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RESUMO

Embora muitos avancos tenham sido realizados no ambito da quimioterapia da
doenca de Chagas nos ultimos anos, ainda ndo ha tratamento com perfil
satisfatorio de eficacia e seguranca para a fase crbnica da infeccdo por
Trypanosoma cruzi. O reposicionamento e a combinagdo de medicamentos
tém se destacado como estratégias promissoras na busca de novas terapias.
No entanto, paralelamente a busca por novas alternativas, € necessério
aprimorar os modelos de avaliacdo pré-clinica existentes. Nesse sentido, o
objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos do ravuconazol em
combinagdo com amiodarona sobre o desenvolvimento da infeccdo aguda por
T. cruzi em diferentes modelos experimentais. Inicialmente foram realizados
experimentos in vitro para determinar a toxicidade da combinacéo e a natureza
da interacdo entre os farmacos sobre a infec¢do de células H9c2 pela cepa Y
de T. cruzi. Posteriormente foram realizados experimentos in vivo utilizando
diferentes linhagens de camundongos (Swiss e BALB/c) e cepas do parasito
gue apresentam graus variaveis de resisténcia ao tratamento etiolégico (Y e
Colombiana). Os animais infectados foram tratados a partir do 5° (cepa Y) ou
10° (cepa Colombiana) dia apOs a infeccdo durante 5 dias, por via oral, com
ravuconazol (0,5mg/Kg) e amiodarona (50mg/Kg) em monoterapia e em
combinacdo. Grupos controle contendo animais ndo infectados, infectados e
nao tratados, infectados e tratados com ravuconazol a 10mg/Kg ou benznidazol
na dose de 100mg/Kg foram também incluidos. A parasitemia foi quantificada
diariamente durante todo o periodo de realizacdo do experimento. Cinco dias
apos o término do tratamento os animais foram eutanasiados e o coracéo
coletado para andlises histoldgicas. Os resultados obtidos permitiram confirmar
a atividade tripanossomicida dos farmacos e identificar efeito aditivo resultante
da combinagcdo entre amiodarona e ravuconazol in vitro, na auséncia de
toxicidade adicional. In vivo, a amiodarona ndo foi eficiente em controlar a
infeccdo pelas diferentes cepas do parasito, ja o efeito do ravuconazol sobre a
cepa Y foi dependente da dose e da linhagem de camundongo utilizada,
enquanto a 10 mg/Kg o azdlico suprimiu a parasitemia dos animais infectados
pela cepa Y em ambas as linhagens, o efeito da subdose em controlar o
parasitismo foi significativamente menor nos BALB/c. Por outro lado, a terapia
combinada foi efetiva em reduzir a area sob a curva de parasitemia
comparativamente as monoterapias, independente da linhagem de
camundongo, sugerindo interacao positiva entre os farmacos. Curiosamente, o
ravuconazol em subdose reduziu drasticamente a parasitemia dos
camundongos infectados pela cepa Colombiana enquanto a combinacdo néo
induziu beneficio adicional. A avaliagdo histopatolégica do tecido muscular
cardiaco mostrou que a utilizacdo combinada de ravuconazol e amiodarona, ao
contrario das monoterapias nas mesmas doses, amenizou o0s danos
provocados pela infeccdo, independente da cepa do parasito ou da linhagem
do hospedeiro. Os dados obtidos permitem concluir que a estratégia
experimental adotada foi eficiente para avaliar a interagédo entre os farmacos e
sugerem que a linhagem BALB/c constitui um modelo mais estringente para
estudos pré-clinicos na quimioterapia da doenca de Chagas. Ainda, o
ravuconazol e amiodarona combinados apresentam efeito superior as
monoterapias em reduzir o parasitismo e prevenir as lesdes cardiacas
decorrentes da infecgéo.

Palavras-chave: Ravuconazol, Amiodarona, Trypanosoma cruzi.



ABSTRACT

Although many advances have been made in the field of Chagas disease
chemotherapy in recent years, there is still no treatment with a satisfactory
efficacy and safety profile for the chronic phase of Trypanosoma cruzi infection.
Repositioning and drug combination have been highlighted as promising
strategies in the search for new therapies. However, in parallel with the search
for new alternatives, it is necessary to improve existing preclinical evaluation
models. In this sense, the aim of the present study was to evaluate the effects
of ravuconazole in combination with amiodarone on the development of acute
T. cruzi infection in different experimental models. Initially, in vitro experiments
were performed to determine the toxicity of the combination and the nature of
the drugs on the infection of H9c2 cells by Y strain of T. cruzi. Subsequently, in
vivo experiments were performed using different lineages of mice (Swiss and
BALB/c) and strains of the parasite that show varying degrees of resistance to
etiological treatment (Y and Colombian). The infected animals were treated
from the 5th (strain Y) or 10th (Colombian strain) day after infection for 5 days
orally with ravuconazole (0.5mg/kg) and amiodarone (50mg/kg) alone and in
combination. Uninfected control group, infected and untreated group, infected
and treated with ravuconazole at 10mg/kg or benznidazole at the dose of
100mg / kg were also included. The parasitemia was quantified daily during the
whole period of the experiment. Five days after the end of treatment the animals
were euthanized and the heart collected for histological analysis. The obtained
results allowed to confirm the trypanosomicidal activity of the drugs and to
identify additive effect resulting from the combination between amiodarone and
ravuconazole in vitro, in the absence of additional toxicity. In vivo, amiodarone
was not efficient in controlling infection by different strains of the parasite,
whereas the effect of ravuconazole on Y strain was dependent on the dose and
mouse strain used; while at 10 mg/kg azole suppressed the parasitemia of Y
strain infected animals in both strains, the effect of underdose on parasitism
control was significantly lower in BALB/c. On the other hand, combined therapy
was effective in reducing the area under the parasitemia curve compared to
monotherapies, regardless of mouse strain, suggesting a positive interaction
between drugs. Interestingly, ravuconazole underdose drastically reduced
parasitemia in mice infected with the Colombian strain while the combination did
not induce additional benefit. Histopathological evaluation of cardiac muscle
tissue showed that the combined use of ravuconazole and amiodarone, unlike
monotherapy at the same doses, mitigated the damage caused by infection,
regardless of the parasite strain or host lineage. The data obtained allow to
conclude that the experimental strategy adopted was efficient to evaluate the
interaction between drugs and suggest that the BALB/c lineage is a more
stringent model for preclinical studies in Chagas disease chemotherapy. In
addition, ravuconazole and amiodarone combined have a superior effect than
monotherapies in reducing parasitism and preventing heart damage due to
infection.

Keywords: Ravuconazole, Amiodarone, Trypanosoma cruzi.
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1 INTRODUCAO

A doenca de Chagas, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, €
considerada uma doenca negligenciada que afeta cerca de 7 milhGes de pessoas
em todo o mundo, especialmente na América Latina (WHO, 2019). O nifurtimox e o
benznidazol sédo os medicamentos de referéncia no tratamento da parasitose, porém
apresentam eficacia limitada e acentuados efeitos colaterais (COURA, 1997; DIAS;
LOPEZ-MUNOZ et al., 2010; DIAS et al., 2016). Adicionalmente, sdo utilizados em
esquemas posologicos longos, o que, juntamente as reac¢des adversas que induzem,
diminuem significativamente a adesdo ao tratamento. Nesse sentido, alternativas
Sdo necessarias para superacdo das limitacdes dos tratamentos disponiveis
(MULLER KRATZ et al., 2018; TORRICO et al., 2018).

Considerando o reposicionamento de farmacos como estratégia de
desenvolvimento farmacolégico promissora, nos Udltimos anos, diversos
medicamentos desenvolvidos originalmente para o tratamento de outras doencas
foram testados em modelos pré-clinicos da infeccdo por T. cruzi (PLANER et al.,
2014; MAZZETI et al., 2019; SIMOES-SILVA et al., 2019). Destes, destacaram-se 0s
antifangicos azdlicos, particularmente os inibidores da CYP51, posaconazol e
ravuconazol (URBINA et al., 2003; DINIZ et al., 2010; FUGI et al., 2014), os quais
figuraram como o0s mais promissores candidatos na terapéutica da doenca de
Chagas e foram avaliados em estudos clinicos (MOLINA et al., 2014; MORILLO et
al., 2017; TORRICO et al.,, 2018). De particular interesse, o ravuconazol € um
inibidor da biossintese de ergosterol que possui acdo extremamente potente anti-
T.cruzi in vitro e in vivo, no entanto, suas propriedades farmacocinéticas foram
desfavoraveis em modelos experimentais animais (DINIZ et al., 2010; URBINA et al.,
2003), motivando o desenvolvimento do E1224, também chamado fosravuconazol,
um pro-farmaco do ravuconazol. Esse pro-farmaco foi avaliado em estudos pré-
clinico (DINIZ et al.,, 2018) e clinico (TORRICO et al., 2018). Os resultados
mostraram que apesar de bem tolerado e eficaz em curar 0 parasitismo murino
causado pela cepa Y parcialmente resistente ao benznidazol, o E1224, apesar de
suprimir a parasitemia, ndo € capaz de induzir cura parasitologica de infeccdes
agudas causadas por cepas resistentes ao benznidazol (DINIZ et al.,, 2018). Da

mesma forma, o estudo clinico revelou perfil favoravel de seguranca além de
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supressao transitoria do parasitismo, apesar da incapacidade do pro-farmaco em
induzir cura na doenga crénica (TORRICO et al., 2018). Resultados similares, tanto
relacionados aos modelos experimentais quanto a clinica, foram obtidos para outro
antifangico azodlico, o posaconazol (DINIZ et al., 2013; MOLINA et al., 2014).

Os dados mencionados acima enfatizaram a relevancia de novos estudos que
explorem o efeito dos inibidores de CYP51 em combinagdo com outros farmacos
(URBINA et al., 2015). Ao mesmo tempo, incitaram reflexdes sobre o estado da arte
e limitacbes que devem ser sanadas para aumentar o valor translacional dos
modelos pré-clinicos da doenca de Chagas (CHATELAIN; KONAR, 2015;
CHATELAIN, 2017; FRANCISCO et al., 2017; DINIZ et al., 2018). Essas reflexdes
tém levado a exploracdo de esquemas terapéuticos diferenciados utilizando os
medicamentos de referéncia e inibidores de CYP51 (BUSTAMANTE et al., 2014,
MAZZETI et al., 2018; BENDITA; BRIEFING, 2019), bem como uma avaliacdo mais
profunda da biologia do parasito e seu impacto na infeccdo experimental. No
entanto, h4 uma escassez de trabalhos que abordem estratégias para otimizar o
estudo de combinacg@es de farmacos em ambito pré-clinico.

No presente estudo exploramos o efeito da combinacdo de ravuconazol e
amiodarona in vitro e sobre diferentes modelos experimentais agudos da infeccéo
por T. cruzi. A amiodarona € o antiarritmico de referéncia para o tratamento
sintomatico dos distUrbios de conducdo apresentados na fase crénica da doenca de
Chagas (RASSI et al., 2008). Ainda, apresenta atividade anti-T. cruzi e tem sido
estudada na infeccéo pelo parasito em ambito experimental (BENAIM et al., 2006;
VEIGA SANTOS et al, 2012; PLANER et; al., 2014; CASTILHO, 2016; MADIGAN et
al., 2019) e em ambito clinico (CARMO et al., 2015; STEIN et al., 2018). De especial
interesse sdo as evidéncias de interacdo sinérgica entre a amiodarona e inibidores
da biossintese de ergosterol (BENAIM et al., 2006; PANIZ-MANDOLFI et al. 2009;
VEIGA -SANTOS et al., 2012).

Considerando o exposto e ainda, a compreensédo da necessidade de buscar
estratégias de avaliagdo pré-clinica que aumentem a robustez da pesquisa
translacional no campo da quimioterapia da doenca de Chagas, exploramos a
natureza da interagdo entre ravuconazol e amiodarona in vitro e a influéncia da
linhagem de camundongo e da cepa do parasito nos efeitos dos farmacos em

monoterapia e combinacgéo sobre a evolugéo da infec¢céo aguda por T. cruzi.
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2 REFERENCIAL TEORICO

O referencial teorico abordara topicos especificos da doenca de Chagas.

2.1 Trypanosoma cruzi e doenca de Chagas

O protozoario T. cruzi foi descoberto pelo médico e cientista Carlos Chagas
em 1909, o qual caracterizou a biologia e morfologia do agente etiolégico
responsavel pela manifestacdo da doenca de Chagas (CHAGAS, 1909).

Os mecanismos de infec¢do por esse parasito podem ser classificados como
primarios e secundarios. Os primarios incluem a via vetorial, transfusédo de sangue,
oral, placentaria ou congénita e o0s secundarios podem ocorrer por acidente
laboratorial, transplantes de o6rgdos ou transmissdo sexual (COURA, 2007). A
transmisséo vetorial ainda € considerada o mecanismo de infeccdo com maior
relevancia mundial, tendo em vista que em muitas regides da América Latina as
medidas de controle séo incipientes (PETERSON et al., 2015). Contudo, as
estratégias de combate a doenca de Chagas no Brasil alcancaram 6timos resultados
no controle da transmissdo vetorial e transfusional nas ultimas décadas (SILVA,
2006; PETERSON et al., 2015). O principal mecanismo de infec¢cdo no Brasil se da
por via oral (COURA; DIAS, 2009; COURA; JUNQUEIRA, 2012).

A transmissao vetorial ocorre por insetos hematéfagos (FLORES-FERRER et
al., 2018) da familia Reduviidae e subfamilia Triatominae, sendo os principais
géneros envolvidos Triatoma, Panstrongylus e Rhodnius (SILVA, 2006). A infeccéo
do triatomineo acontece durante o repasto sanguineo no hospedeiro vertebrado
parasitado. No intestino anterior do inseto, as formas tripomastigotas sanguineas
sofrerdo a diferenciacdo para epimastigota, sendo a prOxima etapa o processo de
replicacdo, que acontece no intestino posterior. A metaciclogénese € o processo de
diferenciacdo de epimastigotas em tripomastigotas metaciclicos, as formas
infectante (RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 2010). Durante o repasto sanguineo, 0s
triatomineos tendem a defecar, depositando suas fezes contaminadas com o
parasito. O prurido, estimulado por constituintes da saliva inoculada pela picada do
inseto, faz com que o individuo mova as formas infectantes para a ferida (ARGOLO

et al., 2008). Os tripomastigotas metaciclicos presentes nas fezes passarao através
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da mucosa e infectardo qualquer tipo celular (BERN, 2015). Diferentes cepas do T.
cruzi podem ter tropismos para tipos celulares especificos, como células do sistema
mononuclear fagocitico, células nervosas ou musculares (ANDRADE, 1997).

