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Resumo

Apos um século da sua descoberta, a doenga de Chagas causada por protozoario
Trypanosoma cruzi representa uma das principais doencas tropicais negligenciadas em
varios paises da América Latina. O Benzonidazol (BNZ) é o farmaco de primeira
escolha para o tratamento da doenca, contudo apresenta uma eficacia terapéutica
variavel na fase cronica da doenca. Além disso, em muitas situacBes 0s pacientes
apresentam efeitos adversos graves, que conduzem ao abandono do tratamento. A
eficacia antiparasitaria do farmaco pode estar diretamente relacionada com a
heterogeneidade de T. cruzi, bem como as propriedades farmacocinéticas
desfavoraveis, a baixa solubilidade aquosa e imponderdvel biodisponibilidade do
BNZ. Deste modo, este estudo teve como objetivos principais a determinacdo da
toxicidade aguda do BNZ e das nanoformulagdes do BNZ em modelo murino através
do ensaio da determinacdo da dose maxima tolerada e quantificacdo dos
biomarcadores da funcdo hepéatica. Paralelamente, realizaram-se o estudo da
suscetibilidade in vitro ao BNZ das estirpes de T. cruzi (Y, Bolivia e QMM5) e o
estudo da infeciosidade das mesmas estirpes em modelo murino. Os resultados
indicaram que os excipientes e as nanoformulagdes do BNZ apresentaram um bom
perfil de tolerancia deste modo podem ser uma alternativa para a terapéutica da doenca
de Chagas. As trés estirpes apresentaram suscetibilidade in vitro ao BNZ e a analise
dos soros dos murganhos Mus musculus (Balb/c) inoculados com as estirpes do
parasita demostram a presenca anticorpos anti- T. cruzi. A resposta humoral foi
poliisotipica, com predominio da producao dos anticorpos IgG e IgM anti-T. cruzi bem
como algumas subclasses de anticorpo, a IgG1 e IgG2a e IG3. A producdo do NO e da
citocina IL-4 aumentou durante a fase inicial da infe¢cdo com diminuicao na fase mais
avancada da infecdo, setenta dias pds infecdo sendo sugestivo da acdo
imunomodulatéria na infecdo por T. cruzi. Estes resultados reforcam a compreensédo
da fisiopatologia da doenca de chagas e permitem auxiliar futuramente na
compreensdo da eficacia das nanoformulagdes do BNZ durante o tratamento da doenca
de chagas no modelo murino.

Palavras-chaves: Benzonidazol; Trypanosoma cruzi; Resposta imune; Doenca de

Chagas.



Abstract

After a century of its discovery, Chagas disease caused by protozoan
Trypanosoma cruzi is one of the major neglected tropical diseases in several Latin
American countries. The benznidazole (BNZ) is the drug of choice for the treatment
of disease, but has a variable therapeutic efficacy in chronic phase of the disease.
Furthermore, in many situations the patients have serious side effects that leading to
abandonment of the treatment. The antiparasitic drug efficacy can be directly related
to the heterogeneity of T. cruzi population in addition with the unfavorable
pharmacokinetic properties of BNZ, the low aqueous solubility and bioavailability of
imponderable. Thus, this study had as main objectives the determination of the acute
toxicity of BNZ and nanoformulations of BNZ in mice through the test for determining
the maximum dose tolerated and quantification of biomarkers of liver function.
Meanwhile, there have been the study of in vitro susceptibility to BNZ strains of T.
cruzi (Y, Bolivia and QMMD5) and study the infectivity of the same strains in mice.
The results indicate that excipients and nanoformulations of BNZ showed a good
tolerability profile and can be an alternative for the treatment of Chagas disease. The
three strains showed susceptibility to the BNZ in vitro and analysis of the sera of Mus
musculus (Balb/c) inoculated with strains of the parasite demonstrate the presence of
anti- T. cruzi. The humoral response was poliisotipica, predominantly the production
of 1gG and IgM anti-T.cruzi well as some antibody subclasses, 1gG1 and 1gG2a and
IG3. NO production and cytokine IL-4 increased during the initial phase of infection
with decrease in the later stage of infection seventy days after infection being
suggestive of immunomodulatory action in infection by T. cruzi. These results
reinforcing aspects of the pathophysiology of Chagas disease and will allow
understanding of the effectiveness of these nanoformulations of BNZ for the treatment
of Chagas disease in the murine model in the future.

Keywords: Benznidazole; Trypanosoma cruzi; Immune response; Chagas disease.
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1. Introducéo

A descoberta da tripanossomiase americana por Carlos Chagas foi uma das
descobertas mais bem-sucedidas e completas em toda a histéria da medicina tropical
(Coura & Borges-Pereira, 2010). Chagas em 1909 descreveu, o primeiro caso humano
da tripanossomiase americana durante a infecdo aguda, em uma crianga, por meio da
identificacdo e caracterizacdo do protozoario hemoflagelado, Trypanosoma cruzi
(Chagas, 1909).

A tripanossomiase americana denominada doenca de Chagas representa uma
das principais doencas parasitérias tropicais negligenciadas sendo responsavel por
significativa morbilidade e mortalidade (Hotez et al., 2007). As doencas tropicais
negligenciadas (DTN) sdo um conjunto de 17 doencas provocadas por diversos agentes
infeciosos e que prosperam em areas tropicais, afetando mais de 1,4 bilhGes de pessoas
em 149 de paises. O tragco comum mais profundo destas doencas é o dominio sobre as
populages, cuja maioria vive em situacOes de baixa rendimento (WHO, 2010).

Apesar das inovagdes da ciéncia no manuseio destas doencas e dos avancos
nos processos de desenvolvimento de novos farmacos, estas continuam sendo um
obstaculo para o desenvolvimento socioeconémico nos paises endémicos (WHO,
2002; Coura e Borges-Pereira, 2012). Além disso, as doencas tropicais, ndo oferecem
retorno financeiro suficiente para a industria farmacéutica dedicar-se a pesquisa e ao
desenvolvimento de novos farmacos e medicamentos (WHO, 2010).

No entanto, nas ultimas décadas, o reconhecimento da comunidade
internacional desta situacao inaceitavel e avaliacdo da importancia destas doencas para
a saude publica despertou o interesse dos, governos, da industria farmacéutica e outras
instituices, incluindo as organizacBes ndo-governamentais, no investimento da
prevencdo e controlo deste grupo diverso de doencgas. O trabalho para superar a
impacto das DTNs representa uma oportunidade de desenvolvimento, em grande parte
inexplorado, para solucionar a pobreza de muitas populagdes e, assim, ter um impacto
direto na realizacdo dos Objectivos de Desenvolvimento do Milénio, bem como
cumprimento da missdo da Organizacdo Mundial de Saude: garantir a realizagdo do
mais alto padréo de saide como um direito humano (WHO, 2010).



A doenca de Chagas é uma infegdo parasitaria, sistémica e crénica causada pelo
protozoario hemoflagelado Tripanosoma cruzi (Rassi et al., 2010). Sendo, transmitida
maioritariamente atraves de um vetor invertebrado, da subfamilia Triatominae
(Chagas, 1909; Rassi et al., 2010). A presenca do parasita na natureza é bastante
antiga, cerca de milhares de anos (Prata et al., 2011). A infe¢do chagasica, inicialmente
uma doenca enzootica selvagem, transformou-se numa antropozoonose quando, por
meio da acdo de ocupar espaco fisico, a humanidade invadiu ecétopos silvestres com
designio de reduzir as florestas, para a constru¢cdo de moradias e a pratica da
agricultura (Coura & Borges-Pereira, 2010).

Atualmente, a distribuicdo geografica da infecdo chagasica, incluindo os seus
reservatorios e 0s seus vectores, estende-se desde o sul dos Estados Unidos até o sul
da Argentina e Chile. Assim, cerca de 90 milhdes de pessoas, nessas regides, estao
expostos a infecdo (Coura & Dias, 2009). A doenca é endémica da América Latina e
representa um importante desafio em salde publica, contribuindo para as
desigualdades globais da satde como causa de significativa morbidade e mortalidade
(WHO, 2002; Guhl & Lazdinis-Helds, 2007; Machado et al., 2012). Assim, 0 nimero
de vidas afetadas, a condi¢do incapacitante, a mortalidade prematura sdo os aspetos
mais importantes que causam a perda da populagdo economicamente ativa, 0 que
prejudica a prosperidade dos paises endémicos (Guhl & Lazdinis-Helds, 2007).
Devido aos varios esforcos realizados no sentido de controlar a transmissao de T. cruzi,
a prevaléncia estimada no continente americano diminuiu de cerca de 20 milhdes
infetados em 1981 para 7-8 milhdes atualmente (WHO, 2014).

Nas Gltimas décadas, o éxodo rural na América Latina bem como o aumento
do fluxo migratério para outros continentes, conduziram a aparicdo da doenca de
Chagas como problema de saude publica global (Schmunis, 2007; Pérez-Molina et al.,
2012), podendo ser encontrada nos Estados Unidos da América, Canada, na Europa e
em alguns paises do Pacifico ocidental. Na Europa (principalmente em Espanha), em
particular, a doenca de Chagas tem sido reconhecida como um problema de salde
publica emergente (Albajar-Vifias, 2011; Pérez-Molina et al., 2012) onde estima-se

que aproximadamente 250.000 pessoas se encontram infetadas (Schmunis, 2007).



1.1 Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi, agente etioldgico da doenca de Chagas, pertence a ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae (Chagas, 1909). Esta ordem caracteriza-se
pela presenca do flagelo e uma mitocondria Unica, contendo o cinetoplasto, que retém
o material genético, denominado DNA do cinetoplasto (kDNA). No decorrer do ciclo
evolutivo do parasita sdo reconhecidas trés formas morfogenéticas e a transicao entre
uma forma para outra envolve modificacbes morfoldgicas, na expressdo génica e no
ciclo celular (Heath et al., 1990; Telleria et al., 2006). As formas tripomastigotas
sanguineas e amastigotas sao encontradas no hospedeiro mamifero e as epimastigotas
no hospedeiro invertebrado onde se dividem e diferenciam-se em tripomastigotas
metaciclicas (Tanowitz et al., 1992; Tyler & Egman, 2001; Rassi et al., 2010). As

principais diferencas encontram-se descritas na tabela 1, apresentada seguidamente.

Tabela 1. Diferentes formas evolutivas de Trypanosoma cruzi.

Formas Epimastigotas Tripomastigotas Tripomastigotas Amastigotas
evolutiva Metaciclicas sanguineas
Encontrada: Tubo digestivo do Inseto vetor Sangue e espacgo Interior de células do
Inseto vetor e intracelular do hospedeiro vertebrado
cultivo axénica hospedeiro vertebrado  ou em cultura de células
e em cultivos de células
Morfologia | Alongada Alongada Alongada Esférica
da célula
Posicdo do Proximo do nicleo Posterior ao nucleo Posterior ao nicleo Préximo ao nucleo
cinetoplasto

Observagéo e A
-

4 e :
microscopica \ 4 ' Q ‘
| o L

Fonte: Imagens gentilmente cedidas pela Doutora Aline Rimoldi Ribeiro. Elaboracéo propria



1.1.1 Heterogeneidade de Trypanosoma cruzi

O protozoario, Trypanosoma cruzi apresenta alto grau de variabilidade
intraespecifica detetada por marcadores bioldgicos, bioquimicos, imunolégicos,
genéticos e clinicos. A diversidade gendmica de T. cruzi e a multiplicidade de
genotipos e fendtipos é muito bem descrita e reconhecida na literatura (Brisse et al.,
2000; de Freitas et al., 2006; Telleria et al., 2006). Esta diversidade pode estar
associada a sua adaptacdo e sobrevivéncia em diferentes hospedeiros (Brisse et al.,
2000). Partindo deste pressuposto, durante o Simpdsio Internacional Comemorativo
da Descoberta da Doenga de Chagas, realizado em 1999, recomendou-se a subdivisao
do parasita em duas grandes linhagens filogenéticas, denominadas T. cruzi | (Tcl)
e T.cruzi Il (Tcll) (Satellite Meeting, 1999). As caracteristicas epidemiologicas dos
dois grupos permitiram a associacdo do grupo Tcl ao ciclo silvestre e Tcll a
predominar no ciclo doméstico, sendo frequentemente encontrado na populacéo
humana (Brisse et al., 2000). Recentemente, propds-se uma revisdo da nomenclatura
onde cada grupo passou a ser classificado como um grupo independente designado
DTU (Discrete Typing Unit). As estirpes de T. cruzi foram reclassificadas em seis
DTUs, Tcl, Tcll, Tclll, TclV, TcV e TcVI, de acordo com prospetiva bioldgica e
associacdo com o hospedeiro, uma vez que, apresentam aspetos evolucionarios e eco

epidemioldgicos distintos (Zingales et al., 2009; Zingales et al., 2012).

Ancestral To

Hibridacao VIl

5 Mutagao

[ Tel “Tcﬁ I TcI]lJ EE]

F;”'rcrv]fcm“ Tov |[Tevi | [ren]

Figura 1. Modelo de duas hibridagdes para a troca de material genético durante a evolugdo clonal de
T. cruzi. Adaptado de Zingales et al., 2012.



A variacdo genotipica entre as diferentes linhagens de T. cruzi, de diferentes
regides geograficas, pode explicar a frequente variabilidade na viruléncia,
suscetibilidade a resposta imunitaria do hospedeiro, taxas de infecdes subclinica,
sintomas clinicos na doenca de Chagas e na suscetibilidade aos farmacos (Rey, 1992;
Higo et al., 2004; Teixeira et al., 2006; Coura & Borges-Pereira, 2012; Zingales et al.,
2012). Esta mudanca na classificagdo proporciona maior compreensdo sobre a
estrutura populacional e aspetos emergentes no genoma do parasita, 0 que permite uma
abordagem integrada e direcionada, sem descurar a descoberta de farmacos, para a

melhoria na estratégia do controlo da doenca de Chagas (Zingales et al., 2012).

1.2 Ciclo de vida

A doenga de Chagas é transmitida principalmente por insetos hematéfagos, do
género Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus, vulgarmente denominado triatomineos
(Teixeira et al., 2006). Encontram-se distribuidos essencialmente no continente
Americano e estdo descritos 148 espécies (Gongalves et al., 2013). Algumas espécies
possuem maior importancia epidemioldgica, por exemplo, no Brasil apenas cinco
dessas, Panstrongylus megistus, Triatoma brasiliensis, Triatoma infestans, Triatoma
pseudomaculata e Triatoma sérdida, pelo fato de colonizarem no peri ou intra-
domicilio (Prata, 2001; Teixeira et al., 2006). As restantes espécies ndo domiciliadas
promovem a circulacdo de T. cruzi em mamiferos que vivem em ambientes silvestres
(Coura & Dias, 2009).

O hospedeiro invertebrado, triatomineo, infeta-se com a ingestdo de formas
tripomastigotas sanguineas durante a refei¢do sanguinea (Figura 2). No tubo digestivo,
do inseto, estas formas transformam-se em epimastigotas que aderem a superficie do
intestino médio e posterior, onde se multiplicam por fissdo binaria (Chagas, 1909;
Prata, 2001; Stuart et al., 2008; Rassi et al., 2010). De seguida, os epimastigotas
migram para o intestino posterior atingindo o reto diferenciando-se em tripomastigotas
metaciclicas, as formas infetantes para hospedeiros vertebrados, libertadas nas fezes
do inseto ( Rassi et al., 2010).



A infecdo do hospedeiro vertebrado ocorre através da penetracdo das formas
tripomastigotas metaciclicas, presente nas fezes do vetor, nas mucosas integras ou nas
lesbes da pecada na pele do hospedeiro (Schofield, 1994; Cook & Zumla, 2009; Cortez
et al., 2012). ApoOs a penetracao, tripomastigotas metaciclicas infetam células do
hospedeiro, no citoplasma destas, diferenciam-se em amastigotas (Figura 2). A
multiplicacdo dos amastigotas conduz a formacdo de quistos que acabam por sofrer
rutura celular com a disseminacéo das formas tripomastigotas sanguineas (figura 2).
Durante esta fase, uma ampla variedade de células do hospedeiro vertebrado séo
potenciais alvos da infecdo pelo tripomastigotas (Tyler & Egman, 2001; Stuart et al.,
2008; Rassi et al., 2010). Destas incluem-se as células musculares e nervosas do
coracao e trato gastrointestinal, bem como, as células do sistema reticuloendotelial. Os
tripomastigotas que atingem a corrente sanguinea também podem sere ingeridas por
triatomineos, na ocasido da refeicdo sanguinea e recomecar o ciclo (Machado et al.,
2012).

C/D Tripomastigota transforma-se em apimastigota ¢ epimastigota

Triatomainfestans migra para intesting 2rosso & reto, onde diferencia-sz em
tripomastigota metaciclica
- O insto, pica 2 dafeca 2m semultinzo, contaminando 2

R‘hn-ﬂm rofoars pele com tripomatigota metacicilica presente nas fezes
S
R \
e Re‘e:go sanguinea  10seto triatomineo N
Hospideiro vertebrado Pele ou Mucosa
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Figura 2. Transmissdo vetorial e ciclo de vida de Trypanosoma cruzi. Adaptado do Rassi et al., 2010.



1.3 Evolucao Clinica da doenca de Chagas

A infegdo chagéasica humana é caracterizada por uma fase aguda sucedida de
uma fase cronica, que tipicamente se prolonga por toda a vida do hospedeiro (Tanowitz
et al., 1992). A fase inicial da infecdo, denominada aguda, ocorre quando o parasita
encontra no sangue periférico do hospedeiro vertebrado, com a duracdo de quatro a
oito semanas. A inflamacdo no local da entrada do parasita conduz a sinais
caracteristicos da infec&o (figura 2). Quando esta ocorre pela conjuntiva ocular conduz
a edema bipalpebral unilateral, denominado sinal de Romafa; quando o parasita
penetra por outros locais da superficie corporal, a lesdo é designado de chagoma de
inoculacdo (Tanowitz et al., 1992; Prata, 2001; Teixeira et al., 2006; Rassi et al.,
2010).

