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RESUMO

A necessidade da descoberta e desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento
da doenga de Chagas ¢ de grande importancia devido a alta toxicidade e baixa eficacia de cura
na fase crénica das drogas utilizadas para o tratamento clinico dessa doenga. Outras
abordagens quimioterapéuticas para o tratamento da doengca de Chagas estdo sendo
pesquisadas e requerem ensaios de triagem apropriados para avaliacdo de sua efetividade.
Assim, este estudo tem como objetivo padronizar ensaio funcional preditivo utilizando a
internalizacdo de formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi por leucdcitos do sangue
periférico humano e analise simultinea de citotoxicidade por citometria de fluxo. Essa
abordagem permitira a avaliagdo do potencial anti-T. cruzi e imunotéxico de novos compostos e
produtos naturais, com vistas ao estabelecimento de metodologias preditivas Uteis para a
descoberta de novos farmacos para tratamento da doenga de Chagas. A proposta desta
metodologia é ser utilizada como ensaio preditivo/confirmatério (para uma triagem secundaria
apo6s identificagdo de compostos bioativos em ensaios convencionais), de compostos em
potencial para seguirem no fluxograma de desenvolvimento de um novo quimioterapico para
doenga de Chagas. Neste estudo, foi utilizado o sangue periférico de 15 voluntarios saudaveis
que foi incubado por 6 horas na presenga/auséncia de formas epimastigotas de T. cruzi
marcadas com fluoresceina, na auséncia/presenga dos farmacos tripanomicidas, como
benzonidazol 100 uM, ravuconazol 10 yM e posaconazol 100 uM. O sobrenadante das culturas
foi utilizado para quantificar citocinas (IL-1-B, IL-6 TNF e IL-10) e quimiocinas (CCL2, CCL5 e
CXCLS8). Os dados obtidos demonstraram que houve redugao da capacidade de internalizagao
de formas epimastigotas do T. cruzi na presenga de ravuconazol, demonstrando sua potencial
atividade anti-T. cruzi. Além disso, a avaliagdo do perfil imunomodulador das drogas testadas
revelou um perfil pré-inflamatério modulado, em que as citocinas IL-10 e TNF apresentaram
maior expressao apos a adigdo dos farmacos, destacando-se uma maior produgao de IL-10 na
presenga de benzonidazol, ravuconazol e posaconazol que por sua vez esta associada de
forma inversa com a produgao de TNF, nessas mesmas condi¢des. A adi¢ao de ravuconazol e
posaconazol nas culturas induz ainda uma diminuicdo de CCL2 e aumento de CCL5 em
comparacao ao perfil apresentado na auséncia de farmacos e na presenga de benzonidazol.
Em suma, o ensaio preditivo inovador proposto pelo estudo pode ser futuramente uma
ferramenta util como um ensaio confirmatério para selecdo de compostos mais promissores,
identificados em programas de prospecg¢ao de novos farmacos para o tratamento da doenga de
Chagas.

Palavras-chave: doenga de Chagas, Trypanosoma cruzi, quimioterapia, sangue periférico
humano, 7-AAD, citometria de fluxo, tripanossomicida, citocinas, quimiocinas, citotoxicidade.



ABSTRACT

The discovery and development of new drugs for Chagas disease treatment is urgent
due to the high toxicity and low cure efficacy in chronic phase of drugs used for clinical treatment
of this disease. Other chemotherapeutic approaches for Chagas disease treatment are being
researched and require screening assays suitable for evaluating effectivity. This study aims to
standardize predictive functional assay using the internalization of epimastigotes forms of
Trypanosoma cruzi by human peripheral blood leukocytes and simultaneous analysis of
cytotoxicity by flow cytometry. This approach allows the evaluation of potential anti-T. cruzi and
immunotoxicity of new compounds and natural products to establish predictive methodologies
useful for the discovery of new drugs for Chagas disease treatment. The purpose of this
methodology is to be utilized as a predictive/confirmatory assay (for a secondary screening after
identification of bioactive compounds by conventional assays) of potential compounds to follow
in the plattform of development of new chemotherapeutic agents against Chagas disease. In
this study, peripheral blood samples of 15 healthy volunteers were incubated for 6 hours in the
presence/absence of T. cruzi epimastigote forms labeled with fluorescein in the
absence/presence of anti-T. cruzi drugs: 100 uM benznidazole, 10 uM ravuconazole and 100 uM
posaconazole. The culture supernatant was used to measure cytokines (IL-1-B, IL-6, TNF and
IL-10) and chemokines (CCL2, CCL5 and CXCL8). The data showed a reduction in the
internalization of T. cruzi epimastigote forms exposed to ravuconazole, demonstrating its
potential anti-T. cruzi activity. In addition, the evaluation of immunomodulatory profile of drugs
tested here revealed a pro-inflammatory profile modulated. IL-10 and TNF cytokines showed
highest expression upon addition of the drug, especially IL-10, in the presence of benznidazole,
ravuconazole and posaconazole which is inversely related to production of TNF under these
same conditions. The addition of posaconazole and ravuconazole to cultures induced a
decrease of CCL2 and increase of CCL5 compared to profile of cells without drug and in the
presence of benznidazole. In conclusion, the innovative predictive test proposed in this study
may be a useful tool as a confirmatory test for selection of compounds more promising, identified
in prospecting programs of new drugs for Chagas disease treatment.

Keywords: Chagas disease, Trypanosoma cruzi, chemotherapy, human peripheral blood, 7-
AAD, flow cytometry, trypanocidal, cytokines, chemokines, cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

1.1 Doenca de Chagas

A doenca de Chagas ou Tripanossomiase americana € causada pelo Trypanosoma
cruzi, um protozoario flagelado da familia Trypanosomatidae. Essa doenga constitui o maior
problema de saude publica da América Latina e esta inserida no quadro das doencgas tropicais
negligenciadas. Ela foi descrita pelo médico sanitarista Carlos Justiniano Ribeiro Chagas
(Chagas, 1909) e seus estudos incluiram a descricdo do ciclo de vida do parasito, seus vetores

e diagnostico.

Estima-se que cerca de 8 milhdes de pessoas na América Latina estao infectadas com o
T. cruzi e, por ano, 13 mil morrem com a doenca, que € uma das principais causas de
cardiomiopatia na regidao (Moncayo e Silveira, 2009). A doenga de Chagas é endémica em 21
paises da América Latina, sendo que atualmente a Bolivia tem o mais alto indice de doenca
(Chatelain, 2015). A migragao de pacientes infectados em larga escala de regides rurais para
areas urbanas e outras regiées do mundo esta expandindo a distribuicdo geografica e alterando

a epidemiologia da doencga de Chagas (Chatelain, 2015).

O T. cruzi, normalmente, & transmitido pelo inseto triatomineo da familia Reduviidae,
podendo também ocorrer transmissdo congénita, através de transfusdo sanguinea ou
transplante de 6rgaos e pela ingestdo de alimentos ou fluidos contaminados (Brener, Barral;
2000). Como a maioria dos pacientes portadores de doenga de Chagas é contaminada pelas
fezes dos triatomineos infectados, o afastamento desses hemipteros da moradia deve ser o

principal enfoque preventivo no controle da doenga de Chagas (Villela et al; 2009).

O ciclo de vida do T. cruzi € muito complexo apresentando trés formas evolutivas entre
o vetor e o hospedeiro vertebrado (Figura 1). As formas epimastigotas flageladas séao
encontradas na por¢gdo média do trato digestivo do inseto vetor que se multiplicam e se
diferenciam em tripomastigotas metaciclicas, a forma infectante para o homem. Durante o
repasto sanguineo, essas formas sdo excretadas nas fezes do inseto vetor, penetram na
mucosa do hospedeiro mamifero e atingem a corrente sanguinea. Uma vez no sangue do
hospedeiro, os parasitos invadem varios tipos celulares (macrofagos, fibroblastos, células
epitelias, dentre outros) e se diferenciam em amastigotas que se multiplicam por sucessivas
divisdes binarias no citoplasma celular. Aproximadamente quatro dias apds a infecgcao, as

formas amastigotas transformam-se em tripomastigotas rompendo as células infectadas. Essas
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formas séao liberadas no meio extracelular, podendo infectar as células vizinhas, cair na corrente
sanguinea ou serem ingeridas por triatomineos ainda ndo parasitados dando continuidade a

transmissdo da doenca (Tanowitz et al; 1992).
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FIGURA 1: Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. Fonte: CDC, 2013.

Os individuos infectados podem apresentar trés fases clinicas da doenga: aguda,
indeterminada e crénica. A fase aguda inicia-se com as manifestagdes clinicas de sinais de
entrada do parasito no organismo e pode persistir por dois meses. Pode ser sintomatica ou
assintomatica dependendo do estado imunitario do individuo. O sinal de Romafia ou chagoma
de inoculacao constituem fortes indicios de infecgao por T. cruzi. Os principais sintomas e sinais
nessa fase sao febre, edema, poliadenia, complicagdes cardiacas, hepatoesplenomegalia e
perturbacdes neuroldgicas (Brener et al; 2000). Entretanto, em alguns pacientes, principalmente
criangas ou individuos imunodeprimidos, quadros meningeos graves e de insuficiéncia cardiaca
podem estar associados, levando esses pacientes ao 6bito (Rassi et al; 2000). A fase
subsequente, conhecida como crénica indeterminada, ndo apresenta sintomatologia importante

do ponto de vista clinico e pode durar varios anos. E aceita a idéia de que a maioria dos
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portadores da doenca de Chagas persiste nessa fase pelo resto de suas vidas. Dentre os
pacientes infectados, uma propor¢ao pequena de individuos evolui para a fase cronica cardiaca
da doencga (20-30%), durante a qual sao identificados sintomas de comprometimento cardiaco
(miocardite grave) com aumento do volume do coragao (cardiomegalia). A desnervacgao
mioentérica durante a fase crbnica é a principal responsavel pelo aparecimento da forma
digestiva da doenga de Chagas, que tem prevaléncia de cerca de 10%, e é caracterizada pelo
aumento do didmetro de regides do trato digestivo, denominados "megas", caracterizados por
alteragbes no esdfago e colon, sendo denominadas megaeséfago e megacolon,

respectivamente (Brener & Gazinelli, 1997).

1.2 Respostaimune na doenca de Chagas

As formas infectivas do T. cruzi ao serem depositadas na pele do hospedeiro por
triatomineos infectados, se deparam com as barreiras iniciais do sistema imune inato, que
incluem barreiras fisicas (pele e mucosas), macréfagos, células dendriticas, células NK e
proteinas do sistema complemento (Ferreira, 2002; Tarleton, 2007). Na tentativa de controlar a
infeccdo pela resposta imune do hospedeiro, ocorrem a deteccédo e destruicdo dos parasitos
diretamente, em especial por células dendriticas e macrofagos. A ativacdo dessas células
ocorre com o intuito de potencializar suas fungdes como apresentadoras de antigenos, e
consequentemente, direcionar uma resposta imune adaptativa eficiente (Borges, 2013). A
resposta imune inata é responsavel por controlar a replicacdo do parasito no inicio da infeccao,
assim como preparar o sistema imune para gerar a resposta adquirida preferencialmente do
Tipo 1 (Gazzinelli e Denkers, 2006; Tarleton, 2007).

As citocinas desempenham importante papel na regulacdo da resposta imune e
seguramente estao envolvidas tanto na resisténcia quanto em mecanismos relacionados ao
desenvolvimento da sintomatologia da doenga de Chagas (Vitelli-Avelar et al; 2008).

Diferentes estudos mostram que durante a fase aguda da doenga de Chagas ocorre
uma forte ativacdo do sistema imune, devido a produgdo de citocinas pro-inflamatorias
induzidas pelo T. cruzi. Em hospedeiros infectados tem sido observado o aumento da atividade
litica das células do hospedeiro pelo aumento de populagdes linfocitarias com marcadores
caracteristicos das células NK (natural killer). O macrofago responde a infecgao pelo T. cruzi
produzindo IL-12 e outras citocinas pro-inflamatdrias, tais como TNF-a e IL-1-f3, que irdo induzir

a producdo de IFN-y por células NK e linfécitos T. O IFN-y por sua vez ira estimular os
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macrofagos a produzirem mais IL-12. Macrofagos ativados por IFN-y, tem um papel direto no
controle da replicagdo do T. cruzi através da indugado da producido de 6xido nitrico, espécie
reativa toxica que contribui para morte dos parasitos (Vespa; Cunha; Silva, 1994). Outras
citocinas como IL-1-B, IL-10 e quimiocinas como CCL2, CCL5 e CXCL8 sao produzidas pelos
macréfagos ativados durante a imunidade inata, para tentar controlar a infec¢ao pelo T. cruzi e
para mobilizar células imunes que podem contribuir para uma resposta efetora ao longo da
infecgdo (Borges, 2013).

