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RESUMO

A teracurmina é uma formulacdo de nanoparticulas derivada da curcumina. Por
apresentar propriedades anti-inflamatorias, este composto bioativo € proposto como
mitigador de quadros patologicos pos-inflamacao exacerbada. O Trypanosoma cruzi,
protozoario causador da doenca de Chagas, induz intensa resposta inflamatéria em
mamiferos, ocasionando disfuncées em células e tecidos de distintos 6rgdos como
coragdo, célon e sistema nervoso central. Neste estudo, avaliamos os efeitos da
teracurmina sobre a resposta inflamatéria e parasitologica em 32 camundongos
Swiss machos infectados pela cepa Colombiana do T. cruzi. Os animais foram
tratados com 30 mg/kg de teracurmina, via gavagem, por 30 dias, sendo os dados
de parasitemia coletados diariamente. No 30° dia pés-infeccdo os camundongos
foram eutanasiados e coletou-se o coracéo, baco, figado, tecido adiposo epididimal
e gastrocnémio para analise histoldgica, além de 1ml de sangue para dosagens de
TNF, IL-6, IL- 10, IL-15, CCL2 e CK. Os animais infectados e submetidos a terapia
com teracurmina apresentaram reducdo na parasitemia e nas concentracdes da IL-
15 (tecidos cardiaco e esquelético) e da CCL2 (tecido cardiaco). Houve aumento da
massa esplénica com a infec¢do, mas ndo houve altera¢cdes na massa do coracao e
do figado apéds infeccéo e/ou terapia com teracurmina nos 30 dias de investigacao.
N&o foram observadas diferencas nas concentracdes de CK, no perfil de infiltrado
inflamatério e no indice de sobrevivéncia dos camundongos infectados sob terapia
ou ndo com a teracurmina. Assim, conclui-se que a teracurmina atua controlando a
replicacdo parasitaria na circulacdo e regulando a producdo de IL-15 e CCL2

teciduais.

Palavras-chave: teracurmina; T. cruzi; doenca de Chagas; inflamagéo; IL-15; CCL2



ABSTRACT

Theracurmin is a nanoparticle formulation derived from curcumin. Due to its anti-
inflammatory properties, this bioactive compound is proposed as a mitigator of
pathological conditions after exacerbated inflammation. Trypanosoma cruzi, the
protozoan that causes Chagas disease, induces an intense inflammatory response in
mammals, causing dysfunctions in cells and tissues of different organs such as the
heart, colon and central nervous system. In this study, we evaluated the effects of
Theracurmin on the inflammatory and parasitological response in 32 male Swiss
mice infected with the Colombian strain of T. cruzi. The animals were treated with 30
mg/kg of Theracurmin, by oral gavage, for 30 days, with parasitemia data collected
daily. On the 30th day post-infection, the mice were euthanized and the heart,
spleen, liver, epididymal adipose tissue and gastrocnemius were collected for
histological analysis, in addition to 1ml of blood for TNF, IL-6, IL-10, IL- 15, CCL2 and
CK. Infected animals submitted to Theracurmin therapy showed a reduction in
parasitemia and in IL-15 (heart and skeletal tissue) and CCL2 (heart tissue)
concentrations. There was an increase in splenic mass with infection, but there were
no changes in heart and liver mass after infection and/or Theracurmin therapy in the
30 days of investigation. No differences were observed in CK concentrations, in the
inflammatory infiltrate profile and in the survival rate of infected mice with or without
Theracurmin therapy. Thus, it is concluded that Theracurmin acts by controlling
parasitic replication in the circulation and regulating the production of tissue IL-15 and
CCL2.

Keywords: Theracurmin; T. cruzi; Chagas disease; inflammation; IL-15; CCL2
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1 INTRODUCAO

A doenca de Chagas (DC), ou tripanossomiase americana, € uma doenca
parasitaria causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, a qual acomete atualmente
cerca de 6 a 7 milhdes de pessoas no mundo (WHO, 2021). Estima-se esta seja
responsavel pela morte de aproximadamente 10.000 pessoas anualmente
(JACKSON et al., 2014; IMAI et al., 2015; SANTOS et al., 2019). No processo inicial
da infeccdo, o T. cruzi é responsavel por causar uma intensa resposta inflamatéria
no hospedeiro mamifero, decorrente de uma tentativa de defesa do sistema imune
para elimina-lo. Infelizmente, em virtude da adaptacdo evolutiva do T. cruzi, este
mecanismo de defesa nédo é suficiente para erradica-lo e o processo inflamatorio
local se torna cronico, evoluindo para lesdes teciduais e para o estabelecimento de
eventos fibréticos nos érgaos acometidos (PRATA, 2001; TEIXEIRA et al., 2002).

No Brasil, o Benzonidazol (Bz) é o farmaco utilizado para o tratamento da DC,
porém, 0 mesmo apresenta limitagcdes importantes que impactam em seu uso, Como
a elevada toxicidade e os efeitos adversos que, em muitos casos, favorecem a
suspensao do tratamento pelos individuos (MORILLO et al., 2015). Com isso, em
busca de estratégias mais eficazes de eliminacdo do parasito e, ao mesmo tempo,
com menor dano as células hospedeiras, diferentes grupos tém investigado novos
farmacos, compostos sintéticos, componentes bioativos com potencial atividade
antiparasitaria para implementacéo no controle do T. cruzi e/ou para a modulacdo da
resposta imune culminando em um melhor progndstico clinico para a doenca (de
PAULA COSTA et al., 2010; BUDNI et al., 2012; RIBEIRO et al., 2012; LEITE et al.,
2017; HORTA et al., 2018).

Dentre estes novos alvos de investigacdo, destaca-se a curcumina, conhecida
por suas propriedades biologicas mitigadoras de uma inflamacéo exacerbada e, por
isso, descritas em quadros neurodegenerativos, cardiovasculares, metabdlicos,
gastrointestinais e, também, associados as infec¢cdes (PESCOSOLIDO et al., 2013;
ALAMDARI et al., 2009, SUETH-SANTIAGO et al., 2016; KELANY et al., 2017;
LOPRESTI, 2017; ADACHI et al.,, 2020). Contudo, sua baixa capacidade de
absorcédo e parcial solubilidade em &agua limitam suas potenciais acdes (ANAND et
al.,, 2007). Este fato oportunizou o desenvolvimento da THERACURMIN®
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(Theravalues, Tokyo, Japan), uma formulacdo que aprimora e soluciona as principais
limitacbes de solubilidade descritas, previamente, na aplicacdo terapéutica com a
curcumina (SASAKI et al., 2011).

