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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta do tratamento com benznidazol (BZL) na infeccao
aguda por Trypanosoma cruzi, em camundongos com infecgdo cronica por Schistosoma mansoni.
Foram utilizados 66 camundongos fémeas Balb/c divididos em 6 grupos experimentais, sendo o
grupo 1 (G1): Saudaveis, grupo 2 (G2): infectados por S. mansoni, grupo 3 (G3): infectados por T.
cruzi, grupo 4 (G4): infectados por T. cruzi e tratados com BZL, grupo 5 (G5): coinfectados por
S.mansoni/T.cruzi e grupo 6 (G6): coinfectados por S.mansoni/T.cruzi e tratados com BZL. Foram
registrados os pesos, a mortalidade e a parasitemia dos animais e ao final do experimento foi
coletado sangue para dosagem do BZL e analises de citocinas. Apds, os animais foram eutanasiados
para coleta de o6rgdos que foram pesados e fixados para analises histologicas. Analises de
parasitismo cardiaco por gPCR também foram realizados. Os resultados mostraram que 0s animais
coinfectados apresentaram parasitemia até 5 vezes maiores daquelas observadas entre 0s
camundongos infectados apenas com o T. cruzi (G5: 6x10°vs. G3: 1.3x10° tripomastigotas /0,1mL
de sangue; p<0.05), mas ap6s o0 pico de parasitemia 0s animais coinfectados controlaram o
parasitismo no miocardio de forma mais eficaz ao G3 (G5: 39.48 vs. G3: 158.6 parasitos/25ng DNA
tecidual; p<0.05). Apesar da menor carga parasitaria no miocardio dos animais coinfectados no 13°
dia de infeccdo por T. cruzi, a miocardite foi mais elevada nestes animais (G5: 284 vs. G3: 246
numeros de células no miocéardio; p<0.05). O BZL, como esperado, controlou a parasitemia do T.
cruzi entre os animais do G4, mas também foi eficiente em controlar a parasitemia mesmo entre 0s
animais coinfectados pertencentes ao G6 (G4: 325 e G6: 417 média de tripomastigotas/0,1mL de
sangue; p>0.05). A avaliacdo do peso corporal e mortalidade também mostrou que o BZL
promoveu melhora destes parametros entre os camundongos do G6 quando comparados com 0s
animais coinfectados do G5, da mesma forma como ocorreu com a avaliagdo do parasitismo
cardiaco e miocardite (G5 vs. G6, p<0.05). A coinfeccdo reduziu a polarizacdo dos perfis anti e pro-
inflamatdrios das citocinas induzidas pelos parasitos quando em situagdo de infeccdo simples e o
BZL promoveu diminuicéo de citocinas antiinflamatdrias em animais coinfectados sem efeito nas
citocinas proinflamatérias. Os pesos do figado e do baco foram exacerbados em animais
coinfectados quando comparado com os outros grupos experimentais (p<0.05). O BZL normalizou
0 peso do bacgo, ajudou a evitar a perda de hepatdcitos e minimizou a inflamac&o no figado (G5 vs.
G6, p<0.05), mas aumentou a hepatomegalia nos animais do G6 (G5: 0.089 vs. G6: 0.10g peso
relativo médio do figado; p<0.05). A coinfeccdo ou 0 BZL ndo influenciaram no ndmero de
granulomas hepaticos, em sua area ou densidade celular (G5 e G6 vs. G2, p>0.05), mas entre 0s
coinfectados houve aumento das porcentagens de animais com granulomas pulmonares (G2: 40,
G5: 60 e G6: 89% de animais com granulomas no pulmao) e intestinais (G2: 50, G5: 90 e G6: 75%
de animais com granulomas intestino delgado). Todos 0s grupos com esquistossomose mostraram
alta inflamacéao no intestino delgado, sem comprometimento significativo do intestino grosso. Por
fim, a quantificacdo do BZL revelou que a coinfec¢do ndo influencia de forma significativa nos
niveis do farmaco no sangue nos tempos testados (G4 vs. G6, p>0.05). Os resultados permitem
concluir que o tratamento com BZL ¢ eficiente em minimizar a perda de peso corporal, mortalidade
e esplenomegalia, além de suprimir o parasitismo e parasitemia de T. cruzi em camundongos
coinfectados cronicamente com S. mansoni.

Palavras-chave: Benznidazol; infec¢bes mistas; coinfeccdo; doenca de Chagas; esquistossomose;
granulomas.



ABSTRACT

This research aimed to evaluate the effectiveness to the treatment with benznidazole (BZL) in acute
infection by Trypanosoma cruzi, in mice with chronic infection by Schistosoma mansoni. For the
experiment, 66 Balb/c mice divided into 6 experimental groups were used, the group 1 (G1):
Healthy; group 2 (G2): infected by S. mansoni; group 3 (G3): infected by T. cruzi, group 4 (G4):
infected by T. cruzi and treated with BZL, group 5 (G5): co-infected by S. mansoni/T.cruzi and
group 6 (G6): co-infected by S. mansoni/T. cruzi end treated with BZL. Weight, mortality and
parasitaemia of animals were registered and, at the end of the experiment, blood was collected for
the dosage of BZL and cytokine analysis. The animals were sacrificed, organs were weighed and
fixed for histological analysis, and a cardiac parasitism gPCR analyses were performed. The results
showed that the co-infected animals had parasitaemia 5 times higher than those observed among
infected mice by T. cruzi (G5: 6x10°vs. G3: 1.3x10° trypomastigotes/0,1mL of blood; p<0.05), but
after the peak of parasitaemia, the co-infected animals effectively controlled the parasitism in the
myocardium more effectively than G3 (G5: 39.48 vs. G3: 158.6 parasites/25ng DNA tissue;
p<0.05). Despite the lower parasite load in the myocardium of co-infected animals on the 13th day
of infection with T. cruzi, myocarditis was higher in these animals (G5: 284 vs. G3: 246 number of
cells in the myocardium; p<0.05). The BZL, as expected, controlled parasitaemia by T. cruzi among
animals of G3, but it is also effective in controlling the parasitaemia even among the co-infected
animals belonging to G6 (G4: 325 e G6: 417 means of trypomastigotes/0,1mL of blood; p>0.05).
The evaluation of body weight and mortality also showed that BZL promoted an improvement in
these parameters among G6 mice when compared to co-infected animals from G5, in the same way
as occurred with the evaluation of cardiac parasitism and myocarditis (G5 vs. G6, p<0.05). The co-
infection reduces the polarization of the anti-inflammatory and pro-inflammatory profiles of
cytokines induced by parasites in a situation of simple infection, and BZL promoted a decrease in
anti-inflammatory cytokines in co-infected animals with a single effect on inflammation. Liver and
spleen weights were exacerbated in co-infected animals when compared to other experimental
groups (p<0.05). The BZL normalized spleen weight, helped prevent hepatocyte loss and
minimized liver inflammation (G5 vs. G6, p<0.05), but increased hepatomegaly in G6 animals (G5:
0.089 vs. G6: 0.10g mean relative weight of the liver; p<0.05). Co-infection or BZL did not
influence the number of hepatic granulomas, their area or cell density (G5 e G6 vs. G2, p>0.05),
but among the co-infected there was an increase in the percentages of animals with pulmonary
granulomas (G2: 40, G5: 60 and G6: 89% of animals with granulomas in the lung) and intestinal
(G2: 50, G5: 90 and G6: 75% of animals with granulomas in the small intestine). All groups with
schistosomiasis showed high inflammation in the small intestine, with no significant changes in the
large. Finally, the quantification of BZL showed that the co-infection did not significantly influence
drug levels in blood among the analysed times (G4 vs. G6, p>0.05). The results allow us to conclude
that treatment with BZL is efficient in minimizing body weight loss, mortality and splenomegaly,
in addition to suppressing T. cruzi parasitism and parasitaemia in mice chronically co-infected with
S. mansoni.

Keywords: Benznidazol; mixed infections; coinfection; Chagas disease; schistosomiasis;
granulomas.
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1 INTRODUCAO

As infecgOes mistas entre parasitas helmintos e protozoarios sdéo amplamente relatadas
em humanos (AZEREDO-COUTINHO et al., 2015; BRIAND et al., 2005; MULU et al., 2013;
OLIVERA et al., 2017; SALVADOR et al., 2016), principalmente em areas de maior pobreza,
desnutricdo e/ou com caréncia de sistemas sanitarios (MATA, 1982). Os parasitas oportunistas
destas areas frequentemente sdo responsaveis por doencas de alto impacto na salde publica
devido as suas altas taxas de mortalidade e morbidade em humanos, como é o caso da
esquistossomose e a doenca de Chagas, doencgas causadas pelo helminto do género Schistosoma
e pelo protozoario Trypanosoma cruzi, respectivamente (OMS, 2021a, 2021b).

A esquistossomose € uma doenca crénica produzida pelos ovos do parasita que ficam
presos em diferentes 6rgdos do hospedeiro vertebrado quando sdo liberados pelas fémeas
adultas, gerando reacGes inflamatdrias granulomatosas que podem causar danos graves nos
tecidos subjacentes. As principais espécies causadoras da esquistossomose sdo 0 Schistosoma
japonicum no Oriente Médio, o Schistosoma haematobium, Schistosoma guineenses,
Schistosoma mekongi, Schistosoma intercalatum na Africa, o Schistosoma mansoni na América
do Sul, Antilhas e também na Africa (OMS, 2021b) e Schistosoma malayensis, endémica na
Malésia (GREER; OW-YANG; YONG, 1988).

Por outro lado, o Trypanosoma cruzi é o agente etioldgico da doenca de Chagas, a qual
afeta 6-7 milhGes de pessoas a nivel mundial (OMS, 2021a) e tem um custo anual de
aproximadamente 7.19 bilhdes de délares (LEE et al., 2013a). A doenca de Chagas é endémica
em 21 paises (OMS, 2021a), encontrando-se em grande parte do México, América Central e
América do Sul. E também, esta disseminada em paises ndo endémicos da América do Norte e
Europa, por meio da migracdo de milhares de individuos infectados nas Ultimas décadas (DIAS,
2015).

O Benznidazol (BZL) e o Nifurtimox (NFX) sdo os Unicos farmacos para o tratamento
contra a doenca de Chagas aprovados em humanos, sendo o BZL o medicamento usado no
Brasil (ARAUJO, 2013). Além ser escassos, 0s tratamentos para a doencga de Chagas tém uma
eficcia restrita em algumas situacdes clinicas e apresentam diversos efeitos colaterais na saude
que, muitas vezes, levam aos pacientes a abandonarem o tratamento (OLIVERA et al., 2017).
De tal modo, a doenca de Chagas tem uma grande repercussdo a nivel socioeconémico no
Brasil, e também em todas as regides onde a doenca esta presente, porque quando 0s pacientes

néo sdo tratados e a doenca de Chagas evolui a um quadro clinico crénico, pode-se desenvolver
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formas graves da doenca, principalmente relacionadas ao sistema cardiaco e/ou gastrointestinal
(PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018). Assim, a doenca de Chagas em Gltima instancia leva a
situacOes de incapacidade, altos gastos clinicos e no pior dos casos, a morte dos pacientes
chagasicos (LUQUETTI; PORTO, 1997).

Algumas publicages ja tem reportado espécies de Schistosoma em coinfeccdo natural
com outros agentes infecciosos em humanos com o Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV)
e com o Plasmodium spp., sobretudo na Africa (BRIAND et al., 2005; BUSTINDUY et al.,
2014). No caso da esquistossomose mansonica, nome que recebe a doencga causada pela espécie
S. mansoni, em coinfecgdes experimentais com o protozoario T. cruzi em camundongos, se
evidenciam a superposicdo dos padrdes imunoldgicos que alteram a resisténcia do hospedeiro
contra ambos parasitas (GENARO; BRENER; COELHO, 1986; KLOETZEL et al., 1973;
MABBOTT, 2018; RODRIGUES et al., 2017; SALVADOR et al., 2016; TELLES, 1990). Isso
ocorre porque os perfis imunoldgicos gerados por esses parasitas sdo diferentes. De um lado, o
S. mansoni, que é um parasita extracelular, em sua fase cronica estimula o desenvolvimento de
um perfil imune Th2 em seu hospedeiro (PEARCE et al., 1991). Enquanto que, a protecédo do
hospedeiro contra uma infecgéo letal pelo protozoario intracelular T. cruzi esta mediada por um
perfil imune Thl (KUMAR; TARLETON, 2001).

Neste trabalho pleiteamos a hipétese que, apesar da variagdo da resposta imunoldgica,
0s danos causados na fase cronica pelos ovos de S. mansoni em diferentes 6rgdaos que sao
importantes para a metabolizacdo do BZL como o figado e o intestino (PERIN et al., 2017)
podem influenciar na resposta ao tratamento antichagasico na fase aguda da enfermidade.
Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar a resposta ao tratamento antiparasitario
especifico com BZL na infecgdo aguda por T. cruzi em camundongos com infeccéo cronica por

S. mansoni.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1  ASPECTOS GERAIS DO Schistosoma mansoni (SAMBON, 1907).

2.1.1 Ciclodevida

O S. mansoni € um parasita platelminto com dimorfismo sexual (os vermes se
diferenciam em fémeas e machos) e heteroxénico (precisam mais de um hospedeiro para
complementar seu ciclo de vida), que tém como hospedeiros definitivos vertebrados mamiferos
e como hospedeiros intermediérios, caramujos do género Biomphalaria (familia Planorbidae)
(FILES; CRAM, 1949).

As cercarias, formas infecciosas para mamiferos, ficam livres na agua quando deixam o
molusco e sdo atraidas para o hospedeiro vertebrado devido ao distdrbio da agua e/ou
componentes da pele (e.g. acidos graxos livres) (Figura 1) (LEE et al., 2013b). Quando
conseguem atingir ao hospedeiro vertebrado, as cercarias passam pelas diferentes camadas da
pele até alcancar os vasos sanguineos dérmicos e/ou sistema linfatica, transformando-se em

esquistossémulos durante esse processo (Figura 1) (KOLAROVA et al., 2013).

TRANSITO SISTEMICO DO
Representagio do granuloma :HELMIN'IO NO H[JMANO.

esquistossomotico hepdtico.

Migracio até as veiss ¥
mesentéricas e liberacio

A ,A‘l el A 0 ‘r dos ovos. é’ d

Tréansito do ovo '
para o limen
intestinal,

Liberagio dos
0V0s a0 meio
ambiente.

Figura 1 - Ciclo de vida de S. mansoni.

Fonte: Autoria prdpria. Imagem elaborada pela autora com BioRender.com.

Legenda: (1) A cercaria saem do caramujo e fica livre na agua, (2) As cercarias penetram a pele do hospedeiro
vertebrado convertendo-se em esquistossomulos, (3) que viajam através da vasculatura e (4) entram no
coracéo e depois ao pulmao; (5) Os parasitas no pulmao sdo arrastrados para o lado esquerdo do coracéo
e (6) depois chegam ao figado; (7) Os vermes formam casais na veia porta e posteriormente, (8) viajam
as veias mesentéricas onde sdo liberados os ovos que atravessaram a parede do intestino; (9) Os ovos
saem do hospedeiro vertebrado junto com as fezes; (10) Os miracidios saem do ovo e infectam um
caramujo Biomphalaria.
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Os esquistossdmulos que chegam ao lado direito do coracdo, sdo distribuidos de forma
assincrona para os pulmdes (Figura 1) (LENZI; ZECH; LEONEL, 2008; WEERAKOON et al.,
2015). Em camundongos, 0s primeiros esquistossdmulos no pulméo aparecem ao redor do dia
3 apos a infeccdo experimental e comecam a diminuir depois do dia 6 (RHEINBERG et al.,
1998), devido a sua migracao através das veias pulmonares até as camaras cardiacas esquerdas
(NATION et al., 2020) (Figura 1). Depois, 0 parasita consegue ingressar ao sistema hepético e
durante esse processo, se transformam em vermes machos e fémeas juvenis. No sistema porta-
hepatico, os vermes se aderem as paredes intravasculares, por meio de uma ventosa que
possuem em sua area ventral, para se alimentar de sangue em orientagdo contraria ao fluxo
sanguineo onde continuam sua maturagdo (BLOCH, 1980). A fémea entra em um canal ou
sulco que tem o macho, formando um casal para conseguir a reproducdo sexuada (Figura 1).
Essa unido é essencial para a maturacdo da fémea, pois induz a expressao de genes especificos
que estimulam seu crescimento e vitelogénese (NIRDE et al., 1983).

A fecundacdo e formacdo dos ovos ocorrem na veia porta. Apds, os helmintos adultos
migram contra a corrente sanguinea até os vasos mesentéricos onde 0s ovos sdo expelidos
através da ventosa ventral da fémea (Figura 1) (LINDER, 2017). Estima-se que uma fémea de
S. mansoni consegue liberar perto de 300 ovos por dia (MOORE; SANDGROUND, 1956). Os
0vos tem que atravessar a parede intestinal desde as veias mesentéricas até o limen do intestino
para conseguir sair junto com as fezes do hospedeiro para 0 meio ambiente (Figura 1). Ap6s 40
dias da infeccéo, os primeiros ovos sdo vistos nas fezes do hospedeiro (ARAUJO et al., 1986).
Os ovos que ndo conseguem atravessar a parede intestinal sdo arrastrados pela corrente
sanguinea e ficam retidos em diferentes érgdos onde produzem granulomas (Figura 1), 0s quais
sdo focos inflamatorios responsaveis pelas formas clinicas mais importantes da
esquistossomose (GRYSEELS et al., 2006).

