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RESUMO

A Tripanossomiase Americana ou doenca de Chagas representa uma doenca tropical
negligenciada causada pelo parasito protozoario Trypanosoma cruzi. A doenca de Chagas
representa a principal causa de cardiomiopatia ndo isquémica em todo o mundo. Embora a
quimioterapia com benznidazol seja indicada como referéncia no tratamento etioldgico da
doenca, apds o parasito se instalar em mdaltiplos 6rgdos do hospedeiro vertebrado, a cura
geralmente ndo é alcancada. Assim, novas drogas e esquemas terapéuticos tém sido testados
na busca por estratégias mais eficientes e tolerdveis no tratamento da doencga. Devido a sua
atividade anti-inflamatoria, antioxidante e imunomoduladora, a currumina tem mostrado
efeitos promissores no tratamento de doencas parasitdrias como maléria, leishmaniose e
esquistossomose. Entretanto a aplicabilidade da curcumina no manejo terapéutico da doenca
de Chagas ainda é pouco conhecida. Dessa forma, o presente estudo foi delineado para
investigar a influéncia do tratamento com benznidazol e curcumina sobre o parasitismo
sanguineo e cardiaco, resposta inflamatoria, dano oxidativo e remodelamento morfolégico do
miocardio em camundongos infectados por T. cruzi. Oitenta e quatro camundongos sui¢cos
fémeas com oito semanas de vida foram igualmente divididos em sete grupos: G1, nédo
infectados; G2 , infectados; G3, infectados + benznidazol (100 mg/kg); G4, infectados +
benznidazol (50 mg/kg); G5, infectados + curcumina (100 mg/kg); G6, infectados +
benznidazol (100 mg/kg) + curcumina (100 mg/kg); G7, infectados + benznidazol (50
mg/kg) + curcumina (100 mg/kg). Os animais infectados foram inoculados
intraperitonealmente com 2000 formas tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi. O benznidazol e
a curcumina foram oralmente administrados uma vez a dia, durante 20 dias, por meio de
gavagem. Os resultados indicaram que a curcumina apresentou efeitos antiparasitarios
limitados, mas que quando combinada ao benznidazol, essa molécula potencializou a agdo
terapéutica da quimioterapia de referéncia. Aparentemente, esse efeito foi mediado por uma
maior reducdo da parasitemia, carga parasitaria, processo inflamatério e dano oxidativo
cardiaco, bem como blogueio da reativacdo da infec¢do apos o término do tratamento. Além
de aumentar a sobrevivéncia e taxa de cura em camundongos infectados, o tratamento
combinado também atenuou a toxicidade hepatica induzida pelo benznidazol, impedindo a
reativacdo da infeccdo mesmo quando os animais foram tratados com a metade da dose
terapéutica recomenda para o benznidazol.

Palavras-chave: Coragdo. Inflamag&o. Cardiomiopatia. quimioterapia experimental.



ABSTRACT

The American trypanosomiasis or Chagas disease is a neglected tropical disease caused by
protozoan parasite Trypanosoma cruzi. Chagas' disease is the leading cause of non-ischemic
cardiomyopathy worldwide. Although chemotherapy with benznidazol is recommended as a
reference in the etiological treatment of the disease, after the parasite settling in multiple
organs of the vertebrate host, healing is usually not achieved. Thus, new drugs and therapeutic
schedules have been tested in the search for more tolerable and effective strategies for the
treatment of disease. Due to its anti-inflammatory activity, antioxidant and
immunomodulatory, the currumina has shown promising effects on the treatment of parasitic
diseases such as malaria, leishmaniasis and schistosomiasis. However, the applicability of
curcumin in the therapeutic management of Chagas disease is still unknown. Thus, the present
study was designed to investigate the influence of treatment with benznidazol and curcumin
on blood and cardiac parasitism, inflammatory response, oxidative damage and morphological
myocardial remodeling in mice infected with T. cruzi. Eighty-four Swiss female mice eight
weeks of life were equally divided into seven groups: G1, uninfected; G2, infected; G3
infected benznidazol + (100 mg / kg); G4 infected benznidazol + (50 mg / kg); G5, infected +
curcumin (100mg / kg); G6 infected benznidazol + (100 mg / kg) + curcumin (100mg / kg);
G7 infected benznidazol + (50 mg / kg) + curcumin (100mg / kg). The infected animals were
inoculated intraperitoneally with 2000 trypomastigotes of T. cruzi Y strain. The benznidazol
and curcumin were administered orally once daily for 20 days by gavage. The results showed
that curcumin had limited antiparasitic effects, but when combined with benznidazol, this
molecule enhanced the therapeutic action of the reference chemotherapy. Apparently, this
effect was mediated by a greater reduction in parasitemia, parasite load, inflammation and
cardiac oxidative damage and block the reactivation of the infection after completion of
treatment. In addition to increasing the survival and cure rate in infected mice, the combined
treatment also attenuated hepatic toxicity induced by benznidazol, preventing reactivation of
infection even when the animals were treated with half the therapeutic dose recommended for
benznidazol.

Keywords: Heart. Inflammation. Cardiomyopathy. Experimental chemotherapy.
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1 INTRODUCAO

Esta introducdo traz, separadamente, topicos para melhor entendimento das

justificativas e objetivos deste trabalho:

1.1 A Doenca de Chagas

A doenca de Chagas ou Tripanossomiase Americana ¢ uma doenca parasitaria causada
pelo protozoério intracelular obrigatério Trypanosoma cruzi. Em humanos, a infeccéo por T.
cruzi afeta a estrutura e funcdo principalmente do sistema cardiovascular, gastrintestinal,
muscular e nervoso, podendo levar a morte do hospedeiro (HIGUCHI et al., 2003; RASSI JR
et al., 2010). A doenca de Chagas persiste como um problema médico-social grave de dificil
abordagem clinica devido a sua caracteristica infecciosa sisttmica e a variabilidade de
manifestacdes clinicas que se desenvolvem ao longo de sua evolugdo (HOTEZ et al., 2008;
BIOLO et al., 2010). Atualmente, a doenca de Chagas representa uma Doenca Tropical
Negligenciada (DTN), com aproximadamente 13 milhfes de individuos infectados na
América Latina e Caribe (HOTEZ et al., 2012). No Brasil, a prevaléncia é de 200.000 novos
casos anuais e 50.000 ébitos/ano segundo a World Health Organization (WHO, 2013). Em
regides ndo endémicas como na América do Norte, Europa e Pacifico Ocidental, a doenca se
apresenta em ascensdo. Na América do Norte ela é responsavel por cerca 1 milhdo de casos ja
notificados. Na Europa Ocidental o nimero de casos relatados j& alcanga mais de 40.000
(RASSI JR et al., 2010; DNDI, 2012).

O homem e o principal hospedeiro acidental do T. cruzi e a transmisséo vetorial desse
parasito, que ocorre por meio de insetos hematdfagos (triatomineos), € a mais proeminente,
representando 80 a 90% dos casos (CHAGAS, 1916; RASSI JR et al., 2010). A doenca de
Chagas se desenvolve em duas fases distintas e sucessivas, aguda e cronica (ANDRADE,
2000). A fase aguda tem inicio quando o protozoario penetra no organismo do hospedeiro
vertebrado. Frequentemente ela é assintomatica e pode ndo ser diagnosticada, embora as
formas alongadas (tripomastigotas) circulantes possam ser detectadas no sangue. Nessa fase,
tripomastigotas se distribuem pelo organismo e proliferam principalmente nas células do

sistema mononuclear fagocitario, diferenciando-se em formas ovoides (amastigotas)
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(MARIN-NETO et al.,, 2007; BIOLO et al., 2010; RASSI-JR et al., 2010). As formas
amastigotas do T. cruzi frequentemente se alojam em mudltiplos 6rgdos, ocasionando leséo e
destruicdo celular associada a processos imunoinflamatérios (HIGUCHI et al., 2003;
MARIN-NETO et al., 2007; BIOLO et al., 2010).

A fase cronica tem inicio apds a 82 semana de infeccdo e pode ser assintomética ou
indeterminada. Nessa fase, podem ser encontradas formas amastigotas alojadas em diferentes
tecidos do hospedeiro, e a presenca de parasitos circulantes geralmente ndo é evidenciada
(ANDRADE, 2000). No entanto, a presenca de proteinas e acidos nucleicos teciduais pode ser
detectada por meio de testes imunoldgicos e moleculares como imunoistoquimica e PCR
(Polymerase Chain Reaction), respectivamente (WHO, 2012). Em alguns casos pode ser
observado processo patologico relacionado a distribuicdo das formas amastigotas nos tecidos,
como destruicdo celular, infiltrado inflamatério e fibrose tecidual (HIGUCHI et al., 2003;
MARIN-NETO et al., 2007; BIOLO et al., 2010). A fase cronica desenvolve-se em 30 a 40%
dos pacientes infectados. Nessa fase, a cardiomiopatia chagésica representa o evento com
maior morbimortalidade e mais incapacitante, sendo resultante do progressivo dano ao
miocardio e de miocardite fibrosante, caracteristica da doenca (COURA, 2013).

Apesar do protozoario ser capaz de infectar varios Orgdos, ele apresenta intenso
tropismo pelo musculo cardiaco. Assim, a doenca de Chagas caracteriza-se como a causa mais
comum de cardiomiopatia ndo isquémica em todo o mundo (MELO et al., 2011), levando a
morte de milhares de pacientes a cada ano, principalmente devido a cardiomiopatia dilatada,
insuficiéncia cardiaca congestiva, disritmias e eventos tromboemboélicos que ocorrem em
aproximadamente 30% dos individuos infectados (MARIN-NETO et al., 2007; RASSI-JR et
al., 2009, 2010). Estudos prévios indicaram que em 2001 a cardiomiopatia chagasica foi
responsavel por um terco dos casos de insuficiéncia cardiaca no Brasil (MENDEZ; COWIE,
2001), constituindo a terceira maior causa de indicagdo para transplante de coracdo (BOCCHI
etal., 2001).

1.2 Quimioterapia utilizada para o tratamento da Doencga de Chagas

A doenga de Chagas acarreta elevados custos para os servi¢os de satde. Atualmente,
ndo existe vacina para a doenga e, embora existam medicamentos como o benznidazol e o

Nifurtimox para o seu tratamento, essas drogas apresentam elevada toxicidade e ndo garantem
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a cura apos a disseminacdo e instalacdo do parasito nos 6rgdos e tecidos do hospedeiro
vertebrado (RASSI-JR et al., 2010; WHO, 2012; NOVAES et al., 2015).

