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RESUMO

INFLUENCIA DA DOENCA DE CHAGAS NA FARMACOCINETICA DO
BENZNIDAZOL NO MODELO CAO

A alta variabilidade na eficadcia e na seguranca da quimioterapia anti-chagasica
envolvendo o benznidazol (BNZ) pode ser devido as alteracBes farmacocinéticas. Tais
alteracbes podem ser ocasionadas pela inibicdo de enzimas de metabolismo e
transportadores de membranas devido ao aumento de mediadores do processo
inflamatdrio na doenca de Chagas. O presente estudo avaliou o impacto das infecgdes
experimentais aguda e cronica pela cepa Be-78 do T. cruzi na farmacocinética do BNZ no
modelo cdo. Foram investigados 19 cées (n= 10 cdes com infec¢do aguda; n= 9 cées com
infeccdo cronica), SRD, com idade entre 04-10 meses e peso entre 20-35 kg. Os cées de
ambas as fases da infeccdo foram divididos em dois grupos, sendo o Grupo | (infectado
ndo tratado) e Grupo Il (infectado e tratado). O estudo foi divido em 4 ocasifes. Na
Ocasido 1 (antes da infeccdo) foi realizada coleta de sangue para anélise de perfil das
citocinas IL-6, IFN-y, 1L-10 e TNF-a por meio de ensaio de ELISA. Na Ocasido 2 (apds
a infeccdo, antes do inicio do tratamento) foi coletado sangue para anélise de citocinas e
carga parasitaria por meio de qPCR. Na Ocasido 3 (ap6s 10, 30, 40 e 60 dias de dose
maultipla oral 3,5mg/Kg/12h de BNZ) foi realizada coleta seriada de sangue no intervalo
de dose de 12h para anélise farmacocinética para o Grupo II; e coleta de sangue para
analise de citocinas e carga parasitaria para 0s Grupos | e Il. Na Ocasido 4 (apés 30 dias
do término do tratamento) foi coletado sangue para analise de citocinas e carga parasitaria.
O BNZ nas amostras de soro foi quantificado por CLAE-DAD. O método bioanalitico
validado seguindo o guia da ANVISA, apresentou auséncia de efeitos matriz e residual;
limites de quantificacdo, estabilidade, precisdo e exatiddo compativeis para a analise do
BNZ em soro. Os parametros farmacocinéticos do BNZ, obtidos a partir de um modelo
ndo compartimental, foram similares entre 0s momentos de coleta seriada na Ocasido 3
na fase aguda e também na fase crénica da infeccdo. O perfil farmacocinético do BNZ
obtido em cdes na fase aguda da doenca é semelhante ao observado em cées sadios (dados
historicos do nosso grupo de pesquisa). Por outro lado, foi observado que a infeccéo
crénica aumenta os valores de Cmax (9,70 vs 17,97), Css (7,70 vs 12,56) e AUCo-12 (90,39
vs 150,76), e ainda reduz Vdss (17,34 vs 9,20) e CLss (0,84 vs 0,56) quando comparados
com o grupo de cées sadios. Em relagdo a fase aguda, a fase cronica também eleva os
valores de Cmax (10,55 vs 17,97), Css (7,08 vs 12,56), Cmin (4,32 vs 8,25) e AUCo.12
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(84,98 vs 150,76) e reduz Vdss (13,92 vs 9,20) e CLss (0,99 vs 0,56). Os mediadores
inflamatorios IFN-y, IL-10, TNF-a e IL-6 estdo aumentados nas fases aguda e cronica da
doenca, sendo a IL-6 a citocina produzida em maior quantidade e a Gnica com aumento
significativo (em até 7 vezes) de suas concentracfes séricas nos cdes da fase crénica em
relagdo a fase aguda, mesmo quando o tratamento com 0 BNZ é administrado. Nos grupos
I e Il da fase aguda é observada uma elevada carga parasitaria na Ocasido 2 que é reduzida
significativamente nas Ocasides 3 e 4. Nos grupos | e Il da fase cronica observa-se uma
baixa carga parasitaria nas Ocasides 2 e 3, e um aumento significativo da carga parasitaria
na Ocasido 4. Portanto, a infeccdo crénica experimental pela cepa Berenice-78 do T. cruzi
altera significativamente a farmacocinética do BNZ em cées, provavelmente pela inibi¢éo
do transporte de membrana glicoproteina-P (P-gp) causada pelo aumento da citocina pro-

inflamatoria IL-6.

Palavras-chave: doenca de Chagas, benznidazol, farmacocinética, citocina,
transportadores de membrana, cdo.
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ABSTRACT

INFLUENCE OF CHAGAS DISEASE ON THE PHARMACOKINETICS OF
BENZNIDAZOLE IN THE DOG MODEL

The high variability in efficacy and safety of anti-chagasic chemotherapy involving
benznidazole (BNZ) may be due to pharmacokinetic changes. Such alterations can be
caused by the inhibition of metabolism enzymes and membrane transporters due to the
increase in mediators of the inflammatory process of Chagas disease. The present study
evaluated the impact of experimental acute and chronic infections by the Be-78 strain of
T. cruzi on the pharmacokinetics of BNZ in the dog model. Nineteen dogs (n=10 dogs
with acute infection; n=9 dogs with chronic infection), SRD, aged between 04-10 months
and weight between 20-35 kg were investigated. Dogs in both stages of infection were
divided into two groups, Group | (infected and untreated) and Group Il (infected and
treated). The study was divided into 4 occasions. On Occasion 1 (before infection), blood
was collected for analysis of the profile of cytokines IL-6, IFN-y, IL-10 and TNF-a by
means of an ELISA assay. On Occasion 2 (after infection, before starting treatment) blood
was collected for analysis of cytokines and parasite load by g°PCR. On Occasion 3 (after
10, 30, 40 and 60 days of oral multiple dose 3.5mg/Kg/12h of BNZ) serial blood
collection was performed in the 12h dose interval for pharmacokinetic analysis for Group
I1; and blood collection for analysis of cytokines and parasite load for Groups I and II.
On Occasion 4 (30 days after the end of treatment) blood was collected for analysis of
cytokines and parasite load. BNZ in serum samples was quantified by HPLC-DAD. The
validated bioanalytical method following the ANVISA guide, showed no matrix and
residual effects; limits of quantification, stability, precision and accuracy compatible for
the analysis of BNZ in serum. BNZ pharmacokinetic parameters, obtained from a non-
compartmental model, were similar between the serial collection times on Occasion 3 in
the acute phase and also in the chronic phase of the infection. The pharmacokinetic profile
of BNZ obtained in dogs in the acute phase of the disease is similar to that observed in
healthy dogs (historical data from our research group). On the other hand, chronic
infection was observed to increase Cmax (9.70 vs 17.97), Css (7.70 vs 12.56) and AUCO-
12 (90.39 vs 150.76) values, and still reduces Vdss (17.34 vs 9.20) and CLss (0.84 vs
0.56) when compared to the group of healthy dogs. Regarding the acute phase, the chronic
phase also increases the values of Cmax (10.55 vs 17.97), Css (7.08 vs 12.56), Cmin (4.32
vs 8.25) and AUCO0-12 (84.98 vs 150.76) and reduces Vdss (13.92 vs 9.20) and CLss
(0.99 vs 0.56). The inflammatory mediators IFN-y, IL-10, TNF-a and IL-6 are increased
in the acute and chronic phases of the disease, with 1L-6 being the cytokine produced in
greater quantity and the only one with a significant increase (up to 7 times) of their serum
concentrations in dogs in the chronic phase compared to the acute phase, even when
treatment with BNZ is administered. In groups | and Il of the acute phase, a high parasite
load is observed on Occasion 2, which is significantly reduced on Occasions 3 and 4. In
groups I and Il of the chronic phase, a low parasite load is observed on Occasions 2 and
3, and a significant increase in parasite load on Occasion 4. Therefore, experimental
chronic infection with the Berenice-78 strain of T. cruzi significantly alters the
pharmacokinetics of BNZ in dogs, probably by inhibiting P-glycoprotein (P-gp)
membrane transport caused by increase in the pro-inflammatory cytokine IL-6.

Keywords: Chagas disease, benznidazole, pharmacokinetics, cytokine, membrane
transporters, dog.
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1 - Introducéo

O progresso da ciéncia, o desenvolvimento e 0 uso de novas tecnologias e, porque
ndo, a Biotecnologia podem ser considerados os pilares da sociedade moderna. Avangos
jamais vislumbrados anteriormente alcancaram grande amplitude com a descoberta de
novos protocolos de tratamentos, de medicamentos e de vacinas. No contexto das doengas
negligenciadas, a Biotecnologia representa uma das ferramentas para preencher a lacuna
existente no que diz respeito a pesquisa e ao desenvolvimento de novos produtos e

também no entendimento das falhas terapéuticas de medicamentos ja utilizados.

A presente tese se propds a refletir sobre o seguinte problema: de que forma a
Biotecnologia aplicada a salde, por meio da producdo cientifica voltada para a
farmacocinética pré-clinica, pode contribuir para uma farmacoterapia mais eficaz da
doenca de Chagas (DCh)?

A DCh, também conhecida como tripanossomiase americana, € uma
antropozoonose tropical causada pelo parasito Trypanosoma cruzi caracterizada por uma
patogénese extremamente complexa. O Benznidazol (BNZ) é um nitroimidazol
administrado por via oral, inico farmaco disponivel para o tratamento da DCh no Brasil,
apresenta eficacia variavel nas diferentes fases da doenca, necessita de alta frequéncia de
administracdo, além de causar consideraveis efeitos adversos. Tais inconvenientes podem
estar relacionados com suas propriedades farmacocinéticas que, para 0 paciente, se
traduzem em baixa adesao e, consequentemente, baixa efetividade do tratamento. Neste
sentido, os estudos de farmacocinética sdo importantes, uma vez que avaliam aspectos
relacionados a biodisponibilidade, ao volume de distribuicéo e a excrecdo de farmacos e
ao metabolismo para identificar possiveis causas da ineficacia terapéutica ou ainda
justificar o surgimento de efeitos toxicos. Para 0 BNZ, os estudos de farmacocinética

foram historicamente negligenciados, sendo escassas as informagdes.

Nessa perspectiva, o presente trabalho foi estruturado em trés momentos que
dialogam em sua estrutura experimental. Inicialmente € apresentada a validacdo de um
método bioanalitico para quantificagdo do farmaco BNZ em soro de cées. A seguir, tem-
se 0s ensaios farmacocinéticos em amostras de animais experimentalmente infectados
pela cepa Berenice-78 (Be-78) do T. cruzi e tratados com dose multipla oral de

3,5mg/Kg/12h de BNZ por 60 dias nas fases aguda e crénica da DCh. Por fim, foi avaliado
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o perfil de citocinas durante as diferentes fases da infec¢éo para investigar o papel da
doenca na farmacocinética do BNZ.

O trabalho é um reconhecimento da importancia de estudos pré-clinicos que, ao
identificar as causas das falhas existentes na farmacoterapia utilizada atualmente para a
DCh, possibilita o entendimento e auxilia na obtencdo de respostas para solucionar um

antigo problema: como tratar de maneira efetiva um paciente portador da DCh?

2 - Referencial Tedrico
2.1 - Chagas: a doenga silenciosa e silenciada

As infeccdes por protozoarios sdo comuns em paises subdesenvolvidos tropicais,
onde as condicdes sanitarias, de moradia e o controle de vetores sdo considerados
inadequados. Por serem eucariotos, 0s protozoarios tém processos metabdlicos similares
aos hospedeiros humanos fato que dificulta o seu tratamento pois os farmacos utilizados
na quimioterapia causam efeitos toxicos, particularmente em células com atividade
metabolica elevada, como células neuronais, tubulares renais e intestinais (HOWLAND
& MYCEK, 2007)

Causada pelo protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi, a DCh também
denominada “doenca silenciosa e silenciada” (BOGLIOLO & BRASILEIRO FILHO,
2021), pode ser transmitida por mecanismos vetoriais e ndo vetoriais que incluem
consumo de alimentos ou bebidas contaminadas, transfuséo de sangue ou hemoderivados
de doadores infectados, transmissao materno fetal, transplantes e acidentes de laboratério
(SANTOS et al., 2020; MANSOLDO et al., 2020; COURA, 2015).

Embora 6-7 milhdes de individuos infectados vivam nas Américas, a DCh se
tornou emergente em areas ndo endémicas como América do Norte, Europa (Austria,
Bélgica, Franca, Alemanha, Italia, Holanda, Portugal, Espanha, Suécia, Suica e Reino
Unido), Japdo e Australia, devido a migracdo de pessoas infectadas pelo T. cruzi,
contribuindo para a globalizacdo da doenca (WHO, 2022; LOSADA et al., 2020;
STEVERDING, 2014). Estima-se que o numero de mortos anualmente chega a 12 000 e

que 75 milhdes de pessoas estejam em risco de contrair a doenca. (DNDi, 2022).
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No Brasil, devido a triagem de hemotransfusdo e ao controle de vetores, a DCh
teve sua prevaléncia reduzida nos ultimos anos, sendo 1284 o nimero de novos casos
notificados no periodo de 2017- 2020 dos quais 1206 estdo localizados na Regido Norte
com destaque para o estado do Para (994), seguido pela Regido Nordeste (64 casos) e, a

seguir, pelas Regides Sudeste e Centro-Oeste (ambas com 7 casos) (DATASUS, 2022).

Uma vez ocorrida a infeccdo, a doenca segue um curso que reflete os aspectos
relacionados com o ciclo de vida do parasito no hospedeiro vertebrado, ou seja, formas
tripomastigotas em elevado nimero no sangue circulante nos momentos iniciais que, mais
adiante, irdo compor o0s ninhos de amastigotas que serdo observados na musculatura lisa
ou estriada cardiaca do hospedeiro. Tem-se, portanto, dois momentos distintos da DCh:
a fase aguda e a fase cronica que diferem em aspectos imunopatologicos, resposta

inflamatoria e ainda quanto a eficacia terapéutica.

A fase aguda inicia-se logo apos a infeccdo e seu tempo de duracdo pode variar
de semanas a meses sendo geralmente assintomatica ou associada a sintomas
inespecificos que podem incluir febre, nduseas e dores de cabeca. Essa fase & marcada
por elevada parasitemia com ativacao das células da resposta imune inata na tentativa de
conter infeccdo inicial pelo T. cruzi. H& entdo uma interacdo dos compostos do parasito
com os receptores toll-like (TLRs) a fim de estimular a capacidade desta resposta imune
no combate ao parasito (RODRIGUES et al., 2012).

Apds esta interacdo inicial, as células da resposta imune inata emitem diferentes
sinais intracelulares que culminam com a ativagdo do fator nuclear-kB (NF-kB). Assim,
macrofagos, células dendriticas e células natural killers (NKs) desencadeiam uma forte
resposta inflamatoria ao longo desta fase com aumento pronunciado da producdo de
citocinas (IL-12, TNF-a e IFN-y) e quimiocinas (CCL2, CCL3, CCL4, CCL5 e CXCL10)
conectando a resposta inata a resposta adaptativa (MACHADO et al., 2012; ANDRADE,
GOLLOB E DUTRA, 2014; QIDWAI & KHAN, 2016).

E importante destacar que, apesar dos esforcos do sistema imune na contencéo da
infeccdo, algumas moléculas expressas pelo parasito podem favorecer sua permanéncia
no hospedeiro. Os mecanismos incluem a expresséo de enzimas como a trans-sialidase e
cruzaina e a producgdo de mucinas que auxiliam na evasdo do T. cruzi (Da FONSECA et
al., 2019; DIAZ et al., 2015; DOYLE et al., 2011; ALCAIDE & FRESNO, 2004).

Revisbes recentes discutiram como o parasita escapa das vias classicas, da lectina e do
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complemento alternativo para estabelecer a infeccdo (ACEVEDO et al., 2018;
FERREIRA et al., 2014 ; LIDANI et al., 2017).

Outro fator que merece destaque na ac¢do inicial da resposta imune € a cepa do
parasito. Isso porque o T. cruzi apresenta grande variabilidade genética, tanto em relagéo
ao seu DNA nuclear (nDNA), quanto ao DNA do cinetoplasto (kDNA). Assim, de acordo
com suas diferencas genéticas e geogréaficas as cepas do parasito foram classificadas em
discrete typing units (DTUs) de seis tipos: Tcl - TcVI. Atualmente, foi proposto um
sétimo tipo, a TcBat.(ZINGALES et al., 2012). Um estudo com duas cepas de DTUs
diferentes (Tcl e Tcll) na infeccdo aguda mostrou que a cepa Col cl1.7, pertencente ao
Tcl, levou a uma maior ativacdo de mondcitos e producdo de 1L-10, enquanto a cepa Y,
pertencente a Tcll, ativa menos mondcitos, porém, causa uma maior producdo de
citocinas pro-inflamatérias por células mononucleares periféricas (MAGALHAES et al.,
2015).

Na maioria dos casos, a imunidade adaptativa que se desenvolve € suficiente para
manter a parasitemia em niveis muito baixos e para gerar uma resposta inflamatoria

intensa que causa danos em tecidos como figado e bago (MILLS, 2020).

Em casos raros (cerca de 5 a 10% dos pacientes) a infeccdo aguda leva a morte
stbita (PRATA, 2001; URBINA, 2015) e aqueles que sobrevivem progridem para uma
fase inflamatdria cronica na qual é possivel distinguir dois subtipos que consideram o
tempo decorrente da infeccdo. A “fase cronica recente” na qual a infecg¢@o ocorreu ha 10
anos ou se 0s pacientes forem criancas menores de 12 anos. Ja 0s pacientes que
apresentam mais de 10 anos de infecgcdo apresentam-se na “fase cronica tardia”(COURA
e CASTRO, 2002).