A gravidade da infecdo depende de vérios fatores, como a viruléncia da estirpe
do parasita e a suscetibilidade do paciente afetado (Tanowitz et al., 1992; Teixeira et
al., 2006). Na maioria dos casos, a fase aguda ¢é assintomatica ou oligossintomatica,
principalmente em adultos, podendo manifestar-se como doenca febril autolimitada
e/ou outras manifestacdes clinicas, tais como a miocardite, alteraces
eletrocardiograficas e hepatoesplenomegalia (Rassi et al., 2010). A fase aguda
sintomatica ocorre principalmente em criancas, na primeira década de vida, podendo
levar @ morte ocasionalmente, devido a complicagdes decorrente da miocardite ou
meningencefalite grave, ou ambos (Prata, 2001; Rassi et al., 2010).

As manifestaces agudas da doenca resolvem-se espontaneamente em 90% dos
casos de pacientes infetados, mesmo na auséncia de tratamento (Rassi et al., 2010).
Destes, aproximadamente 60-70% nunca desenvolverdo a doenca clinicamente
aparente (Prata et al., 2011; Guhl & Lazdinis-Helds, 2007). Estes pacientes
provavelmente apresentam a forma indeterminada crénica, onde a doenca de Chagas
progride silenciosa e sub-repticiamente caracterizada pela reatividade seroldgica, a
presenca de anticorpos contra T. cruzi no soro (Rassi et al.,, 2010). A fase
indeterminada pode persistir por toda a vida do individuo (Prata 2001; Teixeira, et al.,
2006; Rassi et al., 2010).



Os restantes 30 % dos pacientes infetados poderdo desenvolver
subsequentemente a forma crénica grave da doenca, resultando em aproximadamente
45.000 mortes por ano (Prata, 2001). Esta forma € caracterizada pelo
comprometimento cardiaco (cardiomiopatia chagasica) e lesdes que afetam o sistema
gastrointestinal. Geralmente 10 a 30 anos apo6s a infecdo inicial podem surgir
complicagdes digestivas severas como megaesdfago e megacolon e/ou a doenga
cardiodigestiva (Prata, 2001; Rassi et al., 2010). As manifestacdes neuroldgicas séo
observadas numa pequena percentagem, aproximadamente 5% dos doentes (Prata,
2001).

A infecdo humana pelo T. cruzi deflagra um conjunto de reac6es que levam ao
reconhecimento do parasita e o desenvolvimento de uma resposta imune especifica
muitas vezes capaz de controlar a carga parasitaria por toda a vida do individuo (Jorge
& Castro, 2000). Nas ultimas décadas, evidéncias experimentais suportam duas
hipoteses explicativas para a patogénese da doenca Chagéasica cronica, a persisténcia
do parasita e a ocorréncia de fendmenos autoimunes dirigidas a tecidos (Coura &
Castro, 2002).

A hipétese que permanece indiscutivel é que o parasita penetra as células do
hospedeiro e multiplica-se sob a forma amastigota ocasionando 0s pseudoquistos.
Sendo que, 0 processo da rutura destes pseudoquistos recém-formados conduz a
libertacdo dos tripomastigotas, que circulam no organismo e invadem novas células,
repetindo o ciclo e, consequentemente, a producdo novas lesdes que conduzem a
fibrose (Teixeira et al., 2006; Coura & Borges-Pereira, 2010). No entanto, existe um
crescente consenso de que a persisténcia de parasitas, em conjunto com resposta imune
desequilibrada do hospedeiro frente ao protozoario, a combinacdo do aumento da
imunidade contra parasita, em conjunto, com a supressdo imunoldgica conduz a
respostas inflamatérias subjacentes as lesdes caracteristicas da doenca de Chagas
cronica (Tanowitz et al., 1992; Teixeira et al., 2006; Rassi et al., 2010).



1.4 Diagnostico da doenca de Chagas

O diagnostico preciso da doenca de Chagas constitui um desafio devido ao
periodo de laténcia da doenca. As infe¢bes agudas, sao dificilmente reconhecidas pela
inespecificidade dos sintomas, em caso de suspeita considera-se Util a realizacdo de
exame a fresco ou corado de esfregaco de sangue, para observacéo direta do parasita
por meio da microscopia (Deborggraeve et al., 2009). Durante a fase cronica, devido
ao declinio da parasitémia, a OMS recomenda que o diagnostico definitivo da doenca
de Chagas cronica se baseia em testes seroldgicos. Recomenda-se geralmente testar
amostra com dois ou trés testes diferentes para detetar a presenca de anticorpos IgG
anti- T. cruzi, tais como Imunofluorescéncia Indireta (11F), Hemaglutinacdo Indireta
(HAI) e Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) (WHO Technical Report
Series N° 905, 2002). Estas técnicas permitem o diagndstico de infeces crénicas em
95 a 99% dos casos. Além do diagndstico clinico, estes métodos sdo utilizados no
controle de doadores em bancos de sangue e em estudos epidemioldgicos (Jorge &
Castro, 2000).

A técnica do diagndstico molecular, reacdo em cadeia da polimerase
(Polimerase Chain Reaction - PCR), utilizada para a detecdo do parasita pode ser
aplicada na fase aguda ou cronica da doenca, quer para detecdo da infecdo congénita,
quer no acompanhamento de pacientes apds tratamento ou reativacdo da doenca (Rassi
et al., 2010). Complementarmente, recomenda-se a PCR para diagnosticar a falha
terapéutica, reativacdo da doenca em doentes infetados pelo VIH e suspeicdo de
transmissdo oral (Schijman et al., 2011). Os exames utilizados para avaliacdo do
comprometimento de 6rgaos e evolugdo da doenca de Chagas sdo o eletrocardiograma
(ECG), e diversos métodos imagioldgicos principalmente direcionados para a detecao

de patologia cardiaca e digestiva (Rassi et al., 2010).



1.5 Quimioterapia na doenca de Chagas

Desde 1912 sdo vérios os medicamentos utilizados experimentalmente, em
ensaios clinicos, para o tratamento da doenca de Chagas. Apos algumas tentativas foi
sugerido o uso do composto 5-nitrofurano, considerado ativo contra a forma circulante
de T. cruzi (Coura & Borges-Pereira, 2012). No inicio da década de 1970, dois
compostos nitrohetirociclicos apresentaram novas perspetivas para o tratamento da
doenca de Chagas, tanto pela eficacia na fase aguda quanto pela tolerancia. S&o estes
Nifurtimox, um derivado dos nitrofuranos (NFX; Lampit ®, Bayer) e o Benzonidazol,
um derivado nitroimidazol (BNZ; Rochagan ®, Radanil ®, Roche).

Em abril de 2003, os direitos e a tecnologia de fabricacdo do BNZ foram
cedidos pela Roche ao Brasil sendo produzido desde entdo pelo Laboratério
Farmacéutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE) (de Oliveira et al., 2008).
Presentemente 0 BNZ é produzido, apenas em dois paises, no Brasil pela LAFEPE e
na Argentina pela companhia farmacéutica ELEA (Abarax®).

A doenca de Chagas continua negligenciada, principalmente pelo facto de ha
mais de trés décadas, apenas dois farmacos, Nifurtimox (NFX) e Benzonidazol (BNZ)
serem aceites para o tratamento da doenca, com base em consideracfes éticas e de
eficiéncia (Coura & Castro, 2002; Coura & Borges-Pereira, 2010; Apt, 2010). Os
farmacos sdo administrados por via oral e absorvidos a partir do trato gastrointestinal
com a eliminacdo do metabolito, predominantemente renal (Coura & Castro, 2002).

Administra-se 15 mg/kg/dia do NFX em criancas e 8-10 mg/ kg/dia em adultos,
divididos em trés doses, de preferéncia apds as refei¢des, durante 60 a 90 dias (Pérez-
Molina, et al., 2012). BNZ esta disponivel sob a forma de comprimidos de 100 mg e
50 mg em doses diarias de 5 a 7,5 mg/kg de peso corporal, em adultos e 5-10
mg/kg/dia, em criancas, durante 30 a 60 dias (Coura & Castro, 2002; Pérez-Molina et
al., 2009). Para os casos congénitos, os recém-nascidos, sdo tratados com uma dose
diaria de 10 mg/kg. Em caso de meningoencefalite aguda recomenda-se a dose maxima
que é 25 mg/kg/dia (WHO, 2002; Coura & Castro, 2002). Assim, é recomendado a
detecdo atempada e tratamento adequado das infe¢Ges congénitas (Pérez-Molina et al.,
2009).
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1.5.1 Mecanismo de Ac¢ao dos farmacos

As evidéncias indicam que o nitrofurano, Nifurtimox e o derivado de
nitroimidazol, Benzonidazol, atuam sobre todas as formas do parasita (Coura &
Castro, 2002; Maya & Morello, 2005). Durante o processo de bio ativagdo destes
farmacos, por acdo das nitroredutases, sdo produzidos metabdlitos quimicamente
reativos, radicais livres, e/ou metabdlitos electrofilicos que inibem a sintese de
proteinas, dando origem a uma degradacdo da biossintese de macromoléculas do
parasita (Maya & Morello, 2005; Maya et al., 2007). O NFX atua via reducdo de
grupos nitro em radicais nitro anionicos instaveis, que reagem para produzir
metabolicos de oxigénio reduzido altamente tdxico (anido superdxido e perdxido de
hidrogénio). O mecanismo de acdo do BNZ ndo é bem elucidado, como tal, sdo
propostos diferentes mecanismos de acdo. Sabe-se que inibe a sintese de proteinas,
dando origem a uma degradacdo de biossintese de macromoléculas do parasita (Apt,
2010; Maya et al., 2007). Atua via stress redutivo, envolvendo a modificacdo

covalente de macromoléculas por nitro redugées intermediarias (figura 3).

Benzonidazol Nifurtimox
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|
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Figura 3. Mecanismo de acdo proposto dos farmacos Nifurtimox e Benzonidazol. O grupo nitro (NO2)
presente nessas moléculas é reduzido ao grupo amino (NH2) pela acdo da enzima do tipo nitroredutases
que atuam especificamente em sistemas moleculares do tipo R-NO2. Este processo conduz a formagao
de um intermedidrio nitro radicalar (R-NO2) com subsequente formagao de hidroxilamina (R-NHOH),
o0 qual na presenca de oxigénio impede a capacidade da desintoxicagdo dos radicais livres pelo T. cruzi
(Maya et al., 2007).
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1.5.2 Efeito adverso dos farmacos

As acOes destes farmacos sdo afetadas diretamente por algumas condicgdes,
como a duracdo do tratamento, a idade e a distribuicdo geografica dos pacientes (Coura
& Castro, 2002). Tanto o NFX como o BNZ apresentam baixo perfil de tolerancia.
Este perfil é influenciado pela idade do paciente e pela dosagem do farmaco, sendo
mal tolerada em maior dose e em adultos (Coura & Castro, 2002; Pinazo et al., 2010;
Pérez-Molina et al., 2009). Os efeitos mais comuns para 0 NFX sdo perda de peso,
sonoléncia, além de algumas manifestacdes digestivas, tais como nauseas, vomitos e
cdlicas intestinais. Quanto ao BNZ os efeitos adversos mais frequentes podem ser
agrupados em trés formas: (i) manifestacdes de hipersensibilidade, como dermatite
com erupcao cutanea - usualmente entre o 7° e 10° dia de tratamento edema periorbital
ou generalizado, febre, linfoadenopatia, dores musculares e articulares; (ii) depresséo
da medula éssea: neutropenia, agranulocitose e purpura trombocitopénica; e (iii)
polineuropatia periférica, representada por parestesias e polineurite (Pinazo et al.,
2010). A frequéncia da reacao adversa durante a terapia tem sido relatada cerca de
31,0% a 53,8%, em criancas e de 43,0% a 97,5%, em adultos com infe¢&o cronica.

A maioria das reagdes adversas aparecem precocemente durante o curso do
tratamento e a mediana do tempo de interrup¢do do tratamento, em torno de trés
semanas, conduzem a descontinuacdo do mesmo, devido a intolerancia
medicamentosa em mais de 10% dos pacientes chagasicos, principalmente adultos
(Pérez-Molina et al., 2012).

Por fim, é contraindicada a administracdo de qualquer um destes farmacos a
gravidas ou doentes com insuficiéncia renal ou hepatica (Pérez-Molina et al., 2012).
Uma vez que os metabdlitos formados através do mecanismo de acdo podem atuar
também outros sistemas, especialmente do hospedeiro (humano), devido a sua elevada
reatividade. Esta baixa especificidade de acdo dos farmacos, em vias bioquimicas
definidas do parasita, contribui para as principais limitacdes destes, para a toxicidade
sistemica e importantes efeitos adversos observados nos pacientes durante o
tratamento (Maya & Morello, 2005). Na tabela 2, encontra-se resumida as principais

reacOes adversas a estes farmacos.
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Tabela 2. Efeitos adversos a Benzonidazol e Nifurtimox

Alteracdes Gastrointestinais:

Nauseas
Vomitos
Perda de peso
Anorexia

Distuarbios gastricos

Alteracdes Hematoldgicas (por hipersensibilidade):

Leucopenia
Trombocitopenia
Agranulocitose

Febre

Aumento das transaminases

Supressdo da Medula 6ssea

Alteracdes no Sistema Nervoso Central:

Dor de Cabeca
Ansiedade

Tontura

Disturbios do sono
Epilepsia

Neuropatia periférica

Alteracdes Dermatologicas:

Rash morbiliforme
Eritematosa, erupcao cutanea sensivel a luz

A dermatite atdpica (leve ou grave)

Ocasionalmente, sindrome de Stevens-Johnson, que requer a suspensdo da terapia

Fonte: Adaptado de Apt (2010) e Pérez-Molina (2012).
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1.5.3 Nanotecnologia aplicada a doenca de Chagas

A producdo de NFX foi descontinuada em alguns paises da América Latina,
incluindo o Brasil, utilizando-se apenas 0 BNZ (Prata, 2001; Coura & Castro, 2002;
Coura & Borges-Pereira, 2012). Embora, amplamente utilizada por mais de trés
décadas, a descontinuagdo deve-se a elevada toxicidade do farmaco, considerado
genotoxico, para além, do desenvolvimento de estirpes resistentes e do desinteresse do
laboratdrio farmacéutico devido a comercializacdo ndo lucrativa (de Oliveira et al.,
2008).

A eficécia do tratamento com BNZ nos pacientes com infegdo com T. cruzi
aparenta ser variavel e depende da fase clinica da doenca (Pinazo et al., 2013). O
tratamento da fase aguda da infecdo é eficaz com taxas de cura aproximadamente de
100% em criangas e 70% em adultos (Coura & Castro, 2002). Contudo, o efeito
benéfico do BNZ durante a fase cronica estabelecida continua a ndo ser o mais
desejavel (Pérez-Molina et al., 2009). Nestes pacientes chagéasicos, a taxa de cura é
apenas de 20% e a melhoria da cardiopatia ocorre em 50% (Apt, 2010). Por isso o
tratamento nestes pacientes deve ser realizado ponderando os riscos e beneficios, os
custos, a aceitacdo ou recusa do doente e a avaliagdo clinica do médico (Pérez-Molina
et al., 2009).

As raz@es para tais diferencas, na eficicia antiparasitaria, nas fases aguda e
cronica, podem estar relacionadas com a suscetibilidade ao farmaco das diferentes
estirpes do parasita, bem como as propriedades farmacocinéticas desfavoraveis do
BNZ, como capacidade de penetracdo tecidual limitada e o tempo de semivida
relativamente curto (Urbina, 2010). Durante o processo do metabolismo do BNZ, cerca
de 80% a 90% do farmaco sofre efeito da primeira passagem, conduzindo a reduzida
biodisponibilidade do farmaco. Consequentemente sucede a geracdo de importantes
niveis de metabdlitos ativos produzidos pelo figado, durante a biotransformacéo, que
ndo possui nenhuma atividade antiparasitaria e que pode aumentar o risco da
toxicidade (Leonardi et al., 2009). A farmacocinética do BNZ reflete a sua baixa
solubilidade aquosa como tal € um fator que condiciona a absorgéo gastrointestinal e
a necessidade da administracéo de elevadas doses do farmaco para obtencdo de uma

resposta terapéutica desejada (Lamas, 2006).
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Outro desafio importante da farmacoterapia da doenca de Chagas advém do
fato do farmaco BNZ, ndo alcangar os parasitas intracelulares. A membrana plasmaética
e 0 microambiente complexo das células hospedeiras sdo barreiras fisicas que
comprometem o acesso do farmaco, impossibilitam a entrega seletiva e em
quantidades suficientes para os amastigotas (Romero & Morilla, 2010; Apt, 2010).

Estas limitacbes demandam a necessidade de novas estratégias de investigacao
que promovam melhoria nas caracteristicas fisico-quimicas do BNZ e de novas
formulacBes, que minimizem e consequentemente diminuam a toxicidade (Pérez-
Molina et al., 2009; Apt, 2010; Coura & Borges-Pereira, 2012). Técnicas que
consigam produzir diretamente farmacos com tamanho de particula reduzido, atraves
da aplicacdo da nanotecnologia, em escala de nanoparticula, podem também resolver
as limitagdes, citadas anteriormente (Romero & Morilla, 2010).

