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RESUMO

A Doenga de Chagas (Tripanossomiase Americana) € uma infec¢do causada pelo
protozoario Trypanosoma cruzi (T.cruzi). Atualmente, existem dois farmacos
utilizados no tratamento desta doenca, o Nifurtimox e o Benznidazol (BZ).
Infelizmente o uso desses medicamentos resultam em muitos efeitos colaterais devido
a toxicidade e apresentam baixa eficacia no tratamento em estagios mais avangados da
doenca. Neste contexto, novos medicamentos antiparasitarios que atuam por diferentes
mecanismos de a¢do Sa0 necessarios para tratar pacientes infectados com o T.cruzi,
com o proposito de evitar efeitos colaterais graves e obter maior eficacia terapéutica.
A Cumarina utilizada nesse estudo, foi obtida por meio de sintese organica. Testes in
vitro realizados anteriormente mostraram que a Cumarina apresenta baixa toxicidade e
uma excelente atividade tripanocida in vitro, sendo entdo recomendada para testes in
vivo. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade tripanocida dessa
nova molécula de Cumarina em camundongos Swiss infectados com o T.cruzi. Para
cumprir com objetivo, 50 camundongos Swiss, fémeas, com 30 dias de idade foram
infectados com a cepa Y do T.cruzi, posteriormente foram tratados por 5 dias, durante
a fase aguda da infec¢do, com Cumarina nas concentragdes 50, 100 e 250 mg/kg. Os
grupos tratados com diferentes concentragdes de Cumarina apresentaram parasitemia
significativamente maior que o grupo tratado com BZ. Na avaliacdo histologica de
coragdo observou-se hiperemia, processo inflamatério, e necrose em todos 0s grupos
infectados, sendo esses paramétros mais intensos nos animais tratados com BZ, Cum
100 e 250 mg/kg. Na avaliacdo histolégica de colon, também foi possivel observar
inflamacdo e necrose, entretanto, ao contrario do observado no coracdo, o tratamento
com BZ e Cum 250 mg/kg foi capaz de reduzir as alteracdes histopatolégicas na
maioria dos animais desses grupos. Desta forma, embora a Cumarina ndo tenha
mostrado sinais de toxicidade in vivo em testes previamente realizados pelo grupo de
pesquisa, 0 seu uso ndo apresentou resultados satisfatorios para o tratamento da
infeccdo experimental pela cepa Y de T. cruzi, visto que ndo foi capaz de reduzir os
niveis parasitémicos e as alterac6es histopatoldgicas cardiacas.
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1 Revisao Bibliografica.

1.1 Trypanosoma cruzi e doencga de Chagas

A Doenca de Chagas (DC) foi descoberta ha mais de um século, abril de 1909, pelo
pesquisador brasileiro Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas (Chagas, C., 1909). Inicialmente
Carlos Chagas, vinha desenvolvendo um trabalho no combate a Maléria na regido de
Lassance, Minas Gerais, ao realizar analises em seu laboratdrio encontra uma nova espécie de
tripanossomo no sangue do sagui, Callithrix penicilata, descrevendo-o como Trypanosoma
minasense em 1908 que originou um trabalho publicado no Brazil-Medico uma das principais
revistas médicas do pais, e em 1909 no Archiv fur Schiffs- and Tropenhygiene, na Alemanha.

Posteriormente a descoberta do Trypanosoma minasense em saguis, Carlos Chagas
observa um inseto hemiptero que se escondia durante o dia nas frestas e orificios das paredes
de barro batido das casas, (casas de adobe) e com hébitos alimentares noturnos picando
mamiferos enquanto dormiam. Esse hemiptero era conhecido vulgarmente por “barbeiro” pelo
fato de picar a face dos habitantes ao se alimentar. Examinando o inseto, Carlos Chagas
observou uma quantidade consideravel de protozoarios flagelados com caracteristicas de
Crithidia que é um género de protozoarios tripanossomos encontrados nos intestinos dos
artrépodes e tratava-se de formas intermediarias dos tripanossomos observados anteriormente
por ele nos saguis. Afim de confirmar sua hipotese, enviou para Manguinhos, insetos
parasitados para que fossem utilizados nos experimentos com macacos da mesma espécie. O
experimento, foi conduzido por Oswaldo Cruz, e resultou em uma infeccdo bem sucedida,
porém, o0s parasitos encontrados possuiam morfologia completamente diferente do
tripanossomo encontrado anteriormente por Chagas no sagui. Ficou constatado que se tratava
de uma espécie nova de tripanossomo até entdo desconhecida, denominou-se a nova espécie
Trypanosoma cruzi em homenagem a Oswaldo Cruz.

Carlos Chagas continuou seus estudos e ao examinar animais domésticos encontrou
tripanossomos no sangue desses animais. Em 14 de abril de 1909, observou um parasito no
sangue de uma crianca febril cuja as caracteristicas morfolégicas eram idénticas ao
Trypanosoma cruzi recém descoberto por ele. Berenice era 0 nome da crianga, ela morava em
uma casa infestada por "barbeiros” infectados com o mesmo parasito. Em nota prévia enviada

ao Brasil, o médico Carlos Chagas anunciou a descoberta.



Apbs estudar e conhecer o ciclo do tripanossomo quase que por completo, Carlos
Chagas descreveu as manifestacdes clinicas da fase aguda da doenca e que tornou publico sua
descoberta sendo um marco histérico (Chagas, C., 1909).