Apesar das recentes pesquisas na busca de drogas capazes de inibir o parasitismo, a
instalacdo e o desenvolvimento da doenca, 0s alvos terapéuticos atuais apresentam eficacia
limitada (MUNOZ et al., 2011). Na auséncia de drogas mais eficientes, a quimioterapia
convencional permanece como a principal estratégia de tratamento etiolégico da doenca de
Chagas (CANCADO, 2002; SOSA-ESTANI et al. 2009, MUNOZ et al., 2011). A
quimioterapia especifica introduzida para uso ha quatro décadas baseia-se no Nifurtimox (3-
metil-4 [(5-nitrofurfurilidene) amino] tiomorfoline-1,1-di6xide) comercializado com o0 nome
de (Lampit™), e o benznidazol (N-benzil-2-nitro-1-imidazoleacetamida) comercializado
desde 0 ano de 1978 até 2003 com o nome Rochagan® pela indUstria farmacéutica Roche. O
mecanismo de acdo do Nifurtimox relaciona-se a reducdo do grupamento nitro com
subsequente producdo de radicais livres principalmente radicais hidroxila (OH"), o qual é
toxico para o parasito (URBINA, 2003). Essa droga se tornou inconveniente para 0 uso em
humanos devido a alta toxicidade e efeitos colaterais como reacdes de hipersensibilidade,
anorexia, vomitos, polineurite e depressdo da producdo de células pela medula Ossea
(URBINA, 2003; DOCAMPO, 1990). Atualmente Nifurtimox ndo é mais comercializado no
Brasil e 0 benznidazol é a Unica droga disponivel e clinicamente prescrita para tratamento de
pacientes chagasico nas Gltimas décadas (MUNOZ et al., 2011; NOVAES et al., 2015). Apos
2003, a empresa Roche transferiu os direitos e a tecnologia de fabricacdo do benzonidazol
para 0 governo brasileiro, o qual a partir de 2008 passou a ser o unico produtor mundial da
droga e a fornecer o medicamento a populacéo (OPAS 2011).

Benznidazol é uma droga nitroeterociclica que atua por meio da formacdo de radicais
livres e/ou metabolitos nucleofilicos pela reducdo do grupo nitro. A droga distribui-se no
meio extra e intracelular, agindo sobre as formas tripomastigotas e amastigotas do parasito
(DOCAMPO; MORENO, 1984; SILVEIRA et al., 2000; URBINA, 2003). Embora o
mecanismo de acdo do benznidazol ainda néo esteja completamente elucidado, € amplamente
reconhecido que espécies reativas derivadas do oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN)
produzidos durante o metabolismo (principalmente OH" e o Oxido nitrico [NO]) estdo
envolvidas no efeito tripanocida da droga. Entretanto, essas espécies reativas também
interagem com biomoléculas celulares causando a oxidacdo de lipidios, proteinas, acidos
nucleicos; culminando em lesdo ou morte de células do hospedeiro (MAYA et al., 2006;
NOVAES et al., 2015). A elevada toxicidade e os efeitos colaterais associadas a terapia de

referéncia para a doenca de Chagas representam importantes limitacbes ao uso do
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benznidazol. Uma série de efeitos colaterais decorrentes do uso da droga tem sido descritos,
dentre esses destacam-se: hepatite toxica, imunossupressdo, polineuropatia periférica,
intolerancia digestiva, anorexia, e neoplasias (BOCCHI et al., 1993, PEREZ-MOLINA et al.,
2009; MARIN-NETO et al., 2009). Apesar do amplo espectro de efeitos colaterais associados
ao uso do benznidazol, a relacéo risco beneficio ainda se mostra favoravel na fase aguda da
doenca, uma vez que estudos clinicos tém demonstrado eficicia aceitavel da droga em reduzir
a parasitemia, o parasitismo e as lesbes em orgaos alvo (especialmente no musculo cardiaco),
mesmo nos casos em que a cura ndo é alcancada (CANCADO, 2002; PEREZ-MOLINA et
al., 2009; MUNOZ et al., 2011).

Tendo em vista a elevada morbidade e mortalidade causada pela doenca de Chagas, a
toxicidade e eficiéncia limitada do tratamento atualmente disponivel, é de extrema
importancia desenvolver novos métodos e esquemas terapéuticos menos nocivos e mais
eficientes (MUNOZ et al., 2011). Uma alternativa em potencial no tratamento da infeccéo por
T. cruzi envolve o uso de compostos naturais derivados de plantas, como a curcumina, a qual
apresenta um amplo espectro de atividade bioldgica, incluindo acdo antiparasitaria direta
sobre diferentes espécies de parasitos protozoarios bem como potente propriedade
imunomodulatéria, anti-inflamatéria e antioxidante (CUI et al., 2007; DAS et al., 2008;
ALLAM et al., 2009; NAGAJYOTHI et al., 2012; VATHSALA et al., 2012; ZORAIMA
NETO et al., 2013).

1.3 Papel do estresse oxidativo na patogénese da cardiomiopatia chagasica

Na Gltima década, foi amplamente investigada e demonstrada a participacdo do estresse
oxidativo na deterioracdo da estrutura e funcdo cardiaca na doenca de Chagas. Em animais,
foi identificada a instalagdo de um status pré-oxidante de intensidade progressiva ao longo da
infeccdo por T cruzi, indicando que o desenvolvimento da cardiomiopatia chagasica também
estd associado ao acumulo de lesdes oxidativas no musculo cardiaco (WEN; GARG, 2008;
GUPTA et al., 2009a). Foi demonstrado que as células inflamatorias recrutadas produzem
grande quantidade de espécies reativas como anion superoxido (02°), radical hidroxila (OH"),

e perdxido de hidrogénio (H,0O,), moléculas que participam dos mecanismos de defesa contra
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a infeccdo parasitaria (GUPTA et al., 2009a,b). Essas espécies reativas também séo
produzidas pelos proprios cardiomiocitos infectados, evento que ndo representa um
mecanismo de defesa contra o parasito, mas sim uma alteracdo funcional das mitocéndrias
que ocorre durante o parasitismo celular. Assim, a producdo de espécies reativas pelos
cardiomidcitos constitui um fator de susceptibilidade para a lesdo do miocéardio, morte celular,
agravamento do processo inflamatério e disfuncdo do musculo cardiaco na cardiomiopatia
chagasica (WEN et al., 2004, 2006; GUPTA et al., 2009a,b).

Sabe-se que as citocinas e quimiocinas podem alterar o equilibrio redox do organismo
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999; GUPTA et al., 2009a). Existe evidéncia de que a
infeccdo por T. cruzi induz a expresséo das citocinas TNF, IL-1 e IL-6, as quais participam no
controle do parasita estimulando a sintese de agentes citotdxicos como as espécies reativas
derivadas do oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN) (GUPTA et al.,, 2009 ab). Em
cardiomidcitos infectados por T. cruzi, a producdo de espécies reativas pode ser aumentada
pelas citocinas TNF, IFN-y e IL1-B, o que ndo ocorre quando cardiomidcitos ndo infectados
sdo tratados com essas moléculas (GUPTA et al., 2009a,b). Tém sido relatado um papel chave
do TNF e IFN-y na indugdo da sintese de NO em animais infectados por T. cruzi, molécula
diretamente envolvida na resisténcia do hospedeiro a infeccdo e no controle da parasitemia e
parasitismo celular (GAZZINELLI et al., 1992; MUNOZ-FERNANDEZ et al., 1992; VESPA
et al., 1994). Em humanos, os niveis de TNF e NO foram inversamente correlacionados com
0s niveis das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase
(GPX), e diretamente correlacionados com a severidade da cardiomiopatia chagéasica
(PERES-FUENTES et al., 2003). Além da producdo aumentada de espécies reativas, também
foi demonstrada reducdo gradual da atividade das enzimas SOD, GPX e glutationa S-
transferase (GST) em elementos sanguineos ao longo da evolucdo da doenca em humanos
(PERES-FUENTES et al., 2003). Como a menor expresséo dessas enzimas foi observada nos
graus mais avancados de lesdo cardiaca, a reducdo da defesa antioxidante enddgena parece
contribuir para a progressdo da cardiomiopatia chagasica (PERES-FUENTES et al., 2003;
WEN et al., 2004).

Estudos prévios demonstraram que a utilizacdo de agentes anti-inflamatdrios e
antioxidantes sdo potencialmente aplicaveis e eficientes em atenuar os danos cardiacos
induzidos por T. cruzi (WEN; GARG, 2008). Dessa forma, diferentes substancias sintéticas e
naturais estdo sendo investigadas na tentativa de se identificar compostos capazes de atenuar a
progressao e a gravidade da cardiomiopatia chagasica (URBINA; DOCAMPO, 2003; MAYA
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et al., 2006, MELO et al., 2011; MUNOZ et al., 2011). Recentemente, a Curcuma longa L.
tem se destacado como um recurso natural aplicAvel no manejo terapéutico de doencas
parasitarias, incluindo maléria, esquistossomose, leishmaniose e doenca de Chagas (CUI et
al., 2007; DAS et al., 2008; ALLAM, 2009; MIMCHE et al., 2011; NAGAJYOTHI et al.,
2012). Embora a C. longa L. apresente amplo espectro de atividade bioldgica, sua acéo
imunomodulatéria, anti-inflamatéria e antioxidante tem se destacado em investigagdes
recentes, sendo consideradas importantes caracteristicas que fazem dessa planta uma potencial
candidata para o desenvolvimento de novas drogas com acdo antiparasitaria (YADAV et al.,
2005; CUl et al., 2007; VATHSALA et al., 2012).

1.4 Curcuma longa L.

A C. longa L., uma planta da familia Zingiberaceae, é comumente encontrada em
regides tropicais e subtropicais do mundo, sendo amplamente cultivada em paises asiaticos,
principalmente na India e China (STRIMPAKOS; SHARMA, 2008). Na Malasia, Indonésia e
india tem sido sistematicamente estudada devido a sua importancia econdmica e aplicacio na
medicinal popular. Como um pé, chamado de acafrdo, é utilizado na preparagdo de alimentos
como um tempero por seu aroma e propriedades digestivas (GOVINDARAJAN, 1980;
STRIMPAKOS; SHARMA, 2008). Evidéncias etnobotéanicas indicaram a utilizacdo do po de
C. longa L. na medicina tradicional indigena contra desordens biliares, anorexia, coriza, tosse,
feridas diabéticas, doenca hepatica, reumatismo e sinusite (AMMON et al. 1992;
STRIMPAKOS; SHARMA, 2008). Na medicina Hindu, é comumente utilizado no tratamento
de entorse e inchacos causados por lesdo e na medicina tradicional Chinesa a C. longa L. é
comumente utilizada no tratamento de doencas associadas a dores abdominais. (AMMON;
WAHL, 1991).

A curcumina  (1E,6E)-1,7-Bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona),
comumente chamada diferuloilmetano, € um composto fendlico que constitui o principio
corante do agafrdo, o qual € extraido a partir dos rizomas da C. longa L. Com cor amarela-
alaranjada, constitui o principal componente ativo da planta responsavel por uma variedade de
efeitos bioldgicos e farmacoldgicos (STRIMPAKOS; SHARMA, 2008; DAS et al., 2008).
Diversos estudos demonstraram a seguranga da curcumina e dos seus derivados em modelos
animais (CHIU et al., 2009; STRIMPAKOS; SHARMA, 2008). Devido ao baixo potencial de
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toxicidade, foi previamente demonstrado que a administragcdo da curcumina, mesmo em doses
elevadas (2 g/kg de peso corporal), € segura e ndo apresenta evidéncias de toxicidade orgénica
em camundongos (ZORAIMA NETO et al., 2013).

