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MACHADO, Yara Almeida. Avaliacdo dos efeitos do tratamento com ravuconazol em
combinacgédo com anlodipino na infec¢cao experimental por Trypanosoma cruzi.

RESUMO

A doenca de Chagas, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, afeta cerca de 8
milhdes de individuos. Ndo ha tratamento etioldégico eficaz e seguro para a fase
cronica da infeccdo, o que motiva a busca por novas alternativas terapéuticas.
Nesse sentido, a combinacdo de farmacos € uma estratégia promissora,
principalmente quando utiliza farmacos ja aprovados para uso clinico. O ravuconazol
(Ravu) € um antifungico que apresenta atividade anti-T. cruzi bem estabelecida in
vitro e in vivo, no entanto ndo é eficaz em induzir cura parasitologica quando usado
em monoterapia. O anlodipino (Anlo) é um blogueador de canais de célcio
amplamente utilizado na clinica como anti-hipertensivo e estudos anteriores
demonstraram sua atividade tripanossomicida. No presente estudo foram avaliados
os efeitos de combinagdes de Ravu e Anlo na infeccdo experimental pela cepa Y de
T. cruzi. Inicialmente foram realizados estudos in vitro para investigar o potencial
citotéxico da combinacdo para as células hospedeiras e identificar a natureza da
interacdo entre os farmacos sobre diferentes formas evolutivas do parasito. Para as
avaliacdes in vivo, camundongos Swiss experimentalmente infectados ou ndo foram
tratados por via oral durante 20 dias consecutivos com subdoses de ravuconazol
(2,5 e 5 mg/Kg) isoladamente e em associacdo com 10 mg/Kg de anlodipino. A
resposta ao tratamento foi avaliada considerando os parametros: supressao e
reativacao da parasitemia, mortalidade e deteccéo do DNA do parasito, por PCR, em
amostras de sangue aos 60 dias apds o tratamento. Ainda, foi avaliada a influéncia
dos tratamentos nos perfis de citocinas e resposta humoral dos animais. Os
resultados mostraram que ndo houve toxicidade adicional resultante da utilizacéo
combinada dos farmacos in vitro e o perfil de interacdo entre Ravu e Anlo foi
dependente da forma evolutiva do parasito utilizada, sendo antagdnica sobre formas
tripomastigotas e sinérgica quando consideradas as amastigotas intracelulares. Os
estudos em modelo murino mostraram que a administracdo da associacao foi bem
tolerada na auséncia e presenca da infeccao. Altos niveis de parasitemia e 50% de
mortalidade foram detectados nos camundongos infectados e ndo tratados. A
administracdo de Ravu, em monoterapia ou combinado, induziu reducdo do
parasitismo, sendo observada supressao da parasitemia durante todo o tratamento,
protegendo os animais da mortalidade. Ja o Anlo quando usado de forma isolada foi
eficaz em reduzir o nimero de formas tripomastigotas detectadas no pico de
parasitemia, mas nao reduziu a mortalidade. De forma interessante, os tratamentos
combinados foram eficazes em aumentar de duas a quatro vezes os indices de cura
quando comparados as monoterapias com Ravu, evidenciando uma interacao
positiva entre farmacos in vivo. A analise dos niveis plasmaticos de 1gG anti-T.cruzi
confirmou os achados da avaliacdo parasitolégica, com reducao drastica da
guantidade de anticorpos até 60 dias ap0s o tratamento. Ainda, o perfil de citocinas
identificado em amostras de soro dos animais infectados e tratados com a
combinacdo foi semelhante ao identificado para os camundongos saudaveis. Os
resultados permitem concluir que ha efeito benéfico resultante da combinacdo de
Ravu com Anlo no tratamento da infeccdo experimental aguda pela cepa Y de T.
cruzi.

Palavras-chave: Doenca de Chagas. Combinacéo de farmacos. Reposicionamento.



ABSTRACT

Chagas disease, caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, affects about 8 million
individuals. There is no effective and safe treatment for the chronic phase of the
infection, which motivates the search for new therapeutic alternatives. In this way,
drug combination is a promising strategy, especially when using drugs already
approved for clinical use. Ravu is an antifungal that has potent trypanocidal activity in
vitro and in vivo, however it is not effective in inducing parasitological cure in
monotherapy. Amlodipine (Anlo) is a calcium channel blocker widely used as
antihypertensive and previous studies have demonstrated its trypanosomicidal
activity. In the present study, the effects of Ravu and Anlo combinations on
experimental T. cruzi infection by Y strain were evaluated. Initially, in vitro studies
were conducted to investigate the cytotoxic potential of the combinations for
mammals cells and to identify the nature of the interaction between the drugs on
different forms of the parasite. For in vivo evaluations, Swiss mice, experimentally
infected or not were treated p.o. for 20 consecutive days with suboptimal doses of
ravuconazole (2.5 and 5 mg / kg) alone and in combination with 10 mg / kg
amlodipine. The response to treatment was evaluated considering the following
parameters: parasitemia suppression and reactivation, mortality and detection of
parasite DNA at 60 days after treatment. Also, the influence of the treatments on the
cytokine profiles and humoral response were evaluated. The results showed that
there was no additional toxicity resulting from the combined use of the drugs in vitro
and the interaction profile between Ravu and Anlo was dependent of the parasite
stage, being antagonistic on trypomastigote forms and synergistic when considering
intracellular amastigotes. Murine model studies showed that drug combinations were
well tolerated in the absence or presence of the infection. High levels of parasitemia
and a 50% mortality rate were detected in infected and untreated mice. The Ravu
administration, alone or in combination, induced a drastic reduction in parasitism,
with suppression of parasitemia during all the treatment period, protecting the
animals from mortality. Anlo when used alone was effective in reducing the number
of trypomastigote forms detected at the peak of parasitemia, but did not reduce
mortality. Interestingly, the combination treatments were effective in increasing cure
rates two to four times when compared to Ravu monotherapies, evidencing a positive
interaction between the drugs in vivo. Anti-T. cruzi IgG plasma levels confirmed these
findings, with a drastic reduction in the amount of antibodies up to 60 days after
treatment. In addition, the cytokine profile from infected and treated animals was
similar to that identified for healthy mice. The results allow concluding that there is a
beneficial effect resulting from the combination of Ravu with Anlo in the treatment of
acute experimental infection by T. cruzi Y strain.

Keywords: Chagas' disease. Drug combination. Repositioning.
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1 INTRODUCAO

A doenca de Chagas ou tripanossomiase americana foi descoberta e descrita
pelo médico brasileiro Carlos Chagas em 1909 (CHAGAS, 1911). E uma doenga de
carater cronico causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, cuja principal forma de
transmissao € a via vetorial. Atualmente, a doenca de Chagas ainda é um importante
problema médico e social; estima-se que no Brasil 1,5 milhdes de pessoas estejam
infectadas, a grande maioria na fase cronica da infec¢cao (WHO, 2015).

Devido a auséncia de tratamento etiologico eficaz e seguro, cerca de 40% dos
individuos parasitados apresentam manifestacdes clinicas decorrentes da fase
cronica, como megaes6fago, megacolon e cardiopatia chagasica; em funcdo dessas
manifestacbes, a doenca é considerada um dos principais problemas de salde
publica na América Latina (VIOTTI et al., 1994; DIAS; COURA, 1997; MARTINS-
MELO et al., 2016). Apenas dois medicamentos podem ser usados no tratamento
da doenca de Chagas, o benznidazol (Bz) e o nifurtimox (Nfx), sendo o Bz de
primeira escolha. Apesar de serem indicados nas fases aguda e cronica, a eficacia
da terapia é maior quanto mais cedo o tratamento € iniciado, variando de 60 a 80%
nos casos agudas a no maximo 20% para os casos cronicos (TEMPONE et al.,
2007). Ainda, ambos os medicamentos induzem efeitos adversos relevantes, os
quais levam a suspensao do tratamento em cerca de 30% dos pacientes (COURA;
CASTRO, 2002; DIAS et al., 2016; MORILLO et al., 2017).

Devido as limitacdes dos tratamentos disponiveis, estratégias alternativas no
desenvolvimento de terapias para a doenca de Chagas tém sido consideradas, além
do desenvolvimento de farmacos mais seletivos e eficazes. Nesse sentido, a
estratégia de reposicionamento de medicamentos tem sido uma opcao atraente,
uma vez que os perfis de seguranca e farmacoldgicos desses medicamentos ja
estdo bem caracterizados, permitindo a possibilidade de avancar mais rapidamente
para ensaios clinicos (SUN et al., 2016).

Considerando o0 reposicionamento de farmacos, inibidores da via de
biossintese de ergosterol, desenvolvidos originalmente como antifungicos, e em
particular inibidores da Cl4-demetilase (CYP51) foram identificados como
candidatos para o tratamento da doenga de Chagas (URBINA et al., 2003;

BUCKNER, 2008). Dentre esses antifungicos, o posaconazol e o Ravu, por
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apresentarem resultados promissores nas avaliagdes pré-clinicas (URBINA et al.,
2003; DE FIGUEIREDO DINIZ et al., 2010), foram avaliados no tratamento da fase
cronica assintomatica da doenca de Chagas. Esse foi um grande avanco, ja que
desde a introducédo do Bz e Nfx, ndo houve a realizacdo de estudos clinicos desse
nivel, no entanto, ambos falharam em induzir cura parasitolégica (MOLINA et al.,
2015; TORRICO et al., 2018). Diante desse cenario, a busca por outras estratégias
de tratamento usando esses medicamentos tem sido estimulada (URBINA, 2018;
TORRICO et al., 2018).

Outra classe de farmacos que tem se mostrado promissora nos estudos de
quimioterapia anti-T.cruzi sdo os bloqueadores de canais de célcio (REIMAO et al.,
2016), particularmente diiidropiridinas, como o anlodipino. Este medicamento, usado
na clinica como antihipertensivo, apresenta atividade contra tripanossomatideos,
(HIROTA et al., 2004; REIMAO et al., 2010). No entanto, sua atividade in vivo na
infeccdo por T.cruzi ndo foi ainda apropriadamente estudada. Planer et al. (2014)
nao identificaram efeito tripanocida do anlodipino durante a fase aguda da infecgéo
murina por T. cruzi; ja quando esse farmaco foi combinado a um derivado azdlico,
houve melhora significativa da atividade anti-parasitaria. Outros autores
demostraram ainda o beneficio, na atividade anti-tripanossomatideos, do uso
combinado de bloqueadores de canais de calcio a outras classes farmacoldgicas
(NEAL et al., 1989; PLANER et al., 2014).

A terapia de combinacado de farmacos que apresentam diferentes mecanismos
de acdo € uma alternativa que pode contribuir para aumentar a eficacia da estratégia
de reposicionamento (DYBUL et al., 2002). J& usada com sucesso no tratamento de
diversas doencas, infecciosas ou ndo, a associacdo de farmacos tem sido indicada
como uma estratégia promissora na quimioterapia da doenca de Chagas (URBINA,
2010).