O processo de internalizacdo celular pode ocorrer por fagocitose ou
endocitose. Apos a formacao do vacuolo parasitéforo, os tripomastigotas diferenciam
em amastigotas e induzem a lise da membrana do vacuolo dando inicio a fase de
replicacdo livres no citoplasma. Esse processo culminara no rompimento da célula
apos diferenciacdo das amastigotas em tripomastigotas sanguineos; esses poderéo
infectar outras células e tecidos (RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 2010). Quando
presentes na corrente sanguinea, os tripomastigotas conseguem evadir da resposta
imune mediada pelo complemento, o que facilita a migracdo dos parasitos para
outras células e érgaos (DIAS et al., 2016).

Quando nao tratada, a infeccdo evolui sendo classificada em fase aguda e
crbnica. A primeira tem duracdo média de 2 meses e € geralmente assintomatica em
zonas endémicas (DUTRA; GOLLOB, 2008). Podem ser observados sinais de porta
de entrada, como o chagoma de inoculacdo e o edema bipalpebral conhecido por
sinal de Romaria (BERN, 2015).

A complexidade da resposta imune do hospedeiro esta intimamente ligada
tanto ao controle do parasitismo quanto ao desenvolvimento das manifestacbes
clinicas da doenca de Chagas (DUTRA; GOLLOB, 2008). O sistema imunolégico é
importante nas duas fases da doenca. Na fase aguda atua no controle do
parasitismo, enquanto na fase cronica diferentes tipos de respostas estdo
intimamente ligadas as futuras manifestacdes clinicas (BOSCARDIN et al., 2010;
BASSO, 2013). As diversas citocinas e quimiocinas exercem papel determinante no
desenvolvimento da resposta imune. Quando ocorre uma alta producédo de citocinas
elas podem ser encontradas livres na corrente sanguinea (CLARK-LEWIS et al.,
1995; DINARELLO, 2007), e a susceptibilidade da doenca de Chagas pode estar
ligada ao tipo de expresséo de citocinas na fase aguda da infec¢cao experimental
(ROGGERO et al., 2002).

Com o controle do parasitismo pela resposta imune, a fase crénica tera inicio
e a maioria dos individuos permanecem assintomaticos (COURA et al., 2002),
caracterizando a forma clinica indeterminada (DUTRA; GOLLOB, 2008). A presenca

do parasito durante a fase cronica é um fator de estimulagéo de resposta imune, que



19

na maioria das vezes serd a causa do constante processo inflamatério, sendo o
responsavel pelo aparecimento de lesdes (BONNEY et al., 2019). E comum neste
periodo o desenvolvimento de um processo inflamatério de baixo grau que tende a
perpetuar durante toda a fase crénica (BENZIGER; DO CARMO; RIBEIRO, 2017).
De 20 a 50% dos pacientes poderdo desenvolver alguma alteracdo patoldgica
(COURA; DE CASTRO, 2002); cerca de 30% poderdao ter problemas cardiacos como
a cardiomiopatia, enquanto o megaes6fago e megacolon afetam cerca de 10% dos
individuos parasitados. A forma mais grave € a cardiaca, que pode culminar em
fenbmenos tromboembdlicos, morte subita ou insuficiéncia cardiaca congestiva
(OLIVEIRA et al., 2008).

2.1.1 Heterogeneidade de Trypanosoma cruzi

T. cruzi apresenta um padrdo de evolugdo com predominio de propagacao
clonal e eventos ocasionais de recombinagdo genética, que originam linhagens
hibridas, por propagacdo clonal (ZINGALES, 2011). Os isolados do parasito
possuem uma heterogeneidade relevante quanto a sua morfologia, seu DNA,
viruléncia, patogenicidade, suscetibilidade a drogas, entre outros parametros. Estas
diferencas estimularam a busca de marcadores moleculares que pudessem
correlacionar o genétipo do parasito com as formas clinicas da doenca de Chagas.

A existéncia de diferentes linhagens e a presenca de isolados hibridos foi
confirmada por varios marcadores bioldgicos, bioquimicos e moleculares
(ZINGALES et al., 1999). Com o objetivo de padronizar esta nomenclatura, em 2009,
a comunidade cientifica se reuniu e normatizou a nomenclatura (ZINGALES, 2011) e
a partir de entdo foi recomendado que o parasito seja dividido em seis grupos (T.
cruzi I-VI); cada grupo € denominado DTU (“discrete typing unit’), onde DTU é
definido com um conjunto de isolados que é geneticamente semelhante e que pode
ser identificado por marcadores moleculares ou imunolégicos comuns (TIBAYRENC,
1998).

No contexto da ampla heterogeneidade do parasito inclui-se o fenétipo de
resisténcia a farmacos. Sabe-se que existem cepas naturalmente sensiveis ou
resistentes ao tratamento de referéncia com benznidazol in vivo (FILARDI; BRENER,

1987), no entanto, os motivos para esse comportamento diferencial frente ao
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tratamento etiolégico ndo sdo completamente conhecidos. Dentre outras, evidéncias
relacionadas aos diferentes percentuais de cura induzidos pelo benznidazol e
nifurtimox em distintas regides geograficas sugerem que caracteristicas genéticas do
parasito e do hospedeiro contribuem para a susceptibilidade diferencial aos
farmacos; ainda, a resisténcia pode ser induzida in vitro na presenca de farmacos, e
0os clones resistentes exibem acumulo de mutacdes e alteracdes no numero de
copias génicas (CRUZ et al., 2017; PETRAVICIUS et al., 2019). No entanto, outras
observacbes em modelos experimentais sugerem que o perfil de resisténcia de
T.cruzi ao tratamento etiol6gico tem caréater fenotipico; cepas altamente resistentes
ao benznidazol in vivo sdo susceptiveis in vitro (BUSTAMANTE et al., 2014; DINIZ et
al., 2018). Ainda, o grau de susceptibilidade ao farmaco em modelos animais pode
ser influenciado pelo hospedeiro (CALDAS et al., 2008), passagem do parasito em
cultura (DOS SANTOS et al., 2008) e esquema terapéutico utilizado, incluindo tempo
para inicio do tratamento e duracdo da administracdo dos farmacos (BUSTAMANTE
et al., 2014; DINIZ et al., 2018; MAZZET!I et al., 2018). Recentemente foi descrito um
possivel mecanismo de resisténcia do parasito; uma populacdo de amastigotas, em
baixo percentual, que é resistente ao tratamento. Enquanto a maioria se diferencia
em tripomastigotas seguindo o percurso do ciclo bioldgico, outras permanecem em
dorméncia e apés a pressao do tratamento cessar elas voltam a se diferenciar de
forma lenta, perpetuando o parasitismo tecidual (SANCHEZ-VALDEZ et al., 2018).
Esse fenbmeno pode ser um indicativo para explicar o sucesso de um farmaco em

induzir cura na fase aguda e o fracasso na fase cronica.

2.1.2 Tratamento etiolégico da doenca de Chagas

Os unicos medicamentos utilizados para o tratamento da doenca de Chagas
surgiram no inicio da década de 1970, sendo os compostos nitroheterociclicos
benznidazol (Bz) (Benznidazol, LAFEPE) e o nifurtimox (Nfx) (Lampit®, Bayer)
(URBINA; DOCAMPO, 2003). A maioria dos agentes nitroheterociclicos atuam como
pro-farmacos e devem sofrer ativagdo por nitrorreducdo (HALL; BOT; WILKINSON,
2011).

O Bz tem acdo por meio de estresse redutivo envolvendo modificagédo

covalente de macromoléculas, como DNA, proteinas e lipidios (DOCAMPO, 1990).
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Os metabdlitos do Bz podem afetar o metabolismo do tripanotiona de T. cruzi (MAYA
et al.,, 1997). Também auxilia de forma sinérgica no aumento da fagocitose, na
inducdo de morte do tripanosoma pela inducédo de IFN-y (MURTA et al., 1999) e tem
acao inibitéria da NADH-fumarato do T.cruzi (TURRENS et al., 1996).

A reducao do Nfx acarreta na producado de metabdlitos de oxigénio altamente
toxicos através da sua transformacao para um radical aniénico nitro seguido de sua
auto-oxidacdo (DOCAMPO, 1990). Devido as suas propriedades de desintoxicacéo
metabdlica deficiente para o oxigénio, T. cruzi torna-se suscetivel a produtos de
reducdo parcial de oxigénio, especificamente o peroxido de hidrogénio; portanto, é
mais sensivel a oxidagéo que as células dos cordados (DOCAMPO, 1990).

Em relacao a eficacia terapéutica do benznidazol e do nifurtimox, o estagio da
doenca em que o paciente se encontra é um fator determinante para cura. Quando o
tratamento € administrado na fase aguda da infec¢do, as chances de cura podem
chegar a 100% (BERN, 2011). Durante a fase crdnica, as taxas de cura chegam a
60% em criancas (DE ANDRADE et al., 1996) e variam entre 15% a 35% para 0s
adultos (VIOTTI et al., 2006; FABBRO et al.,, 2007; DE LANA et al., 2009).
Adicionalmente, o Bz e o Nfx sdo administrados em esquema posolégico longo (60
dias de tratamento) e apresentam um perfil de toxicidade elevado, fazendo com que
entre 15 a 30% dos pacientes abandonem o tratamento (BERN, 2011,
HASSLOCHER-MORENO et al., 2012). O Bz, apesar do perfil farmacolégico néo
satisfatorio, apresenta menor frequéncia de efeitos colaterais em relacdo ao Nfx,
sendo o medicamento de referéncia no tratamento da doenga de Chagas no Brasil
(DIAS et al., 2016).

2.2 Quimioterapia experimental

Desde a descoberta da doenca de Chagas seu tratamento vem sendo
discutido, no entanto, 0 marco da pesquisa cientifica em quimioterapia foi na década
de 70, com a descoberta do benznidazol e do nifurtimox, a partir de estudos em
modelos murinos (DE CASTRO; SANTA-RITA; EINICKER-LAMAS, 2000).
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2.2.1 Reposicionamento e combinagdo de farmacos

O reposicionamento de farmacos é uma alternativa que consiste na utilizagéo
de farmacos ja comercializados ou em fase avancada de avaliacdo clinica para o
tratamento de outras doencas. Algumas das vantagens sdo a reducao do custo e 0
aumento na velocidade de validacdo de um possivel novo medicamento (CHENG,;
KOVACS; BARABASI, 2019).

Nesse contexto, os antifungicos azdlicos representam uma alternativa
terapéutica promissora, possuindo um conjunto de dados ja publicados sobre os
efeitos do tratamento na doenca de Chagas experimental (URBINA et al., 2003;
BAHIA; DINIZ; MOSQUEIRA, 2014; FRANCISCO et al. 2015; KHARE et al., 2015) e
em estudos clinicos (MOLINA et al., 2014; MORILLO et al., 2017; TORRICO et al.,
2018). O ravuconazol € um antifangico azolico que tem acdo extremamente potente
anti-T. cruzi in vitro e in vivo (URBINA et al., 2003). Possui como mecanismo de
acdo a inibicdo da via de biossintese de esterol, especialmente, a enzima Cl4-a-
demetilase (CYP51), essencial para a producédo do ergosterol. Quando a sintese do
ergosterol € inibida, o parasito ndo é capaz de capturar o colesterol disponivel, fato
gue proporcionara um desequilibrio estrutural, levando o parasito a morte (URBINA
et al., 1998; URBINA, 2009). Apesar da potente acdo observada no tratamento da
infecgao experimental por T. cruzi, usando o modelo murino, o ravuconazol, mesmo
na forma de pré-farmaco, ndo foi capaz de induzir a cura parasitolégica, mas uma
importante supressdo da parasitemia quando administrado na fase cronica
assintomatica, com poucos efeitos colaterais. Os autores concluiram que a falha
terapéutica observada poderia ser devida as propriedades farmacocinéticas; quando
administrado em camundongos o tempo de meia vida do farmaco é de 4h e em
caes, de 8,8h (URBINA et al., 2003; DINIZ et al., 2010).

A partir desses resultados, foi elaborado um novo pro-farmaco solavel do
ravuconazol, o derivado E1224, agora denominado fosravuconazol (DINIZ et al.,
2018). Estudos pré-clinicos mostraram que apesar da eficacia aumentada sobre a
infeccdo por uma cepa parcialmente resistente, a melhoria da absorcédo e
biodisponibilidade né&o foi suficiente para induzir cura da infeccdo murina causada
por cepas multidroga-resistentes (DINIZ et al., 2018). Um ensaio clinico corroborou o

efeito do E1224 em suprimir o parasitismo durante o tratamento, resultado muito
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similar ao observado no estudo com o ravuconazol em modelo canino. No estudo
clinico de fase Il assinado por Torrico et al. 2018, o E1224 foi avaliado no tratamento
de pacientes na fase cronica assintomatica da doenca. Os resultados mostraram
gue embora o farmaco tenha perfil satisfatorio de seguranca, os indices de falha
terapéutica foram préximos de 90%. A partir desses resultados e considerando ainda
que a combinacdo de farmacos € uma estratégia promissora para o
desenvolvimento farmacologico em médio prazo, um novo estudo clinico esta em
curso, no qual estdo sendo avaliados diferentes esquemas terapéuticos de
benznidazol, isoladamente e em combinacdo com o fosravuconazol (BENDITA,
BRIEFING, 2019).

O uso de combinacdes de farmacos tem sido explorado nos ultimos anos na
tentativa de encontrar alternativas terapéuticas mais seguras e eficazes para 0s
pacientes na fase crbnica da doenca de Chagas. Esta estratégia pode aumentar a
taxa de sucesso do reposicionamento de farmacos (SUN; SANDERSON; ZHENG,
2016), podendo possibilitar que haja interagdo entre os medicamentos e diminui¢céo
dos efeitos colaterais, que é um dos responsaveis pelo abandono prematuro do
tratamento (MOLINA et al., 2014; MORILLO et al., 2017; TORRICO et al., 2018).