O T. cruzi infecta naturalmente mais de 100 espécies diferentes de mamiferos como os
seres humanos, animais domésticos e animais silvestres, além dos hospedeiros invertebrados,
0s insetos vetores. O ciclo de vida do T. cruzi ocorre em duas fases distintas: uma evidenciada
pela presenca do parasito no interior do hospedeiro invertebrado (vetor) e outra evidenciada
pela sua presenca no interior do hospedeiro vertebrado (AZAMBUJA, 2017).

A fase no hospedeiro invertebrado ocorre nos transmissores da doenca de Chagas, que
sdo insetos hemat6fagos, esses vetores sdo denominados popularmente por “barbeiros”. Apos
ingerir as formas tripomastigotas presentes na corrente sanguinea do hospedeiro vertebrado o
barbeiro passa a carrear ao longo de seu tubo digestivo o T. cruzi. Uma dréstica
transformacdo, ocorre apds ser ingerido, o T. cruzi diferencia-se em epimastigota que se
multiplicam por divisdo binéria perpetuando a infeccdo do vetor por toda sua vida. Na
porcdo posterior do intestino do barbeiro as formas epimastigotas se transformam em
tripomastigotas metaciclicas, processo conhecido como metaciclogénese. As formas
metaciclicas sdo eliminadas nas fezes e urina do inseto vetor, e sdo infectantes ao hospedeiro
vertebrado (Fiocruz, 2017).

O ciclo evolutivo do T. cruzi é regulado por fatores fisioldgicos e bioquimicos do
inseto vetor, por isso esse ciclo depende da espécie do inseto, da cepa do parasito, carga
parasitaria ingerida e fatores ambientais. (Brener, Z., 1997; Neves, D. et al, 1995; Rey, L.,
2001).

A fase no hospedeiro vertebrado ocorre em diversas espécies de mamiferos, dentre
elas, o homem que é o hospedeiro definitivo mais importante. O parasito pecisa adentrar no
tecido celular do mamifero e penetrar a célula para cumprir o ciclo evolutivo, desta forma, a
infeccdo independente do mecanismo de transmisséo, seja ela pela derme, oral, mucosa
oftdlmica ou transfusdo sanguinea, obrigatoriamente o T. cruzi terd que penetrar o epitélio do
mamifero e alcancar um tecido alvo. No hospedeiro vertebrado, durante ou logo apés o
repasso sanguineo o vetor excreta formas tripomastigotas metaciclicas, que por sua vez,
penetram pelo local da picada ou nas mucosas podendo invadir os primeiros tecidos e tipos de
células encontrados, e estes podem ser macrofagos, fibroblastos ou células epiteliais, entre
outras. Ao invadir a célula o T. cruzi passa por uma diferenciacdo em amastigota e se
multiplica promovendo a proliferagdo intracelular e posteriormente a liberagdo no espacgo

intercelular de formas tripomastigotas, bem como algumas formas intermediarias e
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amastigotas, estas Gltimas em menor numero (Fiocruz, 2017). Estas formas tem o potencial de
invadir novas células proximas ao sitio de infeccdo e também podem alcancar a corrente
sanguinea e promover infeccdes em todos os tecidos do hospedeiro, invadir diferentes tipos
celulares realizando um novo ciclo celular ou podem ser destruidos por mecanismos
imunolégicos do hospedeiro (Brener, Z., 1997; Neves, D. et al, 1995 Rey, L., 2001).

1.2 Epidemiologia da doenca de Chagas

Presente em diversos paises, estima-se que haja entre 6 e 7 milhdes de pessoas
infectadas em todo mundo e cerca de 70 milhGes de pessoas em risco de contrair DC nos 21
paises endémicos das Américas. A DC é hoje considerada uma das principais doencas
tropicais negligenciadas. Essa infecgcdo parasitaria causa a morte de 12 mil pessoas nos paises
endémicos a cada ano (WHO, 2021). Sabe-se que menos de 10% das pessoas infectadas tem o
diagnostico confirmado a tempo e menos ainda recebem o tratamento adequadamente (DNDI,
2019).

No Brasil, é estimado entre 1,9 e 4,6 milhdes de pessoas afetadas pela DC, das quais
60% vivem em areas urbanas, e provocam grandes impactos sociais, previdenciarios e
assistenciais. Geracdes de pessoas convivem com a DC, e a maioria ndo conhece as
possibilidades de tratamentos existentes (MSF, 2018).

A urbanizacgdo e o fluxo de pessoas na américa latina proporcionaram a migracéo da
doenca de regifes rurais para os grandes centros e areas urbanas. A grande movimentacao
intercontinental de pessoas da América Latina para outros paises fora da América, como a
Europa e alguns paises da Africa, Mediterraneo Oriental e Pacifico Ocidental, proporcionou a
disseminacédo da doenca se tornando uma preocupacao epidemiol6gica global (OPAS, 2020).

Segundo o diretor médico do Departamento de Controle de Doengas Tropicais
Negligenciadas da OMS (Organizacdo Mundial da Saude), Pedro Albajar Vifias, nos paises
ndo latino-americanos a DC ndo é transmitida por insetos triatomineos. Dessa forma
evidencia-se nesses paises as transmissGes ndo vetoriais, sendo elas, a transmissdo
transfusional, transplante de Orgaos, gestacional, e por acidentes de laboratério (OPAS,
2020).0 Ministério da Saude do Brasil no dia 9 de junho de 2006, recebeu a Certificacdo
Internacional de Eliminagdo da Transmisséo da Doenca de Chagas pelo Triatoma infestans,

conferida pela Organizagdo Pan-Americana da Saude (OPAS). Apesar do Brasil ter recebido



esse certificado é importante salientar que, tal certificacdo ndo representa a erradica¢do da DC
tdo pouco de sua transmiss@o, mas sim, de ndo ter mais notificagdo ou valores de prevaléncia
irrisorios da transmissdo vetorial pelo Triatoma infestans no pais, e com isso deve-se atentar a
outras formas de infeccdo nédo vetorial da DC no Brasil e na América Latina como a infeccéo
oral que hoje representa a principal forma de contdgio da DC sendo a forma de contagio mais
notificada no Brasil e configurando uma problematica importante em relacéo a epidemiologia
da DC (Brasil, 2020).

