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RESUMO

A doenca de Chagas, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, € uma das
principais causas de morte por cardiomiopatia e insuficiéncia cardiaca nos paises da
América Latina. O tratamento da doenca de Chagas tem como objetivo eliminar o
parasito, diminuir a probabilidade de cardiomiopatia e interromper o ciclo de
transmissdo da doenca. O benznidazol (BZ) e o nifurtimox (Nfx) sdo reconhecidos
como medicamentos efetivos para o tratamento da doenga de Chagas pela
Organizacdo Mundial da Saude, mas ambos apresentam alta toxicidade e eficacia
limitada, especialmente na fase cronica da doenca. Em doses baixas, foi relatado
gue a aspirina (ASA) protege contra a infeccdo por T. cruzi. Administramos BZ em
combinacdo com ASA em doses baixas durante a fase aguda da doenca e
avaliamos aspectos cardiovasculares e lesdes cardiacas na fase crbnica. O
tratamento com ASA evitou a disfungéo cardiovascular (hipertenséo e taquicardia) e
lesbes cardiacas tipicas. Além disso, os camundongos tratados com BZ+ASA
apresentaram area fibrética cardiaca menor do que a dos camundongos tratados
com BZ. Estes resultados foram associados ao aumento no numero de eosinofilos,
reticulocitos e no nivel de 6xido nitrico no plasma e tecido cardiaco de camundongos
tratados com ASA em relacdo aos respectivos controles. Esses efeitos da ASA e
BZ+ASA em camundongos infectados cronicamente foram inibidos pelo pré-
tratamento com o antagonista do receptor LXA4, Boc-2, indicando que os efeitos
protetores da ASA sdo mediados pela lipoxina desencadeada por ASA. Esses
resultados enfatizam a importancia de explorar novas combinacfes de
medicamentos para tratamento da fase aguda da doenca de Chagas que sé&o
benéficas para pacientes crénicos.

Palavras-chave: aspirina, benznidazol, parametros cardiovasculares, doenca de
Chagas, lipoxina, terapia



PEREIRA, Rito Santo. Treatment with benznidazole in combination with aspirin
during the acute phase of experimental Chagas disease: cardiovascular
evaluation and typical cardiac lesions in the chronic phase. 2019. 64 p. Thesis
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ABSTRACT

Chagas disease, caused by the protozoan Trypanosoma cruzi is one of the main
causes of death due to cardiomyopathy and heart failure in Latin American countries.
The treatment of Chagas disease is directed at eliminating the parasite, decreasing
the probability of cardiomyopathy, and disrupting the disease transmission cycle.
Benznidazole (BZ) and nifurtimox (Nfx) are recognized as effective drugs for the
treatment of Chagas disease by the World Health Organization, but both have high
toxicity and limited efficacy, especially in the chronic disease phase. At low doses,
aspirin (ASA) has been reported to protect against T. cruzi infection. We
administered BZ in combination with ASA at low doses during the acute disease
phase and evaluated cardiovascular aspects and cardiac lesions in the chronic
phase. ASA treatment prevented the cardiovascular dysfunction (hypertension and
tachycardia) and typical cardiac lesions. Moreover, BZ+ASA-treated mice had a
smaller cardiac fibrotic area than that in BZ-treated mice. These results were
associated with an increase in the number of eosinophils and reticulocytes and level
of nitric oxide in the plasma and cardiac tissue of ASA-treated mice relative to
respective controls. These effects of ASA and BZ+ASA in chronically infected mice
were inhibited by pretreatment with the LXA4 receptor antagonist, Boc-2, indicating
that the protective effects of ASA are mediated by ASA-triggered lipoxin. These
results emphasize the importance of exploring new drug combinations for treatment
of acute phase of Chagas disease that are beneficial for chronic patients.

Keywords: aspirin, benznidazole, cardiovascular parameters, Chagas disease,
lipoxin, therapy
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15-epi-LXA4 Aspirin triggered 15-epi lipoxin A4

ALP Alquil-lisofosfolipideos

ASA Aspirina

ATL Lipoxina iniciada pela aspirina

BZ Benznidazol

Ca® fon calcio

CAMP Monofosfato ciclico de adenosina
CCC Cardiomiopatia chagasica crénica
CK Creatina quinase

CK-MB Creatina quinase miocérdica
CMP Clomipramina

COX-1ou 2 Ciclooxigenase — 1 ou 2
COXs Ciclooxigenases

CPD-colina citidina 5' difosfocolina

CYP51 Lanosterol 14a-desmetilase

DAMPs Padrdes moleculares associadas a danos
DC Doenca de Chagas

ECG Eletrocardiograma

H20:2 Perdxido de hidrogénio

HIV Virus de imunodeficiéncia humana

IL-18 Interleucina — 1 beta

INOS Oxido nitrico sintase induzivel

LAFEPE Laboratério Farmacéutico do Estado de Pernambuco

MEC Matriz extracelular

MHC-II Complexo de histocompatibilidade maior de classe Il
MMPs Metaloproteinases da matriz

NADPH Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate

Nfx Nifurtimox
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1 INTRODUCAO

As doencgas tropicais negligenciadas afetam mais de 1 bilhdo de
pessoas em todo o mundo, principalmente popula¢des de baixa renda que vivem em
regides de climas tropicais e subtropicais. Varios sdo os agentes etiologicos dessas
doencgas, como virus, bactérias, protozoarios e helmintos. A doenca de Chagas (DC)
€ considerada pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) como uma doenca
tropical negligenciada (WHO, 2019).

A DC, também conhecida como tripanossomiase americana, € uma
doenga potencialmente fatal, causada pelo parasito protozoario Trypanosoma cruzi,
hemoflagelado pertencente a ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae,
amplamente distribuido nas Américas. Caracteriza-se como uma complexa condi¢cao
resultante da invasdo e estabelecimento bem-sucedido de T. cruzi em tecidos
chaves do hospedeiro mamifero, capaz de levar a uma condi¢cdo crbénica limitante
(TANOWITZ et al., 2015; URBINA, 2015; WHO, 2019).

Cerca de 65 milhdes de pessoas que vivem em 21 paises endémicos
da Ameérica Latina correm o risco de contrair a DC, levando a obito cerca de 12 mil
individuos na regido a cada ano. Atualmente estima-se que mais de 6 milhdes de
pessoas na América Latina vivem com DC e a maioria delas ndo sabe que esta
infectada (WHO, 2019).

A epidemiologia dessa infecgdo esta mudando rapidamente devido a
fluxos sem precedentes de individuos infectados assintomaticos da América Latina
para a Europa, Estados Unidos e Australia. Como consequéncia das diferentes
formas de transmissao, bem como da natureza crénica da doenca, atualmente a DC
representa um desafio universal (ANTINORI et al., 2017).

A transmissao da infeccdo pode ser vetorial, através de contato com
fezes de insetos triatomineos infectados, mas também pode resultar da transmissao
vertical da mae para o feto (CARLIER et al., 2015), pela ingestdo de alimentos ou
bebidas contaminadas (NOYA et al., 2015), transfusdes de sangue (YOUNG et al.,
2007), transplantes de o6rgdos (KUN et al., 2009) e acidente laboratorial
(KINOSHITA-YANAGA et al., 2009). Atualmente casos de transmissao por ingestao
de caldo de cana ou agai, vem ganhando destaque, sobretudo no Brasil onde a
transmissdo vetorial foi controlada. Transmissdo através de alimentos ou bebida

contaminada com fezes ou secrecdes de triatomineos parece causar doenga mais
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grave, com maior mortalidade em relagdo a transmissdo vetorial (PINTO et al.,
2008).

O curso clinico da DC é dividido em fases aguda e crbnica. A fase
aguda da doenca é de curta duragdo e evolui gradualmente para o estagio
indeterminado da doenga crénica. No estagio indeterminado, os pacientes tém
evidéncias sorolégicas de infeccdo, mas nenhuma evidéncia clinica, radioldgica,
eletrocardiografica ou ecocardiografica de cardiopatia (NUNES et al., 2013; RIBEIRO
et al.,, 2012). O envolvimento digestivo, caracterizado pela presenga de megacdlon
ou megaesbéfago, ocorre em aproximadamente 10% dos casos (PEREZ-AYALA et
al.,, 2011; SOUZA et al., 2013). A cardiomiopatia chagasica € o resultado da
remodelacao cardiaca e a manifestacao clinica mais importante da DC, devido a sua
frequéncia, gravidade e impacto na morbidade e mortalidade. As manifestagdes
clinicas variam desde envolvimento miocardico a insuficiéncia cardiaca terminal,
com alta incidéncia de arritmias (NUNES et al., 2013; RIBEIRO et al., 2012).

Benznidazol (BZ) é utilizado no tratamento da DC desde os anos 70 e
€ unico antiparasitario disponivel comercialmente no Brasil para uso clinico, no
entanto, uma grande limitagdo desse farmaco € a toxicidade e atividade curativa
limitada na fase crénica da doenga (URBINA, 2015). Considerando essas limitagdes,
ha um interesse renovado na descoberta e desenvolvimento de novos
medicamentos para o tratamento da DC (ALONSO-PADILLA; RODRIGUEZ, 2014,
LEPESHEVA, 2013). Nos ultimos anos, temos visto o surgimento de
uma nova estratégia envolvendo combinagdo de farmacos. Essa abordagem
aumentou nossas esperancas de melhorar a eficacia do tratamento da DC,
diminuindo a probabilidade de resisténcia medicamentosa e toxicidade. Diversos
estudos mostraram que combinagdo de BZ com novos ou compostos ja em uso, ser
uma abordagem bem-sucedida de alternativa terapéutica. Neste contexto, diferentes
estudos ja mostraram os efeitos positivos e negativos de inibidores da
ciclooxigenase, como aspirina (ASA), sobre o curso da infecgéo por T. cruzi, mas até
ao momento, nenhum destes se prontificou a avaliar a eficacia do tratamento com
BZ e ASA na fase aguda e seus efeitos sobre os parametros cardiovasculares e

lesdes cardiacas tipicas na fase cronica da DC.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Trypanosoma cruzi E DOENCA DE CHAGAS

O ciclo biolégico de T. cruzi (Figura 1) inicia durante o repasto
sanguineo do inseto vetor (por exemplo Triatoma infestans) em hospedeiro
vertebrado infectado (PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018).