A nano tecnologia € o estudo da manipulacao e controlo da matéria na escala
atébmica ou molecular, geralmente trata-se de estruturas de tamanho de 100 nanémetros
(nanémetro equivale a um milésimo do micron, ou seja, 10°) ou de dimensdes
inferiores e envolve o desenvolvimento de materiais ou diapositivos dentro desta
mesma escala (El-Tonsy, 2010). A nanomedicina é uma aplicacdo inovadora da
nanotecnologia para o diagndstico, prevencao e tratamento de doengas nos humanos,
utilizada nas doencas que afetam os paises desenvolvidos. Esta tecnologia pode ser
aplicada no combate de véarias doencas parasitarias negligenciadas, como doenca de
Chagas, que afeta dezenas de milhdes de pessoas resultando em elevada morbidade e
mortalidade em todo 0 mundo (Romero & Morilla, 2010). O direcionamento e controlo
da liberagdo do farmaco, através de sistema terapéutica em escalas nanométricas,
podem solucionar algumas das limitacdes do atual tratamento com o BNZ,
mencionadas anteriormente. A nanoencapsulacdo pode ser uma alternativa para
melhorar o tratamento atual, através do aumento da velocidade de dissolu¢do do BNZ
podendo deste modo aumentar a sua biodisponibilidade (Romero & Morilla, 2010).

Nas ultimas décadas as nanoparticulas tém emergido como um sistema
promissor para entrega de farmaco, nanosistemas de distribuicdo de farmaco (Nano-
drug delivery systems - nanoDDSSs), representam meios Uteis para entrega intracelular

seletiva de farmaco. A capacidade de modificar a superficie de células alvo e tecidos
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e a aceitacdo por parte dos mecanismos fagociticos confere aos nanoDDSs a habilidade
de superar as barreiras celulares e entregar o farmaco (Romero & Morilla, 2010).

A utilizacdo dos nanocarregadores, no tratamento da doenca de Chagas
permite obter otimizar um tratamento existente, evitando 0s custos extremamente
elevados relacionados com a descoberta de novos compostos (Romero & Morilla,
2010). As nanoparticulas como lipossomas, emulsomas e nanoesferas demostraram
grande importancia para a entrega e transporte de farmacos. Os lipossomas séo
vesiculas artificiais nanomeétricas de forma esférica que podem ser produzidos a partir
de fosfolipidos naturais e colesterol (EI-Tonsy, 2010). Na figura 4, encontra-se

ilustrada a estrutura de a um lipossoma utilizado para entrega de farmaco.

Regiao Hidrofilico

Molécula de Farmaccg

Regiao Lipofilico

Figura 4. llustragdo da estrutura do lipossoma como nanocarregadores de farmaco

(http://www.berenice-project.eu/).

Os lipossomas sdo classificados em trés tipos basicos, com base no tamanho e
numero de bicamadas. As vesiculas multilamelares consistem em varias bicamadas
lipidicas separadas entre si por espagos aquosos. Estas moléculas séo heterogéneas no
tamanho, variando geralmente de algumas centenas de milhares de nanémetros (nm)
de didmetro. As vesiculas unilamelares pequenas (SUV) e vesiculas unilamelares
grandes (LUV) sdao formadas por uma Unica bicamada que circunda o espago aquoso
encapsulado e variam apenas em termos do tamanho. As SUVs sdo menores do que
100 nm enquanto as LUV possuem didmetros maiores que 100 nm. Os farmacos
podem ser encapsulados ou no espago aquoso ou intercalados na bicamada lipidica dos
lipossomas, em funcdo das caracteristicas fisico-quimicas (Moghimi et al., 2005).
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Os lipossomas s&o estruturas promissoras devido a sua versatilidade no que diz
respeito, ao tamanho, a composicdo, as caracteristicas da superficie e a capacidade
para integrar e encapsular uma vasta gama de compostos farmacologicamente ativos.
Na sua superficie podem ser eficientemente incorporadas diferentes unidades de
segmentacdo como péptidos e anticorpos que promovem o aumento da acumulacéo da
carga farmacéutica nas células alvo. Alem disso, lipossomas sdo reconhecidos como
veiculos farmacéuticos, devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa
toxicidade (Moghimi et al., 2005; EI-Tonsy, 2010).

Por outro lado, as ciclodextrinas vém despertando grande interesse na
comunidade cientifica e na quimica de macromoléculas (Venturini et al., 2008). Ciclos
dextrinas (CDs) pertencem a familia dos oligossacarideos macrociclicos, formam
complexos do tipo recetor-substrato servindo como um ambiente Unico para reagdes
quimica. Possuem a capacidade para formar complexos de inclusdo com varias
substancias, desde gases nobres, derivados de benzeno, corantes aromaticos e agua.
Por este motivo, sdo muito utilizadas em produtos industriais e tecnolédgicos, por

exemplo, em diversas areas como nova classe de excipientes farmacéuticos (figura 5).

Complexo 1:1
farmmaco-CD

&8

Farmaco Complexo 1:2
farmaco-CD

Figura 5. Formacdo de complexo de fA&rmaco-ciclodextrina, 1:1 e 1:2. Adaptado de Davis Brewster,
2004.
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Estudos utilizando Praziquantel (PZQ), um anti-helmintico, encapsulado com
CDs revelou um aumento em cinco vezes na solubilidade em &gua do farmaco
conduzindo ao aumento atividade farmacoldgica do PZQ (Venturini et al., 2008).
Outro estudo demostrou que uso de nano particulas do metronidazol preparadas com
CD apresentou alta eficiéncia de encapsulamento e com tamanho de particulas
apropriado para administragdo intravenosa (Lahiani-Skiba et al.,, 2006). A
performance in vitro das formulacbes, complexadas com ciclodextrinas (em escala
micro particular) em comparacdo com o comprimido comercial (Rochagan®),
demostrou uma velocidade de dissolucéo do farmaco complexado trés vezes superior
(da Cunha-Filho et al., 2012). Foi possivel obter comprimidos de liberacdo imediata,
com a solubilizacdo de cerca de 90% da dose administrada nos primeiros cinco
minutos, em comparacdo com 30% da formulacdo do comprimido disponivel no
mercado (da Cunha-Filho et al., 2012).

Assim, tal como os lipossomas, a formacdo de complexos do BNZ (pouco
soltvel em agua) com CDs representa uma alternativa para melhorar a solubilidade do
farmaco, de modo a diminuir os efeitos toxicos resultantes das limitacbes do mesmo.

Esforcos para alcancar esse objetivo estdo sendo feitos, com projetos como
BERENICE (Benznidazol and Triazol Research group for Nanomedicine and
Innovation on Chagas disease). O projeto BERENICE insere-se no ambito do
Programa em Inovacao em Salde da Comissao Europeia e abrange uma rede Europeia
de investigacdo na doenca de Chagas, coordenado pelo Hospital Universitario Vall d
'Hebron (ICS-HuVH, Barcelona, Espanha). O projeto BERENICE reGne grupos de
investigacdo Europeus e Latino-americanos, tais como: Grupo NanoMol do Instituto
de Investigacdo da Ciéncia dos Materiais de Barcelona-Espanha do Conselho
Cientifico (ICMAB-CSIC), NanoBioCel Grupo da Universidade do Pais Basco Pais
(UPV [/ EHU), Instituto de Higiene e Medicina Tropical de Lisboa (IHMT),
Laboratdrio de Parasitologia da Faculdade de Farmacia da Universidade de Barcelona,
a Fundacdo Oswaldo Cruz, Instituto Nacional de Parasitologia Argentina Dr. Mario

Fatala Chaben, e duas empresas farmacéuticas, ELEA e Praxis.
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Este projeto propde a utilizacdo de uma nova formulacéo sublingual do BNZ,
produzida em nanosistema de distribuicdo do farmaco, pelos parceiros do projeto

BERENICE, durante a terapéutica da doenca de Chagas (www.berenice-project.eu).

A entrega sublingual das nano particulas lipidicas apresenta muitas vantagens, tais
como, mucoadesidade, biodegradabilidade, ndo sofre efeito da primeira passagem,
com possibilidade de diminuicéo total da dose do farmaco, boa tolerabilidade e de
libertacdo sustentada do principio ativo, assim, intervalo mais longo da dosagem.
Espera-se melhorar a farmacocinética e farmacodindmica do atual tratamento da
doenga de Chagas, com BNZ, minimizando o perfil da toxicidade, reduzindo o

aparecimento de resisténcia e aumentando a concentragéo tecidual.
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2.0bjetivo

Neste seguimento, o presente estudo, insere-se no ambito do projeto
BERENICE, que tem como objetivo central o desenvolvimento de uma nova
formulacdo de Benzonidazol. Por se tratar de um projeto de investigacdo

multidisciplinar, os objetivos especificos deste estudo sao:

v’ Estabelecer parametros toxicolégicos para a avaliacdo do perfil

toxicolégico do BNZ em modelo murino;

v Avaliar biomarcadores de funcdo hepatica durante a terapéutica da

doenca de Chagas com BNZ em modelo murino;

v' Estabelecimento do cultivo celular de diferentes estirpes de T. cruzi e

avaliar a capacidade infetividade em modelo murino;

v"Avaliar os niveis de resisténcia e suscetibilidade ao BNZ das diferentes

estirpes de T. cruzi mantidas em meio de cultivo celular;
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3. Materiais e Métodos

3.1 Animais utilizados

Os protocolos referentes a utilizacdo do modelo animal foram executados de
acordo com as normativas da Direccdo-Geral de Alimentacdo e Veterinaria (DGAV).
Os murganhos (Mus musculus) fémeas e machos das linhagens, BALB/c, CD1,
pesando entre 25 e 30 gramas, com 3 a 8 semanas de idade foram obtidos no biotério

do Instituto de Higiene e Medicina Tropical, em Lisboa.

3.2 Farmacos, excipientes e nanoformulacdes

A formulagdo de BNZ utilizada durante este estudo foi Abarax® 100mg (Lote
614971-1- ELEA), sob a forma de comprimidos, cedidos gentilmente pela companhia
farmacéutica ELEA (Argentina), um dos parceiros do projeto BERENICE. Os
excipientes das nanoformulacdes do BNZ, designadas BCDELS 59, BCPCA12 e
NLC-s Vacias e as nanoformulacdes do BNZ, designadas BCDELS 61, BCPCA1l e
NLC-s 20% BNZ foram produzidas pelo grupo, Networking Biomedical Research
Center in Bioengineering, Biomaterials and Nanomedicine (CIBER-BBN - Espanha).
As nanoformulacdes do Benznidazol, designadas BNZ/CD (12%), BNZ/CD (24%) e
BNZ/CD (50%) e o BNZ-Principio Ativo (BNZ-PA) foram produzidas pelo grupo de
Centre of Nanotechnology and Molecular Materials (NANOMOL - Espanha) também
parceiro do projeto BERENICE. Na tabela 3, seguidamente apresentada, encontra-se
descrita os excipientes, medicamento e as nanformulac6es do BNZ utilizadas durante

0 estudo da toxicidade no modelo murino.
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Tabela 3. Descricdo e a composicdo do medicamento, excipiente e das nano formulagdes do BNZ

utilizadas durante o estudo da toxicidade aguda, no modelo murino.

Composicao

Principio Ativo BNZ PO
Medicamento BNZ-A Comprimidos de 100mg do BNZ (Abarax®) -ELEA

(Lote 614971-1)
Excipientes BCDELS 59 Coleterol:Dipalmitoilfosfatidilcolina: Colesterol-PEG

(suspenséo)

BCPCA12 Hidroxipropil-p-ciclodextrina (pd)
NLC-sVacias | Carregadores lipidicos nanoestruturados Vazios (pd)

Ciclodextrina

Ciclodextrina (p0)

Nanoformulacdes

BCDELS 61 Coleterol:Dipalmitoilfosfatidilcolina:Colesterol-
PEG:Benznidazol (Suspenséo)
BCPCA1l Hidroxipropil-B-ciclodextrina: Benzonidazol (po)

NLC-S 20% BNZ

Carregadores lipidicos nanoestruturados com 20% de
BNZ (pd)

BNZ/CD (12%)

Benzonidazol: Hidroxipropil-B-ciclodextrina
(0,15 gde BNZ: 1 g Total)

BNZ/CD (24%)

Benzonidazol: Hidroxipropil-B-ciclodextrina
(0,25 g de BNZ: 1 g Total)

BNZ/CD (50%)

Benzonidazol: Hidroxipropil-B-ciclodextrina
(0,50 g de BNZ: 1 g Total)
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3.3 Determinacdo da Toxicidade Aguda do BNZ em
modelo murino

Com objectivo de avaliar a toxicidade aguda das nanoformulagdes com o BNZ
e comparacdo com o medicamento disponivel no mercado, foram utilizados duas

metodologias, conforme descrito na figura, seguidamente.

Estudo de Toxicidade
Aguda

Dose Maxima Tolerada (in vivo)

Avaliacdo dos Biomarcadores

2 Murganhos: 1 Fémea e 1 Macho por de fun,;ﬁn hepéti:a
composto
BMNZ-Abarax
Excipientes

Manoformulagtes BNZ

Ensaio 1: Dose terapéutica Ensaio 2: Dose Acumulada
Dose administrada: L00mg/ kg Dose Administrada:
1000mg kg

Toxicidade em 5 dias
consecutivos: Dose
Administrada 500 mgfkg

Figura 6. llustracdo do método utilizado no estudo da toxicidade aguda do BNZ, dos excipientes e das

nano formulagoes.
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3.3.1 Determinacdo da dose maxima tolerada do BNZ-A, dos

excipientes e das nano formulacoes

A determinacdo da dose maxima tolerada do BNZ-Abarax® (BNZ-A), dos
excipientes e das nanoformulacgdes foi realizado através de dois ensaios in vivo, tendo-
se utilizado em cada um deles dois Mus musculus (Balb-c), uma fémea e um macho,
saudaveis, com cinco a oito semanas de idade, para cada composto (OCDE
Environment Health and Safety Publications , 2004 ; Romanha, et al., 2010).

De acordo com as instrucgdes dos fabricantes, as formulacfes, em po, BNZ-A,
o0s excipientes BCPA12 e NLC-S Vacias; e as nanoformulacdes, BCPCA1l e NLC-S
20% BNZ, foram suspensos em solucdo tamponada de fosfato (PBS, Phosphate
buffered saline). Os animais a que se administrou apenas o PBS serviram de grupo
controlo. As nanoformulacGes do BNZ, BNZ/CD (12%), BNZ/CD (24%) e BNZ/CD
(50%), foram suspensas em agua destilada para a determinacdo da dose méaxima
tolerada. Aos grupos controlos foram administrados o BNZ-PA, o excipiente
ciclodextrinas e a agua.

A administracdo foi realizada por via oral com recurso a uma seringa de
insulina (1mI-100 Ul) acoplada a uma sonda esofagica, em dose crescente, a cada duas
horas. Inicialmente utilizou-se a dose terapéutica (5 mg/kg) calculada para a média, do
peso inicial dos animais num volume final de 0,1 mililitros. A ultima dose deste ensaio
correspondeu a 100 mg/kg do peso corporal. No segundo ensaio, para determinar a
dose maxima tolerada pelos animais, inicialmente administrou-se 100 mg/kg do peso
corporal, sendo que a Gltima dose final acumulada foi de 1000 mg/kg do peso corporal.
Ao longo das administragdes do BNZ- A, excipientes e da nanoformulagdes, tanto no
primeiro como segundo ensaio, foram inspecionados os sinais clinicos dos animais,
tais como, a mortalidade, o stress, a sonoléncia, ictericia urinaria, despigmentacdo da
pele e eritema, de acordo com as regras da OECD n° 423 (OCDE, 2011). Apds vinte e
quatros horas da administragdo os animais foram sacrificados, tendo-se recolhidos as
amostras de sangue total, por cardiocentese, para o fracionamento dos soros, com 0
objetivo de avaliar biomarcadores de funcdo hepatica, posteriormente, através de
métodos de quantificacdo da atividade enzimatica da alanina amino transferase
(ALT/GTP) e do aspartato amino transferase (AST/GOT).
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3.4 Avaliacéo dos biomarcadores de fungéo hepatica em
modelo murino

3.4.1 Determinacéo dos biomarcadores hepéaticos em 24 horas apds
o0 tratamento com BNZ-Abarax em modelo murino

Para a determinacdo dos marcadores da funcdo hepéatica durante a
administracdo do BNZ-A utilizaram-se 3 grupos (trés animais por grupo) de
murganhos, Mus musculus (Balb/c) fémeas, com cinco a oito semanas de idade.

As administracdes dos compostos foram realizadas por via oral, com recurso a
uma seringa de insulina (1mI-100 UI) acoplada a uma sonda esofégica. Os animais
foram previamente identificados e pesados. Num grupo de murganhos administrou-se
uma dose Unica de 100 mg/kg do BNZ-A e os animais foram observados durante 24
horas. Noutro grupo administrou-se, em doses crescentes, o farmaco a cada duas horas
até atingir a dose final acumulada de 1000 mg/kg. Ao grupo controlo administrou-se
apenas o PBS.

