
atenuacao da resposta imune reguladora (Cevey et al., 2019; Sathler-Avelar et al.,
2006). Este farmaco é um antiparasitario com efeitos diretos no parasito, com
potenciais efeitos indiretos sobre a modulagdo imunoldgica (Gomez et al., 2024,
Vallejo et al., 2016), que pode permitir maior efetividade da resposta imune contrao T.
cruzi, assim menor carga parasitaria.

A elevagao desta citocina indica resposta inflamatoéria ativa para diminui¢ao da
parasitemia, além de participar do perfil imunolégico de fase aguda (Zaatar et al., 2024,
(Li, Kérner & Liu, 2020). Na presencga de tratamento antiparasitario efetivo ha a queda

dos niveis de TNF-q, juntamente com a reducéo da carga parasitaria e da estimulagao
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exacerbada da resposta imune. O tratamento pode modular e/ou reduzir a inflamacéao
sistémica e prevenir danos teciduais causados por uma resposta imunologica elevada
(Li, Koérner & Liu, 2020; Zganiacz et al., 2004).

Os animais cronicamente infectados apresentaram niveis baixos comparados
a fase aguda, assim como é esperado niveis basais para os grupos nao infectados.
Isso demonstra a redugao drastica da resposta Th1, que pode permanecer ou flutuar
dependendo da atividade/estimulo inflamatorio tecidual, no caso da infecgao cronica.

Em animais na fase crénica da DC a resposta inflamatéria € menos intensa e
localizada nos tecidos parasitados, assim os niveis plasmaticos de TNF-a diminuem
(Choudhuri, 2020; Meira et al., 2019; Wan et al., 2019), diferente da inflamagao
sistémica com predominio de citocinas IL-10 (Hovsepian et al., 2013; Meira et al.,
2019). Ao associar o tratamento com BZ e imunossupressao posterior suprime a
reposta inflamatéria, com os niveis de TNF- a decaindo.

O uso de imunossupressores reduz diretamente a producdo de IFN-Y na
auséncia ou nao de infecgdo (Wang et al., 2021), o que indica a relagao da citocina
tanto na presenca do parasito quanto na funcionalidade do sistema imunolégico. A
combinagao do tratamento com a imunossupressao reduz a resposta inflamatoéria e
as respostas protetoras.

Assim como para outras citocinas, ao realizar o tratamento na fase aguda da
DC leva a diminuicao do estimulo inflamatério, reduz a IL-6 devido inibigcdo da resposta
imune. Como foi mostrado nesse trabalho, os niveis de IL-6 foram aumentados nos
animais infectados com cepa CL Brener sem o tratamento, e de forma interessante os
niveis dessa citocina decairam em niveis bem préximos ao dos animais sem infecgao.

Ao compararmos as fases aguda e crénica da DC, os niveis de IL-6 s&o
elevados na primeira e menores ou basais na segunda, com resposta inflamatéria
menos intensa e localizada (Sousa et al., 2014). Isso pode ser observado nessa
pesquisa, que na auséncia da infeccao os niveis de IL-6 sdo zerados e ao quantificar
0s animais cronicos de cepa Colombiana, apresentaram os menores niveis, se
aproximando dos valores encontrados nos animais infectados pela cepa CL e tratados
com BZ.

Ao analisar os resultados considerados zero para as citocinas IL-2, IL-4 e IL17-
a, podemos destacar que a elevagao dos niveis de IL-10 pode suprimir os niveis de
citocina IL-2 (Kumar et al., 2013; Sundstedt et al., 2003). A resposta Th1 é a

predominante na DC, enquanto a IL-4 esta associada com a resposta Th2, assim pode
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permanecer inalterada (Nogueira et al., 2014). O mesmo ocorre com a citocina Th17a.