Os poucos trabalhos encontrados na literatura cientifica demonstraram que a
curcumina parece atuar positivamente no controle da inflamag¢do induzida pelo
parasito. No entanto, a teracurmina apresenta uma melhor absorcdo e eficacia na
administracdo oral em mamiferos (SUNAGAWA et al., 2015; NAKAGAWA et al.,
2020). Este fato favorece novas hipéteses acerca dos efeitos da teracurmina diante
da infeccao pelo parasito causador da DC, possibilitando novas concepcdes sobre

sua imunopatogénese e estratégias terapéuticas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Doenca de Chagas e Trypanosoma cruzi

O protozoario flagelado unicelular T. cruzi, pertencente a ordem
Kinetoplastida, € o agente etiolégico da DC. Descoberta pelo médico sanitarista e
cientista Carlos Justiniano Ribeiro das Chagas, em 1909, atualmente € considerada
endémica na América do Sul e Central. Por se tratar de uma doenca tropical
negligenciada representa um sério problema para a salde publica nessas
localidades (ZINGALES et. al, 2011; WHO, 2021). Durante seu ciclo de vida, o T.
cruzi pode ser comumente encontrado em trés formas evolutivas diferentes:
amastigotas, epimastigotas e tripomastigotas. As formas epimastigotas e
amastigotas sdo formas replicativas encontradas no trato digestério de vetores
invertebrados (triatomineos) e no interior das células de mamiferos infectados,
respectivamente. J& a forma tripomastigota, que pode ser caracterizada como
metaciclica (liberada nas fezes dos triatomineos) ou sanguinea (presente no sangue
de mamiferos) sdo consideradas formas de infeccdo deste parasito e possuem a
capacidade de acometer uma ampla gama de tipos celulares do hospedeiro
infectado (SALASSA & ROMANO; 2018).

O principal meio de transmissao deste agente etiolégico ocorre pela via oral,
guando a forma tripomastigota € ingerida por meio de um alimento contaminado (ex.
acai processado de forma artesanal, em regibes endémicas), ou por via vetorial
quando o triatomineo, popularmente conhecido como “barbeiro”, excreta suas fezes
infectadas em areas de escoriacdo/fissuras em pele ou mucosa (DIAS, 2010;
FILIGHEDDU et al., 2017). Além disso, outras rotas de infec¢cdo também se fazem
presentes e importantes, mesmo na atualidade, como a transfusdo de sangue, a
transmissdo congénita, transplantes de o6rgdos soélidos e acidentes laboratoriais
(DIAS, 2006; SANTANA et al., 2019).

A DC pode ser caracterizada por duas fases clinicas: fase aguda e crénica.
Em humanos, a fase aguda € marcada pela alta presenca de parasitos na corrente
sanguinea e em diversos tecidos, e pode permanecer pelo periodo de 2 a 4 meses
(RASSI et al., 2009; JUNQUEIRA et al., 2010). Os sintomas em sua maioria sé&o

leves e inespecificos, porém, em casos de infec¢des vetoriais, observa-se sinais que
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sdo conhecidos como sinais de porta de entrada, a exemplo do sinal de romana
(edema palpebral) (BERN et al., 2011). Na fase crbnica os niveis parasitémicos
tornam-se limitados, havendo um quadro assintomatico para a maioria dos
pacientes. Porém, com o avan¢o da doenca e a predominancia da resposta
inflamatoria crénica em decorréncia do parasitismo tecidual, ha variabilidade no
curso clinico da doenca destacando-se desde acometimentos no sistema
cardiovascular e/ou gastrointestinal (individuos sintomaticos), até auséncia de
manifestacdes clinicas aos exames de rotina (individuos assintomaticos) (TALVANI
& TEIXEIRA, 2011, NUNES et al., 2013). Dos pacientes que avancam para a fase
cronica, estima-se que 20 a 40% desenvolvam cardiopatia, que € tipicamente
caracterizada por arritmias cardiacas, além de promover destruicdo de terminacdes
nervosas e complicacbes no sistema de conducdo (NUNES et al., 2017). Diante
disso, a rapida eliminacdo do parasito é essencial para que a inflamacéo inicial ndo
se torne crbnica e as acdes deletérias as células do hospedeiro ndo promovam
destruicdo e disfuncdo em Orgdos vitais conduzindo os individuos a morte
(CARDILLO et al., 2015).

O T. cruzi € um parasito constituido de distintas moléculas imunogénicas em
sua superficie celular como é o caso das glicoproteinas - ex: glicosilfosfadilinositol
(GPI) - envolvidas nos processos de invasdo as células hospedeiras, evasao imune
e endocitose (ANDREWS, 1994; SONGTHAMWAT et al., 2007). Essas moléculas
reforcam sua protecédo contra os mecanismos de defesa do hospedeiro e promovem
a sua adaptacdo em diferentes ambientes (VALENTE et al., 2019; GIORGI E
LEDERKREMER, 2020). Ademais, a presenca dessas proteinas e de antigenos
circulantes do parasito induzem uma intensa resposta inflamatoria composta por
células imune que atuardo ativamente na formacdo da primeira linha de defesa
contra o parasito (CARDILLO, et al. 2015). Células fagociticas sao ativadas por
padrdo de reconhecimento de receptores do tipo Toll (TRL) e/ou do tipo NOD
(inflamassomas NLRs/NOD1 e NLRP3) que se conectam as moléculas de GPI
presentes na superficie do parasito (CARDOSO et al.,, 2016, QUEIROGA et al.,
2021). Essa interagdo conduzira, principalmente, a ativacdo de uma resposta imune
do tipo Thl, onde mediadores como TNF, IL-6, IFN-y, IL-12, CCL2, CCL3, CCL5 e

subprodutos de espécies reativas de nitrogénio, como o oxido nitrico (ON), modulam

16



0 curso da infeccédo favorecendo a eliminacdo do parasito (TALVANI & TEIXEIRA,
2011). Da mesma forma, as ceélulas natural killers (NK) s&o consideradas
fundamentais nesta fase inicial da infeccdo pela producdo de INF-y. Esta citocina
ativara outras populacdes celulares como macrofagos/monacitos, neutréfilos, células
T e B e promovera a sintese de anticorpos, citocinas e outras moléculas que
intensificardo a resposta inflamatéria e controla a replicacéo parasitaria (CARDILLO
et al., 2015). Este processo de ativacdo celular gera um intenso recrutamento de
células pro- inflamatodrias para os sitios de infeccdo e, estas agdes podem gerar
danos teciduais e perda funcional do 6rgdo. Em decorréncia desta resposta
exacerbada e, a depender de outros fatores associados ao parasito e/ou ao
hospedeiro mamifero, hA mecanismos de sinalizacdo e diferenciacdo celular para
células com perfis regulatérios (ex. células expressando CD25+ e FoxP3+) e/ou
células produzindo citocinas com perfil regulatério como a IL-10, TGF-B, a IL-22,
dentre outras. Por isso este equilibrio entre a resposta inflamatéria e a reposta
regulatéria na infeccdo por T. cruzi determinam, em parte, a suscetibilidade a
progressdo e o prognostico clinico da doenca (POVEDA et al., 2014; MARIANO et
al., 2008, ARAUJO et al., 2018).