Os animais foram acompanhados durante 24 horas, e posteriormente foram
sacrificados por sobredosagem anestésica e recolheu-se as amostras de sangue total,
por cardiocentese, para o fracionamento dos soros. Os soros foram obtidos por meio
de centrifugacdo apds coagulacdo a temperatura ambiente durante 30 minutos,
refrigeracdo a 4°C durante uma hora e centrifugacéo a 2000g durante 10 minutos na
centrifuga Hemle Z323K (Citomed®). Apo6s a obtencdo dos soros, estes, foram
armazenados a -20°C, para a determinacdo posterior dos biomarcadores da fungédo
hepética, através de métodos de quantificacdo da atividade enzimatica da alanina

amino transferase (ALT/GTP) e do aspartato amino transferase (AST/GOT).
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3.4.2 Determinacdo dos biomarcadores hepaticos apés 5 dias da
administracao do BNZ-A e BNZ- PA

Para a determinacdo dos biomarcadores da funcdo hepética, cinco dias apos
administracdo do BNZN Abarax® (BNZ-A) e do principio ativo (BNZ-PA) foram
utilizados 3 grupos de murganhos (5 animais/grupo), Mus musculus (CD1), com oito
semanas de idade previamente identificados e pesados. As administracdes foram
realizadas com recurso a uma seringa de insulina (1ml-100 Ul) acoplada a uma sonda
esofagica. Ao grupo controlo, administrou-se apenas o PBS. Nos restantes grupos,
administrou-se uma dose unica de 100 mg/kg do BNZ-A e BNZ-PA, respetivamente,
durante cinco dias consecutivos. Apos cinco dias, os animais foram sacrificados por
sobredosagem anestésica, tendo-se recolhido as amostras de sangue total por
cardiocentese para o fracionamento dos soros. Por meio de centrifugacdo, 0s soros
foram obtidos apds coagulacdo a temperatura ambiente durante 30 minutos,
refrigeracdo a 4°C durante uma hora e centrifugacdo a 2000g durante 10 minutos na
centrifuga (Hemle, Z323K, Citomed). A seguir, as amostras foram armazenadas a -
20°C, para a determinacdo dos biomarcadores de funcdo hepatica, atraves de métodos
de quantificacdo da atividade enzimatica, da alanina amino transferase (ALT/GTP) e

atividade enzimatica do aspartato amino transferase (AST/GOT).

3.4.21 Determinacdo da actividade da alanina amino transferase
(ALT/GPT)

Para a determinacdo da atividade da enzima, alanina amino transferase
(ALT/GPT), foi utilizado o kit comercial (Quimica Clinica Aplica S.A.) QAC,
GPT/ALT Colorimetric, segundo método do Reitman e Frankel (1957). Adicionou-se
100 pl/poco do substrato ALT na placa de 96 pocos (Brandplates®, Alemanha) e
incubou-se na estufa a 37°C durante 5 minutos. Depois, adicionou-se 100 pl/pogo da

amostra e a placa foi incubada novamente a 37°C durante 30 minutos.
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Posteriormente, adicionou-se 100 ul/pogo do reagente para o desenvolvimento
da reagdo colorimétrica, a temperatura ambiente e incubou-se durante 20 minutos.
Ap0ds este periodo, adicionou-se 250 pl/poco da solucdo de NaOH (1/10), para parar a
reacdo. No final, determinou-se a absorvancia a 490 nm, no espectrofotometro da BIO-
RAD, modelo 680.

3.4.22  Determinacdo da atividade do aspartato amino transferase
(AST/TGP)

Para a determinacdo da atividade da enzima, aspartato amino transferase (AST
ITGP) foi utilizado o kit comercial (Quimica Clinica Aplica S.A) QAC, GPT/ALT
Colorimetric, segundo método do Reitman e Frankel (1957). Inicialmente, adicionou-
se 100 ul/pocgo do substrato AST na placa de 96 pocos (Brandplates®, Alemanha) e
incubou-se na estufa a 37°C durante 5 minutos. De seguida, foi adicionado 100 pl/poco
da amostra e incubou-se novamente a 37°C durante 60 minutos. Posteriormente, foi
adicionado 100 pl/poco do reagente para o desenvolvimento da reagdo colorimétrica,
a temperatura ambiente, seguido de incubagdo de 20 minutos. Apds este periodo,
adicionou-se 250 pl/poco da solugdo do NaOH, para parar a reagdo. No final,
determinou-se a absorvancia a 490 nm, no espectrofotometro da BIO-RAD, modelo
680.

3423 As analises estatisticas

Os dados obtidos, a absorvancia, da determinacdo da quantificacdo enzimatica

do ALT e do AST foram expressos em U/L. As anélises estatisticas dos valores foram

realizadas através de analises de variancia (ANOVA). Para tal, utilizou-se o software
INSTAT (Graphpad, San Diego, CA, USA).
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3.5 Avaliacgéo in vitro da suscetibilidade ou resisténcia ao
BNZ das trés diferentes estirpes de T. cruzi

3.5.1 Parasitas

A estirpe Bolivia foi isolada de fezes de Triatoma infestans, proveniente de
Vitichi-Bolivia (Funayama & Prado Janior, 1974). Caracterizada como T. cruzi |
(Miles, et al., 1980; Souto, et al., 1996; Satellite Meeting , 1999).

A estirpe Y foi isolada de um caso humano de doenca de Chagas por meio de
xeno diagndstico, por Freitas (1950) e caracterizada por (Silva & Nussenzweig , 1953).
A estirpe foi caracterizada como T. cruzi 11 (Miles, et al., 1980; Souto, et al., 1996;
Satellite Meeting , 1999).

A estirpe QMM5 foi isolada a partir de formas flageladas do parasita no
intestino posterior de triatomineos, Triatoma rubrovaria sendo caracterizada como

pertencente a T. cruzi 111 (Ribeiro, et al., 2014).

Na determinacdo da atividade tripanocida do BNZ foram utilizadas as formas
epimastigotas de T. cruzi, das estirpes Bolivia, Y, e QMMb5. Estas estirpes foram
cultivadas e mantidas em meio cultivo celular, LIT (Liver Infusion Tryptose)
suplementado com 10% Soro fetal bovino inativado (Jorge & Castro, 2000), na estufa
BOD (Biochemical Oxigen Demand) a 26 °C.

O ensaio colorimétrico MTT, corante de tetrazolio, com adaptacdes (Muellas-
Serrano, et al., 2000) foi utilizada para avaliacdo da citotoxicidade do BNZ sobre as
estipes. A metodologia MTT baseia-se na reducdo do MTT [3- brometo (4,5-
dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazo6lio)] pelas células viaveis, a um produto solivel,
formazan, que por sua vez, permite a avaliagdo da atividade metabdlica ou a

viabilidade das células em cultura (Sieuwerts, et al., 1995).
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Para a determinagdo da atividade tripanocida do BNZ sobre as formas
epimastigotas das estirpes Y, Bolivia e QMMb5 de T. cruzi obtidas durante a fase
estacionaria. Inicialmente adicionou-se num volume de 100 ul na concentracédo de 1,0
x 10° parasitas/ml em meio LIT, na placa de 96 pocos (Falcon, USA). O farmaco BNZ-
PA foi dissolvido em DMSO e adicionou-se 10 pl/pogo, em triplicado nas seguintes
concentragdes:1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 25, 50, 100, 200, 300, 400, ¢ 500 pg/ml. A
placa foi incubada durante 72 horas e 96 horas, a 26 °C na estufa. Apds este periodo,
adicionou-se 10 ul da solugdao de MTT (2,5 mg/ml) / PMS (0,22 mg/ml) em cada poco.
Incubou-se a placa novamente, durante 75 minutos. A seguir, adicionou-se 100 pl da
solugéo de solubilizagdo, HCI (0,01M) - Sodium dodecyl sulfate (SDS-10%), para
dissolver os cristais de formazan recém-formados. A placa foi mantida a temperatura
ambiente durante 30 minutos e procedeu-se a leitura no espectrofotometro (Modelo
680, BIO-RAD) a 570 nm. Posteriormente, foi determinada a percentagem de
toxicidade do farmaco como descrito por Muellas-Serrano, et al., 2000.

A percentagem da citotoxicidade do BNZ foi calculada de acordo com a

seguinte férmula:

% Citotoxicidade = [(AE - AL) - (AT - AC)/(AE-AL)] x 100, em que:

AE = absorvancia dos pogos contendo apenas as formas epimastigotas
AL = absorvancia dos pogos contendo apenas o LIT ;
AT = absorvancia dos pocos tratados

AC = absorvancia dos pogos contendo meio LIT e BNZ;
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3.6 Avaliacéo da infeciosidade de diferentes estirpesde T.
cruzi em murganhos

No ensaio para a avaliacdo da infeciosidade foram utilizadas as formas
tripomastigotas metaciclicas das estirpes, Bolivia, Y e QMMD5. Estas foram cultivadas
e mantidas em meio de cultivo celular, LIT suplementado com soro fetal bovino
inativado (Jorge & Castro, 2000), na estufa a 26 °C. As formas tripomastigotas
metaciclicas foram obtidas a partir da diferenciacao celular das formas epimastigotas.
A transformacédo de formas epimastigotas em tripomastigotas foi realizada por meio
de repique celular, em que, 1 ml da cultura foi transferido para outro tubo de cultivo
com 9 ml de meio LIT. O tubo foi mantido durante 25 dias na estufa. Apos este periodo,

formas tripomastigotas de T. cruzi predominaram no meio de cultura.

3.6.1 Inoculagdo das estirpes Y, Bolivia e QMM5 de T. cruzi em

murganhos

Para o estudo da infetividade das diferentes estirpes de T. cruzi (Bolivia, Y e
QQMS5), em murganhos, utilizou-se 4 grupos animais com 5 a 8 semanas de idade
obtidas do Biotério, Instituto de Higiene e Medicina Tropical. Como grupo controlo
utilizou-se animais saudaveis (n=3) e 0s restantes grupos, inoculados com as estirpes
de T. cruzi, foram constituidos por 10 animais. A inoculacéo foi realizada por via
intraperitoneal, numa dose de 1,0 x 10° parasitas/ml, tripomastigotas das trés diferentes
estirpes de T. cruzi (Bolivia, Y e QQMD5) obtidas a partir da diferenciacdo do cultivo
celular.

Para estabelecer o padréo de infecdo, esfregacos de sangue fresco obtidos pelo
corte da cauda dos murganhos, foram examinados, a partir do 7° dia da infecdo. Os
animais foram observados durante setenta dias ap0s a infecéo, tendo sido sacrificados
apos trinta, cinquenta e cinco e setenta dias da infe¢do, onde recolheu-se o sangue total
por de puncdo cardiaca. As amostras do sangue obtidas, sem anticoagulante foram
incubadas a 4 °C durante 30 minutos e posteriormente foi centrifugado durante 10

minutos a 2000g. Os soros obtidos foram armazenados a - 80 °C.
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3.6.2 Determinacdo da resposta humoral das estirpes Y, Bolivia e

QMM5 em modelo murino

3.6.2.1  Preparacdo do extrato proteico, antigénios de T. cruzi

Extratos proteicos (antigénio) de T. cruzi (estirpe Y) foram obtidos a partir de
formas epimastigotas do cultivo celular. Inicialmente, as aliquotas contendo parasitas,
em meio LIT foram centrifugadas, 2000g durante 10 minutos. Apos, a centrifugacédo
descartou-se o sobrenadante e procedeu-se a lavagem, ressuspencéo do pellet em PBS,
procedente de centrifugacdo. Este procedimento foi realizado por trés vezes, no final
0 extrato foi ressuspendido em PBS. Seguidamente, realizou-se a quantificacdo de

proteinas, pela técnica de Bradford modificada (Pierce® BCA protein assay Kit).

3.6.2.2  Producéo do anticorpo policlonal (anti-T. cruzi) em murganhos

A producdo do anticorpo policlonal (Pab) foi realizado através da injecédo
subcutanea dos murganhos com mistura de extrato proteico de T. cruzi e adjuvante de
modo a induzir uma resposta imune efetiva. Para tal, utilizou-se 3 murganhos Mus
musculus (Balb/c) fémeas com cinco a oito semanas de idade obtidas no Instituto de
Higiene e Medicina Tropical, tendo-se inoculado 200 pl de uma emulsdo composta
por 100ug do extrato proteico e 100 pl de ACF (Adjuvante de Freund completo;
Sigma/USA) na primeira imunizacdo. Quatro e oito semanas ap0s a primeira
inoculacdo realizaram-se a segunda e terceira imunizacdo com 100ug/ ul de antigénio
e 100ul de AIF (Adjuvante de Freund incompleto; Sigma/USA). Apds sessenta dias
da primeira inoculacdo os animais foram sacrificados para a recolha de sangue e
obtengéo dos soros. A amostra de sangue obtida sem anticoagulante, foi incubada a
37°C durante 1 horas e a 5 °C durante 30 minutos. Posteriormente centrifugou-se
durante 10 minutos a 2000g. O soro obtido foi armazenado a -20°C e analisado pelo

método de ELISA indireto para a pesquisa de anticorpos anti-T. cruzi.
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Para a determinagdo de anticorpos IgM e 1gG anti-T. cruzi assim como as
subclasses 1gG1, 1gG2a e 1gG3, nos soros dos murganhos infetados, com as diferentes
estirpes de T. cruzi, utilizou-se o método de ELISA (Enzyme-linked immunosorbent
assay) indireto. As soluc@es utilizadas foram tampéo bicarbonato (0,1 M pH 8.5);
tampé&o de lavagem (PBS — Tween20 a 0,05%); tampéo de bloqueio (PBS - Tween20
a 0,05% e BSA a 5%); tampéo anticorpo (PBS — Tween20 a 0,05%, BSA a 1%);
tampéo de paragem (4N H>SO) e tampdo citrato (acido citrico 0,1 M e fosfato de
sodio 0,1 M, pH 5.0). Inicialmente, adsorveu-se 100 ng do antigénio de T. cruzi
dissolvido em tampéo de bicarbonato nos pocos da placa de microtitulagdo de 96 pocos
(Costar, USA) e incubou-se durante toda a noite a 4 °C. Ap0s a incubacao procedeu-
se a lavagem por trés vezes com 200 pl/poco de tampdo de lavagem, de modo a
remover 0 excesso do antigénio que nao adsorveu na placa. Como tal, apos a ultima
lavagem, para remocdao de todos os vestigios do tampao, bateu-se vigorosamente com
a placa invertida contra folhas de papel absorventes.

A sequir, realizou-se a incubacdo com 200 pl/ pogo de tampédo do bloqueio,
durante 1 hora a temperatura ambiente, sob agitacdo orbital, com o objetivo de reduzir
a ocorréncia de ligacdes inespecifica. Apo6s este periodo, procedeu-se de novo a
lavagem nas mesmas condigdes descritas anteriormente e seguidamente adicionou-se
as amostras de soro diluidas 1:400 em tampao de anticorpo (100 pl/po¢o). Deixou-se
incubar por mais 1 hora a temperatura ambiente, permitindo a interacdo do anticorpo
presente no soro ao antigénio adsorvido na microplaca. De seguida, voltou-se a lavar
a microplaca, por cinco vezes com 200 pl/poco de tampéo de lavagem, de modo a
remover 0 excesso do anticorpo primario que ndo se ligaram ao antigénio adsorvido.
Para a detecdo e quantificacdo do anticorpo primario anti-T. cruzi foi adicionado 100
ul/poco de solucdo de anticorpo secundario anti-IgG conjugado com peroxidase - HRP
na diluicdo de 1:4000 anti-Mouse IgG (Sigma-aldrich/EUA). A concentracdo do
anticorpo secundario conjugado com peroxidase para IgM (1:400 ANTI-Mouse
IgM:HRP; Sigma-aldrich/EUA); as subclasses IgG1 (50 ng ANTI-Mouse 1gG1:HRP;
AbD Serotec/UK) IgG2a (25 ng ANTI-Mouse 1gG2a:HRP; AbD Serotec/UK) e 1gG3
(1:400 ANTI-Mouse IgG3:HRP, Sigma-aldrich/EUA). Seguiu-se, respetivamente,

nova incubacdo das placas uma hora e cinco novas lavagens nas condi¢es ja descritas.
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Adicionou-se 100 pl/pogo de solucdo substrato (10 ml de tampéo Citrato, 10
mg de o-Phenylenediamine (OPD) e 10 ul de H20. 3% v/v) incubou-se pela Ultima
vez, durante 30 minutos, ao abrigo da luz. Posteriormente, foi adicionado 50 pl/poco
da solucdo de paragem da reagéo (H2SOa4, 4N) para inibir a atividade enzimatica. A
reacdo foi avaliada por densidades Oticas, obtidas a 490 nm no espectrofotometro,
Modelo 680 da BIO-RAD. O ensaio foi realizado em duplicado e os dados da
densidade oOtica apresentada em médias e desvios padrdo, utilizando o software
INSTAT (Graphpad, San Diego, CA, USA).

3.6.3 Quantificacao sérica da Interleucina (IL-4) em murganhos

A gquantificacdo das citocinas IL-4, TGF-f e IFN-y foi feita utilizando os kits
DuoSet ® ELISA (R&D systems) das respetivas citocinas. Estas técnicas baseiam-se
no principio do ensaio de ELISA sandwich associado a uma curva padrao.

As solugbes utlizadas encontram-se descritas no apéndice B. Para o
procedimento foi utilizado a placa de microtitulacdo de 96 pocos (Costar, USA), onde
foram adsorvidos anticorpos de captura (anti-1L-4) a uma concentracdo de 4 ug/ml
diluida na solucéo de PBS e deixou-se em incubagdo, a temperatura ambiente durante
a noite. Apds, incubacdo procedeu-se a lavagem por trés vezes com 200 pl/poco do
tampdo de lavagem. Seguidamente, adicionou-se 200uL/pogo do tampéo de blogueio,
durante por uma hora e trinta minutos. Apos este passo, e um ciclo de lavagem como
descrita anteriormente, as amostras e o padrao foram adicionados nos pocos, diluidos
no reagente diluente. As amostras foram diluidas 1:10 e a curva-padréo foi realizada
em triplicado, com padrdo de proteina recombinante (IL-4), numa diluicdo inicial de
1000 pg/ml e posteriormente, diluidas 1:2 até 15,125 pg/ml. Procedeu-se a duas horas
de incubacdo, seguida de lavagem por trés vezes. Adicionou-se 100uL/pogo do
anticorpo de detecdo (Anti-1L-4 conjugado com biotina) fornecido no kit diluido em
reagente diluente numa de concentracdo de 600 ng/ml. Seguiram-se as duas horas de
incubacdo e um ciclo de lavagens, adicionou-se 100ul por pogo de estreptavidina
conjugada com a peroxidase em solucdo de reagente na proporcao 1:200 (v/v).
Esperou-se os vinte minutos necessarios de incubacgdo e realizaram-se novas trés

lavagens. Apos, este periodo, adicionou-se 100ul da solucdo substrato aos pogos.
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A reagdo foi suspensa com a adicdo de 50ul da solucdo de paragem e a
absorvancia foi medida utilizando o espectrofotometro (Modelo 680, Bio-Rad) a 450
nm. A determinacdo das concentracOes da IL-4 realizou-se através da equacao da reta
de calibracdo, pela Lei de Lambert-Beer. Os resultados foram apresentados, as médias
e os desvios, utilizando o software INSTAT (Graphpad, San Diego, CA, USA).