Uma caracteristica importante do BZ, é seu efeito imunomodulador, com
propriedades anti-inflamatodrias. Estudo realizado por Cevey e colaboradores (2019),
demostraram em modelo in vitro de cultura primaria de cardiomidcitos e in vivo, que o
farmaco possui tendéncia em aumentar a expressao de interleucina IL-10, necessaria
para a inibicdo de citocinas pré-inflamatérias como TNF-a e IL-6 mediada por BZ. A
adicao exogena de IL-10 in vitro também restaurou o efeito inibitoério do BZ através da
liberagdo de NO, comprovando a ativagao do eixo IL-10/ STAT3/SOCS3, o aumento a
expressao de SOCS3 e fosforilagao de STAT3 e a diminuicdo de iINOS envolvidos nos
efeitos anti-inflamatérios do farmaco (Cevey et al., 2019). Conforme essa capacidade
do farmaco em modular a resposta imune, os achados nesse trabalho mostraram
niveis de expressao de IL-10 semelhantes para as duas cepas utilizadas, e os
menores niveis quantificados em relagao a outras citocinas.

Diante do exposto nesse trabalho, €& importante destacar que varios
orgaos/tecidos servem como reservatério para recrudescéncia e permanéncia do
parasito no hospedeiro; que o farmaco de referéncia assim como outras moléculas
conseguem suprimir a parasitemia em fase aguda em 100% mostrando perfil
semelhante de resposta imune entre cepas resistente e susceptiveis ao BZ.

Portanto, investigar a biodistribuicdo tecidual permite entender se a resisténcia
esta ligada apenas a mecanismos moleculares do parasito ou também a barreiras
farmacoldgicas e teciduais, ajudando a direcionar o sucesso ou fracasso no

tratamento da DC.
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6 CONCLUSAO

A cepa Colombiana possui o coragao, musculo esquelético e tecido adiposo
como importantes reservatérios do parasito durante a fase aguda. Para essa cepa,
que € multidroga-resistente in vivo, os tratamentos com benznidazol e E1224 foram
eficientes em reduzir drasticamente a carga parasitaria na fase aguda. Contudo, apos
o tratamento, o parasito recrudesce em diferentes sitios, a depender do farmaco;
particularmente no tecido adiposo, coragao e intestino grosso de animais tratados
previamente com benznidazol e coragdo, musculo esquelético e figado de animais
tratados com E1224, podendo contribuir para a falha terapéutica.

Para a cepa CL, susceptivel a terapia especifica, nenhum tecido foi
reservatorio do parasito pos-tratamento.

O perfil de citocinas resultante da infecgao aguda murina é similar independente
do perfil de susceptibilidade da cepa ao tratamento especifico, e, apds o tratamento,
€ similar entre as classes farmacoldgicas utilizadas, sugerindo que esse perfil ndo esta
relacionado a resposta ao tratamento ou a existéncia de 6rgaos reservatérios do

parasito.
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ANEXO A- Curvas padrao para detecgcao por qPCR de DNA de Trypanosoma
cruzi em matrizes teciduais de camundongos e curva de melting para

Ciclo Threshold (Ct)
- [ (=] (%) [9%)
[42] o [42] (=] [42]

-
o

=

35

30

25

Ciclo Threshold (Ct)

20

@)

w [ Y
(=] [ =]

Ciclo Threshold(Ct)
[e%)
o

-
w

w
w (=]

[#]
o

]
(=}

Ciclo Threshold (Ct)

-
o

ha
=]

]
o

adotada.

Legenda: . TNFa . T cruzi

Curva padrdo em
- Sangue:
" T. cruzi: Ef% 95.1, R%
g 0.99
. ~— TNF-a: Ef% 95.3, R%: 0.98
- L
' =
-
_—
0 ! 2 3

Concentragao de DNA (Log)

Ny Curva padrdo em bago:
~ T. cruzi: E1% 99.84, R:
" 0.99
. TNF-a: Ef% 102.6, R*: 0.99
LN ~
\\ -
T Lo
. T
S . ~ e
\‘.
T
e
ey
0 1 2 3

Concentragao de DNA (Log)

Curva padrdo em intestino
grosso:

y
[4)]

B T. cruzi: Ef% 82.05., R*: 0.99
""-—-\_,___‘ TNF-a: Ef% 92.6, R*: 0.99
. T
TR . T
_ .
T
0 1 2 3
Concentragaode DNA (Log)
Curva padrdo em coragéo:
. T. cruzi: Ef% 81.4, R”: 0.99
— TNF-a: Ef% 95.0, R*: 0.98
.__‘__}_k-_-k
. -_\'f---x _
e S T—a
— —_
B
0 1 2 3