Por apresentar ampla variabilidade em nivel biolégico e genético, as
diferentes cepas do T. cruzi sao, atualmente, classificadas de acordo com suas
caracteristicas epidemiolégicas e de patogenicidade, denominadas Discrete Typing
Unit (DTU). As DTUs sao subdivididas em seis grupos: Tcl, Tcll, Tclll, TclV, TcV e
TcVI (ZINGALES et al.,, 2009). Em relagdo a cepa Colombiana, utilizada neste
estudo, ela se caracteriza como DTU Tcl, e apresenta tropismo cardiaco,
capacidade de gerar lesbes histopatolégicas com intenso processo inflamatério, pico
de parasitemia proximo aos 28 dias e resisténcia aos medicamentos Bz e Nifurtimox
(Nfx) (ANDRADE et al.,, 1985; FILARDI E BRENER, 1987; ANDRADE AND
MAGALHAES, 1997).

O Bz e o Nfx sédo atualmente os farmacos utilizados para o tratamento
etiologico da DC, sendo o Bz o Unico autorizado para tratamento no Brasil (DIAS &
COURA, 1997). Apesar de atuar em formas circulantes e, com menor efetividade,
em formas teciduais do parasito, 0 Bz possui elevada toxicidade e pode ocasionar
reacoes adversas como dermatites, disturbios gastrointestinais, alteracfes
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hematogénicas favorecendo, assim, o abandono do tratamento (SALOMON, 2012).
Portanto, faz-se necessario a busca de novas estratégias terapéuticas que
apresentem melhor eficacia e seguranca aos individuos durante o tratamento

etiolégico da DC.

2.2 Curcumina/teracurmina

Dentre os alvos investigados como potenciais agentes antiparasitarios
(KOIDE et al., 2002), destaca-se a curcumina, conhecida como sendo uma das
principais substancias encontradas no rizoma (caule subterraneo) da cdrcuma

(Curcuma longa).

A curcuma (FIG. 1) é uma planta originaria do sudeste asiatico e faz parte da
familia do gengibre (Zingiberaceae) (KOTHA & LUTHRIA, 2020). Atualmente o seu
cultivo pode ser encontrado em diversos locais do mundo, como a China, Indonésia,
Peru, Brasil e india, sendo essa Ultima a maior produtora e exportadora da raiz deste
vegetal (MINISTERIO DA SAUDE, 2015; KOTHA & LUTHRIA, 2020).

Figura 1. Curcuma longa

iy 4/1, y

~

Fonte: Site Flickr, fotografia de Ahmad Fuad Morad
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Figura 2: Rizomas da curcuma
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Figura 3: Férmula quimica da curcumina
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Para fins de utilizagcdo como aditivo alimentar, o rizoma do vegetal pode ser
desidratado e moido, gerando um po6 de coloracdo amarelada (FIG. 2) com
composicdo bastante variada, onde destaca-se 0s seguintes curcuminoides:
curcumina, desmetoxicurcumina e bisdesmetoxicurcumina (SUETH-SANTIAGO et
al., 2015). A curcumina é um polifenol hidrofébico que se apresenta como o
constituinte ativo da curcuma e representa cerca de 77% da classe dos
curcumindides (LESTARI & INDRAYANTO, 2014). Originalmente, o isolamento da
curcumina foi realizado por Vogel em 1842, e teve sua estrutura definida por
Milobedzka e Lampe em 1910 (FIG. 3) (AGGARWAL et al., 2004). A presencga de
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subunidades estruturais como as carbonilas e as hidroxilas fendlicas atribuem a
curcumina acdes bioldgicas importantes, tais como a a¢ao antioxidante, devido a sua
capacidade de doar atomos de hidrogénio que reagirdo com espécies reativas de
oxigénio (EROs) e consequentemente anulari possiveis danos celulares (SUETH-
SANTIAGO et al., 2015). Devido a sua forte coloracédo, a curcumina € comumente
utilizada como um agente corante, além de estar envolvida no preparo de molhos e
curries. Sua aplicacdo esta tradicionalmente atrelada a medicina indiana, sendo
utilizada para tratamento de véarias doencas, principalmente aquelas que estdo

relacionadas a processos inflamatérios (YEUNG et al., 2019).

A curcumina € foco de investigacdo em diferentes estudos envolvendo vias de
sinalizacao intracelular, o que amplia ainda mais suas potenciais aplicacées na area
da saude (FIG. 4) (AGGARWAL et al., 2004; NOORAFSHAN & ASHKANI-
ESFAHANI, 2013). Suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias estdo
relacionadas, por exemplo, as alteracdes em componentes de sinalizacdo como o
NF-kB, a COX-2, a STAT3 e o Nrf2 (ADACHI et al., 2020; KUNNUMAKKARA et al.,
2008; GHASEMI et al., 2019). Além disso, ela também é descrita por sua sua
capacidade de regular negativamente a expressdo de alguns genes, a saber, da IL-
1, da IL-6, da IL-8 e do TNF (PESCOSOLIDO et al., 2013).
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Figura 4: Acao da curcumina em diferentes contextos e alguns alvos moleculares envolvidos.
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Fonte: adaptado de Aggarwal et al. (2004) e Noorafshan e Ashkani-esfahani (2013)

Apesar da curcumina ser considerada segura para 0 consumo via oral, com
referéncia aos estudos e ensaios clinicos (QURESHI' et al., 1992, KANAI et al.,
2012), a baixa solubilidade em &gua torna sua principal limitagdo devido a uma série
de fatores bioldgicos em mamiferos como um metabolismo acelerado, sua baixa
concentracdo sérica e sua rapida eliminacédo pelo corpo. Tudo isso implica em sua
baixa biodisponibilidade, fato que comprometeria sua absor¢do pelo organismo
(ANAND et al., 2007). Apoés ingestao, a curcumina sofre metabolismo hepatico antes
mesmo de acessar a corrente sanguinea, sendo imediatamente metabolizada em
suas formas conjugadas e reduzindo consideravelmente sua fracdo utilizavel. Dessa
forma, os niveis sanguineos da forma livre da curcumina, ou seja, de sua forma
farmacologicamente ativa, ndo séo suficientemente altas para que seus efeitos se

tornem clinicamente evidenciados (OZAWA et al., 2017).

Sendo assim, Sasaki e colaboradores (2011) desenvolveram uma nova

formulagdo da curcumina, a base de dispersdo de nanoparticulas coloidais,
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nomeado THERACURMIN® (Theravalues, Tokyo, Japan). A formulacdo da
teracurmina consiste em 10% p/p de curcumina, 2% de outros curcumindides, como
demetdxicurcumina e isdemetoxicurcumina, 46% de glicerina, 4% de goma ghatti e
38% de agua. Segundo os autores, a teracurmina apresenta uma biodisponibilidade
muito mais elevada quando comparada a curcumina em po, além de ser soluvel em
agua. Dados do estudo apontaram que a administracao via oral de teracurmina, em
ratos, teve a sua biodisponibilidade elevada em mais de 40 vezes quando
comparada a curcumina comercialmente utilizada, e 27 vezes maior quando

administrada em humanos saudaveis.

O estudo em questdo demonstrou que a teracurmina possui vias de agéao que
podem ser relacionadas as acfes da curcumina comumente utilizada, o que traria

uma boa perspectiva de potencializacéo de seus efeitos.