Quando os ovos de S. mansoni alcancam o lumen intestinal e sdo expelidos, ocorre
eclosdo quando atingem uma colecdo de 4gua, momento onde saem 0s miracidios (Figura 1).
Livres no meio aquético, os miracidios nadam atraidos por seu hospedeiro intermediario que
habita normalmente em corpos de agua doce, com pouca correnteza ou parada, para dar
seguimento a reproducdo assexuada no platelminto (Figura 1). No Brasil, a transmisséo de S.
mansoni depende das espécies de caramujos Biomphalaria glabrata (Say, 1818); Biomphalaria
tenagophila (D’orbigny, 1835) e Biomphalaria straminea (Dunker, 1848) (TELES, 2005).
Apos a penetracdo dos miracidios nos caramujos, tem inicio um complexo processo de
alterac6es morfoldgicas que dardo origem as cercarias passando primeiro por esporocisto. Um
unico miracidio pode gerar de 100 a 300 mil cercarias (LENZI; ZECH; LEONEL, 2008).
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O ciclo evolutivo do helminto continua quando as cercérias deixam o molusco, ficam

livres na dgua e conseguem infectar um novo hospedeiro vertebrado (Figura 1).

2.1.2 Esquistossomose mansonica

O S. mansoni produz a esquistossomose mansonica, uma doenga comumente conhecida
pelos brasileiros como barriga d'agua, xistose ou doenca do caramujo (KATZ; ALMEIDA,
2003).

A fase aguda da esquistossomose mansénica é caraterizada por sintomas gerais
inespecificos (LAMBERTUCCI, 1993), e pode ser dividida em pré ou pds-postural. No periodo
prépostural, antes do comeco da eliminacdo de ovos nas fezes, as manifestacdes clinicas como
prostracdo e eosinofilia podem surgir alguns dias ap0s a exposi¢do cercariana ou depois de
algumas semanas de infecgéo, coincidindo com a eliminacdo de ovos fecais, 0 que pode
provocar dores abdominais e diarreia, acompanhada de muco e sangue (LENZI; ZECH;
LEONEL, 2008). Também, a migracdo dos parasitas nas primeiras semanas da infeccdo pode
provocar a febre Katayama, que é uma reacdo de hipersensibilidade (DOHERTY; MOODY;
WRIGHT, 1996) e lesbes eritematosas ou purpuricas na pele devido a entrada das cercarias no
hospedeiro (dermatite cercariana) (LAMBERTUCCI, 1993). Ja na fase aguda p6s-postural, ha
presenca de granulomas grandes em varios orgaos tais como o figado, intestinos e pulmdes,
caraterizados por ter alto componente exsudativo, eosinéfilos e uma periferia pouco delimitada.
E frequente a necrose central ou um halo de necrose periovular (LENZI; ZECH; LEONEL,
2008).

Por outro lado, a fase crénica da esquistossomose pode dividir-se em habitual ou leve e
em formas graves ou avancadas. A primeira ocorre em 90% dos pacientes, sendo muitas vezes
assintomaticos. Enquanto que, as formas graves se desenvolvem em 4% a 10% dos pacientes e
estd relacionada com a migracdo dos ovos do parasita e ao desenvolvimento de
esquistossomoses hepatoesplénica, intestinal e/ou ectdpica (LENZI; ZECH; LEONEL, 2008).

Nas esquistossomoses hepatoesplénica pode-se manifestar uma inflamacao inicial que
incluem um aumento acentuado do lobo esquerdo do figado e esplenomegalia nodular ou,
fibrose tardia, que se desenvolvem anos mais tarde no curso da infecgdo resultando de uma
deposicdo macica de coldgeno nos espacos periportais, levando a uma fibrose periportal
patognomonica ou “pipestem” fibroses. A fibrose leva a oclusdo progressiva das veias porta,
hipertensdo portal, esplenomegalia, circulagdo venosa colateral e varizes gastrointestinais
(GRYSEELS et al., 2006). A ascite e 0 sangramento de varizes sao duas complicacdes graves

e comuns nesta fase, que podem resultar na morte do paciente (WEERAKOON et al., 2015).
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Na esquistossomose intestinal pelo S. mansoni, hd uma inflamacéo granulomatosa na
parede do intestino devido a migracdo dos ovos do parasita. Os sintomas mais comuns sdo a
dor abdominal cronica o intermitente, perda do apetite e diarreia com ou sem sangue. E na
esquistossomose ectopica, 0s pulmdes e o plexo venoso cerebral ou espinhal (neuro-
esquistossomose) podem ser afetados pelo depdsito de ovos (GRYSEELS et al., 2006). Além
dessas morbidades especificas, a esquistossomose estd associada a condigdes generalizadas
debilitantes, como desnutricdo, anemia, retardo do crescimento e comprometimento do
desenvolvimento na infancia (KING; DANGERFIELD-CHA, 2008; WEERAKOON et al.,
2015).

2.1.3 Resposta imune na esquistossomose

A infeg&o pelo S. mansoni tem uma fase aguda que dura em torno de um a trés meses e
desaparece através de um tratamento especifico ou evolui (se ndo tratada) para uma fase crénica
(Figura 2) (KATZ; ALMEIDA, 2003).

Etapas da infecqdo

e

Fase aguda Fase crénica

ﬁ%’

Intensidade da
resposta imune

Semanas apos a infecc¢do de S. mansoni

Figura 2 - Desenvolvimento no tempo dos perfis imunolégicos contra o S. mansoni.

Fonte: Adaptado de PEARCE; MACDONALD, 2002. Imagem elaborada pela autora com BioRender.com.

Legenda: Desenvolvimento dos perfis imunolégicos em resposta a infecgfes por S. mansoni. A diminuigdo da
intensidade do perfil imune Th1l e o inicio do perfil Th2 acontecem aproximadamente cinco semanas
apos a infeccdo, coincidindo com as posturas de ovos.

A penetracdo de cercérias inicia uma reagdo Thl (ou perfil de células T helper 1), que
dura aproximadamente cinco a seis semanas em camundongos (Figura 2) (PEARCE;
MACDONALD, 2002). Por volta do dia 28 ha um alto nivel de citocinas pro-inflamatorias
como IFN-y e IL-2, mas ha um desvio para uma resposta imune de perfil Th2, que coincide
com a ovoposicao dos helmintos (Figura 2), aumentando os niveis de citocinas como IL-4 e IL-

5 por volta do dia 49 apds infeccdo com S. mansoni (PEARCE et al., 1991).
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O Perfil Th2 é incentivado por um complexo grupo de antigenos imuno-estimulantes
secretados pelos ovos de S. mansoni chamados antigenos solUveis de ovos, SEA (soluble egg
antigens). Assim, as SEA podem influenciar nas células dendriticas (DCs) de seus hospedeiros
para estimularem o desenvolvimento da via dos linfocitos T auxiliares 2 (ou células T helper,
Th2) (MACDONALD et al., 2001). Ainda que o perfil Th2 possa ser induzido por diferentes
tipos de células, o esgotamento das DCs pode interromper gravemente esse processo.

O resultado do desvio para um perfil Th2, é a formacdo de granulomas ao redor dos
ovos que ficam ancorados nos diferentes 6rgdos quando nao conseguem sair pelas fezes (Figura
1). Esses granulomas estdo caracterizados pelo acimulo de macréfagos M2 tendo um papel
protetor contra a doenga (HERBERT et al., 2004). Nos granulomas do figado, uma pequena
porcentagem dos macréfagos AA sdo residentes desse Orgdo, pelo que, o recrutamento de
mondcitos da corrente sanguinea (mondcitos Ly6C™) domina como mecanismo para aumentar
0 numero de macrdfagos nesse ambiente (NASCIMENTO et al., 2014).

Em camundongos, as respostas granulomatosas sdo maiores cerca de 8 a 10 semanas
apos a infeccdo, antes de diminuir gradualmente em magnitude. Essa diminuicéo corresponde
a uma reducao na proliferacdo e capacidade de resposta dos linfocitos e representa a transicao
da doenca aguda para a crbnica. A esquistossomose cronica é caracterizada por altos niveis
circulantes de citocinas anti-inflamatérias como a interleucina 10 (IL-10) e/ou Fator de
Crescimento Transformante  (TGF-B) e pela profunda expansdo de células T reguladoras
(Tregs) e células B (Bregs), que funcionam para suprimir as atividades potencialmente
deletérias de células T auxiliares e assim, a patologia granulomatosa e limitada (COSTAIN;
MACDONALD; SMITS, 2018).

2.1.4 Tratamento na esquistossomose

O praziquantel (PZQ), um derivado da pirazinoisoquinolina, € o tratamento de escolha
desde os anos 70 para tratar a esquistossomose (SEUBERT; POHLKE; LOEBICH, 1977). O
PZQ é adequado para tratamentos individuais e em larga escala ja que tem uma boa eficécia,
tolerabilidade e tem um simples esquema de administracdo (ANDREWS et al., 1983).

O mecanismo de acdo do PZQ em esquistossomos é geralmente agrupado em trés
categorias: (1) contragdo muscular; (2) dano tegumentar e (3) alteragdes metabdlicas (CIOLI,
PICA-MATTOCCIA; ARCHER, 1995). O PZQ inibe a funcdo da bomba sodio/potassio do
parasita levando a intensificacdo da atividade muscular, seguida por contracdo e paralisia
espastica (NOVAES; SOUZA; ARAUJO, 1999).
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Em relacdo a eficacia do PZQ, ap6s o tratamento com 40 mg/kg a porcentagem de cura
varia de 60% a 85-90%. A eficacia do farmaco é calculada mediante as mudancas nos padrdes
de excrecdo dos ovos de Schistosoma e, entre 0s parametros usados para o calculo estdo a taxa
de cura (pacientes sem excrecao de ovos depois do tratamento/pacientes com excrecao de ovos
antes do tratamento) e/o porcentagem médio da reducdo de ovos excretados depois do
tratamento (DOENHOFF; PICA-MATTOCCIA, 2006). As falhas terapéuticas com PZQ nas
infeccdes por Schistosoma podem estar relacionadas com o efeito insuficiente do farmaco nas
etapas mais jovens do parasita com relacdo aos vermes adultos (XIAO; CATTO; WEBSTER,
1985) pois, no momento que um individuo se submete ao tratamento, alguns parasitas imaturos
podem sobreviver e continuar a produzir morbidade (CAFFREY, 2015).

Entre os efeitos secundarios registrados para o PZQ, 50% dos pacientes podem
apresentar dor abdominal, nausea, vomito, anorexia e diarreia. Ocasionalmente é observado
diarreia com sangue. Outros sintomas podem ser a dor de cabeca, tontura, sonoléncia, prurido,
erupcdes e menos especificos, a febre ou fadiga (ANDREWS, 1985).

Em relacdo a sua farmacocinética, 0 PZQ tem uma absorcdo de 80% quando é
administrado via oral e de 100% quando é por via intravenosa (ANDREWS, 1985). A
biodisponibilidade do medicamento pode ser melhorada pela ingestdo de alimentos com alto
contetdo de carboidratos (1,962.18 ng/mL) e lipidios (1,095.44 ng/mL), havendo um aumento
significativo da concentragcdo em plasma do PZQ quando comparado com individuos em jejum
(318.81 ng/mL) (ANDREWS, 1985). Outro fator que pode influenciar tanto na
biodisponibilidade do PZQ em plasma como em sua elimina¢cdo no sangue, € a presenca de S.
mansoni no hospedeiro. Quando sdo comparados camundongos infectados vs. saudaveis, a
infeccdo leva a uma menor concentracdo do PZQ em plasma acompanhado de uma baixa taxa
de eliminacdo do mesmo. As alteracbes no metabolismo do medicamento em individuos
infectados podem estar associadas a patologia que se apresenta no figado na esquistossomose
visto que, € o 6rgdo principal da metabolizacdo do PZQ (ANDREWS, 1985).

2.2  ASPECTOS GERAIS DO Trypanosoma cruzi (CHAGAS, 1909)

O parasita T. cruzi € um protozoario intracelular obrigatério, pertencente a ordem
Kinetoplastida, que tem uma grande variabilidade genética. As cepas do T. cruzi estdo
agrupadas em VII Unidades Discretas (distintas) de Tipagem (DTUs) (Tcl — TcVI e TcBat)
(BRENIERE; WALECKX; BARNABE, 2016; ZINGALES, 2018; ZINGALES et al., 2009), e
tém como conceito o conjunto de populagdes de isolados de T. cruzi que sdo geneticamente

semelhantes e podem ser identificadas por marcadores genéticos (JANSEN et al., 2017).
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Os humanos podem adquirir a infec¢do por T. cruzi de diferentes maneiras (BONNEY
et al., 2019) que, dependendo da regido, tém um nivel de importancia distinta. Em paises ndo
endémicos, a transmissao congénita, as infecgcdes por transfusdo de sangue e/ou por transplantes
de orgdos infectados com T. cruzi sdo as formas mais importantes para contrair a DOCENCA
DE CHAGAS. Nos paises endémicos, aqueles que ficam na América Central e Sul, as
transmissdes vetoriais e orais sdo as principais (HOTEZ et al., 2013).

No Brasil, devido aos programas de controle vetorial peri e intradomiciliar dos
triatomineos, a transmissao oral, que se da por meio da ingestdo de alimentos contaminados
com as formas infectantes do T. cruzi, vem ganhado relevancia na disseminagéo do parasita no
pais, tornando-se em grande parte, com varios surtos da DOCENCA DE CHAGAS nos ultimos
anos, a responsavel da continuacdo da zoonose no Brasil (DOMINGUES et al., 2015;
SHIKANAI-YASUDA et al., 1991; VARGAS et al., 2018).

2.2.1 Ciclodevida

O T. cruzi apresenta um ciclo de vida heteroxénico, alterando sua permanéncia entre
hospedeiros vertebrados e hospedeiros invertebrados, insetos da subfamilia Triatominae
(Hemiptera, Reduviidae), popularmente chamados de “barbeiro” (LENT; WYGODZINSKY,
1979).

Quando o barbeiro deposita fezes com tripomastigotas metaciclicos (formas infectantes
para os vertebrados) proximo a picada por onde se alimentou, eles penetram na epiderme
(Figura 3). Alternativamente os tripomastigotas metaciclicos podem penetrar nas membranas
mucosas caso sejam carreados pelas méos contaminadas (Figura 3) (GARCIA; AZAMBUJA,
1991). Recentemente se demostrou que os tripomastigotas de T. cruzi sdo capazes de detectar
a presenca de células mamiferas e mudar seus padrdes de motilidade melhorando assim sua
eficiéncia de invasdo (ARIAS-DEL-ANGEL et al., 2020).

Depois de entrar no vertebrado, as primeiras células a ser infectadas pelos
tripomastigotas metaciclicos sdo as células nucleadas locais, incluindo as células do sistema
imune residentes ou recrutadas ao sitio da infecdo ap6s a entrada do parasita no hospedeiro
(Figura 3), usando pelo menos duas estratégias diferentes (CARDOSO; REIS-CUNHA,;
BARTHOLOMEU, 2016). Em uma das estratégias, o parasita induz a exocitose do lisossoma
proximo ao sitio de ligacdo dependente de calcio (Ca") para sua entrada, que simula um
processo de leséo e reparo da membrana plasmatica da célula hospedeira (FERNANDES et al.,
2011); o qual resulta ser um mecanismo importante de T. cruzi para poder atingir a infeccdo em
celulas néo fagociticas (ANDRADE; ANDREWS, 2005). E, outro mecanismo de entrada do
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parasita é pela fagocitose/endocitose nas células hospedeiras levando a formagéao de fagossomas
(TARDIEUX et al., 1992).

Os parasitas entram pela ferida
feita na ingesta ou pelas mucosas.
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Figura 3 - Ciclo de vida de T. cruzi.

Fonte: Autoria prdpria. Imagem elaborada pela autora com BioRender.com.

Legenda: (1) O triatomineo libera fezes com a forma infectante do T. cruzi chamadas tripomastigotas metaciclicos
(TM); (2) Os parasitas entram no hospedeiro vertebrado; (3) Os TM conseguem entrar nas células do
hospedeiro formando um fagolisossoma e quando livres no citoplasma, se diferencam em amastigotas
e comecam a dividir-se por fissdo binaria. Apds, os amastigotas se transformam em tripomastigotas
sanguineos (TS) que saem da célula; (4) Os TS chegam ao sistema circulatdrio para invadir outros
tecidos; (5) O triatomineo ingere as formas de TS que posteriormente se transformaram em TM.

Os parasitas conseguem sair do fagossoma quando os lissosomas da célula hospedeira
se unem ao vacuolo parasitéforo formando o fagolissosoma. A acidificacdo lisossomal do
vacuolo parasitéforo € um fator importante que permite a fuga do tripomastigota do ambiente
extremamente oxidativo do fagolisossomo para o citoplasma (Figura 3) (CARDOSO; REIS-
CUNHA; BARTHOLOMEU, 2016).

Quando livres no citoplasma das células, os tripomastigotas se diferenciam em
amastigotas (formas replicativas no hospedeiro vertebrado) (Figura 3). As amastigotas se
replicam por fissdo binaria cada 12h e, apds cerca de 9 ciclos de divisdo e com uma carga na
célula hospedeira de aproximadamente 500 parasitas, as amastigotas filhas se diferenciam
novamente em tripomastigotas sanguineas altamente moveis (formas infectantes para o vetor)
pouco antes de sair da célula (Figura 3) (TAFURI; CHIARI; RASO, 1983). Quando a célula

hospedeira, carregada com tripomastigotas, rompe, a infeccdo pode se disseminar para outros
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tecidos periféricos ou para a corrente sanguinea conseguindo chegar a tecidos distantes (Figura
3) (ANDRADE; ANDREWS, 2005).