Considerando esses antecedentes, no presente estudo foram estudados os
efeitos do tratamento com Ravu quando associado ao Anlo em modelos pré-clinicos
de infecc&o por T. cruzi. Foram determinadas a natureza da interagéo dos farmacos
contra o parasito in vitro, bem como o perfil de toxicidade e impacto da terapia
combinada no parasitismo e resposta imune de camundongos experimentalmente

infectados.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A revisdo do presente estudo estd embasada em definicbes e exemplos,
encontrados na literatura, que denotam a importancia da descoberta de uma terapia

alternativa para doenca de Chagas.

2.1 A doenca de Chagas

T. cruzi, agente etiologico da doenca de Chagas, é um protozoario
digenético que tem como reservatorio diversos hospedeiros mamiferos. Em geral, o
parasito € transmitido ao homem no momento do repasto sanguineo de insetos da
familia Reduviidae, subfamilia Triatominae, conhecidos popularmente como
barbeiros, bicho de frade, bicudo, chupanca, chupao, fincdo, gauderio, procotd, entre
outros (FERREIRA; SILVA, 2006). Esses insetos, ao sugarem sangue, depositam
sobre a pele do hospedeiro suas fezes contendo tripomastigotas metaciclicos de T.
cruzi, que sao formas evolutivas infectantes do parasito (BRENER, 1987; DIAS,
1992).

Observou-se grande diminuicdo da incidéncia da doenca no Brasil
principalmente devido ao combate sistematizado dos principais vetores domiciliares,
como Triatoma infestans (MONCAYO; SILVEIRA, 2009; COURA; DIAS, 2009;
FERREIRA; SILVA, 2006). No entanto, outros mecanismos de transmissao S&o
possiveis: por meio de transfusdo de hemoderivados ou transplante de 6rgaos por
doadores contaminados; via congénita; acidentes em laboratérios e via oral
(BRENER, 1987; DIAS et al.,1992). Esta ultima forma de transmissdo vem
apresentando altos indices entre popula¢cbes de areas endémicas, como Brasil, com
grande importancia pela sua frequéncia, dificuldade de controle, falta de
reconhecimento e necessidade de novas estratégias de prevencdo. A transmissao
pela via oral ocorre principalmente por ingestdo de alimentos contaminados com
triatomineos infectados ou suas fezes, como polpa de acai e caldo de cana, mas
também por ingestdo de carne crua ou mal cozida, ou ainda pelas secrecdes de
alguns marsupiais infectados (COURA, 2015; BRASIL, 2015). Entre 2000 a 2013,

conforme divulgado pelo Ministério da Saude, foram registrados 1.570 casos da
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doenca de Chagas aguda no Brasil; em 68,9% destes casos a transmisséo ocorreu
por via oral, em 23,7% dos casos a forma de transmissao foi desconhecida, 6,4%
por via vetorial, 0,7% por outras formas de transmissao (transfusional ou acidental) e
0,4% por transmissao vertical (BRASIL, 2015). Ainda, a vigilancia epidemiolégica &
um desafio constante, com destaque para a domiciliacdo de espécies vetoras
secundérias (COURA, 2015).

A infecgdo por T. cruzi cursa no hospedeiro vertebrado em duas fases
distintas: aguda e crbnica, as quais sao caracterizadas por aspectos relacionados a
biologia do parasito e a resposta do hospedeiro. T. cruzi pode parasitar qualquer tipo
celular nucleado, e diferentes cepas do parasito apresentam tropismo diferenciado
por células musculares, nervosas e do sistema fagocitico mononuclear (ANDRADE,
1987). Uma vez no organismo do hospedeiro, T. cruzi conta com uma série de
mecanismos de sobrevivéncia e evasdo que garantem o estabelecimento da
infeccdo. Livre no citoplasma ele se diferencia em amastigota, as quais multiplicam
por divisdo binéria e se diferenciam em tripomastigotas, denominadas sanguineas,
gue sao liberadas apos a ruptura da membrana das células hospedeiras para invadir
novas células e/ou alcancar a corrente sanguinea. Uma vez na circulagdo, o parasito
evade da lise mediada pelo complemento e alcanca diversos tecidos durante a fase
aguda, induzindo a resposta imune humoral e celular (revisto por DIAS et al., 2016).

Na fase aguda, a maioria dos casos € assintomatica ou com sinais e
sintomas geralmente inespecificos; essa fase é caracterizada pela presenca de
tripomastigotas no sangue periférico do hospedeiro e intenso parasitismo tecidual
acompanhado de processo inflamatério, devido aos ciclos de multiplicacdo
intracelular das formas amastigotas do parasito (BARRET et al., 2003). Na auséncia
de tratamento especifico, os sintomas podem persistir por até dois meses, com taxa
de mortalidade variando de 2-8%, principalmente em criancas. Com o0
estabelecimento da resposta imune do hospedeiro, as manifestacdes da fase aguda
regridem e instala-se gradativamente a fase crénica, que pode perdurar por anos ou
décadas, na qual a parasitemia e o parasitismo podem permanecer escassos por
toda a vida do individuo (DIAS, 1992; COURA; CASTRO, 2002). A evolucédo para a
fase crénica pode ser acompanhada pelo comprometimento cardiaco e/ou digestorio
do individuo parasitado, com dificil deteccdo de parasitos circulantes (BARRET et
al., 2003). Nesses casos, pode haver o acometimento cardiaco em cerca de 30%

dos pacientes, enquanto o megaesdfago e megacolon acometem cerca de 10%.
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Dentre as manifestacdes da fase cronica, a mais grave € a forma cardiaca, que pode
conduzir a morte subita (DIAS, 1992; OLIVEIRA et al., 2008).

A grande diversidade de manifestacfes clinicas na fase cronica ainda nao
pode ser explicada; entretanto fatores como a variabilidade genética e biolégica do
parasito, bem como a resposta imune do hospedeiro, tém sido sugeridos como
fatores determinantes (ANDRADE et al., 1998; ESTANI et al., 1998; DUTRA &
GOLLOB, 2008). A falha em eliminar totalmente o parasito do organismo leva a uma
atividade prolongada do sistema imune, culminando no aparecimento de lesbes
teciduais, resultantes de um processo inflamatério cronico e fibrose associada,
caracterizando a fase cronica. Assim, as células e mecanismos efetores do sistema
imune seriam entdo responsaveis, tanto pelo controle da multiplicacdo do parasito
nos tecidos como pelas les@es locais resultantes da atividade antiparasitaria (revisto
por DIAS et al., 2016)

Em funcdo da morbidade causada pelas manifestacbes da fase cronica,
incluindo a insuficiéncia cardiaca e os megas digestivos, é gerado um gasto de
aproximadamente 6,5 bilhées de ddélares/ano para os governos dos paises da
América Latina (WHO, 2002), sendo considerada uma parasitose negligenciada
(HOTEZ et al., 2006; WHO 2017). A alta mortalidade devido a doenca de Chagas é
uma caracteristica particular desses paises, especialmente o Brasil. Um estudo
realizado baseado na mortalidade causada pelas doencas tropicais negligenciadas
no pais, por um periodo de 12 anos (entre 2000 e 2011) mostrou que do total de
12.491.280 mortes registradas, a tripanossomiase americana foi responsavel pelo
maior nimero de Obitos, 58.928 (76,7% de todas as mortes de doencas tropicais
negligenciadas), seguida pela esquistossomose 6319 (8,2%) e leishmaniose 3466
(4,5%) (MARTINS-MELO et al., 2016).

Mesmo com grandes esfor¢cos para reduzir o impacto da parasitose em
diversos paises, a exemplo das medidas no controle do vetor, devido a sua natureza
cronica e a auséncia de tratamento etiolégico eficaz, as taxas de mortalidade tém
caido devagar (MARTINS-MELO et al., 2012). Adicionalmente, a doenca de Chagas
nao esta restrita a paises em desenvolvimento e se apresenta como problema
emergente de saude publica, mesmo em paises desenvolvidos, principalmente nos
Estados Unidos e paises europeus. SO recentemente foi reconhecida como
problema de saude publica nesses paises, onde a transmissao vetorial nao

acontece, mas a migracdo de individuos infectados gera outras formas de
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contaminacdo, como a transfusdo de sangue, o transplante de o6rgdos, e a
transmissao vertical (GASCON et al., 2010).

2.2 Tratamento etioldgico da doenca de Chagas

Desde o final dos anos 1960 e inicio da década de 1970 dois compostos
nitro-heterociclicos estao diponiveis para o tratamento da doenca de Chagas, o Bz
(Benznidazol, Lafepe; Abarax, ELEA) e Nfx (Lampit®, Bayer). Ambos medicamentos
atuam como pro-farmacos que necessitam ser reduzidos por uma nitroredutase do
parasito a fim de se tornarem ativas (WILKINSON et al., 2008). Foi descrito que o Bz
induz oxidacao, principalmente no pool de nucleotideos. Assim a incorporacao
extensiva de nucleotideos oxidados durante a replicacdo do DNA provoca quebras
da cadeia dupla do T. cruzi, destruindo seu DNA (RAJAO, et al., 2014). Ja o Nfx
libera cations nitroanibnicos e abre cadeias de nitrilas, levando a intoxicacdo do
parasito. Ambos 0s compostos interagem com uma série de biomoléculas, formando
ligagdes com DNA e grupos tiol e gerando substancias altamente reativas (HALL et
al., 2011).

Dados da literatura mostram que o tratamento etioldgico com ambos o0s
medicamentos tem atividade significativa na fase aguda da doenca de Chagas, com
indices de cura parasitolégica de até 80% em pacientes tratados, sendo esta cura
definida como um resultado negativo para todos os testes parasitolégicos e
sorologicos (OLIVEIRA et al., 2008; CANCADO, 2002). No entanto, sua eficacia
varia de acordo com a area geografica, provavelmente devido as diferencas na
susceptibilidade aos medicamentos das diferentes cepas de T. cruzi (COURA; DIAS,
2009).

Diversos estudos clinicos publicados mostram a baixa eficicia do tratamento
com Bz e Nfx na doenga de Chagas crbnica, onde as taxas variam de 8% a 19,1%
(FERREIRA, 1990; VIOTTI et al., 1994, 2006; FABBRO DE SUASNABAR et al.,
2000; BRAGA et al., 2000; LAURIA-PIRES et al., 2000; CANCADO, 2002; LANA et
al., 2009). E, por ser uma doenca de evolucdo lenta, na maioria das vezes é
dignosticada quando o individuo ja se encontra nessa fase. Ainda ndo foram

elucidados os motivos que levam a baixa eficacia dos compostos nitroheterociclicos
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na fase crénica da doenca de Chagas, mas eles podem estar relacionados as
propriedades farmacocinéticas desfavoraveis, como meia-vida relativamente baixa e
limitada penetracdo nos tecidos (DOCAMPO; URBINA, 2003; BUCKNER, 2008;
MORILLO et al., 2017; PERIN et al., 2017). Adicionalmente, a grande variabilidade
genética e bioldgica do parasito sdo fatores importantes.