O crescente interesse cientifico na curcumina fundamenta-se no seu amplo espectro de
acdo biologica que envolve efeitos antioxidantes, anti-inflamatorios, imunomoduladores, anti-
angiogénicos, anti-infecciosos, capacidade para regular a apoptose, e propriedades
anticancerigenas. Tem sido amplamente demonstrado que esses efeitos estdo relacionados
com a capacidade da curcumina de inibir a expressdo e/ou atividade de moléculas alvo,
incluindo vérios fatores de crescimento, fatores de transcricdo, citocinas e enzimas envolvidas
na fisiopatologia de diversas doengas (CHIU et al. 2009; KANG; CHEN 2009; KUTTAN et
al 2007; STRIMPAKOS; SHARMA, 2008). Estudos prévios indicaram que a curcumina pode
modular a expressdo de genes que regulam a homeostase cardiaca e que estdo envolvidos na
progressao de doencas do coracdo. Nesse contexto, estudo prévio demonstrou o potencial da
curcumina para prevenir e reverter a hipertrofia e insuficiéncia cardiaca em modelos animais
(STRIMPAKOS; SHARMA, 2008; GHOSH et al. 2010).

A curcumina tem sido utilizada em estudos pré-clinicos como um potente inibidor de
inflamacdes agudas e cronicas. Existem indicios de que sua acdo inibitéria sobre a formacéo
de leucotrienos por neutrdfilos peritoneais em ratos € superior a antinflamatérios esterdides
como a hidrocortisona (AMMON et al., 1992; MIMCHE et al., 2011). Sabe-se que a
curcumina pertence a classe dos curcuminoides e é muito semelhante aos diarilheptanoides,
moléculas que apresentam comprovada atividade antinflamatéria (STRIMPAKOQOS;
SHARMA, 2008). Além disso, a atividade inflamatdria da curcumina também tem sido
associada a reducdo da sintese de citocinas pré-inflamatérias como IL-1, IL-2, IL-6, TNF-a e
IFN-y (efeito mediado pela inibicdo da via de sinalizagdo do NF-kB); e a inibicdo da
expressao de moléculas de adesdo pelas células do endotélio vascular, reduzindo a taxa
migracdo de células do sistema imune e a intensidade da inflamagcdo (STRIMPAKOS;
SHARMA, 2008; MIMCHE et al., 2011).

Tém sido demonstrado que a curcumina apresenta importante atividade antioxidante
capaz de inibir o estresse oxidativo em maultiplos 6rgdos (PULLA; LOKESH, 1994;
STRIMPAKOS; SHARMA, 2008), o qual apresenta papel fundamental na inflamagdo. A
acao antioxidante da curcumina tém sido associada a neutralizacao direta e reducdo da sintese
de radicais livres por células inflamatorias, bem como modulagdo do sistema enzimético
antioxidante enddgeno. Dessa forma, existem diversas evidéncias de que a curcumina é capaz

de neutralizar especies reativas derivadas do oxigénio (como o perdxido de hidrogénio, anion
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superoxido e radicais hidroxila) e do nitrogénio (como o 6xido nitrico), que estdo diretamente
envolvidos nos danos oxidativo as biomoléculas celulares como lipidios, proteinas e acidos
nucléicos (STRIMPAKOS; SHARMA, 2008; MIMCHE et al., 2011). A curcumina tem sido
foco de interesse no combate ao estresse oxidativo, uma vez que seu potencial antioxidante
pode superar os efeitos encontrados para o a-tocoferol, composto com reconhecida atividade
antioxidante (PULLA; LOKESH, 1994).

1.5 Atividade antiparasitaria da curcumina

A atividade antiparasitaria da curcumina tém sido comprovada em estudos in vitro (CUI
et al., 2007; DAS et al., 2008) e in vivo (ALLAM, 2009; VATHSALA et al., 2012;
ZORAIMA NETO et al., 2013). Quando administrados a camundongos, a curcumina foi
capaz de induzir aumento significativo atividade de macrofagos, células T e B (RANJAN et
al., 2004; ALLAM, 2009), neutréfilos JAGETIA; AGGARWAL, 2007), células dendriticas
e natural killer (YADAV et al., 2005). O efeito antiparasitario da curcumina também foi
relacionado ao sistema de B-dicarbonilico, o qual possui ligaces duplas conjugadas (dienos)
(ARAUJO et al. 1999). Este sistema parece ser responsavel nio apenas pela acdo
antiparasitaria, mas também pela atividade anti-inflamatéria da curcumina (CLAESON et al.
1996).

Foi demonstrado in vitro, que a curcumina apresenta atividade antiparasitaria contra
formas promastigotas de Leishmania amazonensis (LDso = 24 uM ou 9 mg/ml). Em testes in
Vivo em ratos esse composto indicou uma inibi¢do de 65,5% do tamanho de lesdes da pata de
camundongos inoculados com esses parasitos (ARAUJO et al., 1999). Além disso, foi
previamente descrita atividade da curcumina contra Leishmania donovani, o agente etiologico
da leishmaniose visceral. Aparentemente esse efeito é mediado pela indugdo de dano
oxidativo as citomembranas do parasito, liberagdo de célcio dos estoques intracelulares,
influxo de calcio do meio extracelular, despolarizacdo da membrana mitocondrial mediada
por excesso de célcio, liberagcdo do citocromo ¢ e inducéo de vias de morte celular por meio
da ativacéo de enzimas intracelulares e fragmentacdo do DNA (DAS et al., 2008).

Diversos estudos demonstraram a atividade esquistomicida da curcumina. Em estudo in
vitro, Magalhaes et al. (2009) encontrou marcante efeito citotoxico da curcumina em doses

elevadas (50 e 100 uM) sobre vermes adultos de Schistosoma mansoni, e uma taxa de
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eliminacdo de 100% dos parasitos em cultura. Nesse mesmo estudo, em doses menores (5 a
20 uM) a curcumina também foi efetiva em separar os casais de vermes adultos em formas
isoladas e reduzir a producdo de ovos em 50%. Em um estudo in vivo, a administracdo
intraperitoneal de curcumina na dose de 400 mg/kg foi efetiva em reduzir a producéo de IL-
12, TNF, carga parasitaria, a produgdo de ovos, volume do granuloma e a fibrose hepética
camundongos infectados pelo S. mansoni. O tratamento também foi eficiente em restaurar a
atividade das enzimas hepaticas e a aumentar atividade da enzima antioxidante catalase no
figado desses mesmos animais (ALLAM, 2009).

Estudos prévios demonstraram que a associacao terapéutica de curcumina e artemisina,
ambos compostos de origem natural, foi eficiente no controle parasitario de Plasmodium
berghei, aumentando a taxa de sobrevivéncia e prevenindo a reativacdo da infeccdo em
camundongos infectados (NANDAKUMAR et al.,, 2006). Em estudo semelhante, a
associacao entre curcumina o derivado da artemisina o,f-arteether também foi efetivo em
prevenir a esplenomegalia e reduzir os niveis de IL-12 e INF-y causada pela infec¢do, com 0s
melhores efeitos sendo observados nos grupos de associacdo (VATHSALA et al., 2012). Foi
ainda demonstrado que o extrato etandlico de C. longa L. é capaz de inibir o crescimento de
Plasmodium falciparum e L. Major in vitro (RASMUSSEN et al., 2000). Em Plasmodium
falciparum a curcumina parece interferir no metabolismo do parasito e exercer um efeito
citotoxico direto mediado pela inducdo da producdo de ERO. Esse efeito foi relacionado com
interferéncia na acetilacéo de histonas pela inibicdo da enzima histona acetiltransferase (HAT)
e regulacdo da replicacdo do parasito, sendo efetivo mesmo em cepas resistentes a cloroquina
(CUl et al., 2007). Em outro estudo, quando a curcumina e Piperina foram combinadas com a
cloroguina o efeito sobre a reducdo da parasitemia foi potencializado em camundongos
infectados por Plasmodium chabaudi quando comparado ao uso isolados desses compostos
(ZORAIMA NETO et al., 2013).

1.6 Justificativa e relevancia do estudo

O tratamento de doengas humanas utilizando plantas medicinais e os seus derivados é
uma pratica antiga que atualmente tem ganhado popularidade em todo o mundo
(FARNSWORTH, 1994; YADAV et al., 2005; VATHSALA et al., 2012). Até 0 momento

existe considerdvel interesse em produtos naturais derivados de plantas, particularmente
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aqueles utilizados na medicina tradicional (MUELAS-SERRANO et al., 2000; MAYA et al.,
2006; NAGAJYOTHI et al.,, 2012; ZORAIMA NETO et al., 2013). Esses produtos tem
potencial aplicabilidade para serem utilizados no desenvolvimento de novas drogas e
aplicacdes, incluindo o tratamento de doencas parasitarias (MUELAS-SERRANO et al.,
2000; MAYA et al., 2006; ALLAM, 2009; MIMCHE et al., 2011; NAGAJYOTHI et al.,
2012;). Esse tipo de investigagdo tem se mostrado como uma estratégia efetiva para selecionar
plantas medicinais para o desenvolvimento de novas drogas desde que cerca de 80% da
populacdo utiliza produtos derivados de plantas no seu cuidado basico de saude
(FARNSWORTH, 1994; KAUR et al. 2005).

Até o presente momento, a maior parte dos estudos e das drogas testadas para o
tratamento da doenca de Chagas tem como objetivo inibir vias metabdlicas especificas.
Entretanto, na maioria dos casos, mesmo ap0s o0 tratamento o T. cruzi ainda é capaz
estabelecer o parasitismo uma vez que aciona multiplos mecanismos envolvidos na invasdo
celular, sobrevivéncia e replicacio (URBINA et al., 2003; MUNOZ et al., 2011).
Possivelmente, essa caracteristica relaciona-se com a baixa eficacia de drogas que bloqueiam
uma unica via metabolica. Assim, o desenvolvimento de esquemas terapéuticos com a
associacao de drogas para bloquear simultaneamente multiplas vias metabdlicas associadas ao
parasitismo e dano tecidual tém representado uma estratégia promissora no combate a
diversas doencas parasitarias (NANDAKUMAR et al., 2006, VATHSALA et al., 2012;
ZORAIMA NETO et al., 2013) incluindo a doenca de Chagas (DINIZ et al., 2013).

Considerando eficacia limitada e elevada toxicidade da quimioterapia de referéncia
(benznidazol), torna-se relevante definir esquemas terapéuticos eficientes e melhor toleraveis
para o tratamento da doenca de Chagas. Nesse contexto, a associacdo terapéutica do
benznidazol com a curcumina se apresenta como uma estratégia complementar e viavel com
maultiplos propdsitos como: 1) inibir simultaneamente mais de uma via metabdlica associada
ao parasitismo celular, 2) reduzir a toxicidade do benznidazol pela atenuacéo da inflamacéo e
estresse oxidativo tecidual, 3) modular a resposta imunoldgica do hospedeiro e reduzir os
danos teciduais associados ao processo inflamatorio e estresse oxidativo induzido por T. cruzi.
Admitindo-se um efeito positivo, mesmo que limitado, da associacdo entre benzonidazol e
curcumina na reducdo da parasitemia, parasitismo celular, estresse oxidativo, processo
inflamatdrio e lesdo tecidual, essa estratégia ainda pode ser relevante caso possibilite reduzir a
dose terapéutica do benznidazol ao mesmo tempo em que mantém o grau de protecdo do
hospedeiro, diminuindo a toxicidade e os efeitos colaterais causados por essa droga. Assim,
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essa associacdo pode ser relevante uma vez que a curcumina, além da atividade antiparasitaria
direta, também apresenta elevado potencial imunomodulatério, antinflamatorio e antioxidante,
0 qual pode contribuir para atenuar os danos teciduais induzidos pelo parasito e pela
toxicidade determinada pelo benznidazol.