A parasitemia é baixa ou indetectavel e o diagnostico é baseado em métodos
soroldgicos convencionais e em métodos moleculares, que exibem perfis mais aceitaveis
de sensibilidade e especificidade quando comparados aos métodos parasitoldgicos
convencionais (NOGUERIA et al., 2018; DE LANA E MARTINS-FILHO, 2015). A
auséncia de sinais e sintomas, baixos niveis de parasitos no sangue e outros tecidos
observados nessa fase caracteriza a forma indeterminada da doenca. J& nos casos
sintomaticos 20 a 40% dos pacientes desenvolvem a forma digestiva (megacélon e

megaesdfago) e/ou a forma cardiaca (cardiomiopatia chagasica crénica - CCC) em um
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periodo de tempo variando de anos a décadas ap6s a infeccdo (MARIN-NETO et
al.,2013).

As principais manifestacfes das megasindromes incluem dilatacdo do es6fago e
cbélon com espessamento de suas paredes, distlrbios segmentares do peristaltismo do trato
digestivo, disfagia, regurgitagdo e constipacdo. Tais alteracfes sdo causadas pelo
parasitismo e inflamacdo nos 6rgédos digestivos, determinando perda severa de células
musculares lisas e destruicdo de neurbnios parassimpaticos intramurais (MATSUDA,
MILLER, EVORA, 2009; TEIXEIRA et al.,, 2006).

Ja na CCC, as alteracOes observadas incluem o aumento do coracdo em resposta
a remodelacdo microestrutural associada ao parasitismo do cardiomidcito, denervagdo
autondmica, inflamacdo persistente de baixo grau, desequilibrio redox e estresse
oxidativo, eventos tromboembdlicos, arteriolite necrosante, cardiomiocitdlise,
mionecrose e fibrose miocardica progressiva (BONNEY et al., 2019; RASSI et al., 2017).
E a mais severa e incapacitante manifestacio e a principal causa de morbidade e
mortalidade na DCh visto que sdo observadas alteragdes clinicas que incluem arritmias,
tromboembolismo, insuficiéncia cardiaca, acidente vascular cerebral podendo inclusive

levar & morte subita.

A persisténcia do parasito no tecido cardiaco é apontada como fator-chave para a
progressdo da doenca, seja pela imunidade anti T. cruzi, autoimunidade ou outros
mecanismos, sugerindo que a reducdo da carga parasitaria é fundamental para combater
a doenca (HYLAND et al., 2007; VIOTTI et al., 2009; BASTOS et al., 2010; BOCCHI
etal., 2017; BONNEY et al., 2019). Tanto na patogénese das megasindromes quanto na
CCC sdo observados processos complexos e multifatoriais como a desnervacao
autondmica, insuficiéncia microvascular e dano oxidativo (ECHEVERRIA e MORILLO,
2019; BONNEY, LUTHRINGER e KIM, 2019)

2.2 - Imunidade e inflamacéo nas diferentes fases da doenca

As manifestacdes clinicas observadas no hospedeiro vertebrado e infectado pelo
T. cruzi, estdo relacionadas com a resposta imune que é direcionada ao parasito
(TEIXEIRA et al., 2006; TEIXEIRA et al., 2011). Assim, a atuacéo da resposta humoral
e celular especifica, possui uma a¢do ambigua pois, apesar de contribuirem para uma

reducdo da carga parasitaria, permite o surgimento das lesdes caracteristicas da DCh.
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Considerando as duas fases distintas da doenca é importante entender que, por meio de
uma resposta imune, diferenciada para cada fase, ocorre liberacdo de citocinas em

resposta a infeccdo pelo T. cruzi.

Citocinas e quimiocinas secretadas por células inatas e as células imunes
adaptativas sdo responsaveis pelo recrutamento celular e comunicacédo, facilitando a
eliminacdo de patdgenos por varios mecanismos (MARSHALL et al., 2018).Na DCh,
apos ativacdo via TLR, macrofagos e células dendriticas comecam a produzir moléculas
pro-inflamatorias que serdo envolvidas em respostas inflamatdrias sistémicas contra o
parasito, exigindo a acdo de varios mediadores, como as citocinas interleucinas (IL)-1b,
IL-6, IL-8, IL-12, IL-18, o fator de necrose tumoral (TNF) e IFN-y, quimiocinas ¢ o 6xido
nitrico (RODRIGUES et al., 2012; ANTUNEZ e CARDONI, 2000; FONSECA et al.,
2019)

As diferentes citocinas como, por exemplo, IFN-y, IL6, TNFa e IL-10, além de
cumprirem um papel importante na patogénese e na progressdo da doenca estardo
implicadas em diferentes perfis de danos teciduais. Varios estudos em modelos
experimentais e em humanos tém relatado o papel de citocinas como TNF- o (FERREIRA
et al., 2003; STAROBINAS et al., 1991; TARLETON, 1988), IFN- v (REED, 1988;
GAZZINELLI, 1992), IL-10 (ABRAHAMSOHN & COFFMAN 1996; SILVA et al.
1992) na regulacdo da resposta imunologica na DCh. Em um estudo utilizando
camundongos infectados pela cepa Y do T. cruzi e avaliados na fase aguda foi
demonstrado que o IFN-y produzido por células NK e IL-12 de origem macrofagica
garantiram uma imunidade adaptativa protetora constituida de células T tipo 1 especificas
para parasitas (ABRAHAMSOHN & COFFMAN 1996). Além disso, a secrecdo de
citocinas Thl (IFN-y, IL-2), amplificacdo de atividade fagocitica de macrofagos, estimulo
da proliferacdo de células B e producéo de anticorpos além da diferenciacédo e ativagdo
de celulas T CD8+ também sdo importantes para o controle da infeccdo (BRENER E
GAZZINELLI, 1997, DOSREIS, 1997).

Outra citocina atuante na tentativa de controlar a infeccdo pelo T. cruzi é a IL-6.
Em humanos e também na infec¢do experimental ocorre elevada expresséo de IL-6 nos
tecidos parasitados e na circulacéo e esta associada a persisténcia da infecgdo (TRUYENS
etal., 1994; CHANDRASEKAR et al., 1996).
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Outro recurso utilizado pela resposta imune é o aumento da opsoniza¢do dos
parasitos e morte dependente de complemento gracgas a uma forte resposta de anticorpos
liticos devido a células B ativadas (LIDANI et al., 2017; KRAUTZ et al., 2000). Vale
destacar que as células B também tém papel importante no equilibrio inflamatério/anti-
inflamatorio. Camundongos deficientes nesse tipo de célula responderam ao T. cruzi com
uma frequéncia aumentada de células T CD4+ produtoras de TNF-a acompanhado de
uma diminuicdo nos fatores anti-inflamatorios (IL-10 e IL-17), que levaram a morte
precoce devido a alta intensidade da inflamag&o (GOROSITO SERRAN et al., 2017).

A 1L-27, membro da familia de citocinas IL 12, é expressa por células
apresentadoras de antigenos e estudos recentes também identificaram seu papel na DCh.
Ela induz a diferenciacdo de diversas populacdes de células T e também regula IL-10.
Em chagésicos humanos, a expressdao de IL-27 foi significativamente associada a
protecdo cardiaca. (RIOS et al., 2019)

Outro papel dessas citocinas/quimocinas € o de induzirem nos macrofagos a
producdo de superdxido (O2 ") e éxido nitrico (NO) que séo radicais livres importantes
para a morte direta do 7. cruzi (MARTINS et al., 1998). Assim, na fase aguda, uma
intensa reacdo inflamatdria é desencadeada por tais substancias causando miocardite tanto

em modelos animais quanto em pacientes.

Os dados citados anteriormente indicam que uma resposta protetora eficiente a
infeccdo aguda por T. cruzi requer a liberagéo de citocinas relacionados a uma resposta
Th1, além de producdo de anticorpos que atuam de forma conjunta com fagaécitos, células

T auxiliares e linfécitos T citotéxicos.

Na auséncia de qualquer um desses componentes, eventos patologicos podem
surgir e estardo associados a persisténcia do parasito contribuindo para CCC e/ou
insuficiéncia cardiaca no hospedeiro que sdo lesbes caracteristica da forma mais grave da
DCh crénica. Por outro lado, a liberacdo excessiva de tais componentes favorece um
ambiente proinflamatorio exacerbado que também é frequentemente observado na DCh
crébnica. Um estudo utilizando camundongos e outro com pacientes cronicamente
infectados sugeriram que uma possivel exaustdo imunolégica das células T CD4+ e CD8+
podem contribuir para a reducdo da producéo de citocinas favorecendo a persisténcia do
parasito (MATEUS et al., 2019; PEREZ-ANTON et al., 2018).Porém outros estudos
indicam que a liberacdo de citocinas IFN-y, IL-17, TNF-a se correlaciona com dano
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tecidual e doenca clinica observada em pacientes cronicamente infectados
(CHEVILLARD et al., 2018).

Ja para a forma crénica indeterminada ocorre um aumento do nimero de células
reguladoras e também na producgdo de IL-10, que promove a desativagdo de macrofagos
e inibe os efeitos das células T e NKs (GOMES et al., 2003; CUNHA-NETO et al., 2009).

Em suma, os aspectos imunoldgicos e o perfil inflamatorio da doenca s&o
extremamente complexos, com multiplos mecanismos conhecidos e, em um cenério ideal,
para controlar a infec¢do e proteger o hospedeiro, € necessario que haja um equilibrio
entre 0s mecanismos que atuam contra o parasito e a producdo de mediadores quimicos
que evitam esta exacerbada resposta do sistema imune e, consequentemente, o dano

tecidual.

2.3 - Tratamento etiol6gico na fase cronica: um problema ainda sem solucéo

Para diminuir o risco de morbidade e mortalidade, as pessoas infectadas pelo T.
cruzi devem ser tratadas o mais cedo possivel no curso de infec¢do. Assim, uma resposta
favoravel ao tratamento utilizando o0 BNZ depende muito do estagio de desenvolvimento

da doenca quando o tratamento € iniciado.

2.3.1 - Quimica e Farmacocinética do benznidazol

O benznidazol (BNZ) [N-benzil-2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)-acetamida] possui
formula molecular C 12 H 12 N4 O 3 (massa molar 260,25 g / mol) e é um derivado da
classe dos nitroimidazoéis (figura 1) sendo atualmente, o Unico farmaco anti-T.cruzi
disponivel no Brasil (DE CASTRO, 2002). Apresenta-se como pé inodoro ou quase
inodoro e deve ser armazenado em recipientes bem fechados. Praticamente insoltvel em
agua; fracamente solGvel em acetona; ligeiramente sollvel em metanol; ligeiramente
soltvel em etanol (Pharmacopoeia WHO - site). Solubilidade de 3,550 mg/mL em acetato
de etila e 24,741 mg/mL em acetonitrila, sendo classificados como ligeiramente soltvel
(MAXIMIANO et al., 2010). O BNZ é uma base fraca na faixa de pH fisioldgico (pKa
basico mais forte de 4,21) (DEL MORAL SANCHEZ et al., 2018).
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Figura 1: Estrutura molecular do benznidazol

O BNZ esta disponivel na clinica em comprimidos de 100 mg (uso adulto) e
12,5mg (uso pediatrico) e devem ser administrados 5 a 7 mg por kg de peso corporal
diariamente, em adultos e criancas acima de 12 anos, duas vezes ao dia (ap6s o café da
manha e apos o jantar) pela via oral.

A absorcdo por via digestiva é rapida e praticamente total. As concentracdes
plasméaticas maximas sdo alcancadas em 2 a 4 horas. A meia-vida de eliminagdo
plasmatica (t %2 B) ¢ de 12 horas aproximadamente. O medicamento encontra-S€ No
organismo principalmente sob a forma inalterada, sendo os metabdlitos rapidamente

eliminados pela urina e pelas fezes. (LAFEPE, 2013).

Apesar de ter sido desenvolvido h4 mais de 40 anos, ainda ndo ha informagdes
claras sobre sua farmacocinética e farmacodinamica (PK/PD) (ALONSO-PADILLA et
al., 2019). Em uma revisao sistematica da literatura e meta-analise foi demonstrado que
seus parametros para dose Unica de 100mg séo area sob a curva (AUC) = 51,31 mg.h/L,
concentracdo méaxima (Cmax) = 2,19 mg/mL, tempo para Cmax (Tmax) = 2,93 h, meia-
vida (T1/2) de eliminacdo = 13,27 h, clearance (CL/F) = 2,04 L/h e volume de distribuicdo
(Vd/F) = 39,19 L, dados que refletem os valores dos estudos individuais de
farmacocinética clinica em adultos (WIENS et al., 2016). Molina e cols (2017) relataram
0s parametros farmacocinéticos para 0 mesmo regime de dose em adultos e encontrou
AUC em 46,4 ug h/ml, as concentracbes plasmaticas de benznidazol atingiram o pico em
3,5 h; com concentragfes maximas de 2,2 pug/ml, meia-vida terminal de 12,1 h, Cmax
entre 1,6 e 2,9 pg/ml (homens vs. mulheres) e Vd entre 125,9 e 88,6 L (homens vs.
mulheres). Os dados farmacocinéticos também foram relatados por Altcheh & cols (2014)
em criancas recebendo 5-8 mg/kg/dia de BNZ por 60 dias. Nesta populacdo pediétrica,
0s autores observaram valores medianos de Ka em 0,638 h™! (0,34-1,52; IC 95%), Vd a
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23,2 L (18,23-42,6; IC 95%), e aparente depuracdo total da droga do plasma apds
administracdo oral (CL/F) de 1,54 L/h (1,29-1,91; IC 95%).

A escassez de dados mais abrangentes sobre os parametros farmacocinéticos de
diferentes populagdes dificultam o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas
para DCh além de retardar o desenvolvimento de novas formulagbes contendo o BNZ.
Nesse sentido, informacdes sobre meia-vida de absorcéo e eliminacdo, concentracfes
maximas e depuracdo total sdo Uteis para ajustar as doses administradas e reduzir o risco
de bioacumulagéo e toxicidade sisttmica (ALTCHEH et al., 2014); (MOLINA et al.,
2017), que séo fatores conhecidos por estarem associados a descontinuacédo do tratamento
e menor eficacia terapéutica (URBINA, 2015) ;FERNANDEZ et al., 2016)

2.3.2 - Mecanismo de acao

No T. cruzi, 0 BNZ é ativado enzimaticamente por nitroredutases tripanossémicas
tipo I (NTR), uma classe de enzimas insensiveis ao oxigénio presentes em Varios
protozoarios parasitas, para 0s quais ndo had homologo mamifero (PATTERSON;
WYLLIE, 2014). Através de uma série de transformacBes que passam pela producédo de
hidroxilamina seguida de reacfes ndo enzimaéticas, ocorre a liberacdo do dialdeido
glioxal, um metabolito altamente reativo capaz de formar adutos com proteinas, DNA /
RNA e pequenas moléculas como a glutationa. Esses metabdlitos reativos sdo tdxicos,
resultando em um efeito tripanocida rapido e localizado contra as formas intra e
extracelular do parasita (WILKINSON; KELLY, 2009).

No entanto, alguns estudos indicam que a producdo de glioxal ndo é o Unico
mecanismo citotoxico para 0 BNZ. Um estudo empregando abordagens metaboldmicas,
mostrou que 0 BNZ ¢é extensivamente metabolizado em uma série de metabdlitos reativos
em epimastigotas, mas os autores nao foram capazes de detectar glioxal e adutos
relacionados. Em vez disso, eles propuseram que a ligacdo covalente de multiplos
metabolitos reativos a tidis de baixo peso molecular (importante nas vias da glutationa e
da tripanotiona) € o principal modo de acdo do BNZ contrao T. cruzi (TROCHINE et al.,
2014).

Outro efeito associado ao BNZ € a imunomodulagéo in vitro, in vivo e ex vivo, que
pode desempenhar um papel importante na patogénese da doenga em humanos (MURTA
et al., 1999; LAMBERTUCCI et al., 2017). Nesse sentido, ha inducdo da atividade
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fagocitica de macrofagos e células dendriticas, 0 que pode aumentar depuracdo do
parasito (CALDAS et al. 2019; MAYA et al. 2007).

Além de sua atividade tripanocida, estudos anteriores indicam também que o BNZ
afeta a sintese de marcadores biolégicos envolvidos na inflamacdo (LAMBERTUCCI et
al., 2017) regulando negativamente a producdo de NO e/ou na produgéo de interferon
(IFN)-y em macrofagos murinos estimulados (PIAGGIO et al.,, 2001). J& em
camundongos knockout para IFN-y e IL-12, a resposta ao tratamento com BNZ foi

reduzida quando comparado com camudongos wild-type (ROMANHA et al., 2002).

2.3.3 - Efeitos adversos

As reacOes adversas do BNZ incluem dermopatias por hipersensibilidade,
disturbios gastrointestinais, polineuropatia periférica, cefaleia, vertigem, fadiga
(possivelmente pela formacdo de metabolitos tdxicos via enzima de metabolismo
hepatico CYP3A) e logo tempo de tratamento, acarretando a uma baixa adesdo/aderéncia
terapéutica (COURA,; DIAS, 2009); (KEENAN; CHAPLIN, 2015).

2.3.4 - Falha terapéutica na fase cronica da DCh

O BNZ ainda ndo é considerado o farmaco ideal para alcancar a cura da DCh em
razao de muitas limitacdes que incluem: variavel resposta terapéutica (cura parasitolégica
em até 80% dos pacientes na fase aguda e 20% na fase crénica da doenca), resisténcia das

varias cepas e clones do parasito e elevada toxicidade.