O vetor ingere formas tripomastigotas que sdo encaminhadas para o
estdmago do inseto onde ocorre a diferenciacdo em epimastigota que migram e se
aderem a célula epitelial do intestino e a cuticula serosa do reto através de flagelos,
dando inicio ao processo de diferenciagdo em tripomastigota metaciclica que se
desprende do intestino e é secretada pelo inseto juntamente com as fezes podendo
infectar o hospedeiro vertebrado saudavel (ROSSI; RAMOS; BESTETTI, 2003).

No hospedeiro vertebrado saudavel, o ciclo inicia-se quando formas
tripomastigostas metaciclicas eliminadas junto com fezes do triatomineo séao
depositadas no local da lesdo da picada ou mucosa. Essas formas interagem com
diferentes tipos celulares através de glicoconjugados na superficie do parasito e
varios receptores presentes em células como fibroblastos, macréfagos e células
epiteliais facilitando a internalizacdo por fagocitose do parasito pela célula
hospedeira onde se diferenciam em amastigotas. Estas se multiplicam e se
diferenciam em tripomastigotas, rompem a célula hospedeira e caem na corrente
sanguinea, infectando células vizinhas ou mais distantes, diferenciam-se em
amastigotas e repetindo o ciclo (CHATELAIN, 2015).

A DC apresenta duas fases, uma de curta duragdo, denominada de
fase aguda, que pode durar de 6 a 8 semanas, seguida por uma fase de longa
duracéo (fase cronica) que persiste por toda a vida do individuo na auséncia de
tratamento especifico. A fase aguda é caracterizada por alta parasitemia, em que o
parasito assume uma forma tripomastigota e invade figado, intestino, bago, ganglios
linfaticos, sistema nervoso central, musculos esqueléticos e cardiacos (RASSI JR;
RASSI; MARIN-NETO, 2010). As principais manifestagées clinicas incluem a
presenca do sinal de Romana, um edema unilateral, dilatagdo das palpebras ou
chagoma de inoculac&o na pele e os sintomas séo febres, fadiga e inchago glandular
(LYMBERY; THOMPSON, 2015).
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Figura 1. Ciclo de vida de T. cruzi em hospedeiro invertebrado e vertebrado

Tripomastigotas se diferenciam
em epimastigotas, que se
replicam por fissdo bindria no
intestino médio do inseto

O vetor triatomineo
ingere tripomastigotas
no repasto sanguineo

Amastigotas intracelulares se
formam em trip tigotas,
pem a célula hospedeira e

entram na corrente sanguinea

Acidente vascular

encefélico
Megaesofago

igotas diferenciam-se em

lrrlpomasﬂgo‘las metaciclicos
+ ;

Tripomastigotas metaciclicos liberados
com as fezes penetram na corrente

sanguinea através da lesdo da picada ou
membranas mucosas como a conjuntiva

Tripomastigotas podem
infectar outras células e iniciar
um novo ciclo de replicagdo

Amastigotas intracelulares
se multiplicam por fissdo
bindria nas células

Fonte: PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018.

Incluem-se também aos sinais clinicos taquicardia,

r

Sinal de Romand

Chagoma de inoculagdo

Tripomastigotas metaciclicos
penetram nas células e j& no
interior, elas se transformam
em amastigotas

hipertrofia

ventricular leve, alteragdo da amplitude da onda P, disturbios de repolarizagcéo e
outras alteragdes elétricas (NETTO; MELLO; BARBOSA, 1970). Essas alteragdes
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ocorrem tanto em humanos como em modelos experimentais da DC. Em poucos
pacientes (cerca de 5%), a morte subita pode ocorrer na fase aguda devida a
faléncia cardiaca congestiva associada com miocardite ou meningoencefalite
(ZACKS et al., 2005).

Apoés a fase aguda da doencga, a maioria dos pacientes pode progredir
para fase crbénica indeterminada clinicamente assintomatica, apesar de testes
sorologicos e parasitologicos serem positivos para T. cruzi (RIBEIRO et al., 2012).
Aproximadamente 20 a 30% dos pacientes progredirdo da fase indeterminada para a
determinada da doenga onde 20 a 40% desenvolvem cardiomiopatia chagasica
cronica (CCC) devido a persisténcia do parasito, autoimunidade e disfungdes
microvasculares (RIBEIRO et al., 2012). As complicagbes cardiacas mais comuns da
DC crénica sao: insuficiéncia cardiaca congestiva, tromboembolismo, arritmias e
conducao intraventricular e atrioventricular, que € a principal causa de mortalidade
em pacientes com CCC (TANOWITZ et al, 2015). A incidéncia anual de
tromboembolismo em pacientes chagasicos € de 1 a 2%, afetando principalmente
pacientes com insuficiéncia cardiaca (IC). Ocasionalmente, esse agravamento € a
primeira manifestacdo da DC (KAWAGUCHI et al., 2018). Os émbolos cardiacos
podem atingir a circulagdo pulmonar e sistémica, sendo a regido cerebral a mais
clinicamente evidente (MINISTERIO DA SAUDE, 2005).

A CCC categorizada em estagios de comprometimento cardiaco (A, B,
C e D) de acordo com as manifestagdes, eletrocardiografo, alteragdes radiolégicas e
da funcéo ventricular, € indiscutivelmente a mais expressiva e grave manifestagéao
da doenga, associada a altas taxas de morbimortalidade (CUNHA-NETO;
CHEVILLARD, 2014; MORA, 2016). Ela provoca danos tissular progressivo e fibrose
extensa no coragao e no plexo nervoso, levando a alteragées na matriz extracelular
(MEC) (KUPAI et al., 2010). A sintese e degradagao da MEC é controlada por
enzimas proteoliticas, como metaloproteinases de matriz (MMPs) e citocinas. MMPs
sdo importantes enzimas envolvidas em muitas condigdes fisiopatoldgicas através
da degradagdo de moléculas de MEC (por exemplo, colageno, laminina e
fibronectina) e liberagdo de epitopos cripticos da MEC (GEURTS; OPDENAKKER;
VAN DEN STEEN, 2012; KUPAI et al., 2010). Entre as MMPs, as gelatinases MMP-2
e MMP-9 foram associadas a disturbios cardiovasculares (HU et al., 2007;
POLYAKOVA et al., 2011). Foi demonstrado que as atividades das MMP-2 e MMP-9

estdo aumentadas durante a miocardite aguda na infecgdo experimental por T. cruzi
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e que a inibicdo dessas enzimas leva a reducdo da miocardite e melhora na
sobrevida em camundongos (FARES et al., 2013; GUTIERREZ et al., 2008). Assim,
as MMPs sao ativadas em condic¢des inflamatdrias ou isquémicas/ reperfusao (GU et
al., 2002). Muitos tipos de células podem produzir MMPs e citocinas; no entanto, os
neutréfilos sdo a principal fonte celular imune de MMPs e sabe-se que os mondcitos
sdo capazes de produzir citocinas (OPDENAKKER; VAN DEN STEEN; VAN
DAMME, 2001). Estas células de imunidade inata iniciam a resposta inflamatoéria e a
deposigao de fibrose/colageno no coragdo através da estimulagdo continua do
antigeno, que pode ser por padrdes moleculares associados a patéogenos (PAMPs)
ou a danos (DAMPs) (EPELMAN; LIU; MANN, 2015).

Os métodos de diagnéstico da CCC incluem anormalidades no
eletrocardiograma (ECG) (WILLIAMS-BLANGERO et al., 2007) e ressonancia
magnética para detectar fibrose cardiaca e disfuncdo diastdlica (REGUEIRO et al.,
2013).

O tratamento de pacientes com CCC baseia-se nas manifestacoes
clinicas (BENZIGER; DO CARMO; RIBEIRO, 2017), visando reduzir os sintomas,
retardar a evolugdo da disfungdo ventricular e prolongar a sobrevida (BILATE;
CUNHA-NETO, 2008). Sugere-se que o tratamento da CCC seja realizado de acordo
com as diretrizes gerais para o tratamento de IC e deve consistir na combinagao de
trés classes terapéuticas: inibidores da enzima de conversdo da angiotensina ou
bloqueadores dos receptores da angiotensina, diuréticos e bloqueadores -
adrenérgicos (DIAS et al., 2016).

Os inibidores da enzima de conversao da angiotensina como o
captopril (LEON; WANG; ENGMAN, 2003) e o enalapril (BOTONI et al., 2007)
desempenham um papel essencial no remodelamento cardiaco diminuindo a
miocardite e fibrose, aliviando a progresséo da disfungao ventricular da IC na CCC.
Em relagdo a bloqueadores dos receptores da angiotensina, a espironolactona e a
eplerenona melhoram a qualidade de vida e reduzem os sintomas associados a
CCC (PITT et al., 2003). As arritmias ventriculares dos pacientes chagasicos sao
tratadas com amiodarona que podem ser associadas a agentes alternativos como
propafenona, sotalol e B-bloqueadores, para reduzir eventos arritmicos graves
(BARBOSA et al., 2015). A bradiarritmia em pacientes chagasicos cronicos, esta
relacionada a disfungdo do né sinusal ou bloqueios atrioventriculares e o tratamento

dos sintomas é feito com implante de marcapasso permanente (BESTETTI, 2016).
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O megaeséfago é outra forma de manifestagao clinica da DC crdnica
(DE OLIVEIRA et al., 2015). Os sintomas comumente relatados no megaesbdfago
sao: disfagia, regurgitacao e dor no esbéfago. O tratamento do megaesodfago incluiu
medidas clinicas, farmacoldgicas, dilatacdo e procedimento cirurgico para auxiliar no
transito de alimentos e liquidos (MATSUDA; MILLER; EVORA, 2009). O tratamento
farmacolégico é baseado em substancias que visam relaxar o esfincter esofagico.
Os derivados nitricos (dinitrato de isossorbitol) e os bloqueadores dos canais de
calcio (nifedipina) sdo recomendados. Outra alternativa é a injegdo de toxina
botulinica, que atua para inibir a liberacao de acetilcolina (CAMPOS et al., 2009).

Os sintomas mais frequentes no megacélon consistem em constipagao
intestinal, desconforto a distensdo abdominal, fendbmenos oclusivos associados ao
fecaloma e volvulo sigmoide (BRAGA et al., 2013). O tratamento do megacolon pode
ser clinico ou cirurgico e varia de acordo com a concordancia do paciente, nivel de
complicacdes, estado nutricional, condicdo clinica, presenca de comorbidade e
idade (DIAS et al., 2016).

2.2 FARMACOS PARA DOENCA DE CHAGAS HUMANA

Os 2 medicamentos antiparasitarios disponiveis para o tratamento da
CD sao benznidazol (BZ) e nifurtimox (Nfx). Ambos sao mais eficazes na fase aguda
da doenga, com taxas de cura parasitolégica de 60% a 80%. Atualmente, o Nfx foi
desaprovado por Food and Drug Administration (FDA) para administracdo em
criangas de 2 a 12 anos de idade (PAHO, 2019).