2.3 T.cruzi e curcumina

Na tentativa de elucidar os efeitos da teracurmina na imunopatogénese
causada pelo T. cruzi, foram encontrados estudos com a curcumina que propiciaram
elementos importantes para fundamentacéo do presente trabalho (TAB.1), uma vez
gue até o presente momento ndo foram publicados estudos que envolvessem a

teracurmina e o referido protozoéario.
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Tabela 1: Trabalhos relacionando a infec¢éo por T. cruzi e a curcumina.

A . T d . D d Tecid Mediad L
Referéncia Modelo experimental empo de Cepa/inéculo osagem ¢ e(.:l ° . edia c,m.es Principais resultados
tratamento curcumina analisado  inflamatorios
. TNF, IL-19, IL- | Parasitemia; T Sobrevida; ¥ Parasitismo
Camundongos . Coracdo e . . - x
o 35 dias 100 mg/kg ) 22, COX-2, do tecido cardiaco (V infiltragdo de
(Nagajyoth| CD-1 Brasil (5)(104) flgado TLR-9 macréfaQOS)
etal., 2012) “H foreskin fibroplast” 50
uman foreskin fIbroblas 24 horas # - Reducdo da expressdo de LDLr
(HFF) 25 uM -
Curcumina dissolvida
. , . x COX-2, mPGES- ida; OCi
Camundongos BALB/c 35 dias RA (50) em 6leo de milho (25, Coracéo m T Sobrevida; | Re(_:rutamer)to de leucocitos
1leET-1 no tecido cardiaco
. 50 ou 100 mg/kg
(Herné&ndez Cardiomidcitos d
etal., 2016) cami;(;g?lg?BO;L;/c 3 horas RA 13,5 uM - a-tubulina Blogueio da atividade transcricional de
infectados e egstimula dos por (célula/parasito: (citoplasmatica), NFATc1 dependente de Ca2+, COX-2 e
o P 24 horas 1:5) 27 uM - COX-2 MPGES-1
Parasitemi Infl a iocardio;
(Novaes et Camundongos Swiss 20 dias Y (2x10°) 100 mg/kg + 50 ou Coragdo e IFN, 1L-d e ' z;ra:ter'ndlaj :ll: :]F;ml?zo dI(\)/IT;If Car'df’ !
al., 2016) g 100mg/kg de Bz figado MIP1-a obrevida; v (IFN, IL-4 & MIP1-);
Toxicidade hepatica induzida por Bz
Epimastigotas de T . 2 di Dm28c (10° Efeito citotdxico contra as formas
pimastigotas de 1. cruzl 1as m2gc (10°) i i epimastigotas do T. cruzi
(Sl.Jeth_ , Sem atividade citotoxica contra o tipo
Santiago et Macro6fagos de BALB/c 48 horas Dm28c (10°) 100 uM - - celular
al., 2016)
. Sem atividade citotoxica contra o tipo
Esplendcitos de BALB/c 48 horas Dm28c (10°) - -
celular
. Coracéo e | Infiltracdo de células inflamatérias das
H d . ET-1, IL-6, - N
(Hernandez Camundongos C57BL/6 14 dias Tulahuen (10%) 100 mg/kg vasos ¢ artérias miocardicas, | MRNA de IL-6, TNF,
etal., 2018) X TNF
cardiacos ET-1
{ Parasitismo do tecido cardiaco; ¥
(Hernéndez . . . 200 mg/kg + 25 mg/kg  Coragdoe IL-1B, IL-6, TNF . . o .
etal,, 2021) Camundongos C57BL/6 30 dias Brasil (1x10°) de Bz 5010 e CCL5 Hipertrofia cardiaca; { Fibrose; 4 (IL-1p,

TNF, IL-6, CCL5)
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Foram encontrados seis trabalhos: trés realizaram estudos com modelo in
vivo (NOVAES et al., 2016; HERNANDEZ et al., 2018; HERNANDEZ et al., 2021),
dois realizaram experimentos com modelo in vivo e in vitro (NAGAJYOTHI et al.,
2012; HERNANDEZ et al., 2016), e um trabalho utilizou apenas o modelo in vitro
como modelo experimental (SUETH-SANTIAGO et al., 2016). Como indicado na
TAB.1, a aplicacdo da curcumina gerou resultados significativos em detrimento da
infeccéo pelo T. cruzi. Logo, ressaltamos que este composto se apresenta como um
potencial agente tripanocida e requer maiores investigacdes visando, principalmente,

a sua formulacédo mais biodisponivel.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos da terapia com teracurmina em camundongos infectados
experimentalmente pela cepa Colombiana do T. cruzi sobre o0s aspectos

parasitolégicos e inflamatdrios.

3.2 Objetivos especificos

ApoOs o tratamento diario com teracurmina em camundongos infectados pela

cepa Colombiana do T. cruzi, temos como objetivo especifico:

1. Avaliar se a terapia reduziu a quantidade de parasitos circulantes no sangue;

2. Avaliar se a terapia foi capaz de prolongar a vida dos camundongos no
periodo experimental;

3. Avaliar se a concentracdo de TNF, IL-6, IL-10, IL-15, CCL2 nos tecidos
musculares cardiaco e esquelético, bem como a concentracdo plasmatica de CK
foram alterados poés-terapia;

4, Quantificar o infiltrado inflamatério nos tecidos musculares cardiaco e

esquelético.
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4 METODOLOGIA

4.1 Animais em condi¢cdes experimentais

Foram utilizados 32 camundongos machos Swiss, com idade de 7 a 9
semanas e massa corporal aproximada de 20 a 40g. Estes animais foram alocados
no biotério central da UFOP, em salas climatizadas em condi¢cdes controladas de
luminosidade (12h claro-escuro) e temperatura (22,0 + 2°C) e em gaiolas de
polipropileno. Os animais foram fornecidos pelo Centro de Ciéncia Animal (CCA) da
Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP) e receberam agua e racdo sem
restricbes ou limites. Todos os procedimentos propostos neste estudo encontram-se
sinalizados abaixo, na figura 5, e estdo de acordo com as normas do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e foram aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFOP sob o nimero de protocolo
4487110520 (anexo).

Figura 5: Linha do tempo do processo de experimentacdo animal
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Fonte: Biorender.com

Os animais foram agrupados em: nao infectados (n = 16) e infectados (n =
16). Em seguida, os animais foram novamente agrupados entre aqueles que
receberam a teracurmina (n = 8) e 0s que nao a receberam (n = 8), totalizando

quatro grupos: (i) sem infecgdo sem teracurmina (n = 8); (ii) teracurmina (n = 8); (ii)
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T. cruzi (n = 8) e (iv) T. cruzi + teracurmina (n = 8), conforme delineamento

experimental proposto (FIG. 6).

Figura 6: Delineamento experimental do estudo
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4.2 Infecgdo e parasitemia

Camundongos da linhagem Swiss foram inoculados, intraperitonealmente
(HERNANDEZ et al., 2021), com 1.000 formas tripomastigotas da cepa Colombiana.
A mesma foi cedida pelo Laboratério de Doenca de Chagas (LADOC) — Escola de
Farmécia — UFOP.