Essas limitagcfes podem estar relacionadas com propriedades farmacocinéticas
inadequadas do farmaco, como baixa solubilidade e permeabilidade intestinal (LAMAS
et a.l, 2006) (URBINA, 2010); (MOREIRA DA SILVA et al., 2012) em provavel
consequéncia de suas propriedades fisico-quimicas (MAXIMIANO et al., 2010), da
autoinducdo dos seus sistemas de metabolizacdo enzimatica (CYP3A hepatica e GST
intestinal) e/ou transporte (P-gP e MRP2) (PERDOMO et al., 2013). E proposto ser um
composto de classe IV no Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica com base em sua
baixa solubilidade em &gua e coeficiente de particdo (MAXIMIANO et al., 2010).

Ainda assim, o tratamento com BNZ tem sido recomendado em todas as fases da
doenca: fase aguda (0-4 meses apds a infeccdo), fase crénica recente (criangas de 0 a 14
anos, tratadas 4 meses apos a infecgdo) e também tardia. Porém, as taxas médias de cura
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obtidas em ensaios clinicos foram de 97,9% (infeccdo congénita, tratamento realizado de
0 a 6 meses de idade), 71,5% (fase aguda), 57,6% (fase crbnica recente, criangas de 0 a
13 anos) e 5,9% (fase cronica tardia, grande maioria de pacientes entre 15 e 69 anos de
idade) (GUEDES et al., 2011). Esses dados confirmam a falha terapéutica e limitaces
para o tratamento durante a fase crénica sendo este um problema de solugdo complexa

dadas as caracteristicas multifatoriais da doenca.

2.4 - O poder translacional do modelo cdo na DCh

A determinacdo ampla e esclarecedora da farmacocinética do BNZ em modelos
animais é essencial para o entendimento e predi¢do dos seus efeitos farmacolégicos e
toxicoldgicos em estudos futuros e, para tal, diferentes modelos de experimentacao tem
sido utilizados como camundongo, rato, cdo e ovelha (RAAFLAUB, 1980);)
(RAAFLAUB; ZIEGLER, 1979); (WHITE; WORKMAN; OWEN, 1982) ;(WORKMAN
et al., 1984); (MORILLA et al., 2003); (MORILLA; PRIETO; ROMERO, 2005);
(LEONARDI; BOMBARDIERE; SALOMON, 2013); (MARSON et al., 2013);
(ALTCHEH etal., 2014); (DAVANCO; DE CAMPOS; PECCININI, 2015); (SOY et al.,
2015); (DAVANCO et al.,, 2016); (FERNANDEZ; MARSON; RAMIREZ et al.,
2016);(MOLINA et al., 2017) (PERIN et al., 2017).

Ao consultar os dados na literatura, nota-se que, nos trabalhos de farmacocinética
do BNZ utilizando diferentes modelos animais, ha diferencas na dose, via de
administragdo, veiculo utilizado e idade dos animais. Além disso, a farmacocinética pre-
clinica do BNZ ainda é pouco estudada e com resultados pouco esclarecedores
(DAVANCO et al., 2015).

Camundongos Balb/c quando receberam uma dose intraperitoneal de 26 mg/Kg
apresentaram Cmax = 18 pg/mL, Tmax =15-30 min e T1/2 = 93 min; para doses de 78
mg/kg Cméx = 36 pg/mL, Tmax = 15-30 min, T1/2 = 96 min. Para doses de 650 mg/kg
Cmax = 105 pg/mL, Tmax = 60 min e 4,8-5,2% da dose excretada na urina apés 24h. A
razdo concentragdo cérebro/plasma foi de 61-76%. De forma geral, a T1/2 de eliminacao
foi de 90 min independente da dose e a ligacdo as proteinas plasmaticas foi de 38%
(WORKMAN et al.,, 1984). Em experimento semelhante, Walton e cols (1987)
determinaram que 24h apds a administracdo de 650 mg/kg de BNZ 5% do farmaco é
encontrado na urina sendo 3% encontrado como amina (WALTON; WORKMAN, 1987).

Camundongos Swiss, de quatro meses de idade, tratados oralmente com 5 mg de BNZ
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apresentaram Cméx = 151 pg/Kg, Tmax =2,2 he T1/2 = 1,64 h, CL/F= 416,74 ml/h.Kg
e Vd/F =2.112,33 mL/Kg (MOREIRA DA SILVA et al., 2012).

Leonardi e cols (2013), por sua vez, ao tratarem o modelo rato com a dose de 10
mg/kg por via oral relataram Cmax = 665,2 ng/ml; Tmax = 2 h; AUC = 455,7 ng.h/mL,;
Davanco e colaboradores (2015) ao utilizarem o dobro da dose (20 mg/kg) demonstraram
Cmax = 11 pg/mL; Tmax = 1,1 h; T1/2 = 2,7 h; AUCO0-o = 65,6 ng.h/mL; CL/F = 65,9
mL/h e Vd/F = 253,5 mL (DAVANCO et al., 2015).

No modelo cdo, Workman e cols (1984) trataram com as doses de 12,5, 25 e 50
mg/kg pela via oral e observaram uma grande variabilidade entre individuos. De forma
geral, os animais tratados com as doses de 25 e 50 mg/kg apresentaram Cmax entre 38,9-
59,8 ug/mL; Tmax entre 3-5h; T1/2 entre 6-10 h e ligacdo as proteinas de 52-59%. Além
disso, os cdes quando tratados com a dose de 25 mg/kg apresentaram média de 41,5% na
relacdo concentracdo tecido/plasma entre 1 a 4 h (WORKMAN et al., 1984).

Ao contrario do observado na clinica, os experimentos pré-clinicos apresentam variacoes
nos parametros farmacocinéticos sendo, portanto, necessario escolher um modelo animal

que apresente valor translacional de modo a permitir sua extrapolacdo para humanos.

Sendo assim, as evidéncias cientificas revelaram-se Uteis como critério de selecdo
do modelo canino para a investigacdo farmacocinética do BNZ, uma vez que neste
modelo ha semelhanca dos mecanismos imunopatogénicos bem como dos resultados de
eficacia deste farmaco quando comparados a doenca de Chagas humana (DE LANA;
CHIARI; TAFURI, 1992; GUEDES et al., 2002; DINIZ et al., 2010; SANTOS et al.
2012; CHATELAIN & KONAR, 2015; SANTOS et al., 2016; CHATELAIN &
SCANDALE, 2020; DE LANA & GIUNCHETTI, 2021). Apenas WORKMAN (1984)
propds a avaliagdo do perfil farmacocinético do BNZ para o modelo céo, entretanto foi

possivel observar certas limitagdes relacionadas ao desenho de estudo.

Assim como nos humanos, 0s cédes sobrevivem a fase aguda e evoluem para a fase
crénica. Em geral, a forma clinica indeterminada da DCh cronica € facilmente
reproduzida nesta espécie bem como a forma cardiaca, sendo esta Ultima dependente da
cepa utilizada (DE LANA, 2017). Dessa forma, o modelo céo, foco desse trabalho,
apresenta um importante valor translacional e contribuira consideravelmente para este

estudo.
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Por todos as aspectos abordados anteriormente € pertinente afirmar que torna-se
essencial o estudo da influéncia de fatores extrinsecos (propriedades fisico-quimicas,
alimento, interacdo medicamentosa, fitoterapicos e plantas medicinais e etc.) e intrinsecos
(idade, sexo, obesidade, ciclo circadiano, polimorfismo genético, infeccdo aguda e
cronica com diferentes cepas do T. cruzi e etc.) na farmacocinética em diferentes doses
e/ou regimes de dose do BNZ visto que tais influéncias ainda ndo estédo bem estabelecidas
ou ndo ha informac6es na literatura. A partir dessa melhor compreenséo, seria possivel

propor estratégias que busquem otimizar a farmacoterapia da DCh.
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3-JUSTIFICATIVA

Considerando que: (i) a alta variabilidade na eficacia e seguranca do benznidazol
no tratamento padrdo da DCh, especialmente na fase cronica, pode ser devido a
propriedades farmacocinéticas inadequadas; (ii) o benznidazol é o farmaco de
primeira escolha em todo o mundo e o Unico disponivel para o tratamento da DCh no
Brasil; (iii) na infeccdo pelo T. cruzi ha alteragBes nas concentracdes de citocinas; (iv)
ja esta bem estabelecido que citocinas podem alterar a expressdo e a atividade de
enzimas de metabolismo hepético (ex.. CYP 450) e proteinas transportadoras de
membrana (ex.: P-gp), como no céncer, na insuficiéncia cardiaca, nas doengas auto-
imunes (psoriase e esclerose multipla), mas para doencas parasitarias humanas estas
informacdes sdo escassas e restritas, até 0 momento, a malaria e leishmaniose visceral.
O presente estudo propds pela primeira vez compreender se 0 processo inflamatério
da infeccdo pelo T. cruzi é capaz de influenciar a disposicdo cinética do BNZ no
modelo céo, no intuito de contribuir para o delineamento de uma farmacoterapia mais

racional para os pacientes portadores da DCh.
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4 - OBJETIVOS

4.1 - Objetivo Geral

Avaliar a influéncia da infeccdo experimental pelo T. cruzi na farmacocinética do

benznidazol no modelo céo.

4.2 - Objetivos Especificos

VI.

Desenvolver e validar o método de analise do benznidazol em soro de céo;
Avaliar a farmacocinética de dose multipla oral 3,5 mg/Kg/12h de benznidazol
em soro de cdo infectado pelo T. cruzi na fase aguda da doenca;

Avaliar a farmacocinética de dose mdltipla oral 3,5 mg/Kg/12h de benznidazol
em soro de céo infectado pelo T. cruzi na fase cronica da doenca;

Avaliar a influéncia das fases aguda e cronica da doenca de Chagas na
farmacocinética de dose multipla oral 3,5 mg/Kg/12h de benznidazol em soro
canino;

Avaliar as concentragdes séricas de citocinas nos caes nas fases aguda e cronica
da infeccdo pelo T. cruzi;

Determinar a carga parasitaria do T.cruzi em sangue nos caes nas fases aguda e

crbnica da infeccéo.
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5 - Materiais e métodos
5.1 - Aspectos éticos

O protocolo de pesquisa n® 2017/38 foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Ouro Preto-MG (CEUA/UFOP) e,
posteriormente, foi encaminhado para o Centro de Ciéncia Animal da UFOP
(CCA/UFOP) local da realizacéo dos experimentos (Anexo 1).

5 2 - Calculo amostral

O célculo do tamanho amostral foi obtido por meio do programa PS: Power and
Sample Size Calculation, versdo 3.1.2 (2014), empregando 0s parametros
farmacocinéticos do BNZ oriundos de cées sadios tratados com dose Unica do farmaco
(WORKMAM et al., 1984). Nossa hipotese de trabalho foi que as citocinas oriundas dos
processos inflamatorios agudo e crénico, provocados pela infecgdo experimental com a
cepa Berenice-78 do T. cruzi, elevariam em pelo menos 30% a area sob a curva
concentracdo pelo tempo (AUC) do BNZ no modelo cdo. Para o calculo do tamanho
amostral o nivel de significancia foi fixado em 5%, o poder do teste em 80% e a média +
desvio padrdo de AUC do BNZ de 772,75 £ 57,2 pg.h/mL (Figura 2). Vale ressaltar que
pelo histérico de controle do nosso grupo de pesquisa, ja é sabido que a doenca pode
elevar a mortalidade dos animais infectados, para tanto seriam necessarios que, em cada
grupo de tratamento, fossem incluidos mais dois animais, 0 que aumentaria o tamanho
amostral para 6 cées por grupo (n=6), para que no fim do experimento cada grupo fosse

contemplado com no minimo 4 cées.
10

4 __=--—=-'"'""/

2

Tamanho amostral

00 01 02 03 04 05 06 OF 08 09 1.0
Poder do teste

Figura 2 - Grafico do tamanho da amostra em funcéo do poder do teste.
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5.3 — Animais

Foram investigados trinta (33) cdes sem raga definida (SDR) [quinze (15) machos
e dezoito (18) fémeas] com idade entre 04 a 10 meses, e peso entre 10 a 30 kg. Os cées
foram mantidos no canil do Centro de Ciéncia Animal da Universidade Federal de Ouro
Preto (CCA/UFOP), seguindo as diretrizes estabelecidas pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).

5.4 - Inbculo e infecgdo

A obtencéo do indculo com a cepa Berenice-78 do T. cruzi foi realizada no 14°
dia de infeccdo em camundongos Swiss (pico de parasitemia para cepa Be-78), mediante
retirada do sangue do plexo orbital. Em cada passagem, o numero de formas
tripomastigotas foi determinado de acordo com a técnica descrita por Brener (1962). Para
0 seu ajuste foi usado PBS estéril pH 7,2. Ap6s 3 passagens sucessivas, formas
tripomastigotas sanguineas foram obtidas para inoculacdo dos grupos experimentais.

Com a obtencdo dos indculos padronizados, os cdes foram inoculados (infectados
experimentalmente) pela via intraperitoneal com 2.000 tripomastigotas sanguineas da

cepa Be-78 por quilograma de peso corporal.

Apos a confirmacdo da infeccdo, os animais foram avaliados diariamente quanto
aos sinais clinicos e mudancas comportamentais, e a parasitemia realizada diariamente

segundo Brener (1962) até 5 dias depois da primeira negativacao.

5.5 - Protocolo Experimental

O protocolo experimental da presente tese é oriundo do estudo “Influéncia da
doenca de Chagas na farmacocinética e biodistribuicdo do benznidazol, na atividade de
enzimas do sistema citocromo P-450 e do transportador de membrana glicoproteina-P
no modelo cdao”. A seguir é apresentado o delineamento experimental do estudo completo

(Figura 3) e o protocolo experimental utilizado na presente tese (Figura 4).
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33 cédes jovens SRD (10-30Kg)
(n =15 machos e 18 fémeas)

¢
! Ocasiao1 |
leceesaa=s ’

_I wash out

Indculo IP 2000 tripomastigotas/Kg/animal
de cepa Berenice-78 de T. cruzi

wash out f“--l:"-} wash out
1 Ocasiao2
Fase aguda [ Fase crénica ]
(n=10 machos e 6 fémeas) (n=4 machos e 10 fémeas)
) s
{ Ocasido3 |

| _________ -

|
[ Grupo | ] [ Grupo ll ] [ Grupo Il ][ Grupo | ] [ Grupol Il ] [ Grupo Ml l
(n=4) (n=8) (n=6) (n=4) (n=5) (n=5)

L { ocasiio s }—
"7 "wash out

[ Biodistribuigdao e Parasitismo tecidual ]

Figura 3 - Delineamento experimental. Ocasido 1 (Antes da Infeccdo): coleta seriada de
sangue nos tempos 0; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 2; 3; 4; 6; 8; 10 e 12 h para analise Fenotipica e
perfil de citocinas. Ocasido 2 (Apos infeccdo, antes de iniciar o tratamento): coleta
seriada de sangue conforme a Ocasido 1 e carga parasitaria. Ocasiao 3 (Apo6s 10, 30, 40
e 60 dias da administracdo do benznidazol): coleta seriada de sangue conforme a Ocasido
2 e para analise farmacocinética do benznidazol. Ocasido 4 (Apés 30 dias do término do
tratamento com benznidazol): coleta seriada de sangue conforme a Ocasido 2. Wash out:
periodo de 3 a 5 dias entre ocasides.
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19 cées jovens SRD (10-30Kg)
(n =9 machos e 10 fémeas)

I Ocasido1 :
| S J
-l wash out

[ Inoculo IP 2000 tripomastigotas/Kg/animal ]

de cepa Berenice-78 de T. cruzi

|

[ . 1 washout
I

wash out -
I Ocasido

Fase aguda [ Fase cronica
(n=6 machos e 4 fémeas) (n=3 machos e 6 fémeas)
g hY
i Ocasido3 |
| ] e ‘
[ Grupoll ] [ Grupo Il ] Grupo | Grupo Il
(n=4) (n=6) (n=4) (n=5)
S b
! Ocasido4 }

Figura 4 - Protocolo experimental da tese. Ocasido 1 - Antes da Infeccdo: Andlise do
perfil de citocinas IL-10, IL-6, IFN-y e TNF-a. Ocasido 2 - Apoés infecgdo, antes de iniciar
o tratamento: Anéalise do perfil de citocinas (IL-10, IL-6, IFN-y e TNF-a) e de carga
parasitaria. Ocasido 3 - Apos 10, 30, 40 e 60 dias da administracdo do benznidazol:
Anaélise dos parametros farmacocinéticos, analise do perfil de citocinas (IL-10, IL-6, IFN-
v ¢ TNF-a) e de carga parasitaria. Ocasido 4 - Apds 30 dias o término do tratamento com
benznidazol: Andlise do perfil de citocinas (IL-10, IL-6, IFN-y e TNF-a) e de carga
parasitaria.

Todas as amostras do estudo completo foram coletadas e a presente tese incluiu

uma parte dos experimentos de acordo com o protocolo a seguir:

Dez (10) cées foram randomicamente selecionados para compor o grupo Fase
aguda (até 1 més apos infeccdo) e nove (9) caes foram randomicamente selecionados para
compor o grupo Fase crénica (a partir de 12 meses ap0s infeccdo). Para cada fase de
infeccdo os animais foram distribuidos em dois grupos quanto a instituicdo ou ndo do

tratamento com BNZ (Figura 4)
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Fase Aguda (n=10)

e Grupo | ou controle (n=4, 2 machos e 2 fémeas): animais infectados e ndo
tratados;

e Grupo Il (n=6, 4 machos e 2 fémeas): dose multipla oral de 3,5
mg/Kg/12h de BNZ durante 60 dias consecutivos.;

Fase Cronica (n=9)

e Grupo I ou controle (n=4, 2 machos e 2 fémeas): animais infectados e nao
tratados;
e Grupo Il (n=5, 1 macho e 4 fémeas): dose multipla oral de 3,5 mg/Kg/12h
de BNZ durante 60 dias consecutivos.;
O estudo na Fase aguda e Fase cronica foi dividido em 4 ocasibes conforme

descrito a seguir (Figura 4):
- Ocasido 1: Antes da infeccéo;
- Ocasido 2: Ap0s infeccdo, antes de iniciar o tratamento;
- Ocasido 3: Apds 10, 30, 40 e 60 dias da administracdo do BNZ;
- Ocasido 4: Apo6s 30 dias do término do tratamento com BNZ.