Na doenga de Chagas, o estabelecimento de uma resposta inflamatéria é fundamental no
controle do intenso parasitismo caracteristico da fase aguda, entretanto, essa resposta
frequentemente conduz a instalacdo de uma cardiomiopatia inflamatdria na fase cronica
(BIOLO et al., 2010; RASSI JR et al., 2010). Visto que a cardiomiopatia chagasica evolui
para um pior progndstico comparado a cardiomiopatias nao inflamatorias, e que a principal
diferenca entre estas patologias ¢é a presenca do infiltrado inflamatoério no tecido cardiaco de
chagasicos (MARIN-NETO et al., 2007; RASSI-JR et al., 2009; 2010), ¢é possivel inferir que
intervencdes capazes de modular o processo inflamatorio podem atenuar a severidade da
cardiomiopatia chagasica. Assim, identificar o perfil de mediadores inflamatdrios e oxidativos
expressos durante a infec¢do por T. cruzi pode contribuir para elucidar se a curcumina pode
oferecer resisténcia a infeccdo e quais 0s mecanismos podem estar associados a atenuacao da
severidade da cardiomiopatia chagésica.

A curcumina parece constituir um composto natural promissor para ser utilizado em
combinagdo com o quimioterapico de referéncia para o tratamento da doenca de Chagas,
especialmente devido a sua abundancia, baixo custo, natureza ndo toxica e amplo espectro de
efeitos terapéuticos, os quais tem sido observados em uma ampla variedade de doencas
parasitarias humanas. Até o momento, foram encontrados apenas dois estudos que
investigaram o efeito da curcumina sobre o T. cruzi (NOSE et al., 1998; NAGAJYOTHI et
al., 2012), sendo que apenas um deles avaliou o efeito desse composto in vivo
(NAGAJYOTHI et al., 2012). Apesar de terem sido descritos resultados positivos no controle
do parasito em ambos os estudos, a atividade tripanocida da curcumina ainda é pouco
explorada, e o potencial terapéutico desse composto no manejo terapéutico da doenca de
Chagas permanece desconhecido.

1.7 Objetivos

Os objetivos foram organizados segundo a sequéncia abaixo:
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1.7.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do tratamento isolado e combinado com benznidazol e curcumina
sobre o parasitismo sanguineo e cardiaco, resposta inflamatoria, dano oxidativo e
remodelamento morfologico do miocardio em camundongos infectados pela cepa Y do T.

cruzi.

1.7.2 Objetivos especificos

a) Investigar o efeito da associa¢do da quimioterapia convencional (benznidazol) com a
curcumina sobre a parasitemia, carga parasitaria e mortalidade de camundongos inf
ectados por T. cruzi;

b) Avaliar o efeito da associacdo da quimioterapia convencional (benznidazol) com a
curcumina sobre os niveis de citocinas e reatividade de imunoglobulinas no plasma de
camundongos infectados por T. cruzi;

c) Avaliar o efeito da associa¢do da quimioterapia convencional (benznidazol) com a
curcumina sobre o dano oxidativo do miocardio de camundongos infectados por T.
cruzi;

d) Avaliar o efeito da associacdo da quimioterapia convencional (benznidazol) com a
curcumina sobre o remodelamento morfolégico do miocéardio de camundongos

infectados por T. cruzi.
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2 MATERIAS E METODOS

Toda a metodologia assim como 0s materiais utilizados para a realizacdo do

experimento estéo relacionadas abaixo:

2.1 Animais e infeccdo

Sete grupos com 12 camundongos sui¢cos fémeas com oito semanas de vida foram
utilizados. Os animais foram adquiridos do Biotério Central da Universidade Federal de
Alfenas e mantidos durante todo o experimento no Biotério do Departamento de Patologia e
Parasitologia da mesma instituicdo. Os animais foram mantidos em ambiente com
temperatura (21+2°C), umidade (60-70%) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12/12 horas)
controladas e foram alocados em caixas coletivas de polipropileno. Agua e ragdo foram
fornecidos a vontade. A infeccdo com T. cruzi foi induzida por meio de um indculo
padronizado por via intraperitoneal contendo 2000 formas tripomastigotas sanguineas da cepa
Y do parasito. Os parasitos foram obtidos a partir do sangue coletado em animais previamente
infectados (CALDAS et al., 2008a).

2.2 Estratégia de tratamento e grupos experimentais

Para avaliar o efeito da associacdo entre a droga de referéncia (benzonidazol) e a
curcumina os animais foram tratados durante 20 dias consecutivos (CALDAS et al., 2008a).
O benzonidazol (N-benzil-2-nitro-1-imidazolacetamide®, Roche) e a curcumina (Sigma-
Aldrich, Sdo Paulo, SP, Brasil) foram suspensos em solugéo aquosa de carboximetilcelulose
a 2% (veiculo) e administrados em uma dose diaria por via oral por meio de gavagem. Os
experimentos foram realizados considerando a dose terapéutica do benzonidazol para

camundongos, que é 100mg/kg de peso corporal (CALDAS et al., 2008a). A partir dessa
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dosagem foram testadas diferentes associagOes terapéuticas com as seguintes dosagens do
benzonidazol: (i) dose terapéutica, (ii) a metade da dose terapéutica. A curcumina foi
administrada em dose fixa de 100 mg/kg, a qual demonstrou efeito tripanocida para a cepa
Brasil de T. cruzi (NAGAJYOTH et al., 2012). Os tratamentos foram administrados
imediatamente ap0ds a confirmacdo, por meio da identificacdo de formas tripomastigotas de T.
cruzi no sangue, e estabelecimento da infeccdo, 4 dias apds a inoculagdo (CALDAS et al.,
2008a). A distribuicdo dos grupos e os esquemas terapéuticos foram definidos da seguinte

forma:

Grupo 1: (controle negativo): ndo infectados;

Grupo 2: (controle positivo): infectados;

Grupo 3: infectados + benzonidazol (100 mg/kg);

Grupo 4: infectados + benzonidazol (50 mg/kg);

Grupo 5: infectados + curcumina (100 mg/kg);

Grupo 6: infectados + benzonidazol (100 mg/kg) + curcumina (100 mg/kg);
Grupo 7: infectados + benzonidazol (50 mg/kg) + curcumina (100 mg/kg).

2.3 Analise de parasitemia e mortalidade

A parasitemia foi avaliada diariamente. O nimero de parasitos foi determinado de
acordo com a técnica descrita por Brener (1962) por meio da quantificacdo de formas
tripomastigotas de T. cruzi em 5 pl de sangue periférico coletado por puncéo venosa na cauda
dos animais. Foi avaliada e tragada a curva de parasitemia de todos os animais infectados. A
taxa de mortalidade foi calculada por meio de registro diario de todos os animais que
morreram durante o periodo experimental (CALDAS et al., 2008a).

2.4 Analise de toxicidade hepatica



24

A toxicidade hepética de cada tratamento e das associacdes terapéuticas foi avaliada por
meio da quantificagdo dos niveis séricos das enzimas Aspartato aminotransferase (AST) e
Alanina aminotransferase (ALT). As andlises enzimaticas foram realizadas por meio de
espectrofotometria utilizando kits enzimaticos comercias e as instrucBes fornecidas pelo

fabricante (Human in Vitro Diagnostics, Belo Horizonte, MG, Brasil).

2.5 Ensaio de reativacdo da infeccéo

Apos 20 dias de tratamento, 0s animais que apresentaram negativacdo da parasitemia
foram submetidos a um protocolo para avaliar a reativacao da infeccao. Para isso, trés ensaios
independentes foram realizados. Ensaio 1: A parasitemia dos animais foi avaliada
diariamente durante 20 dias ap6s o tratamento para determinar a reativacdo natural da
infeccdo. Ensaio 2: Os animais que ndo apresentaram reativacdo da parasitemia nesse periodo
foram submetidos a imunossupressdo com ciclofosfamida (Genuxal, Baxter Oncology GmbH,
Westfalen, Alemanha). Essa droga foi dissolvida em tampdo fosfato estéril (pH 7,2) e
administrado em 3 ciclos de 50mg de ciclofosfamida /kg de peso corporal durante quatro dias
consecutivos com intervalo de de 3 dias entre cada ciclo (CALDAS et al., 2008b). A
parasitemia destes animais foi avaliada durante os ciclos de imunossupressdo, bem como nos
5 dias seguintes ao fim do protocolo de imunossupressdo. Ensaio 3: Os animais que
permaneceram com a parasitemia negativada apds imunossupressdo foram avaliados por meio
de hemocultura. Para isso, 400uL de sangue foram coletados por meio de pungdo do plexo
orbital e igualmente divididos em dois tubos contendo 3 mL do meio de cultura LIT. Os tubos
foram incubados & 28 °C durante 90 dias e examinados mensalmente para detec¢do de
parasitos. Em todos os ensaios a detecgdo de parasitos foi realizada de acordo com a técnica
de Brener (1962).

2.6 Analise de carga parasitaria e cura parasitoldgica por gPCR para DNA de T. cruzi



25

A carga parasitaria media foi estimada por meio da quantificacdo dos niveis de DNA de
T. cruzi no tecido cardiaco. Animais que apresentaram resultados positivos em qualquer
ensaio de reativacdo da infeccdo ou aqueles em que o DNA do parasito foi detectado no
tecido cardiaco foram considerados ndo curados (CALDAS et al., 2008a). A extracdo de
DNA gendmico total de camundongos controle e infectados com T. cruzi foi realizada
utilizando kit comercial (Assistente® Genomic DNA Purification Kit, Promega) de acordo
com a Caldas et al. (2012). O DNA foi quantificado por espectrofotometria (GeneQuant,
Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, EUA) e as concentracdes foram ajustadas para 25 ng /
mL. A reaccdo de PCR foi realizada num volume de 10 uL contendo 50 ng de DNA
genémico, 5uL de SYBR Green® PCR Mastermix (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, EUA)
e 0,35 uL de primers contendo 195 pares de bases (pb) especificos do DNA T. cruzi ou 0,50
uL de primers para o factor de necrose tumoral-a. (TNF-a)). Os primers para T. cruzi (TCZ-F
5-GCTCTTGCCCACAMGGGTGC-3, em que M = A ou C e TCZ-R 5-
CCAAGCAGCGGATAGTTCAGG-3") amplificam um fragmento de 182 pb. Os primers para
TNF-o  (TNF-5241 5-TCCCTCTCATCAGTTCTATGGCCCA-3 ' TNF-5411 5
CAGCAAGCATCTATGCACTTAGACCCC-3) amplificam um produto de 170 pb
(CUMMINGS; TARLETON, 2003). O programa de ciclos consistiu de uma desnaturacao
inicial a 95 °C durante 10 min, seguido de 40 ciclos a 94 °C durante 15s e 64,3 °C durante 1
min, com aquisicao de fluorescéncia a 64,3 °C. A amplificacdo foi imediatamente seguida por
um programa de fusdo com uma desnaturacdo inicial de 15 segundos a 95 °C, arrefecimento a
60 °C durante 1 min e, em seguida, um aumento de temperatura de 0,3 °C/s a partir de 60 a 95
°C. Cada placa de 96 pocos de reacdo continha uma curva padrédo e dois controles negativos.
Os controles negativos consistiram de uma mistura de reac¢do com os iniciadores especificos
para T. cruzi ou camundongo sem o DNA e também com DNA de tecido obtido a partir de
camundongos ndo infectados. Os valores médios para a quantificagdo de DNA de T. cruzi
foram normalizados pelos dados obtidos com os iniciadores especificos TNF-a como se
segue: valor normalizado = (meédia de DNA de T. cruzi / média de DNA de TNF-a) x 1000,
onde "1000" corresponde ao valor esperado para o0 TNF-o a partir de 30 mg de tecido
cardiaco. As eficiéncias de amplificagdo foram determinadas automaticamente pelo Software
StepOne TM v2.0 (eficiéncia [E] = 100/ elinas@ely (stordeur et al., 2002).