A amiodarona foi desenvolvida originalmente como um farmaco antianginoso
na Bélgica em 1962 (SINGH, 1983) e é amplamente utilizada para o tratamento de
arritmias cardiacas na atualidade (VASSALLO; TROHMAN, 2007). E um farmaco
altamente lipofilico e possui meia vida longa (ZIPES; LIBBY; BRAUNWALD’S, 2005).
E o medicamento de referéncia para o tratamento sintomatico dos distlrbios
cardiacos de conducdo elétrica apresentados na fase crénica da doenca de Chagas
(RASSI et al., 2008). Apesar da sua alta eficacia, a amiodarona estd associada a
varios efeitos adversos (OYAMA et al., 2005); os mais comuns estdo relacionados
com a administracdo de altas doses (GARG et al., 2012) ou utilizacdo prolongada
(NACCA et al., 2012). Entre os efeitos colaterais, sado relatados disfungcdo da
tireoide, micro depdsitos de lipidios na cornea, manifestacdes neuromusculares,
lesé@o hepatica e toxicidade pulmonar (GARG et al., 2012).

A amiodarona possui agdo anti-T. cruzi in vitro bem estabelecida (BENAIM et
al., 2006). O mecanismo de acdo contra 0 parasito parece se dar por meio de
alteracbes na homeostase dos ions célcio, por indugdo da liberagdo de ions de

reservas intracelulares, especificamente, a partir de sua Unica mitocéndria
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(COURCHESNE; OZTURK, 2003; BENAIM et al.,, 2006). Adicionalmente foi
demonstrado que a amiodarona tem acdo na inibicdo da via de biossintese de
ergosterol (COURCHESNE, 2002), mecanismo de acdo similar ao dos antifingicos
azolicos (GUPTA et al., 2003). Com relacédo ao efeito in vivo, os relatos constantes
da literatura mostram resultados distintos. Benaim et al. (2006) observaram que a
amiodarona induziu reducdo da carga parasitaria de camundongos parasitados,
enquanto Castilho et al. (2016) ndo observaram o mesmo efeito. Ainda, ha
evidéncias de efeito positivo resultante da combinacdo de amiodarona e derivados
azolicos; BENAIM et al. (2006) e Veiga-Santos et al. (2012) mostraram o efeito
sinérgico com posaconazol em modelo in vitro e in vivo (BENAIM et al., 2006).
Diferentemente, Planer et al. (2014) encontraram um efeito aditivo entre a
combinacéo de posaconazol e amiodarona. De forma interessante, Paniz Mandolfi et
al. (2009) publicaram um relato de caso mostrando cura parasitologica de uma
paciente tratada com amiodarona e itraconazol e, recentemente essa mesma
associacao foi estudada em cées naturalmente infectados por T.cruzi, com relatos
de sucesso terapéutico (MADIGAN et al., 2019).

No ambito clinico, Carmo et al. (2015) ndo observaram reducdo da carga
parasitaria resultante do tratamento com antiarritmico de pacientes crénicos com
amiodarona. Em uma recente revisao sistematica realizada por Stein et al. (2018),
foi possivel concluir que o farmaco é efetivo na reducao de arritmias ventriculares.
Dois outros estudos clinicos estdo realizados atualmente para avaliar o efeito
antiparasitario e/ou o impacto da amiodarona na progressao das lesdes cardiacas
de pacientes na fase crbénica da doenca de Chagas. Considerando as evidéncias até
entdo publicadas na literatura, alguns estudos tem abordado o desenvolvimento de
novas moléculas baseadas na estrutura da amiodarona a fim de melhorar o perfil de
seguranca e atividade antiparasitaria (BENAIM; PANIZ MONDOLFI, 2012).

2.3 Modelos de avaliagao

In vitro, T. cruzi infecta diversos tipos celulares. A incubacdo dos farmacos
com culturas de células de mamiferos infectadas permite estudos quantitativos. Com
pequenas quantidades de farmaco, é possivel a deteccao da atividade sobre formas
intra e/ou extracelulares, como a analise do perfil de toxicidade para a célula
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hospedeira. Romanha et al. (2010) estabeleceram a relevancia da utilizacdo de
formas intracelulares do parasito para screening de farmacos, no entanto, ndo ha
ainda definicdes na literatura sobre o tipo celular mais adequado (FRANCO et al.,
2019).

A linhagem de cardiomiécitos H9c2 é uma linhagem subclonal da linha celular
clonal original derivada de tecido embrionario de coragcdo de rato BD1X (KIMES;
BRANDT, 1976). E muito usada em estudos in vitro, porque o0s parametros
morfologicos de suas células se assemelham a cardiomidcitos embrionarios imaturos
(TAN et al., 2010; LOUCH; SHEEHAN; WOLSKA, 2011; WATKINS; BORTHWICK;
ARTHUR, 2011). E particularmente utilizada para andlises de perfil de
cardiotoxicidade de novas drogas (WITEK et al., 2016). Deve-se estar alerta para o
fato de que o tratamento direto farmaco/célula infectada ndo permite extrapolacéo
dos resultados para experimentos in vivo, pois a influéncia do metabolismo e da
resposta imune nédo podem ser previstas (DE CASTRO; SANTA-RITA; EINICKER-
LAMAS, 2000). Por outro lado, as avaliagbes in vitro de alto valor preditivo podem
contribuir para nortear as avaliacbes em modelos in vivo, reduzindo a
experimentacdo animal.

In vivo, ha também uma vasta gama de possibilidades no estabelecimento de
um modelo experimental para estudo da infeccdo por T. cruzi, relacionados a
escolha da espécie e genética do hospedeiro e cepas do parasito, carga parasitaria
inoculada, confirmacgéo do estagio da doenca, dentre outros (LANA, 2017; SCARIM
et al., 2018). Camundongos sdo altamente utilizados nestes estudos devido a
facilidade de criacdo, manuseio, custos e por serem modelos que reproduzem as
fases aguda e cronica da doenca, apesar de algumas limitacdes (LANA, 2017). E
desejavel que as avaliacGes pré-clinicas in vivo sejam suficientemente robustas para
permitir uma extrapolacdo dos resultados que irdo subsidiar futuros testes clinicos
envolvendo pacientes portadores da doenca de Chagas.

Apesar de a grande limitagdo da terapéutica da doenca de Chagas ser a fase
cronica, em geral, as avaliages iniciais sdo realizadas em modelo murino de fase
aguda da infeccao, e apenas as moléculas mais promissoras avancam a estudos de
fase cronica (SCARIM et al., 2018). No entanto, mesmo os modelos de fase aguda
apresentam enorme variabilidade no que diz respeito as linhagens de camundongos,

cepas do parasito, tempo de infeccdo e tratamento, bem como protocolos de
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avaliacdo de eficacia. Chatelain et al. (2015) discutem a problematica da auséncia
de modelo in vivo padronizado para doencga de Chagas, sendo as abordagens mais
voltadas a elucidacdo do processo patolégico do que ao screening de novas
moléculas ou a verificacdo de eficacia terapéutica. Por outro lado, o avanco
tecnolégico tem permitido o estabelecimento de modelos murinos que permitam
revisitar a biologia do parasito e sua interacdo com o hospedeiro, assim como
acompanhar, com alta sensibilidade, a progressdo da infeccdo aguda e crbnica e
acessar a eficacia terapéutica de farmacos (LEWIS et al., 2015; COSTA et al.,
2018;SANCHEZ-VALDEZ; PADILLA, 2019; TAYLOR et al., 2019).

Embora muitas discussdes e avancos tém sido feitos acerca dos modelos de
avaliacdo pré-clinica da doenca de Chagas, tanto no sentido de compreender o
processo patologico e sua relagdo com a heterogeneidade do parasito e do
hospedeiro; quanto em acessar com maior sensibilidade o efeito de moléculas com
atividade tripanossomicida, pouco tem sido explorado no ambito de identificar
modelos experimentais Uteis a identificacdo de combinacbes de farmacos
promissoras que possam evoluir na escala de avaliacdo pré-clinica e clinica.
Considerando que a terapia de combinacdo de farmacos é uma alternativa
promissora, € de grande relevancia a identificacdo de estratégias que otimizem essa

avaliacao in vitro e in vivo.
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3 JUSTIFICATIVA

A descoberta de novas moléculas, mais eficazes e seguras, € uma das
alternativas para superar as limitagdes do tratamento disponivel para a doenca de
Chagas. N@o obstante, o tempo necessario para a realizacdo de pesquisas de
caracterizagdo molecular e avaliagdo pré-clinica torna-se um fator limitante,
especialmente considerando o carater de negligenciamento dessa parasitose. Nesse
sentido, o0 reposicionamento e a combinacdo de farmacos tém figurado como
estratégias promissoras; enquanto o conhecimento do perfil farmacolégico dos
medicamentos torna mais agil o decorrer da pesquisa cientifica, reduzindo prazos e
custos, a combinacdo de farmacos pode levar ao aumento da eficacia e/ou reducao
das doses em caso de interacdo positiva. O nimero de estudos que abordam essas
estratégias tem crescido substancialmente na Udltima década; no entanto, 0s
resultados dos estudos clinicos realizados recentemente indicaram a necessidade
de utilizagdo de modelos experimentais mais robustos para estudo destas
estratégias, com o objetivo de aumentar o valor translacional das avaliacdes pré-
clinicas. Nesse sentido, ha uma necessidade real de explorar mais profundamente
0s modelos experimentais que servem de base para essas avaliagcdes, bem como
aumentar a estringéncia dos protocolos de estudo.

No presente trabalho sdo avaliados os efeitos de combinaces de farmacos
no desenvolvimento da infeccdo aguda por T.cruzi utilizando modelos experimentais
distintos que representam a heterogeneidade genética e bioldgica do parasito e do
hospedeiro, fatores diretamente relacionados a resposta ao tratamento etioldgico.
Por meio de protocolos de tratamento curto, utilizando farmacos que apresentam
atividade ja bem descrita na literatura — ravuconazol e amiodarona, ambos
reposicionados, espera-se determinar, com alta estringéncia, se ha interacao entre
substéancias in vivo, sua relacdo com os dados obtidos in vitro e ainda a influéncia
dos tratamentos na resposta do hospedeiro a infec¢do. Esses dados contribuirdo
para o estabelecimento de estratégias de screening de combinagfes de farmacos no

ambito da quimioterapia experimental da doenca de Chagas.
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4 OBJETIVOS

Segue abaixo os objetivos do trabalho.

4.1 Objetivo geral:

Avaliar os efeitos do ravuconazol em combinacdo com amiodarona sobre

diferentes modelos experimentais da infec¢cao por Trypanosoma cruzi.

4.2 Objetivos especificos:

. Avaliar o perfil de citotoxicidade in vitro do ravuconazol e amiodarona
em monoterapia e em combinacao sobre cardiomiécitos da linhagem H9c2;

. Classificar a natureza da interacdo entre os farmacos in vitro sobre a
infeccdo de células H9c2 pela cepa Y;

o Investigar a influéncia da linhagem do camundongo na resposta ao
tratamento com ravuconazol e amiodarona isoladamente e combinados sobre a
infeccdo aguda pelas cepas Y e Colombiana de T. cruzi;

. Identificar o impacto da cepa do parasito sobre o perfil de interacéo
entre os farmacos in vivo;

o Avaliar a influéncia da terapia combinada no desenvolvimento da

resposta inflamatdria na fase aguda da infeccéo pelas cepas Y e Colombiana.



5 MATERIAL E METODOS

Segue abaixo a metodologia do trabalho.

5.1 Cepade Trypanosoma cruzi

Foram utilizadas as cepas Y e Colombiana de T. cruzi. A cepa Y foi descrita
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em 1953 por Silva & Nussenzweig, sendo considerada parcialmente sensivel ao

benznidazol e ao nifurtimox (FILARDI; BRENER, 1987).

A cepa Colombiana foi

descrita em 1964 por Federici e € considerada resistente ao benznidazol e nifurtimox

(FILARDI; BRENER, 1987). Ambas as cepas sdo mantidas em laboratério por meio

de passagens sanguineas sucessivas em camundongos e criopreservacao.

5.2 Farmacos e reagentes

Tabela 1 - Farmacos e Reagentes

Amiodarona ((2-butyl-1-benzofuran-3-yl)-[4-[2 (diethylamino) ethoxy]-3,5
(Amio) diiodophenyl] methanone;hydrochloride))
Benznidazol 2-nitro-imidazole-(N-benzil-2-nitro-1limidazoleacetamide),
(Bz) Lafepe, usado como farmaco de referéncia
Ravuconazol ([R-(R*,R*)]-4-[2-[2-(2,4-difluorophenyil)-2-hydroxy-1-metlyl-3-
(Rav) (1H-1,2,4-triazol-1-yl)propyl]-4-thiazolyl]benzonitrile)

. Sal dissédico (Sigma), utilizada como indicador da proliferacdo
Resazurina

celular.

Fonte: autor

5.3 Experimentos in vitro

Metodologia dos experimentos in vitro.

5.3.1 Cultivo de células H9c2
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Cardiomioblastos da linhagem H9c2 (American Type Culture Collection,
ATCC: CRL 1446) foram mantidas em meio DMEM suplementado com 10% de SFB,
1% de glutamina 2 mM e penicilina-estreptomicina, a 37°C, 5% CO2, como descrito
(MORAES; DINIZ; BAHIA, 2015).

5.3.2 Obtencéo do parasito

As formas tripomastigotas da cepa Y foram obtidas a partir do sobrenadante
de culturas de células H9c2 que foram previamente infectadas por tripomastigotas
sanguineos obtidos de camundongos no pico de parasitemia. Apés 24 horas da
incubacédo das células com as formas tripomastigotas, o meio de cultura foi removido
e 0s parasitos ndo internalizados retirados por meio de lavagens sucessivas com
PBS. As células foram novamente incubadas a 37°C por 72 horas, quando o
sobrenadante, rico em tripomastigotas foi coletado e lavado em meio de cultura. Os
parasitos foram quantificados em camara de Neubauer e ressuspendidos em meio

de cultura fresco para utilizacao (DINIZ et al., 2018).