Antes, entre e apds cada ocasido do estudo foram realizados exames clinicos
veterinarios e coletadas amostras de sangue para avaliacdo hematoldgica e bioguimica

dos caes de ambas as fases da infeccdo.

Na Ocasido 3, os cdes do Grupo Il da fase aguda receberam o tratamento com
BNZ a partir do primeiro dia de parasitemia patente, confirmada por exame de sangue a
fresco (ESF). Enquanto que os cdes do Grupo Il da fase cronica somente receberam

tratamento com BNZ ap6s 12 meses de infeccéo.

O BNZ utilizado no estudo foi adquirido do Laboratério LAFEPE (comprimidos
de 100 mg). A forma farmacéutica do tipo capsula foi preparada utilizando p6 oriundo de
trituracdo de comprimidos de BNZ para obtencdo de dose individualizada com base no
peso corporal de cada cdo. A manipulacdo das capsulas foi realizada em Farmacia
Magistral (Acurécia Farmacéutica — Mariana-MG; Farmacéutica responsavel — Lorena

Cera Bandeira, CRFMG-16195), ou seja, seguindo Boas Praticas de Manipulacdo em
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Farmécia e Controle de Qualidade. A administragdo do farmaco por via oral foi realizada
com uso de provendas (palatabilizantes), estimulando o reflexo de deglutigdo/tosse pela
compressdo manual do terco médio da traqueia para garantir a ingestdo da capsula. Os
animais nao foram submetidos ao jejum ou restricdo hidrica antes da administracdo dos

farmacos.

Em ambas as Fases de infeccdo foram realizadas o wash out entre todas as
ocasides do estudo. O wash out foi caracterizado por um periodo minimo de 3 a 5 dias
que visou a eliminacdo dos farmacos utilizados no estudo, bem como o restabelecimento

dos animais em experimentacdo, para inicio de uma nova ocasido.

As amostras seriadas de sangue foram coletadas nos tempos 0 (zero); 0,25; 0,5;
0,75;1; 2; 3; 4,6, 8, 10 e 12 horas apds a administracdo do BNZ.

Nas Ocasibes 1, 2, 3 e 4 foram coletadas de todos 0s grupos experimentais das
Fases aguda e crbnica amostras de sangue 2 h ap6s administracdo do BNZ para avaliacdo
das concentragdes séricas das citocinas.

Nas Ocasides 2, 3 e 4 foram coletadas amostras de sangue para quantificacdo da

carga parasitaria.

5.6 - Avaliagao parasitoldgica por exame a fresco

A avaliacdo parasitologica por exame de sangue a fresco foi realizada para
confirmacdo de infeccdo nos animais e determinacéao da fase da infecgcdo. A contagem de
formas tripomastigotas sanguineas foi realizada diariamente a partir do 10° dia apds a
infeccdo até a negativacdo do exame de sangue a fresco por cinco dias consecutivos
(BRENER, 1962). A metodologia de contagem de tripomastigotas consiste em retirar 5
uL (5mm?) de sangue da veia marginal da orelha dos cies, colocar sob uma laminula de
22 x 22 mm e analisar ao microscépio (objetiva de 40x e ocular de 10x) seguido da leitura
de 50 campos aleatorios do microscopio. O nimero de tripomastigotas encontrados deve

ser multiplicado pelo fator de corre¢do do microscépio.
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5.7 - Coleta de sangue e obtencéo das amostras

O método de coleta de sangue utilizado em todo o estudo foi a puncdo da veia
cefalica. A contencdo do animal foi realizada com uso de cordas de algoddo e méos para
amordacar a boca. Apds garrotear a pata dianteira do animal, foi realizada a assepsia do
local a ser puncionado com algoddo embebido em &lcool 70° Gl. Aspirou-se 0 sangue e
apos retirar a agulha, pressionou-se a regido com algoddo umedecido com &gua oxigenada
20 volumes.

Antes, entre e ap6s as Ocasides do estudo foram colhidas amostras de
aproximadamente 10 mL de sangue venoso em seringa ndo heparinizada para avaliagdo
hematoldgica e bioquimica dos cdes. Uma aliquota foi transferida para tubos de 5 mL
com gel ativador de coagulo (Olen®), centrifugada (2500 rpm por 10 minutos a 4°C /
centrifuga refrigerada Eppendorff® modelo 5810r) e armazenada a - 20° C para posterior
andlise bioquimica. A outra aliquota foi transferida para tubos de 5 mL com EDTA K>
(Olen®) para analises hematoldgicas.

As amostras seriadas de sangue para a determinacao das concentracdes séricas do
BNZ, e para a avaliagdo do perfil de citocinas foram coletadas nos tempos pré-
determinados no protocolo experimental (Figura 4). Durante cada coleta foram retirados
5 mL de sangue em seringa ndo-heparinizada e transferidos para tubo com gel ativador
de coagulo (Olen®) previamente identificados, acondicionado em caixa térmica com gelo
e encaminhado para o Laboratério de Imunopatologia (LIMP) do NUPEB/UFOP. As
amostras de soro foram obtidas por centrifugacdo (2500 rpm por 10 minutos a 4° C /
centrifuga refrigerada Eppendorff® modelo 5810r). Todas as amostras foram
armazenadas a - 80° C até o momento da analise.

Para a quantificacdo da carga parasitaria foram coletados 200 uL de sangue
venoso que foi posteriormente transferido para tubos tipo Eppendorf contendo EDTA
onde foram mantidos sob refrigeracdo em geladeira (4 °C) até a extracdo do material

genético realizada no mesmo dia da coleta.

5.8 - Analise hematoldgica e bioquimica no soro canino

A avaliacdo hematologica (Eritrograma e Leucograma completos) e bioquimica
[Alanina Lactato Aminotransferase (ALT), Aspartato Aminotransferase (AST), Gama
Glutamil Transferase (GGT), Creatinina fosfoquinase-CPK (CK-NAC e CK-MB), Uréia
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e Creatinina séricas] dos cées na fase aguda e na fase cronica da infec¢do experimental
pelo T. cruzi foram realizadas no Setor de Bioquimica do LIMP-NUPEB/UFOP, sob a
responsabilidade técnica da farmacéutica Lucia Gomes de Araujo. Justifica-se a
realizacdo desses exames para acompanhamento clinico veterinario, e frente a
possibilidade de que alteragdes nos respectivos 6rgaos/sistemas poderiam influenciar na
farmacocinética do BNZ.

5.9 - Andlise do benznidazol em soro empregando Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia acoplada ao detector de arranjo de diodo (CLAE-DAD)

O método de analise do BNZ em soro empregando CLAE-DAD foi desenvolvido
com base no procedimento analitico anteriormente desenvolvido e validado em plasma

de camundongo (PERIN et al.,2017) pelo nosso grupo de pesquisa.
Solucgdes padrdo e Reagentes

A solucdo estoque de cloridrato de benznidazol (99%, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA) foi preparada na concentracdo de 4000 pg de base livre/mL de acetonitrila
(ACN). A partir dessa solucdo foram realizadas diluigdes para obtencéo das solugdes de
uso, nas concentracdes 2; 4; 10; 20; 100, 200; 400; 500; 1000 e 2000 pug de BNZ/mL de
ACN. A solucdo de omeprazol (padréo interno - PI, 99%, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA) foi preparada na concentracdo de 2000 pg de base livre/mL de ACN e diluida para

200 pug/mL de ACN. Todas as solucbes padréo foram armazenadas a - 20° C.

Os solventes empregados para diluicdo das solucbes padrdo, preparo da fase
movel e das amostras foram obtidos da J. T. Baker (Fairfield, EUA) como grau de

cromatografia.

A agua ultrapura utilizada nos experimentos foi obtida em sistema de purificacdo
Milli-Q Direct 8® (Millipore, Molsheim, Franca).

Analise cromatogréfica

A determinacdo da concentragéo total de BNZ foi realizada por CLAE-DAD. O
sistema CLAE foi constituido por cromatografo da Shimadzu (Kyoto, Japdo) equipado
com bomba LC-20AT, auto injetor modelo SIL-20A HT, forno CTO-20A e sistema
controlador modelo SCL 20A, equipado com detector DAD modelo SPD-M20A
operando a 324 nm.
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Preparo das amostras(Precipitacdo de proteinas)

As amostras de soro branco foram obtidas dos cées incluidos neste estudo. Foram
coletadas amostras de soro de todos os cdes em dias e horéarios distintos (ndo tratados com

BNZ), sendo posteriormente feita a mistura destes soros (pool de soro).

Em tubos conicos de 1,5 mL, aliquotas de 100 pL de soro foram enriquecidas com
5 puL da solugdo de padrao interno (omeprazol). As misturas foram acrescidas com 500
uL de acetonitrila e agitadas por 10 minutos em agitador tipo vortex. A seguir, os tubos
foram centrifugados por 20 minutos a 13.800 rpm. As fases organicas foram transferidas
para tubos conicos de 1,5 mL e evaporadas a vacuo usando evaporador rotatorio. Os
residuos foram reconstituidos com 100 uL da fase mdvel, agitados por 1,5 minutos em
agitador tipo vortex, centrifugados por 5 minutos a 13.800 rpm, e entdo 85 uL do

sobrenadante foram coletados e 20 uL. submetidos a andlise cromatografica.

5.10 - Validacdo do método de analise do benznidazol em soro

O método de analise do BNZ em soro de cdo foi validado de acordo com guia da
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Resolu¢cdo RDC n° 27, de 17 de
maio de 2012) para métodos bioanaliticos, sendo 0s seguintes parametros avaliados:
efeitos matriz e residual, limite de quantificacdo, linearidade, recuperacdo, preciséo,
exatidéo, seletividade e estabilidade.

Curvas de calibracéo em soro

As curvas de calibracdo foram construidas em triplicata utilizando aliquotas de
100 pL de soro branco enriquecidas com 5 uL de cada solugdo padrdo de uso de BNZ e
do P1 e submetidas aos respectivos processos de extracdo descritos anteriormente. Assim,
as concentragdes de BNZ foram de 0,1; 0,2; 0,5; 1; 5; 10; 20; 25; 50 e 100 pg/mL de soro.

As equacdes de regressdo linear e os coeficientes de correlacdo foram obtidos das
razBes das areas dos picos plotadas (padrdo/Pl) em funcdo das respectivas concentra¢es

séricas.
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Limite inferior de quantificacio

O limite inferior de quantificacdo (LIQ) foi estabelecido para BNZ em 0,1 pg/mL
de soro. A partir disso, foram realizadas analises de 10 replicatas destas concentragdes
para verificar se estas se enquadrariam nos valores determinados de precisdo e exatid&o.
O LIQ foi definido como a menor concentracdo sérica analisada com Coeficiente de

variacdo (CV) e erro padréo relativo (EPR) inferiores a 20%.

A linearidade foi definida como a maior concentracdo sérica (limite superior de
quantificacdo) que apresentou relacdo linear com a resposta do detector na situacéo de
inclusdo do LIQ. Foram avaliadas amostras de soro enriquecidas com concentracfes
crescentes de BNZ (em triplicata para cada concentracdo) em relacdo aquelas empregadas
na construcdo das curvas de calibracdo e, a seguir, submetidas aos procedimentos de

extracdo e analise cromatografica.

O método foi considerado linear para BNZ nos intervalos de 0,1 - 100 ug/mL.
Para a aprovacao das curvas, os padrdes de calibracdo deveriam apresentar um desvio de
até 15% e o LIQ um desvio de até 20%. O coeficiente de correlagdo linear deveria ser

igual ou superior a 0,98.
Efeito Residual

O efeito residual foi avaliado com 3 injecGes da mesma amostra branco, sendo
uma antes e duas logo ap06s a injecao de uma amostra processada de matriz adicionada de
BNZ em concentracdo acima da maior concentracdo da curva de calibracdo (200 pug/mL

S0ro).

Os resultados foram comparados com aqueles obtidos de amostras processadas
do LIQ. As respostas de picos interferentes no tempo de retencdo do analito devem ser
inferiores a 20% da resposta do analito nas amostras processadas do LI1Q. As respostas de
picos interferentes no tempo de retencdo do Pl devem ser inferiores a 5 % da resposta do
PI.

40



BANDEIRA, L. C. 2022

Amostras de controle da qualidade em soro

As amostras de controle da qualidade (CQs) consistem em uma amostra de matriz
branco (soro), adicionada de BNZ em concentracdes especificas, usadas para validar e
monitorar o desempenho do método bioanalitico. Existem 4 tipos de amostras de controle
da qualidade: controle da qualidade de baixa concentracdo, média concentracdo, alta

concentragéo e de diluicéo.

O controle da qualidade de baixa concentracdo (CQB) representa uma amostra de
matriz adicionada de uma concentracdo de BNZ até 3 vezes o limite inferior de
quantificacdo (LIQ), ponto mais baixo da curva analitica. O controle da qualidade de
média concentracdo (CQM) representa uma amostra de matriz adicionada de uma
concentracdo de BNZ préxima a média entre o ponto mais alto e o mais baixo da curva.
O controle da qualidade de alta concentracdo (CQA) representa uma amostra de matriz
adicionada de uma concentracdo de BNZ entre 75% e 85% do maior ponto da curva
analitica. O controle da qualidade de dilui¢cdo (CQD) representa uma amostra de matriz
adicionada de uma concentracdo de BNZ acima do ponto méximo da curva analitica. Essa
amostra é utilizada para analisar amostras de cdes que poderiam ultrapassar o limite
superior da curva. Dessa maneira é realizada uma dilui¢do pré-definida tanto do controle

guanto da amostra para posterior processamento e analise.

Considerando o amplo intervalo de concentracGes séricas da curva de calibracgéo,
o controle da qualidade de média concentracao (CQM) foi desmembrado em controle da
qualidade médio alto (CQMA\) e controle da qualidade médio baixo (CQMB). O controle
da qualidade médio alto (CQMA) consiste numa amostra preparada com uma
concentracdo de farmaco entre o ponto mais alto e o ponto médio da curva, e o controle
da qualidade médio baixo (CQMB) representa uma amostra com uma concentracao de
farmaco entre o ponto mais baixo e o ponto médio da curva. Os controles da qualidade
foram preparados nas concentracfes de BNZ de 0,2 (CQB), 1,0 (CQMB), 20 (CQMA),
80 (CQA) e 200,0 (CQD) pg/mL de soro.

Para aprovacdo da corrida analitica, no minimo 67% do total de CQs e no minimo
50% dos CQs de cada concentracdo devem apresentar desvio menor ou igual a 15% em
relacdo aos seus respectivos valores nominais. Os controles da qualidade para analise das

amostras em soro foram armazenados a - 20° C até a anélise.
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Efeito Matriz

Efeito Matriz é um estudo realizado para verificar se h& supressdo ibnica ou
aumento de resposta do farmaco em anélise ou do padrao interno devido a interferéncia
de algum componente endégeno presente na matriz biologica. Para a sua realizacdo foram
utilizadas mistura de amostras de soro de todos os cées incluidos neste estudo. Estas
amostras foram coletadas em dias e horarios distintos (incluindo amostras hemolisadas),
no intuito de aumentar a variabilidade na qualidade do soro, uma vez que néo foi possivel
obter especificamente 4 amostras de plasma normal, 2 lipémicos e 2 hemolisados, como
recomendado pela ANVISA. Os soros foram processados de acordo com o descrito em
“Preparo de amostras”. O Pl e 0 BNZ foram acrescentados apds o processamento, nas
mesmas concentracdes das amostras de CQB (0,2ug de BNZ/mL de soro) e CQA (80ug
de BNZ/mL de soro). Para cada amostra foi calculado o fator de matriz normalizado por
Pl (FMN), conforme a equacao a seguir:

FMN — (resposta do analito em matriz) /(resposta do PI em matriz)

~ (resposta do analito em solucio) /(resposta do PI em solugiio)

O coeficiente de variacdo (CV) dos FMNs relativos a todas as amostras deve ser

inferior a 15%. O CV é expresso em porcentagem e calculado conforme a equacéo abaixo:

Desvio padrao

x 100
Média

Recuperacgéo

A recuperacgdo foi avaliada em quintuplicata em amostras de soro enriquecidas
com solugdes padrdo CQB e CQA de BNZ. As amostras foram analisadas como acima
descrito e a recuperacgéo calculada por meio da comparacéo direta das areas dos picos das
amostras extraidas com as areas dos picos obtidos de solugcbes padrdo adicionadas a

extratos de soro branco.
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Precisao e exatiddo

O estudo de preciséo é dividido em precisao intracorrida e precisdo intercorridas.
Foram utilizadas amostras de CQD, CQA, CQMA, CQMB, CQB e o LIQ em soro de
acordo com o descrito em “Amostras de controle da qualidade”. As solugdes preparadas
em soro foram armazenadas a - 20° C até a analise. Para o estudo de precisao intracorrida
analisou-se 5 replicatas de cada controle da qualidade e uma curva de calibragdo. O estudo
de preciséo intercorridas foi composto por analises realizadas em 3 dias diferentes. Para
que o método seja considerado preciso, o coeficiente de variacdo entre os CQs de mesmas
concentracdes deve ser igual ou inferior a 15%, exceto o LIQ, que aceita um CV de até
20%. O estudo de exatiddo intracorrida e intercorridas foi realizado da mesma maneira
que o estudo de precisdo, porém o seu célculo é baseado no Erro Padrdo Relativo (EPR),
obtendo entdo valores de até 15% do valor nominal, exceto para o LIQ, que aceita um

EPR de até 20% do valor nominal. O EPR é calculado conforme a equacéo a seguir:

Concentracdo média experimental — Concentracio tedrica
EPR = 4 P 4 x 100
(Concentracgdo teodrica)

Estabilidade

Foram avaliadas as estabilidades apos ciclos de congelamento e descongelamento,
pOs-processamento e estabilidade de curta duracdo. Para a avaliacdo da estabilidade do
BNZ foram utilizados os controles da qualidade CQB e CQA.