O sistema imune do hospedeiro é fundamental para o controle da parasitemia, mas, por
outro lado, pode contribuir para a progressdo da cardiomiopatia chagasica (Dutra, Rocha,
Teixeira, 2005). E interessante ressaltar que o parasito estd presente em pacientes
assintomaticos e naqueles com a forma cardiaca da doenga de Chagas (Jones et al; 1993;
Zhang; Tarleton, 1999). A persisténcia do parasito depende da combinagao de diversos fatores,
incluindo liberagdo de moléculas que interferem na resposta imune. Por outro lado, tem sido
demonstrado que o T. cruzi € capaz de suprimir a ativagdo de linfocitos, reduzindo sua
habilidade de resposta contra antigenos do parasito. O equilibrio entre a persisténcia do
parasito na infeccdo e a resposta imune do hospedeiro estabelece a forma clinica
indeterminada da doenga de Chagas. Por outro lado, o desiquilibrio entre um longo periodo da
persisténcia do parasito e o sistema imune do hospedeiro leva a resposta inflamatéria que
resulta nas lesdes caracteristicas da doenca de Chagas crénica (Sathler-Avelar et al; 2012).
Desta forma, a manutengao do parasito em tecidos do hospedeiro seria resultado de estratégias
evasivas utilizadas pelo T. cruzi. Um provavel mecanismo de evasao do sistema imune € devido
a exibicdo diferencial de epitopos antigénicos por células infectadas (Buscaglia et al; 2006).
Segundo Souza e colaboradores (2007) o T. cruzi é capaz de induzir a expresséao diferencial de
moléculas coestimuladoras por mondcitos nas diferentes formas clinicas da doenga de Chagas
(Souza et al; 2004).

Estudos prévios realizados por nosso grupo demonstraram que uma resposta imune
pré-inflamatéria mediada por IFN-y e TNF-a é relevante para potencializar a atividade de drogas
anti-T. cruzi, levando a uma intervencao terapéutica efetiva (Sathler-Avelar et al; 2006; Sathler-
Avelar et al; 2008). Apesar do grande numero de estudos sobre a resposta imune apds a
infecgdo por T. cruzi, existem relativamente poucos trabalhos sobre o impacto do tratamento
nesta resposta. Foi demonstrado previamente que o tratamento com benzonidazol induz células
NK e linfocitos T CD8" a produzirem IFN- y e que IL-10 produzida por células T CD4" e

linfocitos B s&o, supostamente, elementos-chave na modulagdo da resposta imune e de
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controle de danos teciduais induzidos pela resposta pro-inflamatoria (Sathler-Avelar et al; 2006;
Sathler-Avelar et al; 2008). Além disso, apds o fim desta terapia, ocorre uma redugao
substancial do numero de interacdes entre diferentes marcadores. Entretanto, a producao de IL-
10 é preservada, o que sugere que esta molécula possa ser capaz de modular a imunidade

protetora (Campi-Azevedo et al; 2015).

1.3 Quimioterapia

O tratamento clinico da doenga de Chagas é baseado na administracdo de dois
compostos nitroheterociclicos: benzonidazol (BZ, Radanil ou Rochagan, Roche, N-benzil-2-
nitro-1-imidazol  acetamida) e nifurtimox (NFX, Lampit, Bayer, 3-metil-4-[5'-
nitrofurfurilidenoamino]tetrahidro-4H-1,4-tiazina-1,1-diéxido). O nifurtimox teve seu uso
descontinuado no Brasil. Atualmente o Brasil é o unico fornecedor mundial do benzonidazol. O
governo brasileiro assumiu a responsabilidade de produgdo em acordo com a Organizagao
Panamericana de Saude (OPAS) e a Drugs for Neglected Diseases Initiative (DNDi -
organizagao sem fins lucrativos criada pelos Médicos Sem Fronteiras), Fundagdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ) e Instituto Pasteur. O Ministério da Saude articulou uma parceria publico-privada,
que integrou o Laboratério Nortec QUIMICA S.A. (Industria de insumos farmacéuticos) na
producdo da matéria-prima e o seu beneficiamento pelo Lafepe (Laboratério Farmacéutico do
Estado de Pernambuco) que adquiriu da Roche a tecnologia de fabricagdo do benzonidazol
(OPAS/OMS Brasil, 2011).

O benzonidazol e o nifurtimox apresentam uma eficacia muito limitada. Cangado (1999)
observou que o benzonidazol curou 76% dos pacientes portadores de doenga de Chagas
tratados na fase aguda e apenas 8% dos pacientes tratados na fase cronica. Além da baixa
eficacia, ambos compostos apresentam diversos efeitos colaterais como disturbios
gastrointestinais, vdmito, emagrecimento, leucopenia, neuropatia e dermopatia alérgica (Rassi
& Luquetti, 1992). Dentre as causas dessa baixa eficacia podem-se citar as variacbes na
susceptibilidade das diferentes cepas de T. cruzi aos compostos, as propriedades
farmacocinéticas desfavoraveis desses farmacos, estagio da doenca, fisiologia do hospedeiro e
os efeitos colaterais indesejaveis que muitas vezes levam a interrupgéo do tratamento (Urbina,
2010). A descoberta de compostos terapéuticos mais eficazes e mais seguros € necessario
para aumentar a eficacia do tratamento da doenga de Chagas, principalmente na fase crénica
da doenga (Miranda et al; 2015).
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Estudos mostram que os portadores da doenca de Chagas na fase crénica devem ser
clinicamente tratados, a fim de eliminar o T. cruzi, evitar novos focos inflamatérios e a extenséao
das lesdes teciduais, promover a regeneragao de tecidos (prevenir a fibrose) e reverter fibrose
existente (Coura, Perreira 2011). Devido a essa melhora no quadro clinico e diminuicdo da
parasitemia € muito importante o tratamento na fase crénica da doenca, melhorando assim a
condigdes de vida do paciente. Entretanto, um recente estudo o BENEFIT mostrou dados
divergentes. Nesse estudo 394 individuos portadores da doengca de Chagas com faixa
etaria entre 18 e 75 anos foram analisados. Esses individuos apresentavam dois
exames soroldgicos positivos para T.cruzi, e também evidéncia de cardiomiopatia. Eles
receberam aleatoriamente o benzonidazol (27,5%) ou o placebo (29,1%) e foram
acompanhados por 5 anos. Os dados mostraram que o uso do benzonidazol em
portadores de doenga de Chagas cronica, ajudou a reduzir significativamente o numero
de parasitos no soro dos pacientes, mas eles ndo apresentaram melhora clinica
cardiaca (Morillo; et al 2015).

No mecanismo de agdo de ambas drogas, o grupo nitro € reduzido por enzimas
nitroredutases produzindo radicais livres intermediarios e metabdlicos eletrofilicos. O
mecanismo de agado do benzonidazol ainda ndo esta totalmente esclarecido, mas sabe-se que o
benzonidazol inibe o crescimento do T. cruzi sem estimular a produgédo de anion superoxido e
peréxido de hidrogénio. Provavelmente metabdlitos reduzidos produzidos a partir dessa droga
se ligam covalentemente aos componentes do parasito como DNA, lipideos e proteinas,
inibindo o seu crescimento (Dias de Toranzo et al; 1988). Por outro lado, a agdo do nifurtimox
se deve ao radical nitroreduzido do farmaco que pode reagir com o oxigénio molecular para
gerar o anion superoéxido (O, ) e este produzir peroxido de hidrogénio (H,0,), pela agao da
enzima superoxido dismutase. Pode ocorrer a interagdo do peroxido de hidrogénio com o anion
superoxido produzindo radical hidroxila (OH"), um dos radicais de baixa massa molecular mais

téxico (Tappel, 1973). Ele se liga ao DNA e proteinas do parasito, danificando-os.

Apesar de serem utilizadas no tratamento da doenga de Chagas, nenhum desses
compostos é considerado uma droga ideal, pois causam varios efeitos colaterais e tem eficacia
limitada, especialmente em pacientes na fase crénica da doenga (Rocha et al; 2007; Soeiro et
al; 2009). Estas limitagdes destacam a urgéncia para a identificacdo e desenvolvimento de
novos compostos tripanossomicidas para substituir os compostos utilizados atualmente
(Romanha et al; 2010).
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Recentemente outras abordagens quimioterapéuticas para o tratamento da doenga de
Chagas estao sendo pesquisadas. Dentre elas, podemos citar: uso de inibidores da biossintese
de esterol, combinacdo de drogas, estudo de enzimas-alvo de interesse como tripanotiona
redutase, cisteina protease, DNA topoisomerase e outras abordagens (Urbina, 1999; Coura &
Castro, 2002).

Pesquisas feitas durante as duas ultimas décadas tém demonstrado consistentemente
que o T. cruzi, como a maioria dos fungos e leveduras, requer esterdis especificos para a
viabilidade e proliferacédo celular em todas as fases do seu ciclo de vida. Em particular, a via de
biossintese do ergosterol foi validada quimicamente in vitro em varios passos. No entanto,
varios estudos tém mostrado que inibidores da biossintese de ergosterol disponiveis
comercialmente, tais como, o cetoconazol, o itraconazol ou terbinafina, sdo eficazes no
tratamento de doengas fungicas e apresentam atividade contra o T. cruzi (Urbina, 2002; Urbina
e Docampo, 2003).

Os novos compostos triazélicos, inibidores da biossintese de ergosterol, também foram
testados e apresentaram a capacidade de induzir a cura parasitoldégica nos estagios agudos e
crénicos da doenca de Chagas, como o posaconazol e ravuconazol. O posaconazol (POS,
Noxafil, Shering-Plough, 2,5-anidro-1,3,4-trideoxi-2-C-(2,4-difluorofenil)-4-[[4-[4-[4-[1-[(1S,2S)-1-
etil-2-hidroxipropil]-1,5-dihidro-5-oxo-4H-1,2,4-triazol-4-yl]fenil]-1-piperazinilffenoxilmetil]-1-(1H-
1,2,4-triazol-1-yl)-D-treo-pentitol) € uma droga antimicética de amplo espectro empregada para
o tratamento de infecgdes fungicas. O posaconazol foi utilizado no tratamento de camundongos
infectados com T. cruzi nas fases aguda e crénica da infecgdo. Os resultados mostraram que
essa droga foi capaz de prolongar a sobrevivéncia, controlar melhor a parasitemia e induzir a
cura mais eficientemente que o benzonidazol (Molina et al; 2000; Urbina et al; 2000). O
ravuconazol (RAV, BMS-207 147, Bristol-Myers Squibb,4-[2-[(1R,2R)-2-(2,4-difluorofenil)-2-
hidroxi-1-metil-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propil]-4-tiazolil]-benzonitrila), um antimicético sistémico,
também apresentou excelente atividade in vitro e in vivo na infecgdo pelo T. cruzi murina, com
70% de cura na fase aguda. Entretanto, na fase cronica, essa droga nado demonstrou atividade
anti-parasitaria (Urbina, 2003). Ambos os farmacos estao em fase de estudos clinicos para o

tratamento especifico da doenga de Chagas (Urbina, 2010).

A anfotericina B € um antibiético isolado do actinomiceto Streptomyces spp, com
atividade antimicdtica principalmente, dependente de sua ligagdo ao ergosterol, um esterol
presente na membrana de fungos. Sabe-se que esse antifUngico também tem acao

antiparasitaria, sendo por isso utilizado como segunda opg¢ao no tratamento de pacientes com
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leishmaniose quando o parasito se manifesta resistente a pentamidina (Golenser et al; 1999),
com mais de 97% de cura registrada (Thakur et al; 1999). Os géneros Leishmania e
Trypanosoma pertencem a mesma familia (Trypanosomatidae) e, em virtude disto, utilizamos a
anfotericina B para avaliar sua agao tripanomicida em epimastigotas de T. cruzi para avaliar o

seu efeito.

1.4 Importancia de novos farmacos para o tratamento da doenca de Chagas

A industria farmacéutica apresentou, ao longo de sua histéria, um ritmo acelerado de
inovagdes tecnoldgicas que resultaram em um fluxo continuo de novos produtos no mercado.
Essas inovagdes foram quase sempre implementadas por empresas a partir de elevados
investimentos em pesquisa e desenvolvimento (P&D) tecnoldgico e em estreita cooperagao com
outras instituicbes, em geral publicas ou sem fins lucrativos (Bastos, 2006). Entretanto, no
periodo entre 1975 e 2004, apenas 1% dos 1.535 novos farmacos registrados foram destinados
as doengas tropicais (Dias e Dessoy, 2009). Como uma das agdes tomadas no objetivo de se
intervir nessa situacado, o DNDi pesquisa e desenvolve novos tratamentos para essas doengas e
tem como parceiros fundadores o Instituto Pasteur na Franga, a FIOCRUZ no Brasil, o
Ministério da Saude da Malasia e os institutos de pesquisa clinica da india e do Quénia (Pontes,
20009).