3.6.4 Quantificacdo sérica do Interferdo gama (IFN —y) em

murganhos

Inicialmente adsorveu-se anticorpos de captura (anti-IFN-y) na placa de
microtitulacdo de 96 pocos (Costar, USA), a uma concentracdo de 4 ug/ml diluida na
solucdo de PBS e deixou-se em incubacdo durante a noite. Apds, incubacao procedeu-
se a lavagem por trés vezes com 300 pl/poco do tampéo de lavagem. Seguidamente,
adicionou-se 200uL/poco do tampédo de bloqueio, durante por uma hora e trinta
minutos. Apos este passo, e um ciclo de lavagem como descrita anteriormente, as
amostras e o padrdo foram adicionados nos pocos, diluidos no reagente diluente. As
amostras foram diluidas 1:10 e a curva-padréo foi realizada em triplicado, com padréo
de proteina recombinante (IFN-y), numa diluicdo inicial de 1000 pg/ml e
posteriormente, diluidas 1:2 até 15,125 pg/ml. Procedeu-se a duas horas de incubacéo,
seguida de lavagem por trés vezes. Adicionou-se 100uL/poco do anticorpo de detecdo
(Anti- IFN- y conjugado com biotina) fornecido no kit diluido em reagente diluente.
Seguiram-se as duas horas de incubacdo e um ciclo de lavagens, adicionou-se 100ul
por poco de estreptavidina conjugada com a peroxidase em solucdo de reagente na
proporcdo 1:200 (v/v). Esperaram-se 0s vinte minutos necessarios de incubacéo e
realizaram-se novas trés lavagens. Apds, este periodo, adicionou-se 100ul da solucédo
substrato aos pocos. A reacdo foi suspensa com a adicdo de 50 ul da solucdo de
paragem e a absorvancia foi medida utilizando o espectrofotometro (Modelo 680, Bio-
Rad) a 450nm. A determinacdo das concentra¢fes da IFN-y realizou-se através da
equacdo da reta de calibracdo, pela Lei de Lambert-Beer. Os resultados foram
apresentados, as médias e os desvios, utilizando o software INSTAT (Graphpad, San
Diego, CA, USA).
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3.6.,5 Quantificacdo sérica do Fator de transformacdo do

crescimento (TGF-g) em murganhos

Inicialmente adsorveu-se na placa de microtitulagdo (Costar NY, USA)
anticorpos de captura (anti- TGF-f) a uma concentracdo de 4 pg/ml diluida na solucéo
de PBS e deixou-se em incubacdo durante a noite. Apos, incubacdo procedeu-se a
lavagem por trés vezes com 300 pl/poco do tampdo de lavagem. Seguidamente,
adicionou-se 200uL/po¢o do tampdo de bloqueio, durante por uma hora e trinta
minutos. Apos este passo, e um ciclo de lavagem como descrita anteriormente, as
amostras e o0 padrao foram adicionados nos pocos, diluidos no reagente diluente. As
amostras foram diluidas 1:10 e a curva-padréo foi realizada em triplicado, com padrao
de proteina recombinante (TGF-B), numa diluicdo inicial de 2000 pg/ml e
posteriormente, diluidas 1:2 até 31,3 pg/ml. Procedeu-se a duas horas de incubacéo,
seguida de lavagem por trés vezes. Adicionou-se 100uL/poco do anticorpo de detegdo
(Anti- TGF-B conjugado com biotina) fornecido no kit diluido em reagente diluente
com uma de concentracdo 75 ng/ml. Seguiram-se as duas horas de incubagéo e um
ciclo de lavagens, adicionou-se 100ul por pogo de estreptavidina conjugada com a
peroxidase em solucdo de reagente na proporcao 1:200 (v/v). Esperaram-se 0s vinte
minutos necessarios de incubacdo e realizaram-se novas trés lavagens. Apos, este
periodo, adicionou-se 100ul da solugdo substrato aos pogos. A reagdo foi suspensa
com a adigao de 50 pl da solugdo de paragem e a absorvancia foi medida utilizando o
espectrofotometro (Modelo 680, Bio-Rad) a 450nm. A determinacdo das
concentragOes do TGF-p realizou-se através da equacéo da reta de calibragéo, pela Lei
de Lambert-Beer. Os resultados foram apresentados, as médias e os desvios, utilizando
o0 software INSTAT (Graphpad, San Diego, CA, USA).
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3.6.6 Quantificacdo sérica do 6xido nitrico (NO) pelo método de

Griess em murganhos

Os niveis de déxido nitrico (NO) nos soros dos animais inoculados com as
estirpes de T. cruzi foram determinados atraves do Método de Griess (1879); da reacédo
colorimétrica de Griess pertencente ao Griess Reagent System kit (Promega). O
método baseia-se na reta de calibracdo em placa de microtitulacdo de 96 pocos
(Brandplates®, Alemanha), com solucdo padrdo de nitrito 100 M de NO.

Adicionou-se 50ul/pogo da amostra diluida em agua desmineralizada numa
placa de 96 pocos (Brandplates®, Alemanha). Seguidamente foi adicionado igual
volume do reagente Griess (1% de sulfanilamida em 10% de &cido fosforico/0,1% de
a-naftil-etilenodiamina diluida em agua Milli-Q). A curva-padrdo foi realizada em
triplicado, utilizando solucdo Nitro, fornecido pelo fabricante, numa diluicdo inicial
de 100uM até 1,56uM. A placa foi de seguida incubada, durante 10 minutos, a
temperatura ambiente, ao abrigo da luz. Apds este periodo, adicionou-se 50ul da
solucdo Ned (N-1-napthylethylenediamine dihydroch-loride a 0,1% em &gua)
proveniente do kit e incubou-se a placa por 10 minutos, nas mesmas condicGes
anteriormente descrita. Por fim, a densidade 6tica foi lida em espectrofotometro (Bio-
Rad® Model 680) a 450 nm, conforme descrito no manual do fabricante. A
determinacdo das concentracfes de NO realizou-se através da equacdo da reta de
calibracdo, pela Lei de Lambert-Beer. Os resultados foram apresentados, as médias e
os desvios, utilizando o software INSTAT (Graphpad, San Diego, CA, USA).
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4. Resultados e discussao

4.1 Determinacéo da toxicidade aguda em modelo
murino

4.1.1 Dose Maxima Tolerada do BNZ-A, excipientes e das nano

formulagdes do BNZ em murganhos

O ensaio da toxicidade aguda do BNZ demostrou que ap0s vinte e quatro horas
da administracdo da dose de 100 mg/kg do BNZ-A e das nanoformulagdes, os
murganhos ndo apresentaram nenhum sinal visivel de toxicidade aguda,
comparativamente com o grupo controlo, administrado apenas o PBS. Nenhuma
mortalidade foi observada, nos respetivos grupos.

No que diz respeito a administracdo dos excipientes das nanoformulagdes do
BNZ, apos vinte e quatro horas, ndo foram observados sinais clinicos, nem mortalidade
nos respetivos animais administrados com 100 mg/kg e 1000 mg/kg dos excipientes
em relacédo ao grupo controlo, com PBS.

Contrariamente, 0s murganhos administrados com a dose acumulada de 1000
mg/kg de Abarax® (BNZ-A) e de algumas nanoformulacBGes apresentaram sinais
clinicos como ictericia urinaria, despigmentacao da pele, nédulos cutaneos, eritema e
pele arrepiada (apéndice B. Apesar dos sinais clinicos visiveis da toxicidade, néo foi
registada nenhuma mortalidade associada aos efeitos toxicos do BNZ vinte e quatro
horas ap6s a administracdo. Na tabela 4, seguidamente apresentada encontram-se
descritos o0s principais sinais clinicos observados nos murganhos, durante as

administracdes dos compostos.
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Tabela 4. Descrigdo dos sinais clinicos observados durante o estudo da toxicidade aguda nos

murganhos administrados com 1000 mg/kg do, principio ativo, do medicamento, excipientes e das

nanoformulages do BNZ. Nenhuma mortalidade foi registada apds 24 horas de observagoes.

Composicao | Efeitos toxicos observados

Principio Ativo BNZ Despigmentacdo da pele, nodulos cutaneos, eritema e pele

arrepiada e sonoléncia.
Medicamento BNZ-A Ictericia urinaria, despigmentacdo da pele, nddulos cutaneos,

eritema e pele arrepiada e sonoléncia.
Excipientes BCDELS 59

BCPCAL2 Nenhum sinal foi observado.
NLC-sVacias

Ciclodextrina

Nanoformulacdes

BCDELS 61 | Sinais cutaneos: eritema e pele arrepiada, contrariamente ao
sucedido e sonoléncia.
BCPCA1l Sinais cutaneos: arrepios, apatia e sonoléncia em comparacao
com os restantes grupo. Nenhuma mortalidade foi registada.
NLC-S 20% | Pele arrepiada.
BNZ
BNZz/CD Nenhum sinal foi observado.
(12%)
BNZz/CD Os sinais como stress, arrepios e a despigmentacdo da pele
(24%) foram observados.
BNZz/CD Os sinais como stress, arrepios e a despigmentacao da pele.
(50%)
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O estabelecimento de um conjunto minimo de critérios e itinerarios de decisdo
para garantir resultados confiaveis que podem conduzir a identificacdo de novos
compostos, a serem testados em ensaios pré-clinicos, torna-se um passo crucial no
desenvolvimento de um processo de triagem de novos farmacos. A determinacao,
demonstracdo e avaliacdo da eficacia dos compostos, com actividade anti-T. cruzi, em
ensaios pré-clinicos, nos procedimentos in vivo, devem seguir os requisitos como: (i)
determinacdo da toxicidade aguda em modelos murinos [dose méxima tolerada
(DMT)], (i) reducéo da parasitemia na fase aguda e critérios de corte para selecéo de
compostos, (iii) marcadores parasitolégicos na fase aguda e os critérios de corte para
selecdo de compostos (Romanha, et al., 2010).

A toxicidade oral aguda é usualmente definida como as mudancas adversas que
ocorrem imediatamente ou em um periodo curto de tempo apds a exposicdo a
substancia ou ainda, os efeitos adversos que ocorrem dentro de curto periodo de tempo
da administracdo de uma Unica dose de substancia ou multiplas doses dentro de 24
horas (Walum, 1998). Os estudos da toxicidade aguda a partir da determinacéo da dose
méaxima tolerada tém como objetivo caracterizar o perfil toxicologico da substancia
pela administracdo repetida (Anvisa, 2013). Deste modo, a dose maxima tolerada in
vivo é recomendada como primeiro passo para excluir compostos que sao toxicos para
0 hospedeiro vertebrado.

A formulacdo do BNZ utilizada no estudo, Abarax® (BNZ-A) atua através do
aumento da producdo metabdlitos que modificam macromoléculas, conduzindo a
destruicdo do parasita. O pico da concentracdo plasmatica do farmaco situa-se entre 3-
4 horas em voluntérios saudaveis, apés a administracdo de uma dose Unica do
comprimido de 100 mg (ELEA, 2012). A biodisponibilidade de um comprimido de
100 mg é 92%, sendo extensivamente metabolizado e apenas 5% da dose ndo
modificado é excretada na urina (ELEA, 2012). Entretanto, estudos clinicos da
carcinogénese em murganhos administrados 8 mg de peso corporal do BNZ-A durante
60 dias, demonstraram aumento da frequéncia de linfomas (ELEA, 2012). Portanto
faz-se necessario, uma nova perspetiva no tratamento da doenca de Chagas baseado
na facilidade em obter diversas nano formulagdes, cujas modificaces estruturais,

podem elevar a eficacia antiparasitaria.
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Estas nanoformulagdes contribuem para a melhoraria a biodisponibilidade por
aumento da penetracéo celular e proporcionam a libertagdo do farmaco no sitio de acao
desejado, eliminando ou minimizando os efeitos colaterais da terapéutica
convencional (Pimentel, et al., 2007; EI-Tonsy, 2010). Presentemente o processo da
descoberta e do desenvolvimento de novos farmacos engloba vérias estratégias e uma
combinacdo de metodos tradicionais e modernos, de natureza intrinsecamente multi e
interdisciplinar, integrado na especialidade como a Quimica, Biologia, Biomedicina,
Farmacologia, Bioquimica, Bioinformatica, Biotecnologia entre outras (Stuart , et al.,
2008; Dias & Dessoy, 2009).

Os excipientes, lipossomas e ciclodextrina, bem como as nanoformulagdes
testadas no &mbito deste estudo ndo demostraram toxicidade, sendo bem tolerado nos
murganhos. Como previsto, pode ser obtida a diminuicdo dos efeitos tdxicos através
da melhoria da farmacocinética e farmacodinamica destas nanoformulagcdes uma vez
que no processo da preparacdo do farmaco ocorre a diminuicdo da dose total. Os
possiveis efeitos toxicos agudos foram observados no caso do BNZ principio ativo e
0 medicamento, em doses 1000 mg/kg e da nanoformula¢do BNZ/CD 50%. Esta nano
formulacdo contem maior percentagem do BNZ comparativamente com as outras,
portanto durante a administracdo, espera-se em teoria, maior toxicidade em relacdo as
nano formulagdes contendo 12% e 24% respetivamente do BNZ.

O desenvolvimento de um medicamento é um processo dinamico que envolve
a troca de informacdes obtidas em estudos clinicos e ndo clinicos. Por isso, ndo se
recomenda a adogdo de procedimentos rigidos e pormenorizados para a submissao de
estudos toxico cinéticos. A necessidade de obter dados toxico cinéticos e de avaliar a
exposicdo em cada estudo individual de toxicidade deve ser baseada numa abordagem
flexivel e estabelecida de forma individualizada, garantindo-se a producdo de
informacdes suficientes para avaliar os riscos e a seguranca da exposi¢do de seres
humanos. Entretanto, as diferencas na toxicidade da espécie estdo frequentemente
relacionadas com diferencas no metabolismo e eliminacdo de compostos. A
compreensdo de tais diferencas, através de estudos enzimaticos por exemplo, é
extremamente importante na avaliacdo da seguranca dos compostos em relacdo a
extrapolagdo de toxicidade dos animais ao ser humano e, portanto, a avaliagcdo dos
riscos (Ode, et al., 2011).
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4.2 Biomarcadores da Func¢ao Hepatica

Durante o processo de biotransformacdo do BNZ, os metabolitos
quimicamente reativos formados estdo intimamente ligados com a gravidade dos
efeitos toxicos do farmaco (Maya, et al., 2007; Apt, 2010; Pérez-Molina, et al., 2012).

Neste intuito, pretendeu-se reportar o possivel dano hepatico causado durante
a administracdo do Abarax® (BNZ-A) e das nano formulacdes do BNZ bem como os
respetivos excipientes. Para tal, alguns parametros bioquimicos foram investigados
como indices Uteis no estudo da toxicidade aguda. Os parametros bioquimicos como a
quantificacdo de enzimas como Alanina aminotransferase (ALT) e Aspartato
aminotransferase (AST) foram utilizados como indices uteis da toxicidade hepatica.

A andlise dos resultados da quantificacdo da atividade enziméatica dos
biomarcadores hepaticos vinte e quatro horas apds administracdo de 100 mg/kg e 1000
mg/kg do Abarax® (BNZ-A) indicou um aumento da atividade enzimatica da ALT e
do AST em comparagdo com o grupo controlo, administrado apenas com PBS (figura
7). O aumento da dose administrada conduziu ao aumento dos niveis séricos do ALT
e do AST, 3 vezes superior, nos grupos administrados com 1000 mg/kg do farmaco
comparativamente ao grupo controlo, administrado com PBS. Tendo-se verificado
diferencas significativas na atividade apenas do AST nos animais administrados com
100 mg/kg comparativamente aos administrados com 1000 mg/kg do BNZ-A.