Para confirmacgé&o da infeccéo e/ou realizagcdo da parasitemia, foi utilizada a
técnica de Brener (1962), a qual consiste na quantificagdo dos parasitos sanguineos,
em lamina/laminula, por microscopia Optica. A coleta foi realizada diariamente

utilizando 5ul do sangue periférico obtido por puncéo da veia caudal dos animais.

4.3 Terapia com teracurmina

A partir do dia anterior a infec¢do, os animais foram submetidos a uma terapia
diaria, por gavagem, com 30 mg/kg (DAVIS et al., 2007; SASAKI et al., 2011) de
26



teracurmina (CurcuminRich®, Natural Factors, Canada) (FIG. 7) durante 30 dias.
Cada capsula do produto possuia 30mg de Theracurmin® (Theravalues, Tokyo,
Japan), além de outros ingredientes. O preparo da solucéo individual consistiu na
diluicdo da teracumina em solucéo de 4gua destilada + 0,5% de carboximetilcelulose
sbdico (CMC). Cada animal recebeu 300 pl (ANDERSEN et al., 2004) dessa mistura,
sendo que 0s grupos nédo tratados com teracurmina receberam apenas o veiculo da
solugdo no mesmo volume. Houve pesagem semanal de todos os animais para

controle e readequacgéo da dose de teracurmina.

Figura 7: Embalagem “Theracurmin” (CurcuminRich®)
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4.4 Avaliacdo dos marcadores inflamatérios teciduais

ApoOs eutanasia dos animais, as concentracdes de TNF, IL-6, IL-10, IL-15 e
CCL2 foram quantificadas no homogenato dos tecidos musculares cardiaco e
estriado esquelético (30mg de cada amostra) pelo método de “ELISA” (Enzyme-
linked immunosorbent assay) utilizado kits da fabricante Peprotech, NJ, EUA, para
deteccdo de marcadores inflamatorios. Para a sensibilizacdo das microplacas de 96
pocos foram adicionados 100ul/pogco dos anticorpos monoclonais contra a proteina a
ser dosada, diluidos em PBS, sendo estas placas incubadas por 12 horas a 22°C.
Anticorpos nao absorvidos pelas placas foram descartados, por inversdo e
sucessivas lavagens em PBS-Tween. As placas foram bloqueadas com 300ul/pogo
de uma solugdo contendo PBS-BSA 1%, durante 1 hora. Em seguida as placas
foram novamente lavadas. Apos o bloqueio foram adicionados 25ul das amostras e
100ul/poco dos padrbes para cada marcador. Apos 2 horas de incubacdo, o

processo de lavagem foi realizado novamente e foram adicionados 100ul/po¢o dos
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anticorpos de deteccdo em PBS com 1% de albumina bovina e incubadas 2 horas a
22°C, seguindo-se da lavagem. Depois, foram adicionados 100ul/poco de conjugado
avidina-HRP em diluicdo de 1:2000 em PBS com 1% de albumina bovina e posterior
incubacdo a 22°C durante 30 min. As placas foram novamente lavadas e, para
revelacdo, 100ul/poco de 2,2#-Azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)
(ABTS — Sigma Aldrich, Missouri, USA) foram adicionados, seguido de incubacéo a
22°C em auséncia de luz. A densidade Optica foi determinada por um leitor de
microplacas Biotek ELx808 (California, USA). A quantificacdo dos mediadores
inflamatorios presentes nas amostras foi determinada utilizando a densidade Optica
obtida com a curva padrédo de concentracdes conhecidas e analisadas pelo software
SOFTmax PRO 4.0.

45 Andalise da CK

Para determinar a atividade da CK no plasma de animais infectados, foi
utilizado o método cinético UV, por meio do Kit Bioclin (CK-NAC). Para a execucao
da técnica foram necessarias duas solucbes. A solucdo 1 contendo acetato de
imidazol, glicose, acido etilenodiaminotetracético (EDTA), nicotinamida adenina
dinucleétido fosfato (NADP), hexoquinase, acetato de magnésio e N-acetilcisteina. A
solugdo 2 contendo glicose-6-fosfato-desidrogenase, creatina fosfato, difosfato de
adenosina (ADP), adenosina monofosfato (AMP) e diadenosina pentafosfato. Para
obter o reagente de trabalho, as duas solucbes foram misturadas na proporcéo de 4
(solucdo 1) : 1 (solucéo 2). Essa mistura (750ul) e mais 15ul da amostra de plasma
foram acondicionadas em tubos de 1,5 ml. Apés homogeneizacdo o conteudo foi
aguecido a 37° durante 2 minutos, sendo transferido para uma cubeta de quartzo e
posicionada no leitor. As leituras foram realizadas, imediatamente apds a insercéo
da cubeta, 1, 2 e 3 minutos apés. O espectrofotbmetro UV 1601 (UV visible
Spectrophotometer Shimadzu) foi utilizado para as leituras em comprimento de onda
de 340 nm.

4.6 Analise histolégica e morfométrica

Durante a eutanasia, por meio de incisdo, o coracdo e o gastrocnémio foram
removidos e lavados em PBS. Os tecidos foram imersos em formalina tamponada a
10% por no minimo 24 horas. Posteriormente as amostras foram desidratadas em

séries crescentes de alcool (70%, 80%, 90% e absoluto) e, em seguida, embebidos
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e emblocados em parafina. Os cortes foram feitos em micrétomo rotativo em secdes
de 5 um de espessura utilizando navalha de aco. Cortes histolégicos foram
coletados em semi-séries, utilizando uma de cada 10 sec¢bes, as quais foram
desparafinizadas (reidratadas) e coradas com hematoxilina e eosina. Apos a
coloracdo, as laminas foram desidratadas em seéries crescentes de alcool e xilol e

montadas com laminula e Entellan® (Merck, Alemanha).

Para a determinac&o do numero de nucleos celulares presentes no fragmento,
foram obtidas 10 imagens histolégicas (campos aleat6rios) no aumento de 20x com
0 uso do microscoépio Leica DM 5000 B (Leica Application Suite, versdo 2.4.0R1) e
processado através do programa analisador de imagem Leica Qwin V3 (SOUZA et
al., 2021).

4.7 Anélise estatistica

O software GraphPad Prism 8.0.1 foi utilizado para todas as analises. Para
averiguar a distribuicdo dos dados foi realizado o teste de Kolmogorov-Smirnov.
Para dados paramétricos e analise de variancia utilizou-se o teste one-way ANOVA
seguido do teste de Tukey para multiplas comparacdes. Para avaliar duas amostras
independentes foi utilizado o teste t ndo pareado, para dados paramétricos, ou teste
de Mann-Whitney, para dados ndo paramétricos. Os dados estdo apresentados
sobre a forma de média e erro padrédo (EP). O nivel de significancia adotado para as

analises foi de p < 0,05.