5.3.3 Ensaio de citotoxicidade

Para avaliar os efeitos toxicos da monoterapia ou da combinacdo sobre as
células hospedeiras, foram utilizadas culturas de células H9c2 néo infectadas,
incubadas com concentracfes decrescentes dos farmacos (5 diluicdes 1:2 a partir
de 200uM para amiodarona e 100nM para o ravuconazol) por 48 horas e
posteriormente a viabilidade celular foi quantificada. Duzentos microlitros de
suspensdo das células H9c2, na concentracédo de 1x10* células/mL, foram pipetados
em placas de 96 pocos e incubados a 37°C, 5% COg2, por 24 horas. O meio de
cultura foi removido e substituido por 200 uL de meio contendo ou ndo os farmacos
isoladamente ou em combinagdo. Apdés 48 horas a 37°C, o sobrenadante foi
removido e entdo adicionados, em cada pogo, 200 uL de meio de cultura fresco
contendo 20 pL de resazurina 1mM, um indicador de proliferagéo celular (DINIZ et
al., 2013). Decorridas 6 horas de incubacéo, a 37°C, a placa foi lida em leitor de
microplacas (570 nm e 600 nm). No ensaio foram incluidos controles negativos

(meio+resazurina); positivos (meio+células); controles para avaliar o potencial de
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reducdo do corante farmacos (meio+farmacos) e ainda controle de morte celular
(DMSO). O percentual de inibicdo da proliferacdo celular induzida pelos farmacos foi

calculado pela seguinte formula:

% inibicdo = 100 — [A570-(A600xR0) Tratado / A570-(A600xR0) Controle+] x100

Nesta formula, A570= Absorbancia a 570nm, A600= Absorbancia a 600 nm,
Controle + é o poco contendo células, meio e resazurina, ha auséncia do farmaco.
RO é o fator de correcéo, calculado a partir dos valores de absorbancia do controle
negativo (C-), ou seja, apenas meio de cultura e resazurina na auséncia de células
[Ro = (A570 /A600)C-]. A absorbancia do meio de cultura foi subtraida de todas as
amostras (meio na auséncia de resazurina) (MAZZET]I et al., 2019).

Todas as avaliagdes in vitro foram realizadas no minimo duas vezes e

utilizando trés replicatas.

5.3.4 Avaliagcdo das monoterapias e das combinagcbes sobre
amastigotas intracelulares da cepa Y de T. cruzi in vitro

Para avaliar o efeito das combinacdes sobre a infec¢do de células H9c2 pela

cepa Y de T.cruzi foram utilizados os parametros descritos posteriormente.

5.3.5 Determinacdo da EC-50 e 90 dos farmacos para as formas

amastigotas

Células H9c2, mantidas como descrito no item 5.3.1, foram quantificadas em
camara de Neubauer e plagueadas 1x10* células/ImL, sobre laminulas de vidro em
placas de cultura de 24 pocgos. Apos 24 horas em estufa a 37°C, 5% COg, as células
foram infectadas, na proporcédo de 10 parasitos:célula, com formas tripomastigotas
da cepa Y, obtidas conforme descrito no item 5.3.2. Decorridas 24 horas, 0 meio de
cultura foi removido e os pogos lavados com meio fresco para remover 0s parasitos
nao internalizados. A seguir foi adicionado meio de cultura contendo concentragbes

crescentes dos farmacos, em diluicdes seriadas 1:2, sendo as concentragdes iniciais
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de 20 puM (amiodarona) e 10 nM (ravuconazol). Foram incluidos controles positivos
(células infectadas, na auséncia de farmacos) e negativos (células e meio). As
placas foram novamente incubadas por 48 horas, apos o periodo de incubacdo as
laminulas foram removidas, lavadas em PBS, fixadas por 5 minutos em metanol e
finalmente coradas pelo Giemsa (10% v/v em agua destilada). A determinacdo do
namero de células infectadas (contendo amastigotas viaveis) foi feita por meio de
leitura em microscopio 6ptico. A partir dos valores de percentual de infeccdo nas
células submetidas ou ndo a incubacdo com as drogas foram calculados os valores
de EC-50 e EC-90 para os farmacos. Para esse calculo foi utilizado o programa
CompuSyn.

5.3.6 Determinacédo da natureza da interacédo entre os farmacos

Para investigar a ocorréncia do efeito sinérgico, aditivo ou antagbnico
resultante da combinacdo dos farmacos sobre as formas amastigotas, apds a
identificacdo dos valores de EC-50 e EC-90 dos farmacos em monoterapia, o valor
de EC-50 foi utilizado como concentracdo inicial para avaliacdo combinada (6nM
ravuconazol e 20uM amiodarona). Foram realizadas 5 diluicées 1:2 dos farmacos
combinados (MAZZET!] et al., 2019).

A avaliacdo do efeito anti-T. cruzi da combinacdo sobre amastigotas, foi
realizada como descrito no item 5.3.5. Os resultados foram realizados com auxilio
do programa CompuSyn, o qual calcula, a partir dos valores de EC-50 e EC-90 dos
farmacos em cada mistura e nas combinacdes, os valores de indice de combinacéo.

As curvas de dose-resposta foram construidas no Graphpad Prism 8.0.

5.3.7 Analise estatistica dos experimentos in vitro

Para classificar a natureza da interacdo entre os farmacos in vitro, foi utilizado
o valor do indice de combinacdo (Cl- Combination Index), calculado no programa
Compusyn. Se o valor encontrado foi < 0,5 indica sinergismo; 0,5 < Cl < 4,
aditividade e se >4 indica antagonismo (ODDS, 2003).
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5.4 Experimentos in vivo

Metodologia dos experimentos in vivo.

541 Animais

Foram utilizados 75 camundongos da linhagem BALB/c (isogénicos) e 45
camundongos da linhagem Swiss (heterogénicos), fémeas, com idade entre 28 a 30
dias, pesando entre 18 e 24 g. Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central da
Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG e aclimatados por 7 dias no biotério
de experimentacdo da UNIFAL-MG previamente ao experimento. Foram mantidos
com agua fresca e racdo comercial ad libitum. Todos os experimentos e protocolos
experimentais foram conduzidos de acordo com as diretrizes para o0 uso de animais
em pesquisa do COBEA (Colégio Brasileiro de experimentacdo) e apds aprovacao
no Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Alfenas — UNIFAL-MG
(Protocolo 04/2019).

5.4.2 Infeccédo experimental de camundongos pela cepa Y e Colombiana
de T.cruzi

Quarenta e dois camundongos BALB/c e quarenta e dois camundongos da
linhagem Swiss foram infectados, por via intraperitoneal, com 5x10% formas
tripomastigotas sanguineas da cepa Y de T.cruzi, e 28 camundongos BALB/c foram
infectados com 5x103 formas tripomastigotas sanguineas da cepa Colombiana de
T.cruzi obtidas por puncdo do plexo venoso retro-orbital de camundongos

infectados, no dia do pico de parasitemia.

5.4.3 Esquemas de tratamento

Os farmacos foram administrados por via oral, em suspensao de CMC 0,5%,
por meio de gavagem. Quando utilizados em combinacédo, a administracdo de cada
composto foi realizada separadamente, com cerca de 30 minutos de intervalo. O

volume total de suspensao administrada foi de 0,2 mL no primeiro dia e ajustado de
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acordo com o peso individual até o fim do tratamento. Foram incluidos os grupos-

controle: animais infectados e nao tratados; e animais ndo infectados e nao tratados.

Tabela 2 — Esquemas de tratamento in vivo de camundongos infectados pela cepa Y
de T.cruzi

Cepa Y de T.cruzi

BALB/c Swiss
amiodarona 50 mpk (n=7)
ravuconazol 0,50 mpk (n=7)
ravuconazol 10 mpk (n=7)
benznidazol 100 mpk (n=7)
ravuconazol 0,50 mpk + amiodarona 50 mpk (n=7)
Controle infectado e néo tratado (n=7)
Controle néo infectado e néo tratado (n=3)

Fonte: autor

Tabela 3 - Esquemas de tratamento in vivo de camundongos infectados pela cepa
Colombiana de T.cruzi

Cepa Colombiana de T.cruzi

BALB/c
amiodarona 50 mpk (n=7)
ravuconazol 0,50 mpk (n=7)
ravuconazol 0,50 mpk + amiodarona 50 mpk (n=7)
Controle infectado e néo tratado (n=7)
Controle ndo infectado e ndo tratado (n=3)

Fonte: autor
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5.4.4 Avaliacdo das alteracdes de peso dos camundongos e peso
relativo do baco

A avaliacdo de peso foi realizada a cada 5 dias. Primeiramente foi
determinado o peso relativo do bagco a partir do resultado houve a elaboragéo do
gréfico utilizando o coeficiente do controle ndo infectado em relacdo aos grupos

infectados.

545 Avaliagéo da parasitemia

O exame de sangue a fresco foi realizado diariamente desde a deteccao da
parasitemia e até um dia antes da necropsia, a fim de determinar a supresséo e/ou a
manutengao da parasitemia. Cinco microlitros de sangue foram coletados da veia
caudal dos camundongos, sendo a quantificacdo dos parasitos realizada em
cinquenta campos em microscopio 6ptico, segundo a técnica descrita por Brener
(1962).

5.4.6 Eutanésia e coleta de material biolégico
Os animais foram eutanasiados e, em seguida, foi procedida a coleta dos
seguintes Orgaos: coracdo, figado, baco, intestino delgado, intestino grosso e
musculo esquelético. Fragmentos dos tecidos foram imediatamente congelados em
nitrogénio liquido e posteriormente armazenados a -80°C.

5.4.7 Avaliacao histopatolégica

Para a avaliacdo histopatolégica os o6rgdos foram fixados em formol

tamponado. Passado 24 horas foi realizada a substituicdo do formol por etanol 70%.

5.4.8 Processamento dos tecidos pela técnica de parafina

Os oOrgaos que estavam conservados em alcool 70° passaram pelo processo

de desidratacdo, no qual foi utilizada uma bateria de &lcoois em concentracdes
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crescentes, sendo elas 80°, 90°, 95°, alcool absoluto I, Il e Ill, assim como, &alcool
absoluto com xilol. Os alcoois foram trocados de uma em uma hora. No processo
seguinte, diafanizacdo, os érgaos foram colocados no xilol I, por 30 minutos, e no
xilol I, por uma hora. Posteriormente foram levados para o banho de parafina | e
foram deixados overnight. No dia seguinte ocorreu o banho de parafina Il, por uma
hora, seguido pelo processo de inclusdo em parafina limpa. Os blocos foram

moldados e os cortes, em série, foram feitos utilizando o micré6tomo.

5.4.9 Método de coloragcdo Hematoxilina & Eosina (H&E)

As laminas, com os cortes, foram colocadas na cuba de vidro e, para o
processo de desparafinizacdo, foi adicionado Xilol I, esperou-se 5 minutos, e logo
apos foi adicionado Xilol Il, e esperou mais 5 minutos. Terminado o processo, foi
iniciado o processo de hidratacdo, no qual foi utilizada uma bateria de alcoois,
Absoluto 1, II, 11, 95°, 90° e 70°, com intervalo de 1 minuto de um alcool para o outro,
em seguida foi deixado em agua corrente por 5 minutos. Posteriormente foi
adicionada a Hematoxilina, e aguardou por um 1 minuto, foi realizada uma breve
passagem pela agua, para tirar um pouco do corante, e deixou em agua corrente por
5 minutos. Seguidamente foi colocada a Eosina, por 2 minutos, e fez-se uma
passagem rapida pela agua, cerca de cinco vezes, para sair o corante. No processo
de desidratacdo, novamente foi utilizada uma bateria de alcoois, sendo eles alcool
70°, 90°, 95°, Absoluto I, Il e Ill, por 2 minutos, em seguida foi colocado Xilol I, por 2
minutos, e Xilol 1l até o momento de colocar a laminula, 24x60 mm, com auxilio de

Entellan.

5.4.9.1 Quantificacdo de nacleos

As imagens foram visualizadas com ampliacdo de 40x (Axioscope Al, Carl
Zeiss, Oberkochen, Alemanha) e digitalizadas pelo software Axion Vision LE (Carl
Zeiss, Oberkochen, Alemanha). Para cada animal foram obtidas 20 imagens dos
tecidos cardiacos. Para a quantificacdo, foi realizada em cada imagem a contagem

dos nucleos com auxilio do software Axion Vision.
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5.4.10 Analise estatistica dos experimentos in vivo

Os resultados dos niveis de parasitemia, area sob a curva de parasitemia e
ganho de peso dos animais foram expressos como a médiatdesvio padrdo para
cada conjunto de dados. A normalidade dos dados foi investigada pelo teste
D’Agostino-Pearson e Shapiro-Wilk. Para comparagéo entre os conjuntos de dados
foram usados os testes de ANOVA ou teste t de Student. As diferencas foram
consideradas significativas quando a probabilidade de erro foi menor que 5% (p<

0,05). Todas as andlises foram feitas no software GraphPad Prism 8.0.

5.4.11 Desenho experimental in vivo

Figura 1 - Desenho experimental do tratamento com ravuconazol e amiodarona na
evolucdo da infeccdo aguda pela cepa Y de Trypanosoma cruzi em duas linhagens
de camundongos BALB/c e Swiss.

_1° dia 5° dpi 10° dpi 15° dpi

Infecgio Inicio do tratamento Término do tratamento Eutanisia
5000 formas Parasitemia Parasitemia Coleta dos érgaos
tripomastigotas

sanguineos

Nota: Os camundongos foram tratados em monoterapia com benznidazol (100mpk),
amiodarona (50mpk), ravuconazol (0,5mpk e 10mpk) e em combinagdo com ravuconazol
(0,5mpk) + amiodarona (50mpk) por 5 dias consecutivos apés a confirmagéo da infeccao (5°
dia apés a inoculagao).

Fonte: autor

Figura 2 - Desenho experimental do tratamento com ravuconazol e amiodarona na
evolucéo da infeccédo aguda pela cepa Colombiana de Trypanosoma cruzi em
camundongos da linhagem BALB/c.
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1° dia 10° dpi 15° dpi 20°dpi [

Infecgio Inicio do tratamento Teérmino do tratamento Eutanasia /
5000 formas Parasitemia Parasitemia Coleta dos orgios
tripomastigotas

sanguineos

Nota: Os camundongos foram tratados em monoterapia com amiodarona (50mpk),
ravuconazol (0,5mpk) e em combinagédo com ravuconazol (0,5mpk) + amiodarona (50mpk)
por 5 dias consecutivos apos a confirmacao da infec¢do (10° dia apds a inoculagdo).