Apesar dos impactos socioecondmicos provocados pela doenga de Chagas e de sua
relevancia epidemioldgica, existe claro desinteresse da industria farmacéutica na pesquisa e
produgdo de medicamentos para essa doenga, uma vez que sua demanda se restringe a
populacao de baixa renda de paises da América Latina, ndo havendo, portanto, perspectivas de
lucro. A complexidade da doenga e os baixos investimentos em pesquisa nessa area ajudam a
explicar a falta de novos medicamentos para o tratamento da doenca de Chagas em varias
décadas. Segundo dados da Agéncia Reguladora para Drogas e Alimentos americana, US
Food and Drug Administration (FDA), nos ultimos trés anos, ndo houve nenhum registro de
novos medicamentos para tratar doengas negligenciadas. Contudo, ha crescente interesse
sobre o assunto no meio académico, especialmente nas pesquisas desenvolvidas nas
universidades publicas da América Latina (Figura 2). Nos ultimos cinco anos, foram publicados

em media setecentos trabalhos por ano sobre doenca de Chagas (Cunha-Filho, 2012).
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FIGURA 2: Evolugéo do numero de publicagdes cientificas sobre doenca de Chagas nos ultimos anos
(Cunha-Filho, 2012).

1.5 O processo de descoberta e desenvolvimento de novos farmacos

O processo de descoberta e desenvolvimento de farmacos é complexo, longo e de alto
custo, tendo suas raizes profundamente ligadas as inovagbes cientificas e tecnoldgicas. Os
avancgos expressivos da quimica e biologia e a melhor compreenséao de vias bioquimicas, alvos
moleculares e de mecanismos envolvidos nas diferentes doencas, tornaram possivel a
descoberta de inovagbes terapéuticas notaveis, proporcionando melhorias significativas na

qualidade de vida das diversas populagdes no mundo (Guido & Oliva, 2010).

Na aplicacdo de estratégias de planejamento de farmacos, os estudos dos processos
evolutivos de reconhecimento molecular em sistemas biolégicos assumem grande importancia,
pois constituem as bases fundamentais para o entendimento de propriedades como poténcia,
afinidade e seletividade. Diante desse complexo paradigma, as ferramentas biotecnoldgicas
associadas aos métodos de quimica medicinal ganham papel destacado no desenvolvimento de

novas moléculas com atividade bioldgica (Guido & Oliva, 2010).

Este processo é dividido em duas grandes fases: (i) descoberta (também conhecida
como pré-clinica ou pesquisa basica) e (ii) desenvolvimento (ou clinica) (Lombardino & Lowe,
2004), como mostra a Figura 3. Nos estagios iniciais da fase de descoberta, as pesquisas se

concentram geralmente na identificacdo e otimizagdo de moléculas pequenas capazes de
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representar novas entidades quimicas (NCE, do inglés new chemical entities) com potencial de

desenvolvimento clinico (Guido & Oliva, 2010).
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FIGURA 3: Etapas envolvidas no processo de descoberta e desenvolvimento de farmacos (ADME —
absorcao, distribuicdo, metabolismo e excregédo; NDA — solicitagdo para um novo farmaco, do inglés new
drug application). Os retangulos representam em azul a fase (i) - pré-clinica ou pesquisa basica e em

amarelo, a fase (ii) — clinica. Fonte: Guido & Oliva, 2010.

Neste contexto, a descoberta de drogas nos ultimos 30 anos tem sido possivel por meio
da introdugao de bioensaios in vitro de grande escala, capazes de avaliar muitas amostras em
tempo curto e, assim, fornecer resultados de testes em replicatas suficientes que possibilitem
analise estatistica consistente. Esse processo € conhecido como screening (ou triagem) para
atividade bioldgica e os sistemas de ensaios usados sdo de importancia fundamental para o

sucesso do programa de bioprospeccgao (Bolzani, 2004).

1.5.1 Prospeccdo de moléculas potencialmente antiparasitarias por meio dos

ensaios biolégicos convencionais

Os ensaios baseados em cultivo celular ainda s&o considerados ferramentas
promissoras para a pesquisa de triagens visando a descoberta de novos farmacos
antiparasitarios, antitumorais e imunomoduladores. O uso destes ensaios, que mimetizam
especificamente o ambiente in vivo, pode levar a predicdo de maior acuracia no processo.
Inovagdes em processos € ensaios para descoberta e desenvolvimento de farmacos para
doencgas tropicais sao cruciais. Plataformas translacionais compostas por ensaios pré-clinicos in

vitro e in vivo podem predizer com mais confianga a eficacia de candidatos a farmacos para as
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triagens clinicas, o que permite a selecdo precoce de compostos que nao estdo dentro dos
critérios adotados e compreendem uma necessidade real de programas de descoberta de
novos farmacos para a doenga de Chagas (Moraes et al; 2014). Uma limitagdo que é também
crucial na identificagao de tais compostos é a falta de ensaios adequados para avaliar eficacia

dos compostos in vitro (Canavaci et al; 2010).

Neste contexto, os ensaios utilizados para a triagem de drogas com atividade citotdxica
para protozoarios como o T. cruzi compreendem diferentes processos, incluindo a utilizagdo do
parasito integro (forma livre ou intracelular) ou enzimas especificas de seu metabolismo, como
alvo celular (Falconnet et al; 2006). Estas metodologias que utilizam parasitos na sua forma
livre, incluem o uso de sua forma axénica, no qual o parasito & cultivado na forma encontrada
na corrente sanguinea (Bodley et al; 1995). Varios ensaios colorimétricos e fluorimétricos in
vitro tém sido desenvolvidos para triagem de compostos anti-T. cruzi e sdo mais acurados e
objetivos do que os ensaios visuais de contagem por microscopia 6tica, que sao laboriosos,
passiveis de erros humanos e consomem muito tempo. Epimastigotas de T. cruzi podem ser
obtidas em abundancia de culturas axénicas e a eficacia de compostos pode ser avaliada
utilizando-se varias abordagens, incluindo manual (contagem dos parasitos por microscopia
Optica), espectrofotométricas (ensaios colorimétricos utilizando MTT - brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio para avaliagdo da viabilidade celular) ou fluorimétricos
(quantificagdo do crescimento do parasito). Nestes ensaios, linhagens de T. cruzi expressam
genes reporteres, tais como, a luciferase e proteinas fluorescentes. Outros métodos eficientes
para quantificar parasitos em ensaios de triagem de drogas usam parasitos geneticamente
modificados que expressam o gene da [-galactosidase de Escherichia coli, LacZ. Embora
usado amplamente e eficaz, este método depende de uma leitura final apés a adigdo de
detergente e um substrato a ser convertido. Ademais, estes ensaios utilizando formas
epimastigotas livres ndo refletem verdadeiramente a eficacia dos compostos nos diferentes
estagios do ciclo de vida do parasito que estdo presentes em mamiferos (tripomastigotas
extracelulares e amastigotas intracelulares) e ndo sdo capazes de avaliar a capacidade das
drogas em penetrar eficientemente nas células do hospedeiro. Além disso, estes ensaios sao
laboriosos e de dificil execugdo para triagem em grande escala (high throughput screening).
Ensaios mais adequados para deteccdo de compostos ativos mais apropriados para T. cruzi,
que utilizam a forma amastigota tém sido modificados pelo uso de parasitos expressando o

gene da B-galactosidase e utilizados em maior escala (Canavaci et al; 2010).
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Os ensaios que utilizam T. cruzi na forma intracelular, requerem o crescimento
intracelular dos mesmos em células como fibroblastos, linhagens estabelecidas de células
humanas ou murinas (Buckner et al; 2003). Nestes procedimentos além de se avaliar a
atividade citotoxica para o parasito, pode-se fazer inferéncias sobre a toxicidade seletiva dos
compostos avaliados ja que se determina também a viabilidade celular, o que simplifica muito a
triagem para drogas de maior seletividade (Buckner et al; 1996; Romanha et al; 2010). Contudo,
uma das restricbes destas metodologias € que a triagem de drogas para tais patégenos
intracelulares é complicada devido a dificuldade de determinar o numero de patégenos que

permanecem apos o tratamento com as drogas (Sereno et al; 2001; Romanha et al; 2010).

1.6 Ensaios para avaliacdo de toxicidade e potencial imunomodulador in vitro

utilizando sangue total

A imunotoxicidade de drogas e outros compostos de uso humano € bem reconhecida e
precisa ser avaliada em ensaios de triagem. Imunotoxicidade pode ser definida como o efeito
adverso de agentes quimicos ou n&o, sobre o sistema imune. O efeito pode aumentar a
atividade imune manifestada pela alta hiper sensibilidade ou autoimunidade, ou diminuicdo da
atividade imune, com reduzida habilidade de controlar infec¢gdes ou aumento da incidéncia do
cancer. Até o presente, poucos modelos in vitro e in vivo estdo disponiveis para avaliacdo de
imunotoxicidade de uma maneira padronizada. As diferengas na resposta do sistema imune do
hospedeiro, bem como a especificidade de alguns dos agentes a serem testados, tornam
necessario o desenvolvimento de novos sistemas preditivos, utilizando células humanas in vitro
(Carfi et al; 2007).

No que concerne aos agentes potencialmente perigosos, imunotoxicos, varios
pesquisadores estdo centrados na padronizagdo de metodologias para deteccéo de toxicidade
de novos compostos in vitro. Estes métodos incluem a utilizagdo de leucdcitos humanos e tém
sido amplamente utilizados em estudos de imunofarmacologia (Langezaal et al; 2001). Como o
sangue de doadores de pacientes é facilmente acessivel, numerosos estudos tém sido
conduzidos utilizando células do sangue periférico humano. Entretanto, o processo de
purificacdo dos diferentes tipos de células é muito trabalhoso. Ademais, a alta sensibilidade de
leucécitos é facilmente afetada e/ou modulada por tais procedimentos. Assim, uma investigacao

utilizando sangue total humano esta se tornando mais comum no meio cientifico.
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Recentemente um grande numero de aplicagdes utilizando sangue total humano em
farmacologia e toxicologia tem emergido. O modelo pode ser desenvolvido utilizando-se
estimulos in vitro para acessar qualquer propriedade imunomoduladora aguda de agentes
testes. Assim um modelo simples de sangue total oferece uma variedade de oportunidades para
se avaliar as func¢des imunes como liberacao de citocinas e fungdes de células imunes como a
resposta celular e humoral. A avaliacdo neste sistema também permite analisar o efeito de
agentes quimicos nas fungdes de macréfagos e linfécitos T e inferir seu potencial citotéxico e

imunomodulador (Wagner & Jurcic, 1991; Inoue et al; 2002).

Os ensaios de estimulagdo in vitro de sangue total sdo uteis para quantificagdo de
citocinas e quimiocinas devido ao facil acesso as amostras de doadores saudaveis ou pacientes
e requerem o minimo de processamento das amostras. Assim, o ensaio mimetiza o
microambiente natural in vivo e permite estudar a ativagao celular e a producao de citocinas e
quimiocinas in vitro. A estimulagdo de sangue total tem sido utilizada para investigar a resposta
celular a varios estimulos, incluindo endotoxina bacteriana (LPS), antigenos, alergénicos e
antibioticos. Varios usos clinicos de ensaios de estimulagao de sangue total tém sido indicados
para avaliacdo de doengas autoimunes, monitoramento de drogas, eficacia de vacinas e
imunotoxicidade. Portanto, cultivo de sangue total pode ser Util para se estudar efeitos de
potenciais alergénicos e/ou substancias antigénicas e drogas na ativacdo de células imunes e

secrecdo de citocinas e quimiocinas (Thurm & Halsei, 2005).

Até o presente, existem poucos ensaios validados in vitro e progressos significantes
podem ser alcangados para promover o estabelecimento de novos métodos para medir
imunotoxicidade (Carfi et al, 2007).

2 JUSTIFICATIVA

Como ja mencionado anteriormente, as opgbes para o tratamento clinico da doenca de
Chagas estédo restritas a apenas dois compostos, benzonidazol e nifurtimox, que foram
descobertos ha cerca de 40 anos. Eles possuem baixa eficacia de cura, principalmente na fase
cronica da doenga, quando a maioria dos casos da doencga € diagnosticada. Além disso, essas
drogas sdo altamente toxicas e provocam efeitos colaterais significativos aos pacientes. Por
isso, a necessidade da descoberta de novas drogas para tratamento da doenga de Chagas é

urgente.
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O nosso grupo tem realizado pesquisas com vistas a descoberta de protétipos uteis para
o desenvolvimento de novos farmacos com atividades anti-parasitaria, anti-tumoral e
imunomoduladora. Essa pesquisa esta apoiada em estudos e projetos para a melhoria dos
conhecimentos sobre a biodiversidade, sintese de novas moléculas e desenvolvimento de
ensaios bioldgicos. Além disso, 0 grupo possui ampla experiéncia na proposicédo de novas
metodologias e processos envolvendo a citometria de fluxo. Recentemente, foi proposto por
nos, o estabelecimento de protocolos para avaliagdo da capacidade de leucécitos do sangue
periférico humano em internalizar formas epimastigotas do T. cruzi por meio de fagocitose
(Gomes et al; 2012). Um ensaio funcional inovador para avaliagao do potencial leishmanicida e
imunomodulador de novos compostos foi também proposto por nosso grupo em 2012, com o
foco para inovagao farmacéutica (Bandeira et al; 2012). Esse ensaio se mostrou uma excelente
ferramenta para estudos de interagao parasito-hospedeiro e um bom método de triagem para

avaliagédo de atividade biolégica de extratos vegetais e substancias sintéticas.