2.7 Ensaio para imunoglobulinas
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Amostras de sangue dos animais a partir do seio orbital venoso (0,5 mL) foram
centrifugadas em tubos heparinizados a 3000xg durante 10 min para obtengdo do plasma.
Anticorpos especificos anti-T. cruzi foram detectados pela técnica descrita por Voller et al.
(1976). O ensaio foi realizado utilizando um ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA).
Microplacas de poliestireno (96 pogos) foram sensibilizados durante 12 horas a 4 °C com 100
pL de antigenos da cepa Y de T. cruzi (4,0 ug / mL) preparado a partir extragdo alcalina de
parasitos em crescimento exponencial em meio LIT (CALDAS et al., 2008). Apos lavagem e
bloqueio com solucgdo salina tamponada com fosfato (PBS) e 1% de soro fetal bovino, 100ul
do soro diluido de cada animal (1:20) foi adicionado aos pocos e a placa foi incubada durante
45 min a 37 °C. Ap6s lavagem com PBS-Tween 20 (0,05%), 100 pL anticorpos de coelho
anti-lgG de camundongo (anti-1gG, 1gG1, 1gG2a, 1gG2b) conjugados com peroxidase (Bethyl
Laboratories, Montgomery, USA) foram adicionados aos pocos e a placa foi incubada durante
45 min a 37 °C. A placa foi lavada e os pocos incubados com o substrato contendo O-
fenilenodiamino-OPD (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, EUA) como cromdgeno. A
densidade optica (DO) foi determinada em espectrofotdmetro a 490 nm (Anthos Zenyth 200,
Biochrom, Cambridge, UK). A absorvancia média para dez amostras de controle negativo
(ndo infectado) mais dois desvios padrdo foram utilizados como o ponto de corte para
discriminar resultados positivos e negativos (CALDAS et al., 2008).

2.8 Ensaio para citocinas

A concentracdo de citocinas no soro foi avaliada por ELISA sandwich utilizando kit
comercial (PreproTech, Rocky Hill, NJ, EUA). As medic¢des foram realizadas para todos os
animais em plasma coletado 24 horas ap6s a Ultima administracdo dos tratamentos. Nove
semanas depois da inoculagdo com T. cruzi, as citocinas IFN-y, IL-2 e IL-4 e a quimiocina
MIP-1a foram mensuradas de acordo com as instru¢es do fabricante (PreproTech, Rocky
Hill, NJ, EUA). A reaccdo foi revelada com anticorpo conjugado com estreptavidina-
peroxidase (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA), seguido por incubacdo com o
substrato contendo 3,3',5,5"-tetrametilbenzidina (Promega, Madison, WI, EUA) como
cromadgeno. As densidades dpticas (DO) das amostras foram detectadas em espectrofotbmetro
a 450 nm (Anthos Zenyth 200, Biochrom, Cambridge, UK), e as concentracdes de citoquinas
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foram calculadas por extrapolacdo da DO obtida a partir de uma curva padrdo para cada

citocina recombinante.

2.9 Analise histopatoldgica e estereoldgica

Fragmentos do coracdo de cada animal foram fixados e solucdo de paraformaldeido
tamponado (pH= 7,2) a 4% preparado em tampdo fosfato 1M. Os fragmentos foram
desidratados em série crescente de etanol e incluidos em resina histoldgica glicolmetacrilato
(Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha). Para cada bloco, foram obtidos 6 cortes
histoldgicos de 3um de espessura em micrétomo rotativo com o auxilio de facas de vidro.
Para evitar a analise da mesma area histoldgica foi coletado um a cada 20 cortes, os quais
foram corados com hematoxilina e eosina e montados sobre lamina histol6gica e laminula.
Para cada corte histologico foram capturadas 6 imagens histolégicas por meio de camera
digital acoplada ao um microscopio de luz (Axioscope Al, Carl Zeiss, Alemanha). Na anélise
histopatoldgica foi realizada de forma descritiva por meio da avaliagdo da organizacao e
tamanho dos cardiomidcitos, distribuicdo do estroma cariaco, celularidade tecidual e presenga
de infiltrado inflamatdrio, presenca de formas amastigotas de T. cruzi no tecido cardiaco e
evidéncias de cardiomiocitélise assiciada a necrose tecidual.

A intensidade da inflamacdo do miocardio foi avaliado pelo método estereoldgico. Para
tal, foi aplicada uma sistema de teste quadratico (At) sobre as imagens histoldgicas com area
de 0,0423 mm?. O nimero de nicleos celulares na area de teste (QAi) foi determinado por
meio se software de analise de imagens Image Pro-Plus 4.5 (Media Cybernetics, Inc., Silver
Spring, Maryland, EUA). O niimero de ntcleos celulares por unidade de &rea (células / mm?)
foi determinado pela relagdo QAins = Zinf / At, onde Zinf representa somatorio do numero de
perfis de nucleos de células intersticiais na area de teste, e At corresponde dimensédo da area
de teste (CALDAS et al., 2008a,b).

2.10 Avaliacéo do dano oxidativo tecidual
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O dano oxidativo aos lipidios celulares foi avaliado ao final do experimento por meio da
quantificacdo dos niveis teciduais de malondialdeido (MDA). Os fragmentos do cora¢éo e do
figado foram homogeneizados em tampéo de fosfato (pH 7,2) e centrifugados a 10000 g, a 4
°C durante 10 min. O sobrenadante resultante foi incubado com uma solucdo de &cido
tiobarbiturico (acido tricloroacético 15%, &cido tiobarbiturico a 0,375% e 0,25 N de HCI)
durante 15 minutos. A formacao de substancias reativas ao acido tiobarbitarico foi monitorada
a 535 nm em espectrofotdmetro (Power Wave X, Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT,
EUA) (BUEGE; AUST, 1978).

O dano oxidativo as proteinas celulares foi determinado por meio da quantificagdo do
contetdo proteinas carboniladas (PCN). Para tal, apds centrifugacdo do homogenato do tecido
cardiaco e hepético foi a adicionando ao pelet 0,5 mL de dinitrofenilhidrazina (DNPH) 10
mM. A reacdo envolveu a derivatizacdo do grupo carbonila com 2,4-dinitrofenilhidrazina
(DNPH), o que leva a formacdo do produto estavel 2,4-dinitrofenil hidrazona (DNP), que
indica o conteudo tecidual de proteinas carboniladas. A presenca de proteinas carboniladas foi
monitorizada a 370 nm em espectofotbmetro (Power Wave X, Bio-Tek Instruments,
Winooski, VT, EUA) (LEVINE et al, 1990).

2.11 Anélise estatistica

Os dados foram relatados de utilizando-se valores de meédia e desvio padrdo. A
normalidade na distribuicdo dos dados foi verificada pelo teste D’Agostino-Pearson. Os
valores de média foram comparados entre 0s grupos por meio do teste One-Way ANOVA
seguido pelo pos-teste Student-Newman-Keuls. Foi fixado em 95% (p < 0,05) o nivel de

confianca dos testes.
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3 RESULTADOS

Os resultados de parasitemia e mortalidade sdo apresentados na Tabela 1. Os animais
infectados sem tratamento apresentaram elevada parasitemia média e mortalidade comparadas
aos demais grupos (p<0,05). O tratamento com ambas as doses de benznidazol administradas
isoladamente ou em combinagdo com a curcumina reduziu significativamente a parasitemia
média comparado ao grupo infectado sem tratamento (p<0,05). Os grupos tratados com a
associacdo terapéutica apresentaram resultados de parasitemia significativamente menores
comparados aos grupos tratados apenas com o benzonidazol (p<0,05). Dentre os animais
tratados, houve mortalidade (n=3, 25,0%) no grupo que recebeu apenas a curcumina.

Tabela 1 - Niveis de parasitemia e taxa de sobrevivéncia em camundongos infectados com a cepa Y do T. cruzi.

Grupos Panr]alt_s,lézsszigzc(e()),l BPC (n/n, %) Sobr(er\]//lr\]/)enma Mor;c;l(:)dade
Controle ND ND 12/12 0
INF 39.50 + 26.62% 0/12 (0%) 5/12 58.33
B100 2.75 + 0.60° 12/12 (100%) 12/12 0
B50 4.93 + 1.56° 12/12 (100%) 12/12 0
C100 22.41 +10.19¢ 9/12 (75%) 9/12 25.00
B100 + C100 1.38 £ 0.36° 12/12 (100%) 12/12 0
B50 + C100 1.45 + 0.47° 12/12 (100%) 12/12 0

Fonte: Do autor

Legenda: BPC, “blood parasitemia clearance” (supressdo de parasitos no sangue) apos 20 dias de tratamento
(exame de sangue a fresco). Os animais foram tratados com benznidazol (B, 100 ou 50 mg / kg)
isoladamente ou combinado com curcumina (C, 100 mg / kg) durante 20 dias. Controle, nao
infectado; INF, infectados sem tratamento. **“%¢ Diferentes letras na coluna indicam diferencas
estatisticas entre os grupos (p <0,05).

A evolucdo da parasitemia ao longo do periodo de tratamento encontra-se representada
na Figura 1. Os animais infectados sem tratamento e aqueles tratados apenas com a curcumina
apresentaram lento decaimento do parasitismo sanguineo. Além disso, nesses grupos foi
identificado elevado pico de parasitemia comparado aos demais grupos. Nos demais grupos
tratados com benzonidazol isolado ou combinado com a curcumina, o completo “clearance”

da parasitemia foi identificado a partir do nono dia de tratamento.
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Figura 1- Curvas de parasitemia

Fonte: Do autor

Legenda: Curva de parasitemia em camundongos infectados com a cepa Y do T. cruzi. Os animais foram
tratados com benznidazol (B, 100 or 50 mg/kg) sozinho ou combinado com a curcumina (C, 100
mg/kg) durante 20 dias. INF, infectado sem tratmento.

A anélise do sangue a fresco demonstrou que os animais infectados e ndo tratados ndo
apresentaram negativacdo da parasitemia ao final dos 20 dias de tratamento. Nesse mesmo
momento, parasitemia positiva foi observada em 25,0% (n= 3) dos animais tratados apenas
com a curcumina (Figura 2 e Tabela 1). Ao final do tratamento ndo foram identificados
parasitos circulantes nos demais grupos. Por meio de 3 diferentes ensaios parasitologicos,
reativacdo da infeccdo foi identificada em todos os animais (75,0%, n= 9) tratados apenas
com a curcumina que apresentaram parasitemia negativa. Nos grupos tratados com
benznidazol 50mg/kg e 100 mg/kg foi encontrada taxa de reativacdo igual a 66,67% (n=8) e
25,0%, respectivamente. N&o houve reativagdo da infeccdo em ambos os grupos tratados com

benznidazol e curcumina combinados (Figura 2).
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Figura 2 - Reativa¢do da infeccao apds o tratamento

Fonte: Do autor

Legenda: Reativacdo da infeccdo ap6s o tratamento de camundongos infectados com a cepa Y do T. cruzi. Os
animais foram tratados com benznidazol (B, 100 ou 50 mg/kg) sozinho ou combinado com a
curcumina (C, 100 mg/kg) durante 20 dias. INF, infectado sem tratmento.