Fonte: autor

6 RESULTADOS

Resultados dos experimentos.

6.1 Estudos in vitro

6.1.1 Analise da citotoxicidade dos farmacos em monoterapia e em
combinacgao sobre cardiomiocitos da linhagem H9c2

Primeiramente foi caracterizado o perfil citotéxico do ravuconazol e
amiodarona isoladamente e em combinacao sobre células H9c2. As concentracdes
dos farmacos utilizadas foram definidas a partir de dados disponiveis na literatura
(URBINA et al., 2003; BENAIM et al., 2006; PLANER et al., 2014). O ravuconazol
nao apresentou toxicidade relevante nas concentracfes testadas, resultando em
niveis abaixo de 30% de inibicdo da viabilidade celular, mesmo na concentracao
mais alta. De forma diferente, a amiodarona interferiu significativamente na

viabilidade das células nas concentracfes maiores ou iguais a 25uM (Figura 3).
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Figura 3 - Efeito da incubag&o com ravuconazol e amiodarona

na viabilidade de células H9c2.
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Fonte: autor

Nota: Percentual de inibicdo da viabilidade de células H9c2
incubadas por 48 horas com diferentes concentragfes de
ravuconazol e amiodarona. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica (p<0,05) para um mesmo farmaco.

O calculo da CC-50 (concentracdo dos farmacos que induz 50% de inibicao
da proliferacdo das células hospedeiras) resultou nos valores de 28,45uM e 89,63nM
para amiodarona e ravuconazol, respectivamente.

ApGs a andlise do perfil citotoxico dos farmacos em monoterapia foi realizada
a combinacdo de ravuconazol e amiodarona com 0 objetivo de determinar uma
possivel adicdo ou atenuacdo de toxicidade para células de mamiferos. Pode-se
observar que n&o houve toxicidade adicional; na concentracdo de 12,5nM de
ravuconazol + 25uM de amiodarona houve ainda uma leve atenuacédo do perfil de

toxicidade dos farmacos quando combinados (Figura 4).
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Figura 4 - Efeito da incubagéo com ravuconazol + amiodarona na

viabilidade de células H9c2

100+

80+

60+

40+

20+

% Inibicao da viabilidade celular

ravuconazol (nM) + amiodarona (uM)

Fonte: autor

Nota: Percentual de inibicdo da viabilidade de células H9c2 incubadas por
48 horas com diferentes concentracbes de ravuconazol +
amiodarona. CNT - células na auséncia de farmacos. Letras
diferentes indicam diferenga estatistica (p<0,05).

Os nossos dados indicaram que o ravuconazol ndo exacerba a toxicidade da

amiodarona no modelo experimental avaliado (Figura 4).

6.1.2 Avaliacdo da atividade anti-T.cruzi do ravuconazol e amiodarona

utilizando células H9c2

A figura 5 ilustra a inibicdo do parasitismo observada para diferentes
concentragbes dos farmacos. O ravuconazol e a amiodarona apresentaram acao
anti-T.cruzi concentragao-dependente sobre as formas amastigotas, resultando em
valores de EC-50 de 5.76+£0.52 nM e 20.9£1.2 uM, respectivamente.
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Figura 5 - Atividade in vitro do ravuconazol e amiodarona, sobre a infecgdo de

células H9c2 pela cepa Y de Trypanosoma cruzi.
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Fonte: autor

Nota: 1x10* células foram infectadas pela cepa Y e posteriormente incubadas na presenca
ou auséncia de concentracdes decrescentes de ravuconazol e amiodarona por 48
horas. Cada ponto das curvas de dose-resposta corresponde a média de 2
experimentos independentes. A EC-50 foi calculada utilizando-se o software
CompuSyn.

6.1.3 Analise da natureza da interacdo entre ravuconazol e amiodarona

utilizando células H9c2 infectadas pela cepa Y

A partir dos valores da EC-50 obtidos para cada farmaco foi determinado o
perfil de interacdo entre eles sobre as células previamente infectadas por T.cruzi.
Considerando o perfil de toxicidade da amiodarona, as concentracées iniciais de
cada farmaco usadas na combinacdo foram similares ao valor de EC-50, sendo 20
MM para amiodarona e 6nM para o ravuconazol. A figura 6 mostra os perfis das
curvas de dose-efeito obtidas para cada farmaco em monoterapia comparativamente

a combinacao.
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Figura 6 - Curvas de dose-resposta representativas da interacdo in vitro entre
ravuconazol e amiodarona sobre a infeccdo de células H9c2 pela cepa Y de
Trypanosoma cruzi.
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Fonte: autor

Nota: 1x10* células foram infectadas pela cepa Y e posteriormente incubadas na presenca
ou auséncia de concentracbes decrescentes de ravuconazol e amiodarona,
isoladamente ou em combinacdo, por 48 horas. Cada ponto das curvas de dose-
resposta corresponde a média de 2 experimentos independentes. A natureza da
interacdo foi identificada por meio dos valores de FIC frational inhibitory
concentration obtidos com auxilio do programa CompuSym.

O grafico ilustrado em 6A mostra que o efeito da combinacédo foi superior a
utilizacéo isolada das mesmas concentracdes de ravuconazol, jA que o percentual
maximo de inibicdo foi cerca de 20% nesse caso, enquanto mais de 40% de inibicao
foi observado quando utilizada a combinac&do. No entanto, a figura 6B mostra que a
amiodarona isoladamente nas concentracBes mais altas induziu efeito similar a
combinagao, sugerindo efeito aditivo. Para confirmar o perfil de interagéo entre os
farmacos foi calculado o valor de FIC no nivel de 50% e 90% de efeito, resultando
em 1,37 em ambas as analises, o que confirmou que a natureza da interacao entre

ravuconazol e amiodarona é indiferente (Tabela 4).
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Tabela 4 — Valores da EC-50 e 90 e o indice de FIC (frational inhibitory
concentration) dos farmacos em monoterapia e em combinacdo sobre as formas
amastigotas de T.cruzi.

Farmacos EC-50 EC-90 FIC* (EC-50) FIC*(EC-90)
Amiodarona 27uM 36uM
Ravuconazol 2nM 3,7nM

Amiodarona (em
combinacéo)

16,7uM 23uM 1.87

Ravuconazol (em

. ~ 2nM 2,8nM
combinacéo)

* Valores de FIC<0,5 indicam interacao sinérgica; 0.5<FIC<4, aditividade e >4, antagonismo.

Fonte: autor

De forma interessante, o ravuconazol possibilitou uma ligeira redugédo nos
valores de EC-50 e EC-90 estimado da amiodarona, o que poderia ter um impacto
positivo na reducdo do perfil de toxicidade. A EC-90 estimada para a amiodarona
usada isoladamente foi 36uM; ja quando combinada a concentracdes subo6timas de

ravuconazol esse valor caiu para 23uM (Tabela 4).

Considerando a auséncia de toxicidade da combinacdo entre amiodarona e
ravuconazol e o efeito aditivo observado in vitro, a proxima etapa foi avaliar o efeito
da associacdo de ravuconazol e amiodarona sobre a infeccdo de diferentes
linhagens de camundongos por uma cepa parcialmente resistente de T. cruzi.

6.2 Ensaios in vivo

A avaliagdo do efeito do ravuconazol e amiodarona isoladamente e em
combinacdo sobre o desenvolvimento da fase aguda da infec¢do por T. cruzi foi
avaliada em diferentes modelos experimentais. Os parametros utilizados para

analisar a capacidade dos farmacos isoladamente e em combinacdo foram (i)
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parasitemia; (i) ganho de peso; (iii) peso relativo dos 6rgaos; (iv) interferéncia no
desenvolvimento da miocardite; (v) perfil de citocinas. Esses parametros foram
analisados comparativamente entre diferentes linhagens de camundongos (BALB/c
e Swiss) e cepas do parasito (Y e Colombiana).

Inicialmente foram estudados os efeitos dos tratamentos sobre a infeccao
pela cepa Y de T. cruzi. Esta cepa foi escolhida por induzir niveis parasitémicos
elevados, mortalidade precoce e ser parcialmente resistente a terapéutica com
benznidazol in vivo (FILARDI; BRENER, 1987; CALDAS et al., 2008) sendo
frequentemente utilizada para estudos de quimioterapia experimental da doenca de
Chagas. A figura 7 representa as curvas de parasitemia de camundongos BALB/c e

Swiss tratados ou ndo com os farmacos.
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Figura 7 - Efeito do tratamento com ravuconazol e amiodarona na evolugdo da

infeccdo aguda pela cepa Y de Trypanosoma cruzi em diferentes modelos
experimentais.
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Fonte: autor

Nota: Numero de tripomastigotas detectadas em 0,1 mL de sangue de camundongos
infectados pela cepa Y de T.cruzi nos diversos tratamentos. Os camundongos foram
tratados em monoterapia com benznidazol (100mpk), amiodarona (50mpk),
ravuconazol (0,5mpk e 10mpk) e em combinacdo com ravuconazol (0,5mpk) +
amiodarona (50mpk) por 5 dias consecutivos apos a confirmagéo da infecgéo (5° dia
apos a inoculagéo) Cl — Controle Infectado e nédo tratado. A) BALB/c B) Swiss. Os
insertos mostram apenas 0S grupos tratados com subdose de ravuconazol,
ravuconazol 10mpk e benznidazol, comparativamente & combinagdo. mpk-
miligramas de droga por quilograma de peso corporal.
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Os resultados mostram altos niveis parasitémicos com pico no 8° dia de
infeccdo nos animais infectados e nado tratados, independente da linhagem de
camundongo avaliada (Figura 7). Aqueles tratados com a dose-padrdo de
benznidazol (100mg/Kg), assim como os tratados com a maior dose de ravuconazol
(10mg/Kg) tiveram a parasitemia suprimida a partir do 2° dia de tratamento. Por
outro lado, a amiodarona nao interferiu na multiplicagdo do parasito, resultando em
uma curva de parasitemia com perfil similar ao observado para os animais controle,
tanto nos BALB/c quanto nos Swiss. De forma interessante, o efeito da
administracdo da subdose de ravuconazol na evolugédo da infeccdo foi dependente
da linhagem de camundongo, sendo mais eficaz em reduzir o parasitismo dos
animais heterogénicos (Figura 7). Nesse sentido, apesar de a subdose de
ravuconazol exercer efeito positivo na reducdo do parasitismo, esse foi menos
pronunciado do que o observado para os Swiss. Por outro lado, é claramente
perceptivel o beneficio da combinagcdo em interferir na proliferacdo do parasito nos
camundongos de ambas as linhagens. A figura 8 ilustra os valores de area sob a

curva de parasitemia (AUC) obtidos para os diferentes grupos experimentais.
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Figura 8 - Efeito do tratamento com ravuconazol, amiodarona e benznidazol
isoladamente ou em combinagdo sobre a parasitemia de camundongos da

linhagem BALB/c e Swiss infectados pela cepa Y de Trypanosoma cruzi.
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Fonte: autor

Nota: Area sob a curva de parasitemia (AUC) de camundongos infectados pela
cepa Y de T. cruzi. Mpk- miligramas de droga por quilograma de peso
corporal; monoterapia com benznidazol (100mpk), amiodarona (50mpk),
ravuconazol (0,5mpk e 10mpk) e em combinagdo com ravuconazol (0,5mpk)
+ amiodarona (50mpk); ClI — Controle Infectado. (a) animais da linhagem
BALB/c; (b) animais da linhagem Swiss. Letras diferentes indicam diferenga
estatistica (p<0,05).

Os animais da linhagem BALB/c apresentaram diferenca estatistica no
namero total de parasitos encontrados entre os grupos tratados em relacdo ao grupo
controle infectado e néo tratado, exceto o grupo tratado com amiodarona em
monoterapia, que apresentou AUC média similar a observada para o controle. O
grupo tratado com ravuconazol (0,5 mpk) apresentou AUC apenas 3 vezes menor
gue o controle. Por outro lado, a AUC detectada para os camundongos tratados com
a combinacao de ravuconazol e amiodarona foi 63 vezes menor comparativamente a
auséncia de tratamento. J4 os animais da linhagem Swiss, em relacdo ao tratamento
com amiodarona, apresentaram 0 mesmo comportamento observado nos
camundongos isogénicos. De forma diferente, o grupo tratado com subdose de
ravuconazol (0,5mpk) apresentou AUC 16 vezes menor do que o controle infectado,
engquanto considerando a terapia combinada essa reducao foi de 96 vezes (Figura

8). Quando comparados os valores de AUC observados para as monoterapias com
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ravuconazol versus as combinacdes em cada linhagem, podemos afirmar que a
associacdo com amiodarona reduziu em 20 vezes a area sob a curva nos animais
isogénicos e em 6 vezes nos heterogénicos (Figura 8).

A capacidade dos diferentes tratamentos em interferir no parasitismo
apresentou relagdo direta com a protecdo contra a perda de peso induzida pela

infeccéo (Figura 9).

Figura 9 - Efeito do tratamento com ravuconazol, amiodarona e benznidazol
isoladamente ou em combinagdo sobre o ganho de peso de camundongos da
linhagem BALB/c e Swiss infectados pela cepa Y de Trypanosoma cruzi.
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Fonte: autor

Nota: Mpk- miligramas de droga por quilograma de peso corporal; monoterapia com
benznidazol (100mpk), amiodarona (50mpk), ravuconazol (0,5mpk e 10mpk) e em
combinagdo com ravuconazol (0,5mpk) + amiodarona (50mpk); CI — Controle
Infectado; CNI — Controle ndo infectado. (A) animais da linhagem BALB/c; (B)
animais da linhagem Swiss. Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05).