O ensaio proposto é uma metodologia de alta sensibilidade e que permite a avaliagao de
um grande numero de compostos de forma sistematica e sem influéncia do analista. O tipo de
abordagem preconizada para este estudo, empregando amostras de sangue total e a
metodologia de interagao célula-parasito in vitro, permite tragar rapidamente o perfil de atividade
biologica das substéncias a serem testadas, possibilitando a analise simultdnea de todas as
populagdes de leucdcitos presentes no sangue periférico. A utilizagdo do sangue total durante
as estimulagbes com as substancias, permite a avaliagdo da influéncia de componentes
autélogos soluveis que possam ser relevantes fisiologicamente, como anticorpos, receptores
soluveis, idiotipos, citocinas, proteinas e outros elementos, que poderiam estar contribuindo
diretamente ou indiretamente para a analise biolégica das substancias testadas. As técnicas de
analises bioldgicas in vitro convencionais, ndo permitem este tipo de avaliagdo. Dessa forma,
trabalhando em um sistema com caracteristicas mais proximas aquelas presentes in vivo, pode-
se obter informagdes mais detalhadas e precisas em relacdo a atividade bioldégica das

substancias a serem testadas.

Neste contexto, este projeto visa estabelecer um ensaio funcional pela avaliagdo da
internalizacao de formas epimastigotas do T. cruzi por mondcitos do sangue periférico humano,
utilizando a citometria de fluxo, como metodologia preditiva para a avaliagado do potencial anti-T.
cruzi e citotoxico de compostos Uteis para o desenvolvimento de novos farmacos para doenca

de Chagas e analise simultdnea do potencial imunomodulador dos mesmos.



31

3 OBJETIVOS
3.1 Geral

Padronizar o ensaio funcional utilizando a internalizacdo de formas epimastigotas de T.

cruzi por leucécitos do sangue periférico humano por citometria de fluxo.

3.2 Especificos

Determinar o perfil de marcagao das formas epimastigotas do T. cruzi com o fluorocromo
isotiocianato de fluoresceina (FITC);

Analisar a porcentagem de internalizagdo de formas epimastigotas do T. cruzi
fluorescentes por mondcitos do sangue periférico humano;

Avaliar o efeito dos farmacos benzonidazol, ravuconazol e posaconazol na
internalizacao de formas epimastigotas do T. cruzi por mondcitos do sangue periférico e na sua
viabilidade celular;

Avaliar o potencial imunomodulador do benzonidazol, ravuconazol e posaconazol na
producdo de citocinas (IL-1-B, IL-6 TNF e IL-10) e quimiocinas (CCL2, CCL5 e CXCL8) nos

sobrenadantes de culturas de curta duragao de leucécitos do sangue periférico humano.
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4 POPULACAO, MATERIAIS E METODOS
4.1 Amostras de sangue periférico humano

Leucécitos do sangue periférico foram obtidos de coleta de sangue realizada em 15
individuos saudaveis que trabalham no Centro de Pesquisas René Rachou (CPqRR) que
aceitaram participar desse estudo voluntariamente. Esses individuos sendo 13 do sexo feminino
e 2 do sexo masculino apresentavam faixa etaria de 24 a 42 anos. Foram coletados 2 tubos de
sangue periférico de cada voluntario, 1 tubo de 10 mL contendo heparina sédica para
realizagdo dos experimentos de fagocitose, viabilidade celular e atividade imumoduladora e 1

tubo de 5 mL contendo EDTA (acido etilenodiamino tetracético) para realizagdo do hemograma.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do CPqRR sob o nimero
CAAE: 43000815.7.0000.5091.

4.2 Ensaio funcional de internalizacdo de formas epimastigotas de T. cruzi
4.2.1 Cultivo e marcacéo das formas epimastigotas do T. cruzi com FITC

Formas epimastigotas da cepa Y do T. cruzi - Tc grupo |l (Zingales et al; 2009) foram
utilizadas em nosso estudo. A escolha dessa cepa foi devido ao alto perfil de viruléncia em
camundongos (pico de parasitemia no 7° dia apds infecgcédo) e ter tropismo por mondécitos, a
célula alvo desse estudo. A cepa foi obtida através de hemocultura em meio LIT de
camundongos experimentalmente infectados. Apds crescimento das formas epimastigotas do
parasito, as culturas eram repicadas semanalmente para garantir uma boa infectividade durante
os experimentos. Essas culturas foram mantidas em incubadora (B.O.D), a temperatura de
26°C = 0,5 por 7 dias na sua fase logaritmica de crescimento. Os parasitos foram mantidos em
garrafas de cultura T25 cm? contendo meio nutricional LIT (liver infusion triptose, pH 7,2 —
Infuso de figado 5g/L, triptose 5g/L, NajCl 4g/L, KCI 0,4g/L, Na,HPO, 8g/L, glicose 2g/L, Hemina
0,66 mL/L, soro fetal bovino 10%, sem antibiético). A avaliacdo da qualidade das culturas foi
realizada por citometria de fluxo, seguindo critérios morfométricos de tamanho e granulosidade
e também por microscopia 6ptica observando a motilidade e morfologia. Para leitura de pelo
menos 5.000 parasitos no citdmetro de fluxo (FACScan, Becton Dickinson), utilizou-se 20uL da
cultura e 180uL de solugao fixadora Max Facs Fix (MFF) contendo paraformaldeido como

agente fixador.
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Para a marcacdo dos parasitos, foi utilizado o protocolo descrito por Gomes e
colaboradores (2012). Foi utilizada a concentragéo de 1x10’ parasitos/mL, que foram marcados
com uma solugao de 200 pg/mL de FITC (F7250-1G/SIGMA). A cultura foi incubada em B.O.D.
a 26°C £ 0,5 por 30 minutos e lavada com PBS 1X para retirada do excesso do fluorocromo néo
absorvido pelo parasito. Foi avaliada a qualidade da marcacao através da analise da
intensidade média de fluorescéncia (IMF) apresentada pelos parasitos marcados com FITC no
citbmetro de fluxo. A marcagdo com o fluorocromo deveria contemplar 100% dos parasitos

utilizados (Figura 4).

4.2.2 Internalizacao de formas epimastigotas do T. cruzi por leucécitos do sangue

periférico humano

Gomes e colaboradores (2012) e Bandeira et al; 2012 verificaram que o numero ideal de
leucocitos para obter um percentual 6timo de internalizacado de tripanossomatideos por célula e
ainda obter um numero satisfatério de eventos a serem lidos no citbmetro era 500.000 células e
250.000 parasitos. Diante disto, em nossos ensaios foi utilizado essa proporgao de 0,5 parasito

por monacitos.

Todos os experimentos foram realizados em ftriplicata em tubos de 5 ml de poliestireno.
No total foram utilizadas amostras de sangue de 15 voluntarios saudaveis. Em cada tubo foram
incubados 500 pL do sangue, 100 pyL do farmaco diluido (em cada condigdo estabelecida:
benzonidazol 100 uM, ravuconazol 10uL posaconazol 100 uM), 25 pL de epimastigotas
marcadas com FITC e meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino, para
completar o volume final de 1000 yL por tubo. Os tubos testados foram denominados como
controle de leucécitos (500 uL de leucécitos + 500 uL de meio RPMI com soro fetal bovino
10%,) controle de internalizagdo (500 uL de leucoécitos +475 yL de meio RPMI com soro fetal
bovino 10% + 25 pL de parasitos marcadas com FITC), grupo tratado leucocitos + farmacos
(500 uL de leucdcitos+ 400 yL de meio RPMI com soro fetal bovino 10% + 100 uL do farmaco
diluido (em cada condi¢ao estabelecida: benzonidazol 100 yM, ravuconazol 10 yL posaconazol
100 uM - para verificar a citotoxicidade) e grupo tratato leucdcitos+ parasitos+ farmacos (500 pyL
de leucdcitos + 375 pL de meio RPMI com soro fetal bovino 10% + 25 pyL de parasitos
marcadas com FITC + 100 pyL do farmaco diluido (em cada condigdo estabelecida:
benzonidazol 100 uM, ravuconazol 10 yL posaconazol 100 uM), esses tubos foram incubados

em estufa 37°C sob agitagao. Apds 6 horas de incubagido os tubos descritos acima foram
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retirados da estufa 37°C e as suspensdes foram submetidas a centrifugagéo (400 g, 18°C por 7
minutos). Os sobrenadantes (500 pyL de cada condigdo estabelecida) foram aliquotados e
armazenados a -70°C, para posterior dosagem de citocinas e quimiocinas. Posteriormente
foram adicionados aos tubos de cultura, 220uL de EDTA 20mM que foram mantidos por 15
minutos em repouso. As amostras foram submetidas a centrifugagdo (400 g, 18°C por 7
minutos). O sobrenadante foi retirado e as células foram transferidas para tubos de poliestireno
de 5 mL, contendo 1 pL de anticorpo anti-CD14-PE (Biolegend, cod. 347497). As amostras

foram incubadas por 30 minutos ao abrigo da luz.

Apos a marcacio, foram adicionados em cada tubo 3 mL de solugdo de lise de
eritrécitos 1X (FACS lysing solution, Becton Dickinson). As amostras foram homogeneizadas e
os tubos foram incubados a temperatura ambiente por 10 minutos ao abrigo da luz.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 400 g, 18°C por 7 minutos e lavadas uma
vez com 3 mL de solugdo de lavagem PBS-WASH (tampao fosfato salinico contendo 5g/L de
albumina bovina sérica - BSA - bovine serum albumin e 1 g/L de azida sdédica, pH 7,2). Os tubos
foram submetidos novamente a centrifugagdo a 400 g, 18°C por 7 minutos. Verteu-se o
sobrenadante e o sedimento foi ressuspendido em 200uL de solucdo fixadora MFF. As
amostras foram homogeneizadas e mantidas a 4°C no maximo 2 horas até a leitura no
citbmetro de fluxo (FACScan, Becton Dickinson). Foram adquiridos um minimo de 5.000

eventos no “gate” ou janela de mondcitos.

4.3 Anédlise da viabilidade celular

A analise da viabilidade celular foi realizada pela marcagdo com 7-AAD (7-
aminoactinomicina D), conforme protocolo descrito por Rieger e colaboradores (2011) e
Bandeira e colaboradores (2012). A marcagdo com 7AAD é mais econdmica e mais eficiente,
por isso a escolha dessa marcacédo. Leucocitos humanos foram incubados com os parasitos por
6 horas, seguindo-se a lise de eritrécitos e marcagdo com 7-AAD. Para tal, foram adicionados
aos tubos de cultura 2,5uL de 7AAD (7-amino actinomicina D, Becton Dickinson, cod. 559925),
em um volume final de 200 pL de cultura ressuspendida em PBS 1X. A cultura foi incubada em
banho de gelo, por 10 minutos, ao abrigo da luz, seguindo-se a leitura em citbmetro de fluxo.
Foram adquiridos um minimo de 5.000 eventos no “gate” ou janela de mondcitos em citdmetro
de fluxo (FACScan, Becton Dickinson).
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4.4 Efeito do benzonidazol, ravuconazol e posaconazol internalizacdo de fomas
epimastigotas de T.cruzi por monécitos do sangue periférico humano e na
viabilidade celular

4.4.1 Farmacos-controle/referéncia

Como drogas de referéncia anti-T. cruzi foram utilizados os farmacos benzonidazol,
ravuconazol e o posaconazol. Todos esses compostos foram gentilmente cedidos pelo Dr.
Policarpo Ademar Sales Junior, pesquisador da Plataforma de ensaios pré-clinicos de triagem
de drogas anti-trypassoma cruzi (Plabio TC) do GFP/CPgRR.