Para verificar a estabilidade em ciclos de congelamento e descongelamento, os
controles da qualidade foram congelados a - 20° C por 24 h, a seguir foram descongeladas
e congeladas novamente por 24 h, repetindo-se esse processo até o terceiro ciclo de

congelamento quando foram extraidas e analisadas.

Para a avaliacdo da estabilidade pds-processamento, os controles da qualidade
passaram pelo processo de extracdo e, em seguida foram mantidos no auto-injetor a 21° C

por 24 horas antes da inje¢cdo no sistema cromatogréfico.
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Para a avaliacéo da estabilidade de curta duragéo os controles da qualidade foram
mantidos na bancada do laboratério em temperatura ambiente por 4 horas. Apds esse

periodo, as amostras foram extraidas e analisadas.

Os resultados das andlises dos controles da qualidade foram comparados com
aqueles obtidos apds analise das amostras recém-preparadas (valor nominal), sendo

expressos em porcentagem de desvio, e devendo estar dentro de + 15 % do valor nominal.

5.11 - Anélise farmacocinética do benznidazol

Os parametros farmacocinéticos do BNZ foram calculados a partir das
concentragOes séricas ao longo do tempo de 12 h de coleta das amostras empregando o

software Phoenix 64 / WinNonLin versio 7.0 (Pharsight, Certara™ Company).

Foram avaliados os seguintes parametros de exposicao: Cmax (concentracdo sérica
maxima), Tmax (tempo para alcangar Cmax), Cmin (cOncentracéo sérica minima), AUCo.12
(&rea sob a curva concentracdo sérica versus 12h), t¥el (meia-vida de eliminagdo), Css
(concentracdo no estado de equilibrio), Vd/F (volume de distribui¢do aparente no estado
de equilibrio), CL/F (clearance total aparente no estado de equilibrio), Kel (constante de
velocidade de eliminacdo), Flutuacdo (diferenca entre concentracdo plasmatica maxima

e minima comparada com a concentracdo plasmatica média em um intervalo del12h).

5.12 - Anélise estatistica

Os testes estatisticos foram realizados com auxilio do software R: A language and
environment for statistical computing, versdo 3.4.3 (R foundation for statistical
computing, Viena, Austria, 2014) para obtencdo da mediana e intervalo interquartil 25-
75% (1Q 25-75%), com nivel de significancia fixado em 5%.
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5.13 - Pesquisa de citocinas séricas pela ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay)

A ELISA foi realizada segundo protocolo apresentado na bula do kit da R&D
Systems para pesquisa de IL-6, IFN-y, IL-10 e TNF-a e para tal foram necessarias as
seguintes solugdes: solucdo de lavagem (PBS 1x pH 7,4 + TWEEN 20 - 1L de PBS +
500uL de TWEEN 20), diluente ou solugéo de bloqueio (PBS 1x, pH 7,4 + 1%BSA),
solugéo de parada (H2SO4 1M), solucéo de dilui¢io de anticorpo de captura (PBS 1x,
pH 7,4 estéril) e solucdo de diluicdo recombinante / solucdo dilui¢do biotinilado (PBS
1x, pH7,4 + 1% BSA).

Inicia-se com a diluicdo do anticorpo de captura para a concentracao de uso em
PBS 1x. Adiciona-se 50 pL do anticorpo de captura diluido na placa de 96 pocos

(MAXxiSorp NUNC). Selar a placa e incubar overnight na temperatura ambiente.

Lavar a placa com a solucdo de lavagem PBS+Tween por trés vezes e secar a
seguir. Bloguear a placa com 200-300 uL do reagente diluente em cada poco e incubar
em temperatura ambiente no tempo de 1 hora. A seguir, faz-se novamente o processo de

lavagem e secagem até que se complete 3 vezes.

Para a realizacdo do ensaio adiciona-se 50 pL da amostra deixando incubar por 2
horas a temperatura ambiente (selar a placa). Proceder com a lavagem e secagem da placa
como ja descrito. Inserir 50 pL do anticorpo de deteccdo diluido no reagente diluente e

incubar por 2 horas a temperatura ambiente. Realizar nova lavagem e secagem da placa.

Posteriormente, adicionar 100 pL da Streptavidin-HRP diluida em cada pogo,
cobrir a placa, proteger da luz e incubar por 20 minutos em temperatura ambiente. Lavar
e secar e apos, adicionar 100 pL da solucéo de substrato (TMB) e incubar por 20 minutos

na temperatura ambiente. Proteger da luz

Adicionar a solucdo de paragem em cada poco e realiza-se a leitura da placa no

leitor de ELISA no comprimento de onda de 450 nm.

Os testes estatisticos foram realizados utilizando o  software
GraphPad Prism 8 (Prism Software, Irvine, CA, USA).
Foi realizado o teste de Kolmogorov-Smirnov para confirmar os padrbes de
normalidade. Para os dados classificados como ndo-paramétricos foi realizada a anéalise

de Mann-Whitney (entre a fase aguda e cronica) ou de Kruskal-Wallis seguida pelo teste
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de Dunns (entre os grupos em uma mesma fase da infec¢do). Foram consideradas

significativas as diferencas entre médias com valores de p < 0,05.

5.14 - Quantificacdo da carga parasitaria por qPCR

Extracdo sangue

As amostras foram submetidas aos procedimentos de extracdo do DNA utilizando

o kit DNeasy® Blood and Tissue Kit (Qiagen®, Hilden, Alemanha), seguindo as

recomendacdes do fabricante: 100 pL de sangue foram transferidos para tubos de 1,5 mL,
posteriormente, foram adicionados 20 pL de Proteinase K (Sigma-Aldrich®, USA), 100
uL de PBS (Phosphate Buffered Saline) estéril e 200 uL de Tampédo AL. As amostras
foram homogeneizadas com o auxilio do vortex (Certomat MV, B. Braun Biotech
International, EUA) por 10 s e incubadas em banho seco a 56 °C por 10 min (Accublock
Digital Dry Bath / Labnet). Apos este periodo, foram adicionados 200 pL de etanol (96-
100 %) as amostras que foram novamente homogeneizadas e logo apds transferidas para
a coluna DNeasy Mini colocada sobre um tubo coletor. Esse conjunto foi centrifugado
por 1 min a 6.000 x g (Microcentrifuga Eppendorf® Modelo 5418, NY, USA). Foi

descartado o tubo coletor e colocada a coluna DNeasy Mini sobre um novo tubo coletor.

Em seguida, foram adicionados 500 pL de Tampdo AW1 seguido de
centrifugagéo por 1 min a 6.000 x g. Foi descartado o tubo coletor, colocada a coluna
DNeasy Mini sobre um novo tubo coletor, adicionado de 500 puL de Tampao AW2
seguida de centrifugacdo as amostras por 3 min a 20.000 x g. Novamente foi descartado
0 tubo coletor e a coluna DNeasy Mini transferida para um tubo tipo Eppendorf. O DNA
foi eluido adicionando 30 pL de Tampédo AE na coluna DNeasy Mini e centrifugando o
conjunto por 1 min a 6.000 x g (procedimento realizado duas vezes). Por fim, foi
realizada a dosagem do DNA em nanoespectrofotbmetro (NanoDrop 2000, Thermo
Scientific, EUA) e ap6s a dosagem as amostras armazenadas a - 20 °C e foram mantidas

nessas condi¢des até 0 momento da anélise.

Curva padrdo e determinacao da carga parasitaria por g°PCR

Inicialmente foi preparada uma curva padréo para que seja possivel determinar o
numero de copias do DNA do parasito. Neste sentido, utiliza-se epimastigotas do T. cruzi
(cepa Y) cultivadas em meio de cultura LIT (Liver Infusion Triptose), ate atingir o nUmero

de 1 x 108 parasitos.
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A quantidade de parasitos foi determinada realizando-se a contagem em camara
de Neubauer e apds a extragdo de DNA da massa de epimastigotas, foi construida a curva
padrdo. Apoés eluicdo do pellet de DNA extraido em 100 mL de agua ultra pura
autoclavada, a concentracdo final foi de 10° parasitos/mL, considerando a extragio
aproximadamente 100 % eficiente. A concentracdo e a pureza do DNA extraido foram
determinadas em nanoespectrofotdmetro (NanoDrop 2000, Thermo Scientific, EUA) nos
comprimentos de onda de 260/280 e 260/230 nm, e posteriormente foram realizadas
diluicdes seriadas de 10x, com obtencéo de sete pontos, de 10° a 1 parasito, utilizados na
curva. A curva padrdo foi utilizada como referéncia e acrescentada a todas as placas em
triplicata.

As reacdes de qPCR foram realizadas em placas de 96 pogos - MicroAmp®Optical
96 - Well Reaction Plate (Applied Biosystems by Life Technologies, EUA), seladas com
adesivos opticos- Optical Adhesive Covers (Applied Biosystems by Life Technologies,
EUA) em termociclador ABI Prism 7500 Sequence Detection System (Applied
Biosystems, EUA). Foram utilizados apenas os resultados das reacdes nas quais a curva
padrdo teve eficiéncia entre 90 — 100 % e obteve valores satisfatdrios de coeficiente de
linearidade (r> = 0,95 — 0,999).

As amostras da curva padrdo foram consideradas controles positivos e 0s pocos
nos quais foi adicionada agua livre de nucleases (sem adicdo de DNA) foram
considerados 0s controles negativos bem como as amostras do grupo CNI que foram
submetidas a reacdo com os iniciadores especificos do T. cruzi para controle de reacéo
inespecifica.

Os iniciadores para o DNA do T. cruzi foram: TCZ - F 5 -
GCTCTTGCCCACAMGGGTGC - 3, em que M = A ou C, e TCZ - R 5" -
CCAAGCAGCGGATAGTTCAGG - 3'; os quais amplificam um fragmento de 182 pb
do parasito (Cumming e Tarleton, 2003). As reacdes foram realizadas em duplicata, sendo
utilizados 10 ng de DNA gendmico, cinco pLL de SYBR Green PCR Mastermix (Applied
Biosystems), dois pL dos iniciadores e agua livre de nucleases em quantidade suficiente
para totalizar um volume final de 10uL por pogo. Simultaneamente, na mesma placa, foi
realizada a amplificacdo do gene GAPDH. Este foi utilizado para verificar a integridade
do DNA analisado, uma vez que € expresso de forma constitutiva no modelo animal
avaliado.

Para a amplificacdo do gene Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH),
serdo utilizados os pares de iniciadores: 5> TTCCACGGCACAGTCAAG 3’ e reverso:
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5> ACTCAGCACCAGCATCAC 3°, que amplificam um fragmento de 115pb (acesso no
GenBank: AB038240). Durante as rea¢des, as amostras inicialmente foram submetidas a
processo de desnaturacdo a 95 °C por 10 minutos, e em seguida por 40 ciclos a 95 °C por
15 segundos e 63 °C por 1 minuto.

A quantidade de copias de DNA em cada amostra foi determinada a partir de uma
regressdo linear utilizando os valores do Ct das amostras da curva padrdo, sendo
consideradas negativas as amostras com Ct acima do Ultimo ponto da curva. Os resultados

foram expressos pelo nimero de parasitos/mL de sangue.
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6 - RESULTADOS

6.1 - Protocolo experimental

Considerando que a presente tese € parte dos experimentos do delineamento do estudo
completo (Figuras 3 e 4), fez-se necessario descrever os resultados do protocolo
experimental como um todo para melhor compreensdo e adequabilidade dos dados
obtidos.

Para garantir a higidez dos cdes, antes de iniciar o protocolo e entre cada fase do
estudo, foram realizados exames clinicos veterinarios além de andlises bioquimicas e

hematoldgicas.

Os animais que compuseram as avaliacOes da fase aguda e cronica foram inoculados
pela via intraperitoneal, 2.000 formas tripomastigotas sanguineas da cepa Berenice — 78

do T. cruzi para cada quilo de peso corporal do animal.

Iniciou-se com a infeccdo dos animais destinados ao estudo de fase cronica devido a
necessidade de aguardar o periodo de 12 meses de evolucdo da doenca para a posterior
avaliacdo dos objetivos propostos. A confirmacao da infeccéo foi realizada a partir do 10°
dia de infeccdo por meio do exame de sangue a fresco com taxa de infectividade de 100
%. A taxa de mortalidade foi de 18% no estudo completo da fase cronica (n=3, 1 Macho,
2 Fémeas) e o Gbito dos animais ocorreu com 2, 4 e 7 meses de infec¢cdo. Os demais
alcancaram o periodo estabelecido no protocolo sendo entdo distribuidos em 2 grupos
experimentais, sendo o Grupo | como infectado e ndo tratado e o Grupo Il como infectado
e tratado com dose multipla de 3,5 mg de BNZ/Kg/12h

Os animais incluidos no Grupo Il na fase crénica da infeccdo toleraram o tratamento
durante o protocolo experimental sem apresentarem nenhum efeito adverso clinicamente
relevante. Além disso, todos animais mostraram resultados de exames dos parametros
hematologicos e bioquimicos dentro dos limites da normalidade para as fungdes renal,

hepaética, cardiaca e muscular.

Em relacdo a fase aguda da doenca, a confirmacdo da infeccédo foi realizada a partir
do 10°dia de infeccdo por meio do exame de sangue a fresco com taxa de infectividade
foi de 100%. A taxa de mortalidade foi nula. Os cées foram entdo distribuidos nos 2

grupos experimentais (Grupo | e Grupo I1I).
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Os caes incluidos no Grupo Il na fase aguda também toleraram o protocolo
experimental sem apresentarem nenhum efeito adverso clinicamente relevante. Todos
animais também mostraram resultados de exames dos parametros hematologicos e
bioquimicos dentro dos limites da normalidade para as funcdes renal, hepética, cardiaca
e muscular.

O peso dos animais foi acompanhado ao longo do tratamento nos tempos 0(zero) e
apo6s 10, 40 e 60 dias de administracdo do BNZ ndo sendo observadas diferencas

significativas entre grupo Grupo | e Grupo II, em ambas as fases da doenca (Figura 5).

Fase aguda Fase cronica
309 30~ .
-~ Grupo | (Infectado e n&o tratado)

25 25 -= Grupo Il (DM 3,5mg/kg/12h)
G) G
< <
o 204 o 204
[%] %]
O] ]
o o

154 15—

10 T T T T 10 T T T T

TO 10DT 40DT  60DT T0 10DT  40DT 60DT

Figura 5 - Peso médio dos cées infectados pela cepa Be-78 do T. cruzi na fase aguda e
na fase cronica da doenca de Chagas, tratados ou ndo com dose mdltipla de 3,5mg de
BNZ/Kg/12h/60 dias. As linhas representam as médias e as barras o I1C 95%.

6.2 - Método

Analise do benznidazol em soro

O presente estudo apresenta pela primeira vez, a analise do benznidazol em soro
utilizando CLAE-DAD.

Com base nas propriedades fisico-quimicas do BNZ e na literatura, foram
realizados testes de abordagem direta com a coluna analitica C1s (Phenomenex®, Gemini-
NX, 150mm x 4,6mm x 5um), no modo de fase reversa. Fases moveis com diferentes
proporcdes da mistura agua:acetonitrila foram empregadas variando-se a temperatura (30

a 45°C) e vazéo (0,7 a 1,2 mL/min). Ja o detector DAD operou a 324 nm, pois neste

50



BANDEIRA, L. C. 2022

comprimento de onda, observou-se uma regido de maior absortividade molar e
seletividade para uma solucgéo de BNZ na concentragdo de 100 pg/mL.

Dentre todas as condi¢des experimentadas com a coluna acima citada, a fase
movel constituida de mistura de agua:acetonitrila (65:35, v/v) na vazdo de 1 mL/min,
temperatura de 40 °C e tempo de corrida cromatografica de 5 minutos, foi a eleita para o

estudo. Os cromatogramas obtidos das anélises do BNZ em soro estdo apresentados na
figura 6.
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Figura 6 - Cromatogramas referentes as analises do BNZ em soro canino. (A) Soro
branco; (B) Soro branco enriquecido com 5 pg de BNZ/mL; (C) Soro de cdo ap6s 6 h de
administracao de dose mdaltipla de 3,5 mg/Kg/12h de BNZ. Picos: 1- BNZ; 2- omeprazol
(PI).

Validacio do método de analise do benznidazol em soro

A validacao da metodologia analitica desenvolvida para este trabalho foi realizada
de acordo com as normas da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2012)
e os resultados obtidos na validacdo do método de andlise do BNZ em soro estdo
apresentados na Tabela 1.

O metodo néo apresenta efeito matriz e os coeficientes de variagdo entre todos 0s
FMNSs foram inferiores a 15% (Tabela 1).
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As curvas de calibragdo construidas empregando as razfes de areas versus
concentragdo apresentaram linearidade em um intervalo de 0,1-100 pg de BNZ /mL de

soro com coeficientes de correlacao linear superiores a 0,99 (Tabela 1).

Os coeficientes de variacdo e os erros padrdo relativos obtidos nos estudos de
precisdo e exatidao intra e intercorridas em soro (Tabela 1) foram inferiores a 15%.