1.3 Farmacoterapia da doenca de Chagas

O final da década de 60 e inicio dos anos 70 foram marcados pelo surgimento dos
farmacos Nifurtimox e Benznidazol para o tratamento da DC. Sendo que o Nifurtimox (5-
nitrofurano) foi introduzido na terapéutica em 1967 e o Benznidazol (2 - nitroimidazol) em
1972 (Boainain, E. & Rassi, A., 1979). Na década de 1980, o Nifurtimox foi retirado do
mercado, primeiramente no Brasil e depois em outros paises da América do Sul, devido aos
diversos efeitos colaterais sofridos pelos pacientes (Cancado, 1997). Ambos possuem
eficacia consideravel no tratamento da fase aguda, entretanto, na fase crénica sua eficiéncia é
reduzida. Somado a esta condigdo tem-se a elevada toxicidade destes compostos o0 que
acarreta efeitos colaterais frequentes e intensos durante o tratamento, como: parestesias,
polineurite periférica, mialgia, febre, reacBes cutdneas como dermatites com erupcdo e
distarbios digestivos graves. Essa problemaética evidencia a necessidade de se buscar novos
farmacos que apresentem uma melhor eficicia na fase crénica, bem como menores efeitos
colaterais (Urbina, J. 2010).

Apesar do Benznidazol e o Nifurtimox serem utilizados para o tratamento da doenca
de Chagas, estes compostos sdo considerados farmacos ndo ideais para o tratamento dessa
doenca. Segundo a OMS o farmaco ideal para o tratamento da doenca de Chagas deve atender
as seguintes exigéncias: cura parasitoldgica de casos agudos e crénicos; acdo eficaz com uma
Unica dose ou poucas doses; acessibilidade aos pacientes, custo reduzido; baixos efeitos
colaterais e auséncia de efeitos teratogénicos; nenhuma necessidade de hospitalizagéo para o

tratamento e nenhuma inducdo da resisténcia (WHO, 2019).



1.4 Busca por novas terapias

Segundo Bezerra, W. et al (2012) a falta de um tratamento eficaz € um dos motivos
que contribui para que as doencas parasitarias ainda sejam um obstaculo para o
desenvolvimento social e econdmico de paises mais pobres, pois estas doencas diminuem a
expectativa e a qualidade de vida das pessoas acometidas, deixando-as muitas vezes
incapacitadas de realizar suas atividades cotidianas. Desta forma, o desenvolvimento de um
novo medicamento para tratar a doenca de Chagas é importante.

Durante décadas, muitas classes de substancias foram testadas in vitro e in vivo contra
o T. cruzi. Sendo que os primeiros compostos desenvolvidos experimentalmente para o
tratamento especifico da doenca de Chagas foram o atoxyl (arsénico), tintura de fucsina,
tartaro emético (antimonial pentavalente), cloreto de mercurio, derivados quinoleinicos,
arsenobenzois sulfurados, derivados fenantridinicos, compostos nitrofuranicos e antagonistas
purinicos. Todos evidenciaram nitida atividade tripanosomicida, em maior ou menor grau,
diminuiram o indice de mortalidade dos animais infectados, mas ndo foram capazes de
combater a persisténcia da infec¢do (Rassi, A.& Ferreira, H. 1971; Croft, L., 1999; Coura, J.,
2002).

Dentre os compostos ja testados, os compostos cumarinicos podem ser potenciais
farmacos para o tratamento da DC. Na busca por moléculas que pudessem servir de
orientacdo no desenvolvimento de um novo farmaco para o tratamento da DC, verificou-se
que alguns derivados de carboxilato de brevifolina isolados a partir da planta Geranium
bellum Rose, tinham uma atividade bioldgica que inativa a enzima triosefosfato isomerase de
T.cruzi (TcTIM) importante em uma das etapas da via glicolitica do T. cruzi, de uma forma

especifica da espécie (Gayosso L. et al., 2009).

1.5 Cumarinas

A biossintese da Cumarina é proveniente do metabolismo secundario da glicose,
derivadas da via do acido chiquimico, presente em diversas formas de vida, como vegetais,
fungos e bactérias, sendo encontradas principalmente nas familias Asteraceae, Fabaceae,
Oleaceae, Moraceae, Thymeleaceae, Apiaceae e Rutaceae (CZELUSNIAK, 2012). Os
compostos cumarinicos podem ser classificados, em quatro grupos de acordo com a sua
estrutura quimica: as Cumarinas simples (1), que possuem estrutura quimica base das

Cumarinas apresentando um anel benzénico fusionado a uma lactona; as furanocumarinas (2),



qgue apresentam um anel de furano fusionado a sua estrutura base das Cumarinas; as
Cumarinas substituidas no anel de lactona (3) e as piranocumarinas (4) apresentando um anel

pirano fusionado a estrutura base das Cumarinas (SOUZA,2005).
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Figura 1 Classes de Cumarinas: (1) 1,2 benzopirona estrutura base da Cumarina, (2) 7-
furanocumarina, (3) 7-metoxicumarina, (4) 7-piranocumarina.