Os efeitos colaterais provocados pelo Bz e Nfx induzem a descontinuagéo
do tratamento em 10% a 40% dos individuos (COURA; CASTRO, 2002; MARIN-
NETO et al., 2009; URBINA, 2015). As reacfes mais comuns incluem dermopatia
por hipersensibilidade, com eritema polimorfo n&o bolhoso, pruriginoso, seguindo-se
de descamacédo (geralmente aparecendo entre o 7- e 10- dia de tratamento); no
entanto, pode ocorrer ainda depressdo da medula 6ssea, com agranulocitose,
polineuropatia periférica e até augesia. Além disso, o tratamento com esses
medicamentos ndo deve ser indicado para pacientes com doencas cardiacas
graves, doencas respiratérias, hemopatias, insuficiéncia renal ou hepética e
neoplasias. Essas contraindicacdes inviabilizam o tratamento etiolégico de pessoas
muito debilitadas, idosos, além de mulheres gravidas (COURA; CASTRO, 2002,
DIAS et al., 2016; MORILLO et al., 2017).

O Nfx teve sua comercializacdo interrompida desde a década de 80,
primeiramente no Brasil, seguido pela Argentina, Chile e Uruguai, possivelmente em
razdo do efeito tripanocida menor em algumas regiées endémicas, associado a alta
incidéncia de reacbes adversas (DOCAMPO; MORENO, 1986). Dessa forma, no
Brasil, o medicamento de referéncia no tratamento da parasitose é o Bz. O esquema
terapéutico preconizado consiste na dose de 5mg/Kg, divididos em duas doses
diarias e deve ser mantido por 30 a 60 dias consecutivos, durante a fase aguda, e
por 60 dias durante a fase crbnica. Criancas com menos de 40 kg podem receber
7,5mg/kg de peso corporal, durante 60 dias (DIAS et al., 2016). Esse longo tempo de
tratamento costuma dificultar a adeséo do paciente ao tratamento, especialmente na
ocorréncia de reacdes adversas.

Assim, 0 sucesso da terapéutica € limitado em diversos pontos: baixos
indices de cura na fase cronica, esquema terapéutico prolongado e reacbes

adversas importantes, sendo necessaria a busca de novos tratamentos.
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2.3 Busca de novos tratamentos

A pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos s&o processos que
demandam altos investimentos e longo tempo de execucdo, devidos as varias
etapas envolvidas desde a concepcdo de uma nova molécula até a conclusao de
estudos clinicos. Novas estratégias tém sido propostas para agilizar esse processo;

uma delas é chamada de reposicionamento de farmacos (ASHBURN et al., 2004).

2.3.1 Reposicionamento de farmacos

O reposicionamento de farmacos tem como objetivo principal utilizar
farmacos ja existentes para tratamento de outras doencas (ASHBURN et al., 2004).
Esse processo visa principalmente a reducéo de custos e aumento da velocidade de
desenvolvimento para a validacdo de um novo medicamento, ja que as propriedades
farmacocinéticas e farmacodinamicas ja sdo bem estabelecidas (CHONG et al.,
2007). Portanto, quando um novo uso terapéutico € identificado para um farmaco
licenciado, pode-se progredir mais rapidamente para os ensaio clinicos (KAISER et
al., 2015). Nos ultimos dez anos, houve um avanco significativo relacionado a este
tema. O aumento do nimero de medicamentos aprovados e acessiveis, combinados
com os esforcos para o reposicionamento de farmacos por meio do governo,
indUstria e meio académico contribuiram grandemente para o aumento das
publicacdes relacionadas a este tema (SUN et al., 2016).

Frente a problematica da terapéutica das doencas tropicais negligenciadas,
incluindo a doenca de Chagas, o reposicionamento é uma estratégia especialmente
relevante. A triagem de farmacos desenvolvidos para outros propdésitos e disponiveis
na clinica médica vem se apresentando como uma das abordagens mais
promissoras para a introducéo de novas terapias anti- T. cruzi (KAISER et al., 2015;
SBARAGLINI et al., 2016). Alguns dos exemplos mais bem sucedidos s&o os
inibidores de C14-a-demetilase (CYP51) desenvolvidos como agentes anti-fangicos

e avaliados em modelos experimentais de infeccdo por T. cruzi. Diversos
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medicamentos dessa classe exibiram potente atividade em modelos in vitro e in vivo,
como o itraconazol e albaconazol (URBINA, 1998; VAN CAUTEREN, et al., 1987,
APT et al., 1999; MOREIRA et al, 1991; GUEDES et al., 2004). O posaconazol é
outro antifingico que apresentou a capacidade de induzir a cura parasitolégica nos
estagios agudos e cronicos da doenca de Chagas em estudos pré- clinicos, mas ndo
apresentou a mesma eficacia em estudos clinicos de fase Il (revisto por FUGI et al.,
2015). Situacdo similar foi observada para o E1224, um pro-farmaco do ravuconazol,
azolico de administracdo oral que apresentou excelentes resultados em modelos
experimentais, mas falhou em induzir cura na doenga humana (URBINA et al., 2003,
DE FIGUEIREDO DINIZ et al.,, 2010; TORRICO et al.,, 2018), evidenciando a

necessidade de estratégias terapéuticas alternativas usando esses farmacos.

2.3.1.1 Ravuconazol

O Ravu é um derivado triazdlico de terceira geracdo desenvolvido para
utilizacdo como antiftingico sistémico (HATA et al., 1996). E um inibidor da via de
biossintese de esterol, em particular, da enzima C14-demetilase (CYP51), essencial
para a sobrevivéncia do parasito. Uma vez inibida a sintese de ergosterol, o parasito
ndo € capaz de utilizar completamente a oferta de colesterol disponivel pelo
organismo do hospedeiro (URBINA, 1998, 2009).

A potente atividade supressiva do ravuconazol pode ser observada in vitro e
in vivo, em modelos experimentais murinos e caninos da doenca de Chagas aguda;
no entanto ndo foi capaz de curar a infeccéo. Foi sugerido que esse efeito apenas
supressivo seria devido as suas propriedades farmacocinéticas desfavoraveis
nesses modelos, ja que sua meia-vida nos camundongos € de 4 h e nos caes é de
8,8 h (URBINA et al., 2003; DE FIGUEIREDO DINIZ et al. 2010). A partir desses
resultados, foi desenvolvido um pré-farmaco solivel do ravuconazol, com melhor
absorcéo e biodisponibilidade, o E1224. Um ensaio clinico duplo cego, randomizado
de Fase Il foi feito na Bolivia para investigar a eficacia e seguranca deste pro-
farmaco no tratamento de pacientes na fase crbnica assintomatica, sendo conduzido
pela DNDi (Drugs for Neglected Diseases initiative). Os resultados mostraram que

houve perfil satisfatorio de seguranca, mas pouca ou nenhuma eficacia do
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tratamento, como monoterapia, em induzir a cura da infeccdo (TORRICO, et al.
2018). Considerando esses resultados, foi sugerido que novos esquemas de doses,
bem como terapias combinadas de ravuconazol a outros medicamentos sejam

consideradas.

2.3.1.2 Anlodipino

O Anlo é um farmaco bloqueador de canais de calcio pertencente a classe
das dihidropiridinas; induz uma seletiva inibicdo do influxo de célcio através das
membranas celulares. E amplamente utilizado na terapia antihipertensiva, espasmos
cerebrovasculares, angina e taquirritimia (ALBERNETHY et al., 1999). Ainda em
2003 foi demonstrada a atividade antimicrobiana desse medicamento (KUMAR et al.,
2003), posteriormente estudos mostraram o efeito do anlodipino contra protozoarios.
Foi demonstrada atividade in vitro anti-Leishmania e T. cruzi (HIROTA et al., 2004,
REIMAO et al., 2010; REIMAO et al., 2016) e in vivo contra uma variedade de
espécies de Leishmania (PALIT E ALI, 2008; REIMAO et al., 2016). Seu mecanismo
de acdo sobre protozoarios ainda ndo foi elucidado, mas em um estudo realizado
contra L. (L.) infantum os autores observaram que a atividade leishmanicida esta
relacionada a uma disfuncdo na mitocondria e a geracdo de ROS (Reactive oxygen
species). Nesse caso, Palit e Ali (2008) mostraram que a mitocondria € o principal
alvo intraceluar do anlodipino contra L. (L.) donovani, onde interferéncia nos
complexos da cadeia respitatéria mitocondrial poderia ser aparentemete responsavel
pelos efeitos letais, devido a reducdo no consumo de oxigénio, que provoca um
aumento de ROS, levando a uma perda de potencial de membrana (SEN et al.,
2004) e liberacdo de citocromo ¢ no citoplasma. Esses eventos seriam responsaveis
pela ativacdo de proteases como as caspases 3 (KROEMER, DALLAPORTA,
RESCHE-RIGON, 1998) que desempenham papéis importantes na cascata
apoptética desses parasitos (SEN et al., 2004), culminando na morte por apoptose
(PALIT E ALI, 2008).

REIMAO et al., 2016 demonstraram a capacidade do Anlo em alterar o
potencial de membrana mitocondrial e aumentar a geracdo de ROS em Leishmania,

0 que pode levar a morte do parasito por estresse oxidativo. Sabe-se que a
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mitocondria € umas das maiores fontes de ROS em tripanosomatideos,
desenvolvendo diferentes fungdes que envolvem sinalizacdo ou citotoxicidade; para
controlar os niveis de ROS presentes nas mitocondrias 0s parasitos apresentam
defesas antioxidantes (MENNA-BARRETO E DE CASTRO, 2014). Diante desses
dados promissores, € importante estudar os efeitos do tratamento com esse
medicamento na infeccdo por T. cruzi, isoladamente ou em associacdo a outros

farmacos.

2.3.2 Terapia combinada

A combinacdo de compostos tem sido uma estratégia utilizada com éxito no
tratamento de diversas doencas infecciosas, como HIV/SIDA (DYBUL et al., 2012),
malaria (WHO, 2001), tuberculose (LIENHARDT et al., 2012), entre outras. A
combinacdo de vérias classes quimicas e diferentes mecanismos de acdo pode
produzir um efeito sinérgico, resultando na reducdo do tempo de tratamento e/ou da
dose do medicamento, contribuindo para reduzir custos e reacdes adversas;
minimizar o desenvolvimento de resisténcia; além de aumentar a eficacia do
tratamento. Portanto, o uso de combinacdes de moléculas pode aumentar o sucesso
do reposicionamento de farmacos (SUN et al., 2016).

Diversos estudos com combinacbes de farmacos foram realizados nas
Ultimas décadas, muitos deles explorando o potencial tripanocida de inibidores da
sintese de ergosterol (CYP51) e compostos nitro-heterociclicos, além de outras
classes farmacoldgicas. Usando tratamentos mais curtos e/ou doses sub-Gtimas,
diversos autores mostraram boa eficacia da terapia combinada em modelos murinos
da doenca de Chagas (revisto por BAHIA et al., 2014). Algumas combinacdes,
apesar de nao induzirem cura parasitoldgica, interferiram no desenvolvimento das
lesbes associadas a fase cronica da infeccdo, o que é de grande importancia
guando considerada a evolu¢do da doenca. Dessa forma, o estudo de terapias
combinadas tem sido muito estimulado na area de quimioterapia anti-T. cruzi, sejam
essas combinacgdes estabelecidas de forma racional ou fenotipica.