5 RESULTADOS

5.1 Parasitemia

O uso diario de teracurmina em animais infectados pela cepa Colombiana do
T. cruzi reduziu o nimero de parasitos sanguineos entre 25 e 30 dias ap6s a
infeccdo quando comparados ao grupo apenas infectado (FIG. 8 A). Avaliamos,
ainda, estes parametros na perspectiva da area sob a curva, indicando uma
diferenca significativa entre estes grupos (FIG. 8 B). Na curva de sobrevivéncia os
resultados indicaram um comportamento semelhante entre as curvas até os 30 dias

pos-infeccdo, observando 80% de sobrevivéncia para ambos os grupos (FIG. 8 C).
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Figura 8: Curva de parasitemia seguida da area sob a curva e taxa de sobrevivéncia dos
animais infectados.
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(A) O gréafico apresenta a contagem de parasitos em 50 campos de acordo com os dias apds a
infeccd@o entre os animais (n=8) pertencentes aos grupos T. cruzi e T. cruzi + teracurmina. Os dados
foram considerados significativamente diferentes nos dias 25, 26, 27, 28, 29 e 30 *(p < 0,05),
utilizando o teste de Mann-Whitney para comparacdo par a par. (B) O gréfico indica a area sob a
curva dos grupos infectados em relacéo ao grafico de parasitemia. Nota-se uma menor area ho grupo
submetido a terapia com teracurmina *(p = 0,0086) quando comparado ao grupo apenas infectado.
Foi utilizado o teste t ndo pareado. (C) O gréfico indica a taxa de sobrevivéncia dos animais de acordo
com os dias apoés a infec¢do entre os grupos T. cruzi e T. cruzi + teracurmina, o qual indicou uma taxa
de 80% no 30° dia em ambos. Dados expressos em média + EP.

5.2 Variagdo de massa corporal

A variacdo de massa corporal dos animais (massa corporal final — massa
corporal inicial / massa corporal inicial x 100) foi menor nos animais pertencentes
aos grupos T. cruzi e T. cruzi + teracurmina, quando comparados ao grupo sem

infeccdo e sem teracurmina (FIG. 9).
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Figura 9: Gréfico de variacdo da massa corporal
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* = Os dados pertencentes aos animais (n=8) dos grupos T. cruzi e T. cruzi + teracurmina foram
significativamente diferentes, p = 0,0187 e p = 0,0389, respectivamente, quando comparados ao
grupo sem infeccdo sem teracurmina. Para analise de variancia entre os grupos utilizou-se o teste
one-way ANOVA e teste de Tukey para multiplas comparac¢des. Dados expressos em média + EP.

5.3 Massarelativa dos 6rgéos

Para avaliar se a terapia com teracurmina alterou padrbes metabdlicos
sistémicos ou focais (6rgados), a massa relativa (massa do 6rgédo / massa corporal do
animal) do coracéo, baco, tecido adiposo epididimal e figado foram verificadas (TAB.
2). Observamos que os valores foram significativamente diferentes para o baco e
para o tecido adiposo epididimal. Nao foram observadas diferencas significativas na

massa relativa do coracao e figado.
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Tabela 2: Dados da massa relativa do coracgéo, baco, tecido adiposo epididimal e figado.

Tec. Adip.
Coracgao Baco Epididimal Figado

Sem infeccéo

. 0,0075 £+ 0,0003 0,0048 = 0,0002 0,0108 = 0,0012 0,0549 + 0,0012
sem teracurmina

Teracurmina 0,0070 + 0,0003  0,0042 + 0,0002 0,0081 + 0,0007 0,0542 + 0,0016

T. cruzi 0,0064 + 0,0004 0,0215 + 0,0017 * 0,0077 + 0,0023 0,0598 + 0,0044

T.cruzi +
teracurmina 0,0065 + 0,0003 0,0188 +0,0016 * 0,0155+0,0024t 0,0643 +0,0035

* = Valores significativamente diferentes para o grupo sem infeccdo sem teracurmina e o grupo
teracurmina (p < 0,0001); t = Valor significativamente diferente para o grupo T. cruzi e o grupo
teracurmina (p < 0,0001). Para andlise de variancia entre os grupos utilizou-se o teste one-way
ANOVA e o teste de Tukey para multiplas comparacdes. Dados expressos em média + EP. n=8

5.4 Marcadores inflamatérios no tecido cardiaco (TNF, IL-6, CCL2, IL-15 e
IL-10)

Foram avaliadas as concentracfes de TNF, IL-6, CCL2, IL-15 e IL-10 no
tecido cardiaco dos camundongos, onde observamos menor concentracdo da CCL2
(FIG. 10 C) e da IL-15 (FIG. 10 D) para o grupo T. cruzi + teracurmina em
comparacao ao grupo T. cruzi. Em contrapartida, apesar de apresentarem elevacéo
em decorréncia da infeccao pelo T. cruzi, a teracurmina ndo alterou os padrdes de
TNF (FIG. 10 A) e IL-6 (FIG. 10 B). Nao foi encontrada diferenca significativa entre
os diferentes grupos para a IL-10 (FIG. 10 E).

32



Figura 10: Concentracdo dos marcadores inflamatérios no tecido cardiaco entre os diferentes
grupos experimentais.
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Foram observadas diferencas significativas na concentracdo de (C) CCL2 (p = 0,0087) e (D) IL-15 (p
= 0,0279) quando comparados ao grupo T. cruzi (n = 7). #: p < 0,05. Para andlise de variancia entre
os grupos utilizou-se o teste one-way ANOVA e teste de Tukey para multiplas comparagfes. Dados
expressos em média + EP.
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5.5 Marcadores inflamatoérios no tecido esquelético (TNF, IL-6, CCL2, IL-15
e IL-10)

No gastrocnémio as concentragfes de TNF, IL-6, CCL2, IL-15 e IL-10 também
foram avaliadas. Observamos reducao significativa na IL-15 quando a terapia com
teracurmina foi administrada em animais infectados por T. cruzi (FIG. 11 D). Nao
houveram alteracdes significativas para o TNF (FIG. 11 A), IL-16 (FIG. 11 B) e CCL2
(FIG. 11 C), além de sua elevacdo associada a infeccdo pelo parasito. Nao foi
encontrada, também, diferenca entre os grupos avaliados para a IL-10 (FIG. 11 E).
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Figura 11: Concentracéo dos marcadores inflamatorios no tecido esquelético entre os
diferentes grupos experimentais.
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Foram observadas diferencas na concentracao (D) IL-15 (p = 0,0053) nos animais do grupo T. cruzi +
teracurmina quando comparados ao grupo T. cruzi (n = 7). #: p < 0,05. Para andlise de variancia entre

os grupos utilizou-se o teste one-way ANOVA e teste de Tukey para multiplas comparagfes. Dados
expressos em média + EP.
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5.6 Quantificacdo de CK

A CK ndo apresentou alteracdo frente a infeccdo ou mesmo o regime
terapéutico com teracurmina utilizando este protocolo com 30 dias de infecgdo em

camundongos da linhagem Swiss.