A anélise de PCR demonstrou elevada carga parasitaria nos animais infectados sem
tratamento, a qual foi semelhante ao grupo tratado apenas com a curcumina (p > 0,05). O
tratamento com benznidazol reduziu drasticamente a carga parasitéaria (p < 0,001). A reducdo
da carga parasitaria foi ainda maior quando os animais foram tratados com benznidazol e
curcumina combinados, comparado aos grupos que receberam apenas o benznidazol (p <
0,01), Figura 3a.

A analise de cura parasitologica, complementada pelo ensaio de PCR, revelou uma taxa
de 58,33% (n=7) e 8,33% (n= 1) de cura nos grupos tratados apenas com 100 ou 50 mg/kg de

benznidazol, respectivamente. Quando a dose terapéutica de benznidazol (100 mg/kg) ou
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metade dessa dose (50 mg/kg) foi combinada a curcumina, a taxa de cura foi aumentada para
83,33% (n=10) ou 41,67% (n=15), respectivamente (Figura 3b).
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Figura 3 - Carga parasitaria no tecido cardiaco e cura parasitoldgica por (QPCR)

Fonte: Do autor

Legenda: Carga parasitaria no tecido cardiaco (A) e cura parasitolégica (B) avaliada por reacdo de cadeia de
polimerase quantitativa (JPCR)em camundongos infectados por T. cruzi. Os animais foram tratados
com benznidazol (B, 100 ou 50 mg/kg) sozinho ou combinado com a curcumina (C, 100 mg/kg)
durante 20 dias. INF, infectado sem tratamento. Os ensaios de reativacdo da infeccdo foram baseados
no exame a fresco do sangue periférico (antes ou apds imunossupressdo com ciclofosfamida) e
hemocutura (detalnado na metodologia). *"“%¢ Letras diferentes nas colunas indicam diferenca
estatistica entre os grupos (p<0,05).

A reatividade plasmatica de 1gG anti-T. cruzi foi significativamente reduzida em todos
0s grupos tratados com benznidazol sozinho ou combinado com a curcumina comparados ao
grupo infectado néo tratado e aquele tratado apenas com a curcumina. Os melhores resultados
foram encontrados nos grupos tratados com benznidazol combinado a curcumina, que
apresentaram reatividade negativa (abaixo do valor discriminante) para a IgGl e 1gG2a,
semelhantes ao grupo ndo infectado. Mesmo para resultados acima do valor discriminante, o
tratamento combinado reduziu significativamente a reatividade plasmatica de 1gG total e
IgG2b comparado ao grupo infectado ndo tratado e aquele tratado apenas com a curcumina. A
curcumina isolada apresentou resultados semelhantes ao grupo infetado e néo tratado (Figura
4).
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Figura 4 - Imunoreatividade de anticorpos séricos anti-T. cruzi

Fonte: Do autor

Legenda: Imunoreatividade de anticorpos séricos anti-T. cruzi avaliada por ELISA em camundongos controle
ndo incectados e aqueles infectados com a cepa Y do T. cruzi. Os animais foram tratados com
benznidazol (B, 100 ou 50 mg/kg) sozinho ou combinado com a curcumina (C, 100 mg/kg) durante 20
dias. INF, infectado sem tratamento. As linhas pontilhadas representam o valor discriminate de
reatividade calculado a partir da divisdo das absorbancias individuais pelos valores de corte (média da
DO = 2 desvios padéo) obtidos em amostras de animais ndo infectados (controle negativo). As caixas
representam o intervalo interquartil com a mediana indicada (linha horizontal) e os bigodes
representam os quartis superiores e inferiores. **“%¢f | etras diferentes nas colunas indicam diferenca
estatistica entre os grupos (p<0,05).

Ambos 0s esquemas terapéuticos foram capazes de modular os niveis plasmaticos de
citocinas (Figura 5). Os animais infectados sem tratamento apresentaram aumento
significativo de todas as citocinas investigadas (IFN-y, MIP-1a, IL-2, e IL-4) em relacéo aos
animais controle ndo infectados (p<0,05). Os niveis de IFN-y nos animais infectados sem
tratamento e tratados com curcumina foram silimilares (p>0,05), porém mais elevados

comparados aos demais grupos de tratamento (p<0,05). O tratamento com benznidazol,
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principalmente quando associado a curcumina, reduziu siganificativamente os niveis de IFN-y

comparado aos demais grupos (p<0,05), exceto em relagcdo ao grupo controle ndo infectado.

Independente da associacdo com a curcumina, animais tratados com a menor dose de

benzonidazol (50 mg/kg) apresentaram aumento significativo dos niveis de MIP-1a e IL-4

(p<0,05), pardmetros que foram significativamente reduzidos nos grupos que receberam a

maior dose de benznidazol (100 mg/kg) (p<0,05). Os niveis de IL-2 foram elevados nos

grupos tratados com a curcumina em relacdo aos animais controle (p<0,05). Achado

semelhante foi observado para os grupos tratados com benznidazol combinado a curcumina

comparados aos grupos que receberem apenas o benznidazol (p<0,05).
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Figura 5 - Niveis séricos de citocinas avaliados por ELISA

Fonte: Do autor

Legenda: Niveis séricos de citocinas avaliados por ELISA em camundongos controle ndo incectados
e aqueles infectados com a cepa Y do T. cruzi. Os animais foram tratados com benznidazol (B, 100 ou
50 mg/kg) sozinho ou combinado com a curcumina (C, 100 mg/kg) durante 20 dias. INF, infectado
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sem tratmento. Os resultados sdo apresentados como média e desvio padrdo (média + SD). @Pcde

Letras diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05).

Como mostrado na Figura 6, os animais infectados ndo tratados apresentaram intenso
infiltrado inflamatdrio no miocéardio, expansdo do tecido conjuntivo, hipertrofia e necrose de
cardiomidcitos comparado ao grupo ndo infectado. Todos os animais tratados, especialmente
com benznidazol sozinho ou combinado com a curcumina, apresentaram atenuacdo do
processo inflamatério cardiaco. Nos grupos tratados, evidéncia de hipertrofia de
cardiomidcitos foi observada apenas no grupo que recebeu a curcumina (C 100).

Figura 6 - Fotomicrografias representativas do miocardio do ventriculo direito

Fonte: Do autor

Legenda: Fotomicrografias representativas do miocardio do ventriculo direito de camundongos controle ndo
incectados e aqueles infectados com a cepa Y do T. cruzi (Microscopia de campo claro, coloragdo
hematoxilina e eosina). Os animais foram tratados com benznidazol (B, 100 ou 50 mg/kg) sozinho ou
combinado com a curcumina (C, 100 mg/kg) durante 20 dias. INF, infectado sem tratamento. Setas:
formas amastigotas de T. cruzi. Painel superior a direita: cardiomiocitos em necrose circundados por
células inflamatorias (cabecas de seta= linfocitos).

Corroborando os achados histopatolégicos, a analise estereolégica do miocardio (Figura
7) indicou intenso infiltrado inflamatério nos animais infectados ndo tratados e naqueles
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tratados apenas com a curcumina quando comparados aos demais grupos (p<0,05). A
densidade de nimero de células inflamatdrias no miocardio dos animais tratados com a maior
dose de benznidazol isolado ou combinado com a curcumina foi semelhante ao grupo controle
ndo infectado (p>0,05). Em animais tratados com a metade da dose terapéutica do
benznidazol, maior reducéo do infiltrado inflamatdrio foi encontrado quando essa droga foi
combinada a curcumina (p<0,05).
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Figura 7 - Densidade de numero de nucleos de células intersticiais (QA;ns) no miocardio

Fonte: Do autor

Legenda: Densidade de nimero de nicleos de células intersticiais (QAjy) no miocardio de camundongos
controle ndo incectados e aqueles infectados com a cepa Y de T. cruzi. Os animais foram tratados com
benznidazol (B, 100 ou 50 mg/kg) sozinho ou combinado com a curcumina (C, 100 mg/kg) durante 20
dias. INF, infectado sem tratamento. As caixas representam o intervalo interquartil com a mediana
indicada (linha horizontal) e os bigodes representam os quartis superiores e inferiores. *>? etras
diferentes nas colunas indicam diferenga estatistica entre os grupos (p<0,05).

Nos animais infectados sem tratamento foram identificados elevados niveis cardiacos e
hepaticos de MDA e PCN comparado ao grupo controle (p<0,05). Esses parametros foram

significativamente reduzidos no coragdo e aumentados no figado nos grupos tratadom com
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100 mg/kg de Benznidazol (p<0,05). Os animais tratados apenas com a curcumina
apresentaram reducdo dos niveis cardiacos e hepaticos de MDA e PCN comparado ao
infectado sem tratamento. Em geral, os grupos tratados com a associacdo de Benznidazol e
curcumina apresentaram niveis teciduais de MDA e PCN similares ao grupo controle (Figura
8).
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Figura 8 - Niveis cardiacos e hepaticos de MDA e PCN

Fonte: Do autor

Legenda: Niveis cardiacos e hepaticos de MDA e PCN em camundongos controle ndo infectados e naqueles
infectados com a cepa Y do T. cruzi. Os animais foram tratados com benznidazol (B, 100 ou 50
mg/kg) sozinho ou combinado com a curcumina (C, 100 mg/kg) durante 20 dias. INF, infectado sem
tratmento. As caixas representam o intervalo interquartil com a mediana indicada (linha horizontal) e
0s bigodes representam os quartis superiores e inferiores. **® Letras diferentes nas colunas indicam
diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05).

Os niveis séricos das enzimas de funcdo hepética encontram-se representados na Figura
9. Em geral, houve aumento significativo dos niveis de AST e ALT em todos 0s grupos que
receberam benznidazol (p<0,05), com resultados mais elevados naqueles grupos tratados com

a maior dose dessa droga. Os grupos que receberam a associacdo de benznidazol e curcumina
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apresentaram niveis reduzidos de AST e ALT comparado aos grupo tratado apenas com
100mg/kg de Benznidazol. Os niveis enzimaticos foram semelhantes no grupo infectado sem

tratamento, no grupo tratado apenas com curcumina e no grupo controle.
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Figura 9 - Niveis séricos das enzimas de funcao hepatica

Fonte: Do autor

Legenda: Niveis séricos das enzimas de funcdo hepaticaem camundongos controle ndo infectados e naqueles
infectados com a cepa Y do T. cruzi. AST, Aspartato aminotransferase; ALT, Alanina
amintransferasse. Os animais foram tratados com benznidazol (B, 100 ou 50 mg/kg) sozinho ou
combinado com a curcumina (C, 100 mg/kg) durante 20 dias. INF, infectado sem tratmento. Os
resultados sdo apresentados como média e desvio padrdo (média + SD). *“Y Letras diferentes nas
colunas indicam diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05).