O BZ ou N-benzil-2- (2-nitro-imidazol-1-il) acetamida (Figura 2) € um
farmaco nitro-heterociclico, derivado nitroimidazdlico sintetizado no inicio dos anos
70 por Wineholt e Liebman e produzido por Hoffman - La Roche, Suiga. Em 2003, os
direitos e a tecnologia de fabricacdo do BZ foram concedidos ao Laboratério
Farmacéutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE) - Recife / PE - Brasil (APT,
2017) mas também sdo produzidos pela companhia farmacéutica Elea Phoenix -
Argentina (SALES et al., 2017).
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Figura 2. Estrutura quimica de benznidazol [N-benzil-2- (2-nitro-imidazol-1-il)

acetamidal.

Fonte: KAWAGUCHI et al., 2018.

De acordo com o sistema de classificagdo biofarmacéutica, BZ é
classificado como classe 4, exibindo assim uma absorcdo limitada e/ ou variavel
devido as seguintes caracteristicas: baixa solubilidade e baixa permeabilidade.
Portanto, ha interesse em estratégias para melhorar a taxa de absorgao,
aumentando assim sua biodisponibilidade (PRIOTTI et al., 2015).

O mecanismo de acdo de BZ nado é totalmente compreendido
(BENZIGER, CARMO, RIBEIRO, 2017). No entanto, alguns relatos associam sua
acao a formacéao de radicais livres e/ ou metabdlitos eletrofilicos. Nos derivados do
nitroimidazol, a redugao do grupo nitro (NO2) no grupo amino (NH2) ocorre pela agao
da nitroredutase presente nas células hospedeiras ou em protozoarios. Essa reagao
leva a formagao de intermediarios radicais, bem como metabdlitos eletrofilicos. O
processo € iniciado pela agao da enzima NADPH citocromo P450 redutase, que atua
no grupo nitro (R-NO2) da molécula nitroimidazol, induzindo a producdo de um
radical nitro intermediario (R-NOz2) e a formacéo de hidroxilamina (R-NHOH). Esses
intermediarios atuam na modificagao covalente de macromoléculas, como o DNA,
causando fragmentag&do na cadeia e desestabilizagdo da hélice, inibindo a sintese
de DNA levando a morte celular de protozoarios parasitarios e/ ou bacterianos. Além
dessa alteracdo no DNA, seu mecanismo envolve a modificagdo de outras
macromoléculas, como lipidios e proteinas, afetando o metabolismo de T. cruzi. Um
mecanismo adicional de acdo de BZ é o aumento da fagocitose, levando a lise e
inibicdo do crescimento de T. cruzi por meio de mecanismo dependente de
interferon-gama (IFN-y) e pela enzima NADH-fumarato redutase (MAYA et al., 2004,
OLIVEIRA et al., 2008). Concomitantemente, os metabdlitos eletrofilicos

mencionados acima, devido a sua alta reatividade e baixa especificidade, podem



20

apresentar acdo no hospedeiro humano responsaveis pelos efeitos citotdxicos
observados durante o tratamento de pacientes (TROCHINE, 2014).

A terapia com BZ apresenta algumas limitagdes, como altas doses
administradas, a duragao do tempo de tratamento e a ocorréncia de efeitos adversos
(ANTINORI et al., 2015). E considerada longe de ser ideal por apresentar varios
efeitos adversos que incluem hipersensibilidade, desde erupgdes sensiveis a luz até
dermatite esfoliativa, depressdo da medula 6ssea, anorexia, alteragdes psiquicas,
polineuropatia periférica, edema generalizado, linfodenopatia, artralgia, prurido,
disturbios gastrointestinais, perda de peso e cefaleia (REPETTO et al.,, 2015;
SANTOS et al., 2015). E contraindicado em mulheres gravidas e pacientes com
insuficiéncia hepatica ou renal grave (MINISTERIO DA SAUDE, 2009). O tratamento
€ descontinuado em 9 a 29% dos casos, apesar das reagdes serem reversiveis e
graves em menos de 1% dos casos (MOLINA et al., 2015). Esses desafios séo

menos frequentes quando comparados ao Nfx (Tabela 1).

Tabela 1. Frequéncias de efeitos adversos associados ao benznidazol e nifurtimox.

Efeitos adversos Benznidazol Nifurtimox
Anorexia e perda de peso 5—-40% 50 — 75%
Nausea 0-5% 15 - 50%
Vémito 0-5% 15— 26%
Neuropatia periférica 0-5% 2-5%
Leucopenia Raro: <1% Raro: <1%

Fonte: KAWAGUCHI et al., 2018.

O Nfx ou 5-nitrofurano (3-metil-4- (50-nitrofurfurilideneamina) tetra-
hidro-4H-1,4-tiazina-1,1-didxido (Figura 3) pertence a classe de compostos de
nitrofurano, sintetizada em 1962 na Alemanha e produzida pela Bayer™. Este foi o
primeiro medicamento projetado para tratar tripanossomiase, como doenga do sono
e de Chagas. Até 2014 era a base da terapia para DC nos Estados Unidos (AGB,
2015). Por mais de uma década, a Bayer oferece gratuitamente a OMS 1 milhdo de
comprimidos (de 120 mg e 30 mg sob a marca Lampit) por ano, além de assisténcia
financeira para sua distribuicdo pela Center for Disease Control and Prevention
(CDC), principalmente em Honduras e El Salvador (CDC, 2018).
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Figura 3. Estrutura quimica de nifurtimox [5-nitrofurano (3-metil-4- (50-

nitrofurfurilideneamina) tetra-hidro-4H-1,4-tiazina-1,1-diéxido].

Fonte: KAWAGUCHI et al., 2018.

E bem absorvido apés administragdo oral e os niveis plasmaticos
variam de 10 a 20 mM e concentragdes mais baixas sdo encontradas na urina e nos
tecidos (CASTRO; DE MECCA; BARTEL, 2006). O mecanismo de agdo de Nfx é
baseado no dano celular originado pela produgado do radical nitro-anion através de
duas vias: através de um ciclo redox com a formacgao de O¢ (&nion superdxido) e sua
reducao no correspondente derivado de amina (WILKINSON et al., 2011). A redugao
de um grupo nitro pela nitroredutase é fundamental para o mecanismo de acdo de
Nfx. Essa enzima catalisa a reducado de 2 elétrons do composto, produzindo um
intermediario nitroso, seguido de uma segunda redugao de 2 elétrons para gerar
uma hidroxilamina que diretamente gera danos as células ou produzir outros
agentes citotoxicos (PATTERSON; WYLLIE, 2014). O parasito na presenga de Nfx
aumenta o consumo de oxigénio, H202 e a producdo de radicais superoxidos
(STOPPANI, 1999).

Os efeitos adversos mais frequentes descritos com uso de Nfx sao
anorexia, nausea, dor de cabeca e amnésia. Mas 30% dos pacientes também
podem apresentar possiveis reagdes neuroldgicas como inquietagdo, desorientagao,
esquecimento, insénia, espasmos, parestesias, polineurites e convulsdes (WEISS et
al., 2011).

O Nfx mostrou maior toxicidade e efeitos adversos do que BZ, incluindo
0 aumento do estresse oxidativo no pancreas (DE MECCA et al., 2007) e no coragéo
de camundongos (DE MECCA et al., 2008). No contexto de danos ao coragéo
causados pelo parasito durante uma infeccao crénica, o tratamento com Nfx pode
representar um risco aumentado de IC em relagdo ao tratamento com BZ. Por estas
razoes, Nfx ndo é o tratamento de escolha para DC na maioria dos casos em paises
endémicos (BERMUDEZ et al., 2016).
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A baixa eficacia de BZ, sobretudo na fase crénica da DC, os efeitos
adversos graves e as implicagbes dos fendmenos autoimunes como fator chave para
os danos do miocardio durante a fase, incentivam a busca por alternativas
terapéuticas mais eficazes e menos agressivas. As estratégias para superar essas
limitacdes incluem a identificacdo de novos farmacos com perfis-alvo especificos,
regimes de re-dosagem dos farmacos atuais, reposicionamento e terapia combinada
(BAHIA; DINIZ; MOSQUEIRA, 2014). Entre essas estratégias, os regimes de
reposicdo e reposicionamento dos medicamentos atuais, como monoterapia ou
terapia combinada, sao as intervencdes mais rapidas para melhorar a terapia da DC
(MARTINS et al.,, 2015). Alguns compostos com atividade anti-T. cruzi foram e
continuam sendo avaliados (OLMO et al., 2014), materializando assim a busca por
novos horizontes terapéuticos com objetivo de desenvolver e promover uma

quimioterapia segura e eficiente para DC, tanto para a fase aguda ou cronica.

2.30UTRAS ABORDAGENS QUIMIOTERAPEUTICAS PARA DOENCA DE CHAGAS

2.3.1 Compostos De Amidina E Analogos

Pesquisa da Fundacdo Oswaldo Cruz, abordou os efeitos de varios
analogos da Amidina contra T. cruzi. Foram encontradas atividades in vitro e in vivo
para arilimidamidas e diamidinas, usando modelos experimentais murino da infecgao
aguda por T. cruzi (DE SOUZA; OLIVEIRA; SOEIRO, 2007; SILVA et al., 2007,
SILVA et al., 2008; SOEIRO et al., 2013). A arilimidamida mais potente, DB766,
exibe maior atividade tripanocida e excelente seletividade para tripomastigotas da
corrente sanguinea e amastigotas intracelulares (cepa Y). O DB766 também exerce
efeitos marcantes em cepas suscetiveis e naturalmente resistentes ao BZ e exibe
maior atividade in vitro do que os farmacos de referéncia. Em ensaios in vivo, o
DB766 reduz efetivamente a carga parasitaria no sangue e no tecido cardiaco e tem
eficacia semelhante ao BZ em modelo murino de infecgdo por T. cruzi. O DB766
melhora as alteragdes do ECG, reduz as lesdes hepaticas e cardiacas induzidas por
T. cruzi fornecendo 90 a 100% de protecao e reduz a mortalidade, semelhante ao
BZ (BATISTA et al., 2010).
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2.3.2 Inibidores Do Proteassoma De Cinetoplasto

Proteassoma sao complexos intracelulares responsaveis pela maior
parte da degradagao de proteinas em varios organismos. Recentemente, foi descrito
um inibidor seletivo do proteassoma de cinetoplastideo (GNF6702) com eficacia in
vivo sem precedentes contra DC, leishmaniose e doenca do sono (KHARE et al.,
2016). Este composto promoveu a cura de camundongos nos trés modelos de
infeccdo por um mecanismo ndo competitivo. E bem tolerado em camundongos e

apresenta 6tima propriedade farmacocinética (ROMANHA et al., 2010).