Por outro lado, no estudo realizado 5 dias consecutivos, a atividade enzimética
da ALT e AST também aumentaram com administracdo de 100 mg/kg/ dia do BNZ-
A e do principio ativo (BNZ-PA) em comparacdo ao grupo controlo, PBS (figura 8).
Verificou-se um aumento da ALT mais acentuada, aproximadamente 2 vezes, no
grupo administrado o BNZ-PA em comparagdo com o BNZ-A e o grupo controlo
(figura 8A). A atividade da AST aumentou nos grupos administrados com os farmacos
em comparacdo com grupo controlo (figura 8B). No caso do BNZ-PA, o aumento foi
de aproximadamente 2 vezes, em relacdo ao grupo controlo. No entanto a atividade da
AST nédo demostrou diferenca significativa entre os grupos tratados com BNZ-A e
BNZ-PA (figura 8B).
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Figura 7. Atividade da alanina aminotransferase [ALT, A] e apartato aminotransferase [AST, B]. A

atividade enzimética nos soros 24 horas apds a administracdo de 100 mg/kg e 1000 mg/kg do BNZ-A.
Todos os valores foram expressos como a média e desvio padrdo. (*) Indica a diferenca significativa (p

<0,01) da atividade enzimética no grupo administrado com o farmaco em relagdo ao grupo controlo,

administrado com PBS. (#) Quando comparado o grupo administrado 100 mg/kg do BNZ-A com o grupo

507

404

301

204

101

1000 mg/kg existe diferenca significativa (p <0,01) para 0=0,05 (Apéndice C).
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Figura 8. Atividade da alanina aminotransferase [ALT, A] e atividade da apartato aminotransferase [AST,
B]. A atividade enzimatica nos soros dos animais administrados com 100 mg/kg diariamente durante cinco
dias. (*) Indica a diferenca significativa (p <0,0002) da atividade enzimatica no grupo administrado com
farmaco em relagcdo ao grupo controlo, administrado com PBS. (#) Existe diferenca significativa (p
<0,0002) da atividade enzimatica no grupo administrado BNZ-A quando comparado com o grupo
administrado com BNZ-PA (Apéndice C).
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4.2.1 Biomarcadores da funcdo hepatica 24 horas apoés

administracao dos excipientes e das nano formulagdes do BNZ

N&o se registou aumento nos niveis da atividade enzimatica da ALT e AST nos
murganhos administrados com 1000 mg/kg dos excipientes das nanoformulacGes do
BNZ, BCDEL-S59 (S59), BCPA12 (A12) NLC-S Vacias (NLC-S-V),
comparativamente com o grupo controlo, administrado com PBS (figura 9 e 10). Por
outro lado, os animais administrados com BNZ-A apresentaram um aumento nos
niveis da atividade da ALT e AST em comparacdo com grupos administrados

excipientes e PBS (figura 9 e 10).
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Figura 9. Atividade da alanina aminotransferase [ALT] 24 horas ap6s a administracdo dos excipientes
das nanoformulagGes do BNZ. A dose acumulada foi 1000 mg/kg dos excipientes das nanoformulacGes
do BNZ, designadas S59, A12 e NLC-S-V. O BNZ-A e o PBS foram utilizados como controlos. Os
dados foram analisados pelo método estatistico 2wayANOVA (0=0,05) tendo-se verificado diferengas
significativas (p <0,0001) entre os grupos administrados os excipientes NLC-S V e S59 em comparacéo
com PBS. Também se verificou diferenca estatisticamente significativa nos animais administrados com
BNZ-A em comparacdo com o0s excipientes e com PBS. Os restantes excipientes ndo se verificaram

diferenca significativa em comparacdo com o PBS (Apéndice C).
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A atividade enzimatica da AST foi idéntica nos grupos administrados com
excipientes, BCDEL-S59 (S59), BCPA12 (Al2) e NLC-S Vacias (NLC-S-V)
comparativamente ao grupo administrado com PBS (figura 10). O aumento da
actividade sérica da AST, aproximadamente 2 vezes superior, foi desencadeado apenas
nos grupos administrados com BNZ-A quando comparados com os excipientes e PBS
(Figura 10).
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Figura 10. Atividade da apartato aminotransferase [AST] ap6s a administracdo dos excipientes das
nanoformulacGes do BNZ. A dose acumulada foi 1000 mg/kg por peso de animal dos excipientes das
nano formulagdes do BNZ, designadas S59, A12 e NLC-S-V. Como controlos foram utilizados 0 BNZ-
A e o PBS. Os dados foram analisados pelo método estatistico 2wayANOVA (0=0,05) tendo-se
verificado diferengas significativas (p <0,0001) entre os grupos administrados 0s excipientes em
comparagdo com BNZ-A. N&o houve diferencas estatisticamente significativas, da atividade enzimatica,

entre grupos administrados excipientes em comparacdo com o PBS (Apéndice C).

A determinacdo da actividade enzimatica ap0s a administracdo das
nanoformul¢ées BCDEL-S61 (S61), BCPAL1l (Al1l) e NLC-S 20% BNZ (NLC-S)
ndo indicou nenhum aumento dos niveis sericos das enzimas ALT e AST em relagéo
ao grupo administrado com PBS (figura 11 e 12). Nos grupos administrados com as
nano formulagdes A1l e NLC-S, a atividade enzimatica foi idéntica ao grupo controlo,

administrado com o PBS (figura 11).
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A nanoformulagdo S-61 desencadeou um aumento na atividade das ALT,
apenas no grupo das fémeas, quando comparado com o grupo controlo (figura 11).
Verificou-se um aumento da atividade enzimatica nos grupos administrados com
BNZ-A, tanto nas fémeas como nos machos, em comparagdo com 0s restantes grupos

administrados com as nanoformulagdes e PBS (figura 11).
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Figura 11. Atividade da alanina aminotransferase [ALT] 24 horas apds a administragdo com 1000
mg/kg das nanoformulagGes do BNZ, designadas S61, A1l e NLC-S 20%. Como controlos foram
utilizados 0 BNZ-A e PBS. Os dados foram analisados pelo método estatistico 2way ANOVA (a=0,05)
tendo-se verificado diferencas significativas (p <0,0001) entre os grupos administrados com as hano
formulacbes, All e NLC-S 20% em comparagdo com BNZ-A. N&o se verificou diferenca
estatisticamente significativa nos animais administrados com BNZ-A em compara¢do com a hano
formulacdo S61. Em comparacdo com o PBS as nanoformulagdes A1l e NLC-S 20% n&do demostraram

diferengas estatisticamente significativas no aumento da atividade enzimatica (Apéndice C).

As nano formulages do BNZ, BCDEL-S61 (S61), BCPA1l (All) e NLC-S
20% do BNZ (NLC-S) ndo provocaram um aumento na atividade enzimtica com
diferencas estatisticamente significativas da AST em comparacdo com O grupo

controlo, administrado com PBS (figura 12).
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Nos grupos administrados BNZ-A verificou-se um aumento da atividade
enzimatica em comparacgdo com o0s animais administrados com as nanoformulagdes e
com PBS. As nanoformulacgdes foram bem toleradas, uma vez que os niveis séricos da
ALT e AST dos animais foram inferiores em comparacao com os animais onde foram
administrados o BNZ-A (figura 11 e 12).
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Figura 12. Atividade da apartato aminotransferase [AST] nos soros dos animais, 24 horas ap6s a
administracdo com 1000 mg/kg das nanoformulagGes do BNZ, designadas S61, A1l e NLC-S. Como
controlos foram utilizados o0 BNZ-A e PBS. Os dados foram analisados pelo método estatistico
2wayANOVA (0=0,05) tendo-se verificado diferencas significativas (p <0,0001) entre oS grupos
administrados as nano formulacdes, S61, A1l e NLC-S 20% em comparagdo com BNZ-A. Existe
diferencas significativas entre os grupos administrados BNZ-A em comparagdo com 0S grupos
administrados as nanformulagdes. Ndo se verificou diferenca estatisticamente significativa entre a

atividade enzimética das nano formulagbes em comparagdo com o PBS (Apéndice C).

A atividade enzimética da ALT e AST das nanoformula¢cdes complexadas com
a ciclodextrina designada, BNZ/CD 24% e BNZ/CD 50 % provocaram o aumento dos
niveis séricos da ALT em comparacdo com grupo controlo, administrado com &gua
(figura 13). Estas nanoformulagfes elevaram 0s niveis séricos da enzima,

aproximadamente, 2 vezes superior.
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Nos grupos administrados BNZ/CD 12% a atividade enzimatica foi semelhante
comparativamente ao grupo controlos administrados e o excipiente ciclodextrinas
(CD) e agua. Ainda na figura 13, as nanoformulac6es, BNZ/CD 24% e BNZ/CD 50
%, apresentaram idénticas ao BNZ. As nanoformulacGes complexadas com
ciclodextrina designada, BNZ/CD 24% e BNZ/CD 50 % provocaram um aumento dos
niveis séricos da ALT (duas vezes superior) em comparagdo com grupos controlo,
administrado com agua (figura 13). Nos grupos administrados com BNZ/CD 12% a
atividade enzimatica foi semelhante ao grupo controlos administrados com excipiente

ciclodextrinas (CD) e &gua.
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Figura 13. Atividade da alanina aminotransferase [ALT] nos soros dos animais, vinte e quatro horas
apos a administracdo com 1000 mg/kg das nano formulagdes do BNZ, designadas BNZ/CD 12% (12%),
BNZ/CD 24% (24%) e BNZ/CD 50 % (50%). Como controlos foram utilizados, o excipiente, Ciclo
dextrina (CD), BNZ-PA (BNZ) e Agua. Os dados foram analisados pelo método estatistico
2wayANOVA (0=0,05) tendo-se verificado diferengas significativas (p <0,0001) entre os grupos fémeas
administrados as nano formula¢Ges 12%, 24%, 50% em comparacdo com BNZ. N&o se verificou
diferenga estatisticamente significativa entre a atividade enzimatica das nano formulagdes 24% e 50%,
nos machos em comparagdo com BNZ. A nanoformulagdo 12% ndo demostrou diferencas significativas

em comparagdo com os administrados 4gua e CD (Apéndice C).
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A atividade da enzima AST aumentou nos grupos administrados com as
nanoformulagdes complexadas com a ciclodextrina BNZ/CD24% ( 24%) e BNZ/CD
50 % (50%) em comparacdo com 0s grupos controlos, administrados com o
excipiente, ciclodextrina (CD) e agua (figura 14).

Os grupos administrados com BNZ/CD 12% (12%) apresentaram perfil de
atividade enzimaética idéntico aos grupos controlos, administrados o excipiente, CD e
agua. Na figura 14, o aumento dos niveis séricos da AST foi aproximadamente duas

vezes superior, das nanoformulagdes 24% e 50 % quando comparadas com 12%.
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Figura 14. A Atividade da apartato aminotransferase [AST] vinte e quatro horas apds a administragdo
com 1000 mg/kg das nano formulag¢6es do BNZ, designadas BNZ/CD 12% (12%), BNZ/CD 24% (24%)
e BNZ/CD 50 % (50%). Como controlos foram utilizados o excipiente, ciclo dextrina (CD), BNZ-PA
(BNZ) e agua. Os dados foram analisados pelo método estatistico 2wayANOVA (a=0,05) tendo-se
verificado diferengas significativas (p <0,0001) entre os grupos fémeas administrados as
nanoformulacBes 12%, 24%, 50% em comparacdo com BNZ. N&o se verificou diferenca
estatisticamente significativa entre a atividade enzimética nos animais (apenas nos machos)
administrados com as nanoformulagGes 24% e 50%, em compara¢do com BNZ. O grupo administrado

com a nanoformulagdo 12% ndo apresentou diferencas significativas em comparagdo com 0s grupos
administrados dgua e CD (Apéndice C).
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O figado desempenha um papel importante no processo de eliminacdo dos
farmacos e este processo envolve varios sistemas enzimaticos para a transformacao
quimica do mesmo (Ode et al., 2011; Ho et al., 2012). As perturbac6es decorrentes da
terapéutica afetam diretamente a capacidade de desintoxicacdo no figado, como
consequéncia sdo provocados danos pelas toxinas libertadas por varios elementos do
o0rgdo. As transaminases, ALT e AST, catalisam a conversdo da alanina e aspartato em
oxaloacetato e piruvato respetivamente e sdo parametros Uteis para a avaliacdo da
funcdo hepética. Quando certos tipos de células sdo danificadas, ocorre a libertacdo
destas enzimas para a circulacdo sanguinea. A elevacdo da concentra¢do da enzima
ALT ocorre apenas no citoplasma das células hepaticas, o que torna o seu aumento
mais especifico da lesdo hepatica. AST é encontrada em altas concentracfes no
citoplasma e nas mitocéndrias do figado e é utilizada como parametro para a avalia¢éo
da leséo hepatocelular (Chaves et al., 2012).

Entretanto é necessario ressaltar que fatores como o genero, a idade, bem como
as condicdes de manutencdo de biotérios e a propria extracdo da amostra influencia
0s parametros bioquimicos. Perante estes fatos é imprescindivel que cada laboratério
ou biotério estabeleca o conjunto de valores de referéncia dos animais saudaveis.
Como tal, nos estudos das avalia¢cdes farmacoldgicas e toxicoldgicas, os valores dos
animais ndo tratados sdo dados importantes servindo de valores de referéncia (Melo et
al., 2012). Para tal, neste estudo os valores dos controlos negativos, 0s grupos
administrados com PBS e os administrados com agua foram utilizados como valores
de referéncia.

O aumento das transaminases verificadas neste estudo pode indicar o possivel
efeito toxico do BNZ. Estes dados sugerem que 0 aumento da atividade enzimaética
esta associada a um aumento da concentracao do farmaco analisado neste estudo, uma
resposta dose-dependente. Neste estudo observou-se menor efeito toxico do Abarax®
(BNZ-A) em comparacdo com o principio activo, tendo em consideracdo que o
aumento da atividade enzimatica provocado por este foi significativamente inferior ao
aumento da actividade enzimatica provocada pelo principio activo. Este facto deve-se

a menor concentracdo do principio activo incorporado no medicamento.
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Os excipientes e as nano formulagdes, A11, S61, NLC-S 20% e 12%, utilizados
neste estudo, ndo demostraram diferencas estatisticamente significativas na atividade
enzimatica da ALT e AST em comparagdo com 0s grupos controlos, administrado com
PBS e agua. Deste modo, este resultado sugere, que 0s excipientes e as nano
formulagcGes, mesmo em concentragdes elevadas (1000 mg/kg), conduziram a auséncia
de danos nas células hepaticas ou efeitos toxicos agudos decorrentes da administragao.

Por outro lado, as nano formulagdes 24% e 50% (1000 mg/kg) aumentaram a
atividade enzimatica da ALT e AST significativamente, comparado com o controlo
administrado agua. Este aumento foi semelhante os animais administrados com a
mesma concentracdo do BNZ-PA. A anélise estatistica ndo demostrou diferengas
significativa destas nanoformulacdes em relacdo ao BNZ-A, o que pode indicar
toxicidade aguda idéntica ao do medicamento atualmente em uso.

Sabe-se que BNZ pode ter o potencial de induzir a toxicidade, através de
alteracOes das células hepaéticas, isto baseia-se no fato de serem produzidos metabolitos
reativos durante o processo de biotransformacéo do farmaco no figado, que conduzem
a processo de inflamacao ou danificacdo das células do figado desta forma aumentando
as concentracdes séricas de enzimas como as transaminases, ALT e AST (Apt, 2010).
Embora houvesse aumento da atividade das enzimas ALT e AST nos grupos
administrados com as nanoformulagdes 12% e 24%, os valores nunca foram superiores
ao dos grupos administrado com o BNZ-A em uso atualmente e do principio ativo do
BNZ. Este resultado fortalece possivel efeito toxico mais acentuado do BNZ principio

sobre as células do figado em comparacdo com as nanoformulacfes do BNZ.
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4.3 Ensaio in vitro da suscetibilidade ou resisténcia ao
BNZ das trés estirpes de T. cruzi

Os resultados do estudo in vitro da atividade tripanocida do principio ativo do
BNZ sobre as formas epimastigotas das estirpes, Bolivia, Y e QMMS5 de T. cruzi,
pertencentes aos grupos Tcl, Tcll e Tclll respetivamente (figura 15, 16 e 17). Noventa
e seis horas apos a incubacdo, as estirpes Bolivia e QMM5 com o BNZ apontaram
sensibilidade ao farmaco a partir concentracdo 1 pg/ml. Tendo-se verificado cerca
100% da citotoxicidade, esta concentracdo (figura 14 e 16). Para a mesma
concentracdo do farmaco a estirpe Y (Tcll) exibiu de aproximadamente 60 % de

citotoxicidade (figura 15).
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Figura 15. Avaliacdo da citotoxicidade do BNZ sobre as formas epimastigotas a estirpe Bolivia,
pertencente ao Tcl. Apds 96 horas da incubagdo com diferentes concentragdes do BNZ-PA (ug/ml). O
ponto zero, foi utilizado como controlo negativo, pogos contendo parasitas onde foi adicionado o
diluente do farmaco, DMSO.
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Figura 16. Avaliagdo da citoxicidade do BNZ sobre as formas epimastigotas a estirpe Y, pertencente
ao Tcll. Ap6s noventa e seis horas da incubacdo com diferentes concentragfes do BNZ (ug/ml). O ponto
zero, foi utilizado como controlo negativo, pogos contendo parasitas onde foi adicionado o diluente do
farmaco, DMSO.
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Figura 17. Avaliacdo da citoxicidade do BNZ sobre as formas epimastigotas a estirpe QMMD5,
pertencente ao Tclll. Apds 96 horas da incubagdo com diferentes concentra¢des do BNZ (ug/ml). O
ponto zero, foi utilizado como controlo negativo, pogos contendo parasitas onde foi adicionado o
diluente do farmaco, DMSO.
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O ensaio colorimétrico MTT foi utlizado para determinacdo da viabilidade de
Trypanosoma cruzi apos exposicdo ao BNZ-PA. Os resultados obtidos, para a estirpe
Y foram semelhantes ao ensaio de otimizacédo realizado por Muellas e Serrano, 2000.
Baseado no perfil da citotoxicidade verificou-se que Bolivia e QMM5 apresentaram
maior sensibilidade ao BNZ em comparagéo com a estirpe Y.