39

4 DISCUSSAO

Embora o efeito terapéutico da curcumina tenha sido descrito para doencas parasitarias
como maléria e esquistossomose, a sua aplicabilidade no tratamento da doenca de Chagas
ainda é pouco conhecida. Por outro lado, a efetividade da terapia com benznidazol tém sido
sistematicamente comprovada no tratamento da doenca de Chagas experimental (DINIZ et al.,
2013; NOVAES et al., 2015; SANTOS et al., 2015) e humana (CANCADO 2002; MARIN-
NETO et al., 2009; PEREZ-MOLINA et al., 2009). Embora 0 mecanismo antiparasitario do
benznidazol ainda ndo tenha sido completamente elucidado, existem fortes indicios de que
durante 0 metabolismo dessa droga no sistema NADPH-citocromo P-450, a producdo de
metabolitos reativos supera a limitada defesa antioxidante do T. cruzi, prejudicando o seu
metabolismo e viabilidade (URBINA, 2010; HALL; WILKINSON, 2012). Além disso, foi
demonstrado que o benznidazol aumenta a destruicdo do T. cruzi por estimular a atividade
fagocitica de macrdfagos, induzir a producdo da citocina interferon gama (IFN-y) e inibir a
atividade da enzima NADH™ fumarato redutase, essencial na producdo de ATP pelo parasito
(DOCAMPO; MORENO, 1984).

Na presente investigagdo, a curcumina administrada sozinha foi eficaz em reduzir a
parasitemia média e a mortalidade, mas ndo a carga parasitaria nos animais infectados pelo
T.cruzi. Além disso, embora o tratamento isolado com o benznidazol tenha mostrado efeito
terapéutico satisfatorio, a maior atenuacdo da parasitemia, carga parasitaria, mortalidade, e
maior taxa de cura foi encontrada nos grupos que receberam a associagdo de curcumina e
benznidazol. Entretanto, a presenca do T. cruzi no sangue de alguns animais ainda foi
detectada apOs imunossupressdo ou por hemocultura, o mesmo ocorrendo com &cidos
nucleicos do parasito detectados no tecido cardiaco por analise de PCR. Estudos prévios
mostraram que apesar do tratamento precoce com benznidazol ser capaz de eliminar a
parasitemia em animais infectados com T. cruzi, a cura parasitolégica nem sempre é
conseguida devido a presenca de reservatdrios do parasito que resistem & quimioterapia e que
encontram-se distribuidos em mudltiplos 6rgdos e tecidos (TEIXEIRA et al., 2011
NAGAJYOTHI et al., 2012). Dessa forma, existe evidéncia suficiente de que além da
persisténcia do parasito nos tecidos, a eficacia do tratamento etiologico € diretamente
influenciada pelos perfis de resisténcias a infec¢do das linhagens de camundongo investigadas
(CALDAS et al., 2008b; BRYAN et al., 2010) e pela sensibilidade diferencial das numerosas
cepas de T. cruzi ao benzonidazol (CALDAS et al., 2014; DINIZ et al., 2013), aspectos que
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representam grande um desafio para o desenvolvimento racional de drogas ou esquemas
terapéuticos mais eficientes para o tratamento da doenca de Chagas.

Surpreendentemente, nés observamos que mesmo quando a curcumina foi associada a
metade da dose terapéutica indicada para o benznidazol (50 mg/kg), ndo houve reativacdo da
infecgdo apds interrupcdo do tratamento, como ocorreu nNos grupos que receberam apenas o
benznidazol. Esse achado indica uma potencial relevancia da associacdo de benzonidazol e
curcumina no manejo terapéutico da doenca de Chagas, uma vez que a reativacao da infeccao
tém sido associada a um pior prognostico na cardiomiopatica chagasica devido a recorréncia e
acumulo de lesdes em oOrgdos alvo, especialmente no coragdo (BOCCHI et al., 1993;
CAMPOS et al., 2008; BACAL et al., 2010). A reativagdo da infeccdo ocorre principalmente
em pacientes chagasicos transplantados em uso de imunossupressores e individuos
coinfectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), condi¢des em que o sistema de
defesa do hospedeiro ndo consegue estabelecer mecanismos eficientes para conter o processo
de replicacéo do parasito (CAMPOS et al., 2008; BACAL et al., 2010).

A atividade antiparasitaria da curcumina tem sido comprovada em sistemas bioldgicos
in vitro (CUI et al., 2007; DAS et al., 2008) e in vivo (ALLAM, 2009; VATHSALA et al.,
2012; ZORAIMA NETO et al., 2013). Estudos prévios demonstraram que a associacao
terapéutica de curcumina e artemisina foi eficiente em reduzir a parasitemia em animais
infectados pelo Plasmodium berghei, aumentando a taxa de sobrevivéncia e prevenindo a
reativacdo da infeccdo (NANDAKUMAR et al., 2006). Em estudo semelhante, a associacao
entre curcumina o derivado da artemisina a,B-arteether também foi efetivo no combate ao
Plasmodium berghei, conferindo até 95% de prevencdo da reativacdo da infeccdo
(VATHSALA et al, 2012). Embora o espectro de acdo da curcumina ndo esteja
completamente esclarecido, foi demonstrado que essa molécula pode modular maltiplas vias
de sinalizacdo incluindo da proteina kinase ativadora de mitogeno (MAPKSs), COP9
signalossomo (CNS) e a via ubiquitina proteassomo (UPS). Além disso, foram descritos
efeitos imunomoduladores da curcumina, 0os quais estdo potencialmente associados a sua
atividade antimicrobiana (STRIMPAKOS; SHARMA, 2008; ALLAM, 2009). Quando
administrada a camundongos, a curcumina foi capaz de induzir aumento significativo da
capacidade de fagocitose de macréfagos, efeito mediado pelo aumento da expressao de CD36
na membrana dessas células (RANJAN et al., 2004; ALLAM, 2009). Além disso, a
curcumina demonstrou a¢do modulatoria sobre a ativagdo de células T e B, neutrdfilos
(JAGETIA; AGGARWAL, 2007), células dendriticas e natural killer (YADAV et al., 2005).

Em um estudo in vivo, a curcumina demostrou efeito tripanocida em um modelo murino de
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Tripanossomiase Americana, de modo que foi eficiente em reduzir a parasitemia, a carga
parasitéria tecidual e aumentar a taxa de sobrevivéncia de camundongos infectados por T.
cruzi (NAGAJYOTHI et al., 2012). O mecanismo por meio do qual a curcumina exerce seu
efeito anti-T. cruzi permanece pouco conhecido, entretanto, acredita-se estar associado ao seu
efeito inibitorio sobre a expressdo de receptores para lipoproteinas de baixa densidade
(LDLY), reconhecidamente envolvidos na invasdo da célula hospedeira pelo parasita. Dessa
forma, foi previamente demonstrado que a reducdo ou interrupcdo da expressdo do LDLr
diminui significativamente a carga parasitdria em células infectadas por T. cruzi
(NAGAJYOTHI et al., 2012). O mecanismo que limita a expressdo dos LDLr pela curcumina
foi elucidado em estudos prévios e estd associado a inibicdo da translocacdo nuclear das
proteinas regulatérias de fatores de transcricdo lipidicos SREBP-1 e SREBP-2, regulando
negativamente a transcricdo dos LDLr (KANG; CHEN 2009; YUAN et al. 2008).

No presente estudo, foi adicionalmente investigado o efeito do tratamento com
benznidazol e curcumina sobre os niveis plasméticos de anticorpos especificos anti-T. cruzi.
Como esperado (CALDAS et al., 2008a,b; SANTOS et al., 2015), o tratamento com
benznidazol foi efetivo em atenuar a reatividade plasmatica de anticorpos IgG anti-T. cruzi.
Esse efeito foi potencializado quando o benznidazol foi combinado com a curcumina,
provocando marcante reducdo dos isotipos de anticorpos 1gG1l e 1gG2a. Esses achados
indicaram que o tratamento combinado atenuou a magnitude da resposta humoral contra o T.
cruzi. Embora a producédo de 1gG2a na resposta humoral contra o T. cruzi seja dominante, foi
previamente relatada atividade litica semelhante entre IgG2a e 1gG1, caracterizados como
moléculas efetoras importantes para o controle da parasitemia na doenca de Chagas
(PYRRHO et al., 1998; BRYAN et al., 2010). Entretanto, existem evidéncias de que
elevados niveis de 1gG1l nem sempre sdo beneficos ao hospedeiro, podendo bloquear a
atividade dos diferentes isotipos de anticorpos anti-T. cruzi por meio de ligagdes cruzadas
com antigenos irrelevantes na defesa contra o parasito, agindo como um mecanismos que
desvia o sistema imunoldgico para uma resposta humoral inespecifica e ineficaz (POWELL,;
WASSOM, 1993; BRYAN et al.,, 2010). A atenuacdo da resposta humoral observada no
presente estudo aparentemente ndo esta associada a maior susceptibilidade a infecgéo, sendo
consistente com um melhor controle parasitolégico e marcada redugdo da carga parasitaria
induzida pelo tratamento contra o T. cruzi (CALDAS et al., 2008a; GUEDES et al., 2004). A
analise de IgG tém sido utilizada como marcador de cura, apresentando elevada correlagédo
com a deteccdo de antigenos do parasito por meio de técnicas de PCR (HYLAND et al., 2007;
CALDAS et al., 2008a). De fato, possivel relagdo entre cura parasitoldgica e niveis de 1gG foi
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observada no presente estudo, uma vez que os menores niveis de 1gG foram encontrados nos
animais que ndo apresentaram reativacao da infeccéo, seguido por aqueles grupos com baixa
taxa de reativacao.