Os tripomastigotas da corrente sanguinea além de poder infectar outras células do
vertebrado, podem também ser ingeridos por um triatomineo quando se alimentam do sangue
de um hospedeiro vertebrado infectado (Figura 3). No trato gastrointestinal do inseto os
tripomastigotas sanguineos se diferenciam em epimastigotas que proliferam rapidamente e se
transformam novamente em tripomastigotas metaciclicos infecciosos na extremidade terminal
do inseto. O ciclo de vida continua quando o inseto infetado se alimentar de sangue, os parasitas

saem por suas fezes e infetam outro vertebrado (Figura 3) (URBINA, 2010).

2.2.2 Doenca de Chagas

O curso clinico da doenca de Chagas € comumente dividido em fase aguda e em fase
cronica que, normalmente se inicia com a forma indeterminada e posteriormente evolui para as
formas sintomaticas (RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 2010).

Apesar da fase aguda da doenca de Chagas ser geralmente inaparente, em alguns
pacientes ha manifestacdes de sintomas que podem incluir febre alta, mal-estar geral, aumento
do figado, baco, linfonodos e/ou edema subcutaneo no local da infeccdo (chagoma) ou edema
periorbital (sinal de Romand) (CALVOPINA et al., 2020). Também pode incluir anorexia, dor
muscular, diarreia, vémito, linfadenopatia e convulsdo (TEIXEIRA et al., 2011). Entre 5% e
10% dos pacientes sintomaticos podem morrer nesta fase devido a miocardite grave,
meningoencefalite ou ambas e, em alguns casos, devido & insuficiéncia renal aguda (RASSI;
RASSI; MARIN-NETO, 2010).

Independentemente da presenca de sintomas, 0s casos sdo considerados como fase
aguda ou inicial se o T. cruzi puder ser detectado em grandes quantidades no sangue periférico,
conforme determinado por exame direto no microscépico de esfregaco sanguineo fresco ou por
métodos de concentracdo como microhematocrito e hemocultura (ALVES et al., 2018;
COURA; BORGES-PEREIRA, 2011). Os anticorpos IgM anti-T.cruzi também sdo
considerados como um indicador de fase aguda (COURA; BORGES-PEREIRA, 2011).

A forma indeterminada (70% dos pacientes permanecem nessa forma) segue dois ou
guatro meses ap0s a fase aguda e € caracterizada por individuos sorologicamente positivos para
T. cruzi, mas assintomaticos, ou seja, sem anormalidades eletrocardiograficas e/ou radioldgicas
no coragdo, esdfago ou colon, podendo permanecer assim por anos, até décadas. Ja na forma
determinada da fase cronica, que inclui patologias no coragdo, o trato gastrointestinal e do
sistema nervoso, a ocorréncia é do 10-30% dos casos (RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 2010).
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A patologia cardiaca da doenca de Chagas basicamente é desenvolvida por um
desequilibrio da resposta imune, tendo como processos patoldgicos chave a infiltragdo
inflamatdria, a morte celular e posteriormente, a fibroses (RASSI; RASSI; MARIN-NETO,
2009). Os mecanismos de auto-imunidade observada na doenca de Chagas podem aparecer
devido tanto & presenca do parasita como certos componentes da célula hospedeira que caem
no intersticio no momento da ruptura da mesma no ciclo intracelular do T. cruzi (TAFURI;
CHIARI; RASO, 1983). O processo inflamatorio produz destruicdo de fibras cardiacas o que
leva a uma marcada fibrose reparadora e reativa que afeta maltiplas areas do miocardio (RASSI;
RASSI; LITTLE, 2000).

Entre as mudancas macroscopicas do coracdo na doenca de Chagas estdo a
cardiomiopatia, cardiomegalia, dilatacdo de multiplas camaras e cicatrizes endo e epicardicas.
Em cortes transversais do coragdo, pode ser observado miocéardio irregular, fibrose endocéardica
e epicardica. Os aneurismas estdo presentes frequentemente em diferentes estagios de
desenvolvimento e incluem adelgagamento da parede ventricular e trombo endocardico apical
(BONNEY et al., 2019). E pode-se apresentar manifestagdes clinicas como arritmias,
insuficiéncia cardiaca congestiva e tromboembolismo (RASSI; RASSI; LITTLE, 2000).

Nos disturbios gastrointestinais, as principais manifestacdes sdo o megacélon e o
megaesbfago, que é dilatacdo pronunciada desses 6rgdos. Essas manifestacdes, em parte, sdo
apresentadas por anormalidades do sistema nervoso, especificamente dos neurdnios entéricos
excitatorios e inibitdrios que revestem o trato gastrointestinal e que produzem uma cadeia de
danos que leva ao alargamento dos 6rgdos afetados. Quando a doenca gastrointestinal se
apresenta, os pacientes tem sintomas como sialorréia, acalasia, disfagia (que pode levar a
desnutricdo e perda de peso severa), constipacao cronica, entre outros (MATSUDA; MILLER,;
EVORA, 2009). A disfuncdo gastrointestinal é a segunda manifestacdo mais comum na doenca
de Chagas cronica e é encontrada em 5 a 20% dos pacientes com cardiomiopatia (RASSI;
RASSI; LITTLE, 2000).

2.2.3 Resposta imunoldgica do hospedeiro vertebrado contra T. cruzi

O sistema imune inato tem um papel importante no controle da infeccdo na fase aguda
pelo T. cruzi ainda sem ter uma eliminacdo completa do parasita. Nessa fase, a existéncia de
Receptores de Reconhecimento de Padrdes (PRR), como o receptor tipo Toll (Toll-Like
Receptor, TLR), uma familia de proteinas transmembrénicas nas células imunoldgicas,
permitem a répida identificacdo e eliminacdo do parasita (Figura 4). Em humanos, tem

identificado 10 tipos de TLR que reconhecem diferentes estruturas quimicas que sao altamente
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conservadas em microrganismos (Padrdes Moleculares Associados a Patogenos, PAMPS)
(CARDOSO; REIS-CUNHA; BARTHOLOMEU, 2016; GONCALVES et al., 2013,
JUNQUEIRA et al., 2010; RODRIGUES; OLIVEIRA; BELLIO, 2012).

Entre os TLR descritos na ativacdo das defesas na presenca do T. cruzi estdo os TLR2/6,
TLR4 e os TLR7 e TLR9 (localizados em endossomos) (Figura 4). O reconhecimento de
PAMPs de T. cruzi pelos TLRs promove a sinalizagdo em cascata dependente do adaptador
molecular MyD88 ou também do TRIF no caso do TLR4, que leva a liberacdo do Fator Nuclear
Kappa B (NF-kB) e Fatores de Regulacdo 3 e 7 (IRF3 e IRF7), os quais desempenham fungdes
como fatores de transcrigdo. Em fagdcitos mononucleares e células Natural Killer (NK) o NF-
kB ativa a expressdo de genes pro-inflamatérios como a Interleucina 12 (IL-12) e Fator de
Necrose Tumoral alfa (TNF-a) e os IRF3 e IRF7 a expressdo de Interferons (IFN- a e B,
respetivamente) (Figura 4) (O’NEILL, 2006).
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Figura 4 - Resposta imune inicial contra o T. cruzi.

Fonte: Autoria propria. Imagem elaborada pela autora com BioRender.com.

Legenda: (1) Os Padroes Moleculares Associados a Patégenos (PAMPSs) do T. cruzi ativam os TLR da membrana
plasmética e dos endossomos da célula hospedeira; (2) Os TLR estimulam diferentes fatores de
transcri¢do no nicleo que, (3) levam a transcricéo de citocinas pro-inflamatorias e a sinteses da Oxido
Nitrico Sintase Induzivel (iNOS) para a producdo de Oxido Nitrico (NO); (4) As citocitas
proinflamatorias estimulam ao sistema imune para o recrutamento de outras células; (5) Através do
Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC-I11), as células T CD4+ ativam o fagocito para a
eliminacdo das formas do T. cruzi dentro da célula por meio da NO. Os NO dentro do endossomo gera
Reativos de Oxigeno (ROS) que ocasionam dano celular e a morte do parasita; (6) Ha producdo de NO
e IL-1P quando ¢ ativado o NLRP3; (7) A IL-1 § sai da célula e inicia processos inflamatorios.
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A producdo de TNF-a e IFN-y além de ajudar na ativacdo de diferentes tipos de células
do sistema imune para a eliminag&o do parasita, também induzem a expressdo da Oxido Nitrico
Sintase Induzivel (iNOS), gerando Oxido Nitrico (NO) da oxidacdo do L-arginina no
citoplasma. Quando NO entra na fagolissosoma gera Espécies de Reativos de Oxigeno (ROS)
0s quais podem modificar quimicamente as proteinas do T. cruzi que contém cisteina (como a
cruzipaina) e/o unir-se as metaloproteinas que mediam os processos metabolicos cruciais do
parasita, regulando dessa forma a infec¢éo (Figura 4) (GUTIERRE et al., 2009). No entanto, 0s
TLR podem ser prejudiciais ao hospedeiro, pois ainda que seja importante para o controle do
parasita na fase aguda, também podem manter uma secre¢do constante de citocinas
inflamatorias e quimiocinas relacionados a danos teciduais, especialmente no coragdo, quando
ha presenca de moléculas derivadas de T. cruzi (KOLLIKER-FRERS et al., 2018; PETERSEN;
KRUMHOLZ; BURLEIGH, 2005).

Outro grupo de PRR importante na resisténcia contra T. cruzi s&o os receptores similares
ao Dominio de Oligomerizacdo ligante de Nucleotideo, (NOD)-like receptor (NLR), e que a
diferencia dos TLR localizados em membranas celulares, estdo no citosol das células. Os NLRs
estdo relacionados com a ativacdo de Quinases Ativadas por Mitégenos (MAP quinase ou
MAPK) e NF-kB (NOD1 e NOD2) e/ou com a producdo de um inflamassoma dependente da
capase-1 (Cap-1) (NLRP3) (CARDOSO; REIS-CUNHA; BARTHOLOMEU, 2016). Tem
demostrado a grande importancia da ativacdo do inflamassoma pelo NLRP3 dependente da
Cap-1 no controle de T. cruzi em macréfagos, o qual melhora a producdo de NO independente
da IL-1p (Figura 4) (GONCALVES et al., 2013). GONGCALVES et al. (2013) sugerem que a
ruptura de fagolisossomas formados apds a entrada de T. cruzi na célula hospedeira e a liberacéo
de catepsinas no citoplasma ativa 0s NLRP3 levando ao controle do parasita por meio do NO
(Figura 4). Por outro lado, o NLRP3 esta correlacionado com doencas cardiovasculares,
incluindo a cardiomiopatia gerada na fase crénica da doenca de Chagas (BRACEY et al., 2013;
LUO et al., 2013; WANG et al., 2020), através da estimulagdo da inflamagdo no miocérdio e
da disfuncéo sistdlica por meio da producdo da interleucina pro inflamatéria IL-13 (BRACEY
etal., 2013).

A liberacdo das citocinas inflamatdrias dadas pelos TLR e os NLR, ativa as Células
Denditricas (CD) que sdo uma ponte entre o sistema imune inato e a adaptativa dirigindo a
resposta a um perfil Thl. A imunidade adquirida mediada pela resposta das células Thl torna-
se crucial no controle da parasitemia e na sobrevivéncia do hospedeiro. A liberacdo de IFN-y
pelas células Thl CD4+ induz a ativacao de células fagociticas para matar o parasita (Figura

4). A imunidade humoral também tem um papel no controle de T. cruzi quando os linfocitos
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Th1 auxiliam para a producédo apropriada de anticorpos (como imunoglobulina G2a (IgG2a)
citofilica e fixadora de complemento) e para células T CD8+ citotoxicas, desenvolvendo assim
processos de opsonizacgéo do parasita e morte celular de tecidos infectados. A auséncia genética,
ou o bloqueio experimental, de qualquer uma dessas respostas adaptativas (anticorpos, células
CD4+ ou CD8+) resulta em niveis descontrolados de parasitos e morte do hospedeiro
(JUNQUEIRA et al., 2010; RODRIGUES; OLIVEIRA; BELLIO, 2012).

2.2.4 Tratamento na doenga de Chagas

As investigacfes em camundongos na década de 60 indicaram que certos compostos
como o Nifurtimox (NTX) e o Benznidazol (BZL) tinham atividade contra as formas teciduais
de T. cruzi e desde entdo tém sido usados como tratamentos anti-chagasicos (CHAO; LEONE;
VIGLIANO, 2020). Mas, o BZL ¢ geralmente preferido ao NTX por causa de seu melhor perfil
de tolerabilidade, adsorc&o no tecido e, possivelmente, eficacia (PEREZ-MOLINA; MOLINA,
2018). O mecanismo de acdo do BZL esta relacionado a nitro-reducdo de componentes do
parasito, a ligacdo de metabolitos no DNA nuclear e DNA-k do T. cruzi e aos lipidios e proteinas
do parasita (COURA; BORGES-PEREIRA, 2011).

O regime de tratamento recomendado com BZL em humanos é de 5-7 mg/kg por via
oral, dividido em duas ou trés doses diarias por 60 dias para adultos, e 5-10 mg/kg por via oral,
dividido em duas ou trés doses diarias por 60 dias para criancas até 12 anos (KRATZ et al.,
2018). Doses mais altas de até 15 mg/kg sdo recomendadas em casos de meningoencefalite. De
acordo com alguns relatorios, 30 dias de tratamento podem ser Uteis para adultos cronicamente
infectados (PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018).

Os efeitos adversos mais comuns envolvem hipersensibilidade, principalmente na forma
de erupcao cutanea (29-50%), intolerancia digestiva (5-15%) e sintomas gerais como anorexia,
astenia, cefaleia e disturbios do sono (40%). Neuropatia e depressdo da medula Gssea sdo
consideradas raras. Devido as reacdes colaterais, o tratamento é interrompido em 9-29% dos
casos, embora essas reagdes sejam irreversiveis ou graves em menos de 1% dos casos (PEREZ-
MOLINA; MOLINA, 2018).

Ainda que o BZL seja utilizado no tratamento da doenca de Chagas desde a década de
1970, existem poucos estudos sobre a biodistribuicdo desse medicamento (KRATZ et al.,
2018). O tratamento padrdo com BZL implementado em estudos de quimioterapia de doenca
de Chagas em modelos murinos é de 100 mg/kg de BZL por 20 dias administrado por via oral
uma vez ao dia. Os resultados gerais de sua farmacocinética pre-clinica sugerem que o BZL

tem biodisponibilidade quase completa quando é administrado por via oral, com meia vida (t:
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1/2) plasmatica de 2 a 2,5 horas e ligacdo as proteinas plasmaticas de aproximadamente 50%
entre as espécies (KRATZ et al., 2018). Sua biodistribuicdo é extensa, atingindo 6rgdos como
coracdo, célon, baco, cérebro, figado, pulmdes e rins. As analises simultaneas de tecidos e
plasma também indica alto metabolismo de BZL no figado (PERIN et al., 2017).

2.3 EFEITOS DA COINFECC}AO POR T. cruzi E S. mansoni EM CAMUNDONGOS.

ESTUDOS EXPERIMENTAIS.

As infecgdes por helmintos sdo altamente prevalentes em areas tropicais e subtropicais,
coexistindo em locais endémicos para doenca de Chagas. No Brasil, o S. mansoni circula
simultaneamente com T. cruzi em mais de 10 Estados, principalmente na regido leste do pais
(BRASIL, 2020, 2014) (Figura 5).

Faixa de positividade (%)

I -5 NUmero de personas registradas
5-15 D até s
B > s o B s—10
| sem dados 10 -4 100
£ ¥ Il 100-1.000
e y A, Bl 1.000-{3.048 B.
4/
124

Figura 5 - Distribuicdo geografica de S. mansoni e T. cruzi no Brasil.

Fonte: BRASIL (2020, 2014).

Legenda: A. Distribuicdo do S. mansoni segundo percentual de positividade em inquéritos coproscopicos; B.
Distribuicdo de cadastros autorreferidos para doenga de Chagas, segundo municipio de residéncia,
Brasil, dez/2015.

Embora pareca improvavel que haja qualquer interacdo entre protozoarios unicelulares
e helmintos multicelulares, em particular porque a maioria deles ocupa locais diferentes no
corpo (COX, 2001), as infecgcBes por helmintos podem modular o sistema imunol6gico do
hospedeiro, alterando a polarizacdo Th1/Th2 (SALVADOR et al., 2016) .

Em coinfec¢Oes experimentais de camundongos, inicialmente com S. mansoni e
posteriormente com T. cruzi, alguns aspectos do desenvolvimento da patogénese parecem estar
modificados. A parasitemia do T. cruzi apresenta intensificacdo, chegando a niveis até trés
vezes maiores que as infecgbes simples (KLOETZEL et al., 1973; RODRIGUES et al., 2017).

Enquanto as esplenomegalias desenvolvidas pelos camundongos nessas coinfecgoes, o peso do
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baco excede o de infecgdes simples por S. mansoni, chegando a valores superiores ao 3% do
peso corporal (KLOETZEL et al., 1973).

Ha um aumento percentual da quantidade de vermes adultos recuperados nas veias
mesentéricas e diminuicdo do numero de vermes do sistema porta em camundongos com
coinfec¢des de S. mansoni e T. cruzi (KLOETZEL et al., 1973). Além disso, a maturacdo dos
ovos é retardada (TELLES, 1990) embora sua oviposi¢do e morfologia ndo sejam modificadas
(KLOETZEL et al., 1973).