A dificuldade de encontrar uma substancia capaz de erradicar o parasita, nas
duas fases da doenca, pode estar relacionada diretamente com a heterogeneidade das
diferentes populagdes de T. cruzi, que apresentam diferencas na morfologia, na
viruléncia e patogenicidade, na constituicdo antigénica, nas propriedades bioquimicas
e na capacidade de evasdo a resposta imune do hospedeiro (Fernandes et al., 1998;
Tibayrenc & Avyala, 2002). Alguns estudos relataram que isolados de parasitas
pertencentes ao DTU | (Tcl) foram mais resistentes a BNZ do que outros DTUs. No
entanto outros ndo mostraram nenhuma correlagdo entre a sensibilidade in vitro aos
farmacos e grupos de T. cruzi (Moreno et al., 2010). Neste estudo a estirpe Y (Tcll)
apresentou maior IC 50 em comparacao com as estirpes Bolivia (Tcl) e QMMDS5 (Tclll).
N&o foi possivel determinar o IC 50 das estirpes Bolivia e QMMS5, entretanto o perfil
obtido ndo permite concluir efetivamente a sensibilidade destas estirpes ao BNZ. A
explicacdo seria a de que as formas epimastigotas ndo sdo infeciosa e sua
suscetibilidade a BNZ ndo reflete a suscetibilidade das outras fases (tripomastigotas e
amastigotas). Por outro lado, o sucesso da terapéutica aparenta depender da interacédo
entre o parasita e acesso intracelular ao farmaco, dependendo da acumulagdo em
diferentes tecidos e niveis no plasma. Como tal, no presente estudo este ensaio in vitro
ndo permite a previsdo do resultado terapéutico.

O proximo passo foi o estabelecimento do modelo murino da infecdo com T.
cruzi com as estirpes Bolivia, Y e QMMD5. Tendo como objetivo posterior a realizacao
do estudo sobre compreensdo da BZ atividade tripanocida sobre estas estirpes e

modulagéo das nano formulagdes do BNZ na doenca de Chaga.
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4.4 Estudo da infetividade das estirpes T. cruzi em
modelo murino

Com a finalidade de estabelecer o modelo murino da infecdo pelo T. cruzi e
seguidamente testar a atividade terapéutica e toxicologica do BNZ e das
nanoformulagdes, realizou-se o ensaio da infetividade in vivo das estirpes Bolivia, Y e
QMMS5 pertencentes aos grupos Tcl, Tcll e Tclll, respetivamente. Neste estudo
realizou-se 0 acompanhamento dos aspetos da resposta imune, incluindo os parametros
inflamatdrios no decorrer da infecdo, 30, 55 e 70 dias pds inoculagcdo com as trés
estirpes de T. cruzi, pertencentes aos grupos Tcl, Tcll e Tclll, em modelo murino.
Como controlo positivo utilizou-se um “pool” de soros de animais, imunizados com a
estirpe Y onde foram produzidos anticorpo policlonal anti-T. cruzi (figural8). Como

controlos negativos foram utilizados soros de animais saudaveis (n=3).
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Figura 18. Determinacdo de anticorpos anti-T.cruzi pelo método de ELISA indireto para a pesquisa de
IgG em soros de Mus musculus (Balb/c). Os animais foram imunizados com extrato do antigénio de T.
cruzi (Y) e as amostras foram recolhidas 70 dias ap6s a primeira imunizacdo. Fez-se uma diluicdo

seriada a partir de uma primeira dilui¢do de 1:100 até a diluigdo de 1:3200.
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Os resultados indicaram, que todos os soros dos animais utlizados na
experiéncia da inoculagdo com as diferentes estirpes de T. cruzi, pertencentes aos
grupos Tcl, Tcll e Tclll, apresentaram anticorpos anti-T. cruzi (figura 19). A producéo
destes anticorpos aumentou com o decorrer do tempo das infecdes, ou seja, verificou-
se um aumento progressivo do anticorpo 1gG anti-T. cruzi, 30, 55 e 70 dias pds
inoculagdo. O grupo Tclll demostrou menor perfil da producdo de anticorpos em
comparagdo com os restantes grupos (figura 19). O perfil do anticorpo IgM anti-T cruzi
também foi utilizado na caracterizacdo da resposta humoral. Verificou-se um
decréscimo de IgM em todos 0s grupos, trinta dias apds infecdo, ou seja, a diminuicao
com o decorrer do tempo da infecdo. Esta diminuigéo da reatividade foi mais acentuada
no grupo Tclll (figura 20).
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Figura 19. Determinagdo de anticorpos 1gG anti-T.cruzi pelo método de ELISA indireto em soros de
Mus musculus (Balb/c). As amostras foram recolhidas 30, 55 e 70, dias ap6s a infe¢do com as estirpes
de T. cruzi, Bolivia, Y e QQMS5 pertencentes aos grupos Tcl, Tcll e Tclll, respetivamente. Os soros dos
animais saudaveis, pré-imune (PI) foram utilizados como controlos negativos e soros policlonais foram
utilizados como controlo positivos (AP). Utilizou-se uma diluicdo de 1:400 na analise de todas as

amostras.
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Figura 20. Determinacéo de anticorpos IgM anti-T. cruzi pelo método de ELISA indireto em soros em
soros de Mus musculus (Balb/c). As amostras foram recolhidas 30, 55 e 70, dias ap6s a infe¢do com as
estirpes de T. cruzi, Bolivia, Y e QQMD5 pertencentes aos grupos Tcl, Tcll e Tclll, respetivamente. Os
soros dos animais saudaveis, pré-imune (PI) foram utilizados como controlos negativos e soros
policlonais foram utilizados como controlo positivos (AP). Utilizou-se uma dilui¢do de 1:400 na anélise

de todas as amostras.

Os anticorpos especificos desempenham um papel fundamental na defesa do
hospedeiro vertebrado contra o T. cruzi contra as formas tripomastigotas circulantes e
presentes nos tecidos. Neste proposito, pesquisou-se a presenca das subclasses dos
anticorpos do tipo IgG, 1gG1, 1gG2a e 1gG3. Todos os murganhos inoculados com as
estirpes Bolivia, Y e QMMS5 aumentaram os titulos de IgG1- anti T. cruzi com o
decorrer do tempo da infecdo (figura 21). O perfil da producdo de anticorpos foi
semelhante nos grupos inoculados com as estirpes Bolivia e Y, tendo-se verificado
maior produgdo com a cronicidade da infe¢&o, setenta dias apos a infecdo (figura 21).
Ainda na figura 21 grupo inoculado com a estirpe QMMD5 (Tcll) apresentou menor

titulos de anticorpos, comparativamente com as restantes estirpes.
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Figura 21. Determinag&o de anticorpos IgG1 anti-T. cruzi pelo método de ELISA indireto em soros de
murganhos, Mus musculus (Balb/c). As amostras foram colhidas 30, 55 e 70 dias ap6s a infecdo com
diferentes estirpes de T. cruzi, Bolivia, Y e QMM5 pertencentes aos grupos Tcl, Tcll e Tclll
respetivamente. Os soros dos animais saudaveis, pré-imune (Pl) foram utilizados como controlos
negativos e soros policlonais foram utilizados como controlo positivos (AP). Utilizou-se uma diluicio
de 1:400 na andlise de todas as amostras.

Neste estudo, foi pesquisada a subclasse IgG2a. Verificou-se que anticorpos
IgG2a anti-T. cruzi aumentou ao longo dos dias da infecdo em todos 0s grupos,
comparativamente com o pré-imune (figura 22). Ainda na figura 22, o aumento da
producdo do anticorpo foi mais acentuada setenta dias ap6s a infecdo. Os niveis de
anticorpos 1gG3 anti-T cruzi, aumentaram com o avancar dos dias ap0s a inoculagéo
em todos os grupos inoculados com as estirpes Bolivia, Y e QMMD5 (figura 23). Setenta
dias apos a infecdo, os murganhos apresentaram maior titulo de 1gG3, demostrando a
presenca significativa deste anticorpo na fase mais avancada da infecdo. Na figura 23,
apesar de ocorrer o aumento ao longo do tempo da infecdo, os titulos de 1gG3 foram
praticamente ausentes ou presente, em niveis muito baixos, no grupo infetado com a
estirpe QMMS5 comparativamente com restantes grupos infetados com as estirpes

Boliviae Y.
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Figura 22. Determinagdo de anticorpos 1gG2a anti-T.cruzi pelo método de ELISA indireto em soros de
Mus musculus (Balb/c). As amostras foram colhidas 30, 55 e 70 dias ap6s a infecdo com as estirpes de
T. cruzi, Bolivia, Y e QMMS5, pertencentes aos grupos Tcl, Tcll e Tclll respetivamente. Os soros dos
animais saudaveis, pré-imune (PI) foram utilizados como controlos negativos e soros policlonais foram
utilizados como controlo positivos (AP). Utilizou-se uma diluicdo de 1:400 na analise de todas as
amostras.
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Figura 23. Determinacéo de anticorpos 1gG3 anti-T.cruzi pelo método de ELISA indireto em soros de
Mus musculus (Balb/c). As amostras foram colhidas 30, 55 e 70 dias apds a infecdo com as estirpes de
T. cruzi, Bolivia, Y e QMMS5, pertencentes aos grupos Tcl, Tcll e Tclll respetivamente. Os soros dos
animais saudaveis, pré-imune (PI) foram utilizados como controlos negativos e soros policlonais foram
utilizados como controlo positivos (AP). Utilizou-se uma diluicdo de 1:400 na analise de todas as

amostras.
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4.4.1 Analise das Citocinas séricas durante a infecdo com estirpes

de T. cruzi em modelo murino

A avaliacdo das citocinas através do método de ELISA indicaram que a IL-4
aparenta aumentar durante a fase aguda, em todos os grupos, trinta dias apos a infecéo
(figura 24) em comparacdo com o pré-imune. No entanto, com o avangar dos dias da
infecdo verificou-se um decréscimo acentuado em todos os grupos. Por outro lado, a
pesquisa de TGF-p ndo demostrou diferenga da produg¢ao no decorrer da infecdo em
comparagdo com o pré-imune (figura 25). Os resultados do IFN-y ndo foram

conclusivos, como tal ndo foram apresentados.
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Figura 24. Quantificagdo sérica da IL-4, através do método de ELISA dos soros de Mus musculus
(Balb/c). As amostras foram colhidas 30, 55 e 70 dias pés infe¢cdo dos Mus musculus (Balb/c) com as
estirpes Bolivia (Tcl), Y (Tcll) e QMMS5 (Tclll). Os soros dos animais saudaveis, pré-imune (PI), foram

utilizados como controlos negativos e todas as amostras foram analisadas na diluicdo de 1:10.

A producdo do NO foi mais acentuada 30 dias apds a infecdo, nos grupos
infetados com as estirpes, Bolivia Y e QMMS5. Com o tempo da infe¢o evidenciou-se

que em todos os grupos o declinio da producédo do NO (figura 26).
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Figura 25. Quantificacdo sérica do TGF-B1, através de ELISA dos soros de Mus musculus (Balb/c). As
amostras foram colhidas 30, 55 e 70 dias apo6s a infecdo, com as estirpes de T. cruzi, Bolivia (Tcl), Y
(Tcll) e QMMS5 (Tclll). Os soros dos animais saudaveis, pré-imune (Pl), foram utilizados como

controlos negativos e todas as amostras foram analisadas na dilui¢do de 1:10.
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Figura 26. Quantificacdo sérica do NO pelo método de Griess. O grafico corresponde a concentragéo
em puM/ml de NO sérico, ap6s 30, 55 e 70 dias p6s infe¢do dos Mus musculus (Balb/c) com as estirpes
Bolivia (Tcl), Y (Tcll) e QMMS5 (Tclll). Os soros dos animais saudaveis, pré-imune (PI) foram

utilizados como controlos negativos. Todas as amostras foram analisadas na dilui¢do de 1:10.
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O envolvimento do sistema imune, no modelo murino, abrange trés aspetos
principais da doenga de chagas, no controlo da replicacdo do parasita, na propagacgéo
e na reacdo inflamatdria nos tecidos infetados (Jorge & Castro, 2000). Durante o
processo de evolugcdo da infecdo por T. cruzi, as respostas imunologicas inata e
adaptativa coexistem. No entanto, a participacdo de cada uma destas respostas pode
ser mais evidente em fases distintas da infe¢do. A resposta inata € normalmente mais
importante nas fases iniciais da infecdo, uma vez que linfécitos e anticorpos
especificos sdo expressos na fase mais avancada da infecdo. Consequentemente, a
resposta adaptativa desempenha um papel importante ap6s a cronificagdo da doenca
OuU mesmo em respostas secundarias ao parasita (Aoki et al., 2012).

A heterogeneidade da infecdo de T. cruzi resulta em diferentes aspetos da
resposta imune incluindo os parametros inflamatorios e do desenvolvimento de lesdes
tecidulares. Por isso foi utilizada, o método de ELISA para avaliar o potencial da
infetividade das estirpes de T. cruzi no modelo murino. Deste modo, poderemos
compreender o comportamento dos grupos Tcl e Tcll considerados 0s grupos mais
divergentes em termos moleculares, assim como o grupo Tclll interpretado como
evento de hibridizacdo entre os grupos Tcl e Tcll, para futuramente, avaliar os efeitos
terapéuticos do BNZ e das nanoformulagdes.

No presente estudo, todos os soros, dos murganhos inoculados, com as estirpes
Bolivia, Y e QMMS5, pertencentes aos grupos Tcl, Tcll e Tclll respetivamente,
apresentaram titulos de anticorpos anti-T. cruzi, indicando a infetividade dos animais
com estes estirpes. O menor perfil da produgdo de anticorpos no grupo Tclll no
decorrer da infecdo pode ser corelacionado pelas caracteristicas genéticas por se tratar
de um hibrido (Zingales et al., 2012). Como descrita na literatura, a infecédo
experimental de murganhos por T. cruzi induz alteracGes no sistema imune, como a
ativacdo policlonal linfocitaria e hiperproducdo de imunoglobulina (lgs). De acordo
com Umekita e Mota a presenca de anticorpos de alta afinidade resulta num equilibrio
entre parasitas e organismo infetado, contribuindo para a sobrevivéncia do hospedeiro
(Umekita et al., 1988). Durante a infecdo no modelo murino, pelo T cruzi a resposta
humoral é poliisotipica com o predominio do Ig2a e IgM durante a infecdo aguda (el
Bouhdidi et al., 1994). Estes anticorpos aparecem a partir da segunda-terceira semana

da infecdo e participam na eliminagdo dos parasitas.
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Esta hiperproducdo de imunoglobulina poliisotipica deriva da ativacao
policlonal de células B durante a fase aguda e resposta especifica contra o parasita que
pode persistir na fase cronica (Jorge & Castro, 2000). A baixa fracdo do anticorpo IgM
anti-T. cruzi, apds trinta dia da infecdo verificado neste estudo foi semelhante a outros
estudos, indicando que IgM ndo confere protecdo, na fase mais avancado da infegéo
(Takehara et al., 1981). Por outro lado, foi demostrado que, durante os primeiros dias
de exposicdo ao parasita, a resposta imune humoral caracteriza-se pelo aumento de
niveis de anticorpos do tipo IgM, mas a medida que a infecdo avanca, com passar de
dias apos infecdo, a resposta imune é essencialmente 1gG. As analises de isétipo neste
estudo confirmam a mudanca de classe de IgM para IgG, o que est& de acordo com o0
verificado (Scott & Goss-Sampson, 1984).

A analise dos anticorpos IgG especificas anti-T. cruzi, a 1gG1, no presente
estudo demostrou ser baixo durante a fase aguda, com 0 aumento mais acentuado a
partir de 55 e 70 ap6s a infecdo. Este resultado assemelha-se aos observados por
Takehara et al., indicando a falta de capacidade protetora de IgG1, na fase aguda
(Takehara et al., 1981). A subclasse 1gG2 desempenha a funcéo protetora durante a
infecdo crdnica, no modelo murino (Takehara et al., 1981). Os resultados deste estudo
encontram-se de acordo com os dados da literatura, onde foi verificado que durante a
infecdo experimental, na resposta imune sdo detetaveis altas concentragdes de 1gG2a
entre os anticorpos anti-T.cruzi (Brodskyn et al., 1989; Takehara et al., 1981).
Takehara et al., demostraram que 0s anticorpos protetores contra a infecdo por T. cruzi
estdo localizados principalmente na subclasse 1gG2 (Takehara et al., 1981). A
subclasse 1gG2 foi anticorpo predominante em ratinhos infetados cronicamente com
T. cruzi (12 semanas), enquanto IgG1 e IgG3 foram ausente ou presente em niveis
muito baixos (Takehara et al., 1981). No nosso estudo, os anticorpos 1gG1 e 1gG3
foram presentes apenas em muito niveis baixos, durante a fase aguda, 30 dias apos
infecdo. Estes resultados vao ao encontro de que durante a fase aguda da infecdo nao
ocorre a producdo precoce de 1IgG1 ou 1gG3 (Scott & Goss-Sampson, 1984). Por outro
lado a IgG2a esta associada a protecdo, sendo considerada mais efetiva contra o T.
cruzi pode atingir 50% das imunoglobulinas totais do soro, durante infe¢do (Jorge &
Castro, 2000).
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As citocinas desempenham um papel importante durante a resposta imune
protetora e autoimunidade desenvolvida durante a infecdo pelo T. cruzi devido a
influéncia sobre o processo de diferenciacdo celular, das subpopulacées de células T,
com a consequente ativacao preferencial de linfocitos Thl ou Th2. Neste estudo foram
avaliadas as citocinas IL-4, IFN-y e TGF-B. A IL4 é uma citocina que participa e atua
em diferentes estagios de ativacdo, proliferacdo e diferenciacdo das células B (Jorge
& Castro, 2000). O resultado da avaliacdo da IL-4 no decorrer da infecdo vai de
encontro com a literatura, afirmando que durante a cinética das respostas imune inata
e adquirida na infecdo por T. cruzi ocorre resposta predominantemente celular até 30
dias apds infecdo. Em murganhos, sabe-se que IL-4 é responsavel pela mudanca de
classe de imunoglobulinas IgM para 1gG1, e pela inducdo da diferenciacdo de
linfécitos T na direcdo do Th2 (Jorge & Castro, 2000). Este resultado complementa a
auséncia ou a diminuicdo de IgM verificada neste estudo na fase mais avancada da
infecdo. Por outo lado, a producdo desta citocina, mais intensificada na fase aguda,
pode ser o resultado da apresentacdo dos antigénios do parasita, pelas células
apresentadoras de antigenio, macrofagos. Nosso estudo, ndo demostrou diferenca na
producdo do TGF-f em comparacdo com o pré-imune. O TGF-B ¢é produzido por
diversos tipos das células, tais como macrofagos, células NK e células T. Apresenta
propriedades imussupressoras e anti-inflamatorias. Como tal, este resultado sugere o
controlo da infecdo pelo hospedeiro e/ou auséncia de processos inflamatorios 70 dias
apos a infecdo com as estirpes Bolivia, Y e QMMb5. Existem evidéncias da auto-
regulacdo da resposta imune inata, durante a infecdo pelo parasita, através da reducéo
da ativacdo dos macrofagos e da producdo de Oxido Nitrico (NO). Assim, nas
situacOes experimentais de resolucdo da fase aguda, tanto a resposta imune adquirida,
especifica anti-T. cruzi, como o controlo da ativacdo da resposta inata, desempenham
um papel decisivo (Jorge & Castro, 2000). Este declinio da sintese do NO pode ser um
indicativo de que a resposta imune inata é ativa durante todo o percurso da infecéo,
auxiliando o estabelecimento da resposta imune especifica e pode ser decisiva para o
estabelecimento de resisténcia ou da suscetibilidade a fase inicial, bem como o

desenvolvimento posterior de patologia associada a fase crénica da infecéo.
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5. Conclusdes e perspetivas futura

v

v

O estudo da toxicidade aguda, a determinacdo da dose maxima tolerada, sugere
um perfil bem tolerado dos excipientes e as nano formulacdes do BNZ;

A quantificacdo dos biomarcadores da funcéo hepatica, ALT e AST apontou
um perfil menos tdxico dos excipientes bem como as nanoformula¢des do BNZ
em comparagdo com o farmaco presentemente utilizado, o Abarax® e o
principio ativo do BNZ;

Estes resultados complementam-se e torna-se sugestivo de que 0s nano
carregadores do principio ativo utilizados no estudo, os lipossomas e a
ciclodextrina, possivelmente protegem o principio ativo da biodegradacao e
incrementam a biodisponibilidade consequentemente conduziram a
diminuicdo dos efeitos toxicos do BNZ. Deste modo, estas nanoformulacfes

podem representar uma alternativa para a terapéutica da doenca de Chagas.

v' As formas epimastigotas das estirpes Bolivia, Y e QMM5 de T. cruzi
demostraram a suscetibilidade in vitro ao BNZ. A estirpe Y apresentou um
perfil menos suscetivel ao farmaco em comparagcdo com as estirpes Bolivia,
QMMS5.