Planer et al. (2014) estudaram combinagbes de diversos medicamentos e

compostos biologicamentes ativos, pertencentes a diversas classes farmacologicas
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e aprovados pela FDA (Food and Drug Administration). De uma série 24
combinagdes, duas apresentaram efeito significativo na redugdo da parasitemia de
camundongos na fase aguda da doenca de Chagas: posaconazol associado a
clemastina e posaconazol associado ao anlodipino. No entanto, ndo foi avaliada a
capacidade dessas combinacdes em induzir cura parasitolégica. Esses estudos
sugerem novamente que a utilizacdo do anlodipino pode resultar em efeito positivo
no controle da infecg&o por T. cruzi, incentivando assim estudos dessa natureza.
Considerando o contexto de busca de novas estratégias terapéuticas para a
doenca de Chagas e os dados pré-clinicos e clinicos disponiveis acerca da
seguranca de utilizacdo dos farmacos Ravu e Anlo, neste trabalho foram avaliados
os efeitos da combinacdo desses farmacos sobre a fase aguda da infeccdo pela

cepa Y deT.cruzi.



27

3 OBJETIVOS

Os objetivos tracados para o presente estudo serdo relatados a seguir.

3.1 Geral

Avaliar os efeitos do tratamento com ravuconazol em combinagdo com o

anlodipino na infeccéo experimental pela cepa Y de T. cruzi.

3.2 Especificos

Os objetivos especificos desse trabalho séo:

a) Avaliar, in vitro, a natureza da interacdo entre os farmacos Ravu e Anlo
sobre diferentes formas evolutivas da cepa Y de T. cruzi e a toxicidade para as
células hospedeiras;

b) Investigar o potencial citotoxico da combinacao in vivo;

c) Determinar a influéncia do tratamento usando combinagdes de Ravu e
Anlo na reducdo do parasitismo durante a infeccdo aguda experimental de
camundongos pela cepa Y do T. cruzi;

d) Verificar o impacto do tratamento com Ravu e Anlo na resposta imune
humoral e celular dos animais infectados pela cepa Y; comparando com os animais

nao tratados.
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4 MATERIAL E METODOS

Para cumprimento dos objetivos propostos para este trabalho, foram

realizados diferentes ensaios e métodos que serdo discutidos em sequéncia.

4.1 Cepas de Trypanosoma cruzi

Foi utilizada a cepa Y de T. cruzi. Essa cepa, descrita em 1953 por Silva;
Nussenzweig, € mantida em laboratério por meio de passagens sanguineas
sucessivas em camundongos. A cepa Y é considerada parcialmente sensivel ao
benznidazol e ao nifurtimox (FILARDI; BRENER, 1987).

4.2 Farmacos e reagentes

a)Benznidazol (Bz): 2-nitro-imidazole-(N-benzil-2-nitro-limidazoleacetamide),
usado como farmaco de referéncia (Lefepe, Brasil);

b) Ravuconazol (Ravu): ([R-(R*,R*)]-4-[2-[2-(2,4-difluorophenyil)-2-hydroxy-1-
metlyl-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propyl]-4-thiazolyl]benzonitrile), (Eisai, Japao);

¢) Anlodipino (Anlo): besilato de anlodipino: (RS)-3-ethyl 5-methyl 2--4-(2-
chlorophenyl)-6-methyl-1,4-dihydropyridine-3,5-dicarboxylate), (Bayer, Brasil);

d) Resazurina: sal dissédico, utilizada como indicador da proliferacdo celular,
(Sigma, EUA).

4.3 Experimentos in vitro

Para realizacdo dos experimentos in vitro foram adotados os seguintes
procedimentos:
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4.3.1 Cultivos de células H9c2

Células da linhagem H9c2, cardiomiécitos, (American Type Culture
Collection, ATCC: CRL 1446) foram mantidas em meio DMEM suplementado com
10% de SFB, 1% de glutamina 2 mM e penicilina-estreptomicina, a 37°C, 5% CO,,
como descrito (MORAES et al., 2015).

4.3.2 Obtencéo do parasito (tripomastigotas de cultura celular)

As formas tripomastigotas da cepa Y foram obtidas a partir do sobrenadante
de culturas de células H9c2 previamente infectadas por tripomastigotas sanguineos
obtidos de camundongos no pico de parasitemia. Apds 24 horas da incubacéo das
células com os tripomastigotas sanguineos, o meio de cultura foi removido e 0s
parasitos nédo internalizados foram retirados através de lavagens sucessivas com
PBS. As células foram novamente incubadas a 37°C por 72 horas, quando o
sobrenadante, rico em tripomastigotas, foi coletado e lavado em meio de cultura. Os
parasitos foram quantificados em camara de Neubauer e ressuspendidos em meio

DMEM fresco para utilizagéo.

4.3.3 Ensaios de citotoxicidade

Culturas de células H9c2 néo infectadas foram tratadas com concentracdes
decrescentes dos farmacos por 72 horas e posteriormente a viabilidade celular foi
qguantificada. Duzentos microlitros de suspenséo das células H9c2, na concentracao
de 1x10*mL, foram pipetados em placas de 96 pocos e incubados a 37°, 5% CO,,
por 24 horas. O meio de cultura foi removido e substituido por 200 uyL de meio
contendo ou ndo concentracdes decrescentes de Ravu (a partir de 100 nM) ou Anlo
(a partir de 100 uM) isoladamente ou em combinagao. Foram avaliadas 7 diluicées
seriadas na razdo de 1:2. Apds 48 horas de incubagéo a 37°C, o sobrenadante foi

removido e entdo adicionados, em cada poco, 200 yL de meio de cultura fresco
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contendo 20 yL de resazurina 1mM, um indicador de proliferagdo celular (DE
FIGUEIREDO DINIZ et al., 2013). Decorridas 4 horas de incubacéo, a 37°C, a placa
foi lida em leitor de microplacas (570 nm e 600 nm). No ensaio foram incluidos
controles negativos (meio+resazurina); positivos (meio+células); controles para
avaliar o potencial de reducdo do corante farmacos (meio+farmacos) e ainda
controle de morte celular (DMSQO). O percentual de inibicdo da proliferagéo celular

induzida pelos farmacos foi calculado pela seguinte formula:

% inibicdo = 100 — [A570-(A600xR0) Tratado / A570-(A600xR0) Controle+] x100

Nessa formula, A570= Absorbancia a 570nm, A600= Absorbancia a 600 nm,
Controle + é o poco contendo células, meio e resazurina, na auséncia do farmaco.
RO é o fator de correcédo, calculado a partir dos valores de absorbancia do controle
negativo (C-), ou seja, apenas meio de cultura e resazurina na auséncia de células
[Ro = (A570 /A600)C-]. A absorbancia do meio de cultura foi subtraida de todas as
amostras (meio na auséncia de resazurina). O indice de Seletividade (IS) foi
determinado por meio da seguinte expresséao: IC-50 (em células de mamiferos)/ IC-
50 (sobre os parasitos na forma amastigota).

Todas as avaliacbes in vitro foram realizadas no minimo duas vezes e

utilizando trés replicatas.

4.3.4 Avaliacdo das combinacdes Ravu/Anlo sobre tripomastigotas e amastigotas

intracelulares da cepa Y de T. cruzi in vitro

Para avaliar o efeito das combinacdes de Ravu/Anlo sobre formas
tripomastigotas e sobre a infeccdo de células H9c2 pela cepa Y de T. cruzi

utilizaram-se os parametros descristos a seguir.
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4.3.4.1 Determinacdo da IC-50 do anlodipino e do ravuconazol para as formas

amastigotas

Células H9c2, mantidas como descrito no item 5.3.1., foram quantificadas
em camara de Neubauer e plaqueadas na concentracéo de 1x10*células/mL sobre
laminulas de vidro em placas de cultura de 24 pocos. Apos 24 horas em estufa a
37° 5% CO,, as células foram infectadas, na proporcdo de 10 parasitos:célula, com
formas tripomastigotas da cepa Y, obtidas conforme descrito no item 5.3.2.
Decorridas 24 horas, o meio de cultura foi removido e os poc¢os lavados com meio
fresco para remover os parasitos ndo internalizados. A seguir foi adicionado meio de
cultura contendo concentracdes decrescentes dos farmacos, em diluicbes seriadas
1:2, sendo as concentracOes iniciais de 10 pM e 10 nM para Anlo e Ravu,
respectivamente. Foram incluidos controles positivos (células infectadas, na
auséncia de farmacos) e negativos (células e meio). As placas foram novamente
incubadas por 72 horas, nas mesmas condi¢des, quando as laminulas foram
removidas, lavadas em PBS, fixadas por 5 minutos em metanol e finalmente coradas
pelo Giemsa (10% em &gua destilada). A determinagdo do numero se células
infectadas (contendo amastigotas viaveis) foi feita por meio de leitura em
microscopio otico. A partir dos valores de percentual de infeccdo nas células
submetidas ou ndo a incubagdo com as drogas foram calculados os valores de IC-50

para os farmacos. Para esse célculo foi utilizado o programa CompuSyn.

4.3.4.2 Determinacdo da natureza da interacao entre ravuconazol e anlodipino sobre

as formas amastigotas

Para identificar se ha efeito sinérgico, aditivo ou antagdnico resultante da
combinacdo Ravu e Anlo sobe as formas amastigotas foi calculado primeiramente o
indice endocitico. O indice endocitico considera tanto o percentual de células
infectadas quanto a capacidade de proliferacdo do parasito sob pressao dos

farmacos, ou seja, o numero de amastigotas por célula. A determinagdo do namero
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do numero de amastigotas por células foi feita por meio de leitura em microscopio

optico.

4.3.4.3 Determinacdo da IC-50 do anlodipino e do ravuconazol para as formas

tripomastigotas

As formas tripomastigotas da cepa Y que foram obtidas como descrito no
item 4.3.2 foram quantificadas em céamara de Neubauer e plagueadas, na
concentracéo de 1x10%poco, em placas de 96 pocos. Os parasitos foram incubados
com concentracdes decrescentes dos farmacos, em diluicdes seriadas 1:2, sendo as
concentracbes iniciais de 30 pM e 30 nM para anlodipino e ravuconazol,
respectivamente. Foram incluidos controles positivos (parasitos em meio de cultura
sem a presenca dos farmacos) e controles positivos incubados com DMSO. Apés 24
horas em estufa a 37°, 5% CO, os parasitos foram quantificados em camara de
Neubauer. A partir dos valores de percentual de mortalidade dos parasitos
incubados ou ndo com os farmacos foram calculados os valores de IC-50. Para esse
calculo foi utilizado o programa CompuSyn. As curvas de dose-efeito foram

construidas no Graphpad Prism.

4.3.4.4 Determinacdo da natureza da interacdo entre ravuconazol e anlodipino sobre

as formas tripomastigotas

Para investigar a ocorréncia efeito sinérgico, aditivo ou antagbnico resultante
da combinacdo Ravu e Anlo sobre as formas tripomastigotas, foi utilizado o método
de proporgOes fixas descrito por Fivelman et al.,, 2004. ApoOs a identificagdo dos
valores de IC-50 dos farmacos em monoterapia, foram estabelecidas as
concentracdes para utilizacdo no experimento de combinacdo, de forma a garantir
que o IC-50 de cada farmaco estivesse no ponto médio de uma série de 5 dilui¢des.