4.5 Preparo dos leucdcitos do sangue periférico humano

Conforme descrito anteriormente, foram coletados 1 tubo de 5mL de EDTA e 1 tubo de
9mL de heparina sddica de cada individuo. As células sanguineas foram contadas utilizando o
contador hematologico Advia 60 Hematology Analyzer, BAYER, que realiza a contagem
diferencial em apenas trés partes de células, ndo identifica qual é o tipo do granulécito esta
sendo contado. O sangue foi transferido para tubos de 15 mL, lavados 2 vezes com PBS 1X
10% SFB. Apds essa etapa, foi realizado um ajuste da concentragdo celular para 1 x 10°
células/mL em meio contendo PBS 1X 10% SFB. A proporgao entre o numero de parasitos por
células sanguineas foi de 0.5 parasito para cada célula (0.5:1). Em nossos ensaios utilizamos

500.000 células e 250.000 parasitos, conforme descrito anteriormente.

4.6 Internalizagdo — Incubagéo das culturas com os farmacos de referéncia

Para a etapa de internalizagcdo, amostras de leucdcitos foram incubadas na auséncia ou
presencga de varias concentragdes de benzonidazol (500, 250, 125, 100, 50, 25, 12,5 e 6 uM),
ravuconazol (40, 20, 10, 5, 2,5, 1, 0,01, 0,001 e 0,0001 uM) e posaconazol (200, 100, 40 e 50
MM). Além desses trés farmacos avaliamos também a anfotericina (200, 55 e 27,5 uM) e
nifurtimox (80, 20 e 10 uM). Entretanto, optamos por utilizar em nossos ensaios apenas os trés
primeiros farmacos (benzonidazol, ravuconazol e posaconazol), devido a alta toxicidade dos

dois outros farmacos nas concentragdes avaliadas.

Apos a avaliagdo das concentragdes das drogas, as mais apropriadas para o ensaio de

internalizagao foram selecionadas, a saber: benzonidazol 100 uM, ravuconazol 10 uM e
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posaconazol 100 uM. Essas concentragbes foram selecionadas como ideais, pois foram as
maiores concentragdes testadas de cada farmaco que ndo induziram morte celular (segundo
critério de ter no maximo de 20% de células positivas para 7-AAD). As amostras contendo
formas epimastigotas vivas fluorescentes de T. cruzi, leucécitos do sangue periférico e os
compostos foram incubados em tubos de 14 mL de polipropileno sob agitagdo constante a 37°C

em estufa com 5% de CO, por 6h.

4.7 Andlise dos dados por citometria de fluxo

No minimo 5.000 mondcitos/tubo foram obtidos para aquisicdo das amostras em
citbmetro de fluxo (FACScan, Becton Dickinson). Para a aquisicdo dos dados foi utilizado o
software CELLQuest™ versdo 3.0 e para analise dos dados foi utilizado o software FlowJo
versado 10.X como recomendado pelos respectivos fabricantes. A Figura 4 exemplifica, de forma
esquematica, a analise seletiva da populagdo de mondcitos do sangue periférico humano e
analise da internalizacado de formas epimastigotas de T. cruzi por esse tipo celular. A selecéo de
mondocitos foi realizada utilizando-se graficos de FL-2/a-CD14-PE (ficoeritrina) versus
granulosidade, sendo os mondcitos selecionados como células Granulosidade™®CD14"**. A
analise da taxa de parasitos internalizados foi determinada em relacdo as amostras controles
incubadas na auséncia de droga comparado com as amostras incubadas com as drogas
benzonidazol, ravuconazol e posaconazol. Essa anadlise foi realizada na auséncia e na

presenca de parasitos (Figura 4).
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FIGURA 4: Graficos de densidade representativos da analise da internalizagdo de formas epimastigotas
do T. cruzi por mondcitos do sangue periférico humano. A selegao da populagdo de mondcitos foi
realizada utilizando-se graficos de densidade de FL-3/a-CD14-PE versus granulosidade e os mondcitos
selecionados como células Granulosidade™*CD14***. Perfil 1: na auséncia de parasitos. Perfil 2: na
presencga de parasitos, o percentual de formas epimastigotas do T. cruzi fluorescentes internalizadas esta
mostrado por um retangulo, representando a dupla positividade de marcagdo em graficos de densidade
de FL1 (T. cruzi) marcado com isotiocianato de fluoresceina-FITC) versus FL2/CD14-PE. No controle de
leucdcitos consideramos o corte de 4%.

4.8 Determinacdo da capacidade de reducdo de internalizacdo de formas

epimastigotas de T. cruzi por mondcitos do sangue periférico humano

A determinagédo da capacidade de redugado da internalizagdo de formas epimastigotas
do T. cruzi foi realizada através da seguinte férmula: indice (CE-cultura exposta/CC- cultura
controle) x 100, onde CE representa a porcentagem de parasitos internalizados por mondcitos
circulantes na auséncia ou presencga de drogas e CC representa a porcentagem equivalente ao
sinal de fluorescéncia inespecifico na presenga do solvente utilizado para solubilizacdo das

drogas (DMSO a 0,01%) ou solucao de farmacos nas respectivas concentracées empregadas.
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4.9 Quantificacdo de citocinas e quimiocinas no sobrenadante das culturas

Apés a incubacao das amostras de sangue periférico por 6 horas, conforme descrito
anteriormente 250 pL do sobrenadante de cultura de cada amostra foi aliquotada em
microtubos de 0,5 mL e armazenada a -70°C. Essas amostras foram utilizadas para
quantificacdo de citocinas e quimicionas nas condigdes estabelecidas. A metodologia
empregada foi o ensaio citofluorimétrico com microesferas fluorescentes — CBA (Cytometric
Bead Array, Becton Dickinson). Os kits utilizados foram: Human TH1, TH2, TH17 Cytokine Kit -
IL 17, INF-Y, TNF, IL-10, IL-6, IL-4, IL-2 e o Inflamatory kit - IL-1-8, IL-10, TNF, IL-12 P70, e
para a dosagem de quimiocinas foi o Human Chemokine Kit - CCL2, CCL5, IL-8/CXCL-8,
CXCL-9, CXCL-10, conforme instrugbes do fabricante (Becton Dickinson). Foram utilizadas
populagbes de microesferas com intensidades de fluorescéncia distintas conjugadas com
anticorpos monoclonais de captura especificos para cada citocina/quimiocina a ser analisada,
que foram adquiridas no canal FL3 do citdmetro de fluxo (FACSverse, Becton Dickinson). As
populagdes de microesferas foram visualizadas de acordo com as suas respectivas
intensidades de fluorescéncia: da menos brilhante para a mais brilhante. Posteriormente, as
misturas de microesferas foram incubadas com conjugados contendo anticorpos anti-
citocinas/quimiocinas especificos associados ao fluorocromo PE, revelados no canal FL2 do
citbmetro de fluxo. Os ensaios foram realizados empregando-se 25 yuL de sobrenadante das
culturas, 25 pL da mistura de microesferas e 25 pL do reagente de deteccdo PE. O mesmo
procedimento foi realizado para a obtengdo das curvas-padrao que continham concentragdes
conhecidas das citocinas/quimiocinas. As amostras foram homogeneizadas e incubadas por 3
h, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Foram adquiridas pelo menos 500 microesferas
por analito avaliado com o auxilio do software FACS Suite versao 1.0 no citdmetro de fluxo
FACSverse (Becton Dickinson). Os resultados foram gerados em intensidade média de
fluorescéncia do canal de revelagdo FL2 e expressos em pg/mL por meio da analise de

equacao do quinto parametro logistico, utilizando-se o software FCAP array v3.0 (Soft Flow).

5 Anéalises Estatisticas

Em nosso estudo foram utilizadas sangue periférico humano de quinze voluntarios
sadios, para cada substancia-padrdo a ser avaliada, em ftriplicata. Em nossos ensaios, foram

realizados controle de parasito livre, células com ou sem droga e célula com ou sem droga +
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formas epimastigotas do T. cruzi fluorescentes. Para as analises estatisticas dos dados foi
utilizado o software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc.) para comparagao entre os
grupos. Para a analise comparativa entre os grupos foi empregado o teste de Analise de
Variancia (ANOVA), seguido pelo pos-teste de Tukey. Para a analise comparativa pareada
entre dois grupos foi empregado o teste T de Student pareado. Em todos os casos, as
diferengas estatisticamente significativas foram consideradas quando o valor de p foi menor que
0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 Padronizacdo da inovacdo metodoldgica preditiva in vitro utilizando como
modelo a internalizacdo de formas epimastigotas de T. cruzi por mondcitos do

sangue periférico humano e avaliagcdo da citotoxicidade por citometria de fluxo
6.1.2 Marcacéo de formas epimastigotas de T. cruzi com fluorocromo FITC

As culturas de epimastigotas de T. cruzi foram escolhidas segundo critérios de qualidade
e viabilidade. Foram selecionadas culturas que estavam entre a 3% e 62 passagem para garantir
sua infectividade. As culturas apresentaram no momento do uso, uma boa mobilidade e
morfologia homogénea, observadas ao microscépio dptico. E importante ressaltar que todas as
culturas estavam na sua fase logaritmica de crescimento. O perfil observado no citdmetro de
fluxo apresentado na Figura 5, mostra na Figura 5A um perfil morfométrico de tamanho x
granulosidade das formas epimastigotas de T. cruzi com sete dias de cultivo e na Figura 5B
demonstra a intensidade média de fluorescéncia (FL1-FITC) emitida pelos parasitos marcados
com FITC. Os dados mostram a integridade dos parasitos e a eficiéncia da marcagédo com

FITC, contemplando 100% dos parasitos.
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FIGURA 5: Selegdo e marcagao de formas epimastigotas de T. cruzi. (A) representa o perfil das formas
epimastigotas de T. cruzi, selecionadas na janela “gate” em grafico de densidade de tamanho versus
granulosidade. (B) Histograma representativo da intensidade média de fluorescéncia apresentada pelos
parasitos apés a marcagao com isotiocianato de fluoresceina (FITC).
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6.1.3 Perfil hematoldgico dos voluntarios participantes do estudo

O perfil hematolégico (série branca do hemograma) dos voluntarios participantes do
estudo foi analisado para verificacdo dos valores apresentados no momento da realizacdo dos
ensaios e confirmagao da global de leucécitos (Tabela 1). Apds essa etapa, antes do inicio do
ensaio preditivo, foi realizado um ajuste da concentragéo celular do sangue periférico coletado
para 1 x 10° células/mL em meio contendo PBS 1X 10%SFB.

TABELA 1: Perfil hematoldgico dos voluntarios saudaveis participantes do estudo (idade e sexo). Foram
determinados os valores absolutos da global de leucécitos, contagem de granulécitos, linfécitos,
mondcitos e plaquetas. Os resultados estdo expressos em mm®.

Voluntdrio 1 29 Feminino 7,30 69,90 1,40 0,70 371,00
Voluntdrio 2 34 Feminino 8,00 74,00 1,30 0,70 307,00
Voluntdrio 3 27 Feminino 9,90 64,40 2,30 1,20 319,00
Voluntdrio 4 26 Feminino 6,40 53,20 2,40 0,50 298,00
Voluntdrio 5 29 Feminino 8,00 73,70 1,50 0,40 313,00
Voluntdrio 6 34 Feminino 7.0 74,80 1,30 0,60 237,00
Voluntdrio 7 27 Feminino 7.50 76,70 1,20 0,50 258,00
Voluntdrio 8 24 Masculino 7.50 71,50 1,50 0,60 295,00
Voluntdrio 9 27 Feminino 7.30 70,80 1,20 0,90 256,00
Voluntdrio 10 29 Feminino 6,70 60,20 1,60 0,90 286,00
Voluntdrio 11 25 Feminino 9,70 75,50 1,50 0,70 313,00
Voluntdrio 12 42 Feminino 7.60 64,80 1,80 0,80 292,00
Voluntdrio 13 27 Masculino 5,20 66,30 1,20 0,40 185,00
Voluntario 14 42 Feminino 7.70 68,70 1,30 1,00 160,00
Voluntdrio 15 29 Feminino 7,80 68,30 1,40 1,00 254,00

Os resultados do perfil hematolégico dos quinze voluntarios avaliados durante o estudo
demonstraram niveis basais, proximo dos valores de referéncia para a série branca do
hemograma (numero abasoluto de leucdcitos, granuldcitos, linfécitos, mondcitos e plaquetas)
(Tabela 1).
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6.2.2 Internalizacdo de formas epimastigotas do T. cruzi marcadas com FITC por

mondécitos do sangue periférico humano

Na Tabela 2 segue a relagdo dos voluntarios com os respectivos valores da
porcentagem de internalizagdo dos parasitos e citotoxicidade celular, pela avaliagdo da morte

celular por incorporagéo do composto 7-AAD.