Figura 12: Concentracao plasmatica de CK (u/l) entre os diferentes grupos experimentais
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N&o foram observadas diferencas entre os animais (n=8) pertencentes aos diferentes grupos
experiementais para a analise de concentragdo plasmatica da CK. Para analise de variancia entre os
grupos utilizou-se o teste one-way ANOVA e teste de Tukey para mdultiplas comparacdes. Dados
expressos em meédia + EP.

5.7 Andlise histolégica

Ao avaliar os aspectos histologicos cardiacos e esqueléticos dos animais,
observamos que a terapia com curcumina ndo gerou inflamacéo tecidual em animais
sem infeccgao por T. cruzi e, também, ndo foi capaz de reduzir o padréo inflamatoério
gerado nos animais infectados pelo parasito (FIG. 13 A e B). Ressalta-se que nos
grupos infectados foram observados ninhos de amastigotas, além de um intenso
infiltrado inflamatério. Os grupos sem infeccdo apresentaram normalidade em sua

composicéo celular em ambos os tecidos (FIG. 14).
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Figura 13: Média de nucleos celulares entre 0s grupos experimentais.
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Foram observadas diferencas significativas para contagem de nucleos celulares em animais (n=8)
pertencentes aos grupos T. cruzi e T. cruzi + teracurmina em relagdo aos animais sem infec¢éo e
sem teracurmina e com teracurmina (#: p < 0,05) tanto em (A) quanto em (B). Para andlise de
varidncia entre os grupos utilizou-se o teste one-way ANOVA e teste de Tukey para mudltiplas
comparacdes. Dados expressos em média + EP.
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Figura 14: Fotomicrografia de cortes histol6gicos dos tecidos musculares cardiaco e esquelético.
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As figuras superiores indicam cortes histoldgicos do tecido cardiaco para os diferentes grupos, onde
observa-se a presenca de infiltrado inflamatério (seta) e ninhos de amastigotas (quadrado/retangulo)
para os grupos T. cruzi e T. cruzi + teracurmina. Ainda para estes grupos, o comportamento foi
semelhante no tecido esquelético, onde também foi observada a presenca de infiltrado inflamatério e
de ninhos de amastigotas. Ndo houve deteccao de infiltrado inflamatério nos grupos sem infecgdo
sem teracurmina e com teracurmina. Laminas histoldgicas corada em hematoxilina e eosina (HE).

6 DISCUSSAO

O presente estudo descreve como principais resultados o papel
imunomodulador da teracurmina na infeccdo experimental aguda induzida por T.
cruzi, sendo capaz de reduzir a parasitemia e a producédo de IL-15 e de CCL2.
Apesar disso, a teracurmina ndo reduziu o infiltrado inflamatério nos tecidos

musculares infectados aos 30 dias de infecgéo.

A administragdo da teracurmina em camundongos correspondeu, em parte, as
expectativas atribuidas aos alimentos com potenciais atividades preventivas as
doencas e geradores de beneficios diretos/indiretos a saude (ERKEN et al., 2020;
SUGIMOTO et al.,, 2020). De forma geral, estes efeitos atribuidos a teracurmina

encontram-se relacionados a sua composi¢cdo bioativa, ou seja, a capacidade de
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promover acdes anti-inflamatérias, antioxidantes e antimicrobianas e, estas,
contribuirem para o tratamento ou o prognostico de quadros inflamatorios (ADACHI
et al., 2020). Dentre os diferentes focos de aplicacdo da curcumina (AGGARWAL et
al., 2004; NOORAFSHAN e ASHKANI-ESFAHANI et al., 2013), incluindo o contexto
de doencas infecciosas e parasitarias (KOIDE et al., 2002), a infeccéo pelo T. cruzi
tornou-se um importante alvo de estudo para diante seus efeitos protetores, tanto em
modelos in vivo quanto in vitro (NAGAJYOTHI et al., 2012).

Assumindo as distintas atividades farmacoldgicas designadas as dietas com
compostos bioativos, a exemplo da curcumina/teracurmina, como atividade de
regulacdo em linfocitos T, B, células dendriticas, células NK (ABDOLLAHI et al.,
2017), entdo seria plausivel a inferéncia destas acdes também no contexto
imunoregulatério da inflamacéo induzida por T. cruzi. De forma sintética, a presenca
do parasito inicialmente promove a ativacdo de células macrofagociticas e células
NK e, consequentemente, inicia a producéo de mediadores inflamatdrios tais como o
TNF, IFN-y, IL-10, CX3CL1, CCL2, CCL3, CCL5, dentre outras. Estes mediadores
ativardo outras células que favorecerdo o recrutamento de novas populacdes
fenotipicos para o sitio de infec¢@o buscando eliminar o agente etiol6gico (TALVANI
E TEIXEIRA, 2011). Neste contexto, respostas inflamatorias exacerbadas numa fase
inicial da infeccdo seriam capazes de eliminar, em parte, o parasito, mas induziriam
destruicdo de células infectadas e integras (adjacentes) nos tecidos de hospedeiros,
0 que culminaria nos eventos patolégicos associados ao T. cruzi. A administracdo de
teracurmina em fase aguda da infeccao reduziu os niveis de parasitemia em animais
infectados. Pelas acdes imunomoduladoras designadas a curcumina/teracurmina,
principalmente associada a supressao do fator de transcricdo NK-kB (AGGARWAL,
et al., 2004), seria esperado menor producdo de mediadores inflamatorios com perfil
do tipo Thl e, consequentemente, menor controle parasitario. Porém, nossos
resultados foram, em parte, controversos e justificados pelo padrdo animal utilizado
como modelo de estudo (FADUS et al., 2016). Na fase de crescimento logaritmico
do parasito na circulacdo de camundongos da linhagem Swiss, a disponibilidade da
teracurmina poderia ter inibido enzimas vitais para a sobrevivéncia e/ou replicacao
deste parasito. Mesmo reduzindo os parasitos circulantes, a administracdo de

teracumina (30mg/kg) nao propiciaram maior sobrevida aos animais. Por outro lado,
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a administracéo diaria de 100mg/kg de curcumina por 35 dias induziu sobrevida em
100% dos camundongos machos CD-1 infectados com a cepa Brasil (NAGAJYOTHI
et al., 2012). Trés aspectos merecem reflexdo entre o presente estudo e os dados de
Nagayothi e colaboradores: (i) o0 uso de curcumina e o uso da teracurmina, (ii) a
dosagem 3 vezes maior administrada pelo grupo americano frente a dosagem
proposta para os beneficios imunomoduladores da teracurmina (DAVIS et al, 2007;
SASAKI et al, 2011) e, por fim, (iii) a variabilidade genética tanto dos camundongos
quanto dos parasitos empregados em ambos os estudos. Em particular, sobre o
contexto da variabilidade genética envolvendo hospedeiro mamifero e parasito (T.
cruzi), nos ultimos anos nosso grupo tem identificado comportamentos
imunopatoldgicos distintos associados as diferentes cepas do T. cruzi (HORTA et al.,
2018; CARNEIRO et al., 2019; SOUZA et al., 2021).