Em alguns estudos foram detectados efeitos imunossupressores das espécies de
Trypanosoma (Trypanosoma brucei e T. cruzi) na formacdo de granulomas hepaticos de S.
mansoni em camundongos, influenciando em seus tamanhos (reducdo de até 50% no tamanho
dos granulomas) (FAGBEMI; CHRISTENSEN; DIPEOLU, 1987; GENARO; BRENER,;
COELHO, 1986). Mostrando que a doenca de Chagas tem efeito direto na imunidade celular
(GENARO; BRENER; COELHO, 1986; TELLES, 1990). Ainda que, o estudo de TELLES
(1990) contraste com os resultados desses trabalhos, apresentando granulomas maiores nos
grupos coinfectados.

Em relacdo ao perfil imunoldgico desenvolvido nessas coinfec¢fes, um estudo recente
com T. cruzi e S. mansoni, mostrou niveis semelhantes de IL-4 nos tecidos em animais
coinfectados e infectados apenas por S. mansoni, que foram reduzidos no coracdo e aumentados
no figado em comparacdo com animais infectados unicamente por T. cruzi (RODRIGUES et
al., 2017). Como o figado é o alvo priméario do S. mansoni, mas ndo do T. cruzi, niveis
aumentados de IL-4 sdo observados na fase cronica da esquistossomose, que é associada ao
controle homeostético da resposta imune celular mediada pelo perfil Th2. Houve uma sintese
reduzida de citocinas Thl (sobretudo IFN-y) observada em animais coinfectados que foi
relacionada a regulacdo negativa da expressdo de iNOS e da producdo de NO, especialmente
no tecido do figado (RODRIGUES et al., 2017). In vivo, o IFN-y desempenha um papel
fundamental na ativacdo do iNOS e na producédo de NO pelos macrofagos, uma molécula chave
contrao T. cruzi (TEIXEIRA et al., 2011). RODRIGUES et al. (2017) concluem que, além de
afetar o controle da inflamacdo granulomatosa, parasitemia e parasitismo do T. cruzi em
animais coinfectados, a resposta inflamatdria Th2 contra S. mansoni provoca a ativagédo da via
arginase-1 em detrimento da expressao de iNOS e producdo de NO, que contribui para danos
ao figado, com efeitos menores na patologia cardiaca.
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3 JUSTIFICATIVA.

Algumas das pesquisas enfocadas no tratamento com o benznidazol para a doenca de
Chagas tém como objetivos elucidar fatores como sua farmacocinética, a eficacia do BZL nas
diferentes fases da doenga, quando é administrada em diferentes dosagens, em combinacéo com
outros farmacos ou substancias e sua eficacia contra as diferentes cepas/DTUs do T. cruzi. Tais
estudos também tém avaliado o nivel de tolerancia com respeito a idade do paciente, estado
fisico e/ou condicdes de saude e os aspectos envolvidos na resposta imune na presenca do BZL,
entre outros. Entretanto, apesar de que a doencga de Chagas se desenvolve majoritariamente em
regides do mundo onde as condig¢des sociais e econémicas sdo precarias e associadas a uma alta
prevaléncia de outras parasitoses, ndo existem estudos que tenham avaliado o comportamento
do BZL para tratar doenca de Chagas em situac6es de coinfeccdo com outros parasitos, exceto
algumas pesquisas onde tem analisado a eficacia do farmaco em pacientes com HIV ou AIDS.

O T. cruzi compartilha areas endémicas com o S. mansoni, agente etioldgico da
esquistossomose, que afeta o funcionamento de o6rgdos que sdo chaves na absorcdo e
metabolizacdo de farmacos administrados via oral, envolvendo mudangas na farmacocinética
dos mesmos, em especial na fase cronica da infeccdo. Assim, pretendemos com o presente
trabalho aportar conhecimento sobre a resposta do BZL quando este é administrado em
camundongos coinfectados experimentalmente com o T. cruzi e o S. mansoni, almejando
contribuir para o direcionamento do tratamento e na tomada de decisdes em regides com a

presenca de ambos parasitas.
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OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL

Investigar influéncia da infecgdo cronica por S. mansoni na resposta a quimioterapia

especifica contra a infec¢do experimental aguda por T. cruzi.

4.2

a)

b)

d)

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar a influéncia da infeccdo cronica por S. mansoni sobre a parasitemia e
parasitismo cardiaco em camundongos coinfectados por T. cruzi e tratados ou ndo com
benznidazol, na fase aguda da infeccéo.

Analisar a influéncia da infeccéo crénica por S. mansoni na producdo de citocinas em
camundongos coinfectados por T. cruzi e tratados ou ndo com benznidazol.

Avaliar a influéncia da infeccdo crénica por S. mansoni sobre o remodelamento
morfolégico cardiaco, hepético, intestinal e no bago em camundongos coinfectados por
T. cruzi e tratados ou ndo com benznidazol.

Avaliar o remodelamento e formacéo de granulomas hepaticos, pulmonares e intestinais
cronicos de S. mansoni em camundongos coinfectados por T. cruzi e tratados ou nao
com benznidazol.

Avaliar a influéncia da infec¢do crbnica por S. mansoni na concentracdo plasmatica do

benznidazol em camundongos coinfectados por T. cruzi e tratados com benznidazol.
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5 MATERIAL E METODOS
51  ANIMAIS E ETICA

Para o procedimento in vivo foram usados camundongos isogénicos (inbred) da
linhagem Balb/c, utilizados principalmente em imunologia, producédo de anticorpo monoclonal,
farmacologia e toxicologia (UFMS, 2020). Os camundongos foram obtidos no Biotério da
Fundacdo Oswaldo Cruz, Instituto Rene Rachou, os quais foram mantidos em um ambiente
controlado (temperatura de 22 + 3°C, umidade de 60-70% e ciclos reversos de claro/escuro de
12 h) e alimentados com ra¢do comercial e agua “ad libitum” no biotério da Universidade
federal de Alfenas (UNIFAL-MG) apds o primeiro més da infecgdo com S. mansoni. O projeto
foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UNIFAL-MG com nlimero
de registro 33/2019.

5.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS E PROCEDIMIENTO IN VIVO.
5.2.1 Grupos experimentais

Levando-se em consideracdo os procedimentos aos quais todos os camundongos seriam
submetidos, 66 camundongos fémeas foram distribuidos em seis grupos experimentais como
mostrado na Tabela 1. Porém, o grupo controle sem infec¢cdo (G1) e o grupo com infec¢do
simples tratado (G4), nos quais ndo era esperada a ocorréncia de mortalidade, foram os grupos
com menor nimero de camundongos, e os infectados sem tratamento e 0s grupos coinfectados

com o0 maior numero de camundongos.

Tabela 1 - Caracteristicas dos grupos experimentais.

GER;(JIE_O ABREVIATURA CARACTERISTICAS DO GRUPO N.
1 G1 Controle nédo infectado 8

2 G2 Infectado com S. mansoni 13

3 G3 Infectado com T. cruzi 11

4 G4 Infectado com T. cruzi e tratado com benznidazol 8

5 G5 Infectado com S. mansoni e T. cruzi 14

6 G6 Infectado com S. mansoni/T. cruzi e tratado com benznidazol 12
Total 66

Fonte: Proprio.
Legendo: GRUPO EXP.: Grupo experimental; N° DE IND.: Nimero de individuos.

5.2.2 Procedimento in vivo

O procedimento in vivo teve uma duracdo de 118 dias entre o nascimento dos
camundongos até a eutanasia dos animais e coleta do material. Para uma melhor compresséo
dos procedimentos feitos nesta fase e os tempos usados, na Figura 6 estd representado o
desenho experimental in vivo. Para geracdo de varios graficos dos resultados foram usados 0s
tempos das infecgdes e nédo a idade dos camundongos. Ambos tempos sao mostrados na figura.
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Figura 6 - Desenho experimental in vivo.

Fonte: Autoria prépria. Imagem elaborada pela autora com BioRender.com.

Legenda: G1: Animais saudaveis; G2: Infectado por S. mansoni; G3: Infectado por T. cruzi; G4: Infectado por T. cruzi e tratado com benznidazol; G5: Animais coinfectados e
G6: Animais coinfectados e tratados com benznidazol. Para as infec¢fes foram usados 25 cercarias da cepa LE de S. mansoni e 2500 tripomastigotas sanguineos da
cepa Y de T. cruzi. Os tempos das infeccdes foram: 88 dias com S. mansoni, 13 dias com T. cruzi (Gltimas duas semanas do experimento) e 9 dias de tratamento com
benznidazol (BZL) (inicio do tratamento 4 dias apds infeccdo com T. cruzi). A linha do tempo esté representada pela idade (em dias) dos camundongos. S.m: S.
mansoni.
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A continuagéo descreve os procedimentos da fase in vivo mostradas na Figura 6:

5.2.2.1  Caracteristicas dos parasitas e infeccGes experimentais

Aos 30 dias de vida, os animais dos grupos 2, 5 e 6 foram inoculados por via subcutanea
com aproximadamente 25 cercérias da cepa LE no Moluscério do Centro de Pesquisas René
Rachou (CPgRR) (Figura 6). As cercarias foram obtidas por exposicéo a luz de caramujos B.
glabrata infectados por aproximadamente 2 horas a fim de permitir a liberacdo delas. A cepa
LE de S. mansoni foi isolada por J. Pellegrino das fezes de um paciente infectado em Belo
Horizonte hd mais de 50 anos. Em camundongos, a cepa LE tem um periodo pré-patente de
aproximadamente 43 dias com aparecimento de ovos nas fezes ap0s este periodo (ARAUJO et
al., 1986).

Por outro lado, para as infec¢bes experimentais com T. cruzi, foi usada a cepa Y,
mantida no biotério da UNIFAL-MG por meio de passagens sanguineas sucessivas em
camundongos. Aos 105 dias de idade, foram inoculados intraperitonealmente 2500 formas
tripomastigotas sanguineas nos animais dos grupos 3, 4, 5 e 6 (Figura 6). A Cepa Y pertencente
a DTU II, foi extraida em S&o Paulo, Brasil, por Silva e Nussenzweig em 1953 de um paciente
com a doenca de Chagas em fase aguda (FILARDI; BRENER, 1987). A cepa Y é considerada
parcialmente resistente in vivo ao BZL e NFX (FILARDI; BRENER, 1987) e quando é
administrado um inoculo de 5000 parasitas, apresenta um alto pico de parasitemia no oitavo dia
de infeccdo de camundongos (SILVA et al., 2012).

5.2.2.2  Detecgdo de parasitas

Para a confirmacdo das infeccdes com S. mansoni, foi feito um exame coprol6gico para
a visualizacdo direita dos ovos em amostras fecais dos camundongos dos grupos infectados
(G2, G5 e G6), 8 semanas apds infeccdo com o parasita (Figura 6). Para isso, cada camundongo
foi colocado em uma vasilha de pléastico até que defecassem.

As amostras de fezes foram colocadas em tubos eppendorf com formol tamponado 10%
com pH de 7.12. Com ajuda de uma ponta de ponteira de plastico, as amostras de fezes foram
maceradas. Depois que a fezes se dissolveram no liquido, foram guardadas no refrigerador a 4
°C para as analises microscopicas.

Com a utilizacdo de uma micropipeta foram coletados 200 pL da solugdo a qual foi
colocada em uma lamina e coberta com uma laminula. As laminas foram examinadas em um

microscopio de luz (Olympus CX40) para detec¢do dos ovos do parasita.
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Em relacdo ao T. cruzi, a parasitemia do protozoario nos animais dos grupos 3,4, 5¢e 6
foi realizada diariamente até o dia do sacrificio (Figura 6). Foram contados os parasitas
sanguineos em 50 campos aleatérios com uma amplificacdo de 40x em microscépio de luz
(Olympus CX40) (BRENER, 1962). Para isso, 5 pl de sangue foram coletados com uma
micropipeta de 2 a 20 pl atraves de uma incisdo na ponta da cauda dos camundongos. O sangue
foi colocado em uma lamina e coberto com uma laminula de 22 x 22 mm para a visualizacédo

no microscopio.

5.2.2.3 Tratamento com benznidazol

Apbs a infeccdo pelo T. cruzi ser confirmada quatro dias depois do in6culo, comegou 0
tratamento com BZL para os grupos 4 e 6 (Figura 6). O regime de tratamento consistiu na
administracdo de 100mg/kg diarios por 9 dias consecutivos (CALDAS et al., 2008). Foram
usados comprimidos de BZL do Laboratorio Farmacéutico de Pernambuco (LAFEPE) que
foram macerados e suspensos em 10 mL de agua destilada, utilizando carboximetilcelulose

como agente suspensivo e administrado por gavagem.

5224 Mensuragéo do peso

Os camundongos de todos os grupos foram pesados com ajuda de uma balanca
eletrénica (Marte Cientifica. Modelo BL3200H; Capacidade: 3200g; Sensibilidade: 0,01g). A
mensuracao do peso comegou um més antes da infeccdo por T. cruzi, sendo até entdo registrada
uma vez por semana (Figura 6). Depois da infeccdo, a mensuracdo mudou de frequéncia,
passando a ser realizada de dois em dois dias até o sacrificio dos animais.

Os dados foram tabulados em Microsoft Excel para posteriores analises de comparago.

5.2.25 Mortalidade

Para fazer a avaliacdo da mortalidade dos camundongos expostos as diferentes
condigBes experimentais, foram registradas as mortes e suas datas correspondentes durante o

curso de todo o experimento in vivo (Figura 6).
52.2.6 Necropsia e coleta das amostras
5.2.2.6.1 Coleta de sangue

Antes da necropsia, foram extraidas amostras de sangue dos camundongos dos grupos

tratados com BZL no ultimo dia do experimento in vivo para comparacao da concentragdo do
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BZL no plasma entre os grupos tratados (ver 5.6 ANALISES DA CONCENTRACAO
PLASMATICA DO BZL.) (Figura 6). Em diferentes horarios apds a administracio do
tratamento (T1: 1h e 20min, T2: 2h e 20min e T3: 3h e 20min), foi coletado sangue de todos 0s
camundongos dos grupos 4 e 6 pelo plexo retro-orbital com o auxilio de uma pipeta Pasteur
contendo heparina. 200 puLL de sangue de cada coleta foram depositadas em tubos eppendorf.

Além da coleta do sangue para a anélise da quantificacdo do BZL no plasma, também
foram extraidos 200 puL de cada camundongo de todos os grupos para a dosagem de citocinas
(ver 5.4 ANALISES DA DOSAGEM DE CITOCINAS PLASMATICAS).

Todas as amostras de sangue foram centrifugadas a 3,500xg, 4°C por 15 minutos.
Apos a centrifugacdo, o plasma foi coletado e armazenado a -80 °C até o momento das anélises.

5.2.2.6.2 Eutanasia e extracao de 6rgaos

Depois das coletas de sangue, os animais foram eutanasiados utilizando a inalagéo de
isoflurano concentrado (Figura 6). Para isso, os camundongos foram presos em uma cuba
contendo algoddo embebido de isoflurano.

Para a extracdo do coracdo, figado, intestinos e pulmdo, foi feito uma toracotomia e
laparotomia mediana. Os bagos e os figados foram pesados em uma balanca. Também foram
tiradas amostras do coracdo e guardas em -80°C para posteriores analises de parasitismo
cardiaco (5.5 ANALISES DO PARASITISMO TECIDUAL POR PCR). Por tltimo, todos 0s

6rgdos foram fixados em solugdo de paraformaldeido tamponado a 10% por 48h.

5.3  HISTOLOGIA

5.3.1 Processamento histoldgico

Apos a fixacdo histoldgica, os 6rgdos foram desidratados em concentracdes crescentes
de etanol. Em seguida os 6rgdos foram diafanizados em xilol e incluidos em parafina. No caso
do intestino, os fragmentos foram seccionados transversalmente antes da parafina (ALENCAR
etal., 2012).

Para cada 0rgdo foram obtidos em microtomo rotativo 3 cortes semi-seriados com 5 um
de espessura feitos em intervalos de 100 um para evitar analisar a mesma area histologica. As
seccOes dos Orgdos foram coradas pela técnica de hematoxilina e eosina (HE) para andlise
histopatoldgica geral (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983).
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5.3.2 Anadlise histopatoldgica e estereoldgica

Para a visualizacdo das laminas histolégicas foram obtidas imagens digitais a partir de
cada corte utilizando-se uma camera fotografica acoplada ao microscopio de luz (Axio
Scope.Al) e para a captura das imagens foi usado o software AxioVision (Carl Zeiss,

Germany).
A continuacdo refere-se as andlises esteriologicas e histopatoldgicas realizadas:

> Foram contados os nucleos celulares no tecido cardiaco e hepatico para estimar o
processo inflamatorio nesses 6rgaos produto das infecgdes utilizando o software Image-
Pro® plus 4.5. Para determinar a densidade do numero de células nos tecidos foi usada
a formula dcel= Y cél / At, onde > cél representa o somatorio do numero de perfis de
nacleos de células e At corresponde a dimensdo da éarea de teste utilizada (5,9875 x
10*um?). A densidade celular foi avaliada usando 10 campos histologicos por
camundongo com uma objetiva de 40x (ampliacdo de 400x) perfazendo uma area total
de 5,9875 x 10° um? para cada animal (NOVAES et al., 2013). No caso dos animais
pertencentes aos grupos 2, 5 e 6, as fotos foram tiradas em campos distanciados dos
granulomas gerados pelos ovos de S. mansoni para as analises. O figado foi o Unico
6rgéo onde foi feita a distincdo entre células do tecido (hepatdcitos) e células infiltradas

(células intersticiais) para a geracao de graficos.