Para os ensaios de viabilidade celular, foi utilizado o composto 7-AAD, que é um
marcador de perda de integridade de membrana (apoptose tardia ou necrose), permitindo assim
quantificar a citotoxicidade dos farmacos. A viabilidade celular pode ser avaliada por mudancgas
morfolégicas ou estruturais da membrana plasmatica, alterando a permeabilidade e podendo
excluir certos corantes, captar ou reter outros (Coder, 1997). A habilidade destes corantes em
entrar na célula em apoptose tardia ou necrose é dependente da permeabilidade da membrana,
ja que eles ndo coram células vivas ou em apoptose precoce devido a integridade/seletividade
da membrana plasmatica (Rieger et al; 2011). O uso do 7-AAD no presente protocolo, foi
demonstrado por Bandeira e colaboradores em 2012, no estabelecimento desta metodologia.
Nestas condigcbes a marcacdo com 7-AAD era em torno de 15% (células em apoptose
tardia/necrose). Desta forma, para os ensaios de viabilidade celular para este estudo, foi
estabelecido um critério de 20% de células positivas para 7-AAD (em morte celular) como o
valor maximo aceitavel para as condigbes do ensaio com os farmacos propostos para o estudo

atual.
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TABELA 2: Perfil de internalizagcdo de formas epimastigotas do T. cruzi e citotoxicidade celular por
mondcitos do sangue periférico dos voluntarios saudaveis participantes do estudo, analisados em
ensaios de citometria de fluxo. Os dados individuais de internalizacdo estdo apresentados como
percentual de mondcitos que internalizaram as formas epimastigostas do T. cruzi. A citotoxicidade celular
individual de cada voluntario (morte celular) foi avaliada pelo percentual de incorporagdo do composto 7-
AAD por monécitos do sangue periférico humano.

Exp. 6 horas - Epimastigotas Controle Fagocitose % 7AAD - Morte

célula + parasito até 20%
Voluntario 1 42,50 3,32
Voluntario 2 45,65 4,29
Voluntario 3 55,10 1,67
Voluntario 4 25,10 5,78
Voluntario 5 17,45 6,40
Voluntario 6 33,00 3,67
Voluntario 7 52,93 2,92
Voluntario 8 49,20 3,24
Voluntario 9 73,90 6,47
Voluntario 10 66,13 2,84
Voluntdrio 11 81,36 5,27
Voluntario 12 52,93 5,80
Voluntario 13 51,56 3,68
Voluntdrio 14 28,86 6,28
Voluntario 15 45,06 3,90

Os valores representam a média e desvio padrédo das triplicatas de cada amostra.

Conforme demonstrado na Tabela 2 foi observada uma grande variagdo da porcentagem
de internalizagdo dos parasitos pelos monécitos do sangue periférico dos voluntarios
analisados. A porcentagem variou de 17,45% a 81,36%, sendo a média de 48,04%. Esses
resultados revelam as diferengas individuais do sistema imune frente a um estimulo exégeno,
podendo explicar, pelo menos em parte, a grande variagdo da resposta a infeccdo de mondcitos
circulantes pelo T. cruzi. E interessante ressaltar que essa mesma variacdo de fagocitose entre
amostras de sangue periférico foi observada em ensaios empregando formas promastigotas

vivas de Leishmania spp (Bandeira et al; 2012).

A incubagao das células com os parasitos por 6h induz morte dos mondcitos, com
variagdo de 1,67 a 6,47%, que esta dentro dos critérios estabelecidos por Bandeira e
colaboradores (2012) como aceitaveis para células 7-AAD" no ensaio preditivo (até 20% de

células 7-AAD", ou seja, em morte celular). Além desse tempo de 6h, em nosso estudo
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realizamos também os ensaios de durante 12 e 24 horas de incubagao. Entretanto observamos
grande porcetagem de morte celular que foi acima da porcentagem aceitavel (20%), entéo

definimos que o tempo de incubacéao seria por 6h.

6.3 Efeito dos farmacos benzonidazol, ravuconazol e posaconazol na
internalizacdo de T. cruzi por mondécitos do sangue periférico humano e na

viabilidade celular

Para confirmar a aplicabilidade do novo ensaio funcional para prospecgdo de novos
compostos com atividade tripanossomicida e sua citotoxicidade, foi utilizado o benzonidazol que
€ um farmaco de uso clinico para o tratamento da doenga de Chagas. Além disso, para
padronizar a aplicabilidade do novo ensaio funcional, os farmacos antimicéticos, ravuconazol e
posaconazol foram também utilizados. Por se tratar de um método multiparamétrico foram
avaliados, simultaneamente, o impacto destes farmacos na taxa de internalizagdo de formas
epimastigotas do T. cruzi marcadas com FITC por monécitos do sangue periférico humano € na

viabilidade celular através do marcador 7-AAD.

Para a etapa de analise da internalizagao dos parasitos com os diferentes farmacos, foi
realizado um ensaio preliminar para determinar a concentragao de menor toxicidade induzindo
morte celular dos monadcitos do sangue periférico humano, por quantificagéo de células 7-AAD".
As concentracbes desses compostos que ndo causaram morte celular significativa foram

determinadas sendo benzonidazol 100 yM, ravuconazol 10 uM e posaconazol 100 uM.

Foi realizada a analise do efeito dos farmacos benzonidazol (Figura 6), ravuconazol
(Figura 7) e posaconazol (Figura 8) na internalizagdo de epimastigostas do T. cruzi por
mondécitos do sangue periférico humano, bem como sua citotoxicidade para mondcitos do
sangue periférico usando o composto 7-AAD. Os graficos apresentados sao representativos das
analises realizadas para delimitar a populagdo de monécitos em graficos de densidade de
FL2/CD14-PE versus granulosidade. Selecionada a populagdo de mondcitos, graficos de
densidade de FL1/T.cruzi-FITC versus FL2/CD14-PE foram utilizados para a analise do
percentual da populagdo de mondcitos internalizando as formas epimastigotas de T. cruzi
marcadas com FITC. A partir da selegdao de mondcitos, foi construido também um histograma
representativo da quantificagdo de mondcitos 7-AAD" por FL3/7-AAD em fungdo do nimero de
eventos, representando as células ndo vidveis. E importante enfatizar que os controles de

células incubados somente com o meio de cultura, apresentaram o perfil semelhante ao



tratamento das células com os diferentes farmacos e nédo foram apresentados, ja que

houve citotoxicidade celular significativa.
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FIGURA 6: Perfil representativo do efeito do benzonidazol na internalizagdo de epimastigotas de T. cruzi
por mondcitos do sangue periférico humano de um voluntario saudavel. Perfil 1: selegdo da populagao de
mondcitos por meio de grafico de densidade de fluorescéncia 2 (FL2/CD14-PE) versus granulosidade,
representando o controle de células na presenga do benzonidazol 100 uM (auséncia de epimastigotas).
Perfil 2: analise da populagdo de mondcitos na presenga de formas epimastigotas de T. cruzi marcadas
com FITC em grafico de densidade de fluorescéncia 1 (FL-1/T. cruzi-FITC) versus FL2/CD14-PE,
indicando no quadrante duplo positivo (Q2) em destaque, o percentual de mondcitos que fagocitaram o
parasito marcado em grafico de densidade de FL1/T.cruzi-FITC versus FL2/CD14-PE. Perfil 3:
quantificacédo de células 7-AAD" na populagéo de mondcitos em gréaficos de densidade de fluorescéncia
3 (FL3/7-AAD) versus FL2/CD14-PE, indicando na selegao retangular a porcentagem de monécitos nao
viaveis. No controle de leucdcitos consideramos o corte de 4%.
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FIGURA 7: Perfil representativo do efeito do ravuconazol na internalizagdo de epimastigotas de T. cruzi
por mondcitos do sangue periférico humano de um voluntario saudavel. Perfil 1: selegdo da populagao de
mondcitos por meio de grafico de densidade de fluorescéncia 2 (FL2/CD14-PE) versus granulosidade,
representando o controle de células na presenca do ravuconazol 10 uyM (auséncia de epimastigotas).
Perfil 2: analise da populagdo de mondécitos na presenga de formas epimastigotas de T. cruzi marcadas
com FITC em grafico de densidade de fluorescéncia 1 (FL-1/T. cruzi-FITC) versus FL2/CD14-PE,
indicando no quadrante duplo positivo (Q2) em destaque, o percentual de mondcitos que fagocitaram o
parasito marcado em grafico de densidade de FL1/T.cruzi-FITC versus FL2/CD14-PE. Perfil 3:
quantificagéo de células 7-AAD" na populagdo de mondcitos em graficos de densidade de fluorescéncia
3 (FL3/7-AAD) versus FL2/CD14-PE, indicando na selegao retangular a porcentagem de mondécitos nao
viaveis. No controle de leucécitos consideramos o corte de 4%.
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FIGURA 8: Perfil representativo do efeito do posaconazol na internalizagao de epimastigotas de T. cruzi
por mondcitos do sangue periférico humano de um voluntario saudavel. Perfil 1: selegdo da populagao de
mondcitos por meio de grafico de densidade de fluorescéncia 2 (FL2/CD14-PE) versus granulosidade,
representando o controle de células na presenga do posaconazol 100 uM (auséncia de epimastigotas).
Perfil 2: analise da populagdo de mondcitos na presenga de formas epimastigotas de T. cruzi marcadas
com FITC em grafico de densidade de fluorescéncia 1 (FL-1/T. cruzi-FITC) versus FL2/CD14-PE,
indicando no quadrante duplo positivo (Q2) em destaque, o percentual de mondcitos que fagocitaram o
parasito marcado em grafico de densidade de FL1/T.cruzi-FITC versus FL2/CD14-PE. Perfil 3:
quantificacéo de células 7-AAD" na populagéo de mondcitos em gréaficos de densidade de fluorescéncia
3 (FL3/7-AAD) versus FL2/CD14-PE, indicando na selegéo retangular a porcentagem de mondcitos néo
viaveis. No controle de leucdcitos consideramos o corte de 4%.

Nos graficos abaixo estdo compilados os dados das amostras de sangue periférico dos
15 doadores voluntarios. Na Figura 9A, os dados estdo apresentados em grafico de dispersao,
mostrando a variabilidade individual de cada doador que participou do estudo. Na Figura 9B, os
dados sao referentes a analise da capacidade de reducdo de internalizacdo das formas
epimastigotas de T. cruzi por mondcitos do sangue periférico na presencga das drogas testadas.
Na Figura 9C, observa-se a porcentagem de células ndo viaveis marcadas com 7-AAD em
amostras tratatadas e ndo tratadas com benzonidazol 100 pM, ravuconazol 10 pM e

posaconazol 100 uM.
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Os dados mostram uma grande variagao no percentual de internalizacdo dos parasitos
por mondcitos do sangue periférico dos diferentes doadores com uma porcentagem média de
internalizacao de 48,04 %. (Figura 9A). Os resultados mostraram que a porcentagem média de
parasitos internalizados pelos mondécitos dos diferentes voluntarios tratados com benzonidazol e
posaconazol foi semelhante ao controle célula e parasito ndo tratado (Figura 9B). Esses dados
revelam que essas duas drogas nao apresentaram redugao na internalizagao dos parasitos por
mondécitos. Os dados também estao apresentados pela forma de indice da cultura exposta (CE)
versus a cultura controle (CC) multiplicado por 100. Os resultados demonstraram uma
diminuicdo do indice de internalizacdo na presenca de ravuconazol, quando comparado ao
indice na auséncia de farmacos e na presenga de benzonidazol e posaconazol (Figura 9B),
mostrando que o ravuconazol mostrou-se ativo contra o T. cruzi. As demais analises nao
demonstraram nenhuma diferenga significativa na presenga dos demais farmacos empregados
(Figura 9B).

A analise da porcentagem de células ndo viaveis marcadas com 7-AAD demonstrou que
para todas as situagbes estudadas, a porcentagem se manteve abaixo de 20%, que € o valor
maximo de morte celular estipulado para o ensaio preditivo (Figura 9C). Além disso, a
percentagem de morte celular na presenga de solugao de DMSO era significativamente maior,
embora dentro dos valores de 20%, quando comparada as demais combinagcbes avaliadas
(Figura 9C).