Os valores da recuperacdo do método de extracdo do BNZ (extracdo liquido-
liquido) com acetonitrila foram de aproximadamente 90% para 0 BNZ. Na&o foi

apresentado efeito residual de acordo com os procedimentos descritos.
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Tabela 1 - Parametros de validagdo do método de andlise do benznidazol em soro.

Parametro BNz
Efeito Matriz (CV%o) 7,83
Linearidade (ug/mL) 0,1-100,00
Equacdo da reta y=3,35643x - 0,01370
Coeficiente de correlagéo linear r=0,9999
Limite de Quantificacdo (ug/mL) 0,1
Precisdo (CV%, n=10) 7,63
Exatiddo (EPR%, n=10) 0,80
Precisdo Intercorridas (CV%b)

LIQ (n=5) 5,56
CQB (n=5) 4,54
CQMB (n=5) 5,25
CQMA (n=5) 8,52
CQA (n=5) 10,41
Precisdo Intra-Corridas (CV%)

LIQ (n=5) 3,14
CQB (n=5) 5,18
CQMB (n=5) 7,58
CQMA (n=5) 9,01
CQA (n=5) 9,25
Exatid&o Intercorridas (EPR%b)

LIQ (n=5) 5,00
CQB (n=5) 3,47
CQMB (n=5) 6,25
CQMA (n=5) 7,77
CQA (n=5) 8,90
Exatiddo Intra-corrida (EPR%b)

LIQ (n=5) 8,00
CQB (n=5) 1,00
CQMB (n=5) 7,53
CQMA (n=5) 9,05
CQA (n=5) 10,50

Coeficiente de variacdo (CV) [(Desvio padrdo/média) x 100]; Erro Padrdo Relativo
(EPR)= [(Cexperimental-Cnominal)/Cnominai] X 100. L1Q: limite inferior de quantificacdo; CQB:
controle da qualidade de baixa concentragdo; CQMA: controle da qualidade médio alto;
CQMB: controle da qualidade médio baixo; CQA: controle da qualidade de alta
concentragéo
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A estabilidade do BNZ em soro foi garantida durante trés ciclos de congelamento
e descongelamento em dias distintos, durante 4 h em temperatura ambiente e apds o
processamento durante 24 h no auto-injetor a 21 °C, ja& que foram revelados desvios
inferiores a 15 % (Tabela 2).

Tabela 2 - Estudo de estabilidade do benznidazol em soro.

Estabilidade %Desvio

Pos 3 ciclos de congelamento e descongelamento

CcQB 0,5
CQA 8,55
Pos-processamento (24 horas)

CcOoB 0,9
CQA 14,89
Curta duracao (4 horas)

CoB 0,3
CQA 12,32

% desvio= porcentagem de desvio da média das concentra¢Bes obtidas com relagdo ao
valor nominal ou % desvio = [(Cexperimental-Cnominal)/ Cnominat]X 100. CQB: controle da
qualidade de baixa concentracdo; CQA: controle da qualidade de alta concentracao

Disposicdo cinética do benznidazol

O método de analise do BNZ em soro foi aplicado no estudo da disposi¢do cinética
do farmaco apos tratamento com dose mdaltipla oral de 3,5 mg/Kg/12h (Grupo 1), por 60
dias, em cdes SRD, nas fases aguda e cronica da infeccdo experimental pela cepa Be-78

do T. cruzi.

Na ocasido 3, as coletas seriadas foram realizadas apds 10, 30, 40 e 60 dias de
tratamento (dt) com BNZ e a analise estatistica realizada entre os tempos de coleta citados

e, quando agrupados, entre as fases aguda e cronica.

Os parametros farmacocinéticos do BNZ foram obtidos a partir de um modelo néo-
compartimental e comparados aos resultados obtidos do estudo de Pinto e cols (2020) para
cdes sadios (Dados histéricos ainda ndo publicados do nosso grupo de pesquisa). As

concentragOes séricas investigadas foram quantificadas até o ultimo tempo de coleta
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planejado no protocolo, ou seja, 12h ap6s administracdo de dose oral de 3,5 mg/Kg de

BNZ.

A curva de concentracdo plasmaética versus tempo (Figura 7) e os parametros
farmacocinéticos do BNZ 10, 30, 40 e 60 dias ap6s a administracdo na fase aguda (Tabela

3) e na fase cronica (Tabela 4) da infeccao experimental pela cepa Be-78 do T. cruzi séo

apresentados a seguir.
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Figura 7 - Curvas de concentracdes séricas versus tempo do BNZ administrado apos 10,
30, 40 e 60 dias de dose mdaltipla oral de 3,5 mg/Kg/12h em cdes SRD, na fase aguda
(n=6) e cronica (n=5) da infeccdo experimental pela cepa Be-78 do T. cruzi. As linhas
representam as medianas dos valores observados e as areas hachuradas representam os
valores de 1Q 25-75 %; FA: Fase aguda; FC: Fase cronica.
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Tabela 3 - Parametros farmacocinéticos do benznidazol administrado ap6s 10, 30, 40 e 60 dias de dose multipla oral de 3,5 mg/Kg/12h (10, 30,
40 e 60 dt) em cédes SRD, na fase aguda (n=6) da infeccdo experimental pela cepa Be-78 do T. cruzi. Os valores estdo expressos como mediana
(1Q25-75%).

Parametro (unidade) Sadios

Fase Aguda
10dt 30dt 40dt 60dt

AUCo-12 (ug.h/mL)

90.39 (79.65 — 101.13)

99.94 (79.89 — 120.98)

64.21 (55.51 — 77.75)

99.03 (88.97 — 99.57)

82.04 (77.03 — 96.52)

CLss (L/h) 0.84 (0.70 — 0.98) 0.84 (0.70 — 1.06) 1.31(1.08 - 1.51) 0.85 (0.84 — 0.95) 1.03 (0.87 — 1.09)
Vdss (L) 17.34 (10.33 — 24.34) 14.53 (11.83 — 16.50) 19.21 (12.25 - 33.09) 14.75 (7.45 — 22.35) 12.24 (10.77 - 16.31)
Tmax (h) 3.16 (2.11- 4.20) 2.5 (2.00- 3.75) 4.00 (3.25 — 4.00) 2.00 (1.25 — 3.50) 2.00 (2.00 - 2.75)

t,. M 11.55 (8.66 — 17.32) 11.18 (9.71 — 12.68) 14.59 (7.56 — 17.61) 11.12 (5.61 - 18.79) 8.71 (8.16 — 10.90)
Cmax (Hg/mL) 9.70 (8.51 — 10.88) 11.48 (9.67 — 16.77) 8.10 (7.36 — 9.75) 12.35 (11.54 — 12.77) 8.97 (7.91 - 10.60)
Css (g/mL) 7.70 (6.69 — 8.71) 8.32 (6.66 — 10.08) 5.35 (4.62 — 6.48) 8.25 (7.41 — 8.30) 6.84 (6.42 — 8.04)

Cmin (pg/mL)
Flutuacao (%)
Kel (h?)

5.86 (4.80 — 6.91)
50.95 (38.64 — 63.26)
0.06 (0.04 — 0.08)

5.12 (3.79 - 5.68)
93.23 (76.79 — 120.39)
0.06 (0.05 — 0.07)

2.76 (2.50 — 3.06)
107.75 (71.74 — 126.52)
0.05 (0.04 — 0.09)

5.58 (3.60 — 5.74)
95.06 (81.40 — 109.08)  74.86 (66.89 — 87.78)
0.08 (0.04 - 0.12) 0.08 (0.06 — 0.09)

Cmax: CONcentracdo sérica maxima; Tmax: tempo para alcancar Cmax; AUCo.12: &rea sob a curva concentragdo sérica versus 12h; t%el: meia-vida de
eliminacdo; Css: concentracdo no estado de equilibrio VVd/F: volume de distribuicdo aparente no estado de equilibrio; CL/F: clearance total aparente
no estado de equilibrio; Kel: constante de velocidade de eliminacdo; Flutuacdo: diferenca entre concentracdo plasmatica maxima e minima
comparada com a concentracdo plasmatica média em um intervalo del2h.

4.32 (3.45 — 4.49)
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Tabela 4 - Parametros farmacocinéticos do benznidazol administrado apos 10, 30, 40 e 60 dias de dose multipla oral de 3,5 mg/Kg/12h (10, 30,
40 e 60 dt) em cé@es SRD, na fase cronica (n=5) da infecgéo experimental pela cepa Be-78 do T. cruzi. Os valores estdo expressos como mediana

(1Q25-75%).

Parametro Sadios Fase cronica
(unidade)
10dt 30dt 40dt 60dt
AUCon (ug.h/mL) 90,35 (79.65— 101.15) 169.13 (83.45 - 190.10)  142.25 (125.92 — 216.83)  153.08 (126.91 — 196.43) 148.13; il;;.m -

CLss (L/h)
Vdss (L)
Tmax (h)
t (0

1/2el
Cmax (ug/mL)
Css (ug/mL)
Cmin (pg/mL)
Flutuacao (%)
Kel (h)

0.84 (0.70 — 0.98)
17.34 (10.33 — 24.34)
3.16 (2.11- 4.20)

11.55 (8.66 — 17.32)

9.70 (8.51 — 10.88)
7.70 (6.69 — 8.71)
5.86 (4.80 — 6.91)
50.95 (38.64 — 63.26)
0.06 (0.04 — 0.08)

0.50 (0.44 — 1.00)
10.80 (8.61 — 11.94)
6.00 (4.00 — 8.00)
7.98 (7.23 - 10.87)

19.24 (10.64 — 21.38)
14.09 (6.95 — 15.84)
8.34 (2.06 — 10.72)

92.47 (92.30 — 141.44)

0.09 (0.07 — 0.10)

0.59 (0.39 — 0.67)
11.84 (9.56 — 13.68)
2.00 (1.00 — 2.00)
16.06 (15.25 — 17.11)

0.55 (0.43 — 0.66)

8.02 (6.32 — 9.34)

3.00 (3.00 — 4.00)
10.66 (8.46 — 12.68)

27.58 (18.29 — 44.82)
11.85 (10.49 - 18.07)
8.97 (8.15 — 12.39)
78.62 (70.99 — 422.96)
0.043 (0.041 — 0.045)

17.65 (17.48 — 22.00)
12.76 (10.58 — 16.37)
8.10 (4.76 — 12.81)
73.48 (73.03 — 121.86)
0.07 (0.06 — 0.09)

0.57 (0.49 — 0.67)
6.02 (5.69 — 6.10)
3.00 (2.00 — 3.00)
7.91 (6.21 — 8.06)

16.24 (14.80 — 17.65)
12.37 (10.43 — 14.30)
5.84 (5.72 - 9.13)
77.33 (59.57 — 85.06)
0.09 (0.09 — 0.11)

Cmax: CONcentracao sérica maxima; Tmax: tempo para alcancar Cmax; AUCo.12: area sob a curva concentragéo sérica versus 12h; t%el: meia-vida de
eliminacdo; Css: concentracdo no estado de equilibrio VVd/F: volume de distribuicdo aparente no estado de equilibrio; CL/F: clearance total aparente
no estado de equilibrio; Kel: constante de velocidade de eliminacdo; Flutuacdo: diferenca entre concentracdo plasmatica maxima e minima

comparada com a concentracdo plasmatica média em um intervalo del2h.
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Figura 8 - Box plot da influéncia da infeccdo experimental pela cepa Be-78 do T. cruzi, em cdes SRD, nos parametros farmacocinéticos do BNZ
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administrado apds 10, 30, 40 e 60 dias em dose multipla oral de 3,5 mg/Kg/12h nas fases aguda (n=6) e cronica.
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A curva de concentracdo plasmatica versus tempo e 0s parametros
farmacocinéticos referentes aos resultados agrupados por fase da infec¢éo encontram-se,
respectivamente, nas figuras 9 e 10 e na tabela 5.
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Figura 9 - Curvas de concentracdes séricas versus tempo do BNZ administrado em doses
multiplas de 3,5 mg/Kg/12h via oral em cées SRD, sadios (n=8) e na fase aguda (n=6) e
crénica (n=5) da infeccdo experimental pela cepa Be-78 do T. cruzi. As linhas
representam as medianas dos valores observados e as areas hachuradas representam os
valores de 1Q 25-75 %.
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Tabela 5 - Pardmetros farmacocinéticos do benznidazol administrado em dose multipla oral de 3,5 mg/Kg/12h, por 60 dias, em cdes SRD, nas
fases aguda (n=6) e crénica (n=5) da infeccdo experimental pela cepa Be-78 do T. cruzi. Os valores estdo expressos como mediana (1Q25-75%).

Parametro (unidade) Sadios Infectados
Fase aguda Fase cronica
AUCo-12 (ug.h/mL) 90.39 (79.65 — 101.13) # 84.98 (74.20 — 99.92) ° 150.76 (123.07 — 196.56)
CLss (L/h) 0.84 (0.70 - 0.98) * 0.99(0.84 -1.13) ° 0.56 (0.43 — 0.68)
Vdss (L) 17.34 (10.33 - 24.34) *# 13.92 (10.80 - 20.36) ° 9.20 (6.04 — 10.93)
Tmax (h) 3.16 (2.11- 4.20) 2.50 (2.00 — 4.00) 3.00 (2.00 — 6.00)
LIPS (h) 11.55 (8.66 — 17.32) 10.30 (7.83 — 15.38) 9.09 (7.19 — 15.22)
Cmax (ug/mL) 9.70 (8.51-10.88) * 10.55 (8.37 — 12.20) ° 17.97 (16.08 — 23.11)
Css (ug/mL) 7.70 (6.69 — 8.71) * 7.08(6.18 -8.32) ° 12.56 (10.26 — 16.37)
Cmin (ug/mL) 5.86 (4.80 — 6.91) 432 (2.77-5.72) ° 8.25 (4.48 — 11.68)
Flutuago (%) 50.95 (38.64 — 63.26) 90.26 (70.90 — 125.10) 81.84 (68.14 — 126.76)
Kel (h?) 0.06 (0.04 — 0.08) 0.07 (0.05 - 0.09) 0.08 (0.05 - 0.10)

Cmax: CONncentragao sérica maxima; Tmax: tempo para alcancar Cmax; AUCo.12: area sob a curva concentragéo sérica versus 12h; t%el: meia-vida de
eliminacdo; Css: concentragdo no estado de equilibrio VVd/F: volume de distribuicdo aparente no estado de equilibrio; CL/F: clearance total aparente

no estado de equilibrio; Kel: constante de velocidade de eliminagdo; Flutuacdo: Diferenca entre concentracdo plasmatica maxima e minima
comparada com a concentracao plasmatica media em um intervalo del12h.

p< 0,05, ANOVA: # Sadios vs Infectados (fase cronica); ° Infectados (fase aguda) vs Infectados (fase cronica)
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Figura 10 - Box plot da influéncia da infeccdo experimental pela cepa Be-78 do T. cruzi,
em cdes SRD, nos parametros farmacocinéticos do benznidazol administrado em dose
maultipla oral de 3,5 mg/Kg/12h, por 60 dias, nas fases aguda (n=6) e crénica (n=5).
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A disposicdo cinética do BNZ foi avaliada em grupos de cdes infectados apos
administracdo de dose multipla oral de 3,5 mg/Kg/12h. A anélise dos resultados obtidos
indica que ndo houve alteracdo dos parametros farmacocinéticos do BNZ durante o
tratamento na fase aguda (entre os momentos de coleta seriada durante Ocasido 3), sendo

0 mesmo observado para o tratamento durante a fase cronica da infeccdo.

Entretanto, ao avaliar os dados agrupados (dados agrupados dos momentos de
coleta seriada durante Ocasido 3), nota-se que a infec¢do cronica pela cepa Be-78 do T.
cruzi aumenta os valores de Cmax (9,70 vs 17,97), Css (7,70 vs 12,56) e AUCy.12 (90,39
vs 150,76) e, ainda, reduz Vdss (17,34 vs 9,20) e CLss (0,84 vs 0,56) quando comparados
com os animais sadios (dados histéricos do nosso grupo de pesquisa). Em relacéo a fase
aguda, a fase cronica também eleva os valores de Cmax (10,55 vs 17,97), Css (7,08 vs
12,56), Cmin (4,32 vs 8,25) e AUCo.12 (84,98 vs 150,76) e, tambem, reduz Vdss (13,92 vs
9,20) e CLss (0,99 vs 0,56).

6.3 - Perfil de citocinas

Na Ocasido 1 (animais ndo infectados) e nas ocasioes 2, 3 e 4 (Grupo | e Grupo II)
foram coletadas amostras de sangue para avaliacdo das concentracGes séricas das citocinas
IFN-y, IL-10, TNF-a e IL-6. Nao foram observadas diferencas nas concentra¢fes de
citocinas liberadas na fase aguda e cronica da infeccédo entre as Ocasides 2, 3 e 4. Dessa
forma, os dados foram agrupados e a andlise estatistica foi realizada comparando 0s
Grupos | e 1l das fases aguda e crénica e com dados basais obtidos nos animais antes da
infeccdo (Ocasido 1). Vale notar que a Ocasido 1 é composta por todos 0s animais que
foram utilizados no protocolo experimental antes de serem agrupados para compor

posteriormente 0s grupos Fase aguda e Fase cronica da infeccdo (n=19).

Na figura 11, é possivel observar que de maneira geral as concentracbes de
citocinas séricas avaliadas nos cées dos Grupos | e Il das fases aguda e cronica da infecgédo
estdo aumentadas em relagdo as concentragdes sericas observadas estado basal (animais
antes da infeccdo). O perfil geral observado para a producdo de citocinas durante a fase
aguda e crdnica mostra que a IL-6 é produzida em maior quantidade seguida de IFN-y,
IL-10 e TNF-a, respectivamente. Esse conjunto de dados indica que a infeccdo pelo T.

cruzi gera um processo inflamatério pronunciado nas diferentes fases da doenga.
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Figura 11 - Perfil das citocinas IFN-y, IL-10, TNF-a ¢ IL-6 em soro de cdes antes (Basal)
e apods infeccdo aguda (FA) e cronica (FC) pela cepa Be-78 do T. cruzi. GI: Grupo |
(infectado e ndo tratado); GII: Grupo Il (infectado e tratado). *GI FC vs Basal, p<0,05.
3Gl ou Gl FC vs Basal, p<0,05. °Gl ou Gl FC vs Gl FA, p<0,05. °Gl ou GII FC vs GlI
FA, p<0,05.