> Para complementar, foi realizada a analise qualitativa da miocardite, onde foram
realizadas visualizag@es das laminas histoldgicas do coracdo em um microscépio de luz
(Axio Scope.Al). Para evitar pré-julgamentos, os rotulos das laminas foram cobertos
antes das observacdes. A intensidade da infiltracdo celular, sinais de danos teciduais

e/ou de fibrose foram registrados.

> Para as analises do intestino, imagens microscdpicas aleatdrias foram capturadas para
cada animal utilizando microscopio de campo claro acoplado com lente objetiva de 20x
(ampliacdo de 200x). As imagens foram analisadas de forma comparativa, considerando
as caracteristicas microestruturais dos animais ndo infectados como a morfologia
intestinal tipica. Assim, foram analisadas as seguintes caracteristica na analise
histopatoldgica: i) tamanho e largura das vilosidades intestinais, ii) morfologia e
distribuicdo de enterdcitos e células caliciformes, iii) espessura e celularidade das

camadas da parede intestinal, iv) caracteristicas das células do infiltrado inflamatorio,
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V) retencdo de ovos de S. mansoni, vi) presenca, distribuicdo, tamanho e estagio
evolutivo dos granulomas esquistossométicos (ALENCAR et al., 2012; AMARAL et
al., 2017).

O numero de granulomas esquistossomoticos foi realizado usando a férmula N°gran =
g / At, onde >g representa somatério do nimero de perfis de granulomas e At
corresponde a dimensdo da area de teste utilizada (7,01375x10° um?). A dgran foi
estimada contando os granulomas (com ovo visivel) em 10 campos histoldgicos
aleatorios para cada animal obtidos com a utilizacdo de lente objetiva de 10x (ampliacdo

de 100x), perfazendo uma érea tecidual total de 7,01375x10°um? para cada grupo.

A érea dos granulomas foi determinada usando a ferramenta de contorno do software de
imagens Image-Pro® plus 4.5 (Media Cybernetics Inc., Silver Spring, Maryland, EUA)
como se observa na Figura 7, analisando 10 granulomas por animal. As medidas de

area foram realizadas nos granulomas em que o ovo de S. mansoni foi claramente
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Figura 7 - Representacdo da medida da area granulomatosa realizada no software imége-Pro® plus 4.5.
Fonte: Proprio.
Legenda: Foto tirada em aumento de 20%. A seta indica area do granuloma usando a ferramenta de contorno. (*)

>

ovo de S. mansoni. LAmina com método de coloracéo por Hematoxilina-Eosina.

Para medir a densidade celular dos granulomas hepéticos, foram tiradas fotos da
periferia de 10 granulomas por camundongo em aumento de 100x. Com o programa
Image-Pro® plus 4.5 foi delimitado a area correspondente ao granuloma (foi excluido
0 ovo e zonas do tecido sem inflamacgdo) e, posteriormente, contadas as células
mononucleares e polimorfonucleares como se observa na Figura 8. Com esses dados

foi calculado a densidade celular no granuloma usando a férmula dcel= Y cél / At, onde
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> cél representa somatorio das células mononucleares e polimorfonucleares contadas e
At corresponde a dimenséo da area de teste utilizada (area resultante da medigdo no
programa Image-Pro®). E as porcentagens por tipo celular foi calculada usado a formula
% cel= (3 tipo cél / Y total) x 100%, onde Y tipo cél corresponde a somatdria por tipo de

celula (mono ou polimorfonuclear) e a Ytotal obedece a suma de todas as células

contadas.

Figura 8 - Representacdo da medida de densidade celular de um granuloma no software Image-Pro® plus 4.5.

Fonte: Proprio.

Legenda: Foto tirada em aumento de 100x (Barra: 20 um). As setas indicam area do granuloma usando a
ferramenta de contorno (azul), uma célula polimorfonuclear (branca) e mononuclear (preta). (*) Ovo de
S. mansoni. LA&mina com método de coloragdo por Hematoxilina-Eosina.

54  ANALISES DA DOSAGEM DE CITOCINAS PLASMATICAS

Os testes das dosagens de citocinas foram feitos em parceria com a Professora Reggiani
Vilela Gongalves da Universidade Federal de Vicosa (UFV).

Para estas analises foram quantificadas as citocinas Interferon- y (IFN-y), Fator de
Necrose Tumoral-a (TNF-a), Interleucina-2 (IL-2), Interleucina-4 (I1L-4), Interleucina-10 (IL-
10) e Interleucina-17 (IL-17) usando o Kit BD™ CBA Mouse Th1/Th2/Th17, o qual tem a
capacidade de detectar simultaneamente citocinas através do método de captura de um conjunto
de analitos com esferas de tamanho e fluorescéncia conhecidos. O reagente de detecgdo do kit é
uma mistura de anticorpos conjugados com ficoeritrina (PE), que fornece um sinal fluorescente
em proporcdo a quantidade de analito ligado. A preparacdo e procedimentos do teste foram
realizados seguindo as instrucdes do fabricante.

Para a quantificacdo dos analitos ligados foram geradas curvas padrdes com dilui¢Ges

conhecidas de cada citocina proporcionadas pelo kit, possibilitando a construcdo de grafico de
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intensidade do PE atraves de citometria de fluxo (CBA, Cytometric Bead Array). A equacao
gerada a partir desse gréafico possibilitou o clculo da concentracéo de citocinas nas amostras do

plasma.
55  ANALISES DO PARASITISMO TECIDUAL POR PCR

Os testes do parasitismo cardiaco foram feitos em parceria com os doutores Gilson Faria
e Sérgio Caldas, associados ao Departamento de Pesquisa e Desenvolvimento da Fundacao
Ezequiel Dias (FUNED), Belo Horizonte, Brasil.

5.5.1 Extracédo de DNA de tecido cardiaco de camundongos

Cerca de 30 mg de tecido cardiaco de cada camundongo foi levado ao macerador
automatizado Fastprep-24 5G (MP Biomedicals), em microtubos de maceracdo contendo uma
esfera (matriz de lise SS) e 50 uL de PBS estéreis. Apos a maceracdo as amostras foram
submetidas a extracdo de DNA com o kit ReliaPrep Blood gDNA Miniprep System (Promega),
conforme procedimentos descritos abaixo, adaptados para a extragdo de DNA de tecido
cardiaco. Assim, sobre cada amostra foi adicionado 150 uL de PBS estéril e 20 uL de solucéo
de proteinase K (20 mg/mL), seguido de homogeneizacéo por cerca de 10 segundos em agitador
de tubos.

Posteriormente, 200 puL de tampdo de lise celular foram adicionados as amostras,
procedendo-se nova homogeneizacao e incubagdo a 56° C, por 120 minutos. Decorrido o tempo
de incubagdo, 250 pL de tampdo de ligacdo foram adicionados em cada amostra, a qual foi
homogeneizada novamente por 10 segundos. As amostras foram centrifugadas em temperatura
ambiente (T.A.) por 1 minuto a 16.000 x g, sendo o sobrenadante transferido para colunas de
ligacdo (ReliaPrep), previamente identificadas e posicionadas em tubos coletores, 0s quais
foram centrifugados nas mesmas condi¢fes anteriores, seguido do descarte do tubo coletor
contendo o filtrado e substituicdo por novos coletores. Em seguida foram realizadas trés
lavagens das colunas, utilizando-se 500 pL de solugéo de lavagem e centrifugagéo (16.000 x g,
3min, T.A)).

Finalmente, os tubos coletores foram substituidos por microtubos estéreis, sendo o DNA
eluido em 200 pL de agua livre de nucleases apés centrifugagéo (16.000 x g, 1 min., T.A.). Os
DNA obtidos foram armazenados a -20° C, até serem requeridos para a PCR em tempo real
quantitativa (qPCR).
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5.5.2 Padronizacdo de estratégia de quantificacdo de DNA pelo método do ciclo
threshold (Ct) comparativo

Curvas padrdo foram geradas a partir de concentracdo conhecida de DNA proveniente
de formas epimastigotas da Cepa Y do T. cruzi misturado ao DNA genémico proveniente de
tecido cardiaco de camundongo ndo infectado. Assim, o limite de quantificacéo e eficiéncia de
amplificacdo da qPCR foram determinados por meio de curvas padrdo geradas a partir de 2x10*
parasitos-equivalentes/uL em 2x10* unidades arbitrarias/uL de DNA de tecido cardiaco (25
ng/uL de DNA de tecido cardiaco) submetidos a cinco dilui¢des seriadas (1:10) (i) em agua,
resultando nas curvas padrdo para 0 DNA do parasito e para 0 DNA do controle end6geno
utilizado (TNF-a), bem como (ii) em DNA de tecido cardiaco de camundongos ndo infectados
(curva padréo para o DNA do parasito em DNA constante de tecido cardiaco de camundongo).

A estratégia de quantificacdo utilizada foi baseada na padronizacdo de um método Ct
comparativo (AACt) seguido da conversdo dos dados de quantificacdo relativa para dados de
parasito-equivalente/25 ng de DNA tecidual. Uma vez validado o método Ct comparativo, as
cargas de parasito foram facilmente estimadas usando um calibrador com quantidade conhecida
de DNA do parasito e do tecido cardiaco em todas as placas de qPCR, dispensando a
necessidade de utilizacdo de uma curva padrdo em cada placa. Assim, o software do
termociclador StepOnePlus (Applied Biosystems) calcula automaticamente a quantificagdo
relativa de DNA de parasito/DNA de tecido cardiaco das amostras investigadas em relagdo a
amostra de referéncia (calibradora), a qual, por ter a concentracdo de parasito/DNA de tecido

cardiaco conhecida, permite a conversao dos dados relativos para dados quantitativos.

5.5.3 PCR em tempo real quantitativa

Previamente a PCR em tempo real quantitativa (qPCR), as amostras de DNA foram
dosadas em espectrofotdmetro (Nanodrop 200, Thermo Scientific) e diluidas para 25 ng/uL.
Para cada amostra, analisada em duplicata, a reagdo de PCR continha 2 uL. de DNA gendmico,
0,35 uM de oligonucleotideos iniciadores especificos para a repeticdo de 195 pares de bases
(pb) do DNA do T. cruzi, TCZ-F 5>-GCTCTTGCCCACAMGGGTGC-3’, onde M=A ou C, ¢
TCZ-R 5’-CCAAGCAGCGGATAGTTCAGG-3’, [(MOSER D.R; KIRCHHOFF L.V,
DONELSON J.E, 1989), modificado por CUMMINGS; TARLETON, 2003] o qual amplifica
um produto de 182 pb, 5 uL de Sybr®Green PCR Mastermix, e agua Milli-Q para um volume
final de reagéo de 10 pL.
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Separadamente, para cada amostra foi também realizada uma reacdo em duplicata para
dosar o TNF-a, utilizado como controle endégeno normalizador, contendo 2 uL de DNA
gendmico, 0,35 uM de  oligonucleotideos iniciadores ~ TNF-5241 5’-
TCCCTCTCATCAGTTCTATGGCCCA-3’ e TNF-5411 5’-
CAGCAAGCATCTATGCACTTAGACCCC-3’ (CUMMINGS; TARLETON, 2003), o qual
amplifica um produto de 170 pb, 5 uL de Sybr® Green PCR Mastermix, e agua Milli-Q para
um volume final de reacdo de 10 uL. As reacdes foram distribuidas em placas de 96 pogos (Fast
96-Well Reaction Plate, 0,1 mL, MicroAmp™), centrifugadas por 2 minutos a 200 x g e levadas
ao termociclador StepOnePlus (Apllied Biosystems). O programa de termociclagem consistiu
de aquecimento a 95° C por 10 minutos, 40 ciclos de 94° C por 15 segundos e 64,3° C por 1
minuto, com aquisicéo da fluorescéncia a 64,3° C.

A amplificacdo foi imediatamente seguida por um programa de melting com
desnaturacdo inicial a 95° C por 15 segundos, resfriamento a 60° C por 1 minuto e aumento
gradual de temperatura de 0,3° C/s até 95° C. Cada placa continha uma amostra de referéncia

(calibrador) e um controle negativo de PCR, com &gua ao inves de DNA.

5.6  ANALISES DA CONCENTRACAO PLASMATICA DO BZL.

Os testes das dosagens plasmaticas do BZL foram feitos em parceria com a Professora
Claudia Martins Carneiro e pela doutoranda Lorena Cera Bandeira do laboratdrio de
Imunopatologia da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP).

Foi usado como solugdo de padrdo analitico o BZL e como padrdo interno o
OMEPRAZOL (OPZ) em acetonitrila. As amostras de plasma centrifugadas foram adicionadas
ao OPZ e foram preparadas mediante extracao liquido-liquido com acetato de etilo, agitacédo
com vortex e centrifugacao (PERIN, 2015; PERIN et al., 2017; PERIN et al., 2020).

Depois, as amostras foram colocadas no concentrador de amostras CHRIST® em
temperatura de 40°C durante 60 minutos. Quando retiradas do equipamento, as amostras secas
foram ressuspensas com 100 uL de fase movel, agitadas em Vortex IKA® Genius 3 durante 1
minuto e centrifugadas durante 5 minutos a 14000 rpm. Em seguida, foram transferidos 80 pL
do sobrenadante para os vials de vidro e plastico de 300 uLL que, posteriormente, foram levados
para a analises High Performance Liquid Chromatography (PERIN, 2015; PERIN et al., 2017,
PERIN et al., 2020).
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5.6.1 Andlises em High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

As amostras foram analisadas por HPLC (E2695; Waters, Milford, MA) com um
detector de UV (Waters 2489) usando uma coluna analitica C18 (Gemini-NX; Phenomenex,
Torrance, CA; 150 mm por 4,6 mm por 5 m) e um C18 guarda de coluna (modelo AJ0-4287;
Phenomenex; 4 mm por 3 mm por 5 m) mantida a 40 ° C. A fase movel foi composta por uma
mistura isocratica de acetonitrila e agua ultrapura (30:70, vol / vol) com uma caudal de 1,0
mL/min. A detec¢do foi monitorada a 324 nm e o volume de inje¢ao foi de 20uL (PERIN, 2015;
PERIN et al., 2017; PERIN et al., 2020).

57  ANALISES ESTATISTICAS

Para a realizacdo das analises estadisticas e a geracdo de graficos, foi usado o software
GraphPad Prism 8. Os resultados foram expressos como média e desvio padrdo (média £ DP).
A normalidade na distribui¢do dos dados foi avaliada por meio do teste D’agostino Pearson. A
variancia dos dados obtidos dos grupos investigados foi avaliada por meio de analise de
variancia unifatorial (One-way ANOVA) seguido pelo teste de Tukey para comparacdes
multiplas. Os dados ndo paramétricos foram comparados por meio do teste de Kruskal-Wallis.

Os resultados com valor de p<0.05 foram considerados estatisticamente significativos.
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6 RESULTADOS.

A seguir serdo apresentados os resultados obtidos neste estudo.

6.1 A INFECCAO POR T. cruzi PROMOVE A PERDA DE PESO DOS ANIMAIS E O
BZL EVITA ESTA PERDA MESMO QUANDO COINFECTADQOS POR S. mansoni.

As pesagens dos camundongos comegaram um més antes das infeccbes com T. cruzi
serem realizadas e continuaram até o dia da necropsia dos animais. Considerando os dados do
primeiro dia de pesagem individual dos camundongos, foi feito o calculo do ganho médio de

peso por grupo experimental mostrados na Figura 9.
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Figura 9 - Ganho de peso dos camundongos apos infeccdo com 2500 tripomastigotas sanguineos da cepa Y de T.
cruzi em relagdo ao primeiro dia de pesagem.

Fonte: Proprio.

Legenda: G1: Animais saudaveis; G2: Infectado por S. mansoni; G3: Infectado por T. cruzi; G4: Infectado por T.
cruzi e tratado com benznidazol; G5: Animais coinfectados e G6: Animais coinfectados e tratados com
benznidazol. A linha descontinua representa o dia do comego da infecgdo por T. cruzi.

Durante o periodo de avaliacdo, foi observado que o benznidazol foi capaz de prevenir
a perda de peso nos animais tanto do grupo 4 (G4) como do grupo 6 (G6). Ao contréario, 0s
animais dos grupos 3 (G3) e 5 (G5) perderam peso progressivamente apds o indculo com T.
cruzi, sendo mais acentuada a perda por volta do 8° dia de infeccéo (83° dias apds infeccao S.
mansoni). Os pesos dos animais do grupo 1 (G1) e do grupo 2 (G2) foram estaveis e superiores

aos demais grupos durante o tempo das pesagens (Figura 9).
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6.2 NAO FOlI OBSERVADA MORTALIDADE ENTRE OS ANIMAIS TRATADOS
COM BZL E A COINFECCAO NAO ACENTUOU A MORTALIDADE ENTRE OS
CAMUNDONGOS.

Na Tabela 2 estdo representadas as porcentagens de mortalidade durante o
experimento in vivo. O segundo pico de mortes dos camundongos levou a interrupcdo da fase
in vivo no dia 118 (88 dias de infeccdo com S. mansoni e 13 dias com T. cruzi), onde decidimos
por prosseguir com a eutanasia dos animais e coleta do material. A mortalidade nao superou
valor maior aos 23% em nenhum grupo e apenas animais infectados com S. mansoni morreram.
Os primeiros registros de mortalidade foram relatados no G2 horas antes da infec¢éo por T.
cruzi no dia 75 (3 de 13 animais) e apos esse dia, a mortalidade ndo variou nesse grupo, se
mantendo em 23%. Observamos que nenhum dos camundongos do G6 morreram apos a
infecgdo pelo protozoario e/ou inicio do tratamento, contrario do G5, onde foi observada
mortalidade de 3 camundongos no 88° dia (3 de 14 animais), portanto com mortalidade de 21%.
Né&o foram registradas mortes entre os animais do G1, bem como nos camundongos infectados

unicamente pelo T. cruzi, pertencentes aos grupos 3 e 4.