A partir desses valores, foram feitas misturas nas propor¢des de 5:0, 4:1, 3:2, 2:3,
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1:4 e 0:5, seqguidas das 5 diluicbes 1:2 de Anlo e Ravu (FIVELMAN et al., 2004)
(Tabela 1).

Tabelal- \gtodo de proporcdes fixas de ravuconazol e anlodipino utilizadas no experimento
de combinacéo contra as formas tripomastigotas da cepa Y T. cruzi.
Ravuconazol (A) Mistura 1 Mistura 2 Mistura 3 Mistura 4 Anlodipino (B)
Monoterapia (4A + 1B) (3A +2B) (2A +3B) (1A +4B) Monoterapia
(5A + 0B) (OA + 5B)
96 nM A 72 nM A 48 nMA 24 nMA
120nM A + + + + 25 uM B

5 UM B 10 yMB 15 yMB 20 yMB
48 nM A 36 nM A 24nMA  12nMA
60 nM A + + + + 12,5 uM B
25 uM B 5 UM B 75 yMB 10 uyMB
24 nM A 18 nM A 12 nM A 6 nM A
30nM A + + + + 6,25 uM B
1,25 yMB 25 yMB 3,75 yMB 5 uyMB
12nM A 9nM A 6 nM A 3nMA
15 nMA + + + + 3,125 yM B
0,625uyMB 1,25uyMB 1,875uMB 25uMB
6 NnM A 45nMA 3nMA 1,5nMA
75 nMA + + + + 1,562 uM B
0,312 uM B 0,624 yM B 0,936 uM B 1,248 uM B
Fonte: Da autora.

Depois de realizadas as diluicbes das monoterapias e misturas em placa de
96 pocos, as formas tripomastigotas da cepa Y que foram obtidas como descrito no
item 4.3.2 foram plaqueadas na concentra de 1x10° tripomastigotas/poco. Apds 24
horas em estufa a 37°, 5% CO, os parasitos foram quantificados em camara de
Neubauer. As curvas de dose-efeito foram construidas no Graphpad Prism.

4.3.5 Analise estatistica dos experimentos in vitro

Para classificar a natureza da interacdo entre Anlo e Ravu in vitro, foi
utilizadao calculo de indice de combinag¢do (Cl- Combination Index) realizado no
programa Compusyn. Se o valor encontrado foi < 0,5 indica sinergismo; 0,5 < Cl < 4,

aditividade e se >4 indica antagonismo (ODDS, 2003).
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4.4 Experimentos in vivo

Para realizacdo dos experimentos in vivo foi adotado os seguintes
procedimentos:

4.4.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss, fémeas, com idade entre 28 a 30
dias, pesando entre 18 e 24 g. Os animais foram fornecidos pelo Biotério da
Universidade Federal de Alfenas. Todos 0s experimentos e protocolos experimentais
foram conduzidos de acordo com as diretrizes para o uso de animais em pesquisa
do COBEA (Colégio Brasileiro de experimentacdo) e aprovados pelo Comité de Etica
em Pesquisa da UNIFAL sob o numero 14/2016.

4.4.2 Infeccao experimental de camundongos por T.cruzi

Camundongos Swiss foram infectados, por via intraperitoneal, com 5x103
formas tripomastigotas sanguineas da cepa Y, obtidas por puncéo do plexo venoso

retro-orbital de camundongos infectados, no dia do pico de parasitemia.

4.4.3 Esquemas de tratamento

Os farmacos foram administrados por via oral, em suspensdo de CMC
(Carboxymethylcellulose) 0,5%, por meio de gavagem. Quando utilizados em
combinacgdo, a administracdo de cada composto foi realizada separadamente, com
cerca 30 minutos de intervalo, sendo o Ravu administrado antes do Anlo. O volume

total de suspenséo administrada foi 0,2 mL.
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O tratamento foi iniciado no 5° dia apés a infeccdo, primeiro dia de

parasitemia patente. Os animais (n=8/grupo) foram tratados durante 20 dias com

uma dose diaria de:

a)
b)
c)
d)
e)

f)

Ravuconazol 2,5mg/Kg;

Ravuconazol 5,0mg/Kg;

Anlodipino 10mg/Kg;

Ravuconazol 2,5mg/Kg + Anlodipino 10mg/Kg;
Ravuconazol 5mg/Kg + Anlodipino 10mg/Kg;
Benznidazol 100mg/Kg;

Foram incluidos ainda o grupos-controle: animais infectados e néo tratados

(n=8); animais nao infectados e tratados em monoterapia ou combinag¢do dos

farmacos nas maiores doses e nao infectados nao tratados (n=3/grupo).

4.4.4 Avaliacdo da mortalidade e alteracdes de peso dos camundongos

A partir do quinto dia pés-infec¢éo, a mortalidade dos animais foi avaliada

diariamente, até 30 dias apds o término do tratamento. A avaliacdo de peso foi

realizada semanalmente.

4.4.5 Métodos utilizados para determinacao da eficacia terapéutica

A metodologia utilizada para o controle de cura consistiu em exame de

sangue a fresco durante e até 30 dias apOs o tratamento, seguida por ensaio de

PCR em tempo real realizado em amostras de sangue dos animais que nhao

apresentaram reativacédo da parasitemia.
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4.4.5.1 Avaliacado da parasitemia

O exame de sangue a fresco foi realizado diariamente desde a deteccao da
parasitemia e até 30 dias ap0s o término do tratamento, a fim de determinar a
supressdo e/ou a reativacdo natural da parasitemia. Cinco microlitros de sangue
foram coletados da veia caudal dos camundongos, sendo a quantificacdo dos
parasitos realizada em cinquenta campos em microscépio optico, segundo a técnica
descrita por Brener (1962). Foi considerada supresséo da parasitemia a auséncia de
parasitos, detectados no exame de sangue a fresco, por um periodo de no minimo 5

dias consecutivos e mantida até o término do tratamento.

4.4.5.2 Extracdo do DNA e realizacdo da PCR

A extracdo de DNA gendémico do sangue total dos animais infectados pelo T.
cruzi e tratados ou ndo, foi realizada utilizando-se o kit comercial Wizard®
GenomicDNA Purification Kit, Promega. O procedimento foi realizado de acordo com
as instrugcdes do fabricante. A amostra foi de 200 yL de sangue coletado de cada
animal, 30 dias p6s o tratamento, adicionado de 35uL de anticoagulante (citrato).
Além das amostras dos animais tratados, em cada extracdo foram incluidas uma
amostra de sangue sabidamente contaminadas pelo T. cruzi (animais no pico de
parasitemia e na fase crbnica) e uma amostra de sangue de camundongo nao
infectado. ApOs extracdo, as amostras de DNA foram armazenadas a 4°C até a
realizacdo da PCR e posteriormente armazenadas a -20°C. Antes da amplificacéo, a
quantidade de DNA de cada amostra foi dosada e uma aliquota foi diluida com agua
ultrapura, a fim de se ajustar a concentragcdo para 25ng de DNA/uL. Para a
realizacdo da PCR, para cada amostra, analisada em duplicata, a reacdo de PCR
multiplex continha 2 yL de DNA gendmico a 25 pg/mL, 0,35 uM de oligonucleotideos
iniciadores especificos para o DNA satélte do T. cruzi, (CzFw 5'-
CCACCATTCATAATTGGAAACAAA-3'e CzRv 5-CTCGGCTGATCGTTTTCGA-3'0
qual amplifica um produto de 76 pb) e do TNF-a murino (TNF-F 5-
GCCCAGACCCTCACACTCA-3 e TNF-R 5-AACTGCCCTTCCTCCATCTTAAA-3, 0
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qual amplifica um produto de 69 pb), 0,15 uM de sonda oligonucleotidica para o T.
cruzi (5'FAM-ACCACAACGTGTGATGC-3'MGB-NFQ) e para o TNF-a (5VIC-
TAAGTGTTCCCACACCTC-3'MGB-NFQ), 5 yL de 2x TagMan® Universal Master
Mix Il e 1,3 yL de BSA a 0,25 mg/mL, perfazendo um volume total de 10 uL/reagao
(RIBEIRO et al., ndo publicado).

As reacdes foram distribuidas em placas de 96 pocos (Fast 96-Well Reaction
Plate, 0,1 mL, MicroAmp™), centrifugadas por 2 minutos a 200 g e levadas ao
termociclador 7500 Fast (Apllied Biosystems). O programa de termociclagem
consistiu de aquecimento a 95 °C por 10 minutos seguido de 40 ciclos de 95 °C por
15 segundos e 60 °C por 1 minuto. Cada placa continha um controle negativo da
extracdo (proveniente de camundongo néo infectado), em duplicata, e um controle

negativo da PCR, em duplicata, com agua no lugar de DNA.

4.4.6 Métodos utilizados para avaliacdo da influéncia do tratamento na resposta

imune

Para avaliacdo da influéncia no tratamento na resposta imune humoral e
celular foram adotados 0s seguintes procedimentos:

4.4.6.1 Avaliacao da influéncia dos tratamentos na resposta imune humoral

A dosagem de anticorpos da classe IgG total foi realizada pela técnica
ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay). As amostras de soro foram obtidas
a partir de 500uL de sangue dos animais, coletado no seio venoso retro-orbital, 30 e
60 dias ap0s o tratamento. ELISA foi realizada segundo a metodologia descrita por
Voller et al., (1976) utilizando microplacas de poliestireno de 96 pocos (Costar)
sensibilizadas com 100uL/pogo de antigeno obtido por lise alcalina de formas
epimastigotas da cepa Y do T. cruzi, cultivadas em meio LIT (Liver Infusion Triptose).

O antigeno foi diluido em tampéo carbonato de pH 9,6 e as placas incubadas
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overnight a 4 °C. ApOs a incubacéo e lavagem das placas (com solucdo de NacCl
0.9% contendo 0,5% de Tween 20), as mesmas foram bloqueadas com 100 uL/pogo
de PBS com soro fetal bovino, a fim de evitar ligacdes inespecificas. Depois de
submetidas a uma nova lavagem, as placas foram incubadas com 100uL/pogo do
soro dos camundongos, na diluicdo de 1:80, durante 45 minutos a 37 °C. As placas
foram novamente lavadas e incubadas com 100uL/pogo do conjugado anti-IgG de
camundongo, marcado com peroxidase. ApOos nova lavagem, foi adicionada a
solugdo de substrato (3mg de OPD, 3uL de agua oxigenada 30 volumes e 15mL de
tampao citrato-fosfato) e incubadas a 37°C por cerca de 10 minutos. A reacédo foi
interrompida com adigédo de 32uL de H,SO,4 a 2,5 M e a leitura foi feita em leitor de
microplacas, a 490nm, imediatamente apos a adi¢do do acido.

Em todas as placas foram incluidos 2 soros de camundongos infectados
(controles positivos) e 10 soros de camundongos nao infectados (controles
negativos). A absorbancia discriminante foi determinada pelos valores médios de
absorbancia referentes aos 10 soros controle negativos somados a dois desvios-
padrdo. Foi considerada positiva a amostra de soro cuja leitura da absorbancia foi

maior que a absorbancia discriminante.