2.3.3 Inibidores Da Biossintese De Ergosterol

A via biossintética do ergosterol é essencial para a sobrevivéncia do
parasito. Posaconazol (SCH 56592) &€ um inibidor potente e seletivo do CYP51 de
fungos. Possui potente atividade tripanocida in vitro e in vivo contra cepas de T. cruzi
naturalmente resistentes a nitrofuranos, nitroimidazdis e antifUngicos convencionais
(LIENDO et al., 1999; MOLINA et al., 2000; URBINA et al., 1998). Mais importante
ainda, o posaconazol foi mais ativo do que BZ, contra cepas resistentes de T. cruzi
em modelos murino de DC aguda e crénica (MOLINA; SALVADOR; SANCHEZ-
MONTALVA, 2015).

Ravuconazol € um derivado de triazol com potente atividade
antifungica de amplo espectro. Nos modelos murino de DC, ravuconazol apresentou
alta atividade de cura parasitolégica contra T. cruzi suscetivel a nitrofurano/
nitroimidazol (cepa CL) e parcialmente resistentes a BZ (cepa Y) (URBINA et al.,
2003a). A meia-vida mais longa em humanos incentivou seu uso para quimioterapia
em DC humana (SALES et al., 2017).

2.3.4 Inibidores Do Metabolismo Da Tripanotiona

A tripanotiona redutase (TR) desempenha um papel essencial no
desenvolvimento de T. cruzi porque mantém o ambiente redutor intracelular
(SCHMIDT; KRAUTH-SIEGEL, 2002). Os inibidores da via da TR receberam
atengdo de muitos grupos de pesquisa, € uma variedade de compostos foram
identificados como inibidores da TR (GUTIERREZ-CORREA; FAIRLAMB;



24

STOPPANI, 2001; LI et al., 2001; RIVAROLA; PAGLINI-OLIVA, 2001). A tioridazina,
um inibidor da TR in vitro, aumentou a sobrevida, reduziu a parasitemia e a lesao
cardiaca em modelo murino de infeccao aguda embora a cura parasitolégica nao
tenha sido observada (GUTIERREZ-CORREA; FAIRLAMB; STOPPANI, 2001; LO
PRESTI et al., 2004; RIVAROLA et al., 1999). Inibidores do metabolismo da
tripanotiona, como a sulfoximina butionina, sdo candidatos com potencial
terapéutico, isolados ou combinados com drogas que produzem radicais livres como
Nfx e BZ (MAYA et al., 2010).

2.3.5 Inibidores De Cisteina Protease

A cruzipaina, também conhecida como cruzaina, € a principal cisteino-
protease (gp51/57) de T. cruzi e é expressa em todos estagios de desenvolvimento
de T. cruzi (CAZZULO, 2002; URBINA; DOCAMPO, 2003). Inibidores de protease
bloqueiam proliferagdo de amastigota, epimastigota e metaciclogénese in vitro,
reduzindo significativamente parasitemia e aumentam a sobrevida animal em modelo
murino nas duas fases da DC. Na fase aguda da DC, tratamento de camundongos
com inibidores irreversiveis da cruzaina reduziu o numero de lesdes cardiacas,
amastigotas intracelulares e os niveis de infiltrados inflamatérios (ENGEL et al.,
1998).

O K-777, que foi originalmente caracterizado pelo Centro Sandler de
Pesquisa em Doencas Parasitarias Tropicais da Universidade da Califérnia, em Sao
Francisco, foi o inibidor de cisteino-protease mais promissor. E um vinil-sulfona que
bloqueia efetivamente a atividade da cruzipaina, promove a melhora dos
camundongos infectados com uma cepa letal de T. cruzi e elimina parasitemia em
camundongos infectados cronicamente (KERR et al., 2009). Em modelo agudo de
infeccao em cées, ndo promoveu cura parasitolégica, mas reduziu significativamente
o dano cardiaco induzido pelo parasito (BARR et al., 2005). Por outro lado, Cz007 e
Cz008 sao vinil-sulfonas contendo nitrila com atividade de cisteina proteinase que
mostrou acao anti-T. cruzi in vivo apos administracdo oral em dose menor que a de
BZ (NDAO et al., 2013).
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2.3.6 Inibidores De Fosfolipidios

Fosfolipidios nao sao apenas componentes estruturais, mas
participantes ativos em varios processos biolégicos e sao precursores de moléculas
biologicamente ativas. Os alquil-lisofosfolipidos (ALP) sdo analogos sintéticos dos
lisofosfolipidos que demonstraram ser eficazes in vitro e in vivo contra cepas de T.
cruzi e tripanossomatideos. A miltefosina, um de seus representantes, tem sido
usada por via oral na leishmaniose visceral, com bons resultados. O ALP bloqueia
seletivamente a biossintese de fosfatidil-colina de T. cruzi através da transmetilagao
da via de Greenberg, em contraste com o hospedeiro vertebrado, onde a via de
Kennedy da CDP-colina é predominante (URBINA, 2003).

2.3.7 Inibidores Do Metabolismo De Polifosfatos (Bisfosfonatos)

Os bisfosfonatos sao utilizados para prevenir a reabsorgcao 6ssea em
humanos. O risedronato, um potente bisfosfonato, possui atividade in vitro e in vivo
contra T. cruzi. Os bisfosfonatos inibem a enzima farnesil pirofosfato sintase de T.
cruzi (GARZONI et al., 2004a). Modelo murino de DC aguda usando a cepa Y
demonstrou que o tratamento com risedronato levou a redugao da parasitemia e
aumento da sobrevida (GARZONI et al., 2004b). Outro estudo murino investigou o
papel desse medicamento no desenvolvimento de CCC usando T. cruzi cepa Brasil
e Tulahuen, e verificou uma redugao significativa na mortalidade de camundongos
infectados com a cepa Brasil, mas sem efeito na sobrevida de camundongos
infectados com a cepa Tulahuen (BOUZAHZAH et al., 2005).

2.3.8 Inibidores Da Sintese De Prostaglandinas

O 4&cido araquidbénico (AA) é um acido graxo insaturado que se
encontra na forma esterificada nos fosfolipidios de membranas. Varios fatores
podem influenciar a liberagcdo do AA da forma esterificada, como lesdes celulares,
anticorpos, entre outros (SCHAIBLE; SCHIMID, 1988). A cascata do acido
araquidénico €& responsavel pela bioformacdo de eicosandides, como as
prostaglandinas (PG), que sao metabdlitos enddgenos que mediam diversos

processos fisiopatologicos importantes como a resposta inflamatdria. A inibigao
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seletiva de enzimas da cascata do AA representa um sitio de intervencgao terapéutica
para o tratamento de doencgas inflamatdrias crénicas, como por exemplo, 0 uso de
anti-inflamatérios nao esteroidais (AINEs) como ASA, que atuam inibindo a COX ou
prostaglandina endoperoxido-H sintase (PGHS), enzima envolvida na bioformagao
das PG. A biossintese da prostaglandina E2 (PGE2) que é responsavel por
contragdes musculares gastrointestinais, vasodilatagcdo, estimulo de secregdes
intestinais, secrecdao do acido gastrico, entre outros, ocorre principalmente nos
macrofagos. A prostaglandina D2, produzida nos mastocitos, tem como principais
acdes a modificagdo da liberacdo de hormoénios hipotalamicos, vasodilatacdo e
relaxamento de musculos gastrointestinais (SILVA, 2010).

A tromboxana-sintase, enzima citocromo P450 dependente que
biotransforma a PGH2 em tromboxana A2 (TXA2), que pode causar vasoconstrigao,
agregacao plaquetaria e bronco-constricdo e também representa um sitio de
intervengao inibitéria com aplicacbes terapéuticas uteis para o tratamento e
prevencao do acidente trombo - isquémico. No endotélio vascular s&o sintetizadas
as prostaciclinas (PGl2), que tem como principais a¢des a vasodilatagdo, inibicao de
agregacao plaquetaria e liberacao de renina (LIMA; FRAGA; BARREIRO, 2002).

Prostaglandinas derivadas do hospedeiro e do parasito contribuem
para a patogénese da DC. Devido a extrema importancia dos eicosanoides na
infeccdo por T. cruzi, seria relevante o uso de farmacos que fazem o bloqueio das
enzimas COXs, com a administragdo de AINEs (ASHETON et al., 2007). ASA usada
em baixas doses, preferencialmente inibe a COX-1 em plaquetas circulantes,
atenuando a sintese de tromboxano e prevenindo a trombose, assim conferindo um
papel cardioprotetivo (GROSSER et al., 2006). E ainda, na presenca de ASA a COX-
2 é acetilada e esta é capaz de converter o acido araquidénico em 15R-HETE, o
qual é o substrato para a producdo de 15-epi-LXAs4, também chamada Lipoxina
iniciada pela ASA (ATL). Lipoxinas e ATL possuem atividades anti-inflamatorias
como proé-resolvinas, reduzem a parasitemia, mortalidade e alteragdes cardiacas in
vivo (MOLINA- BERRIOS et al., 2013) e pré-tratamento com ASA impede alteracdes
comportamentais induzidas pela infecgdo aguda, mas acelera a mortalidade
(SILVERO-ISIDRE et al., 2018).

Em nosso grupo de pesquisa, Malvezi e colaboradores mostraram que
pré-tratamento com inibidor da COX-1 (ASA), causa redugédo acentuada da infecgao

por T. cruzi em macréfagos peritoneais e essa inibicao foi associada ao aumento da
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producao de IL-1B e o6xido nitrico (NO) pelos macréfagos (MALVEZI et al., 2014).
Pré-tratamento de mondcitos humano com ASA ou SQ 22536 (inibidor de adenilato-
ciclase) induz inibicdo acentuada da infecgao por T. cruzi e tratamento com SQ
22536 apos ASA aumenta invasao e diminui na producdo de NO (DE FREITAS et
al., 2017). Tratamento com celecoxibe (inibidor seletivo da COX-2) ou SQ 22536 em
populagdes de células mononucleares do sangue humano periférico enriquecido
com células dendriticas, diminui o indice de internalizacdo do parasito (LONIEN et
al., 2017).