Compostos cumarinicos provenientes de extratos vegetais e outras Cumarinas
sintéticas e semissintéticas, possuem diversas atividades farmacoldgicas. Diversos trabalhos
demonstram atividade antibacteriana, antifingica e tripanocida de compostos cumarinicos in
vitro, evidenciando essa classe de substancia quimica como bastante relevante para um
potencial farmaco no tratamento da DC o que instigou a execuc¢do desse trabalho (SOUZA,
2005). A atividade tripanocida e leishimanicida de substancias com esqueleto base molecular
de pirano cumarinas foi descrita na literatura. Esses estudos evidenciam uma potencial
bioatividade contra o T. cruzi e deixa esperancosa possibilidade de que compostos
cumarinicos sintéticos, semisintéticos e naturais, possam ter atividade tripanocida sem
apresentar toxicidade (SOUZA, 2005. PIZZOLATTI e colaboradores,2008. MARTIN,2018.).

Em um trabalho anterior, por meio da sintese organica foi possivel obter uma nova
molécula de Cumarina. Previamente foram realizados ensaios contra as formas infectantes
tripomastigotas sanguineos e amastigotas, apresentando um excelente indice de seletividade
(IS) > 128 sobre as formas amastigotas, isso € particularmente importante uma vez que um
(IS) > 50 é necessario para que farmacos tripanocidas em desenvolvimento sejam indicados
para testes in vivo (Coelho et al., 2018). Assim com estes resultados favoraveis a
experimentacdo in vivo, neste trabalho iniciamos a avaliagdo da atividade tripanocida dessa

nova molécula de Cumarina. (XAVIER,2017). Em trabalhos anteriores realizados pelo grupo



de pesquisa, foram realizados testes de citotoxicidade da Cumarina sendo avaliados alteragoes
histopatoldgicas de colon, coragdo, cérebro, figado, bago, duodeno, pulmdo e rins. Alem
dessas analises foram avaliados parametros bioquimicos e clinicos dos animais. Nesse
trabalho ndo foi observado nenhuma alteracdo histopatologica e todos os parédmetros
bioguimicos e clinicos foram normais, evidenciando assim a seguranca e nenhuma toxicidade
foi apresentada pela Cumarina, inclusive o grupo ndo infectado e ndo tratado tido como
controle nesse presente trabalho, € 0 mesmo grupo controle no referido experimento (SILVA,
2018).

2 Justificativa

Mesmo que a doenca de Chagas tenha sido descoberta hd mais de 100 anos, existem
apenas duas opg¢des de tratamento, o Nifurtimox e o Benznidazol, sendo este dltimo o Unico
comercializado no Brasil. Ambos os farmacos possuem baixa eficacia na fase cronica da
doenca, diversos efeitos colaterais e longo periodo de tratamento, sendo assim estdo muito
distantes de serem considerados ideais para o tratamento da doenca de Chagas. Neste
contexto, destaca-se uma classe de substdncia chamada de Cumarinas que apresentam um
grande potencial tripanocida. Dessa forma, € importante avaliar esta classe de substancias
quanto a sua possivel atividade tripanocida in vivo, visto que o desenvolvimento de farmacos

menos toxicos e mais efetivos ird contribuir para melhoria terapéutica da doenca de Chagas.

3 Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Avaliar as alteracdes histopatolégicas ap6s o tratamento com uma nova molécula de

Cumarina em camundongos Swiss infectados com o Trypanosoma cruzi.

3.2 Objetivos Especificos

e Determinar a curva de parasitemia, periodo pré-patente, periodo patente, dia do pico

maximo de parasitemia;
e Auvaliar a taxa de sobrevida;

e Analisar as alteraces histologicas presentes no coracdo e colon dos animais.



4 Material e métodos

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com os principios eéticos
preconizados pelo CONCEA (Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal),
tendo sido aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Ouro

Preto (Protocolo n° 2017/40).

Avaliacéo das alteracdes histopatologicas
apoés tratamento com uma nova molécula de
Cumarinaem camundongos Swiss infectados
comacepaYdo T. cruzi

CEUA: 2017/40

Swissfémeas, 30 dias de idade,
Infec¢do: 10000 tripomastigotas (cepa¥')
Tratamento: 5 dias
Duplicata (h=50)
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Figura 2: Fluxograma Metodologia.

4.1 Avaliacao da atividade tripanocida

Para a avaliacdo atividade tripanocida da molécula de Cumarina na fase aguda da
infeccdo experimental com a cepa Y do Trypanosoma cruzi foram utilizados 50 camundongos

Swiss, fémeas, pesando 18-20g. Os animais foram distribuidos em 05 grupos: Infectados e ndo



tratados (n=10); Infectados e tratados com BZ 100mg/kg (n=10) e outros trés grupos tratados
com Cumarina 50, 100, 250mg/kg (n =10 animais/cada). A infeccdo foi realizada pela via
intraperitoneal com 10* formas tripomastigotas da cepa Y. Foram utilizados apenas os
animais que apresentaram positividade na parasitemia. A qual foi realizada segundo a
metodologia adaptada de Brener (Brener 1962). Os animais que apresentaram positividade
das formas tripomastigotas sanguineas na parasitemia, receberam tratamento (dose Unica
diaria) por meio de gavagem (via oral) durante cinco (05) dias consecutivos. Foram

determinadas também, as taxas de sobrevida para cada grupo conforme descrito no item 4.1.2.