Tabela 2 - Mortalidade de camundongos experimentalmente infectados por T. cruzi, por S.
mansoni ou coinfectados e submetidos ou ndo ao tratamento com benznidazol.

| 61 | G2 | 63 | G4 | G5 | G6 | TOTAL
Camundongos mortos/total ~ 0/8 3/13 0/11 0/8 3/14 0/12 6/66
Dia da morte ap6s infec¢do 75 88
com S. mansoni (idade  SD SD SD SD
(105) (118)
camundongos)
% Mortalidade 0 23.08 0 0 21.43 0

Fonte: Proprio.

Legenda: G1: Animais saudaveis; G2: Infectado por S. mansoni; G3: Infectado por T. cruzi; G4: Infectado por T.
cruzi e tratado com benznidazol; G5: Animais coinfectados e G6: Animais coinfectados e tratados com
benznidazol. Para as infec¢Bes foram usados 25 cercarias da cepa LE de S. mansoni e 2500
tripomastigotas sanguineas da cepa Y de T. cruzi. SD: Sem dado.

6.3 A PARASITEMIA POR T.cruzi E MAIS ELEVADA ENTRE CAMUNDONGOS
COINFECTADOS E O BZL E CAPAZ DE REDUZIR A PARASITEMIA MESMO
NESTA CONDICAO.

Na Figura 10 estdo representadas as curvas de parasitemia dos animais infectados so
por T. cruzi e dos coinfectados com S. mansoni. O tratamento com BZL foi eficaz tanto no
grupo com infec¢do apenas com T. cruzi quanto no coinfectado, pois suprimiu o parasitismo

sanguineo independente da infec¢do por S. mansoni. Assim, 0s grupos 4 e 6 mantiveram uma
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baixa parasitemia de T. cruzi, quase imperceptivel, em comparacao aos grupos 3 e 5, até o final
do experimento.
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Figura 10 - Curvas de parasitemia de camundongos experimentalmente infectados por T. cruzi ou coinfectados
com S. mansoni e submetidos ou ndo ao tratamento com benznidazol.
Fonte: Proprio.
Legenda: G3: Infectado por T. cruzi; G4: Infectado por T. cruzi e tratado com benznidazol; G5: Animais
coinfectados e G6: Animais coinfectados e tratados com benznidazol. Para as infeccdes foram usados
25 cercarias da cepa LE de S. mansoni e 2500 tripomastigotas sanguineas da cepa Y de T. cruzi. AUC:
Area sub curva. (*) indicam diferencas significativas entre os grupos 3 e 5 nos dias 8, 9 e 10 (p<0.05).

O pico da parasitemia de T. cruzi tanto para 0 G3 como para 0 G5 ocorreu no 8° dia da
infeccdo. No entanto, a parasitemia do G5 foi cinco vezes maior que ao G3, 1,4x10° e 6x108,
respectivamente. Ap0s o pico, a parasitemia no G5 diminuiu drasticamente comparado com o
G3, apresentando diferenca significativa entre os dois grupos na carga parasitaria sanguinea até
o0 dia dez ap6s o indculo do T. cruzi. Nos ultimos trés dias do exame de sangue a fresco, 0s
tripomastigotas sangliineos foram detectados em baixa quantidade (Figura 10).

As diferencas entre as parasitemias em todos os grupos também podem ser observadas
nos valores da area sob a curva (AUC) mostrado na parte superior direita da Figura 10. E
possivel observar que os grupos coinfectados apresentaram valores superiores de AUC a seus
homadlogos nédo coinfectados, sendo maior no G5 seguido do G3, do G6 e com menor valor, 0
G4.
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6.4 O TRATAMENTO DE CAMUNDONGOS COINFECTADOS S. mansoni/T. cruzi
COM BZL E EFICIENTE EM REDUZIR A PRODUCAO DE MEDIADORES
INFLAMATORIOS NO PLASMA DE MANEIRA SIMILAR AO TRATAMENTO
MINISTRADO EM ANIMAIS COM INFECCAO SIMPLES.

Para a avaliacdo da resposta imune celular, foi calculada a dosagem das citocinas
plasmatica em todos os camundongos representada na Figura 11. Em geral, todos 0s grupos
apresentaram niveis de citocinas superior ao observado entre os camundongos saudaveis (G1)
exceto 0 G4 para a IL-2.
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Figura 11 - Dosagem citocinas no plasma de camundongos 88 dias apds-infecgdo com o0 S. mansoni e 13 dias com
T. cruzi.

Fonte: Proprio.

Legenda: G1: Animais saudaveis; G2: Infectado por S. mansoni; G3: Infectado por T.cruzi; G4: Infectado por T.
cruzi e tratado com benznidazol; G5: Animais coinfectados e G6: Animais coinfectados e tratados com
benznidazol. Para as infeccBes foram usados 25 cercarias da cepa LE de S. mansoni e 2500
tripomastigotas sanguineas da cepa Y de T. cruzi. As colunas amostram as medias e as barras indicam
desvio padrdo. As letras sobre as colunas representam diferencias estatisticamente significativas
(p<0.05).
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Foi possivel observar dois padrées de produgdo de citocinas entre 0s animais, um
padrdo para as citocinas TNF-a, IFN-y, IL-2 e IL-17 e outro padrdo de producdo para as
citocinas IL-4 e IL-10. No primeiro padrdo predominantemente pro inflamatdrio, os maiores
niveis de producdo foram detectados entre os camundongos infectados unicamente por T. cruzi,
seguido dos animais coinfectados, sendo observada reducdo dos niveis quando foi administrado
0 BZL. Enquanto os animais dos grupos 2, 4 e 6 néo tiveram diferencas significativas entre eles
na dosagem para TNF-a, IFN-y ¢ IL-17, a citocina IL-2 apresentou nivel inferior entre os
animais do G4, que teve nivel de producdo similar ao observado entre os camundongos
saudaveis (Figura 11).

De forma inversa, para o segundo padrdo, predominantemente anti-inflamatério, as
maiores producdes foram detectadas entre os animais infectados unicamente por S. mansoni,
seguido pelos animais do grupo coinfectado, sendo observada influéncia do BZL na reducéo da
producdo das citocinas no caso da coinfeccdo, ja que no caso dos infectados unicamente por T.
cruzi e tratados com BZL ja ter sido detectado baixos niveis de producdo. A dosagens destas
citocinas entre os camundongos dos grupos 1 e 4 foram inferiores a observada entre os animais

dos grupos 3, 5 e 6 e ndo apresentaram diferencas significativas entre eles (Figura 11).

6.5 O TRATAMENTO DE CAMUNDONGOS COINFECTADOS COM S. mansoni E T.
cruzi COM BZL E EFICIENTE EM SUPRIMIR O PARASITISMO CARDIACO DOS
ANIMAIS DE MANEIRA SIMILAR A INFECCAO SIMPLES.

Os dados da PCR em tempo real para detec¢do da carga parasitaria de T. cruzi no tecido
cardiaco sdo mostrados na Figura 12. Apesar do maior parasitismo sanguineo observado no
exame de sangue a fresco entre os animais coinfectados no dia do pico de parasitemia, a PCR
realizada no tecido cardiaco dos animais no 13° dia de infeccdo mostrou menor parasitismo
entre os animais coinfectados em relacéo aqueles infectados apenas por T. cruzi. O tratamento
com BZL seja na infecgédo simples por T. cruzi quanto na situacdo de coinfeccdo, foi eficiente
na reducdo da carga parasitaria no tecido cardiaco dos animais. Entre os camundongos
coinfectados, o BZL ajudou a manter o parasitismo do protozodrio no coracao
significativamente mais baixo que o0 parasitismo observado entre os animais do grupo com

infeccdo simples por T. cruzi que foram submetidos ao tratamento.
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Figura 12 - Quantificacdo da carga parasitaria de T. cruzi no coracdo pelo método de PCR em tempo real
quantitativa em camundongos 88 dias apds-infeccdo com o S. mansoni e 13 dias com T. cruzi.

Fonte: Proprio.

Legenda: Resultados positivos observados em tecidos cardiacos de camundongos infectados com a cepa Y do T.
cruzi. A escala do gréfico embaixo esté entre 0 e 1, e na parte superior de 1 a 1000 parasitas por 25 ng
DNA de tecido, com intervalos de logaritmo de 10. G3: Infectado por T. cruzi; G4: Infectado por T.
cruzi e tratado com benznidazol; G5: Animais coinfectados e G6: Animais coinfectados e tratados com
benznidazol. Para as infeccBes foram usados 25 cercarias da cepa LE de S. mansoni e 2500
tripomastigotas sanguineas da cepa Y de T. cruzi. As caixas indicam medianas e intervalos interquartis,
méaximos e minimos. As linhas horizontais sobre as colunas representam diferencas significativas
(p<0.05).

6.6 MUDANCAS NO REMODELAMENTO MORFOLOGICO E GRANULOMAS DO
CORACAO, BACO, FIGADO, PULMAO E INSTESTINO.

6.6.1 A coinfeccdo com S. mansoni e T. cruzi acentua a miocardite em camundongos,
mas o tratamento com BZL reduz a miocardite nestes animais.

Para determinar o remodelamento do tecido cardiaco nos grupos experimentais foram
analisadas quantitativamente laminas histoldgicas do coragdo no programa Image J. A analise
de densidade de nucleos celulares no coracéo estd mostrada na Figura 13. Foi usada para
comparar entre 0s grupos experimentais a inflamagéo no miocardio (miocardite) por infiltragdo
celular. Todos os grupos mostraram no coracdo densidades celular significativamente superior
ao G1. No entanto, os camundongos dos grupos 5 e 6 mostraram densidades celulares cardiacas

significativamente mais altas aos outros grupos, e com diferencias significativa entre eles.
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Figura 13 - Densidade celular (dcel) no coragdo de camundongos 88 dias apds-infecgdo com o S. mansoni e 13

dias com T. cruzi.

Fonte: Proprio.

Legenda: G1: Animais saudaveis; G2: Infectado por S. mansoni; G3: Infectado por T. cruzi; G4: Infectado por T.
cruzi e tratado com benznidazol; G5: Animais coinfectados e G6: Animais coinfectados e tratados com
benznidazol. Para as infec¢Bes foram usados 25 cercarias da cepa LE de S. mansoni e 2500
tripomastigotas sanguineas da cepa Y de T. cruzi. As colunas mostram as médias e as barras indicam
desvio padrdo. As linhas horizontais sobre as colunas representam diferengas significativas (p<0.05).

Neste trabalho foi realizada também a analise qualitativa das laminas do miocardio
como se mostra na Tabela 3. Confirmando os resultados da analise quantitativa mostrados na
Figura 13, os camundongos dos grupos 3, 5 e 6 mostraram uma miocardite mais elevada quando

comparado com 0s outros grupos.

Tabela 3 - Analise qualitativa da intensidade da inflama¢do no miocardio de camundongos
submetidos a diferentes condi¢des experimentais.

INDIVIDUOS ANALISADOS
GRUPO Total
1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 | 08
Gl - - - - - - - - SD SD SD 0
G2 - + - - + + + - SD 6
G3 + + - + - /> SD SD 10
G4 + + - + - ++ SD SD SD SD 6
G5 ++ - +H*E O A+ [+ 4+ +H++** 4+ 4+ 22
G6 +++ o+ ++ ++ + - + + ++ +++ + 17

Fonte: Proprio.

Legenda: G1: Animais saudaveis; G2: Infectado por S. mansoni; G3: Infectado por T. cruzi; G4: Infectado por T.
cruzi e tratado com benznidazol; G5: Animais coinfectados e G6: Animais coinfectados e tratados com
benznidazol. Para as infeccGes foram usados 25 cercarias da cepa LE de S. mansoni e 2500
tripomastigotas sanguineas da cepa Y de T. cruzi. (-) Sem inflamacédo; (+ < ++++) intensidade da
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inflamac&o cardiaca, de menor a maior infiltragdo celular no miocérdio; Asteriscos representam tecido
com: (*) areas fibroticas, (***) focos inflamatérios grandes. SD: Sem dados.

Na Figura 14 estdo mostradas fotos representativas do coracdao usadas na analise de
densidade celular. Nestas ldaminas histolégicas, foram observados ninhos de T. cruzi no G4 e
focos inflamatorios por granulomas de S. mansoni nos animais dos grupos 5 e 6. Estas

observacdes ndo foram encontradas nos cora¢es dos outros grupos experimentais.

Figura 14 - Fotos histolégicas representativas do coragéo de camundongos 88 dias apds-infecgcdo com o S. mansoni
e 13 dias com T. cruzi.
Fonte: Préprio.
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Legenda: G1: Animais saudaveis; G2: Infectado por S. mansoni; G3: Infectado por T. cruzi; G4: Infectado por T.
cruzi e tratado com benznidazol; G5: Animais coinfectados e G6: Animais coinfectados e tratados com
benznidazol. Para as infec¢Bes foram usados 25 cercarias da cepa LE de S. mansoni e 2500
tripomastigotas sanguineas da cepa Y de T. cruzi. Aumento de 40x (barra: 50 pm). As setas indicam
granulomas no tecido cardiaco (brancas), ovos de S. mansoni (vermelhas) e ninho de amastigotas de T.
cruzi (amarela). Laminas com método de coloragdo Hematoxilina-Eosina.

6.6.2 A esplenomegalia € acentuada em animais coinfectados ndo tratados e 0 BZL
previne 0 aumento deste 6rgdo devido a coinfecgao.

Na Figura 15 estdo mostrados os pesos relativos dos bacos. Todos os grupos
apresentaram aumento do peso do bago em contraste com o G1, mas o tratamento ajudou a
reduzir o impacto das infecgdes nesse 6rgao, tanto no G4 quanto nos animais do G6 j& que 0s
camundongos desses grupos tiveram pesos significativamente menores em comparagao a seus
grupos homélogos ndo tratados (G3 e G5). O grupo mais afetado em termos de aumento do
baco foi 0 G5, visto que este apresentou ba¢os com peso até cinco vezes maiores em relacdo ao

G1, seguido do grupo com infecgéo simples por T. cruzi.
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Figura 15 - Peso relativo médio dos bagos de camundongos 88 dias apds-infeccdo com o S. mansoni e 13 dias com
T. cruzi.

Fonte: Proprio.

Legenda: G1: Animais saudaveis; G2: Infectado por S. mansoni; G3: Infectado por T. cruzi; G4: Infectado por T.
cruzi e tratado com benznidazol; G5: Animais coinfectados e G6: Animais coinfectados e tratados com
benznidazol. Para as infeccBes foram usados 25 cercarias da cepa LE de S. mansoni e 2500
tripomastigotas sanguineas da cepa Y de T. cruzi. As colunas mostram as médias e as barras indicam
desvio padrdo. As linhas horizontais sobre as colunas representam diferencas significativas (p<0.05).
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6.6.3 A hepatomegalia e reducdo no numero de hepatdcitos € acentuada nos animais
coinfectados, nestes animais, o tratamento com BZL nao preveniu a
hepatomegalia, mas evitou a perda de hepatdcitos e reduziu inflamacéo nas areas
distantes aos granulomas.

Na Figura 16 estdo representados os pesos dos figados registrados no dia da necropsia.
As coinfeccBes influenciaram de forma significativa no aumento do peso desse 6rgdo e
inclusive, a presenca do BZL no grupo coinfectado exacerbou, em términos de peso, a
hepatomegalia dos camundongos onde o figado alcangou uma média de peso superior ao G5 e
quase trés vezes maior ao G1. Diferente do que foi observado entre os animais do G6, no G4 o
tratamento com BZL ajudou a minimizar o impacto do protozoario no peso do figado, fato que
observamos ao comparar com o G3 (Figura 16). Por outro lado, embora as infecgdes pelo T.
cruzi no G3 e 0 S. mansoni no G2 induziram o aumento do peso dos figados em relagdo ao
observado entre os animais do G1, as hepatomegalias foram significativamente menores ao

observado nos G5 e G6.
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Figura 16 - Peso relativo médio dos figados de camundongos 88 dias apds-infec¢do com o S. mansoni e 13 dias

com T. cruzi.

Fonte: Proprio.

Legenda: G1: Animais saudaveis; G2: Infectado por S. mansoni; G3: Infectado por T. cruzi; G4: Infectado por T.
cruzi e tratado com benznidazol; G5: Animais coinfectados e G6: Animais coinfectados e tratados com
benznidazol. Para as infec¢Bes foram usados 25 cercarias da cepa LE de S. mansoni e 2500
tripomastigotas sanguineas da cepa Y de T. cruzi. As colunas mostram as médias e as barras indicam
desvio padrdo. As linhas horizontais sobre as colunas representam diferengas significativas (p<0.05).
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Para avaliar o remodelamento celular no figado, foram analisadas Iaminas histologicas
para calcular a densidade de hepatocitos e de células intersticiais (que é a infiltracdo celular por
inflamacéo) representada na Figura 17. O tratamento com BZL no G6 ndo sé ajudou a evitar a
perda de hepatocitos e ao aumento da infiltracdo celular no figado comparado ao G5, mas

também levou a um aumento da densidade de hepatdcitos comparada ao G2.
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Figura 17 - Densidade celular (dcel) (hepatécitos e células intersticiais) no figado de camundongos 88 dias ap6s-

infecco com o S. mansoni e 13 dias com T. cruzi.

Fonte: Proprio.