A inibicdo da sintese de prostaglandinas pela ASA pode aumentar a
atividade antiparasitaria de macréfagos e aumentar o efeito de Nfx e BZ. Os niveis
de NO foram restaurados por ASA em células RAW infectadas com T. cruzi,
contribuindo para a melhoria da atividade antiparasitaria de macréfagos (LOPEZ-
MUNOZ et al., 2010). O NO gerado a partir do aminoacido L-arginina pela isoforma
indutivel da NO sintase (iNOS ou NOS2), € uma molécula antimicrobiana chave
envolvida na morte de patdgenos intracelulares devido aos efeitos microbicidas
derivados de radicais livres toxicos (peroxinitrito e superoxido) (DE GROOTE; FANG,
1995; FANG, 1997; NATHAN; SHILOH, 2000). Este processo envolve efeitos
microbicidas derivados de radicais livres toxicos (peroxinitrito e superdxido) gerados
apo6s a producao de NO, esses radicais sao essenciais para protegcao contra varios
patdgenos intracelulares, incluindo virus, bactérias, fungos e protozoarios. Mais
especificamente, foi demonstrado que NO protege contra infecgdo por T. cruzi e
outros protozoarios como Toxoplasma gondii, Leishmania major, Leishmania
donovani, Plasmodium sp e Schistosoma mansoni (BRUNET, 2001).

Macrofagos de camundongos infectados por T. cruzi produzem altos
niveis de NO para eliminar formas tripomastigotas em desenvolvimento (THOMSON
et al., 1999). Niveis de NO e de seus metabdlitos aumentam durante a invasao de
cardiomiécitos por T. cruzi (CHANDRASEKAR et al., 2000), que expressam as
principais isoformas de NO sintase (STAMLER; MEISSNER, 2001).
Consistentemente, uma relacao inversa foi observada entre a tripanossomiase e os
niveis de NO, in vivo e in vitro (GOBERT et al., 1998). Além disso, a suscetibilidade
a T. cruzi em camundongos deficientes de INOS aumenta significativamente
(HOLSCHER et al., 1998). O tratamento de camundongos infectados com inibidores
de iINOS tem efeitos adversos, enquanto doadores de NO eliminam tripomastigotas

(PETRAY et al., 1995). A molécula de NO pode afetar T. cruzi por modificagao
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quimica de proteinas contendo cisteina e/ou por ligagdo a metaloproteinas e podem
ainda interferir sobre a atividade catalitica da cruzipaina, a principal proteinase
cisteina do tipo papaina de T. cruzi (VENTURINI et al., 2000).

O tratamento da infecgdo chagasica com ASA aumenta o numero de
neurdnios nitrérgicos, protege os neurdnios mioentéricos do eséfago e do cdlon da
atrofia causada pela infeccao pela infecgcdo e melhora o tempo de transito intestinal
(MASSOCATTO et al., 2017; MASSOCATTO et al., 2015; ODA et al., 2017).

2.4 COMBINACAO TERAPEUTICA PARA DOENCA DE CHAGAS

Diferentes estratégias terapéuticas tém sido amplamente utilizadas
para a descoberta de novos tratamentos para DC ou para potencializar a eficacia
dos quimioterapicos ja existentes. Das estratégias incluem: regimes de re-dosagem
dos medicamentos atuais; introdug¢ao de terapia combinada; e identificacdo de novos
alvos para quimioterapia. A combinacao terapéutica tem merecido cada vez mais
atencdo como forma de aumentar a eficacia e a tolerancia ao tratamento uma vez
que administragao de diferentes classes quimicas podem reduzir as doses e/ou a
duragdo do tratamento, resultando em menos efeitos adversos. Essa estratégia
também pode reduzir os custos gerais, fornecendo uma opg¢do mais econémica
(MARTINS et al., 2015).

Estudos que investigaram interagdes entre inibidores da biossintese de
esterdis que atuam em diferentes etapas de sua via de biossintese mostraram
efeitos sinérgicos contra T. cruzi (MALDONADO et al., 1993; URBINA et al., 1988).
Outros estudos que pesquisaram interagdes entre BZ e posaconazol demonstraram
melhora na eficacia quimioterapica em infecgao experimental (DINIZ et al., 2013).

Combinagdes de compostos nitroheterociclicos (BZ) e inibidores do
CYP51 (Cetoconazol), em doses sub-terapéutica, mostraram interacdo positiva
quando os compostos foram avaliados em combinacdo quanto a sua eficacia e
reducdo da dose de BZ (ARAUJO et al., 2000). Combinacdo de BZ e itraconazol
melhora em quatro vezes a progressao da doenga em relagdo a tratamento de forma
isolada, além disso, essa combinacgao levou a diminuicdo da cardiotoxicidade na DC
experimental (MARTINS et al., 2015) e prolonga a meia-vida de BZ (DA SILVA et al.,
2012).

BZ em combinagdo com posaconazol (derivado de azol) induz a cura
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parasitolégica superiores em comparagdo a tratamentos isolados e permitiu a
reducao do tempo de tratamento de camundongos infectados com T. cruzi (CENCIG
et al., 2012; DINIZ et al., 2013). Combinagéo de BZ e diamidina DB289 geram 100%
de protegao contra a mortalidade de camundongos, enquanto BZ de forma isolada
forneceu apenas 78% de protecdo (BATISTA et al., 2011).

O enalapril isolado ou em combinagdo com BZ nao alterou o numero
de parasitos circulantes, mas reduziu o recrutamento de leucdcitos cardiacos e o
colageno total no tecido cardiaco. Curiosamente, a terapia combinada também
reduziu os niveis de quimiocinas, CK e CK-MB e proteinas C-reativa na fase cronica,
demonstrando que a terapia combinada usada potencializa seus efeitos
imunomoduladores, resultando em uma baixa produgcao de biomarcadores de lesGes
cardiacas (PENITENTE et al., 2015).

BZ combinado com clomipramina diminui danos e inflamagdes
cardiacas durante a cardiomiopatia da fase crénica (GARCIA et al., 2016). A
combinagdo BZ e quelante de ferro desferrioxamina diminui a parasitemia e
mortalidade e aumenta niveis de hemoglobina, demonstrando que a modificagdo nas
reservas de ferro aumenta a eficacia da BZ (FRANCISCO et al.,, 2008). Analise
isobolografica dos efeitos combinados de ASA, Nfx e BZ indicaram efeitos sinérgicos
no controle da infecgdo de células RAW por T. cruzi, com indices combinatérios de
0,71 e 0,61, respectivamente (LOPEZ-MUNOZ et al., 2009).

O novo composto tetra-hidro-B-carbolina N-butil-1- (4-dimetilamino)
fenil-1,2,3,4-tetra-hidro-B-carbolina-3-carboxamida foi superior entre seus pares na
reducdo do numero de células infectadas e o numero de parasitos internalizados,
com baixa citotoxicidade (VALDEZ et al., 2009). Apos essa observagao, o composto
selecionado foi avaliado em combinacdo com BZ in vitro e in vivo, onde foi
observado um efeito sinérgico, levando a uma redugao nas taxas de parasitemia e
mortalidade (VALDEZ et al., 2011). Um composto adicional testado com BZ foi o
novo candidato a medicamento 2-metil-1,5-bis (4-nitrofenil) penta-1,4-dien-3-ona,
que demonstrou atividade tripanocida in vitro. Em seguida, foi avaliado em
combinagdao com BZ e cetoconazol demonstrando forte sinergismo (PERON et al.,
2017).



30

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

» Avaliar a eficacia do tratamento combinado BZ+ASA na fase aguda e seus

efeitos na fase croénica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Avaliar o efeito do tratamento com BZ, ASA e BZ+ASA sobre o curso da DC
experimental, determinando carga parasitaria no sangue e coracao,
parametros hematoldégicos e sobrevida durante as fases da infecgdo por T.

cruzi (cepa Y, parcialmente resistente ao benznidazol);

= Avaliar os parametros cardiovasculares (pressao arterial média e frequéncia

cardiaca) dos animais dos grupos controles e experimentais;

» Quantificar NO plasmatico e cardiaco e avaliar os efeitos do tratamento sobre

a lesao cardiaca dos animais dos grupos controles e experimentais.
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ABSTRACT: Chagas disease, caused by the protozoan Trypanosoma cruzi is one of the
main causes of death due to cardiomyopathy and heart failure in Latin American countries.
The treatment of Chagas disease is directed at eliminating the parasite, decreasing the
probability of cardiomyopathy, and disrupting the disease transmission cycle.
Benznidazole (BZ) and nifurtimox (Nfx) are recognized as effective drugs for the treatment
of Chagas disease by the World Health Organization, but both have high toxicity and
limited efficacy, especially in the chronic disease phase. At low doses, aspirin (ASA) has
been reported to protect against T. cruzi infection. We evaluated the effectiveness of BZ in
combination with ASA at low doses during the acute disease phase and evaluated
cardiovascular aspects and cardiac lesions in the chronic phase. ASA treatment prevented
the cardiovascular dysfunction (hypertension and tachycardia) and typical cardiac lesions.
Moreover, BZ+ASA-treated mice had a smaller cardiac fibrotic area than that in BZ-treated
mice. These results were associated with an increase in the number of eosinophils and
reticulocytes and level of nitric oxide in the plasma and cardiac tissue of ASA-treated mice
relative to respective controls. These effects of ASA and BZ+ASA in chronically infected
mice were inhibited by pretreatment with the LXA4 receptor antagonist, Boc-2, indicating
that the protective effects of ASA are mediated by ASA-triggered lipoxin. These results
emphasize the importance of exploring new drug combinations for treatments of acute
phase of Chagas disease that are beneficial for chronic patients.

KEYWORDS: aspirin, benznidazole, cardiovascular parameters, Chagas disease,
lipoxin, therapy
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INTRODUCTION

Chagas disease, caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, is the main
cause of death due to cardiomyopathy and heart failure in Latin American countries .
Currently, the treatment for Chagas disease involves the administration of
benznidazole (BZ) or nifurtimox (Nfx) 2. Both are very toxic and have limited efficacy,
especially in the chronic phase of the disease 3. Benznidazole therapy during acute
phase of Chagas disease reduces the parasite load, but does not prevent chronic
cardiac lesions 4. Recently, a new strategy of combination drug therapy has emerged
to improve BZ-based treatment °7. This approach could improve BZ treatment
efficacy and decrease drug resistance and toxicity &°.