No 14° DAI, os animais receberam por via intraperitoneal os farmacos Ketamina
(90mg/Kg) e Xilazina (9mg/Kg). Apb6s a completa sedacdo e anestesia, os animais foram
eutanasiados por deslocamento cervical e extraidos cérebro, coracdo, rins, pulméo, figado,
baco, célon, duodeno e estdmago. Os tecidos foram lavados com solucdo de PBS1x e fixados
em solucdo de formaldeido 10% tamponado (pH 7,2) por pelo menos 5 dias. Posteriormente
os tecidos foram processados e corados conforme descrito nos itens 4.1.3 e 4.1.4

respectivamente.

4.1.1 Curva de parasitemia

O exame de sangue a fresco foi realizado diariamente, ap6s a confirmacéo da infeccéo,
utilizando-se metodologia adaptada de Brener (1962). Foram coletados SuL de sangue da veia
caudal dos camundongos, posteriormente confeccionou-se laminas, as quais foram analisadas
ao microscopio éptico. A andlise consiste na contagem do nimero de parasitos presentes em
50 campos aleatdrios até a negativacdo do exame, por cinco dias consecutivos. Desta forma,
foram determinados o periodo pré-patente, periodo patente e pico maximo de parasitemia. A
curva de parasitemia foi plotada para cada grupo experimental e expressa em ndmero de
tripomastigotas sanguineas por 0,1mL de sangue. Por meio da curva de parasitemia foram

determinados:

e Periodo pré-patente (PPP): periodo compreendido entre a inoculagdo e o primeiro
dia de deteccdo do parasito no sangue periférico do animal;

e Periodo patente (PP): periodo compreendido entre o primeiro dia de exame a fresco
positivo até a completa negativacdo da parasitemia;

¢ Dia do pico maximo de parasitemia (DPMP): corresponde ao dia de ocorréncia do

maximo de parasitemia;



e Pico méximo de parasitemia (PMP): corresponde ao maximo de parasitemia e foi

expresso em numero de tripomastigotas sanguineos/0,1 mL de sangue.

4.1.2 Taxa de sobrevida
Os animais (mesmos da determinacdo da parasitemia) foram observados diariamente

até o dia da eutandsia. A sobrevida foi registrada e expressa em percentagem cumulativa.

4.1.3 Processamento dos tecidos

Apos a fixacdo dos tecidos, esses foram incubados por 40min em concentracGes
crescentes de alcool (70%, 80%, 90%) e em alcool absoluto (2 vezes), para desidratacdo. No
processo de diafanizagdo, os tecidos foram submersos em xilol por 30min (2 vezes). Em
seguida os cassetes histoldgicos foram mergulhados em parafina liquefeita por 12 a 24horas.
Apbs a parafinizagdo, os tecidos foram emblocados em parafina com cera de abelha 5% com

0 auxilio de moldes de aluminio.

4.1.4 Colorago histologica

Por meio de microtomia foram confeccionadas laminas de cortes histol6gicos com
espessura de 4um as quais, posteriormente foram desparafinadas e hidratadas. Os cortes
histoldgicos foram incubados em xilol por 30min, este processo foi realizado duas vezes. Para
hidratacdo, os cortes histologicos foram incubadas por 5min em alcool absoluto (duas vezes),
em seguida em concentracdes decrescentes de alcool (90, 80 e 70%) e em &gua corrente.
Posteriormente, as laminas foram submersas na solucdo de hematoxilina de Harris por 1,5min
e lavadas em agua corrente por 30min. Em seguida, foram incubadas em solucdo de eosina
por 1,0min e lavadas em agua corrente por 15s. Posteriormente as laminas foram montadas

com o auxilio de Entellan® e laminula.

4.2.3 Anélise histopatoldgica qualitativa de coracdo e célon.
As laminas histologicas de coracdo e cdlon dos animais de cada grupo desse estudo, foram
analizadas qualitativamente conforme seu aspecto hitologico e presenca de alteracdes
histopatoldgicas, necrose e hiperemia. Cada lamina foi observada no microscopico 6ptico
Leica DM5000B na objetiva de 40x, totalizando um aumento de 400 vezes. Foram analizados
35 campos aleatorios do tecido muscular cardiaco e de colon de cada um dos animais de todos

0s grupos estudados, conforme metodologia padronizada pelo grupo de pesquisa.
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4.2.4 Andlise histopatoldgica quantitativa de inflamag&o do tecido muscular cardiaco.
As laminas histologicas de coracdo dos animais de cada grupo desse estudo, foram analizadas
quantitativamente com intuito de verificar o processo inflamatério no tecido muscular
cardiaco. Foi coletadas microfotografias de 25 campos aleatdrios do tecido muscular cardiaco
de Cada lamina de cada um dos animais de todos os grupos estudados. As microfotografias
foram adquiridas com o auxilio do microscépico éptico Leica DM5000B na objetiva de 40x,
totalizando um aumento de 400 vezes. Apds a coleta das microfotografias, as mesmas foram
analisadas com o auxilio do software Leica Qwin V3, em que, se contou 0 numero de nucleos
celulares presentes em cada microfotografia dos 25 campos de cada lamina, e ao final
calculou-se a média aritimética da quantidade de ndcleos contados para cada lamina
histologica referente a cada animal dos grupos estudados. O resultado dessa andlise foi

compilado em um gragico quantitativo de inflamacéo (Figura 4).

4.2 Analise estatistica

Os testes estatisticos foram realizados com o apoio instrumental do software
GraphPad Prism 5 (Prism Software, Irvine, CA, USA), sendo as diferengas consideradas
significativas quando os valores de p foram inferiores a 0,05 (p <0,05). O teste D’ Agostino-
Pearson foi realizado para verificar os padrdes de normalidade. Para os dados classificados
como paramétricos foram realizadas analises de variancia (ANOVA one-way) e Teste T
Student para comparacao entre 0s grupos. A andlise dos dados ndo-paramétricos foi realizada

utilizando-se Kruskal-Wallis seguida pelo teste de Dunns.