Em relagdo ao mediador pro-inflamatorio IFN-y, sua concentragdo é maior nos
animais que ndo receberam tratamento na fase crénica (Grupo | vs Basal, p< 0,05). Por
outro lado, no Grupo Il da fase cronica ha uma reducao dessa citocina a niveis quase basais
sugerindo que 0 BNZ pode atuar modulando suas a¢des no processo inflamatorio. A IL-
10 é uma citocina anti-inflamatoria e tipicamente estd aumentada independente da fase da
doenga sendo 0 mesmo observado no presente estudo (Figura 11). O TNF-o é um
marcador pro-inflamatorio associado ao dano cardiaco e suas concentragdes séricas
permaneceram similares entre as fases da doenca. A IL-6 é um mediador pro-inflamatério
e seu aumento estd relacionado com a persisténcia da infeccdo e, interessantemente,

somente para essa citocina, foram observadas diferengas significativas, com valores

64



BANDEIRA, L. C. 2022

aumentados em até 7 vezes, de suas concentracdes séricas nos cdes da fase crénica
comparado com os cées na fase aguda da doenca, mesmo quando o tratamento com 0 BNZ
é administrado aos animais (Figura 11). Além disso, as concentragdes de IL-6 estdo
aumentadas em até 10 vezes em relacdo aos valores basais obtidos quando os animais ndo

estavam infectados (Ocasiao 1).

6.4 - Carga parasitaria

Nas Ocasides 2, 3 e 4 foram coletadas amostras de sangue para quantificacdo da
carga parasitaria utilizando a PCR em tempo real. Na figura 12 estd representada a
avaliacdo da carga parasitaria no sangue dos animais infectados e submetidos (Grupo I1)
ou nao (Grupo 1) ao tratamento com BNZ no 10° (Ocasido 2), 70° (Ocasido 3), 100°
(Ocasido 4) dias apo6s a infeccdo aguda (DAI) e no 300° (Ocasido 2), 360° (Ocasido 3),
390° (Ocasido 4) DAI cronica. Nos Grupos | e Il da fase aguda é observada uma elevada
carga parasitaria no 10° DAI que é reduzida significativamente no 70° e 100° DAIL. Em
relacdo aos Grupos | e 1l da fase crdnica observa-se uma baixa carga parasitaria no 300°
e no 360° DAI, e um aumento significativo da carga parasitaria do 360° para o0 390° DA,

sugerindo um processo de reagudizacdo da doenca com menor tendéncia para o grupo 1.
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Figura 12 - Avaliacdo da carga parasitaria no sangue dos cdes SRD infectados
experimentalmente pela cepa Be-78 do T. cruzi, pertencentes aos grupos: controle
infectado e néo tratado (G 1) e infectado e tratado com Benznidazol (G I1). As diferencas
significativas (p<0,05) estdo representadas pelos tracgos.
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7 - Discussao

O desenvolvimento e validagcdo de um método bioanalitico para a determinacéo
do BNZ em matrizes bioldgicas € essencial para a obtencdo das informacdes

farmacocinéticas que buscamos neste trabalho.

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo dos componentes de
uma mistura, ponto de destaque em estudos, que envolvem andlise de farmacos. 1sso
ocorre devido a facilidade do método em efetuar separacao, identificacdo e quantificacdo
das espécies quimicas, podendo ainda ter seu potencial analitico aumentado haja vista a
possibilidade de associacao a outras técnicas instrumentais como a espectrofotometria ou

espectrometria de massas.

Varios métodos bioanaliticos que utilizam técnicas cromatograficas foram
propostos para determinar as concentracbes de BNZ em diversas matrizes bioldgicas
como urina, leite e plasma humano (MARSON et al., 2013; GUERRERO et al., 2010).
Esses métodos foram desenvolvidos empregando a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) que opera com fase movel liquida sob pressdo e com mecanismos de
deteccdo sensiveis, possibilitando analises de rapidez comparavel aquela obtida em

cromatografia gasosa e fornecendo resultados altamente satisfatorios.

Na literatura, varios sao os estudos in vivo que utilizaram a CLAE na quantificacdo
de BNZ no plasma com o intuito de avaliar a farmacocinética desse medicamento,
diferindo entre eles nas composic@es de fase mdvel, volume de amostra, tempo de corrida,
linearidade, sensibilidade, volume de injecdo e entre outros fatores (WHITE et al., 1982;
WORKMAN et al., 1984; MORILLA et al., 2003; GUERRERO et al., 2010; MOREIRA
DA SILVA et al., 2012; LEONARDI et al., 2013; MARSON et al., 2013; PADRO et al.,
2013; PINAZO et al., 2013; DAVANCO et al., 2015; PERIN et al., 2017). Entretanto,
ndo foram encontradas evidéncias do uso do detector de arraste de iodo para analise das
concentracdes deste farmaco em soro canino, o que faz deste trabalho uma ferramenta

inovadora frente aos métodos bioanaliticos preconizados anteriormente.

Com base nas propriedades estruturais do BNZ, na literatura e nas colunas
analiticas disponiveis no Laboratdrio de Imunopatologia, onde esta sendo desenvolvida

esta pesquisa, foram realizados testes de abordagem direta.
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A coluna Cyg apresentou melhor desempenho cromatografico devido a silica
modificada com o grupamento octadecyl na qual o BNZ, sendo hidrofébico, tende a ficar
mais retido no modo escolhido, o de fase reversa. A escolha desta coluna neste trabalho
corrobora com dados da literatura, pois a mesma tem se tornado escolha para analise do
BNZ utilizando CLAE sendo observadas diferencas apenas nas especificacGes de
comprimento e didmetro da fase estacionaria: 250 x 4,6mm (LEONARDI et al., 2013;
PADRO et al., 2013), 250 x 4 mm (MORILLA et al., 2003;GUERRERO et al.,2010),
150 x 4,6mm (MOREIRA DA SILVA et al., 2012) e 100 x 4,6 mm (MARSON et al.,
2013)

Em relagdo ao parametro temperatura, 0 seu aumento comparado a temperatura
ambiente frequentemente melhora o desempenho da coluna, porque diminui a viscosidade
da fase madvel reduzindo o tempo de corrida. Tal fato é requerido em experimentos de

farmacocinética visto que um massivo numero de amostras é coletado para analise.

Levando-se em conta que os fatores responsaveis pela alteracdo do tempo de
retencdo de um composto sdo composicdo da fase movel, afinidade do analito pela fase
estacionaria e tipo de eluicdo empregada, diferentes proporcdes entre os solventes podem
ser utilizadas a fim de obterem-se resolucéo aceitavel, picos simétricos e curto tempo de
analise. A fase movel, utilizada em analises para quantificacdo do BNZ, pode ser
composta por uma mistura de acetonitrila:agua para analise de soro de camundongos na
proporcéo de 30:70, v/v (PERIN et al., 2017), para quantificagdo em soro canino e em
plasma de ratos na proporcdo 35:65, v/v (DAVANCO et al., 2015). O metanol também
ja foi utilizado juntamente com a dgua numa relacdo de 55 ou 66% methanol/agua em

matrizes bioldgicas de camundongos, ovelhas e cdes (WORKMAN, 1984).

A vazdo de 1mL/min, para 0 modo de eluigdo isocratico, foi escolhida visto que a
técnica utilizada apresentou um bom clean-up no preparo de amostras. Além disso, a
analise envolvia apenas um analito e um padréo interno, permitindo assim que a forca

cromatografica da fase movel permanecesse constante durante toda a separagéo.

O tempo de retencdo do BNZ, observado neste estudo, foi proximo ao obtido por
Morilla e cols. (2003 e 2005) sendo de 4,7 e 4,8 min. Atribui-se este tempo ao fluxo, as

proporcdes de ACN e a agua na fase movel além das dimensdes da coluna utilizada.

O efeito matriz deve ser avaliado cuidadosamente quando amostras bioldgicas sdo

utilizadas e a auséncia de tal efeito neste trabalho indicam que os componentes dos soros
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analisados ndo causam nenhuma alteracdo do tipo supressdao ou aumento do sinal no
sistema CLAE-DAD. Logo, as concentragdes séricas observadas ndo sofreram nenhuma
influéncia da matriz utilizada no estudo visto que todos os coeficientes de variacdo FMNs
foram inferiores a 15% (Tabela 2). Assim, a selecdo das condicdes de preparo de amostra
na analise do BNZ em materiais bioldgicos € uma tarefa dificil e a otimizacgéo de preparo
de amostra merece atencdo especial levando em consideracdo a natureza do analito
(MARTINEZ et al., 2015)

As curvas de calibracdo construidas (razbes de areas versus concentracao)
abrangem um intervalo linear de 0,1-100 pg de BNZ/mL de soro com correlagdes
superiores a 0,99, atendendo todas as concentracGes experimentadas. O método,
empregando CLAE-DAD, mostra sensibilidade compativel com as exigéncias dos nossos

estudos de farmacocinética.

Em relacdo ao limite de quantificacdo observado no estudo (0,1 pg/mL), é
importante destacar que € o menor quando comparado aos demais. Apenas Davanco e
cols (2015) apresentaram um valor préximo (0,156 pg/mL) utilizando uma metodologia
de UHPLC-UV com vazéo de 0,55mL/min e tempo de analise de 2 minutos. Logo, a
metodologia aqui apresentada é a mais sensivel dentre todos os métodos de quantificacdo

para 0 BNZ encontrados na literatura.

O método desenvolvido e validado, com auséncia de efeitos matriz e residual,
apresenta limites de quantificacdo, estabilidade, precisdo e exatiddo compativeis para a
analise do BNZ em soro canino e foi aplicado nos estudos de farmacocinética do presente
trabalho.

O BNZ é o farmaco de primeira escolha em todo o0 mundo para o tratamento da
DCh (WHO, FDA). No entanto, apresenta frequentes e intensas reacdes adversas e alta
variabilidade na eficacia terapéutica, em especial, na fase cronica da doenca (SALES
JUNIOR et al., 2017). Alguns autores relacionam tais aspectos a uma baixa solubilidade
e absorcdo oral limitada e/ou varidvel e, neste sentido, estudos de permeabilidade
considerando apenas o coeficiente de particdo permitiram classificar o BNZ como classe
3 (alta solubilidade e baixa permeabilidade) ou classe 4 (baixa solubilidade e baixa
permeabilidade) segundo o Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica (SCB). (DEL
MORAL SANCHEZ et al., 2018); (MAXIMINIANO, 2010).
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O SCB corresponde a um dos grandes avangos na area de Biofarmacotécnica e
baseia-se nas propriedades fundamentais que governam a absorcdo de farmacos,
principalmente permeabilidade e solubilidade (AMIDON et al., 1995). Seu principal
objetivo € estimar o desempenho farmacocinético in vivo de um medicamento a partir de
dados de permeabilidade e de solubilidade/dissolucdo (KARALIS et al., 2008).

E importante destacar que nos estudos de classificacao citados anteriormente n&o
foram realizados testes complementares para analise de permeabilidade do BNZ, como
por exemplo estudos in vitro com células Caco-2 e/ou estudos in vivo comparando rota
oral. Entretanto, muitos pesquisadores em tecnologia farmacéutica buscaram desenvolver
novas formulagdes orais de benznidazol que supdem melhorar a absorcéo intestinal e,
consequentemente, melhorar a biodisponibilidade e o efeito terapéutico (ARRUA et al.
2019; FONSECA-BERZA et al., 2015; FERNANDEZ et al., 2016; GARCIA et al., 2018;
BARRERA et al., 2020; LEONARDI et al., 2009; SALOMON , 2012)

Pinto e cols (2020) (dados historicos do nosso grupo de pesquisa), analisando o
perfil das concentragdes séricas do BNZ e os parametros farmacocinéticos obtidos ap6s
administracdo intravenosa, intraperitoneal e oral de dose Unica de 3,5 mg/kg, em cdes
sadios, demonstrou que a biodisponibilidade de benznidazol (F) é 1 ou 100%. O estudo,
entdo propde a classificacdo para este farmaco segundo SCB como Classe 2, ou seja,
baixa solubilidade e alta permeabilidade, fato que muda as perspectivas para o
desenvolvimento de novas formula¢Ges visto que deverdo ser considerados outros

processos farmacocinéticos que ndo seja a absorcao.

Os modelos animais tém desempenhado um papel critico na exploragdo e
caracterizacéo da fisiopatologia de doengas, na identificacdo de alvos e na avaliagéo in
vivo de novos agentes e tratamentos terapéuticos. Propriedades farmacocinéticas (PK) e
farmacodindmicas (PD) sdo parametros adicionais que devem fazer parte de qualquer
desenho de estudo utilizando um modelo animal. A integracdo de ambos 0s parametros
deve idealmente levar a um bom entendimento das relagcdes PK / PD para um determinado
medicamento, melhorando assim o valor translacional do modelo animal (CHATELAIN
& SCANDALE, 2020).

Para a doenca de Chagas, ja é bem estabelecido que o modelo céo traduz aspectos
fisiopatolégicos da infecgdo pelo T. cruzi e farmacodindmicos do tratamento com BNZ,
semelhantes ao observado em humanos (DE LANA, CHIARI, TAFURI, 1992; SANTOS
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etal., 2012; GUEDES et al., 2002; DE LANA & GIUNCHETT]I, 2021) sendo, portanto,
um modelo fundamental em estudos pré-clinicos. Neste estudo, foi proposto pela primeira
vez avaliar a influéncia da infeccdo, aguda e cronica, sobre os pardmetros

farmacocinéticos do BNZ.

A infeccdo experimental pela cepa Be-78 do T. cruzi ndo altera a velocidade de
absorc¢do do farmaco visto que 0 Tmax, tempo no qual a Cmax é atingida, foi mantido
quando comparado aos cdes sadios. Destaca-se ainda que a absor¢do no modelo céo é
lenta (~ 3h), sendo semelhante ao observado em humanos considerando a mesma via de
administracdo e dose (MOLINA et al., 2017; WIENS et al., 2016).

Apds a administracdo oral, a extensdo da absor¢do é determinada pela eliminagéo
pré-sistémica tanto no intestino quanto no figado, e a infeccdo crbnica experimental
interfere nesse processo visto que aumenta os valores de AUCo-12 (90,39 vs 150,76), Css
(7,70 vs 12,56) e Cmax(9,70 vs 17,97) quando comparados com cées sadios. Os mesmos
parametros também sdo elevados quando se compara com a fase aguda AUCo-12 (84,98 vs
150,76), Css (7,08 vs 12,56), Cmax(10,55 vs 17,97) e Cmin (4,32 vs 8,25). Esses
resultados indicam que a fase crénica aumenta a absor¢do do BNZ.

Alteracbes mediadas por doencas podem modificar a permeabilidade das barreiras
intestinais. O BNZ é considerado de baixa permeabilidade e um substrato da proteina de
efluxo P-gP (UPRETI, WAHLSTROM, 2016; MECCA, BARTEL, CASTRO, 2013);
MOLINA et al., 2017; EMA, 2011; FDA, 2020). Logo, é pertinente hipotetizar que as
modificacdes observadas na absor¢cdo nos animais infectados e tratados na fase cronica
podem estar relacionadas com a inibicdo dessa proteina, fato que ja foi observado em
varias doencas inflamatérias e infecciosas (SOLDIN, CHUNG, MATTISON, 2011,
AUSTIN, MATHER, PHILPOT, MCDONALD, 1980).

Tal correlacdo poderd ser confirmada nos estudos futuros por meio da

quantificacdo da fexofenadina, farmaco substrato marcador da P-gP.

Apds ser administrado e absorvido, o fArmaco é entdo transportado pelo sangue e
outros fluidos a todos os tecidos do corpo sendo entdo distribuido. O volume de
distribuicdo (Vd) do BNZ em cées sadios € considerado baixo (~17 L) corroborando com
baixo Vd observado em humanos (MOLINA et al., 2017; WIENS, KANTERS, MILLS
et al., 2016). A analise desse pardmetro na fase crbnica da infeccdo experimental pela

cepa Be-78 do T. cruzi indica uma reducao do Vdss (17,34 vs 9,20 L) quando comparados
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aos caes sadios, fato que também é observado em relacdo aos dados obtidos de animais
na fase aguda (13,92 vs 9,20 L).

Baseado em nossos resultados e naqueles que, também reportaram baixa
distribuicéo tecidual em camundongos Swiss sadios e infectados pelo T. cruzi (de JESUS
etal., 2021; PERIN et al., 2020), sugere-se que a distribuicdo do BNZ seja limitada pela
permeabilidade e que esta seja dependente da atividade dos transportadores de membrana.
Logo, uma abordagem racional para o desenvolvimento de novas formulac6es contendo

BNZ devem considerar estratégias para melhorar a distribuicéo tecidual deste farmaco.

O clearance (CL) (ou depuracao) € uma denominacao utilizada para o processo de
remocao irreversivel de determinada substancia de um volume especifico de sangue por

unidade de tempo (por exemplo, L/h).