Legenda: G1: Animais saudaveis; G2: Infectado por S. mansoni; G3: Infectado por T. cruzi; G4: Infectado por T.
cruzi e tratado com benznidazol; G5: Animais coinfectados e G6: Animais coinfectados e tratados com
benznidazol. Para as infeccBes foram usados 25 cercarias da cepa LE de S. mansoni e 2500
tripomastigotas sanguineas da cepa Y de T. cruzi. As colunas mostram as médias e as barras indicam
desvio padréo. As linhas horizontais sobre as colunas representam diferencas significativas (p<0.05).

As imagens histoldgicas do figado estdo mostradas na Figura 18. Nos grupos com S.
mansoni, os granulomas formam areas grandes de inflamacao em sua periferia, evidenciando

alta remodelacdo do tecido, incluindo os camundongos do G6.
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Figura 18 - Fotos histologicas representativas do figado de camundongos 88 dias ap6s-infeccdo com o S. mansoni
e 13 dias com T. cruzi.

Fonte: Proprio.

Legenda: G1: Animais saudaveis; G2: Infectado por S. mansoni; G3: Infectado por T. cruzi; G4: Infectado por T.
cruzi e tratado com benznidazol; G5: Animais coinfectados e G6: Animais coinfectados e tratados com
benznidazol. Para as infec¢Bes foram usados 25 cercarias da cepa LE de S. mansoni e 2500
tripomastigotas sanguineas da cepa Y de T. cruzi. Aumentos de 40x e 5x (imagens superiores e
inferiores. Barras: 50 um e 200um respetivamente). As setas indicam granulomas em torno aos ovos de
S. mansoni. LAminas com método de coloragdo Hematoxilina-Eosina.
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6.6.4 A coinfeccdo com T. cruzi e/ou BZL néo influencia no niumero de granulomas
esquistossomos no figado e na sua area ou densidade celular.

A analise do numero de granulomas no figado esta representada na Figura 19. Todos
0s animais com S. mansoni tiveram granulomas no figado. Os animais pertencentes aos grupos
coinfectados apresentaram médias de numero de granulomas no figado maiores daquelas

observadas entre os animais do G2 ainda que, sem diferencias significativas.
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Figura 19 - Numero de granulomas (N°gran) hepaticos de camundongos 88 dias ap6s-infeccdo com o S. mansoni
e 13 dias com T. cruzi.

Fonte: Proprio.

Legenda: G2: Infectado por S. mansoni; G5: Animais coinfectados e G6: Animais coinfectados e tratados com
benznidazol. Para as infeccBes foram usados 25 cercarias da cepa LE de S. mansoni e 2500
tripomastigotas sanguineas da cepa Y de T. cruzi. As colunas mostram as médias e as barras indicam
desvio padrdo. Sem diferencas significativas (p>0.05) (gréfico superior).

A érea dos granulomas hepéticos e a densidade de células nos mesmos estdo mostrados
na Figura 20. Os animais do G6 tiveram areas significativamente maiores daquela observada
entre os individuos do G5, mas similar & area do G2. N&o obstante, a densidade de células nos

granulomas ndo apresentou diferencas significativas entre os grupos.
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Figura 20 - Area granulomatosa e densidade celular de granulomas (dgran) hepaticos de camundongos 88 dias
apos-infeccdo com o S. mansoni e 13 dias com T. cruzi.
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Fonte: Proprio.

Legenda: G2: Infectado por S. mansoni; G5: Animais coinfectados e G6: Animais coinfectados e tratados com
benznidazol. Para as infeccBes foram usados 25 cercarias da cepa LE de S. mansoni e 2500
tripomastigotas sanguineas da cepa Y de T. cruzi. As colunas mostram as médias e as barras indicam
desvio padrdo. A linha horizontal sobre as colunas representa diferengas significativas (p<0.05).

Na Figura 21 estdo apresentadas as porcentagens de células polimorfonucleares e
mononucleares nos granulomas do figado. As médias de porcentagens de células
mononucleares foram superiores em todos os grupos. Os animais do G5 exibiram uma
quantidade significativamente maior de células mononucleares seguido dos animais do G6 e,
em menor grau, os camundongos do G2. Em relacdo as celulas polimorfonucleares, as

porcentagens foram maiores nos animais dos grupos 2 e 6.
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Figura 21 - Porcentagem de células mononuclear e polimorfonucleares nos granulomas do figado de camundongos
88 dias ap0s-infec¢do com o S. mansoni e 13 dias com T. cruzi.

Fonte: Proprio.

Legenda: G2: Infectado por S. mansoni; G5: Animais coinfectados e G6: Animais coinfectados e tratados com
benznidazol. Para as infeccBes foram usados 25 cercarias da cepa LE de S. mansoni e 2500
tripomastigotas sanguineas da cepa Y de T. cruzi. As colunas mostram as médias e as barras indicam
desvio padrdo. As linhas horizontais sobre as colunas representam diferencas significativas (p<0.05).

6.6.5 A coinfeccdo com o T. cruzi aumenta o nimero de animais com granulomas no
pulméo e induz aumento da area granulomatosa com diminuicdo da densidade
celular dos mesmos, especialmente nos tratados com o BZL.

Para avaliar as mudancas no remodelamento dos granulomas pulmonares nos grupos
infectados pelo S. mansoni, foram analisadas laminas histolégicas do pulmao. Diferentemente
do que foi observado no figado onde foram achados granulomas hepéaticos em todos os
camundongos, no pulméo nédo todos 0s animais apresentaram granulomas como se mostra na
Tabela 4. A coinfeccdo levou ao aumento das porcentagens de animais com granulomas

pulmonares comparado com individuos sem coinfec¢do, sendo maior no G6 com 89% de
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animais com granulomas no pulméo (8 de 9 ind.) seguido do G5 com 60% (6 de 10 ind.) e em

menor porcentagem, 0 G2 com 40% (4 de 10 ind.).

Tabela 4 - Animais com granulomas no pulméo 88 dias apds-infeccdo com o S. mansoni e 13
dias com T. cruzi.

| G2 | &5 | G6

Camundongos com
granulomas/total 4/10 6/10 8/9

% camundongos com granulomas
40 60 89

no pulmao

Fonte: Proprio.
Legenda: G2: Infectado por S. mansoni; G5: Animais coinfectados e G6: Animais coinfectados e tratados com

benznidazol. Para as infeccBes foram usados 25 cercarias da cepa LE de S. mansoni e 2500
tripomastigotas sanguineas da cepa Y de T. cruzi.

Na Figura 22 estdo mostradas as médias do nimero de granulomas contados no
pulméo. Ainda que ndo ha diferencas significativas no numero médio de granulomas analisadas
no pulm&o entre 0s grupos com esquistossomose, 0s animais dos grupos 2 e 5 mostraram medias

de nimero de granulomas superior ao observado no G6 (Figura 22).
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Figura 22 - Namero de granulomas (N°gran) pulmonares de camundongos 88 dias apds-infeccdo com o S. mansoni
e 13 dias com T. cruzi.

Fonte: Proprio.
Legenda: G2: Infectado por S. mansoni; G5: Animais coinfectados e G6: Animais coinfectados e tratados com

benznidazol. Para as infec¢Bes foram usados 25 cercarias da cepa LE de S. mansoni e 2500
tripomastigotas sanguineas da cepa Y de T. cruzi. As colunas mostram as médias e as barras indicam
desvio padrdo. Sem diferencas estatisticamente significativas (p>0.05). Nota: Foram excluidos das
andlises 0s animais com auséncia de granulomas (gréafico dgran).

Em relacdo a area dos granulomas pulmonares, os camundongos coinfectados
expuseram medias de areas maiores daquelas observadas nos animais do G2, apresentando

diferencas significativas entre os grupos 6 e 2 como mostrado na Figura 23. Por outro lado, os
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animais dos grupos 5 e 6 apresentaram uma densidade celular nos granulomas pulmonares

significativamente inferiores & observada nos animais do G2.
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Figura 23 - Area dos granulomas no pulmio e densidade celular (dcel) nos granulomas pulmonares de

camundongos 88 dias ap6s-infecgdo com o S. mansoni e 13 dias com T. cruzi.

Fonte: Proprio.

Legenda: G2: Infectado por S. mansoni; G5: Animais coinfectados e G6: Animais coinfectados e tratados com
benznidazol. Para as infec¢Bes foram usados 25 cercarias da cepa LE de S. mansoni e 2500
tripomastigotas sanguineas da cepa Y de T. cruzi. As colunas mostram as médias e as barras indicam
desvio padréo. A linha horizontal sobre as colunas representa diferengas significativas (p<0.05).

6.6.6 A coinfeccdo aumenta o numero de animais com granulomas no intestino delgado.

N&o foram realizadas analises de granulomas no intestino grosso, pois apenas dois
animais pertencentes aos grupos 5 e 6 apresentaram ovos/granulomas de S. mansoni no intestino
grosso. No entanto, no intestino delgado, assim como foi observado no pulmao, a coinfecgédo
aumentou a porcentagem de animais com granulomas, como mostrado na Tabela 5, tendo 0 G5
a maior porcentagem (90%, 9 de 10 ind.), seguido do G6 (75%, 9 de 12 ind.) e em menor
porcentagem, o G2 (50, 5 de 10 ind.).

Tabela 5 - Animais com granulomas no intestino delgado 88 dias apos-infeccdo com o S.
mansoni e 13 dias com T. cruzi.

| G2 [ G5 | G6

Camundongos com granulomas/total  5/10 9/10 9/12

% camundongos com granulomas no

intestino delgado 50 %0 &

Fonte: Proprio.

Legenda: G2: Infectado por S. mansoni; G5: Animais coinfectados e G6: Animais coinfectados e tratados com
benznidazol. Para as infeccBes foram usados 25 cercarias da cepa LE de S. mansoni e 2500
tripomastigotas sanguineas da cepa Y de T. cruzi.
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6.6.7 Os animais coinfectados e tratados apresentaram menor inflamac&o no intestino
delgado quando comparado com 0s outros grupos com S. mansoni.

Na Figura 24 se mostram fotos histoldgicas representativas do intestino delgado.

Figura 24 - Fotos histologicas representativas do intestino delgado de camundongos 88 dias apés-infecgdo ¢
S. mansoni e 13 dias com T. cruzi.

Fonte: Proprio.

Legenda: G1: Animais saudaveis; G2: Infectado por S. mansoni; G3: Infectado por T. cruzi; G4: Infectado por T.
cruzi e tratado com benznidazol; G5: Animais coinfectados e G6: Animais coinfectados e tratados com
benznidazol. Para as infeccBes foram usados 25 cercarias da cepa LE de S. mansoni e 2500
tripomastigotas sanguineas da cepa Y de T. cruzi. Aumento de 20x (barra: 100um). As setas brancas
indicam ovos de S. mansoni. Laminas com método de coloragdo Hematoxilina-Eosina.
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A anélise histopatoldgica do intestino delgado indicou que os animais dos grupos G2 e
G5 apresentaram marcante reorganizagdo microestrutural patolégica. E ambos os grupos, foi
identificada intensa retencdo de ovos de S. mansoni na camada mucosa e submucosa, formagdes
granulomatosa exsudativas/produtivas evidentes e intensa celularidade na submucosa. Foi
identificada desorganizacdo da muscular da mucosa, espessamento segmentar e infiltrado
inflamatorio na camada muscular nesses animais. Os animais desses grupos apresentaram
granulomas exsudativos/produtivos mais volumosos e mais numerosos. Além disso, a lamina
prépria apresentou intenso infiltrado inflamatorio difuso, com elevada densidade de células
polimorfonucleares apresentando morfologia tipica de neutréfilos e principalmente eosinofilos.
A reagdo inflamatoria granulomatosa foi associada ao espessamento da submucosa e
descolamento luminal da camada mucosa em ambos o0s grupos. Evidente infiltrado inflamatério
foi observado na camada muscular, especialmente em dareas adjacentes aos granulomas
esquistossomoticos. Os animais do grupo G5 também apresentaram achatamento das
vilosidades intestinais (Figura 24).

Os animais do grupo G6 apresentaram caracteristicas morfoldgicas similares as
descritas para os grupos G2 e G5. Entretanto, foi observado menor tamanho dos granulomas
esquistossomoticos, bem como infiltrado inflamatdrio de menor intensidade na lamina propria
e camada submucosa. Além disso, foi identificado a camada muscular apresentou baixa
celularidade, com focos inflamatérios pouco frequentes e limitados a periferia da subcamada
circular interna.

Os animais do G1 apresentaram vilosidades intestinais bem delimitadas, epitélio de
revestimento bem definido com células caliciformes evidentes, moderada celularidade na
lamina prépria e celularidade reduzida na submucosa, camada muscular e serosa com
organizacao tipica sem evidéncia de infiltrado inflamatério. Enquanto que, os animais do grupo
G3 apresentaram vilosidades intestinais levemente espessadas, epitélio de revestimento bem
definido, moderada celularidade na lamina prépria e baixa celularidade na camada submucosa.
Foi observada camada muscular delgada, com infiltrado inflamatério focal. Os animais do
grupo G4 apresentaram microestrutura intestinal similar ao grupo G3. No entanto, foi
identificado moderado espessamento da camada muscular e expansdo segmentar da submucosa
(Figura 24).
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6.8 A COINFECCAO COM S. mansoni E T. cruzi NAO ALTERA AS
CONCENTRAGCOES PLASMATICAS DO BZL EM CAMUNDONGOS.

A concentracdo plasmatica do BZL nas amostras do plasma em trés tempos diferentes
dos grupos infectados e tratados s&o mostrados na Figura 25. A concentragdo do medicamento
foi diminuindo continuamente através do tempo. No entanto, a diminui¢do da concentracao do
BZL no plasma s6 foi significativa entre os tempos 1 e 3, 0 seja, s6 depois de mais de duas

horas da administracdo do BZL, tanto no G4 como no G6.

T1 T2 T3
Tempo

Figura 25 - Concentracdo média de benznidazol em amostras do plasma por tempo de camundongos 88 dias ap0s-

infeccdo com o S. mansoni,13 dias com T. cruzi e tratados 9 dias consecutivos com benznidazol.

Fonte: Proprio.

Legenda: T1: Amostras coletadas 1h 20min ap6s administracdo do benznidazol; T2: Amostras coletadas 2h 20min
apo6s administracdo do benznidazol; T3: Amostras coletadas 3h 20min apds administracdo do
benznidazol. G4: Infectado por T. cruzi e tratado com benznidazol e G6: Animais coinfectados e tratados
com benznidazol. Para as infecgbes foram usados 25 cercarias da cepa LE de S. mansoni e 2500
tripomastigotas sanguineas da cepa Y de T. cruzi. As colunas amostram as medias e as barras indicam
desvio padrdo. As letras sobre as colunas representam diferencias estatisticamente significativas
(p<0.05).
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7 DISCUSSAO

Tanto a esquistossomose mansénica como a doenca de Chagas sdo enfermidades
negligenciadas que compartilham areas endémicas no continente americano e a cada ano, ambas
afetam milhdes de pessoas em condi¢des socioecondmicas altamente precéarias (OMS, 2021a,
2021b). Em busca de um melhor entendimento das consequéncias das interacdes entre essas
doencas, o presente trabalho buscou avaliar se a infec¢do cronica por S. mansoni influencia na
resposta ao benznidazol, o Unico farmaco de escolha no Brasil para tratar a doenca de Chagas,
contra a infeccdo aguda por T. cruzi, usando camundongos da linhagem Balb/c como modelo

experimental.

A avaliacdo dos parametros de peso corporal e mortalidade foram usados como
medidas indiretas da eficacia do BZL na presenca da esquistossomose. A estabilidade do peso
nos animais coinfectados e tratados reflete o éxito do medicamento para minimizar o dano da
invasdo do T. cruzi nesses animais, visto que, na fase aguda, o inicio da replicacdo do
protozoario induz uma diminuicdo continua da ingestdo de dgua e comida pelos camundongos,
levando a perda de peso associada a uma reducdo da movimentacdo dos animais e sinais de
caquexia progressiva (SILVA et al., 2012). Estas observacdes podem explicar o resultado da
perda continua de peso nos animais com T. cruzi ndo tratados apds a infeccdo pelo protozoario.
Por outro lado, considerando a similaridade nas porcentagens de animais mortos entre 0s grupos
com esquistossomose (G6 e G2), neste trabalho ndo podemos atribuir ao T. cruzi as taxas de
mortalidade observada entre os camundongos coinfectados. Entretanto, os animais tratados com
BZL ndo registraram mortes, o que poderia ser uma consequéncia benéfica do tratamento. Em
um estudo de coinfeccdo experimental, também utilizando camundongos como modelos
experimentais, foi observado que por volta do 15° dia de infecgdo com o T. cruzi e 80° dia com
S. mansoni, a sobrevivéncia dos animais comegou a diminuir progressivamente até chegar a
uma porcentagem de mortes superior a 70% no 402 dia ap6s infeccao pelo protozoario, enquanto
gue os animais infectados apenas por T. cruzi ndo morreram (KLOETZEL et al., 1973). Em
concordancia com estes resultados, poderiamos esperar que o BZL tivesse influenciado na

auséncia de mortalidade observada entre os animais coinfectados neste trabalho.

Apesar do surgimento de novas técnicas para a avaliagdo de medicamentos, a
mortalidade e a parasitemia sdo bons critérios para avaliacdo da atividade de farmacos em
experimentos de quimioterapia (BRENER, 1962), e ainda sdo usados largamente em trabalhos
atuais (ECHEVERRIA et al., 2020; MASSAGO et al., 2021). Apesar de ndo ter sido avaliada
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a cura parasitologica devido ao curto periodo de tempo de infecgdo por T. cruzi (13 dias),
através das curvas de parasitemia demonstramos que 0 BZL teve a capacidade de manter a carga
parasitaria sanguinea de T. cruzi quase imperceptivel em animais coinfectados, da mesma forma
que se observa na situacdo de infeccdo apenas com o T. cruzi, durante 0 mesmo periodo de

tempo.