49

A B
»n 1004 * * * * 25.0q *
o
g A #
N m 4 T T
© ™ A Q
c N Q
9] L L
- A
£ 504 = A O 1254
@ B A 8
2 o 5
= A S
g ..A‘ =
©
o | | A
I e 0.0--— T
o N = = = 2 = = =
0 > > > =] o =] =] >
= S o o o = o o o
=) . O = S c S = =
= =1 > = ) - > =
R 3 %3
R = 2
2 3 %
o o 3
H e ©
C T 1004
:
+
<
-
[a)]
Q
— 50
8
=
]
o * ok ok Kk Kk k%
B 20 fpggroocereroeeesrooes oo
S A A
2 Lol Mk
SN W Y
O=Z=Z=NZ===2
O 5 5 3 3 3 S S
S 00 9o 69 o 9o
A S 46 ~ & 4 06
Sy = A S d
HES HES
&g .t'-:fo.
NN o+
2 3%
UUE
F - ©
=

FIGURA 9: Avaliagdo da internalizagdo de formas epimastigotas do T. cruzi por mondcitos do sangue
periférico humano dos voluntarios avaliados, na auséncia (controle) ou presenga dos farmacos
benzonidazol (BZ — 100 pM), ravuconazol (RAV — 10 yM) e posaconazol (POS — 100 pM) no ensaio
preditivo. Leucocitos do sangue total (n=15 doadores) foram incubados com os diferentes farmacos por 6
horas. (A) Grafico de dispersdo com os dados de porcentagem de internalizagao de parasitos de todos os
doadores (n=15). (B) Grafico de analise do indice da capacidade de redugéo de internalizagdo de formas
epimastigotas do T. cruzi (raz&o cultura exposta-CE por cultura controle-CC x 100) por mondécitos do
sangue periférico. As diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) estdo apresentadas por (*), (#) e
(**) para destacar diferengas existentes entre o tratamento com ravuconazol e a cultura controle, na
presenga de benzonidazol e posaconazol, respectivamente. (C) Grafico de citotoxicidade celular
representa a porcentagem de células inviaveis que incorporaram o composto 7-AAD (7-
aminoactinomicina D) em relagdo ao tratamento com os diferentes farmacos. As diferengas
estatiscamente significativas entre as situacdes testadas e a cultura controle com DMSO estéo
representadas por (*). O limiar de 20% de positividade é o critério adotado como aceitavel para o
percentual de morte celular durante o ensaio preditivo.
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6.4 Potencial imunomodulador do benzonidazol, ravuconazol e posaconazol na
producdo de citocinas e quimiocinas no sobrenadantes de culturas de curta

duracdo de leucécitos do sangue periférico humano

Os leucdcitos do sangue periférico dos 15 voluntarios saudaveis participantes do
estudo foram incubados durante 6h com as formas epimastigotas vivas do T. cruzi marcadas
com FITC na auséncia ou presenca de benzonidazol, ravuconazol e posaconazol e o
sobrenadante das culturas foi utilizado para avaliagdo da atividade imunomoduladora dos
farmacos utilizando o novo ensaio preditivo, que emprega a citometria de fluxo. Em virtude de
se avaliar o perfil imune em culturas de curta duragdo, optou-se por analisar citocinas e
quimiocinas que teriam um papel significativo nos eventos iniciais de interacdo células do
hospedeiro/parasitos/drogas. Em nosso estudo dosamos as citocinas (IL 17, INF-Y, TNF, IL-10,
IL-6, IL-4, IL-2, IL-1-B, IL-12 P70) e quimiocinas (CCL2, CCL5, IL-8/CXCL-8, CXCL-9, CXCL-
10) que sao liberadas em resposta a imunidade inata, estimulo primario a um patégeno.
Contudo, ndo conseguimos quantificar as citocinas (IL 17, INF-Y, IL-4, IL-2 e IL-12 P70) e
quimiocinas (CXCL-9 e CXCL-10), pois elas apresentaram valores indectaveis no ensaio de
CBA. Esse resultado pode ser provavelmente devido a baixa quantidade dessas moléculas no
sobrenadante das culturas, uma vez que o tempo de incubagao de 6h nao foi suficiente para a
expressao dessas proteinas. Dessa forma, foram avaliadas as citocinas pré-inflamatérias IL-1-
B, IL-6, TNF e a citocina moduladora IL-10, bem como as quimiocinas CCL2, CCL5 e CXCLS.

Em relagao a citocina TNF, a metodologia utilizada detecta ambas isoformas a e B.

Os dados de citocinas revelaram um aumento dos indices de IL-1-B, IL-6 e IL-10 nas
culturas com presenca de todos os farmacos, benzonidazol, ravuconazol e posaconazol,
quando comparado a cultura controle na auséncia dos farmacos (Figura 10 A,B,C). Além disso,
o indice TNF estava aumentado nas culturas na presenca de ravuconazol e posaconazol,
quando comparado as culturas na auséncia de farmacos e na presenga de benzonidazol
(Figura 10C).

Na analise do perfil de quimiocinas (Figura 11), de forma oposta ao observado para as
citocinas, os resultados revelaram diminuicdo do indice de CCL2 nas culturas em presenca de
benzonidazol, ravuconazol e posaconazol, bem como uma diminui¢cdo do indice de CCL5 nas
culturas com benzonidazol, quando comparado a cultura na auséncia de farmacos (Figura
11A). Além disso, a andlise do indice de CCL5 também demonstrou um aumento dos valores

na presenca de posaconazol em comparagdo com as culturas na presenca de benzonidazol
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(Figura 11B). Perfil semelhante de indice aquele apresentado por CCL5 foi também
apresentado por CXCL8, onde houve uma diminuicdo do seu indice na presenga de
benzonidazol em comparagdo com a cultura controle na auséncia de farmacos e um aumento
do indice de CXCL8 na presenca de posaconazol, quando comparado as culturas com

benzonidazol (Figura 11C).
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FIGURA 10: Perfil de citocinas no sobrenadante de culturas de curta duragdo de sangue total. Leucdcitos
do sangue periférico de individuos saudaveis (n=15) foram expostos in vitro por 6h com formas
epimastigotas vivas do T. cruzi na auséncia (Controle= ) ou presenga de benzonidazol 100 uM (BZ= .
), ravuconazol 10 uM (RAV= -) e posaconazol 100 yM (POS= -). Foram avaliadas as citocinas pré-
inflamatdrias IL-1-beta, IL-6, TNF e a citocina imumoduladora IL-10. As concentragdes dos analitos foram
determinadas em pg/mL. Os resultados estdo expressos em graficos de barras como indice (cultura
exposta — CE/cultura controle — CC) sob a forma de média * erro padrdo. As diferengas estatisticamente
significativas (p<0,05) em relagdo ao grupo controle e grupo BZ estdo assinaladas por (*) e (#),
respectivamente.
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FIGURA 11: Perfil de quimiocinas no sobrenadante de culturas de curta duragdo de sangue total.
Leucécitos do sangue periférico de individuos saudaveis (n=15) foram expostas in vitro por 6h com
formas epimastigotas vivas do T. cruzi na auséncia (Controle= L) ou presenga des benzonidazol 100
uM (BZ= M), ravuconazol 10 uM (RAV= B) e posaconazol 100 pM (POS= H). Foram avaliadas as
quimiocinas CCL2, CCL5 e CXCL8. As concentragbes dos analitos foram determinadas em pg/mL. Os
resultados estdo expressos em graficos de barras como indice (cultura exposta — CE/cultura controle —
CC) sob a forma de média + erro padrdo. As diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) em
relagcao ao grupo controle e grupo BZ estéo assinaladas por (*) e (#), respectivamente.

Para que pudéssemos ter uma visdo mais geral da atividade imunomoduladora
apresentada pelos farmacos avaliados, foi apresentado um perfil panoramico das citocinas e
quimiocinas, de acordo com a proporcdo que mantinham em consondncia com as
variabilidades metodoldgicas propostas pelo ensaio preditivo (Figura 12). De forma geral, os
dados demonstraram que as citocinas IL-10 e TNF sdo aquelas que apresentaram maior
impacto apos a adicdo dos farmacos, destacando-se em ordem decrescente de magnitude

uma maior proporg¢ao de IL-10 na presenga de benzonidazol, ravuconazol e posaconazol que
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associa-se de forma inversa com a propor¢céo de TNF, nessas mesmas condigdes (Figura 12 -
lado esquerdo). Por outro lado, no que se refere as quimiocinas, alteragdes nas proporgoes
estdo mais evidentes para as quimiocinas do tipo C-C, CCL2 e CCL5, que apresentaram
propor¢des ligeiramente alteradas na presencga de ravuconazol e posaconazol, havendo uma
diminuicdo de CCL2 e aumento de CCL5 em comparacao ao perfil apresentado na auséncia
de farmacos e na presenca de benzonidazol. A quimiocina CXCL8 mantém proporgcbes mais
constantes ao longo do ensaio preditivo que independem da presenga dos farmacos (Figura 12

- lado direito).
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FIGURA 12: Perfil panoramico de citocinas e quimiocinas em culturas de curta duragdo de sangue total.
Leucdcitos do sangue periférico de individuos saudaveis (n=15) foram estimulados in vitro por 6h com
formas epimastigotas vivas do T. cruzi na auséncia (Controle) ou presenga de benzonidazol 100 uM (BZ),
ravuconazol 10 uM (RAV) e posaconazol 100 uM (POS). Foram avaliadas as citocinas pré-inflamatérias
IL-1-beta (M), |L-6 (M) e TNF () e a citocina moduladora IL-10 (B), bem como as quimiocinas CCL2
(-), CCL5 (=) e CXCL8 (D). As concentragbes dos analitos foram determinadas em pg/mL, sendo
calculadas as proporgbes existentes entre as citocinas e quimiocinas, respectivamente. Os resultados
estdo expressos em graficos de rodas como percentual de citocinas e quimiocinas apresentado por cada
grupo do estudo.
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7 DISCUSSAO

A proposta desta dissertagcdo foi desenvolver um ensaio preditivo funcional e
multiparamétrico por citometria de fluxo, utilizando como modelo leucécitos do sangue
periférico humano, incubados em presenga de formas epimastigotas de T. cruzi, a fim de se
avaliar o potencial de compostos potencialmente anti-T. cruzi. Neste ensaio quantitativo,
pardmetros como internalizacdo do parasito, bem como toxicidade (imunotoxicidade) e
resposta imune podem ser avaliados simultaneamente em uma mesma amostra teste, o que
representa um salto em inovagao metodoldgica para ensaios preditivos. Para padronizar esse
ensaio, foram utilizados farmacos como o benzonidazol, primeira escolha no tratamento da
doenga de Chagas, bem como o ravuconazol e o posaconazol, farmacos potenciais em

investigagao para o tratamento da doenga.

A proposta para o uso desta metodologia € utilizada como ensaio preditivo/confirmatorio
(para uma triagem secundaria, apos identificagdo de compostos bioativos em ensaios
convencionais), de compostos em potencial para seguirem no fluxograma de desenvolvimento
de um novo quimioterapico para doenca de Chagas. Nesta racional, a substancia/extrato bruto
de melhor atividade antiparasitaria, avaliada pela redugéo de parasitos fagocitados e menor
toxicidade neste ensaio podera ser selecionada entre seus pares para os posteriores estudos in

vivo ou fracionamento quimico.

No processo de desenvolvimento de um farmaco, milhares de compostos sdo avaliados
nas varias etapas de ensaios in vitro, para predizer eficacia (efeito desejado no modelo de
doenca estudado) e toxicidade (efeito indesejado em células saudaveis). Um programa tipico
para descoberta de novos farmacos consiste de uma série de atividades e comega com o
desenvolvimento de ensaios bioldgicos a serem usados para identificagdo das moléculas ativas
no alvo escolhido, dentro de um modelo de doencga. Varios sdo os modelos in vitro usados para
predizer toxicidade nos diferentes sistemas como cardiotoxicidade, neurotoxicidade,
nefrotoxicidade, ototoxicidade, imunotoxicidade, toxicidade aguda e crbnica, além dos
paréametros de farmacocinética e farmacodinadmica (Kim, 2010).

Um dos maiores desafios enfrentados pela industria farmacéutica é o fracasso de
candidatos promissores a novos medicamentos, devido aos efeitos adversos imprevistos que

sao identificados durante estudos de seguranga pré-clinicos em animais e ensaios clinicos. O
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desenvolvimento de ensaios in vitro com capacidade de prever com precisdo os efeitos
adversos in vivo permitiria a selecdo de compostos com perfis de alto risco de toxicidade, de
forma a ndo serem priorizados, enquanto aqueles que possuem os atributos necessarios para
um farmaco com um perfil de menor risco possam progredir no fluxograma de desenvolvimento.
O novo paradigma na descoberta de medicamentos deve incluir um meio robusto de identificar
questdes relacionadas com a toxicidade no inicio do processo de descoberta, onde o custo no
inicio do processo € menor do que em fases posteriores. Desta forma, os ensaios in vitro tém a
perspectiva de que possam refletir com confianga os eventos observados in vivo. Assim,
ensaios multiparamétricos podem fornecer importantes pistas sobre os potenciais efeitos
indesejados in vivo. Os dados de toxicidade sdo parte das informagdes utilizadas para

selecionar candidatos para seguir nas outras etapas do desenvolvimento (Kim, 2010).