O CL é um dos parametros mais importantes no estabelecimento de um regime
terapéutico, pois por meio dele é possivel prever a dose necessaria para manter as
concentragOes plasmaticas do farmaco em niveis terapéuticos (TOUTAIN; BOUSQUET-
MELOU, 2004). Ele ¢ diretamente proporcional ao volume aparente de distribuig&o. Esta
relacdo foi mantida em nosso estudo visto que a reducdo dos valores de Vd foi
acompanhada da reducdo dos valores de CLss (0,84 vs 0,56 L/h) quando comparados 0s
caes sadios e infectados (fase crbnica). Tal fato também foi observado quando
comparados 0s dados obtidos de animais infectados na fase aguda e na fase crénica (0,99
vs 0,56 L/h).

Os resultados obtidos indicam que a infecgdo cronica experimental pela cepa Be-
78 do T. cruzi altera os parametros farmacocinéticos do BNZ, aumentando a absorcao do
BNZ além de diminuir o volume de distribuig&o e clearence no modelo cdo. Sendo assim,
uma possivel mudanca no regime de dose na farmacoterapia clinica para pacientes

cronicamente infectados poderia ser necessaria.

Nesse contexto, o uso de ferramentas farmacométricas sdo importantes para
validar o cdo como modelo padrdo para prever a farmacocinética do benznidazol em

humanos.

De acordo com Soy e cols (2015) e o FDA, a farmacocinética do benznidazol
poderia ser diferente entre pacientes cronicos da doenga de Chagas e individuos

saudaveis, assim, um modelo animal adequado deve demonstrar essa diferenca a fim de
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gerar dados de previsibilidade para traduzir para humanos (CHATELAIN & KONAR
2015; CHATELAIN & SCANDALE, 2020).

Entretanto, ao contrario de nossos resultados, um estudo realizado em
camundongos BALB/C infectados pela cepa CL Brener do T. cruzi e tratados com dose
de 100 mg/Kg de BNZ demonstrou que a fase crbnica da infeccdo ndo altera os
parametros farmacocinéticos desse farmaco (FRANCISCO et al., 2016). O observado
pode ser atribuido a diferente cepa utilizada no estudo, bem como a espécie de
camundongos e o tempo de infeccdo crbnica. Vale lembrar que nosso grupo tem
demonstrado o impacto da infeccdo crénica na disposicdo cinética do BNZ em
camundongos Swiss infectados pela cepa Be-78 (de JESUS et al., 2021), a mesma

utilizada no presente estudo.

Destaca-se assim a complexidade da doencga de Chagas uma vez que as interagdes
entre a genética e fisiologia do hospedeiro com a genética do parasito determinam o

resultado da infeccdo e a resposta ao tratamento.

Trabalhos realizados pelo nosso grupo de pesquisa, por meio de um scale up de
modelos experimentais (camundongos e cdes), ttm demonstrado concordancia de
resultados quando se utiliza a cepa Be-78 T. cruzi. Logo, 0 camundongo Swiss e 0 cdo
SRD podem ser modelos apropriados para avaliar o impacto da infecgdo cronica na
farmacocinética, sendo de grande valor translacional para melhor compreensdo da

farmacoterapia na doenca de Chagas.

A constatacdo de que a infecgdo cronica experimental altera a farmacocinética do
BNZ no presente estudo poderia explicar em parte a falha terapéutica na fase cronica da
DCh, sendo necessario compreender o papel do processo inflamatério causado pela

infeccdo nas alteracBes farmacocinéticas observadas.

No presente trabalho foi proposta uma analise da resposta inflamatéria nas
diferentes fases da doenga, por meio da dosagem sérica das citocinas IL-6, IFN-y, TNF-
a e IL-10. Isso porque, apesar dos mecanismos moleculares das lesdes serem discutidos,
a presenca de um ambiente inflamatorio € uma caracteristica comum as alteragdes
observadas no tecido cardiaco e/ou digestivo (N. CORTES-SERRA et al., 2020).
Ademais, pacientes com DCh exibem concentragdes alteradas de citocinas como IFN-y,

TNF-a, IL-12, IL-4, IL-10 e IL-6, sendo que estas desempenham um importante papel na
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patogénese e progressdo da fase aguda e cronica da doenca (DUTRA; ROCHA,
TEIXEIRA, 2005); (AYALA et al., 2016).

As citocinas IL-6, IFN-y ¢ TNF-a estdo relacionadas com a progressao da doenca
exercendo um papel pro-inflamatorio e a citocina IL-10 atua na contengdo do processo
inflamatorio relacionando-se com a protecdo do hospedeiro. Sendo assim, a producgéo de
citocinas pré-inflamatorias devido a ativacdo de mecanismos inatos, € importante para
controlar a parasitemia. Mas, este cenario de inflamacédo exacerbada gera dano tecidual e
a atuacdo da IL-10 é considerada importante por se tratar de uma citocina

imunomoduladora produzida por linfocitos T e mondcitos. (DUTRA et al., 2014)

A analise do perfil das citocinas na infeccdo experimental do modelo cédo pela
cepa Be-78 do T. cruzi indica que durante as fases aguda e croénica ha um aumento das
citocinas IL-6, IFN-y, IL-10 e TNF-a, em relag@o ao basal nos animais antes da infecgao.
Este dado coincide com os resultados observados em um estudo de Sousa e cols (2014)
envolvendo amostras de plasma de 176 pessoas infectadas por T. cruzi e 24 individuos
saudaveis. Neste estudo foi demonstrado que a expressdo de citocinas inflamatérias
plasmaticas, como IFN-y, TNF-o e IL-6, foi maior naqueles com forma cardiaca da
doenca (SOUSA et al., 2014). Como a cepa utilizada no protocolo experimental foi a Be-
78, justifica-se o observado, pois esta cepa apresenta predominio de formas largas e

tropismo para células musculares lisas, esqueléticas e cardiacas, denominada miotrdpica.

Estudos anteriores indicam que além de sua atividade tripanocida 0 BNZ também
afeta a sintese de marcadores bioldgicos envolvidos na inflamacdo (LAMBERTUCCI et
al., 2017). Entretanto, nossos resultados indicam que ndo houve alteracdo das
concentragOes séricas das citocinas IL-10 e TNF-a quando feita a comparagdo entre os
animais infectados e ndo tratados e aqueles tratados com dose multipla oral de 3,5 mg
BNZ/Kg/12h durante as fases aguda e cronica da infeccdo. O TNF-o ¢ um marcador
inflamatdrio considerado preditor de mortalidade (Tsutamoto et al., 2012) e geralmente
esta aumentado na fase cronica em relagdo a fase aguda da doenca, principalmente em
infeccBes por cepas de maior tropismo para o cardiomidcito (ex., Be-78). No entanto,
devido ao tempo de cronificagdo recente dos animais utilizados no estudo (1 ano) suas
concentragfes ndo apresentaram diferengas significativas. J& a 1L-10, é produzida por
monocitos e esta envolvida no reparo tecidual (WONG et al., 2012) e tipicamente esta
aumentada independente da fase da doencga, situacdo tambeém observada no presente

estudo.
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Ainda sobre a relacdo imunomodulacao/tratamento, alguns estudos tém descrito
que, um dos fatores que podem potencialmente influenciar a eficacia do tratamento da
DCh, é a possivel agdo cooperativa entre os efeitos dos farmacos e a resposta imunoldgica
do hospedeiro (FERNANDEZ; GONZALEZ CAPPA; SOLANA, 2010). Em nosso
trabalho, houve uma reducdo na producdo de IFN-y a niveis quase basais quando os
animais foram tratados durante a fase cronica da infecgéo, sugerindo que o BNZ pode ter
atuado de maneira cooperativa com o sistema imune sendo capaz de modificar a resposta

inflamatdria durante fase crénica da infeccéo.

E sabido que as concentragBes séricas de IL-6, um mediador pro-inflamatorio,
variam de ~1 a 10 pg/mL em individuos saudaveis, mas podem ser aumentadas para entre
~10 a 1.500 pg/mL em populacdes de pacientes com inflamacao, como artrite reumatoide
(AR), ou apos trauma cirargico, infeccdes e transplante de 6rgdos (SAKAMOTO et al.,
1994). Nossos resultados mostraram que a IL-6 foi a citocina produzida em maior
quantidade e a Unica com aumento significativo (em até 7 vezes) de suas concentracoes
séricas nos cdes da fase cronica em relacdo a fase aguda, mesmo quando o tratamento
com o BNZ é administrado Vale notar que o fenémeno de inibicdo de enzimas e proteinas
relacionadas com a disposicao cinética de farmacos esta diretamente relacionada com um
aumento significativo da concentracdo sérica de citocinas, especialmente a IL-6
(LANCHOTE et al., 2015; MACHAVARAM et al., 2013). Lanchote e cols (2015)
propuseram que concentra¢fes maiores que 50 pg/mL de IL-6 seriam necessarias para
um downregulation de CYP3A e CYP2C19 em pacientes com leishmaniose visceral.
Mais recentemente, foi demonstrado que baixas concentracfes de IL-6 em grupo de
pacientes chagéasicos (1,5 — 5,1 pg/mL) ndo foram suficientes para causar um
downregulation na UGT e, entdo impactar a farmacocinética do nebivolol e seus
metabolitos (VIEIRA et al., 2020). Neste contexto, € pertinente relacionar as elevadas
concentragOes séricas medias de IL-6 observadas na fase cronica (> 3.000 pg/mL) com
as alteracbes dos parametros farmacocinéticos do BNZ no modelo céo.
Interessantemente, as concentragdes séricas médias de até ~ 770 pg/mL nos cées da fase

aguda da doenca nao foram capazes de alterar a disposi¢éo cinética do BNZ.

A maior producdo de IL-6 nas fases aguda e crénica pode estar associada aos
aspectos patoldgicos da doenca. E sabido que a infeccdo por T. cruzi em modelos animais
eleva os valores de IL-6 sérica e tecidual, que € induzida durante o aumento crescente da
parasitemia no periodo agudo da doengca de Chagas (GAO & PEREIRA, 2002;
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TRUYENS et al., 1994). Para Saavedra e cols (1999) o principal indutor deste aumento
de IL-6 na infec¢do pelo T. cruzi é a enzima transialidase produzida pelo proprio parasito.
Neste sentido, € possivel hipotetizar mediante anélise de nossos resultados que 0s maiores
indices de IL-6 observados para a fase cronica da doenca podem estar associados a
persistencia da infeccdo observado para esses animais, e confirmada pela carga parasitaria

que estava até mais aumentada 30 dias ap6s o tratamento com BNZ.

Estudos in silico, in vitro e clinicos tem demonstrado que doencas inflamatorias
e/ou infecciosas como cancer (RIVORY; SLAVIERO; CLARKE, 2002), insuficiéncia
cardiaca (FRYE et al., 2002), esclerose multipla (DE CASTRO et al., 2017), psoriase
(GODOY et al., 2016), maléria (AKINYINKA et al., 2000) e leishmaniose visceral
(LANCHOTE et al., 2015) podem alterar a expressao e atividade de enzimas CYP450 e
da proteina transportadora de efluxo P-gP muito provavelmente pela liberacdo de
citocinas pré-inflamatdrias. Para a DCh essa correlacdo ainda ndo esta bem estabelecida,
e 0 presente trabalho prospectou a oportunidade de preencher essa lacuna da literatura
demonstrando que a infecgdo cronica experimental pela cepa Be-78 do T. cruzi tem sim
um impacto na farmacocinética do BNZ no modelo cdo. Como 0 BNZ é considerado um
substrato da proteina de efluxo P-gP (UPRETI, WAHLSTROM 2016); (MECCA,
BARTEL, CASTRO, 2013); (MOLINA et al., 2017); (EMA, 2011); (FDA, 2020) as
alteracdes observadas na farmacocinética podem estar associadas a inibicdo desse
transportador devido ao aumento pronunciado da IL-6 observado durante a fase cronica
da infeccdo. Andlises futuras da atividade da proteina transportadora P-gp por meio do
seu marcador fexofenadina nas amostras ja coletadas irdo contribuir para a confirmagédo

dessa hipotese.

Ademais, a IL-6 € um dos principais mediadores pro-inflamatérios implicados
tambeém na modulagdo de enzimas metabolizadoras de farmacos em pacientes com
inflamacdo, infeccdo ou estresse cirdrgico (RIVORY, SLAVIERO & CLARKE, 2002);
(FRYE et al., 2002); (MAYO et al., 2000); (KIM, OSTOR, & NISAR, 2012). O aumento
desse marcador pro-inflamatorio também esta associado a supressdo das atividades
metabdlicas de enzimas do citocromo P450, como ja demonstrado, por exemplo, que em
pacientes na fase aguda da leishmaniose visceral houve supresséo de CYP3A4 e
CYP2C19 (LANCHOTE et al., 2015). Estas alteragcbes podem modificar a absorcéo,
distribuicdo, metabolismo e excre¢do de muitos dos farmacos em uso na clinica, e

consequentemente alterar a eficdcia e seguranca terapéutica (MORGAN, 2009).
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Especialmente quando se considera que os pacientes na fase crénica da doenca podem
desenvolver a CCC (cardiomiopatia chagasica crénica, forma mais grave da doenca),
apresentar insuficiéncia e arritmia cardiaca, e tromboembolismo e outros, necessitando
assim a utilizacdo de polifarmacia para tratamento e minimizacdo de possiveis
complicacdes. Logo, nossas futuras analises de coquetel de marcadores da atividade de
enzimas CYP450 serdo fundamentais para melhor compreenséo do impacto da doenca de
Chagas na farmacocinética, e consequentemente eficAcia e seguranca de tais

medicamentos.

A PCR em tempo real tem sido amplamente utilizada na avaliacdo da eficacia de
quimioterapias em diversos modelos experimentais. Neste trabalho, esta ferramenta foi
utilizada para determinar a carga parasitaria em sangue de cdes infectados pelo T. cruzi
submetidos ou ndo ao tratamento com 0 BNZ (Figura 11), no intuito de realizar o controle
de cura dos animais apdés quimioterapia utilizando o BNZ. Em comparagdo com 0s
métodos parasitologicos e os testes soroldgicos, a qPCR exibe marcada relevancia
diagnostica devido a maior sensibilidade e especificidade, permitindo a deteccdo de
pequenas quantidades de DNA do parasito, bem como a quantificacdo da carga parasitaria
(CALDAS et al., 2019).

Os resultados indicaram que em relacdo ao Grupo | da fase aguda da infeccéo
houve reducéo da carga parasitaria do 10° para o 70° e 100 ° DAL, fato que se deve muito
provavelmente devido ao tropismo tecidual da cepa Be-78 do T. cruzi em seu processo de
cronificacdo, que ocorre por volta de 60° DAI. Para o Grupo Il da fase aguda da infecgéo
foi observado o mesmo comportamento do Grupo I, entretanto ndo é possivel inferir
eficacia do tratamento com 0 BNZ, ja que o estudo se limita em ndo quantificar a carga
parasitaria antes do processo de cronificagdo (60°DAI), ou seja, ndo é possivel distinguir
se houve a erradicacdo do parasito pelo tratamento ou tropismo natural da cepa Be-78
para os tecidos. Segundo Britto e cols (2001), a PCR é mais segura e mais sensivel para
detectar a cura apds tratamento especifico, mas o resultado negativo e também uma baixa
carga parasitaria apds o tratamento especifico indicam a auséncia de DNA do parasito
naquele momento especifico, 0 que ndo pode ser assumido como uma cura definitiva
qguando apenas um ponto de tempo é analisado. Além disso, a baixa carga parasitaria
observada nos animais na fase crbnica corresponde ao que se € esperado de
comportamento de tropismo tecidual do parasito, a saber os 0rgaos coragdo, célon e

cérebro sdo preferenciais para a cepa Be-78 do T. cruzi. Considerando que em 390° DAI

77



BANDEIRA, L. C. 2022

corresponde a Ocasido 4 — 30 dias ap6s o fim do tratamento, pode-se sugerir que 0 BNZ
ndo foi eficaz em erradicar o parasito uma vez que foi observado um aumento
significativo da carga parasitaria entre o 360° e 390° DAI, sugerindo uma possivel
“reagudizacdo” da infec¢do. Portanto, a determinagdo da carga parasitaria nos tecidos
poderia contribuir para um melhor entendimento do resultado de carga parasitaria
observado em sangue de cées nas fases aguda e crénica da infeccdo, consequentemente

relacionar com a eficacia ou ndo do tratamento.
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8 — CONCLUSOES

1 - O método de analise do benznidazol em soro empregando CLAE-DAD apresenta
limites de confianca compativeis com a aplicacdo em estudos de disposicdo cinética em
caes SRD;

2 - A infeccdo aguda experimental pela cepa Berenice-78 do T. cruzi ndo altera 0s
pardmetros Cmax, Tmax, Cmin, AUCo.12, t%el, Css, Vd/F, CL/F, Kel e Flutuagdo em cées
SRD;

3 - A infecgéo cronica experimental pela cepa Berenice-78 do T. cruzi aumenta 0s
valores de Cmax, Css e AUC .12 e ainda reduz Vdss e CLss quando comparados com cées
SRD sadios;

4 - Ainfeccéo cronica experimental pela cepa Berenice-78 do T. cruzi eleva os valores
de Cmax, Css, Cmin e AUC o.12 e também reduz Vdss e CLss quando comparados com

cdes SRD na fase aguda;

5 - A infeccdo aguda e cronica experimental pela cepa Berenice-78 do T. cruzi eleva
0s niveis séricos de mediadores do processo inflamatério, sendo a IL-6 a citocina mais

pronunciada, principalmente na fase cronica da infeccéo;

6 - O tratamento com o benznidazol néo foi capaz de promover a cura parasitoldgica
dos cées tratados nas diferentes fases da doenca de Chagas experimental.

Finalmente, conclui-se que o presente estudo € a primeira evidéncia cientifica de que
a infecgdo cronica experimental pela cepa Berenice-78 do T. cruzi altera a farmacocinética
do BNZ em cées, provavelmente pela inibigcéo da P-gp causada pelo aumento da citocina

pré-inflamatéria IL-6.
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