Concentragao de DNA (Log)

Ciclo Threshold (Ct)
— [ [\~ [£+) (%) =y
[43] (=] (53 o (53] o

-
(=]

ve)

Ciclo Threshold (Ct)
=N M W W
a o [ L=} o o

-
[=]

o

P
& 8

[9%)
o

Ciclo Threshold (Ct)
Rt
o w

- -
o w

-n

(]
o

[
al

Ciclo Threshaold (Ct)
& =]

-
o

T

Curva padrdo em figado:
T. cruzi: Ef% 80.35, R*: 0.99
TNF-a: Ef% 86.2, R%: 0.99

0 1 2 3
Concentragao de DNA (Log)

Curva padréo em pulmdo:
T. cruzi: Ef% 93.97, R:
0.99

TNF-a: Ef% 108.2, R*: 0.99

0 1 2 3

Concentragao de DNA (Log)

Curva padrdo em rim:
T. cruzi: Ef% 98.1, R%: 0.99
TNF-a: Ef% 100.5, R*: 0.99

A o 1 2 3
Concentragdo de DNA (Log)

L. Curva padréo em cérebro:
T T. cruzi: Ef% 84.7, R”: 0.98
T TNF-a: Ef% 98.6, R”: 0.99
. 13 ~—
-\\.‘_ i ~
S Loy
\_\.l. o ‘
. 4
= S
~
L
l\.
~
~
0 1 2 3

Concentragao de DNA (Log)



93

35Legenda:. THF-a . T cruzi

F=y
o

Curva padrdo em musc. esquelético: Curva padréo em intest.

2 T. cruzi: Ef% 90.36., R?: 0.99 a5 — delgado:
= . TNF-a: Ef%h 98.5, R*: 0.99 = . Ty T. cruzi: Ef% 85.5, R%: 0.99
o ~— S5 — T TNF-a: Ef% 105.5, R% 0.99
325 N T 30 ] 1
= - a T [
= [ — = — T,
2 — ~a_ %25 - ~
o - - = - T
=20 - S = T ]
h ~— — = i
S ~— 1 o 20 I
© T g T
=2 15 S e 1
3} ~ ©15

10 o T 3 10 1 0 1 2 3
| Coneentragao de DNA (Log) ] Concentragao de DNA (Log)

40 - . =

Curva padrdo em tec. adiposo: o« Curva de melting comum a todos

a5 T. cruzi: Ef% 92.2, R?: 0.99 ;'_';4.0 tecidos: Tm~82°C
_ TNF-a: Ef% 110.3, R?: 0.99 S
= =
o ‘8
T 30 — . xr_\l 2 3.0
2 . S
g2 ~_ N £2.0
=20 —_ T S
2 e g _ = 8 1.0
015 I - g

T~ g 0.0
10 ]
-1 0 1 2 3 = 65 70 75 80 85 90 95

K Concentragao de DNA (Log) L Temperatura (°C)

Nota: Curvas padrdao (A-K) para deteccdo por qPCR de DNA de Trypanosoma cruzi em
matrizes teciduais de camundongos (25 ng/uL de DNA total; diluigdo 1:10), com cinco pontos de diluigdo
em triplicata. Painéis: (A) sangue; (B) figado; (C) bago; (D) pulmé&o; (E) intestino grosso; (F) rim; (G)
coragéao; (H) cérebro; (1) musculo esquelético; (J) intestino delgado; (K) tecido adiposo e (L) Curva de
melting comum, evidenciando um unico pico com Tm ~82 °C para todas as matrizes. As eficiéncias
(Ef%) e R? das regressdes lineares sdo exibidas em cada painel. A fax linear define os limites de
quantificagao precisa, embora amplificagdes fora dessa faixa também reflitam os niveis do alvo, ainda
que com menor precisdo. O limite de detec¢do adotado foi Ct < 40 com perfil de melting compativel.