No entanto, ainda com o uso do BZL, o grupo coinfectado mostrou uma area sob a
curva (AUC) da parasitemia superior ao grupo com infeccdo simples tratado. Este evento
observado na diferenca da carga parasitaria € mais evidente nos animais coinfectados sem
tratamento. Entre estes animais, foi observada uma marcante influéncia da presenca do verme
na carga parasitaria no dia do pico da parasitemia do T. cruzi, apresentando valores mais altos
em relacdo aos animais sem coinfeccdo. Esta influéncia na parasitemia pode ser atribuida ao
perfil imune Th2 da fase crbnica da esquistossomose nesses individuos, o qual estimula a
expressdo das citocinas IL-4 e IL-10 (ativadores da Arginase-1 em macréfagos) (MUNDER,;
EICHMANN; MODOLELL, 1998) favorecendo a uma maior replicacdo do T. cruzi nos
animais coinfectados nos primeiros dias da infeccdo (RODRIGUES et al., 2017). De fato, a
inducdo da Arginase-1 esta relacionada a susceptibilidade a infeccBes parasitarias como a
decorrente da Leishmania major quando h& uma resposta imune Th2 predominante, por
exemplo (INIESTA et al., 2005). Entretanto, ao passar o pico da parasitemia, nos dias 9 e 10
de infeccdo por T. cruzi, foi observada uma diminuicdo significativa de tripomastigotas
sanguineos nos animais coinfectados em relagdo ao grupo com os camundongos com infeccao
simples, o que poderia ser resultado de uma regulacdo dos perfis imunes Thl e Th2 com
resposta imune mais eficaz para o controle do protozoario. A carga parasitaria elevada do T.
cruzi em coinfec¢do com o S. mansoni ja foi registrado em outros estudos, sendo diferente os
valores de parasitemia, mas o que provavelmente pode estar relacionado com os modelos
utilizados e das cepas do T.cruzi envolvidas nestes estudos experimentais (KLOETZEL et al.,
1973; RODRIGUES et al., 2017).

Como se esperava, o resultado das dosagens de citocinas plasméaticas mostrou uma
marcada polarizacdo de perfis imunes Thl e Th2 em animais com infec¢des simples com T.
cruzi e S. mansoni, respectivamente. Este contraste imunolégico foi atenuado nos animais com
infeccbes mistas, onde se observou sobreposicdo da expressdo de citocinas pro e anti-
inflamatorias gerados por ambos parasitas (CHIEFFI, 1992; HELMBY; KULLBERG;
TROYE-BLOMBERG, 1998; RODRIGUES et al., 2017). N&o obstante, a acdo do BZL em

situacdo de coinfeccdo ndo s6 manteve o baixo nivel de citocinas pro-inflamatdrias como
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também provocou um decréscimo pronunciado das citocinas antiinflamatorias 1L-4 e 1L-10 em
relagdo aos animais que ndo foram tratados. Isso pode estar relacionado com a capacidade do
BZL poder alterar o equilibrio entre mediadores pro e antiinflamatorios com consequéncias
importantes para o curso da producdo de citocinas, além de sua capacidade tripanocida direta
(REVELLI et al., 1999).

Estudos in vivo mostram que, 0 uso do BZL provoca o decréscimo de I1L-12 e INOS
em amostras de figado e a reducdo das citocinas TNF-o e IL-6 no soro (PASCUTTI et al.,
2004). Tais alteracGes podem ser motivadas por condigdes ambientais particulares, havendo
uma seletividade na modulagdo da resposta imune por parte do BZL como sugerem alguns
estudos (GATTO et al., 2017; PASCUTTI et al., 2004; REVELLI et al., 1999; VELLI, 2001).
Em nosso trabalho, os camundongos coinfectados provavelmente tiveram inicialmente um
ambiente controlado por citocinas do perfil Th2, produto da presenca do helminto.
Posteriormente com a administracdo do BZL poderia ter ocorrido regulacdo para baixo da
expressdao das citocinas anti-inflamatorias avaliadas (IL-4 e 1L-10), levando ao equilibrio
imunoldgico que permitiram o melhor controle do T. cruzi nesses animais, em especial a IL-10,
citocina reguladora que possui a capacidade de diminuir a resposta inflamatoria e parece ser
prejudicial na infecgdo inicial pelo T. cruzi, associada a uma susceptibilidade & infeccéo
(GATTO et al., 2017).

Ademais da eficiéncia do BZL para suprimir o parasitismo cardiaco de T. cruzi
independente da coinfeccdo, a qPCR também mostrou que houve uma menor carga de parasitos
no coracao nos animais coinfectados em relacdo a seus grupos homologos sem coinfecgdes.
NOs associamos o0 resultado do parasitismo cardiaco a uma reacdo imune mais forte
desencadeada nos camundongos coinfectados, atribuido a alta quantidade de tripomastigotas
sanguineas detectados nas AUC das parasitemias de T. cruzi e a respostas imunes tardias mais
eficazes, uma vez regulados os perfis imunes Thl e Th2. Em decorréncia, a alta infiltracdo
celular mostrada no miocardio nos animais coinfectados pode ser reflexo da alta parasitemia
observada durante o pico de parasitemia, 0 que pode ter sido responsavel pelo menor
parasitismo cardiaco registrada pela gPCR. Assim, um grande nuimero de parasitas poderia
aumentar a estimulacéo da resposta imune e recrutar um maior nimero de células dendriticas,
levando a uma resposta Th1 mais agressiva contra o T. cruzi com elevada producdo de CD8+ e
de plasmadcitos para a contingéncia da infecgdo, levando a um menor estabelecimento de

parasitas no coracao.
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Neste trabalho também foi observado que o BZL evitou a esplenomegalia entre o0s
animais infectados somente por T. cruzi e principalmente, entre os coinfectados. O registro de
pesos significativamente menores de bagos em animais coinfectados tratados em relacdo aos
coinfectados sem tratamento pode ser explicado pelo controle do BZL nareplicagéo do T. cruzi,
evitando assim o aumento de esplendcitos e células T e B no bago e por tanto, uma menor
esplenomegalia (OLIVIERI et al., 2006). Ademais, depois da administracdo do BZL em
camundongos se detectam altas concentracdes do medicamento no baco, equivalendo a 27% do
registrado no plasma (PERIN et al., 2017), auxiliando no controle do protozoario. Por outro
lado, a forte esplenomegalia desenvolvida em animais coinfectados ndo tratados pode estar
relacionada ao alto parasitismo do T. cruzi registrado neles no 8° dia de infeccdo. A cepa Y de
T. cruzi, utilizada neste trabalho, possui macrofagotropismo e portanto, utilizam macrofagos
como sitio predominantemente de multiplicacdo (CORDEIRO; DAHIA; ANDRADE, 1997).
O baco € o maior 6rgéo linfatico que existe e participa ativamente da resposta imune primaria
contra micro-organismos e proteinas estranhas (VIVEROSA; MONROYA; ALVA, 2013).
Macrofagos infectados com T. cruzi sdo destruidos nesse 6rgdo ap6s o ponto mais alto do
parasitismo (CORDEIRO; DAHIA; ANDRADE, 1997), o que faz com que o bacgo trabalhe
mais aumentando a ativacdo e proliferacdo de células do sistema imunolégico que estdo
envolvidos nas respostas imunes protetoras a infeccbes, como linfécitos T, linfocitos B e
esplendcitos (MEIS et al., 2009). Essas fungBes imunoldgicas aumentadas resultam em
hiperplasias esplénicas (CHAPMAN et al., 2020), similar ao que foi observado nos bacos de

animais do grupo coinfectado sem tratamento.

Diferentemente ao que ocorreu no baco, o BZL ndo evita a exacerbacdo da
hepatomegalia em animais coinfectados. Inclusive, o peso do figado é maior ao registrado no
grupo coinfectado que foi submetido ao tratamento. Tanto a esquistossomose como a doenca
de Chagas induzem hepatomegalia, e juntos evidentemente exacerbam essa condi¢do como
mostrados em nossos resultados. O tratamento foi capaz de atenuar, ainda que a nivel
microscopico, a lesdo hepatica associada a coinfeccdo com o T. cruzi, j& que auxiliou na
diminuicdo do nimero de células intersticiais (inflamagédo) e a preservacdo da densidade de
hepatdcitos em areas distantes aos granulomas. Mesmo assim, como é possivel perceber nas
laminas histologicas do figado, os granulomas gerados em presenca dos ovos de S. mansoni
ocupam grandes areas que poderiam estar levando a hiperplasia do figado. Ademais, o figado
é um 6rgdo de metabolismo de drogas o que também pode estar influenciando para aumento da

hepatomegalia nos animais coinfectados tratados. Trabalhos evidenciam que ha aumento
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significativo dos niveis de enzimas envolvidas no sistema de biotransformac&o de xenobioticos
(qualquer molécula orgénica hidrofdbica, seja ela farmaco, poluente ambiental ou produto
natural) como o CYP450 no figado depois dos 30 dias ap6s infec¢cdo com o parasita S. mansoni
em camundongos, coincidindo com as primeiras deposi¢des de ovos e formacdo de granulomas
neste 6rgdo (SHEWEITA; MANGOURA,; EL-SHEMI, 1998). Estes estudos sugerem que as
alteracOes nas atividades das fases | e Il das enzimas que metabolizam drogas como resultado
da infeccdo com S. mansoni pode alterar a capacidade do figado de desintoxicar muitos
compostos e, também, podem potencializar os efeitos deletérios de alguns compostos no figado.
Por isso, tanto a coinfecgdo como os metabolitos de BZL seriam capazes de intensificar a

patologia no figado.

Apesar do enfoque deste trabalho ser sobre a eficacia do BZL para tratar a doenca de
Chagas na coinfeccdo, também foram analisados parametros que pudessem expor mudancgas no
desenvolvimento dos granulomas esquistossomoticos, sob influéncia do medicamento. Os
resultados mostraram que apesar de haver tendéncia de aumento no nimero de granulomas no
figado em coinfec¢do, ndo foi observada diferenca significativa entre os grupos. N&o obstante,
os granulomas no pulméao apresentaram areas mais pronunciadas e com baixa densidade celular
em relacdo ao grupo controle. Estas diferencas expostas entre o figado e o pulméo podem ser
devido a que, dependendo do 6rgdo em que os granulomas sdo formados, eles apresentam
variacgoes estruturais e celulares e se comportam de forma diferente em relacdo ao fenémeno
modulador (LENZI; ZECH; LEONEL, 2008) em nosso caso, a coinfec¢do e/ou BZL.

Por outro lado, apesar de todos os grupos terem exibidos granulomas no figado, este
fato ndo ocorreu com os pulmdes nesses animais. Houve um aumento das porcentagens de
animais que apresentaram granulomas pulmonares em condicéo de coinfeccdo, podendo estar
ligado com a forte hepatoesplenomegalia desenvolvida nos animais desses grupos, observados
através dos pesos de seus bacos e figados. As hepatoesplenomegalias exacerbadas na
esquistossomose estdo associadas com a obstrucdo da circulacdo portal originando circulacdes
colaterais andmalas (shunts intra-hepaticos) como tentativa de compensar a hipertensdo. As
circulacbes andmalas permitem que alguns ovos caiam na circulacdo venosa, ficando presos
nos pulmdes (NEVES et al., 1980). Em decorréncia, também foi observado um aumento de
animais com ovos no intestino em situacdo de coinfeccdo, especialmente entre os animais do
grupo sem tratamento. O incremento do transito de ovos no intestino, diferentemente do
pulméo, poderia estar relacionado principalmente a um aumento da oviposi¢do por parte dos

vermes de S. mansoni como consequéncia da segunda infeccdo. Embora que, KLOETZEL et
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al., 1973 demonstraram que a oviposi¢do avaliada por contagens de ovos em fragmentos de
intestino e figado ndo foi significativamente diferente em animais coinfectados, onde o S.
mansoni precedeu a infeccao por T. cruzi (KLOETZEL etal., 1973), se tem descrito que o TNF-
a estimula a oviposicao das fémeas de S. mansoni (AMIRI et al., 1992). Neste trabalho o TNF-
a se mostrou alto em plasma de animais coinfectados em relagdo aos outros grupos com
esquistossomose, 0 que pode explicar o aumento do transito de ovos no intestino devido ao

estimulo da coinfec¢do na oviposicdo de vermes de S. mansoni.

A maior quantidade de ovos encontrados no intestino delgado se comparado ao
observado no intestino grosso se deve ao fato de que em camundongos a oviposicao parece
estar concentrada nas Placas de Peyer do intestino delgado (ou conglomerados linfo nodulares
ileais) diferentemente dos primatas, onde 0s ovos séo detectados mais facilmente no colén e no
reto (COSTAIN; MACDONALD; SMITS, 2018). A caréncia de ovos no intestino grosso
determinou auséncia de remodelamentos morfol6gicos significativos entre os animais dos
grupos experimentais. Mas, os granulomas no intestino delgado determinaram mudancas
estruturais similares entre os grupos com S. mansoni, mas com menor grau de inflamacéo e
areas granulomatosas menores no grupo coinfectado que foi submetido ao tratamento. A
producdo de granulomas no intestino, diferentemente do que ocorre em outros 6rgdos, ndo deixa
de ser favoravel ao verme, pois a inflamacédo induzida pelos antigenos dos ovos faz parte das
estratégias desenvolvidas pelo S. mansoni para permitir o transito do ovo até o limen intestinal
e expulsar os ovos do hospedeiro (HAMS; AVIELLO; FALLON, 2013). N&o obstante, a
percentagem dos ovos que ficam aderidos na parede intestinal, ocasionam lesdes intestinais que
acabam promovendo perda de fungbes motoras gastrointestinais como consequéncia da

inflamacdo estimulada pelos antigenos dos ovos (MOREELS et al., 2001).

Por fim, neste estudo analisamos a concentracdo plasmatica de BZL ap6s periodos
determinados. A esquistossomose crénica nao influenciou significativamente na concentragéo
plasmatica do BZL nos tempos testados em relacdo ao grupo controle. Devido ao fato do BZL
guando administrado por via oral ser primeiramente absorvido no intestino e depois
metabolizado no figado pelo sistema enzimatico do citocromo P450 (CYP450) (DAVANCO,
2015), esperavamos mudangas nas concentracfes plasmaticas em decorréncia da patologia
sofrida nos 6rgdos envolvidos na farmacocinética da droga. O intestino é afetado na fase cronica
da esquistossomose pela formacdo de granulomas na parede intestinal, assim como ocorre no
figado, como foi mostrado em nossos resultados. O comprometimento destes 6rgaos poderia

influenciar na captagdo do BZL no lumen intestinal e, posteriormente, em sua
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biodisponibilidade (concentragdo do farmaco no sistema circulatorio) ao ndo ser absorvido da
mesma proporcao que em camundongos sem esquistossomose. Estudos mostram que animais
infectados experimentalmente com S. mansoni tem uma menor concentracdo de praziquantel
(PZQ) em plasma acompanhado de uma baixa taxa de eliminacdo do mesmo em relacdo aos
animais do grupo controle, o que pode ser atribuido aos danos produzidos pelos granulomas
nos tecidos (ANDREWS, 1985). Ainda sdo necessarias anélises mais robustas para determinar
a cinética do BZL em conjunto com a esquistossomose mansénica para maior compreensao
sobre a interacdo do T. cruzi com o S. mansoni, mas por enquanto, os resultados sobre
concentracdo do medicamento obtidos neste trabalho indicam que a infecgdo prévia por S.
mansoni ndo compromete a eficacia terapéutica do BZL no tratamento da doenca de Chagas.
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8 CONCLUSOES

b)

d)

f)

Nossos resultados indicam que:

A infec¢do crénica com S. mansoni induz pico de parasitemia de T. cruzi até 5 vezes
maior do que o observado em animais com infeccdes simples com o protozoario, mas
passado este momento, o parasitismo € controlado de forma eficaz nestes animais,

como evidenciado pelo parasitismo cardiaco detectado pela PCR.

A infeccdo crbnica pelo S. mansoni em camundongos ndo altera de maneira
significativa o efeito do tratamento com benznidazol na sobrevivéncia, no peso

corporal e na reducdo de parasitismo sanguineo e cardiaco de T. cruzi.

A coinfeccdo reduz a polarizagdo dos perfis anti e pro-inflamatérios das citocinas
induzidas pelo S. mansoni e pelo T. cruzi quando em situacdo de infeccdo simples. O
benznidazol leva a uma diminuicdo de citocinas plasmaticas antiinflamatérias em
animais coinfectados com T. cruzi e S. mansoni sem efeito nas citocinas

proinflamatérias.

A coinfeccdo gera hiperplasias hepatoesplénicas e miocardite acentuada. O uso do
benznidazol ndo melhora a hepatomegalia em animais coinfectados, mas o aumento
do baco é evitado. Além disso, o tratamento consegue prevenir a infiltracdo celular no

coracdo, figado e no intestino em animais coinfectados.

A coinfeccdo, com ou sem tratamento, ndo influencia de forma significativa o
remodelamento de granulomas hepaticos. Mas nestes animais, foi observado aumento

da porcentagem de animais com granulomas no pulmao e no intestino.

A esquistossomose cronica ndo influenciou de maneira significativa na concentragdo
plasmatica do benznidazol em camundongos coinfectados por T. cruzi e tratados na

fase aguda, a partir da anélise realizada.
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