Da mesma forma, ao avaliar os niveis de concentracdo da CK plasmaética,
uma importante proteina inflamatoria associada a infeccdo experimental por T. cruzi,
nao foram observadas diferencas significativas entre os grupos neste estudo. Na
mesma linha de andlise do padrdo genético parasito/hospedeiro, Penitente e
colaboradores (2015) relataram que houve reducdo na concentracdo de CK apds o
tratamento com farmacos (Bz e enalapril) de camundongos C57BL/6 infectados com
a cepa VL-10. A nossa hipGtese era de que a terapia com teracurmina fosse capaz
de interferir neste parametro. Porém, os padrbes de resposta inflamatéria e de
resisténcia a infec¢do por T. cruzi sdo parcialmente distintos entre a linhagem Swiss
e C57/BL6. Nao se trata de qual é o melhor animal ou qual é a melhor populacdo
genética do parasito a ser empregada. Trata-se de ponderar criticamente que ha
modelos distintos de estudo e que os resultados obtidos precisam ser considerados

e avaliados sempre a luz destas diferencas bioldgicas.

Por outro lado, a terapia com teracurmina reduziu a concentragéo da IL-15 e
da CCL2, ambos mediadores inflamatérios diretamente envolvidos na resposta
imune causada contra este parasito. A IL-15 é uma citocina imunoregulatoria
produzida, principalmente, por macréfagos, e participa da resposta contra patdbgenos
intracelulares desempenhando papel fundamental no desenvolvimento, na
homeostase e na funcao das células T (PATIDAR et al., 2016). Durante a resposta
inflamatoria, ela atua no aumento da proliferacdo de células NK e TCD8+ de
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memoria, além de inibir a apoptose em varios tipos celulares (BUDAGIAN et al.,
2006). Na infeccéo por T. cruzi, a IL-15 parece estar envolvida no acometimento de
lesbes teciduais em pacientes com cardiomiopatia chagésica cronica, devido ao seu
papel de manutencdo de células TCD8+ (FONSECA et al.,, 2007). J& a CCL2,
produzida por uma gama de células como linfocitos e fagocitos mononucleares, é
uma quimiocina conhecida por atrair mondcitos, linfécitos T e NK para o sitio da
inflamacdo (CONTI & ROLLINS, 2003). A CCL2 é produzida abundantemente na
presenca do T. cruzi mediando o recrutamento leucocitario para os tecidos, e pode
ser indicada como um marcador secundario de disfuncdo cardiaca em pacientes
chagéasicos (TALVANI et al., 2004; TALVANI et al., 2009). Neste contexto, a
administracdo de teracurmina, mesmo nao apresentando evidéncias protetivas aos
tecidos cardiaco e esquelético no tempo de 30 poés-infeccdo (utilizando a linhagem
Swiss de camundongos), parece ser benéfica ao quadro histopatolégico pela
reducdo destes marcadores inflamatérios, principalmente no tecido cardiaco.
Inclusive, vale ressaltar que os efeitos desta reducdo da IL-15 e da CCL2 talvez
fossem evidenciados nos tecidos musculares apos os 30 dias estabelecidos para o
presente estudo. Um estudo de Li e colaboradores (2008) relatou que a aplicacao de
75mg/kg de curcumina em um modelo murino para hipertrofia cardiaca induziu
protecdo contra os efeitos deletérios derivados da hipertrofia cardiaca, inflamacéo e
fibrose, por sua atuagéo em vias de sinalizacdo dependentes da atividade da p300-
HAT. Hernandéz e colaboradores (2021) relataram reducdo da intensidade do
infiltrado inflamato6rio no miocardio de camundongos C57/BL6 em fase cronica da
infeccdo por T. cruzi, sob regime de tratamento com Bz + curcumina. Com isso,
acreditamos que os efeitos protetores da teracurmina nos tecidos analisados neste
estudo seriam evidenciados, de fato, em uma fase mais tardia da infec¢do, uma vez
que a formacao da resposta inflamatéria ocorre nas primeiras horas e se intensifica

nos dias consecutivos a entrada do parasito em mamiferos.

Dados os achados, ressaltamos que a teracurmina exibe potencial para ser
proposta como alvo de estudos voltados para o tratamento da infeccado experimental
por T. cruzi, considerando um tempo maior de infeccdo para observacdo de seus
efeitos biologicos e, considerando também, o padrdo genético dos parasitos e seus

hospedeiros mamiferos.
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7 CONCLUSAO

A terapia com teracurmina reduziu a curva de parasitemia e as concentracdes
teciduais de IL-15 e CCL2 em camundongos Swiss infectados com a cepa
Colombiana do T. cruzi, porém, sem reduzir a inflamacgédo e o infiltrado inflamatorio
nos tecidos musculares cardiaco e esquelético (gastrocnémio), possivelmente pelo

periodo precoce da eutanasia dos animais - 30 dias poés infeccéo.
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ANEXO
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CERTIFICADO

Certificamas gue a propasta intitulada "Efeitas da curcuming [Curcuma langa) sob a resposta inflamatdria do miscule estriade
cardiace & esquelético em animais infectadas pelo Trypenosoma cruzi & submetidas ao treinaments fisico aerdbico™, pratocalada
sab o CEUA r# 44ET7110520 ao aeesra), S0b a respansabilidade de André Talvani Pedrosa da Silva e equige; Vitdra Louise Telera
& Sitva; Kafersan Mauro de Castro Pinto - que envelve a preducia, manutenclo efou utilizagho de animais pertencentes ao fil
Chardata, subfile Vertebrata (exceto o homam), para fins de pesguisa cientifica ou ensino - estd de acorda com os preceitos da Lei
11.794 de B de putubro de 200B, com o Decreta 6899 de 15 de julhe de 2009, bem como Com as normas editadas pels Conselha
Nacional de Cantrole da Experimentagia Animal (OONCEA), & fol aprovada pela Comissia de Etica na Wsp de Animais da
Urniversidade Federal de Owra Prato [CELAMIFOR) na rewnida de 10M07/2020.

W certify that the proposal "Effects of curcurin [long curcuming on an inflammatory response af cardiae and skeletal muscle in
animals infected with Trypanosoma Cruzi and use in asrobic physical training ™, utilizing 120 Heteragenics mice (120 males),
protacel number CEUA 4487110520 ao csoann, under the responsibility of André Talvani Pedresa da Silva and team; Vitdra
Lowise Teixeira e Silva; Kelersan Mauro oe Castro Pinfa - which invelves the prodection, maintenance andtar use ef animals
belanging te the phylum Chardata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purpeses or teaching - is
in atcordance with Law 11.794 of October B, 2008, Decree GB99 af July 15, 2009, as well a5 with the rules Bsued by the National
Council far Contral af Animal Experimentation {OONCEA), and was approved by the Ethic Committes an Anirnal Use af the Oura
Preta Federal University (CEUAMUFDFP] in the meeting of 0771072020,
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Lecal da expedimento: O experimenta 5erd realizade nas instalaghes do CCOA-UFDP em sala previamente equipada para realizagie
005 tratamentes & andlise de parasitemia. Eutandsia & necrépsia serde realizadas tamibém na CCA-UFOP &m sala especifica para
esre Tirm.
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