4.4.6.2 Avaliagéo da influéncia dos tratamentos na resposta imune celular

Os niveis séricos de citocinas foram determinados por citometria de fluxo
(CBA - cytometric beads array) através do Kit BDT CBA Mouse Thl/Th2/Thl7,
conforme o protocolo do fabricante. A execucdo da reacao e leituras foram feitas no
René-Rachou, em Belo Horizonte, em colaboragéo com o Prof. Olindo Assis Martins
Filho. A deteccdo das citocinas foi realizada através da adicdo de anticorpos
especificos conjugados com fluorescéncia (MFI). A quantificagcdo em pg/mg de cada
citocina foi baseada em uma curva padrao, realizada com diluicbes conhecidas,
possibilitanto a construcdo de um grafico de intensidade PF vesus pg/mg. A equacgao
gerada a partir desse grafico possibilitou o calculo da concentracdo de citocinas nas
amostras. A leitura do teste CBA foi realizada em citbmetro de fluxo. As citocinas

analisadas foram Interleucina-4 (IL-4), Interferon-y (IFN-y), Interleucina-17A (IL-17A),
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Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a) e niveis de proteina Interleucina-10 (IL-10) em

um volume reduzido de soro (50 pL).

4.4.7 Anélise estatistica

Os resultados dos niveis de parasitemia, niveis de anticorpos, niveis de
citocinas, niveis de enzimas e peso dos animais foram expressos como a
meédiatdesvio padrdo para cada conjunto de dados. A normalidade dos dados foi
investigada pelo teste D’Agostino-Pearson. Dados paramétricos foram comparados
entre grupos por ANOVA seguida de Tukey. Dados ndo paramétricos foram
avaliados por teste T. Os dados foram considerados significativos quando a

probabilidade de erro for menor que 5% (p< 0,05).
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5 RESULTADOS

Foram realizadas avaliagfes in vitro para determinar o efeito da utilizacdo do
Ravu quando combinado ao Anlo sobre diferentes formas evolutivas da cepa Y de T.
cruzi e sobre células de mamiferos. O Bz foi utilizado como farmaco de referéncia.

Apesar de tanto o Ravu quanto o Anlo serem considerados farmacos seguros
para uso humano, o uso combinado de ambos nunca foi estudado. Desta forma,
inicialmente investigado se haveria efeitos tdxicos resultantes de combinacdes em
diferentes concentracées quando comparadas ao uso isolado sobre células H9c2. E
possivel notar na Figura 1 que o Anlo apresentou toxicidade significativa, com uma
inibicdo relevante da proliferacéo das células nas concentracfes maiores ou iguais a
25 pM. O Ravu nado apresentou nenhum efeito toxico para as células nas
concentracbes estudadas. J4 as combinacdes interferiram menos na proliferacéo
das células quando comparadas ao Anlo isoladamente, sugerindo que além de néo
levar a toxicidade adicional, a associacdo do Anlo ao Ravu, atenuou seus efeitos
toxicos. Os valores da CC-50 para o Anlo foram de 33,15 + 8,7uM gquando usado
isoladamente e 76 + 8,5uM quando em combinagdo com o Ravu. Esse efeito fica
ainda mais claro quando considerado o indice de seletividade do anlodipino; sendo
calculado pela razdo entre a CC-50 e IC-50 (sobre formas intracelulares do
parasito), quanto maior o valor desse indice, menor a toxicidade. Na auséncia ou

presenca de ravuconazol o indice foi 11,9 e 19,6, respectivamente.
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Figural- Efeito do ravuconazol (Ravu) e anlodipino (Anlo) em
monoterapias ou combinagcdo sobre viabilidade das células
H9c2. Percentual de inibicdo de proliferagao de células H9c2
tratadas ravuconazol (Ravu) e anlodipino (Anlo) em
monoterapias ou combinagdo apds 48 horas de incubacao.
Fonte: Da autora.

A partir dos resultados obtidos nos experimentos de avaliacdo de
citotoxicidade foram estabelecidas as concentracbes de cada farmaco para
avaliacdo da atividade tripanocida. A Figura 2 mostra as curvas de dose-resposta
dos farmacos quando incubados isoladamente com formas tripomastigotas do
parasito. Foi possivel observar que o Anlo apresentou atividade tripanocida
concentracdo-dependente e superior a observada para o farmaco de referéncia
(Figura 2). De forma curiosa, o Ravu foi pouco ativo nas concentragdes utilizadas,
induzindo mortalidade maxima de 40% quando usado a 30nM. Foram obtidos
valores de IC-50 de 6,96uM e 14 uM para o Anlo e Bz, respectivamente. Quanto ao
Ravu, optou-se por ndo estimar a IC-50, ja que a maior concentracao utilizada,

30nM, induziu menos de 50% de mortalidade.
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Figura 2 - Atividade dos farmacos sobre as formas tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi. 1x10° formas de
tripomastigotas foram incubadas com concentragdes decrescentes de ravuconazol (Ravu),
anlodipino (Anlo) ou benznidazol (Bz) por 24 horas. As curvas de dose-resposta foram
construidas no software Prism.

Fonte: Da autora.

Apos definidos os valores de IC-50 dos farmacos isoladamente, o proximo
passo foi avaliar o efeito resultante do uso combinado de Ravu e Anlo sobre as
formas tripomastigotas. As proporcées de cada farmaco na combinacédo (5:0, 4:1,
3:2, 2.3, 1:4 e 0:5 de Ravu:Anlo) foram estabelecidas por meio do método de
proporcdes fixas (5.3.5.2 da secdo Material e Métodos), de forma que o valor de IC-
50 dos compostos estivesse no ponto médio de uma série de 5 dilui¢des.

Na Figura 3 estdo representadas as curvas de dose-resposta resultantes da
incubacédo dos farmacos em diferentes proporcées, sobre as formas tripomastigotas.
Na Figura 3A é levada em considera¢do a concentracdo de Ravu em cada uma das
misturas (curvas coloridas) ou isoladamente (curva preta); em 3B 0 mesmo se aplica

ao Anlo.
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Figura 3- Atividade das combinag¢Ges de ravuconazol e anlodipino sobre as formas tripomastigotas da cepa

Y de T. cruzi. 1x10° formas tripomastigotas da cepa Y foram incubadas na presenca ou auséncia

de concentragdes descrescentes de:

(2A) ravuconazol

(2B) anlodipino, em diferentes proporgdes, por 24 horas. As combinagGes foram preparadas a

partir do método de proporgdes fixas: 5:0; 4:1(M1); 3:2 (M2); 2:3 (M3); 1:4 (M4) e 0:5 partes de

ravuconazol:anlodipino. As curvas de dose-resposta foram construidas no software Prism.
Fonte: Da autora.

Na Figura 3A observa-se que enquanto o Ravu isoladamente ndo induziu
alta mortalidade, mesmo em concentracdes de até 120nM, nas misturas que
continham este farmaco associado a maiores proporcdes de Anlo foi observada
atividade superior. Ja em 3B as curvas relacionadas ao Anlo e as combinacfes
ficam muito proximas ou denotam indices de mortalidade menores do que o
observado para a monoterapia quando avaliados percentuais de inibicdo mais altos,
sugerindo uma interagdo negativa entre os farmacos (Figura 3A e 3B).

Para confirmar o perfil de interagdo sugerido nas curvas de dose-efeito, foi
calculado o indice de combinacéo (Cl- Combination Index) com auxilio do software
Compusyn. Foram obtidos valores de CI (da IC-50) de 4,01+0,32 e 3,61+0,19 para
as misturas 1 e 2, respectivamente, as quais continham maiores quantidades de
Ravu. Esses valores indicam interacdo antagénica ou proxima do antagonismo. Ja
para M3 e M4, com maiores concentracdes de Anlo, os valores foram 1,41+0,17 e
1,99+0,57, respectivamente, permitindo indentificar efeito aditivo. Por outro, quando
avaliados os valores de CI no nivel de 90% de atividade (IC-90), todas as misturas

apresentaram valores maiores que 4, sugerindo antagonismo.
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Os resultados encontrados com a utilizagcdo das formas tripomastigotas
foram surpreendentes, visto que o Ravu apresenta, ja bem documentada na
literatura, alta poténcia em eliminar formas intracelulares do parasito, com atividade
na ordem de nano a subnanomolar. Considerando este fato, foram realizados
experimentos utilizando formas intracelulares do parasito.

Na infeccdo de células H9c2 pelas formas amastigotas intracelulares,
observou-se que ambos os farmacos, quando usados isoladamente, apresentaram
atividade tripanocida de forma concentracdo-dependente. O Ravu apresentou maior
poténcia, visto que sua atividade se deu em escala nanomolar, enquanto o Anlo foi
ativo em escala micromolar (Figura 4). Os valores de IC-50 determinados foram 2,7
UM e 1,44 nM para Anlo e Ravu, respectivamente. Foi possivel ainda estimar os
valores de IC-90, sendo de 5,11nM (Ravu) e 19,02uM (Anlo). O Bz também
apresentou, como esperado, atividade anti-T.cruzi concentracdo-dependente e em
nivel micromolar, com valores de 10,46uM e 54,7uM para IC-50 e [C-90,
respectivamente (Figura 4).
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Figura4 - Atividade dos farmacos sobre a infec¢do de células H9c2 pela cepa Y de T. cruzi. 1x10* células

foram infectadas com formas tripomastigotas derivadas de cultura e apds 24 horas incubadas
com concentragdes decrescentes de ravuconazol (Ravu), anlodipino (Anlo) ou benznidazol (Bz)
por 48 horas. As curvas de dose-resposta foram construidas no software Prism.

Fonte: Da autora.

A seguir foi realizada a avaliacdo do efeito dos farmacos sobre as formas
amastigotas quando em combinacgé&o, a partir da avaliacdo do indice endocitico. O
indice endocitico considera tanto o percentual de células infectadas quanto a
capacidade de proliferacdo do parasito sob pressdo dos farmacos, ou seja, o
namero de amastigotas por célula. Pelo perfil demonstrado na figura 5 € possivel

observar que o efeito da combinacdo em inibir o parasitismo é superior aquele
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obtido para o uso isolado de cada farmaco isoladamente, sugerindo uma interacao

positiva. No entanto, dada a alta poténcia do Ravu em eliminar as formas

amastigotas, a interacdo entre os farmacos é evidenciada em concentracfes desse

farmaco menores que 1nM (Figura 5). O beneficio da associacdo é mais evidente

em menores concentracdes e especialmente em comparagdo com o Anlo, visto que

quando usado isoladamente este farmaco induz alta inibicdo do parasitismo apenas

nas concentracdes mais altas.
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Figura5-  Atividade do Ravu e do Anlo em monoterapias e combinagao sob

as formas amastigotas, baseada no indice endocitico. 1x10*
células foram infectadas com formas tripomastigotas derivadas
de cultura e apds 24 horas incubadas com concentragdes
decrescentes de ravuconazol (verde), anlodipino (azul) em
monoterapias e combinag¢do (rosa) por 72 horas. O grafico foi
construido no software Prism, baseado no célculo de indice
endocitico na presenca e auséncia de farmacos.