Os dados demonstram que a infec¢éo induziu perda de peso em ambas as
linhagens. A amiodarona, em acordo com o que foi observado no perfil de
parasitemia, ndo protegeu contra a perda de peso. Ja 0s animais que receberam os
tratamentos que induziram supressdao da parasitemia (ravuconazol 10mg/Kg,

benznidazol e combinagdo) ganharam peso de forma similar aos animais néao
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infectados. Os animais da linhagem Swiss infectados pela cepa Y apresentaram
resultados semelhantes aos observados para a linhagem BALB/c e apenas o grupo
tratado com ravuconazol na concentracdo de 0,5 mpk néo apresentou perda de peso
acentuada, como mostrado nos animais da linhagem BALB/c. Este interessante
resultado pode ser justificado pelos dados apresentados anteriormente que
demostram que o tratamento com a subdose de ravuconazol foi mais eficiente em
reduzir o numero de parasitos nos camundongos Swiss em relacdo ao BALB/c
(Figura 8).

Considerando que na fase aguda da infeccdo pode ser observada
esplenomegalia resultante do intenso parasitismo e estimulagcdo antigénica,
realizamos a andlise de peso relativo do baco aos 5 dias ap6s o tratamento dos
animais, que correspondem a 15 dias apos a infeccéo. As figuras 10 A e B mostram
0 peso relativo do 6rgdo nos diferentes grupos experimentais das linhagens BALB/c
e Swiss, respectivamente. O peso relativo do baco demonstrou que a infeccéo
naturalmente estimulou o desencadeamento de aumento no peso do 6rgao (Figura
10). O parasitismo levou a um aumento de cerca de quatro vezes no indice
esplénico (p<0.0001) do controle infectado comparativamente aos animais nao
infectados independentemente da linhagem do animal. Por outro lado, a supressao
da parasitemia, observada nos grupos tratados com benznidazol, ravuconazol na
maior dose e combinacdo, apesar de ndo ser suficiente para equalizar os valores
aos observados para 0s animais saudaveis, reduziu o indice esplénico
comparativamente ao observado para os camundongos tratados com amiodarona
(BALBY/c) ou infectados e néo tratados (Swiss). Ja os ravuconazol na dose de 0,5
mpk apresentou perfil dependente da linhagem de camundongo, o que tem relacao
com a AUC. A linhagem BALB/c apresentou indice esplénico superior até mesmo
aos animais infectados e nao tratados, enquanto nos Swiss houve alta

heterogeneidade intragrupo e valores similares aos demais grupos (Figura 10).
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Figura 10 - Efeito do tratamento com ravuconazol, amiodarona e benznidazol
isoladamente ou em combinacdo sobre o peso relativo do bacgo de
camundongos da linhagem BALB/c e Swiss infectados pela cepa Y de

Trypanosoma cruzi.
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Fonte: autor

Nota: Mpk- miligramas de droga por quilograma de peso corporal; monoterapia com
benznidazol (100mpk), amiodarona (50mpk), ravuconazol (0,5mpk e 10mpk) e em
combinagcdo com ravuconazol (0,5mpk) + amiodarona (50mpk); CI — Controle
Infectado; CNI — Controle néo infectado. (A) animais da linhagem BALB/c; (B)
animais da linhagem Swiss. Letras diferentes indicam diferenca estatistica
(p<0,05). (A) Peso relativo do bago dos animais da linhagem BALB/c; (B) Peso do
baco dos animais da linhagem Swiss. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica (p<0,05).

Além do efeito tripanossomicida, é de grande importancia que novos
candidatos a farmacos ou mesmo novas estratégias de tratamento apresentem
ainda influéncia positiva no sentido de evitar as lesbes caracteristicas da infecgéo
pelo parasito. Nesse contexto, foi estudada a influéncia dos diferentes tratamentos
no desencadeamento da resposta inflamatéria resultante do parasitismo. A figura 11
mostra os resultados da analise quantitativa do numero de ndcleos do tecido
muscular cardiaco nos animais infectados com a cepa Y, tratados com os farmacos

isoladamente ou em combinacgao. Foi quantificado o nimero de ndcleos nos animais
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infectados e tratados ou ndao com relacdo ao grupo nao infectado. Este,

naturalmente, ndo desenvolveu infiltrado inflamatério.

Figura 11 - Efeito do tratamento com ravuconazol, amiodarona e benznidazol

isoladamente ou em combinacdo sobre o processo inflamatério cardiaco de

camundongos da linhagem BALB/c e Swiss infectados pela cepa Y de Trypanosoma

cruzi.
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Nota: Mpk- miligramas de droga por quilograma de peso corporal; monoterapia com

maior

benznidazol (100mpk), amiodarona (50mpk), ravuconazol (0,5mpk e 10mpk) e em
combinacdo com ravuconazol (0,5mpk) + amiodarona (50mpk); ClI — Controle
Infectado; CNI — Controle ndo infectado. (A) animais da linhagem BALB/c; (B)
animais da linhagem Swiss. Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05).
(A) animais da linhagem BALB/c; (B) animais da linhagem Swiss. Letras diferentes
indicam diferenca estatistica (p<0,05).

Os animais infectados e néo tratados apresentaram celularidade ~1,3 vezes

comparativamente aos animais néo infectados em ambas as linhagens de

camundongos estudadas (Figura 11). A influéncia dos tratamentos em interferir no

desenvolvimento da reacdo inflamatoria, em geral, guardou relacdo com a

intensidade da parasitemia (e AUC) (Figura 8), sendo essa relacdo mais evidente

para a linhagem BALB/c. Nesse caso, nos grupos que foi observada reducdo da

parasitemia (benznidazol, ravuconazol 10mpk e combinac¢do), o numero de nucleos
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foi significativamente menor do que o observado para os animais infectados e néo
tratados. Para a linhagem Swiss houve maior variabilidade intragrupo e os valores
foram similares aos animais infectados e aos néo infectados. Curiosamente, nos
Swiss, 0 tratamento com ravuconazol na dose de 10 mpk, mesmo sendo capaz de
reduzir o parasitismo, ndo interferiu no ndmero de células observada no tecido
muscular cardiaco (Figura 11B). Ainda, de forma interessante, o tratamento com
amiodarona em monoterapia (50 mpk) ndo apresentou relacdo com a parasitemia;
mesmo nao sendo capaz de reduzir o parasitismo, conseguiu diminuir a celularidade
a niveis similares aos animais ndo infectados (Figura 11A e B). A partir desses
dados e considerando a avaliacado qualitativa das laminas, foi realizada uma analise
descritiva dos tecidos.

As figuras 12 e 13 mostram fotomicrografias representativas de areas de
lesbes encontradas na avaliacdo qualitativa. S8o representadas areas de necrose,
conjuntivizagdo e ninhos de amastigotas encontrados ou ndo para os diferentes
grupos. E importante salientar que essas imagens ndo guardam relacéo direta com a
celularidade observada na figura 11. A figura 12 mostra os diferentes grupos
experimentais pertencentes a linhagem BALB/c. Os animais néo infectados (Figura
12A) foram utilizados como parametros para todas as observagdes, uma vez que
ndo possuiam nenhuma alteragdo no miocéardio. O controle infectado (Figura 12B)
apresentou intenso processo inflamatoério, presenca de ninhos de amastigota,
cardiomiécitos em apoptose e regides com deposicao de tecido conjuntivo. O grupo
tratado com a amiodarona (Figura 12C) em monoterapia ndo apresentou diferenca
no nimero de nucleos em relacdo aos animais ndo infectados (Figura 11A), porém
podemos observar que o tecido cardiaco apresenta regides com infiltracdo
leucocitaria intensa, deposi¢éo de tecido conjuntivo e regides em necrose. De forma
semelhante, o grupo tratado com ravuconazol (0,5 mpk) apresentou intenso
processo inflamatorio com degeneracgdo de cardiomiocitos (Figura 12D). Os animais
tratados em monoterapia com ravuconazol (10 mpk) e benznidazol apresentaram
morfologia préxima ao controle nao infectado (Figura 12 E-F). De forma interessante
podemos observar que a combinacdo (Figura 12G) conseguiu prevenir os danos
cardiacos ficando proxima do tratamento de referéncia (benznidazol) e do controle
nao infectado (Figura 12A). Os animais da linhagem Swiss apresentaram resultados

semelhantes aos descritos para a linhagem BALB/c (Figura 13 A — G).
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Figura 12 - Efeito do tratamento com ravuconazol, amiodarona e benznidazol
isoladamente ou em combinacdo sobre o tecido cardiaco de camundongos da
linhagem BALBI/c infectados pela cepa Y de Trypanosoma cruzi.

Fonte: autor

Nota: (A) CNI — Controle nado infectado; (B) Cl — Controle infectado e nao tratado; (C) amiodarona
(50mpk); (D) ravuconazol (0,5mpk); (E) benznidazol (100mpk); (F) ravuconazol (10mpk); (G)

amiodarona (50mpk) + ravuconazol (0,5mpk). Letras diferentes indicam diferenca estatistica
(p<0,05).
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Figura 13 - Efeito do tratamento com ravuconazol, amiodarona e benznidazol
isoladamente ou em combinacdo sobre o tecido cardiaco de camundongos da

linhagem Swiss infectados pela cepa Y de Trypanosoma cruzi.

Fonte: autor

Nota: (A) CNI — Controle nédo infectado; (B) Cl — Controle infectado e néo tratado; (C) amiodarona
(50mpk); (D) ravuconazol (0,5mpk); (E) benznidazol (100mpk); (F) ravuconazol (10mpk); (G)
amiodarona (50mpk) + ravuconazol (0,5mpk). Letras diferentes indicam diferenca estatistica
(p<0,05).
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As diferencas encontradas entre a andlise quantitativa para a qualitativa
demonstram a variacdo e quantidade de informagdes presentes do periodo inicial da
infeccdo. De forma interessante os resultados se complementam. E importante
ressaltar que a eutanasia dos animais foi realizada 5 dias apés o término do
tratamento; dessa forma, 0s niveis de parasitismo e infiltrado inflamatorio nos
animais tratados nao correspondem necessariamente aos que seriam observados

sob a presséao dos farmacos.

Apbs estudados os efeitos dos tratamentos sobre a infecgdo pela cepa Y de
T. cruzi utilizamos a cepa Colombiana por induzir niveis parasitémicos elevados e
ser resistente a terapéutica com benznidazol (FILARDI; BRENER, 1987; CALDAS et
al., 2008). Os seguintes parametros foram analisados: (i) parasitemia; (ii) ganho de
peso; (iii) peso relativo dos orgdos; (iv) interferéncia no desenvolvimento da
miocardite; (v) perfil de citocinas. A figura 14 representa as curvas de parasitemia e

AUC de camundongos BALB/c tratados ou ndo com os farmacos.
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Figura 14 - Efeito do tratamento com ravuconazol, amiodarona
isoladamente ou em combinacao sobre a parasitemia de camundongos da linhagem

BALB/c infectados pela cepa Colombiana de Trypanosoma cruzi.
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Fonte: autor

Nota: Mpk- miligramas de droga por quilograma de peso corporal; amiodarona
(50mpk), ravuconazol (0,5mpk) e em combinagdo com ravuconazol
(0,5mpk) + amiodarona (50mpk); Cl — Controle Infectado. (A) animais da
linhagem BALB/c; (B) animais da linhagem Swiss. Letras diferentes
indicam  diferenca estatistica (p<0,05).A- Numero de formas
tripomastigotas detectadas no sangue periférico de camundongos
infectados pela cepa Colombiana de T. cruzi. B- Area sob a curva de
parasitemia. Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05).

Os animais infectados e nado tratados apresentaram parasitemia ascendente
até o vigésimo dia apos a infeccdo (Figura 14A), perfil caracteristico da cepa
(CAMANDAROBA et al.,, 2003). O tratamento com amiodarona em monoterapia
apresentou 0 mesmo comportamento, ndo apresentando diferenca estatistica em
relacdo ao controle infectado e ndo tratado. Curiosamente, o ravuconazol em
subdose foi eficaz em interferir significativamente na evolucdo da infeccéo,
reduzindo drasticamente os niveis parasitémicos no periodo observado, assim como
a combinacdo (Figura 14A). A figura 14B mostra os valores de AUC obtidos no
periodo analisado. E notavel que a combinacéo foi eficaz em reduzir a parasitemia,
mas, dado o efeito pronunciado do ravuconazol (reduziu em quase 9 vezes a AUC
comparativamente ao controle ndo tratado), os valores de AUC nesses grupos foram
similares; quando comparado com a monoterapia, a AUC observada para a

combinacdo foi 1,6 vezes menor (Figura 14B).
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A figura 15 ilustra os valores de ganho de peso obtidos para os diferentes

grupos experimentais.

Figura 15 - Efeito do tratamento com ravuconazol,
amiodarona isoladamente ou em combinacdo sobre o ganho de peso de
camundongos da linhagem BALB/c infectados pela cepa Colombiana de

Trypanosoma cruzi.

BALB/c - Colombiana

Ganho de peso (g)
o

-4 T T T T T
S o ¢
R

<’.) Q- \)x
o > Q
S & N
Tratamentos

Fonte: autor

Nota: Mpk- miligramas de droga por quilograma de peso corporal;
amiodarona  (50mpk), ravuconazol (0,5mpk) e em
combinacdo com ravuconazol (0,5mpk) + amiodarona
(50mpk); ClI — Controle Infectado; CNI — Controle néo
infectado. Letras diferentes indicam diferenca estatistica
(p<0,05).

Diferente do que foi observado para a cepa Y (Figura 9), a maior parte dos
camundongos infectados com a cepa Colombiana e n&o tratados ndo apresentou
perda de peso (Figura 15). Perfil similar foi observado para a amiodarona. De forma
interessante, nenhum animal tratado com a subdose de ravuconazol perdeu peso,
enquanto a combinacdo, que também foi efetiva em reduzir a carga parasitaria

(Figura 14B) n&o evitou a perda de peso dos animais tratados (Figura 15).
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A figura 16 representa os dados de peso relativo do baco dos animais
infectados e tratados ou ndo. A analise demonstra que o indice esplénico dos
animais infectados foi significativamente maior do que o observado para aqueles néo
infectados.

Figura 16 - Efeito do tratamento com ravuconazol,
amiodarona isoladamente ou em combinagdo sobre o peso relativo do bago de
camundongos da linhagem BALB/c infectados pela cepa Colombiana de

Trypanosoma cruzi.
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Fonte: autor

Nota: Mpk- miligramas de droga por quilograma de peso corporal;
amiodarona (50mpk), ravuconazol (0,5mpk) e em combinacéo
com ravuconazol (0,5mpk) + amiodarona (50mpk); ClI —
Controle Infectado; CNI — Controle néo infectado. Peso relativo
do baco dos animais da linhagem BALB/c. Letras diferentes
indicam diferenca estatistica (p<0,05).