Através do estudo imunoenzimatico conclui-se que todos o0s animais
inoculados com as estirpes Bolivia, Y e QMMS5 pertencentes respetivamente
aos grupos Tcl, Tcll e Tclll apresentaram anticorpos anti- T. cruzi.

A resposta humoral foi poliisotipica, durante a infecdo experimental, com
predominio da producdo dos anticorpos IgG anti-T.cruzi e as subclasses 1gG1,
IgG2ae IG3;

A pesquisa de anticorpos anti-T. cruzi demostrou a ocorréncia da mudanca de
classe do anticorpo IgM anti-T. cruzi para anticorpo IgG anti-T. cruzi no

decorrer da infecdo;
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v A citocina IL-4 e a produgdo do NO aumentaram durante a fase inicial e o
declinio na fase mas tardia da infecdo sendo sugestivo da acédo
imunomodulatdria na infecdo por T.cruzi.

v' As estirpes Bolivia, Y e QMMS5 de T. cruzi demostram o potencial de
infeciosidade em murganhos, com carateristicas distintas na resposta
imunolégica. Estes dados reforcam a complexidade da patogénese da doenga e
a influéncia da heterogeneidade das estirpes de T. cruzi durante o processo da

fisiopatologia da doenca de Chagas.

Com estes resultados que o proximo passo debruca-se sobre:

e Estabelecimento dos parametros toxicolégicos versus terapéuticos do
BNZ durante o tratamento da doenca de Chagas no modelo murino;

e Avaliacdo da suscetibilidade in vitro ao BNZ das formas amastigotas e
tripomastigotas das estirpes, Bolivia, Y e QMMS5 de T. cruzi;

e Avaliacdo da eficacia terapéutica in vivo do BNZ e das
nanoformulagdes sobre diferentes estirpes de T. cruzi;

e Estabelecer critérios de cura durante o tratamento com o BNZ e as nano
formulacGes em modelo murino;

e Determinacdo de anticorpos durante o tratamento da doenca, em

modelo murino.
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Apéndice A — Imagens da Dose Maxima Tolerada

Farmacos: BNZ- Abarax, excipientes e nano formulac¢6es do BNZ

Administracdo dos compostos:
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Sinais clinicos observados:

Animal controlo

Animal administrado BNZ

“4

Animais apos administracdo das nanoformulaces do BNZ (apatia e sonoléncia).
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Apéndice B — Solucdes e Meio de Cultivo

PBS:
137mM NaCl, 2,7mM KClI, 8,1mM Na2HPO4, 1,5mM KH2POg4, pH 7,4

Solucgdes Elisa Sandwich I1L-4:

Para a determinacéo do titulo de IL-4 no soro foram utilizadas as solugdes de
PBS (137 mM NacCl, 2,7 mM de KCI, 8,1 mM NaxHPOg4, 1,5 mM KH2POg4, pH 7.4,
filtrada a 0,2 um); tampao de lavagem (Tween20 a 0,05% em PBS pH 7.4); tampao de
blogueio (BSA a 1% em PBS), reagente diluente (BSA a 0,1%, Tween20 a 0,05% em
PBS, pH 7.4); solugéo do substrato (1:1 de H20: e tetrametilbenzidina) e a solucéo de
paragem (2 N H2SOs). Todas as incubacbes foram realizadas a temperatura ambiente,

abrigo da luz e sob agitagéo orbital.

Solucdes Elisa Sandwich IFN-y

Para a determinacdo do titulo de IFN-y no soro recorreu-se a técnica de ELISA
fazendo uso do kit comercial DuoSet Elisa mouse IFN-y (R&D systems) e das solucGes
de PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM de KCI, 8,1 mM NaHPO4, 1,5 mM KH2POg4, pH
7.4); tampao de lavagem (Tween 20 a 0,05% em PBS pH 7.4); tampdo de bloqueio
(BSA a 1% em PBS a 0,05%), reagente diluente (BSA a 0,1%, Tween 20 em TBS a
0,05%, pH 7.4 e filtrado a 0,2um); solugao do substrato (1:1 de H202 e
tetrametilbenzidina) e solugdo de paragem (2N H2SOs). Todas as incubacbes foram

realizadas a temperatura ambiente, ao abrigo da luz e sob agitacao orbital.
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Solugoes Elisa Sandwich TGF-p

Para a determinacdo do titulo de TGF-p no soro recorreu-se a técnica de ELISA
fazendo uso do kit comercial DuoSet Elisa mouse TGF-f (R&D systems) e das
solugdes de PBS (137 mM NacCl, 2,7 mM de KCI, 8,1 mM Na;HPOQOg4, 1,5 mM KH2POg,
pH 7.4, filtrada a 0,2 pm); tampao de lavagem (Tween 20 a 0,05% em PBS pH 7.4);
tampé&o de blogueio (BSA a 1% em PBS a 0,05%), reagente diluente (BSA a 0,1%,
Tween 20 em TBS a 0,05%, pH 7.4); solucdo do substrato (1:1 de H20: e
tetrametilbenzidina) e solucdo de paragem (2N H2SOs). Todas as incubacbes foram

realizadas a temperatura ambiente, ao abrigo da luz e sob agitacao orbital.

Meio LIT:

LIT - Liver Infusion Tryptose (68,4 mM NaCl; 54 mM KCI; 56,3 mM
Na:HPOs; 111 mM Dextrose; 0,3% Liver Infusion Broth; 0,5% Tryptose) e 1% de
hemin (2,5 mg/mL) (Fernandes; Castellani, 1966). O pH foi ajustado para 7,2 e a
solucdo autoclavada. Apos o arrefecimento, adicionou-se 10% de soro fetal bovino

estéril e inativado também estéril e armazenada a 4 °C.
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Apéndice C — Analises Estatisticas

Biomarcadores de funcéo hepética 24 horas ap6s administracdo do BNZ-Abarax ®:

Toxicidade em 24 horas

Tabela de analise da ALT ANOVA

Alfa (0,05)

F 30,82
P value <0,0001
Sumaério do P value ok
Existe diferenca estatistica entre as médias? (P <0.05) Sim
R 0,9536

Diferenca das

Multipla Comparagéo Médias SignificAncia?
PBS vs. 100 mg BNZ -16,64 Sim
PBS vs. 1000 mg BNZ -30,99 Sim
100 mg BNZ vs. PBS 16,64 Sim
100 mg BNZ vs. 1000 mg BNZ -14,36 Néo
Toxicidade em 24 horas AST

Tabela de analise do AST One ANOVA

Alfa (0,05)

F 21,58

P value 0,0166

Sumério do P value *

Existe diferenca estatistica entre as médias? (P <

0.05) Sim

R square 0,935

Diferenca das

Multipla comparacéo Médias SignificAncia?
PBS vs. 100 mg BNZ -10,47 N&o
PBS vs. 1000 mg BNZ -27,57 Sim
100 mg BNZ vs. PBS 10,47 Nao
100 mg BNZ vs. 1000 mg BNZ -17,11 Sim
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Biomarcadores de funcdo hepética 5 dias apds a administracdo do principio ativo

(BNZ-PA) e do Abarax ® (BNZ-A):

Toxicidade em 5 dias

Tabela de analise da ALT One ANOVA
Alfa (0,05)

F 28,19
P value 0,0002
Sumério do P value el
Existe diferenca estatistica entre as médias? (P

<0.05) Sim
R 0,8757

Diferenca das

Multipla Comparacéo Médias SignificAncia?
PBS vs. BNZ-A -4,697 N&o
PBS vs. BNZ-PA -23,3 Sim
BNZ-A vs. PBS 4,697 N&o
BNZ-A vs. BNZ-PA -18,6 Sim
Toxicidade em 5 dias

Tabela de analise do AST ANOVA

Alfa (0,05)

F 5,536

P value 0,0434

Sumério do P value *

Existe diferenca estatistica entre as médias? (P

<0.05) Sim

R 0,6486

Diferenca das

Multipla Comparac¢éo Médias SignificAncia?
PBS vs. BNZ-A -11,81 N&o
PBS vs. BNZ-PA -19,53 Sim
BNZ-A vs. PBS 11,81 Nao
BNZ-A vs. BNZ-PA -7,722 Néo
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Biomarcadores de funcéo hepatica 24 horas ap6s administracdo dos excipientes das

nanoformulagdes:

Toxicidade Excipientes em 24 horas

Tabela de andlise da ALT 2way ANOVA
Alfa (0,05)

F 30,82
P value <0,0001
Sumério P value il
Existe diferenca estatistica entre as médias? (P

<0.05) Sim
R 0,9536

Diferenca das

Multipla comparacao Médias Significancia?
Fémea

PBS vs. Benznidazol -3,086 N&o
PBS vs. BCDEL- S 59 4,696 Sim
PBS vs. BCPA 12 3,757 Nao
PBS vs. NLC S-V 6,708 Sim
Macho

PBS vs. Benznidazol -7,782 Sim
PBS vs. BCDEL- S 59 0,6708 Nao
PBS vs. BCPA 12 -0,6708 N&o
PBS vs. NLC S-V 2,549 Nao
Fémea

BNZ-A vs. PBS 3,086 Nao
BNZ-A vs. S59 7,782 Sim
BNZ-A vs. Al12 6,842 Sim
BNZ-A vs. NLC-S -V 9,794 Sim
Macho

BNZ-A vs. PBS 7,782 Sim
BNZ-A vs. S59 8,453 Sim
BNZ-A vs. A12 7,111 Sim
BNZ-A vs. NLC-S -V 10,33 Sim
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Toxicidade Excipientes em 24 horas

Tabela de analise da AST 2way ANOVA
Alfa (0,05)

Existe diferenca estatistica entre as médias? (P

<0.05) Sim

R 0,9536

Diferenca das

Multipla comparacao Médias Significancia?
Fémea

PBS vs. BNZ-A -19,56 Sim
PBS vs. BCDEL-S59 -3,622 Nao
PBS vs. BCPA12 -1,69 Nao
PBS vs. NLC-S -V 0,7245 Nao
Macho

PBS vs. BNZ-A -24,15 Sim
PBS vs. BCDEL-S59 -1,57 Nao
PBS vs. BCPA12 -4,83 N&o
PBS vs. NLC-S -V -4,709 Nao
Fémea

BNZ-A vs. PBS 19,56 Sim
BNZ-A vs. BCDEL-S59 15,94 Sim
BNZ-A vs. BCPA12 17,87 Sim
BNZ-A vs. NLC-S -V 20,29 Sim
Macho

BNZ-A vs. PBS 24,15 Sim
BNZ-A vs. BCDEL-S59 22,58 Sim
BNZ-A vs. BCPA12 19,32 Sim
BNZ-A vs. NLC-S -V 19,44 Sim
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Biomarcadores de funcdo hepética 24 horas ap6s administracdo das nanoformulagdes:

Toxicidade Nanoformulacbes em 24 horas

Tabela de andlise da ALT

2way ANOVA

Diferenca das

Multipla comparacgéo Médias Significancia?
Fémea

PBS vs. BNZ-A -4,428 Sim
PBS vs. BCDEL-S61 -1,878 Néo
PBS vs. BCPA11l 1,073 Nao
PBS vs. NLC-S -20% BNZ 2,384E-07 Néo
Macho

PBS vs. BNZ-A -6,038 Sim
PBS vs. BCDEL-S61 -3,086 Nao
PBS vs. BCPA11 -2,818 Nao
PBS vs. NLC-S -20% BNZ -4,562 Sim
Fémea

BNZ-A vs. PBS 4,428 Sim
BNZ-A vs. BCDEL-S61 2,549 Nao
BNZ-A vs. BCPA11l 5,501 Sim
BNZ-A vs. NLC-S -20% BNZ 4,428 Sim
Macho

BNZ-A vs. PBS 6,038 Sim
BNZ-A vs. BCDEL-S61 2,952 Nao
BNZ-A vs. BCPA11 3,22 Nao
BNZ-A vs. NLC-S -20% BNZ 1,476 Nao
Toxicidade Nanoformulagées

Tabela de andlise do AST 2way ANOVA

Diferenca das

Multipa comparacao Médias Significancia?
Fémea

PBS vs. BNZ-A -41,18 Sim
PBS vs. BCDEL-S61 -8,09 N&o
PBS vs. BCPA1l -8,453 N&o
PBS vs. NLC-S -20% BNZ -10,87 Néo
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Macho

PBS vs. BNZ-A -28,62 Sim
PBS vs. BCDEL-S61 4,709 N&o
PBS vs. BCPA11 -0,2415 N&o
PBS vs. NLC-S -20% BNZ -3,743 N&o
Fémea

BNZ-A vs. PBS 41,18 Sim
BNZ-A vs. BCDEL-S61 33,09 Sim
BNZ-A vs. BCPA11l 32,72 Sim
BNZ-A vs. NLC-S -20% BNZ 30,31 Sim
Macho

BNZ-A vs. PBS 28,62 Sim
BNZ-A vs. BCDEL-S61 33,33 Sim
BNZ-A vs. BCPA11l 28,38 Sim
BNZ-A vs. NLC-S -20% BNZ 24,87 Sim
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Biomarcadores de funcdo hepatica 24 horas apds administracdo das nanoformulagdes
complexadas com ciclodextrina (CD):

Toxicidade Nanoformulagdes-CD

em 24 horas

Tabela de andlise da ALT 2way ANOVA

Alfa 0,05

P-value < 0,0001

Multipla comparacao Diferenca das Médias SignificAncia?
Fémea

Agua vs. CD -9,947 Nao
Agua vs. BNZ -64,99 Sim
Agua vs. 12% -7,693 Nao
Agua vs. 24% -50,72 Sim
Agua vs. 50% -48,3 Sim
Macho

Agua vs. CD -10,47 N&do
Agua vs. BNZ -33,52 Sim
Agua vs. 12% -15,15 Sim
Agua vs. 24% -47,2 Sim
Agua vs. 50% -45,88 Sim
Fémea

BNZ vs. Agua 64,99 Sim
BNZ vs. CD 55,04 Sim
BNZ vs. 12% 57,29 Sim
BNZ vs. 24% 14,27 Sim
BNZ vs. 50% 16,69 Sim
Macho

BNZ vs. Agua 33,52 Sim
BNZ vs. CD 23,05 Sim
BNZ vs. 12% 18,38 Sim
BNZ vs. 24% -13,68 Néo
BNZ vs. 50% -12,36 Néo
Toxicidade Nanoformulagfes

Tabela de andlise da AST 2way ANOVA

Alfa 0,05

P-value < 0,0001

Multipla comparacao Diferenga das Médias SignificAncia?
Agua vs. CD 6,979 N&io
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Agua vs. BNZ -40,66 Sim
Agua vs. 12% -19,32 Sim
Agua vs. 24% -35,35 Sim
Agua vs. 50% -34,47 Sim
Fémea

BNZ vs. Agua 40,66 Sim
BNZ vs. CD 47,64 Sim
BNZ vs. 12% 42,59 Sim
BNZ vs. 24% 3,12 Nao
BNZ vs. 50% 7,072 Nao
Macho

BNZ vs. Agua 63,45 Sim
BNZ vs. CD 50,06 Sim
BNZ vs. 12% 44,13 Sim
BNZ vs. 24% 28,1 Sim
BNZ vs. 50% 28,98 Sim
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