Fonte: Da autora.

A Figura 6 mostra imagens representativas de células H9c2 infectadas e

tratadas com as menores concentragcbes de Ravu e Anlo isoladamente e em

combinacdo, comparativamente as células ndo tratadas. E possivel notar no

controle infectado e néo tratado (6A) um grande niumero de amastigotas infectando

as células; nas células tratadas com as monoterapias de Ravu (6C) e Anlo (6B)

observa-se reducéo do parasitismo e a combinacdo dessas mesmas concentracoes

(6D) reduziu quase por completo o numero de amastigotas nas células.
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Figura6- Células H9c2 infectadas pelas formas amastigotas do T.
cruzi. lmagem microscopica de células H9c2 infactadas pelas
formas amastigotas da cepa Y de T. cruzi tradadas com:
(A) controle infectado e ndo tratado
(B) anlodipino 0,312 uM
(C) ravuconazol 0,25 nM
(D) anlodipino 0,312 uM +ravuconazol 0,25 nM

Fonte: Da autora.

Considerando que a avaliagdo in vitro mostrou um efeito positivo resultante
da utilizacdo Ravu e do Anlo sobre as células parasitadas, o proximo passo foi
investigar a atividade tripanocida de combinacdes de Ravu e Anlo in vivo.
Inicialmente foi feita uma analise do potencial de toxicidade do Ravu e Anlo,
isoladamente e combinados, usando animais saudaveis. Os farmacos foram bem
tolerados, em monoterapia e combinacdo, ndo havendo mortalidade. Nao foram
observados efeitos adversos ao longo do periodo de tratamento, como queda de
pelo, diarreia ou alteracdo comportamentais, como estresse, agressividade, apatia
ou vocalizacdo. A imagem 7 mostra o ganho de peso durante esse periodo. Foi feita
a analise estatistica dos grupos de animais ndo infectados e tratados com relagcéo
ao grupo néo infectado e néo tratado. Nota-se que o ganho de peso observado para
0 grupo controle ndo tratado € similar ao observado para 0s grupos que receberam
as monoterapias e diferente do grupo recebeu a combinag&o, que apresentou um
ganho de peso menor (p<0,004) quando comparado ao Ravu e aos animais nao

tratados.
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Ganho de peso (g)

CNT Ravu 5 Anlo 10 Ravu 5 +Anlo 10

Figura 7 - Efeito dos tratamentos com ravuconazol (Ravu) e anlodipino (Anlo)
em monoterapia ou combinag¢do no ganho de peso dos animais. Os
animais foram pesados semanalmente durante o periodo de
tratamento com ravuconazol ravuconazol 5mg/Kg (Ravu 5),
anlodipino 10mg/Kg (Anlo 10), ravuconazol 5mg/Kg + anlodipino
10mg/Kg (Ravu 5+ Anlo 10), dos animais ndo infectado e n3o tratado
(CNT). Letras iguais indicam semelhanca e letras diferentes indicam
diferenca significativa em relagdo aos animais ndo tratados. p<0,004

Fonte: Da autora.

Apés o tratamento o ganho de peso dos animais foi recuperado, sendo
similar aos animais nao tratados (dados ndo mostrados).

Considerando que as combinacdes de Ravu (2,5 e 5mg/Kg) e Anlo (10
mg/Kg) foram bem toleradas para o modelo experimental utilizado, foi investigada a
influéncia desses mesmos esquemas terapéuticos na evolucdo da infecgcdo aguda
por T. cruzi. Foi utilizada a cepa Y, a qual é altamente virulenta para o camundongo,
induzindo altos niveis de parasitemia e mortalidade em um periodo de cerca de
duas semanas.

Ao avaliar a curva de parasitemia do grupo infectado e nédo tratado foi
possivel observar um pico de parasitos no 8° dia de infec¢do, pico caracteristico da
cepa utilizada, com uma média de 2042,5 + 3893,9x103 parasitos/ 0,1ml de sangue.
Nos animais tratados com Anlo também foi observado um pico de parasitemia com
0o mesmo perfil, porém com valor de 294,37+ 300,61x10% parasitos/ 0,1ml de
sangue, média significativamente menor (p<0,001) quando comparada ao controle

positivo (Figura 8).
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Figura8-  Curva de parasitemia dos camundongos infectados pela cepa Y de T.cruzi na presenca ou

auséncia de tratamento. Camundongos Swiss fémeas (n=8/grupo) infectadas foram tratadas,
a partir do 52 dia de infec¢do, com ravuconazol 2,5mg/Kg (Ravu 2,5 mpk); ravuconazol
5mg/Kg (Ravu 5 mpk); anlodipino 10mg/Kg (Anlo 10 mpk); ravuconazol 2,5mg/Kg + anlodipino
10mg/Kg (Ravu 2,5 mpk + Anlo 10 mpk); ravuconazol 5mg/Kg + anlodipino 10mg/Kg (Ravu 5
mpk + Anlo 10 mpk) e benznidazol 100mg/Kg (BZ 100 mpk), v.o0., por 20 dias consecutivos. C+:
grupo controle infectado que ndo recebeu nenhum tratamento. A parasitemia foi contada em
laminas de exame de sangue a fresco. O inserto evidencia os niveis de parasitemia dos
animais apos o tratamento. As setas vermelha e azul indicam o inicio e o final do tratamento,
respectivamente.

Fonte: Da autora.

Por outro lado, nos animais tratados com Ravu em monoterapia ou nas
combinacdes com o Anlo, a parasitemia foi rapidamente suprimida a partir do 2° dia
de tratamento (Tabela 2). Esses dados confirmam a poténcia do Ravu em suprimir a
proliferacéo de T. cruzi também no contexto in vivo.

O efeito positivo dos tratamentos no sentindo de reduzir ou suprimir a
parasitemia influénciou no ganho de peso dos animais infectados durante o periodo

de tratamento (Figura 9). Foi observado que no grupo de animais néo tratados houve
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uma perda significativa de peso; em contrapartida, nos animais tratados ndo houve

perda ponderal e o ganho de peso médio foi similar ao identificado para os animais

saudaveis. Ainda, em

relacdo aos outros parametros avaliados,

nao foram

observados queda de pelo, diarréia ou alteragcdes comportamentais. Desta forma, na

presenca da infecgdo, os tratamentos com monoterapias ou combinagdes de Ravu e

Anlo ndo se mostraram téxicos e ainda preveniram a perda de peso induzida pela

infeccdo, provavelmente devido a reducao da parasitemia.
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Efeito no peso dos grupos de animais tratados com
ravuconazol (Ravu), anlopipino (Anlo) em monoteria ou em
combinacdo e do benznidazol (Bz) e no grupo controle
positivo. Ganho de peso observado em animais inoculados
com a cepa Y de T. cruzi e tratados com com ravuconazol
2,5 mg/Kg (Ravu 2,5); ravuconazol 5 mg/Kg (Ravu 5),
anlodipino 10 mg/Kg (Anlo 10), ravuconazol 2,5 mg/Kg +
anlodipino 10 mg/Kg (Ravu 2,5+ Anlo 10), ravuconazol
5mg/Kg + anlodipino 10 mg/Kg (Ravu 5+ Anlo 10),
benznidazol 100 mg/Kg (Bz) e C+ o controle positivo,
infectado e ndo tratado. Os animais foram pesados
semanalmente a partir do dia da inoculagdo e até ao dia da
necropsia.

Fonte: Da autora.

Em relagéo a capacidade dos farmacos em prevenir a mortalidade causada

pela infeccédo, foi observado que em todos grupos nos quais nao foram encontrados

parasitos no sangue durante o tratamento a sobrevida foi de 100%, enquanto esse

valor foi de 50% para os animais infectados e nao tratados, provavelmente devido a

alta parasitemia. J4 nos animais tratados com Anlo, apesar da reducdo do pico de

parasitemia, foi observada uma mortalidade de 75% (Tabela 2).
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Tabela 2 -
Influéncia do tratamento com Ravu e Anlo, em monoterapia ou combinacéo, sobre a
parasitemia e mortalidade de camundongos infectados pela cepa Y de T.cruzi.
Grupo Supresséo® Tempo para Reativac&o® Tempo para
supressao reativa(;a?lod Morte®
17,66 +
Ravu 5 8/8 2,62+0,91 3/8 (37,5%) 1123 0/8
Ravu 2,5 8/8 2,62+0,91 6/8 (75%) 95+294 0/8
Anlo 10 0/8 - - - 6/8
Ravu 5 + 0
Anlo 10 8/8 2,37+0,51 2/8 (25%) 20,5+ 6,36 0/8
Ravu 2,5 + o 14,33 +
Anlo 10 8/8 2,5+0,53 3/8 (37,5%) 251 0/8
Bz 100 8/8 2,12 + 0,35 0/8 (0%) 00 0/8
C+ 4/8

Legenda: a) Supressdo da parasitemia, periodo de no minimo 5 dias sem deteccdo do parasito
b) Nimero de dias para alcangar a supessdo da parasitemia
c) Reativacdo da parasitemia, periodo de ate 30 dias apds o tratamento para detecgdo de
parasitas circulantes no sangue
d) Numero de dias para ocorrer a reativagdo da parasitemia
e) Mortalidade dos animais

Fonte: Da autora.
Apesar de os tratamentos serem efetivos em suprimir a proliferacdo do

parasito, apos o fim da administracdo dos farmacos foi possivel observar reativacédo
da parasitemia em animais incluidos todos os grupos tratados, indicando 75% e
37,5% de falha terapéutica para Ravu 2,5mg/Kg e 5mg/Kg, respectivamente (Figura
8; Tabela 2). Assim, pbde ser identificado um efeito dose-dependente; quanto maior
a concentracdo de Ravu, maior a eficacia em suprimir o parasitismo. Concordante
com esses dados foi o tempo para ocorrer a reativagdo da parasitemia; enquanto
foram necessarios em média 9,5 dias apds o tratamento para serem detectados
parasitos quando foi administrada a menor dose de Ravu, esse valor foi em média
de 17,66 dias quando usada a dose de 5mg/Kg (Tabela 2).

Nos grupos tratados com as combinagbes observaram-se niveis de
reativacdo menores do que aqueles obtidos com as monoterapias, especialmente
guando utilizada a menor dose de Ravu. Quando combinados de 5,0mg/Kg de Ravu
a 10mg/Kg de Anlo, foi detectada falha terapéutica em 2/8 animais enquanto com
Ravu 2,5 mg/Kg esse numero foi de 3/8 animais. De forma interessante, a
combinacdo de 2,5mg/Kg de Ravu com 10mg/Kg de Anlo permitiu observar

claramente o efeito benéfico da combinacdo; nesse caso os animais tratados com a
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combinagdo apresentaram 37,5% de reativacdo, enquanto nos tratados com a
monoterapia a reativagao foi de 75% (Tabela 2).