Novamente, os resultados estdo em acordo com o que foi observado em
termos de parasitemia. Os animais tratados com ravuconazol apresentaram indice
esplénico menor do que o observado naqueles infectados e nao tratados. De forma

interessante, a combinacdo, apesar de reduzir a carga parasitaria de forma similar
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ao ravuconazol 0,5mpk (Figura 14B), foi estatisticamente diferente de todos os
grupos em relacao ao indice esplénico, sendo a que mais se aproximou do controle

nao infectado (Figura 16).

A figura 17 apresenta os dados relacionados a quantificagdo da celularidade
no tecido cardiaco dos animais da linhagem BALC/c infectados com a cepa

Colombiana.

Figura 17 - Efeito do tratamento com ravuconazol, amiodarona
isoladamente ou em combinacdo sobre o processo inflamatério cardiaco de
camundongos da linhagem BALB/c infectados pela cepa Colombiana de

Trypanosoma cruzi.
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Fonte: autor

Nota: Mpk- miligramas de droga por quilograma de peso corporal;
amiodarona (50mpk), ravuconazol (0,5mpk) e em combinacéo
com ravuconazol (0,5mpk) + amiodarona (50mpk); ClI —
Controle Infectado; CNI — Controle ndo infectado. Letras
diferentes indicam diferenga estatistica (p<0,05).

A quantificacdo de ndcleos no miocardio demonstra que os animais infectados
tratados ou nédo, apresentaram um numero de ndcleos elevado quando comparado
com o controle ndo infectado. O grupo tratado com a monoterapia de amiodarona

nao apresentou diferencas do controle infectado e dos camundongos tratados com
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ravuconazol em monoterapia. A combinagdo foi significativamente diferente do
controle infectado (p<0,0168) e da monoterapia de amiodarona (p<0,0249) sendo
semelhante a monoterapia de ravuconazol (Figura 17).

A figura 18 apresenta imagens ilustrativas do tecido cardiaco dos animais da
linhagem BALB/c infectados pela cepa Colombiana. Analisamos qualitativamente os
seguintes parametros (i) infiltrado inflamatério; (ii) necrose; (iii) presenca de tecido
conjuntivo. A figura 18A representa o tecido cardiaco dos animais néo infectados,
esta imagem foi utilizada como parametro para todas as analises. Os animais
infectados e ndo tratados apresentaram intenso processo inflamatorio,
cardiomiécitos em degeneracdo, presenca de ninhos de amastigotas e regides com
deposicdo de tecido conjuntivo (Figura 18B). Os animais tratados com a
monoterapia de amiodarona apresentam diversos infiltrados inflamatérios e
cardiomiécitos em processo de degeneracdo, ficando préxima ao controle infectado
(Figura 18C). Os animais tratados com ravuconazol (0,5 mpk) também apresentam
regibes com presenca de células inflamatérias, presengca de ninhos e necrose
(Figura 18D). O tecido dos animais tratados com a combina¢do apresenta pequenos
infiltrados inflamatdrios, porém diferentemente dos outros grupos a morfologia se

aproxima do controle ndo infectado (Figura 18E).
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Figura 18 - Efeito do tratamento com ravuconazol, amiodarona isoladamente ou
em combinacdo sobre o tecido cardiaco de camundongos da linhagem BALB/c
infectados pela cepa Colombiana de Trypanosoma cruzi.

Fonte: autor

Nota: (A) CNI — Controle ndo infectado; (B) ClI — Controle infectado e néo tratado; (C)
amiodarona (50mpk); (D) ravuconazol (0,5mpk); (E) amiodarona (50mpk) +
ravuconazol (0,5mpk).
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7 DISCUSSAO

Nos ultimos anos o campo da quimioterapia da doenca de Chagas vem
sofrendo grandes mudancas. Estudos clinicos envolvendo farmacos de referéncia e
moléculas promissoras trouxeram novas perspectivas e ampla discussado para a
pesquisa pré-clinica; especialmente importantes sdo os resultados de falha
terapéutica dos azdlicos ravuconazol e posaconazol em induzir cura na doenca
humana (MOLINA et al., 2014; MORILLO et al., 2017; TORRICO et al., 2018). A
realizacdo desses estudos significou um avanco na area, considerando que foram as
primeiras avaliagBes clinicas robustas de novos farmacos para o tratamento da
doenca de Chagas em décadas (URBINA, 2015). Por outro lado, a ineficacia desses
antifangicos no tratamento dos pacientes, dissociadamente do que foi observado em
modelos experimentais, propde reflexdes acerca dos modelos experimentais
utilizados. Ainda, considerando a alta atividade tripanossomicida intrinseca dessas
moléculas, os resultados dos estudos clinicos sinalizam que outras alternativas
devem ser buscadas, incluindo regimes terapéuticos otimizados e/ou a utilizac&o
combinada a outros farmacos (FUGI et al., 2014; MOLINA et al., 2014; URBINA,
2015; TORRICO et al., 2018).

No presente estudo mostramos os efeitos da combinacdo de ravuconazol e
amiodarona, comparativamente as monoterapias, sobre a infeccao por T. cruzi. A
escolha da amiodarona foi pautada em evidéncias disponiveis na literatura, as quais
investigaram o impacto da utilizacdo deste antiarritmico na infec¢é@o por T. cruzi. Em
2006, Benaim e colaboradores descreveram a atividade tripanossomicida da
molécula, sugerindo que o0s pacientes chagasicos tratados com o antiarritmico
poderiam ter como beneficio adicional a reducdo da carga parasitaria. Ainda,
identificaram efeito sinérgico de sua utilizacdo com posaconazol, indicando que
poderia haver aumento da atividade antiparasitaria com o uso de tal combinacéo
(BENAIM et al., 2006). A partir de entdo, diversos estudos no contexto pré-clinico in
silico (BELLERA et al.,, 2013); in vitro (BENAIM et al., 2006; URBINA, 2009;
LOURENCO et al.,, 2018; PINTO-MARTINEZ et al., 2018), in vivo (BENAIM et al.,
2006; PANIZ-MONDOLFI et al., 2009; VEIGA-SANTOS et al., 2012; MADIGAN et al.,
2019) e clinico (CARMO et al., 2015; BENZIGER; DO CARMO; RIBEIRO, 2017,
STEIN et al., 2018; Clinical trials.gov NCT03193749) foram realizados com o objetivo
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de verificar o impacto da amiodarona em monoterapia, bem como em combinacao
com azéblicos (BENAIM et al.,, 2006; PANIZ-MONDOLFI et al., 2009; VEIGA-
SANTOS et al., 2012; PLANER et al., 2014; MADIGAN et al., 2019) na infeccao por
T. cruzi. Adicionalmente moléculas derivadas da amiodarona estdo sendo estudadas
(BENAIM; PANIZ MONDOLFI, 2012; PINTO-MARTINEZ et al., 2018). No entanto,
apesar desse expressivo numero de publicagdes que abordam o uso amiodarona no
contexto da doenca de Chagas, a analise desses estudos revela resultados
discordantes ou pouco claros acerca da real eficacia do farmaco.

Considerando o exposto, inicialmente realizamos avaliagdes in vitro para
determinar o perfil citotoxico e a natureza da interacao resultantes da associacdo
entre amiodarona e o ravuconazol. Os resultados mostraram que a amiodarona foi
toxica para células de mamiferos apresentando CC-50 ~28uM. Esse resultado é
corroborado por outros estudos que encontraram valores de CC-50 de 12,6 *
16,4pM em fibroblastos murinos (Planer et al. 2014) e 39,5 + 2,4 uM sobre células
Vero (Pinto et al. 2018). Roth e Benaim demonstram que o perfil citotoxico deste
farmaco pode estar relacionado com o metabdlito ativo, a N-desetilamiodarona, o
qual possui atividade antiarritmica e potencializa a toxicidade in vitro (BENAIM et al.,
2006 ; PANIZ MONDOLFI, 2012; ROTH et al., 2013). Por outro lado, o ravuconazol
nao apresentou toxicidade, como ja demonstrado na literatura (URBINA et al., 2003;
URBINA; DOCAMPO, 2003; DINIZ et al., 2018) e ndo aumentou o perfil citotoxico da
amiodarona. De forma similar, Benaim et al. (2006), ao associarem o antiarritmico
com o posaconazol, um medicamento da mesma classe farmacologica do
ravuconazol, ndo observaram efeitos toxicos adicionais.

A sequir, o efeito de concentracfes nédo tdxicas de ravuconazol e amiodarona,
isoladamente e em combinacédo, foi avaliado usando cardiomiocitos da linhagem
H9c2 infectados pela cepa Y de T. cruzi. Os resultados obtidos confirmaram a
elevada poténcia do ravuconazol em interferir na proliferacdo de formas
intracelulares do parasito (URBINA et al., 2003; URBINA, 2009; DINIZ et al., 2010)
enquanto sua atividade sobre tripomastigotas foi muito limitada (dados nao
mostrados). Ja a amiodarona foi ativa contra ambas as formas evolutivas em escala
micromolar, com EC-50 em amastigotas de 20.9+1.2uM. Outros autores
identificaram valores de EC-50 que variaram de 1,7 a 8,0uM sobre formas
amastigotas (BENAIM et al.,, 2006; VEIGA-SANTOS et al., 2012; PLANER et al.,
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2012; PINTO et al., 2018). Estas diferencas podem estar relacionadas a utilizacédo
de diferentes cepas (MORAES et al., 2014) e tempo de interagdo com o parasito
previamente ao tratamento (DINIZ et al., 2018), bem como tempo de incubacdo do
farmaco com as células. Em nosso estudo o tempo de incubacdo com os farmacos
foi de 48 horas. E sabido que a atividade anti-T. cruzi do ravuconazol (MORAES et
al., 2014) e amiodarona (ADESSE et al., 2010) é concentracdo e tempo-dependente.
A opcao pelo protocolo de 48 horas teve como objetivo fornecer uma nocdo mais
acurada sobre a atividade anti-amastigota (isto €, endpoint do experimento antes do
periodo necesséario para liberacdo de tripomastigotas) que acreditamos constituir
uma estratégia adequada para avaliacao inicial da interacdo entre os farmacos.

Com relacdo a natureza da interacdo entre o ravuconazol e a amiodarona,
nossos resultados mostraram efeito aditivo no modelo estudado, células H9c2
infectadas pela cepa Y. Planer et al. (2014) estudaram a combinacdo de amiodarona
e posaconazol sobre amastigotas da cepa Tulahuen, obtendo valor de FIC= 1,61,
valor préximo do que obtivemos (FIC=1,37; Tabela 4). De forma diferente, Benaim et
al. (2006) e Veiga-Santos et al. (2012) obtiveram FICs <0,5 para a mesma
combinacdo sobre a cepa Y, indicando interacdo sinérgica. As divergéncias de
metodologias para os estudos das combinagcdes e os poucos dados relacionados
aos modelos experimentais podem influenciar diretamente nos resultados obtidos
(ROMANHA et al., 2010; CHATELAIN; KONAR, 2015). Outro ponto relevante, além
dos fatores ja discutidos, pode estar relacionado a escolha do tipo celular
hospedeiro. Benaim et al. (2006) utilizaram células Vero, as quais recentemente
foram descritas como mais susceptiveis a farmacos (FRANCO et al.,, 2019);
engquanto Veiga-Santos et al. (2012) utilizaram macréfagos peritoneais, células que
podem apresentar maior concentracao intracelular do farmaco devido a capacidade
de fagocitose; ja Planer et al. (2014) utilizaram fibroblastos T3T murinos. Na
auséncia de protocolos padrdo, a utilizacdo de condi¢cbes experimentais distintas,
somada a grande heterogeneidade do parasito e sua capacidade de infectar
diversos tipos celulares, resulta na variabilidade observada nos parametros
utilizados para avaliar o efeito dos farmacos, como EC-50 e EC-90, mesmo para 0s
medicamentos de referéncia. Definicbes claras de como a infeccdo de diferentes
tipos celulares pode influenciar na resposta aos farmacos constituem uma questéo a

ser elucidada e de grande impacto na quimioterapia experimental da doenca de
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Chagas e especialmente importantes no estabelecimento de estratégias de
avaliacdo de combinac6es de farmacos in vitro que apresentem maior valor preditivo
(Almeida et al., em publicacao).

Apesar de a amiodarona apresentar atividade tripanossomicida in vitro, ela
nao foi efetiva em interferir na infeccdo aguda pelo parasito nas linhagens de
camundongos e cepas avaliadas em nosso estudo. Esses resultados discordam de
Benaim et al. (2006), que demonstraram que a amiodarona na dose de 50 mg/Kg de
peso corporal foi eficaz em reduzir a parasitemia de camundongos NMRI infectados
pela cepa Y; no entanto, no referido estudo o tratamento foi iniciado apenas 24
horas apos a infeccdo. J& Castilho (2016), utilizando camundongos da linhagem
BALB/c infectados pela cepa Y e tratados com 90mg/Kg do antiarritmico, 24 horas
apos a infeccéo, ndo observaram efeito do farmaco sobre a parasitemia; entretanto,
os autores administraram o farmaco diluido na &gua, ad libitum (CASTILHO, 2016).
Notavelmente, as variacbes nas estratégias experimentais utilizadas podem
colaborar para as discordancias entre os resultados.

Considerando o exposto, soma-se a pauta da pesquisa pré-clinica da doenca
de Chagas a busca pela padronizacdo de modelos experimentais in vivo, o que
poderia possibilitar uma maior robustez da pesquisa translacional (ROMANHA et al.,
2010; CHATELAIN; KONAR, 2015; CHATELAIN, 2017). A enorme variabilidade
existente nas estratégias de avaliacdo contribui para gerar vieses e limitacdo na
pesquisa pré-clinica (CHATELAIN; KONAR, 2015). Considerando especificamente
0os modelos murinos, largamente utilizados nos estudos de quimioterapia
experimental da doenca de Chagas (LANA, 2017), podem ser citadas algumas das
variaveis: cepa do parasito, via de inoculacdo, tempo para inicio e duracdo do
tratamento, vias de administracdo dos farmacos, critérios de cura, estagio da doenca
e linhagem dos camundongos (ROMANHA et al., 2010).