Além da reatividade de 1gG, o benznidazol e a curcumina também modificaram os
niveis circulantes de citocinas. Embora a utilizagdo isolada da curcumina ndo tenha
interferindo nos niveis de IFN-y, quando utilizada em combina¢do com o benznidazol foi
capaz de induzir marcante reducdo dessa citocina. Como o0 IFN-y é requerido para o
estabelecimento de uma resposta protetora do tipo Th1 (essencial na defesa contra o T. cruzi),
a reducdo de IFN-y nos animais tratados com benznidazol e curcumina ndo representa uma
resposta Thl ineficiente, indicando que a reducdo da carga parasitaria é parcialmente
dependente do efeito citotoxico direto dos tratamentos investigados. Dessa forma, é natural
que a reducdo da parasitemia e carga parasitaria seja acompanhada de reducdo dos niveis de
IFN-y a medida que o processo inflamatorio associado a infec¢cdo caminha para uma resolugao
(MAYA et al., 2010; URBINA, 2010). Um efeito oposto foi observado para IL-4, cujos niveis
circulantes foram mais elevados em todos os grupos de tratamento. A IL-4 apresenta
reconhecida importancia na polarizacdo da resposta imune para um perfil antagénico do tipo
Th2 (MARINHO et al., 1999; TALVANI et al., 2000; GOLGHER; GAZZINELLI, 2004).
Embora a resposta Th2 aumente a susceptibilidade do hopedeiro a infecgcdo por T. cruzi, a
elevacdo dos niveis de citocinas desse padrdo de resposta também atua no controle
homeostatico do sistema imune para regular a intensidade da resposta celular Thl, impedindo
0 desenvolvimento de uma resposta inflamatdria exacerbada potencialmente lesiva ao
hospedeiro (ABEL et al., 2001; SOARES et al., 2001). Estudos prévios indicaram que a
intensa resposta Thl disparada por T. cruzi, apesar de controlar a parasitemia, é a principal
causa de danos teciduais associados ao desenvolvimento da cardiomiopatia chagasica
(GOLGHER; GAZZINELLI, 2004; GUEDES et al., 2009; JUNQUEIRA et al., 2010). Existe
evidéncia de que animais deficientes em IL-4 e infectados por T. cruzi cursam com intensa
miocardite, fibrose cardiaca acentuada e maior taxa de mortalidade em relacdo aos animais
que expressam essa citocina, eventos associados ao efeito de IL-4 em atenuar a producgéo de
IFN-y e a instalacdo de uma resposta Th1 exacerbada que agrava as lesdes cardiacas imuno-
mediadas (SOARES et al., 2001; DUTRA; GOLLOB, 2008). Dessa forma, a I1L-4 favorece a
integridade do musculo cardiaco ao regular o balanco entre parasitismo e a intensidade dos
mecanismos inatos e adquiridos de resisténcia do hospedeiro contra infeccGes parasitarias
(MARINHO et al., 1999, ABEL et al., 2001; GOLGHER; GAZZINELLI, 2004).
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Comportamento semelhante & IL-4 foi observado para a quimiocina e MIP-1a, evento
que favorece o controle da carga parasitaria, uma vez que essa quimiocina esta diretamente
envolvida no recrutamento de macrofagos e neutrofilos que atuam na defesa dos Orgaos
parasitados (PETRAY et al., 2002). De fato, estudo prévio demonstrou que a inibicdo de
MIP-1a aumenta a carga parasitaria tecidual em camundongos infectados com T. cruzi
(PETRAY et al.,, 2002). Entretanto, a diminuicdo dos niveis de MIP-1a observada nos
animais tratados com a maior dose de benznidazol associado ou ndo a curcumina, é coerente
com a menor carga parasitaria induzida pelo tratamento, condi¢do que reduz o recrutamento
celular e a intensidade do processo inflamatério do miocéardio nos animais infectados
(TALVANI et al.,, 2000). Interessantemente, a associagcdo de benznidazol e curcumina
determinou elevados niveis circulantes de IL-2 comparado ao tratamento apenas com
benznidazol. Estudos prévios demonstraram que a IL-2 atua como importante factor de
crescimento para linfocitos T CD8", ativando suas funcdes efetoras citotoxicas (MARTIN;
TARLETON, 2004). Como uma tipica citocina de padrdo Thil, existe evidéncia de que a IL-2
reforca a imunidade celular e humoral contra o T. cruzi, contribuindo para reduzir a
parasitemia e mortalidade de camundongos infectados (CHOROMANSKI; KUHN, 1985).
Além disso, foi comprovada uma relagdo entre a producdo deficiente de IL-2 e o
estabelecimento de um estado imunossuprimido ao longo do curso da infecgdo por T. cruzi
(CHOROMANSKI; KUHN, 1985; ACOSTA RODRIGUEZ et al., 2007). Aparentemente,
respostas antiparasitarias sub-6timas associadas a baixos niveis de IL-2 também estdo
associada a menor responsividade das células T CD4" auxiliares e atenuacdo da resposta
humoral, uma vez que essa citocina ativa vias moleculares diretamente envolvidas na
producdo de anticorpos especificos anti-T. cruzi (CHOROMANSKI; KUHN, 1985; ACOSTA
RODRIGUEZ et al., 2007). Dessa forma, assim como a utilizagdo de IL-2 exdgena tem sido
considerada como uma estratégia viavel para reverter a hiporresponsividade imunoldgica
contrao T. cruzi (CHOROMANSKI; KUHN, 1985; ACOSTA RODRIGUEZ et al., 2007), ao
estimular a produgdo de IL-2, associagdo de benzonidazol e curcumina torna-se
potencialmente benéfica para aprimorar as defesas do hospedeiro contra o parasito,
favorecendo o controle da parasitemia e a resolugédo da infeccao.

Devido ao tropismo do T. cruzi para tecidos musculares, a lesdo cardiaca inflamatoria
representa a condicdo clinica mais grave na doenca de Chagas (BOCCHI et al., 1993,
HIGUCHI et al., 2003; MARIN-NETO et al., 2007). No presente estudo, o efeito
cardioprotetor tipicamente descrito para o benznidazol contra a miocardite induzida pelo
parasitismo cardiao (MAYA et al., 2006, 2010; NOVAES et al., 2015; SANTOS et al., 2015)
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foi claramente observado. Além disso, relevancia da curcumina em atenuar o dano cardiaco,
especialmente a necrose tecidual, expansdo conjuntiva e o processo inflamatério, foi
principalmente observada quando associada ao benznidazol. Mesmo quando a curcumina foi
combinada a metade da dose terapéutica do benznidazol, essa estratégia restringiu o dano
cardiaco mantendo a estrutura do miocardio semelhante aquela observada nos animais néo
infectados. Aparentemente, € possivel que a atenuacdo da inflamagdo e do remodelamento
patoldgico do miocéardio pelo tratamento com benonidazol isolado ou combinado com a
curcumina esteja associado com a modulacdo do sistema imunoldgico. Essa proposicdo é
reforcada reducéo dos niveis de citocinas, tais como IFN-y e IL-2 e um aumento concomitante
na producdo de IL-4, achados que indicam que a preservacao da estrutura cardiaca pode ser
dependente do controle da intensidade do processo inflamatério, o qual é resultante de um
balanco adequado entre citocinas de padrdo Thl e Th2 (SOARES et al., 2001; DUTRA,;
GOLLOB, 2008; TEIXEIRA et al., 2011). Além do efeito imunomodulador, a atividade anti-
inflamatoria da curcumina tem sido associada a presenca de grupos hidroxila e fenol na
molécula, essenciais para a inibi¢do da via metabdlica da ciclooxigenase e lipoxigenase, com
a consequente atenuacdo da sintese de prostaglandinas e leucotrienos, potentes mediadores
pré-inflamatorios (IWAKAMI et al. 1986; KIUCHI et al., 1992). Foi previamente descrito
que ao diminuir a expressao de moléculas de adesdo pelas células do endotélio vascular, a
curcumina reduz a taxa migracdo de células do sistema imune e a intensidade da inflamacéo
(STRIMPAKOS; SHARMA, 2008; MIMCHE et al., 2011). Assim, considerando que o pior
prognostico da cardiomiopatia Chagasica em relacdo a cardiomiopatias de etiologia nédo
infecciosa esta diretamente ligado ao intenso processo inflamatorio do miocardio (HIGUCHI
et al., 2003; DUTRA; GOLLOB, 2008; BIOLO et al., 2010), compostos com agéo
antinflamatéria e antioxidante, incluindo a curcumina, podem apresenta potencial
aplicabilidade para minimizar a deterioracdo cardiaca secundaria ao ataque inespecifico das
citotoxinas liberadas pelas células de defesa do infiltrado inflamatorio, incluindo as
metaloproteinases de matriz e ERO (MELO et al., 2011; SANTOS et al., 2015).

Um efeito benéfico adicional no tecido cardiaco da utilizagdo da curcumina combinada
ao benzonidazol foi a redugdo do dano oxidativo tecidual, um achado potencialmente
relacionado a atenuacdo do processo inflamatorio cardiaco. Foi demonstrado que ao longo da
evolucédo da infecgéo por T. cruzi, as células inflamatdrias recrutadas para o tecido cardiaco
ativam mecanismos moleculares contra os parasitos (explosdo respiratdria) que culminam em
intensa formacdo de espécies reativas como anion superoxido (02°), radical hidroxila (OH"), e
perdxido de hidrogénio (H,O,) (GUPTA et al., 2009a,b). Entretanto, a inespecificidade desse
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mecanismo esta diretamente relacionada aos danos reativos que se acumulam no tecido
cardiaco dos hospedeiros infectados (NOVAES et al., 2015; SANTOS et al., 2015). Dessa
forma, agentes antioxidantes tém apresentado resultados promissores em atenuar o estresse
oxidativo cardiaco e a progressdo da cardiomiopatia Chagasica (MACAO et al., 2007; WEN;
GARG, 2008). A acdo antioxidante da curcumina tem sido associada a trés mecanismos
principais como a neutralizagdo direta de radicais livres, a inibicdo da producdo de ERO e
ERN induzida por citocinas proinflamatorias, e a modulacdo do sistema enzimatico
antioxidante enddgeno. Além disso, a curcumina limita o estresse oxidativo pois induz o
aumento da sintese e atividade de enzimas antioxidantes como a superdxido dismutase,
catalase e glutationa-s-transferase (PULLA; LOKESH, 1994; STRIMPAKQOS; SHARMA,
2008). Embora a acdo varredora direta de radicais livres seja amplemante descrita, o efeito
modulador da curcumina sobre o sistema antioxidante enddgeno ainda é pouco compreendido,
de modo que novos estudos nessa area Sao necessarios.

Considerando a toxicidade do benznidazol e a seguranga dos esquemas terapéuticos
propostos, foram quantificados os niveis de enzimas de funcdo hepética. Corroborando
evidéncias recentes descritas por nosso grupo de pesquisa (NOVAES et al., 2015), o
tratamento com benzonidazol aumentou os niveis séricos de ALT e AST, indicando dano
hepatico morfofuncional. De acordo com Ozer et al. (2008), essas enzimas sdo consideradas
altamente sensiveis e especificas como marcadores de hepatotoxicidade em animais e
humanos, refletindo a intensidade das lesées morfofuncionais em hepatocitos. Dessa forma,
os achados do presente estudo demonstraram que a curcumina foi eficaz em atenuar a
toxicidade do benznidazol, efeito potencialmente mediado pela atenuagdo do processo
inflamatorio sistémico e dano oxidativo hepatico causado pela infeccdo por T. cruzi. Essa
hipotese é reforcada pela reducéo da oxidacéo lipidica e proteica no tecido hepatico, aspecto
consistente com a acgdo de drogas antioxidantes utilizadas no tratamento de intoxicagOes por
diversos xenobioticos indutores do estresse oxidativo tecidual, incluindo o benznidazol
(NOVAES et al., 2015; SANTOS et al., 2015). Dessa forma, ao limitar os efeitos toxicos do
benznidazol, os resultados indicaram que a associa¢do dessa droga com a curcumina pode ser
uma estratégia terapéutica relevante e possivelmente melhor tolerada comparada a
quimioterapia de referéncia que utiliza apenas o benznidazol.

Considerados em conjunto, os resultados do presente estudo permitiram concluir que a
curcumina apresentou efeitos antiparasitarios limitados, mas que quando combinada ao
benznidazol, essa molécula potencializou a acdo terapéutica da quimioterapia de referéncia.

Aparentemente, esse efeito foi mediado por uma maior reducdo da parasitemia, carga
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parasitaria, aumento a sobrevivéncia e taxa de cura em camundongos infectados por T. cruzi,
bem como bloqueio da reativacdo da infecgdo apos o término do tratamento em camundongos
ndo curados. Além disso, a associacdo terapéutica reduziu drasticamente 0 processo
inflamatdrio e o dano oxidativo cardiaco ao mesmo tempo em que atenuou a toxicidade
hepética induzida pelo benznidazol. Considerando que a toxicidade do benznidazol é
comprovadamente dose-dependente, a associagéo terapéutica estabelecida no presente estudo
apresenta potencial aplicabilidade no tratamento da doenca de Chagas. Por meio dessa
associacdo, foi possivel atenuar a toxicidade hepatica do benznidazol e impedir a reativacdo
da infeccdo, mesmo quando os animais foram tratados com a metade da dose terapéutica

recomenda para o benznidazol.
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