Studies have shown that eicosanoids produced during acute infection may act
as immunomodulators that aid in the transition to and maintenance of the chronic
phase of Chagas disease '°. Treatment with aspirin (ASA ), which is a non-selective
and irreversible inhibitor of cyclooxygenases COX-1 and COX2, before T. cruzi
infection " or during the chronic phase of Chagas disease %13 alters the natural
course of the disease, which suggests that ASA administration could serve as a new
therapeutic approach for Chagas disease 48,

However, to the best of our knowledge, there are no experimental studies on
the combination of ASA and BZ in vivo. Therefore, in this study, we evaluated the
efficacy of the combination of BZ and ASA in mice chronically infected with a BZ-
partially-resistant (Y) T. cruzi strain, to further support the clinical evaluation of
combination therapies in the early stage of T. cruzi infection.

MATERIALS AND METHODS

Ethics Statement

Animal handling and experimental procedures were carried out in strict
accordance with the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals proposed by
the Brazilian National Council of Animal Experimentation (COBEA). The study
protocol was approved by the Internal Scientific Commission and the Ethics in Animal
Experimentation Committee of Londrina State University (Approval Number: CEUA
n°® 4628.2016.40). Every effort was made to minimize pain and suffering to the
animals used in these experiments.

Animals

Six-to-eight-week-old, 20—-25 g male BALB/c mice were purchased from the
Multidisciplinary Center for Biological Research, University of Campinas (Campinas,
Brazil). Swiss male mice were obtained from breeding colonies in the animal facility
of the Center for Biological Sciences, Londrina State University (Parana, Brazil). The
mice were maintained in an animal house in the Department of Pathological
Sciences, Center for Biological Sciences, State University of Londrina, under a
controlled environment temperature (21-23 °C) and with 12-h d/night cycle. The mice
were fed a commercial rodent diet (Nuvilab-CR1, Quimtia-Nuvital, Colombo, Parana,
Brazil) and sterilized water ad libitum. All the animals were anesthetized with
ketamine (100 mg/kg) and xylazine (10mg/kg) and euthanized by cervical
dislocation.

Compounds
Benznidazole  (N-Benzyl-2-nitro-1H-imidazole-1-acetamide) tablet was
purchased from Laboratério Farmacéutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE,
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Brazil). ASA and Direct red 80 were purchased from Sigma (St Louis, MO, USA).
Boc-2 was purchased from MP Biomedicals (Solon, OH, USA). Benznidazole tablets
were crushed and suspended in distilled water, whereas ASA was directly dissolved
in dimethyl sulfoxide (DMSO; Labsynth, Diadema, Sao Paulo, Brazil), at a final
DMSO concentration of less than 0.5% (v/v). Boc-2 was suspended in sterile saline.

Parasites and Infection Protocol

Trypanosoma cruzi strain Y of the T. cruzi | lineage '°, was maintained by
weekly intraperitoneal (i.p.) inoculation of blood trypomastigotes of T. cruzi into Swiss
mice. When required for analysis, parasite-rich blood was collected from these
inoculated Swiss mice and appropriately diluted with phosphate-buffered saline
(PBS, pH 7.2). BALB/c mice were infected via an i.p. injection of 500 blood-derived
trypomastigotes. The control group was injected with the same volume of sterile PBS
(pH 7.2). Parasitemia was monitored by counting blood-borne trypomastigotes in 5
uL of fresh blood collected from the tail vein 2°. At 3 d post infection (dpi), direct
microscopic visualization of circulating trypomastigotes in the peripheral blood of
mice confirmed T. cruzi infection (Figure 1A).

Treatment Schemes

The mice were divided into the following 10 groups: uninfected (NI),
uninfected treated with BZ (NI-BZ), uninfected treated with ASA (NI-ASA), uninfected
treated with BZ+ASA (NI-BZ+ASA), infected untreated (I-NT), infected treated with
BZ (I-BZ), infected treated with ASA (I-ASA), infected treated with BZ and ASA (l-
BZ+ASA), infected treated with ASA and Boc-2 (I-ASA+Boc-2), and infected treated
with BZ, ASA, and Boc-2 (I-BZ+ASA+Boc-2).

The treatments were initiated at 2 dpi; six mice per treatment group were
administered 25 mg/kg BZ, ASA, or a combination of BZ and ASA by oral gavage
once per day for 30 d (Figure 1A). The lipoxin LXA4 receptor antagonist Boc-2 (10
uM/kg/mouse) 6 2! was i.p. injected at 1 dpi every 48 h for 7 d, before aspirin-
containing therapies (Figure 1A). The drugs were prepared as described above, and
each mouse was administered 0.1 mL of each drug.

Non-invasive Cardiovascular Measurements

Heart rate (HR) and mean arterial blood pressure (MAP) of conscious mice in
all treatment groups were measured using the CODA Mouse & Rat Tail-Cuff Blood
Pressure System (KENT Scientific Co., CT, USA). The measurements were taken at
171, 173, 175, 177, and 180 dpi (Figure 1A), and the mean value was calculated for
each mouse %2

Hematological Analysis

Whole blood was collected from mice under ketamine (100 mg/kg) and
xylazine (10 mg/kg) anesthesia using intracardiac puncture, and aliquoted into tubes
containing 1 mg/mL sodium ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), as the
anticoagulant. Platelets, leukocytes, reticulocytes, eosinophils, and neutrophils were
counted using standard methods 232°. Hematocrits were determined by spinning
down capillary tubes filled with blood using a microcentrifuge (Novatecnica,
Piracicaba, Sao Paulo, Brazil). The total number of nucleated cells collected was
quantified by manual hemocytometer count. All blood analyses and cell counts were
performed at 180 dpi.
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Quantification of Nitrite level in Plasma and Cardiac Tissue

At 180 dpi, the anesthetized mice were euthanized, and the heart tissue was
sampled for immune and histopathological assays. The heart was halved; one half
was fixed in 10% formaldehyde prepared in 0.1 M PBS (pH 7.3) for histopathological
analysis and the other half was used for determination of nitrite levels and
quantification of T. cruzi parasite load by qPCR. Nitrite level in the plasma and
cardiac tissue was determined using the cadmium-cooper system followed by Griess

reaction, as described previously %® with some modifications proposed by Panis, et al.
27

RT-gPCR

Real time qPCR (RT-gPCR) was performed to determine the tissue parasite
burden in the control and T. cruzi-infected and treated mice. The heart tissue was
weighed and washed with PBS. The genomic DNA was isolated using a lysis buffer
(50 nM Tris-HCI (pH 7.6), 10 mM EDTA, 0.5% sodium dodecyl sulfate (SDS), 0.2
mg/mL proteinase K (Invitrogen, Carlsbad, CA), followed by phenol-chloroform
extraction. The samples were mechanically homogenized (Ultra Stirrer; Scientific
SDN BHD, Seri Kembangan, Malaysia), heated at 55°C for 12 h, and extracted twice
with phenol:.chloroform:isoamyl alcohol solution (25:24:1). Cold absolute ethanol
(Merck)—two times the volume of the aqueous phase—was added into the extracted
sample, which was stored at -20°C for 12 h. Thereafter, the sample was centrifuged
for 10 min at 10 000 x g, washed with 70% ethanol, dried at room temperature, and
resuspended in ultrapure water. Total DNA concentration was determined using a
spectrophotometer (Synergy HT; Biotek, USA). The RT-qPCR assay was performed
on the Rotor-Gene Q 5-Plex apparatus (Qiagen, Germany) using a 20-uL reaction
mixture containing 100 ng total DNA, 1 UM TFZ-F (5"
GCTCTTGCCCACAMGGGTGC-3") and TFZ-R (5-CCAAGCGGATAGTTCAGG-3')
oligonucleotides 28, and Platinum SYBR Green qPCR Super Mix UDG with ROX
reagent (Invitrogen Corporation, New York, USA), according to the manufacturer’s
recommendations. The amplification conditions were as follows: an initial step at
50°C for 2 min, 95°C for 10 min, and 40 cycles at 95°C for 30 s, 57°C for 30 s, and
72°C for 30 s, followed by dissociation curve construction, at 60-95°C (0.5°C/s). The
cardiac tissue parasite burden was calculated using a standard curve constructed
with DNA obtained from culture samples of T. cruzi epimastigotes.

Polarized Microscopy of Picrosirius Red-Stained Collagen

To examine cardiac fibrosis, the heart tissue samples were fixed with 10%
buffered formalin solution, dehydrated, cleared, and embedded in Paraplast (Sigma,
St. Louis, MO, USA). The embedded tissue blocks were cut into 3-um-thick sections
and stained with Direct red 80 (Sigma) to visualize collagen and section were chosen
at random and evaluated at 400x magnification, resulting in the analysis of a total
area of 74931 um? of myocardium 2°. Polarized micrographs were obtained using the
Axio Zeiss Photon Microscope (Oberkochen, Germany). Collagen defined in the
polarized micrographs was measured using Image-Pro Plus 6.0 (Media Cybernetics,
Silver Spring, USA).

Statistical analysis

Data were assessed using the analysis of variance and differences between
mean values were determined using Tukey or Dunnett's multiple comparison post-
tests. A log-rank (Mantel-Cox) test was used to compare the survival curves.
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Differences were considered significant at p < 0.05. Statistical analyses were
performed using GraphPad Prism software (GraphPad Software®, La Jolla, USA).

RESULTS

Untreated infected mice (I-NT) presented high parasitemia, which peaked at 9
dpi (Figure 1B). As expected, BZ treatment reduced parasitemia, whereas ASA
reduced the load of parasites in the blood after 9 d, and parasitemia levels among
the ASA, BZ alone, or BZ+ASA treatment and NT groups were not significantly
different at 13—-31 dpi (Figure 1B). Interestingly, the peak parasitemia level in mice
treated with BZ or BZ+ASA (compared with that in the I-NT mice) was consistently
lower than that in mice treated with ASA alone, confirming the efficiency of BZ
therapy in the acute phase of infection. All mice treated with BZ alone or in
combination with ASA survived for 31 d after infection and chronification. Mice
untreated or treated with ASA alone presented 76% and 84% survival rate during the
acute phase, respectively (Figure 1C). Parasites were not detected in the blood of
untreated or treated chronically infected mice (data not shown).

By day 180 p.i, I-BZ+ASA group showed a significant reduction in cardiac
parasite number shown by RT qPCR compared with either I-NT and I-BZ group
(Figure 1F, Dunnett's multiple comparisons test: p <0.05). The group of infected mice
treated with BZ also presented a reduction in the parasite load in the cardiac tissue
compared to the untreated group. Surprisingly, infected mice treated with ASA
showed the lowest parasite load in cardiac tissue compared to the untreated group or
treated with BZ but was not statistically distinguishable from BZ+ASA group (Figure
1F).