A escolha da linhagem do hospedeiro para experimentacdo animal € de
grande relevancia, pois guarda relacdo com os perfis de suscetibilidade ou
resisténcia do hospedeiro a infeccdo (LEON et al., 2017). Diversas linhagens
isogénicas sao utilizadas em estudos experimentais da infecgdo por T. cruzi, como
BALB/c, A/J, DBA-2, C3H/He, C57BI/6, dentre outras (BLYSZCZUK, 2019). Dentre

0s animais heterogénicos, camundongos Swiss sdo amplamente utilizados
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sobretudo em estudos de quimioterapia experimental (BAHIA; DINIZ; MOSQUEIRA,
2014; CHATELAIN; KONAR, 2015).

Os camundongos isogénicos sdo considerados mais susceptiveis a infeccao
comparativamente aos heterogénicos (EHRCHEN et al., 2004); no entanto, dentre
0S primeiros, a susceptibilidade ao parasito pode ser amplamente variavel
(TRISCHMANN, 1986). Camundongos heterogénicos apresentam uma elevada
variabilidade genotipica e fenotipica, a qual enquanto pode levar a limitacbes na
interpretacdo de resultados, também é relevante em estudos de quimioterapia
experimental, visto que a heterogeneidade do hospedeiro € um fator limitante no
sucesso da terapia na doenca de Chagas (MOROCOIMA et al., 2012).

Em nosso estudo foram utilizadas as linhagens BALB/c e Swiss. E importante
salientar que os animais foram mantidos no mesmo ambiente, receberam
simultaneamente e de forma padronizada o in6culo pela cepa Y e, na ocasido do
tratamento, os farmacos administrados pertenciam ao mesmo lote, a fim de
possibilitar a comparagdo. Os resultados mostraram diferengcas marcantes,
particularmente com os esquemas incapazes de suprimir o parasitismo. O perfil da
curva de parasitemia e valores de AUC observados para 0s animais ndo tratados foi
similar para ambas as linhagens; da mesma forma, os tratamentos estabelecidos
como referéncia, com benznidazol na dose padréo, 100mg/Kg (FILARDI; BRENER,
1987) e ravuconazol na dose 6tima, 10mg/Kg (URBINA et al., 2003; DINIZ et al.,
2018) foram igualmente eficazes na supressdo da parasitemia, independente do
background genético do hospedeiro. Por outro lado, a efichcia da subdose de
ravuconazol (0,5mg/Kg) em reduzir a parasitemia foi dependente da linhagem,
sendo a AUC observada nos BALB/c tratados com essa subdose significativamente
maior (p<0,05) do que a observada para os Swiss, com reflexo também na perda de
peso dos animais (Figuras 8 e 9). Curiosamente, a parasitemia observada nos
animais tratados com amiodarona foi significativamente maior nos camundongos
Swiss (p<0,05). Esses dados indicam que a resposta aos farmacos pode ser
influenciada pelo background genético do hospedeiro, o qual tem sido estudado
principalmente no ambito da resposta imune e resisténcia a infeccdo por T. cruzi
(FERREIRA et al., 2018), apontando a linhagem BALB/c como susceptivel e a
C57BL/6 como resistente a infeccdo por T. cruzi (revisto por Lana 2017), enquanto

os dados relacionados a resposta imune nos Swiss sdo absolutamente escassos
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(ANDRADE et al., 1985; SOUSA; ALENCAR, 1984). No entanto, apesar da sua
importancia, a genética do hospedeiro ndo tem sido explorada nos estudos de
guimioterapia experimental, nos quais a variabilidade das cepas do parasito tem sido
priorizada (CHATELAIN et al., 2015). O perfil de citocinas dos camundongos em
nosso estudo ainda esta sendo determinado (por citometria de fluxo) e contribuird
para o entendimento da resposta diferencial das linhagens aos tratamentos.

Apesar do comportamento diferenciado das linhagens quanto ao
desenvolvimento da infeccéo e resposta a amiodarona e a subdose de ravuconazol,
o efeito da combinac&o em reduzir o parasitismo foi superior ao observado para as
monoterapias igualmente em ambas as linhagens, sendo ainda mais evidente para
os BALB/c, com reducdo de 20 vezes na AUC nos animais tratados com a
combinagdo comparativamente a monoterapia com o azolico. Ainda, o efeito da
administracdo de ravuconazol 0,5mg/Kg quando associado a amiodarona foi similar
a utilizacdo do primeiro na dose 6tima (10mg/Kag).

Esses resultados mostram claramente que ha uma interacao positiva entre os
farmacos in vivo e estdo em acordo com o efeito observado para associacfes de
amiodarona e derivados azoélicos em modelos experimentais (BENAIM et al., 2006;
PANIZ-MONDOLFI et al., 2009; VEIGA-SANTOS et al., 2012; PLANER et al., 2014;
MADIGAN et al., 2019). Uma das hip6teses para interagdo entre a amiodarona e
ravuconazol € a alteracdo da homeostase de calcio, fato que poderia explicar o
sinergismo entre os dois medicamentos; outra possivel via de interacdo é que a
amiodarona, assim como os azdlicos, tem efeito na inibicdo da via de biossintese de
ergosterol (BENAIM et al., 2006, 2012). Alternativamente, mecanismos relacionados
a interacfes farmacocinéticas, ainda nao explorados, poderiam contribuir para o
entendimento do efeito positivo resultante da utilizacdo combinada entre ravuconazol
e amiodarona.

Os resultados acima discutidos contribuem para o entendimento que a
combinacdo de farmacos é uma abordagem interessante no desenvolvimento de
novas alternativas para a terapéutica doenca de Chagas, especialmente
considerando a escassez de moléculas que apresentam potencial terapéutico
demonstrado em avaliagbes pré-clinicas. Nesse contexto, essa estratégia tem sido
amplamente investigada em estudos pré-clinicos e mesmo clinicos, com a avaliacdo

recente de combinacdes de E1224 (ou fosravuconazol) e benznidazol (BENDITA,
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BRIEFING, 2019) e posaconazol e benznidazol (MORILLO et al., 2017). De forma
paradoxal, pouco tem sido discutido acerca dos protocolos utilizados para investigar
a interacao in vivo entre diferentes moléculas na infec¢do experimental por T. cruzi.
Grande parte dos experimentos de combinacéo de farmacos na quimioterapia
experimental da doencga de Chagas, incluindo aqueles que avaliaram associagdes
envolvendo azdlicos, empregaram doses 6timas, naturalmente com o objetivo de
aumentar a eficacia terapéutica. No entanto, esta estratégia pode dificultar uma
definicdo clara do efeito da combinacdo quando um dos farmacos apresenta alta
atividade anti-T. cruzi, sendo necessério longo follow-up. Por outro lado, alguns
estudos que utilizaram subdoses evidenciam a limitacdo de extrapolar os efeitos
relacionados ao potencial terapéutico, considerando que foram usadas doses abaixo
das necessarias para atingirem niveis 6timos (STRAUSS et al., 2018). Ainda, em
alguns casos utilizando tratamento com subdoses, apenas dados de parasitemia e
mortalidade foram coletados, negligenciando os efeitos relacionados a resposta do
hospedeiro (DINIZ et al., 2013; PLANER et al., 2014). Na tentativa de estabelecer
uma estratégia de avaliagcdo otimizada para investigar o perfil de interacdo entre
farmacos in vivo, no presente estudo foi realizado um protocolo de curto prazo,
empregando subdoses dos farmacos no tratamento das infec¢cdes causadas por
cepas do parasito que apresentam diferentes perfis de susceptibilidade ao
benznidazol. Apés a finalizacdo dos tratamentos, administrados por apenas 5 dias,
os animais foram eutanasiados apos outros 5 dias; esse protocolo foi estabelecido
de forma a permitir observar os eventos iniciais da “reativacdo” do parasitismo
quando é retirada a pressdo dos farmacos, resguardadas as caracteristicas
farmacocinéticas das drogas e a biologia das cepas. De forma interessante, no que
diz respeito ao efeito anti-parasitario, essa estratégia nos permitiu visualizar, em
curto espaco de tempo, a auséncia de efeito da amiodarona em monoterapia,
independentemente da linhagem de camundongo ou cepa do parasito; a interacao
positiva entre o azoélico e antiarritmico sobre a cepa Y, ja demonstrada na literatura
com a utilizacdo de outros farmacos da mesma classe em avaliacbes de longa
duracdo (BENAIM et al., 2006; MADIGAN et al., 2019); e a resposta diferencial ao
tratamento etiologico pode ser alterada de acordo com a linhagem do roedor.
Acreditamos que esse protocolo é adequado para triagem inicial de combinacfes de

farmacos, de forma a utilizar um menor nimero de animais e tempo de avaliagdo
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reduzido. Ainda, dada a precocidade da eutanasia (15 a 20 dpi, a depender da
cepa), a utilizacdo dessa estratégia foi possivel avaliar o impacto dos tratamentos no
desenvolvimento do processo inflamatério tecidual.

Embora os antifungicos azdlicos e a amiodarona disponham de diversos
estudos pré-clinicos, os dados sobre o impacto dessas moléculas em interferir nas
lesbes teciduais dos hospedeiros infectados por T. cruzi € limitado (ADESSE et al.,
2010; CASTILHO, 2016). Nossos resultados mostraram que a utlizacdo da
amiodarona apesar de nao levar a reducédo da parasitemia, reduziu a celularidade
miocardica comparativamente aos animais infectados pela cepa Y e ndo tratados,
sugerindo um efeito protetor da droga. No entanto, diversos focos de inflamacéo,
com areas de necrose e conjuntivizacdo foram observados. Adicionalmente, o
ravuconazol em subdose, mesmo tendo efeito em reduzir a parasitemia (e o nimero
de ninhos de amastigotas no miocardio) ndo preveniu a inflamacédo e degeneracdo
celular nos BALB/c, enquanto reduziu a celularidade nos Swiss, apesar de, assim
como observado para a amiodarona, ndo preveniu a ocorréncia de areas de necrose
e conjuntivizacdo. De forma interessante, a administracdo combinada dos farmacos,
suprimiu o parasitismo e preveniu as lesfes acima mencionadas, tanto nos Swiss
quanto nos BALB/c (Figuras 12-13).

Por outro lado, a amiodarona néo interferiu no niumero de nicleos ou areas de
lesédo nos animais BALB/c infectados pela cepa Colombiana. Ja o ravuconazol, de
forma inesperada, foi altamente eficaz em reduzir os niveis parasitémicos nos
animais infectados por essa cepa, que é sabidamente resistente a derivados
azollicos (DINIZ et al., 2013; 2018). Esse fato pode ser considerado uma limitacao
em nosso estudo, visto que prejudicou a visualizacdo do efeito da combinacao.
Adicionalmente, considerando a biologia dessa cepa - com predominio de formas
largas, periodo pré-patente longo e mortalidade tardia, um maior tempo de
acompanhamento seria necessario para observar com clareza se o tratamento
combinado induziu beneficio adicional, como sugerido pela curva de parasitemia
(Figura 14). Ainda, foi utilizada somente a linhagem BALB/c, escolhida devido a
maior estringéncia observada nos experimentos com a cepa Y. De qualquer forma,
os dados obtidos com a utilizacdo dessa cepa altamente resistente, particularmente
a sensibilidade a subdose de ravuconazol, incitam a discussdo sobre os

mecanismos de resisténcia do parasito ao tratamento etiolégico.
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A quantificagdo de citocinas da resposta Thl, Th2 e Thl7, bem como
determinacao dos perfis de imunoglobulinas anti-T. cruzi que serdo realizadas em
breve no soro de todos os animais, no ultimo dia de tratamento e no dia da
eutanasia, etapa que ainda esta sendo finalizada, contribuirdo para a mais ampla
interpretacdo dos dados relacionados ao comportamento diferenciado das linhagens
e cepas do parasito. Adicionalmente, a quantificagdo do parasitismo no intestino e
muasculo esquelético por gPCR podera elucidar se ha intensidade e distribuicdo
tecidual distinta do parasitismo em resposta aos diferentes tratamentos. De qualquer
forma, os dados gerados neste estudo até o momento sugerem que a linhagem
BALB/c é mais adequada para a realizacdo dos experimentos de quimioterapia
experimental, por permitir separacdo mais clara acerca dos diferentes grupos
experimentais, além de constituir um modelo experimental mais estringente.

Por fim, € importante salientar que nos ultimos anos, principalmente em
funcdo das falhas terapéuticas observadas nos estudos clinicos, tem sido sugerido
que os antifangicos azolicos nao constituem alternativas promissoras no tratamento
da doenca de Chagas (FIELD et al.,, 2017; AVERY e SYKES, 2018). De fato, o
estabelecimento de modelos experimentais capazes de monitorar 0 progresso da
infeccdo de forma sensivel e continuada (FRANCISCO et al., 2015), forneceu
evidéncias que colaboram no entendimento das limitagdes relacionadas ao estudo
desses compostos e que colaboram para a falha terapéutica observada. Porém,
acreditamos que devido a (i) alta atividade anti-T. cruzi intrinseca desses compostos;
(i) a escassez de novas moléculas com atividade anti-T. cruzi comparavel e (iii) as
limitagBes nos estudos clinicos que avaliaram os derivados azélicos no tratamento
da doenca crbonica, o potencial terapéutico dos derivados azélicos deve ser
explorado em estudos estringentes, especialmente em associagcdo a outros

farmacos.
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8 CONCLUSAO

Os resultados nos permitem concluir que:

- A natureza da combinacédo de ravuconazol e amiodarona sobre a infeccao
de células H9c2 pela cepa Y € aditiva, na auséncia de toxicidade adicional para a
células hospedeiras;

- A estratégia experimental utilizada é adequada para screening de
combinacdes de farmacos na infeccao experimental da doenca de Chagas;

- Camundongos BALB/c constituem um modelo mais estringente para
avaliacdo de novas estratégias terapéuticas para a doenca de Chagas;

- A amiodarona potencializa o efeito do ravuconazol na reducdo do
parasitismo e das lesGes cardiacas observadas na fase aguda da infeccdo pela cepa
Y de T.cruzi;

- A combinacdo n&do aumentou o potencial do ravuconazol em reduzir a
parasitemia da cepa Colombiana, mas interferiu positivamente em amenizar as

lesdes cardiacas.
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