5 Resultados e discussao

5.1 Avaliacéo da atividade tripanocida

Neste projeto a atividade tripanocida da Cumarina na fase aguda da DC foi avaliada.
Os animais apresentaram parasitemia positiva no quarto dia apos a infecgdo (DAI). O DPMP
dos animais tratados com BZ ocorreu no quinto DAI, ja o grupo nédo tratado e 0s grupos
tratados com 100, 50 e 250mg/kg Cumarina apresentaram pico de parasitemia no oitavo DAL,

Os animais tratados com BZ 100mg/Kg apresentaram menor periodo patente, sendo este

11



compreendido entre 0 4 DAI e 9 DAI. Além disso, 0os animais tratados com BZ 100mg/Kg
também apresentaram o menor PMP, sendo 62,150 tripomastigotas/0,1 mL de sangue (Tabela
1). O grupo ndo tratado e os grupos que receberam diferentes concentragdes de Cumarina
tiveram um numero significativamente maior de tripomastigotas/0,1mL de sangue quando

comparados ao grupo tratado com BZ (Figura 3).

Tabela 1 Parametros avaliados na parasitemia.

Parametros N&o Tratado Cumarina Cumarina Cumarina 100mg/kg (BZ)
50 mg/kg 100mg/kg 250mg/kg
PPP (dia) 1-4 1-4 1-4 1-4 1-4
PP (dia) 14 14 14 14 9
DPMP 8 8 8 8 5)
PMP (tripomastigotas 903,300 912,200 858,100 892,750 62,150

/0,1 mL de sangue)

O objetivo do tratamento da doenca na fase aguda é a supressdo da parasitemia e
erradicar o parasito ainda presente na corrente sanguinea do hospedeiro, além de combater os
sinais/sintomas apresentados nessa fase e prevenir a progressao para a forma cronica da
doenga (Antunes et al., 2016. SBAC, 2018). Neste teste, os animais tratados com BZ
negativaram a parasitemia mais rapidamente em relacdo aos demais grupos infectados e
tratados e apresentou 100% de sobrevida. No entanto, mesmo em vista desse resultado, dados
da literatura mostram que melhorias no tratamento da DC sdo necessarias (Amaral et al.,
2017). O estudo BENEFIT, por exemplo, um ensaio clinico multicéntrico, duplo-cego,
mostrou que os pacientes tratados com BZ tiveram uma reducdo na parasitemia quando
comparados ao placebo, mas ndo levaram a melhorias clinicas nos pacientes. Dessa forma, a
busca por um tratamento que melhore a qualidade de vida do paciente é importante (Morillo
etal., 2015).

Neste estudo, ao contrario dos resultados encontrados in vitro, nenhuma das doses de
Cumarina testadas foram eficazes na reducgéo da parasitemia na fase aguda da DC (Figura 1).
Esse resultado € indesejavel, pois, o tratamento adequado da DC na fase aguda é fundamental
para a prevencdo da evolucdo da doenca para a forma crénica (Antunes et al., 2016).

Os animais tratados com BZ apresentaram 100% de sobrevivéncia. Animais tratados
com 100 e 250mg/kg de Cumarina apresentaram 60% de sobrevivéncia. Os animais que ndo
receberam tratamento e os animais tratados com 50mg/kg Cumarina apresentaram 20 e 30%

de sobrevivéncia, respectivamente (Figura 4).
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5.2 Avaliacéo das alteracdes histoldgicas presentes no coracao e colon
dos animais.

5.2.1 Analise quantitativa do processo inflamatdrio no tecido muscular cardiaco.

Foi evidente a diferenca estatistica em relacdo ao processo inflamatorio no tecido
muscular cardiaco dos camundongos pertencentes aos diferentes grupos deste experimento. A
linha trasejada indica o o numero de células por 34614 micrémetros quadrados do grupo de
animais ndo infectados e ndo tratados provenientes de um estudo realizado anteriormente. Os
grupos experimentais Cumarina (50mg/Kg), Cumarina (100mg/Kg), Cumarina (250mg/Kg) e
infectado e ndo tratado apresentaram um numero significativamente maior de células em
relagdo ao grupo controle. Um ndmero de células maior em relagdo ao numero de celuas
observadas no grupo controle, implica que sejam células do sistema imune e assim
evidenciam inflamagdo. Em um processo inflamatorio células do sistema imune guiados por
mediadores inflamatdérios migram-se para o tecido acometido pelo processo inflamatorio
(Robbins.Patologia Basica, 92Ed). Nesse processo células do sistema imune estdo presentes no
tecido combatendo o agente causador da lesdo que induziu o processo inflamatério. Dessa
forma uma contagem de células maior no tecido em relacdo ao grupo ndo infectado, implica
que essa células extras que fizeram a contagem de células exceder o nimero contabilizado no
grupo controle ndo infectado sejam células do sistema imune, evidenciando um processo

infamatorio. Essa difénca quantitativa de células ficou representado no gréafico (Figura 5).
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Figura 5: Analise quantitativa do processo inflamatério no coracdo de animais infectados
com a cepa Y do T.cruzi e tratados na fase aguda. *NUmero de células inflamatorias
significativamente maior (p < 0,05) que o grupo ndo infectado representado pela
linhatracejada.