Ademais, o uso de um método com maior acuracia durante a fase de selecdo de
compostos promissores in vitro também contribui para a redugao do uso de animais para os
estudos in vivo, ja que nos protocolos para a avaliagao da atividade anti-T. cruzi in vivo, serdo
utilizados menos 10 animais para cada substancia a ser avaliada. Neste contexto, apds triagem
em ensaios convencionais, como 0 ensaio com [-galactosidase realizado pela plataforma
PLABIO Tc-PDTIS/FIOCRUZ, os compostos que apresentam atividade tripanocida sao testados
em células L929 para determinacgio da citotoxicidade (Romanha et al; 2010). Os compostos que
apresentam indice de seletividade maior ou igual a 50 (razdo do ICsy da droga na célula pelo
ICso parasito) sdo submetidos ao teste de atividade in vitro. Inicialmente é avaliada a
citotoxicidade aguda dos camundongos, seguida pelo ensaio de redugdo da parasitemia e
posteriormente pelo ensaio de avaliacdo de cura (Romanha et al; 2010). Diferente do novo
método proposto nesse estudo, no método convencional ndo se tem informacdo sobre a
imunotoxicidade ou impacto do composto na producdo de citocinas, que & um importante
parametro nesta doencga. A avaliagdo desses aspectos da atividade imunomoduladora dos
compostos € muito importante antes de se fazer uma avaliagdo de atividade in vivo, podendo
assim obter informagdes mais precisas sobre o composto, diminuir o uso de animais de

experimentacao e o custo das pesquisas (Bandeira et al; 2012).

Pelos dados apresentados neste trabalho, o ensaio multiparamétrico permite a avaliagao
simultdnea do percentual de parasitos internalizados em presenga ou ndo dos farmacos, bem
como fazer inferéncias da citotoxicidade de novas entidades quimicas avaliadas, além de se
avaliar seu efeito em parametros importantes da resposta imunolégica como citocinas e

quimiocinas. Este método permite a caracterizagdo do efeito antiparasitario e citotéxico, bem
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como imunotéxico, em um ensaio de maior complexidade, cujos pardmetros sao avaliados
simultaneamente, sendo ainda de maior sensibilidade e quantitativo. Ndo ha relatos na literatura
de um método multiparamétrico usando mondcitos do sangue periférico humano para analise

de prospeccéao de potenciais farmacos para tratamento da doenga de Chagas.

No presente protocolo inédito, foi utilizado o sangue periférico de 15 voluntarios
saudaveis que foi incubado por 6 horas na presencga/auséncia de formas epimastigotas de T.
cruzi marcadas com fluoresceina, na auséncia/presenca dos farmacos tripanomicidas
(benzonidazol 100 uM, ravuconazol 10 yM e posaconazol 100 uM). Utilizamos as formas
epimastigotas do parasito, devido a facilidade de cultivo e pelo grande numero de parasitos
obtidos. No inicio dos experimentos utilizamos as formas tripomastigotas, entretanto tivemos
varios problemas de obtencdo com baixo numero de tripomastigotas e presenga de formas
amastigotas contaminantes nas preparagdes. Diante disso, optamos por usar em nossos

experimentos as formas epimastigotas.

Nos ensaios de fagocitose, como esperado, houve variagdo nas porcentagens de
internalizagdo de formas epimastigotas de T. cruzi, variando de doador para doador. Esta
variagdo esta associada as individualidade/particularidades do sistema imune inerentes a cada
individuo, conforme descrito por Dalanhol e colaboradores (2010). E interessante ressaltar que
essa mesma variagao de fagocitose entre amostras de sangue periférico foi observada em
ensaios empregando formas promastigotas vivas de Leishmania spp (Bandeira et al; 2012). E
interessante ressaltar que dados da literatura sobre a capacidade de interagdo e infeccéo
celular mostram que o T. cruzi demora mais tempo para ser internalizado quando comparado
com Leishmania, que ¢é internalizada em apenas 5 minutos em contato com a célula fagociticia.
Ja o T. cruzi tem mecanimos de interagdo mais complexos e inumeras moléculas de superficie
celular que fazem com que a sua internalizagdo demore cerca de 30 minutos (Barros, et al;
2012). Similar ao ensaio descrito por Bandeira et al. (2012), também utilizamos em nossos
ensaios o tempo de 6h de incubagéo. A incubagdo dos mondécitos por 12 ou 24 h promoveu
grande porcentagem de morte celular que foi acima do aceitavel (20%), entdo definimos o

tempo de incubacéao de 6h.

O Unico medicamento aprovado para uso para doenga de Chagas no Brasil é o
benzonidazol. Nesta dissertagdo foi utilizado o benzonidazol, e também o ravuconazol e
posaconazol, novos compostos triazolicos, inibidores da biossintese de ergoesterol

considerados como farmacos potenciais para uso no tratamento da doenga de Chagas.
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O T. cruzi para manter a viabilidade e proliferagado celular em todas as fases do seu ciclo
de vida, precisa do ergoesterol, por isso a importancia de se testar esses farmacos. Os
inibidores da biossintese de ergoesterol foram testados por terem demonstrado em estudos
anteriores a capacidade de induzir a cura parasitolégica nos estagios agudos e cronicos da
doenga de Chagas (Molina et al; 2000; Urbina et al; 2000; Urbina, 2010). Esses farmacos, cujas
atividades anti-T. cruzi e citotoxicidade contra o parasito ja foram demonstrados em métodos
convencionais in vitro foram usados para padronizagao desta metodologia e demonstram que a
mesma permite predizer os mesmos resultados observados in vitro e em estudos experimentais

in vivo usando modelo murino.

Em 2012, Bandeira e colaboradores padronizaram esta nova metodologia
multiparamétrica para ser utilizada em ensaios in vitro de avaliagdo do potencial leishmanicida
de novas entidades quimicas. As condigbes estabelecidas por estes autores foram similares as
utilizadas no estudo atual, sendo alterado o parasito para o T. cruzi e direcionado para ser
utilizado no processo de selegdo de substancias promissoras uteis no desenvolvimento de
farmacos para doenga de Chagas. No ensaio, os autores demonstraram que o tratamento de
leucdcitos incubados com L. braziliensis com farmacos como anfotericina e glucantime levaram
a uma redugao do percentual de parasitos fagocitados, semelhantemente ao observado nos
ensaios convencionais usando linhagens estabelecidas e ensaios colorimétricos. Os autores
demonstraram ainda, de forma quantitativa, ndo somente os efeitos de redugéo de fagocitose
por monadcitos para os referidos farmacos, bem como seu efeito citotdéxico, sendo utilizado o 7-
AAD, que tem sido empregado em varios estudos para verificar a viabilidade celular nos
experimentos in vitro por meio da citometria de fluxo (Lecoeur et al; 1997; Tait et al; 1999).
Nossos resultados mostraram que os leucdcitos na presenca de T. cruzi, apresentavam uma
menor porcentagem de morte celular (7-AAD) quando comparado com essas mesmas células
na auséncia de parasito. Parece que o T. cruzi protege as células da morte celular. Outros

estudos precisam ser realizados para validar essa observacéo.

Quanto a avaliagao da atividade fagocitica por mondcitos do sangue periférico humano,
no presente estudo foi observado uma diminuigdo da internalizagdo de formas epimastigotas
do T. cruzi frente ao ravuconazol (Figura 7), mostrando que o ravuconazol foi ativo contra o
T.cruzi. Estudos prévios mostraram uma excelente atividade in vitro e in vivo do ravuconazol
na infecgcéo pelo T. cruzi murina, com 70% de cura na fase aguda da infecgao (Urbina, 2003).
A variagao do percentual de mondcitos do sangue periférico internalizando o T. cruzi apos

tratamento com ravuconazol foi de 14,36 a 82,33 (média de 41,84), em comparagao a cultura
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controle 2,35 a 4,93. Na presencga de benzonidazol foi de 13,8 a 80,43 (média de 46,61) e com
0 posaconazol foi de 21,8 a 83,69 (média de 46,95).

Estudos realizados por Murta e colaboradores (1999) e Lages-Silva e colaboradores
(1990) demonstraram uma cooperacao da quimioterapia especifica da doenga de Chagas e o
sistema imune do hospedeiro. Lages-Silva e colaboradores observaram que a fagocitose e a
destruigdo intracelular de tripomastigotas sanguineos da cepa Y do T. cruzi, coletados de
camundongos tratados com benzonidazol, era significativamente aumentada quando
comparada com parasitos obtidos de animais nao tratados. Murta e colaboradores (1999),
observaram que o benzonidazol age nos parasitos da cepa Y do T. cruzi aumentando a
fagocitose e a produgéo das citocinas IL-12, TNF-a e NO por esplendcitos de camundongos,
favorecendo assim, a destruicdo dos parasitos intracelulares pelo compartimento celular do
sistema imune. Nos dados encontrados pelo ensaio preditivo atual, ndo foi obervado um
aumento da internalizacao de parasitos frente ao benzonidazol, como demonstrado in vitro por
Murta e colaboradores (1999). Cabe ressaltar, que os experimentos publicados na época,
foram realizados por microscopia Optica e contagem dos parasitos internalizados por
macréfagos murinos. Esses ensaios apresentam sensibilidade significativamente distinta

daquela apresentada pelo ensaio preditivo atual.

Uma das vantagens desta inovagao multiparamétrica seria permitir a analise simultanea
de parémetros de viabilidade, fagocitose e imunomodulagdo farmacoldgica (estimulagdo ou
supressao da resposta imune). Um componente importante de resisténcia ou resposta efetiva
do hospedeiro contra protozoarios esta intimamente relacionado com sua imunidade, que € um
elemento complementar fundamental ao longo do tratamento contra doengas provocadas por
esse grupo de patégenos. Estudos prévios realizados por nosso grupo demonstraram que uma
resposta imune pro-inflamatéria mediada por IFN-y e TNF-a é relevante para potencializar a
atividade de drogas anti-T. cruzi, levando a uma intervencéao terapéutica efetiva (Sathler-Avelar
et al; 2006; Sathler-Avelar et al; 2008). Apesar do grande numero de estudos sobre a resposta
imune apds a infecgao por T. cruzi, existem relativamente poucos trabalhos sobre o impacto do
tratamento nesta resposta. Foi demonstrado previamente que o tratamento com benzonidazol
induz células NK e linfocitos T CD8" a produzirem IFN- y e que IL-10 produzida por células T
CD4" e linfocitos B s&o, supostamente, elementos-chave na modulagdo da resposta imune e de
controle de danos teciduais induzidos pela resposta pro-inflamatoria (Sathler-Avelar et al; 2006;
Sathler-Avelar et al; 2008). Além disso, apds o fim desta terapia, ocorre uma redugdo

substancial do numero de interacdes entre diferentes marcadores. Entretanto, a producgéo de IL-
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10 é preservada, o que sugere que esta molécula possa ser capaz de modular a imunidade

protetora (Campi-Azevedo et al; 2015).

Como um referencial por estudos prévios publicados no tema, pode-se dizer que uma
droga ideal para o tratamento da doenga de Chagas deveria estar associada com o
estabelecimento de uma resposta pro-inflamatéria, modulada por IL-10, para promover uma
terapia de sucesso sem efeitos colaterais graves. Os resultados de atividade imunomoduladora
encontrados durante o ensaio preditivo corroboram essa afirmativa e sugerem que os
farmacos testados seriam capazes de induzir um perfil em leucécitos de individuos saudaveis
compativel com aquele associado a eficacia terapéutica na doenca de Chagas (Figuras 10 e
11). Nesse contexto, o ensaio preditivo padronizado nesta dissertacdo tem ampla abrangéncia
e importancia, uma vez que também nos permite avaliar o perfil imunomodulador das drogas

testadas, pela quantificagado de citocinas e quimiocinas no sobrenadante das culturas.

Em suma, pode-se afirmar que o ensaio preditivo inovador proposto pelo estudo pode
ser futuramente uma ferramenta util como um ensaio confirmatdrio para selecdo de amostras
mais promissoras, identificadas em programas de prospecgdo de novos farmacos para o

tratamento da doenga de Chagas.
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8 CONCLUSAO

O novo ensaio preditivo padronizado nesta dissertacdo permite avaliar
simultaneamente o percentual de internalizagdo das formas epimastigotas do T. cruzi pelos
leucécitos do sangue periférico expostos aos diferentes farmacos, bem como avaliar a
viabilidade/citotoxicidade celular dos leucécitos na presenca dos farmacos testados e analisar
a atividade imunomoduladora desses farmacos, pela quantificacdo de citocinas e quimiocinas

no sobrenadante das culturas.
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9 PERSPECTIVAS

- A padronizagdo desse novo ensaio preditivo mostrou ser bom método de triagem de
compostos, diante disto podemos avaliar a atividade biolégica de extratos vegetais e

substancias que tem se mostrado ativas contra o parasito;

- Realizar essa metodologia utilizando amostras de sangue periférico de pacientes portadores

da doenga de Chagas;

- Complementar o ensaio preditivo pela analise da dosagem de citocinas intracitoplasmaticas

por diferentes subpopulagdes de leucdcitos do sangue periférico;

- Fazer associagdes entre farmacos ja utilizados para o tratamento da doenga de Chagas e

também novos compostos que apresentem atividade contra o parasito.
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