We treated the mice with an LXA4 receptor antagonist (Boc-2) from 1 d post
infection every 48 h for 7 d, before initiating the ASA treatment (Figure 1A). Then, the
effects of ASA+Boc-2 or BZ+ASA+Boc-2 treatments were compared with those
without Boc-2 pretreatment. We found that the protective effects of ASA and BZ+ASA
(Figure 1B and 1C) in infected mice were inhibited by Boc-2 pretreatment, which was
confirmed by an increase in parasitemia (Figure 1D), a decrease in mice survival rate
(Figure 1E), and an increase in cardiac parasitism (Figure 1F).

The I-NT mice (n= 6 mice/group) exhibited tachycardia (Figure 2A) compared
with NI mice (I-NT = 539 £ 1 bpm vs. NI = 503 + 1 bpm, p < 0.0001). Benznidazole
treatment increased the HR in NI mice (Figure 2A) compared with that in the NI group
mice not treated with BZ (NI-BZ = 538 + 3 bpm vs. NI = 503 =+ 1 bpm, p < 0.001).
However, both ASA alone and BZ+ASA combination treatments did not change the
HR in these mice (Figure 2A). Treatment of infected mice with BZ increased the HR
compared with that in NT and infected mice (I-BZ = 602 £ 6 bpm vs. |I-NT = 539 + 1
bpm, p < 0.0001). Aspirin treatment reduced the HR in infected mice compared with
that in the I-NT (I-ASA =490 + 3 bpm vs. I-NT =539 + 1 bpm, p <0.0001) and I-BZ
(IF-ASA =490 = 3 bpm vs. I-BZ = 602 £ 6 bpm, p < 0.0001) group mice. The BZ+ASA
treatment exerted an intermediate effect with respect to increasing the HR in infected
mice, which was similar to that in the I-NT group mice (Figure 2A).

The MAP in the I-NT mice was increased compared with that in the NI mice
(117 £ 1 mmHg vs. 103 £ 1 mmHg, p < 0.0001) (Figure 2B), and treatment with BZ
did not significantly change the MAP in these groups (103 £+ 1 mmHg vs. 103 + 1
mmHg, p > 0.9999). On the contrary , treatment of NI mice with ASA alone or
BZ+ASA decreased the MAP compared with that in the NI and NI-BZ mice (NI-ASA =
95 + 0.375 mmHg vs. NI = 103 + 1 mmHg, p < 0.0001; NI-ASA vs. NI-BZ = 103 + 1
mmHg, p <0.001; NI-BZ+ASA= 96 + 2 mmHg vs. NI, p <0.0001; NI-BZ+ASA vs. NI-
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BZ, p < 0.01; Figure 2B). Treatment of infected mice with BZ did not alter the MAP
compared with that in the I-NT mice (116 = 0.213 mmHg vs. 117 £ 1 mmHg, p >
0.05); however, ASA or BZ+ASA treatment of infected mice decreased the MAP
compared with that in the I-NT or [-BZ mice (I-ASA = 104 + 0.222 mmHg vs. I-NT =
117 £ 1 mmHg; I-ASA vs. I-BZ = 116 £ 0.213 mmHg; I-BZ+ASA = 100 £+ 1 mmHg vs.
[-NT; I-BZ+ASA vs. I-BZ, p < 0.0001; Figure 2B).

Infection and treatment significantly affected eosinophils and neutrophils, as
indicated by a significant increase in these cell populations (p < 0.05) at 180 dpi in
BZ- and BZ+ASA-treated mice compared with that in the NI mice (Figures 2D, 2E).
Surprisingly, we observed a significant increase in reticulocytes (Figure 2C, p <
0.001) and eosinophils (Figure 2D, p < 0.001), but a reduction in neutrophils in the I-
ASA mice (Figure 2E). No significant differences were observed in the hematocrit
level, platelet and leukocyte counts at 180 dpi (data not shown).

Next, we evaluated the cardiovascular and hematological parameters in
infected mice treated with Boc-2 before mono or combination therapy. As shown in
Figure 2, the HR in the I-ASA mice decreased relative to that of the I-NT mice (I-ASA
=490 £ 3 bpm vs. I-NT =539 + 1 bpm, p < 0.0001). This effect was inhibited by Boc-
2 pretreatment of mice (I-ASA =490 £ 3 bpm vs. |-ASA + Boc-2 = 544 + 5 bpm, p <
0.0001; Figure 2A). The ASA+BZ, ASA+Boc-2, and ASA+BZ+Boc-2 combination
treatments did not change the HR compared with that of I-NT mice (Figure 2A). The
MAP was elevated in I-NT mice and attenuated by treatment with ASA alone (117 £ 1
mmHg vs.104 £ 0.2 mmHg, p < 0.01, respectively) or BZ+ASA (117 1 mmHg vs.100
+ 1 mmHg, p < 0.05, respectively; Figure 2B). Notably, Boc-2 pretreatment reversed
the hypotensive effect of ASA alone and BZ+ASA treatments (Figure 2B).

Hematological evaluation revealed that pretreatment with Boc-2 did not alter
the platelet and leukocyte counts, and hematocrit level (data not shown), but it
reversed the increase in reticulocytes (Figure 2C) and eosinophils provoked by ASA
(Figure 2D). Furthermore, it reduced the effect of ASA on neutrophil count (Figure
2E).
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Figure 1. Infection course and response to treatment in BALB/c mice infected with 500
trypomastigotes of T. cruzi. (A) The mice were treated daily with 25 mg/kg benznidazole
(BZ), aspirin (ASA) or a combination of BZ and ASA by oral gavage at 2 d post infection
for 30 d. Antagonist Boc-2 (10 uM/kg) was intraperitoneally injected from 1 d post infection
every 48 h for 7 d before ASA treatment. Cardiovascular parameters (heart rate (HR) and
mean arterial pressures (MAP) were measured using CODA (Mouse Tail-Cuff Blood
Pressure System) between 171 and 180 d post infection. At 180 d post infection, nitrite
level in the plasma and cardiac tissue was quantified. Trypanosoma cruzi parasite load in
the heart of treated and untreated mice was quantified by RT-gPCR. (B and D)
Parasitemia level in the acute phase of infection, (C and E) mice survival rate, and (F)
cardiac parasite load measured by RT-gPCR. * p < 0.05 was used to compare the results
against the untreated infected group (I-NT). Means with different letters are significantly
different (p < 0.05, two-way ANOVA with Dunnett's multiple comparisons post-test).
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Figure 2. Cardiovascular and hematological parameters in mice chronically infected
with T. cruzi in response to treatment with benznidazole (BZ) or combination treatment
with aspirin (ASA) in the acute phase of infection. Antagonist Boc-2 (10 uM/kg) was
intraperitoneally injected from 1 d post infection every 48 h for 7 d before ASA
treatment. (A) Heart rate (HR) and (B) mean arterial pressure (MAP) in response to
different treatments in uninfected and infected mice. The HR and MAP were measured
using CODA (Mouse Tail-Cuff Blood Pressure System). Hematological parameters in
uninfected (NI) and T. cruzi—infected mice untreated or treated with BZ, ASA, and
BZ+ASA at 180 d post infection: (C) reticulocytes, (D) eosinophils and (E) neutrophils.
Means depicted by the same letter are not significantly different (p < 0.05, two-way
ANOVA with Tukey post-test).

The effects of the combination treatment in infected mice were evaluated and
compared with those in infected mice treated with BZ or ASA alone and NI mice. The
fibrotic area in the heart of infected mice was larger than that in NI mice (Figure 3).
Benznidazole treatment reduced the fibrotic area in infected mice, whereas ASA
treatment decreased typical cardiac tissue injuries that are associated with chronic T.
cruzi infection, which were similar to that in the heart muscle of NI mice. Moreover,
the BZ+ASA-treated mice had smaller fibrotic areas than those in BZ-treated mice.

At 180 dpi, mice treated previously with Boc-2 showed more fibrotic area in the
heart of infected mice than treated only with ASA (Figure 3). In this sense, we
identified that the intensity of heart damage was consistent with increased levels of
neutrophils (Figure 2E).

As expected, T. cruzi infection triggered an elevation in circulating NO (Figure
4A) and NO in heart tissue (Figure 4B). Notably, compared to the untreated infected
mice, BZ treated mice was not statistically distinguishable in both plasma and cardiac



40

tissue (Figure 4A and Figure 4B, p > 0.05). On the other hand, a significant increase
in circulating NO as in cardiac tissue was observed in ASA-treated mice compared to
the untreated infected or BZ-treated infected mice (Figure 4A and Figure 4B, p <
0.05). Similarly, significantly NO increased was observed in plasma as in the heart in
BZ + ASA treated mice compared to that in the mice untreated infected or BZ treated
infected. Moreover, Boc-2 diminished NO levels in plasma and tissue cardiac when
was combined with ASA or BZ (Figure 4A and 4B, respectively).
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Figure 3. Effect of benznidazole+aspirin (BZ+ASA) combination treatment on chronic
cardiac lesions. BALB/c mice were inoculated with 500 trypomastigotes of
Trypanosoma cruzi Y strain by intraperitoneal injection and treated with daily doses
of 25 mg/kg BZ or ASA alone or in combination for 30 consecutive days and
euthanized at 180 d post infection. The antagonist Boc-2 (10 pM/kg) was
administered via intraperitoneal injection from 1 d post infection every 48 h for 7 d,
before ASA treatment. After 180 d post injection, the mice were euthanized.
Uninfected control (NI) group mice were also evaluated. Fibrotic areas in the heart
muscle of treated and uninfected mice can be observed in histological sections of the
hearts imaged at 400x magnification that are representative of picrosirius red-
staining patterns. I-NT= infected and untreated; |-BZ = infected treated with BZ; I-
ASA = infected treated with ASA; I-BZ+ASA = infected treated with BZ/ASA. Means

depicted with different letters are significantly different (p < 0.05, two-way ANOVA
with Tukey post-test).
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Figure 4. Nitrite level in response to treatment with benznidazole (BZ) or combined
treatment with aspirin (ASA) in mice infected with T. cruzi. The antagonist Boc-2 (10
MM/kg) was administered via intraperitoneal injection from 1 d post infection every 48
h for 7 d, before ASA treatment. After 180 d post injection, the mice were euthanized.
Uninfected control (NI) group mice were also evaluated. NO was determined by
measuring nitrite levels in plasma (A) and cardiac tissue (B) using the cadmium-
cooper system followed by Griess reaction. The results are expressed as means *
SEM from 5 animals per group and are representative of 2 independent experiments.
Means not sharing a letter are significantly different (p < 0.05, 2-way ANOVA with
Tukey post-test).