5.2.2 Analise qualitativa dos aspectos histopatolégicos do tecido muscular cardiaco.

A andlise qualitativa de todas as laminas foi compilada em dois gréaficos, um apresenta a
presenca de necrose nos diferentes grupos estudados (figura 6) e hiperemia (figura 7).
apresentam alteracdes histopatoldgicas presentes no tecido muscular cardiaco dos animais de
cada grupo estudado nesse experimento. As alteracfes histopatoldgicas analisadas foram

definidas em, presenca de necrose e presenca de hiperemia.

Utilizou-se o microscopio Leica DM5000B Zeiss Axiolmager.Z2, e observou-se todo o tecido
presente nas laminas a fim de verificar qualquer alteracéo histopatoldgica em relagdo ao grupo

ndo infectado.
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Figura 6: Avaliacdo da presenca de necrose no tecido muscular cardiaco. Grupo Infectado e
ndo Tratado (INT), Infectado e tratado com Benzinidazol 100mg/kg (BZ 100mh/kg),
Infectado e tratado com Cumarina 50, 100, 250mg/kg (Cu 50mg/kg, Cu 100mg/kg, Cu
250mg/kg)

Conforme observado na figura 6, a presenca de necrose foi observada em todos 0s grupos,
variando em presenca discreta, moderada e intensa. Com excecdo do grupo ndo infectado
todos os animais dos demais grupos do experimento apresentaram necrose tecidual,
possivelmente causada pela lise celular no momento da diferenciagdo das formas amastigotas

do T.cruzi em formas tripomastigotas e seu extravasamento para o meio extracelular.
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Figura 7: Avaliacdo da presenca de hiperemia no tecido muscular cardiaco. Grupo Infectado
e ndo Tratado (INT), Infectado e tratado com Benzinidazol 100mh/kg (BZ 100mh/kg),
Infectado e tratado com Cumarina 50, 100, 250mg/kg (Cu 50mg/kg, Cu 100mg/kg, Cu 250m)

Na figura 7 observada acima, fica evidente a presenca de hiperemia em todos 0s
grupos infectados desse experimento. A prevaléncia de hiperemia moderada € maior nos
grupos INT, BZ 100mg/kg e Cu 100mg/kg. No grupo Cu 50mg/kg a prevaléncia foi de 100%
de hiperemia moderada.

Na figura 8 apresenta os cortes histoldgicos de tecido muscular cardiaco dos animais
de cada grupo deste estudo. No grupo ndo infectado, observa-se que o tecido muscular
cardiaco ndo apresenta alteracdes histopatoldgicas.

Com relagdo ao grupo infectado e ndo tratado, Observa-se hiperemia discreta, esse
fendmeno vascular é representado por modificages na microcirculacdo, que, sdo comandadas
por mediadores liberados durante uma irritacdo no tecido, como em um processo inflamatorio
causado por infeccdo, semelhante ao que ocorre nesse experimento (Bogliolo — Patologia, 9.2
edicéo).

No grupo infectado e tratado com BZ, farmaco de referéncia no tratamento da doenca
de Chagas, foi observado processo inflamatorio evidenciado pela grande quantidadede células
do sistema imune no tecido muscular cardiaco, esse processo inflamatério apresenta-se de

forma difusa pelo tecido muscular cardiaco, além disso observou-se hiperemia intensa.
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Em relacdo ao grupo infectado e tratado com Cumarina (50mg/Kg) € possivel observar
a migracdo de uma grande quantidade de células do sistema imune para o tecido e essas
células encontram-se por toda area representada na figura 8, tornando aparente a forma difusa
desse processo inflamatorio. Infelizmente ndo foi possivel apresentar uma imagem
representativa desse grupo de melhor qualidade, porém, ndo influenciou na anélise e foi
possivel observar estruturas citologicas e principalmente o processo inflamatdrio evidente.

Analisando a microfotrografia do grupo infectado e tratado com Cumarina (100
mg/Kg), podemos observar nitidamente intenso processo inflamatério de forma difusa pelo
tecido muscular cardiaco com grande quantidade de células do sistema imune em migracdo da
luz do vaso para o tecido. Observa-se também hiperemia intensa e local com grante
quantidade de hemacias na luz do vaso observado.

No grupo infectado e tratado com Cumarina (250 mg/Kg), observou-se intenso
processo inflamatdrio no tecido muscular cardiaco. Grande quantidade de células do sistema
imune encontra-se difusa pelo tecido evidenciando o processo inflamatirio nesse grupo.

Apds analisar as micrografias de forma qualitativa do tecido muscular cardiaco dos
grupos estudados neste experimento, percebe-se que ha intenso processo inflamatério no
tecido, comum aos grupos infectado e ndo tratado e infectado e tratado com Cumarina. A
presenca de hiperemia também foi observada nos cinco grupos infectados.
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N&o infectado Infectado e néo tratado Benznidazol (100mg/Kg)

Cumarina (50mg/Kg) Cumarina (200mg/Kg) Cumarina (250mg/Kg)

Figura 8: Fotomicrografias de cortes histologicos do coracdo de camundongos infectados
comacepa Y do T. cruzi e tratados na fase aguda. Aspecto histolégico muscular cardiaco
normal em animais ndo-infectados. Infiltrado inflamatério moderado no grupo Benznidazol
(100mg/Kg)..

5.2.3 Analise dos aspectos histopatoldgicos de Célon.

A anédlise qualitativa de todas as laminas de célon dos animais de todos os grupos, foi
compilada nos dois graficos apresentados abaixo (Figura 9 e 10) em que estam representadas
as alteracOes histopatoldgicas observadas no colon dos animais estudados. A figura 9
apresenta os tecidos analisados em, presenca de inflamacdo e a figura 10 demonstra a

presenca de necrose.

Utilizou-se o microscopio Leica DM5000B Zeiss Axiolmager.Z2, e observou-se todo o tecido
presente nas laminas a fim de verificar qualquer alteracéo histopatoldgica em relagédo ao grupo
n&o infectado.
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Figura 9: Andlise qualitativa da presenca de inflamagdo no célon dos animas estudados.
Grupo Infectado e ndo Tratado (INT), Infectado e tratado com Benzinidazol 100mh/kg (BZ
100mh/kg), Infectado e tratado com Cumarina 50, 100, 250mg/kg (Cu 50mg/kg, Cu
100mg/kg, Cu 250m)

Na figura 9 observada acima, fica evidente a presenca de inflamacdo em todos os
grupos infectados desse experimento. A prevaléncia de hiperemia moderada € maior nos
grupos INT, BZ 100mg/kg e Cu 100mg/kg. No grupo Cu 50mg/kg a prevaléncia foi de 100%
de hiperemia moderada.
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Figura 10: Andlise qualitativa da presenca de infamacdo no colon dos animas estudados.
Grupo Infectado e ndo Tratado (INT), Infectado e tratado com Benzinidazol 100mg/kg (BZ
100mg/kg), Infectado e tratado com Cumarina 50, 100, 250mg/kg (Cu 50mg/kg, Cu
100mg/kg, Cu 250 mg/kg)

Com relacdo a necrose observou-se no grupo INT que 100% dos animais tiveram
necrose discreta. O gupo infectado e tratado com BZ apresentou menor prevaléncia de
necrose e auséncia em 60% dos animais do grupo. O grupo infectado e tratado com Cumarina
250 mg/kg a presentou auséncia de necrose no célon de 75% dos anmais do grupo. J& 0s
grupos infectados e tratados com Cumarina 50mg/kg e 100mg/kg apresentaram 0 mesmo
perfil e tiveram 50% de prevaléncia de necrose intensa e discreta.

Os cortes histoldgicos representados na figura 11, sdo do cdlon dos animais estudados
e foram obtidos a partir dos processos descritos na metodologia (4.1.3 e 4.1.4). As analises
foram feitas nos animais sobreviventes de cada grupo. Os grupos analisados foram: Né&o
infectado, infectado e nédo tratado, infectado e tratado com BZ (100 mg/Kg), infectado e
tratado com Cumarina (50 mg/kg), infectado e tratado com Cumarina ( 100 mg/kg) e
infectado e tratado com Cumarina (250 mg/kg).

Na figura 11 apresentada abaixo, temos cortes histolégicos de colon dos animais,
neles é possivel observar alteragdes histologicas em relagdo ao grupo néo infectado. No grupo

ndo infectado, observa-se um aspecto histolégico de célon normal sem alteracdes histopatoldgicas.
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Com relacdo ao grupo infectado e ndo tratado, observou-se area de necrose e hiperemia
discreta na camada muscular lisa do célon.

No grupo infectado e tratado com BZ, foi observado discreta area de necrose e
hiperemia intensa, ha uma grande quantidade de emécias na luz do vaso demonstrado na
figura 7.

O grupo infectado e tratado com Cumarina (50mg/Kg) apresentou &rea de necrose
discreta na camada muscular do cdlon. Analisando a microfotrografia do grupo infectado e
tratado com Cumarina (100 mg/Kg), podemos observar area de necrose intensa e de forma
difusa pela camada muscular do c6lon. Observa-se também hiperemia discreta com a presenca
de algumas hemacias na luz dos vasos. No grupo infectado e tratado com Cumarina (250
mg/Kg), observou-se também necrose de forma difusa na camada muscular do célon. E
visivel uma discreta area de necrose na mucosa do tecido.

Apds analisar as micrografias de forma qualitativa do célon dos grupos estudados
neste experimento, percebe-se que ha areas de necrose nos grupos ndo tratado, infectado e
tratado com Cumarina (50 mg/kg), infectado e tratado com Cumarina (100 mg/kg) e infectado
e tratado com Cumarina (250 mg/kg). No grupo infectado e tratado com Cumarina (100
mg/kg) a necrose foi mais intensa em relacdo aos demais grupos porém nao se pode inferir
que foi devida a Cumarina ou a dosagem visto que a Cumarina nao apresentou toxicidade em

estudos anteriores.
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Figura 11: Fotomicrografias de cortes histologicos do c6lon de camundongos infectados com
a cepa Y do T. cruzi e tratados na fase aguda. Perfil histolégico normal em animais néo-
infectados. Infiltrado inflamat6rio discreto, presenca de hiperemia e necrose nos grupos
infectados e tratados com Cumarina (50, 100, 250 mg/kg) e no grupo infectado com
Benznidazol (100mg/kg).

6 Conclusao

Embora a Cumarina ndo tenha mostrado sinais de toxicidade in vivo em testes
realizados pelo grupo de pesquisa anteriormente, o uso de Cumarina ndo apresentou uma boa
opcao para o tratamento da infeccdo experimental com formas tripomastigotas da cepa Y de
T. cruzi . Mais estudos sdo necessarios para avaliar se a Cumarina é eficaz contra outras cepas

de T.cruzi ou em associa¢do com farmacos como o Benznidazol.

7 Perspectivas

Estudos farmacocinéticos e farmacodinamicos, podem ser realizados para compreender
melhor os resultados descritos neste trabalho, principalmento em relagdo aos esultados
apresentados no colon dos animais estudados. Esses estudos poderiam guiar o prosseguimento

23



do trabalho em busca de se obter uma molécula ou uma formulacdo com a Cumarina que
apresente resultados mais positivos com relagdo & melhora nas alteracdes histopatoldgicas dos

tecidos dos animais infectados.
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