DISCUSSION

Treatment of chronic T. cruzi infection is challenging because of several
limitations of the available drugs, such as BZ and Nfx, including low efficacy and
toxicity. Recent studies have shown that new treatment strategies, including
combinations of drugs with different mechanisms of action, may improve therapeutic
efficacy and reduce adverse effects -8 30-33 Moreover, T. cruzi infection is restricted
to selected tissues, where very low levels of intracellular parasitic forms hinder the
direct action of BZ on the parasite 34-3,

The results of the present study showed that the administration of 25 mg/kg/d
BZ during the acute disease phase was effective in alleviating the symptoms of T.
cruzi infection in susceptible mice 7> 36, This was reflected in the rate of survival,
decreased in the parasitemia during the acute phase and reduction of cardiac
parasitism and heart damage in chronic infected mice compared to that in the
untreated group after monotherapy with BZ. Cardiovascular parameters as HR and
MAP were described in Swiss mice, when we investigated the effect of treadmill
training on the acute phase of T. cruzi infection 2. However, our data show that in the
chronic phase, the animals presented hypertension and tachycardia compared to the
uninfected animals, and that the treatment during the acute phase, specifically with
BZ, elevate the heart rate and did not changed the high blood pressure found in the
animals.

Treatment with BZ did not alter reticulocyte, eosinophil, and neutrophil counts,
and plasma and cardiac nitrite levels compared with those in the NI mice. However,
we observed a decrease in parasite load in the cardiac tissue in mice treated with BZ.
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To the best of our knowledge, this is the first study to evaluate hematological and
cardiovascular parameters such as HR and MAP in chronically infected BALB/c mice
treated with BZ, and the results reinforce the toxicity and efficacy of BZ .

The acute phase of Chagas disease is characterized by immunosuppression
induced by T. cruzi parasite to evade the host immune response. This
immunosuppressive state is mediated in part by prostaglandins 37-38  nitric oxide (NO)
and cytokines 37 39, In fact, increased circulating levels of prostaglandin E2 (PGE2) ,
thromboxane A2 (TXAz), and prostaglandin F2a (PGF2a) have been reported in mice
infected with T. cruzi 4°, and during the acute phase, macrophages and spleen cells
from T. cruzi-infected mice produce high levels of PGE2 and NO 37 41, Thus, the
inhibition of the host cyclooxygenase (COX) enzyme occurred naturally as a
therapeutic potential in Chagas disease'® 416 |t has been previously reported that
COX-2 acetylation by ASA modifies its activity, promoting the synthesis of 15-epi-
LXA4, a lipid involved in the resolution of inflammation acts as an anti-inflammatory
molecule in the acute phase of the T. cruzi infection 6. Therefore, we verified if the
effects observed in our experimental model were mediated by LXA4.

In the present study, the administration of ASA at a low dose (25 mg/kg) in the
acute phase of infection decreased cardiac parasitism and heart damage in
chronically infected mice compared with those in the IN or BZ-treated mice. However,
the ASA group could not be distinguished from the BZ+ASA group. In addition, ASA
treatment decreased the HR and hypertension in infected animals. These findings
help better understand the relationship between chagasic heart and cardiovascular
functions.

In the present study, in mice treated with ASA, there was an increase in the
percentage of reticulocytes. This can be partially explained by the upregulation of
nitric oxide production and the consequent increase in oxidative stress during bone
marrow activity 4>. The increase in eosinophil count with ASA treatment further
explains the decrease in parasites in the heart of chronically infected mice 4343,

We also found that ASA exhibited therapeutic effect at 25 mg/kg/d
concentration and that this effect was inhibited by pretreatment with Boc-2. Moreover,
the number of neutrophils increased with Boc-2 pretreatment, which was associated
with higher fibrosis in the cardiac tissue. In fact, neutrophils may regulate T. cruzi
experimental infection and determine susceptibility and resistance to infection 4°.
Furthermore, neutrophils and monocytes contribute to inflammation and fibrosis
associated with Chagas cardiomyopathy via the production of metalloproteinases and
cytokines, respectively 47. This phenomenon possibly correlates with the increased
level of 15-epi-LXAs—known as “aspirin-triggered lipoxin™—upon treatment with low
dose ASA, which is consistent with the results of Molina-Berrios et al.36 .

The results of the present study indicate that early therapeutic interventions
with ASA in acute phases could be crucial for defining the course of incipient
pathological process in T. cruzi infection, which might help predict future damage to
the heart in chronically infected animals.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Estes resultados reforcam que intervengdes terapéuticas precoces
como associacao de BZ+ASA administradas durante fase aguda podem ser cruciais
na definicdo do curso do processo patolégico nos camundongos infectados por T.
cruzi. O tratamento combinado evitou a disfungcdo cardiovascular (hipertensdo e
taquicardia) e lesdes cardiacas tipicas e, estes resultados foram associados ao
aumento no nivel de 6xido nitrico no plasma e tecido cardiaco. Os efeitos da ASA e
BZ+ASA em camundongos infectados cronicamente foram inibidos pelo pré-
tratamento com antagonista do receptor LXA4, Boc-2, indicando que os efeitos
protetores da ASA foram mediados pela lipoxina desencadeada por ASA. Esses
resultados enfatizam a importdncia de explorar novas combinagcbes de
medicamentos para tratamento da fase aguda da doenga de Chagas que sao

benéficas para pacientes crénicos.
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ANEXO A
PARECER DA CoMmissAo DE ETICA No Uso DE ANIMAIS

Universidade
Estadual de Londrina

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
OF. CIRC. CEUA N° 85/2016 Londrina, 05 de Maio de 2016.
Prezado Pesquisador,

Certificamos que o projeto intitulado "Eficacia da terapia combinada de benzonidazol e
aspirina no modelo murino de doenca de chagas aguda e crénica”, protocolo CEUA n*
4628.2016.40, sob a responsabilidade de Phileno Pinge Filho, que envolve a producdo, manutengao
e/ou utilizagéo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para
fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da Lein® 11.794, de 8
de outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimenta¢io Animal (CONCEA), foi aprovado pela Comissao
de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Londrina (CEUA/UEL), em reunido realizada
em 03/05/2016.

O objetivo do projeto ¢ avaliar a eficacia do tratamento combinado de Benzonidazol (BZ) e
Aspirina (ASA) sobre a fase aguda e cronica da doenca de Chagas experimental. Nos estudos de
fase aguda, 48 h apos a infecglo os animais (n = 10/grupo) serdo submetidos aos seguintes
tratamentos: Grupo ASA, os animais receberao por via oral 25 mg/Kg de ASA; Grupo BZ, os animais
receberdo Y% BZ; 25 mg/Kg/dia); Grupo BZ+ASA (os animais receberio Y BZ; 25 mg/Kg/dia
juntamente com 25 mg/Kg de ASA). A ASA e o BZ serdo diluidos em dimetilsulféxido (DMSO)
(Sigma) a 10% em solugdo salina. Grupo controle, os animais serdo tratados com veiculo (10% de
DMSO em salina) pela mesma via. Para os estudos de fase crbnica, os grupos controles e
experimentais citados acima receberdo os mesmos tratamentos iniciando 90 dias apos a infecgdo. GI
2.

Vigéncia do Projeto 02/05/2016 a 02/05/2020

Espécie/linhagem Camundongo isogénico

N° de animais 240

Peso/ldade 20g/ 8-12 dias

Sexo Machos

Origem Biotério do Instituto Carlos Chagas / FIOCRUZ
Amostras a serem coletadas | Sangue, coracdo

Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alteragbes no protocolo experimental
aprovado, deve-se submeter o novo protocolo a apreciacado da CEUA/UEL anteriormente & execugao
das modificagdes.

Coloco-me a disposigio para quaisquer esclarecimentos que se fizerem necessaria. Sem
mais para 0 momento, subscrevo, cordialmente,

Profa. Dra. é

ntamburl.. Alves Fernandes
nadora da CEUA/UEL

limo. Sr.

Prof. Dr. Phileno Pinge Filho

Coordenador do Projeto

Departamento de Ciéncias Patolégicas / Centro de Ciéncias Biologicas

Com copia para Chefe do Departamento de Ciéncias Patologicas e Diretor(a) do Centro de Ciéncias Biolégicas
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Universidade
Esiadual de Londrina

COMISSAO De £TIC « NO USO DE ANIMAIS

OF. CIRC. CEUA N° 2082018 Londrina, 06 de dezembro de 2018.
Prezado (a) professor (a)

Certificamos que o projeto intitulado: “Manutengdo do Trypanosoma cruzi (cepas Y, G E CL),
agente causador da Doenca de Chagas" protocolo CEUA n° 20779.2018.59 sob a responsabilidade de Phileno
Pinge Filho, que envolve a produglio, manutengdo e/ou utilizagdio de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdio Animal (CONCEA), e foi aprovado
pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Londrina (CEUA/UEL), em
06/12/2018.

Este projeto tem por objetivo a utilizaglo de animais para a manutengdo do Trypanossoma cruzi, agente
causador da Doenga de Chagas, para a realizaglio de ensaios de indugfio da infecgdio em modelos murinos e
ensaios de infeglo in vitro e in vivo. Grau de invasividade=1

Finalidade ( )Ensino  ( x ) Pesquisa cientifica
| Vigéncia da autorizagiio 07/01/2019 a 07/01/2020
Espécie/ linhagem/ raca Camundongo Heterogénico/ Swiss
N° de animais 360
Peso/ Idade 20g/ 7 semanas
Sexo Fémeas
' Origem Biotério Central da Universidade Estadual de Londrina
Amostras a serem coletadas Sangue

Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alteragdes no protocolo experimental aprovado,
deve-se submeter 0 novo protocolo & apreciagio da CEUA/UEL anteriormente & execugiio das modificagdes.

Coloco-me a disposido para quaisquer esclarecimentos que se fizerem necessarios. Sem mais para
0 momento, subscrevo, cordialmente.

Profa. Dra. Maria Fernanda Rodrigues Graciano
Coordenadora da CEUA/UEL

limo.(a) Sr.(a)

Prof. (a) Dr (a). Phileno Pinge Filho

Responsivel pelo projeto

Departamento de Ciéncias Patologicas/Imunologia/CCB

C/C para o Biotério Central/CCB
C/C para a Chefia do Depto de Ciéncias Patologicas/Imunologia/CCB
C/C para a Diregiio de Centro do CCB
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