Adicionalmente, o numero médio de parasitos detectados nos camundongos
tratados apdés a reativacdo natural da parasitemia foi menor do que aquele
observado nos animais ndo tratados (Figura 8; inserto). A analise da area sob a
curva de parasitemia desses animais ao longo de todo o periodo avaliado (desde a
confirmacédo da parasitemia até 30 dias ap0s o tratamento) confirma esses dados
(Figura 10). Todos os animais tratados com Ravu apresentaram area
significativamente menor quando comparados aquela obtida para os animais
infectados e nao tratados e similar ao benznidazol, exceto no grupo tratado com a
menor dose em monoterapia (Ravu 2,5mg/Kg). De forma interessante, a area obtida
para esse grupo € igual a observada para demais grupos tratados com Ravu, mas
maior que a observada para o tratamento de referéncia com o Bz (100 mg/Kg). Vale
ressaltar, porém, que quando combinada ao Anlo, 2,5mg/Kg de Ravu foram
suficientes para reduzir a AUC a niveis similares ao Bz. Apesar de o numero de
parasitos observados no dia do pico de parasitemia dos animais tratados com
anlodipino ser significativamente menor do que observado para 0sS animais

infectados e nao tratados (Figura 10), a AUC de ambos os grupos foi similar.
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Figura 10 - Area sob a curva do nimero médio de tripomastigostas/ 0,1 ml de

sangue x 103 apds o tratamento com benznidazol (Bz), ravuconazol
(Ravu) e anlopipino (Anlo) em monoteria ou em combinagdo. Letras
iguais indicam semelhanca e letras diferentes indicam diferenca
significativa em rela¢do aos animais ndo tratados. p<0,004.

Fonte: Da autora.
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A avaliagdo dos parédmetros parasitemia e mortalidade durante e apos o
tratamento mostraram um efeito positivo da combinacéo, ja que o percentual de
reativacdo foi menor e ela ocorreu mais tardiamente do que observado no
tratamento com as monoterapias. No entanto, a auséncia de parasitemia apés o
término do tratamento ndo confirma cura parasitologica. Para avaliar se 0os animais
nos quais nao houve reativacdo da parasitemia foram curados, foi realizada a

técnica de PCR em amostras de sangue.

Tabelas- Reativacdo da parasitemia e parametros utilizados no controle de cura
parasitologica de camundongos infectados pela cepa Y do T. cruzi.
Tratamento Reativagao PCR negativa Cura
parasitoldgica

Ravu 5 3/8 (37,5%) 3/5 (60%) 3/8 (37,5 %)

Ravu 2,5 6/8 (75%) 1/2 (50%) 1/8 (12,5%)
Anlo 10 - - 0/2 (0%)
Ravu 5 +Anlo 10 2/8 (25%) 6/6 (100%) 6/8 (75%)
Ravu 2,5 +Anlo 10 3/8 (37,5%) 4/5 (80%) 4/8 (50%)
Bz 100 0/8 (0%) 8/8 (100%) 8/8 (100%)

Fonte: Da autora.

Foram considerados curados o0s animais que apresentaram resultados
negativos na PCR. Identificaram-se indices de cura de 12,5% e 37,5% para as
monoterapias de Ravu quando administradas as doses de 2,5mg/Kg e 5 mg/Kg,
respectivamente. JA as combina¢fes induziram 50% de cura quando a dose de
Ravu foi 2,5 mpk associada a 10 mpk de Anlo e de 75% quando 5mg/Kg de Ravu foi
associado a 10mg/Kg de Anlo. Assim, foi confirmado o efeito benéfico do tratamento
combinado, principalmente quando a combinacao foi de 2,5mg/Kg de Ravu com 10
mg/Kg de Anlo; pois quando comparada com a monoterapia de Ravu na mesma
dose o indice de cura foi quatro vezes maior (Tabela 3).

Considerando o efeito dos tratamentos na reducdo do parasitismo, foi
realizada a andlise comparativa dos niveis de anticorpos IgG anti-T. cruzi entre os

grupos em amostras coletadas 30 e 60 dias apds o tratamento. A avaliacdo dos
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anticorpos foi realizada em todos os animais, infectados ou ndo, e submetidos aos
diferentes tratamentos. Os resultados da sorologia mostraram que os niveis IgG 30
dias apos o tratamento foram semelhantes entre os diferentes grupos tratados e
significativamente menores do que aqueles detectados nos soros dos animais do
grupo controle infectado e do grupo tratado com a monoterapia de Anlo 10 mg/kg,
mas ainda superiores aos detectados no soro dos animais saudaveis, exceto para
os camundongos tratados com Ravu 2,5 mg/kg. Ja aos 60 dias apds o tratamento,
apesar de o perfil ser mantido, houve uma tendéncia de aumento no indice de
reatividade para todos os grupo. Novamente foi possivel observar que ambas as
combinacdes de Ravu com o Anlo tiveram resultado semelhante ao farmaco de

referéncia, Bz (Figura 11).

30 DAT 60 DAT
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Indice de reatividade

Figura 11 - Avaliacdo dos niveis de anticorpos da classe 1gG total dos animais infectados pela cepa Y
do T. cruzi e tratados com ravuconazol (Ravu) e anlodipino (Anlo) em monoterapia ou
em combinacdo, com o benznidazol (Bz), do grupo controle positivo (C+) e controle ndo
infectado (CNI); 30 e 60 dias apds o tratamento. indice de reatividade de anticorpos da
classe IgG total dos animais inoculados com a cepa Y de T. cruzi 30 e 60 dias apds o
tratamento, tratados com ravuconazol 2,5 mg/Kg (Ravu 2,5), ravuconazol 2,5 mg/Kg +
anlodipino 10 mg/Kg (Ravu 2,5+ Anlo 10), ravuconazol 5 mg/Kg (Ravu 5), ravuconazol
5mg/Kg + anlodipino 10 mg/Kg (Ravu 5+ Anlo 10), anlodipino 10 mg/Kg (Anlo 10),
benznidazol 100 mg/Kg (Bz), do controle ndo infectado (CNI) e controle positivo.

Fonte: Da autora.

Considerando a reducdo da carga parasitaria induzida pelos diferentes
farmacos, em monoterapia ou combinagdo, foi investigada a influéncia dos
tratamentos na resposta imune celular dos animais infectados. Para essa avaliacao

foram considerados apenas 0s animais tratados com as maiores doses dos
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farmacos. As figuras 12 e 13 ilustram os niveis de citocinas inflamatorias e anti-
inflamatorias identificados em amostras de soro aos 30 e 60 dias apds a infec¢do,
respectivamente.

E possivel observar nos gréaficos que 30 dias apés o tratamento com
monoterapia de Ravu 5 mpk e com a combinagdo de Ravu 5mg/Kg e Anlo 10
mg/Kg, os niveis de producdo de TNF-a, IFN-y, IL-4, IL-10 e IL-17, apresentaram
uma queda brusca quando comparadas ao grupo controle e ao grupo que recebeu a
monoterapia de Anlo 10mg/Kg. De forma interessante, os niveis de TNF-a e IFN-y
observados no grupo tratado com a combinagao foram significativamente menores
do que as monoterapias com as mesmas doses e similares ao Bz e aos néo
infectados. As demais citocinas foram significativamente maiores nos grupos que
apresentaram maior carga parasitaria, ou seja, aqueles tratados com Anlo e 0s

infectados e nao tratados (Figura 12).
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Figura 12 - Efeito dos tratamentos com ravuconazol (Ravu) e anlodipino (Anlo) em monoterapia ou
combinacdo no perfil de citocinas dos animais infectados pela cepa Y de T. cruzi; 30 dias
apds o tratamento. Foi avaliada a producgédo das citocinas IL-4, IL-10,IL-17, TNF-a e IFN-y
dos animais tratados com ravuconazol 5mg/Kg (Ravu 5), anlodipino 10mg/Kg (Anlo 10),
ravuconazol 5mg/Kg + anlodipino 10mg/Kg (Ravu 5 + Anlo 10), benznidazol 100mg/Kg
(Bz), controle nado infectado e tratado (CNIT) e do controle ndo infectado e ndo tratado
(CNINT). Letras iguais indicam semelhanca e letras diferentes indicam diferenca
significativa em relagdo aos animais ndo tratados.

Fonte: Da autora.
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Na figura 13 estdo representados os resultados das dosagens dos niveis de

producdo das citocinas 60 dias apos os tratamentos; de forma geral, nota-se uma

reducdo na intensidade de fluorescéncia (eixo Y) em todos os grupos quando

comparados aos valores observados aos 30 dias apos o tratamento. Considerando

as citocinas TNF-a, IL-10 e IL-17, ndo foi possivel observar diferenca estatistica

entre os grupos. Ja os niveis de IL-4 foram maiores apenas no grupo tratado com

Anlo 10mg/Kg. De forma interessante, o grupo de animais que recebeu a

combinacdo de Ravu 5mg/Kg e Anlo 10mg/Kg

exibiu niveis de IFN-y

animais infectados e nao

significativamente menores do que 0s observados nos

tratados e similares aos animais ndo infectados.
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Figura 13 -

Efeito dos tratamentos com ravuconazol (Ravu) e anlodipino (Anlo) em monoterapia ou
combinacdo no perfil de citocinas dos animais infectados pela cepa Y de T. cruzi; 60 dias
apds o tratamento. Foi avaliada a produgdo das citocinas 1I-4, IL-10,IL-17, TNF-a e IFN-y
dos animais tratados com ravuconazol 5mg/Kg (Ravu 5), anlodipino 10mg/Kg (Anlo 10),
ravuconazol 5mg/Kg + anlodipino 10mg/Kg (Ravu 5 + Anlo 10), benznidazol 100mg/Kg
(Bz), controle ndo infectado e tratado (CNIT) e do controle nio infectado e ndo tratado
(CNINT). Letras iguais indicam semelhanca e letras diferentes indicam diferenca
significativa em relagdo aos animais ndo tratados.

Fonte: Da autora.

Por fim, ap0s a necropsia foi avaliada a relacdo entre a massa do figado e

massa total d

e cada animal. Foi possivel observar que 0s animais que receberam a

terapia combinada de Anlo com ambas as doses de Ravu, apresentaram um valor
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similar ou até menor que o grupo que recebeu o tratamento com o farmaco de
referéncia, Bz. De forma interessante, os figados dos animais tratados com as
combinacgdes foram significativamente menores do que aqueles tratados com as
monoterapias e similares aos animais nao infectados. Dentre os ndo infectados e
tratados ou ndo, as médias foram similares. Esses resultados sugerem que nao

houve toxicidade hepatica adicional resultante do uso das combinacdes (Figura 14).
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Figura 14 - Avaliacdo do peso do figado (mg)/ peso total (g) dos animais infectados
pela cepa Y do T. cruzi e tratados com ravuconazol (Ravu) e anlodipino
(Anlo) em monoterapia ou em combinagdo, com o benznidazol (Bz), do
grupo controle positivo (C+) e controle nado infectado (CNI); 60 dias apds
o tratamento. Peso do figado (mg)/ peso total (g) do dos animais
inoculados com a cepa Y de T. cruzi, tratados com ravuconazol 2,5 mg/Kg
(Ravu 2,5), ravuconazol 2,5 mg/Kg + anlodipino 10 mg/Kg (Ravu 2,5+
Anlo 10), ravuconazol 5 mg/Kg (Ravu 5), ravuconazol 5mg/Kg +
anlodipino 10 mg/Kg (Ravu 5+ Anlo 10), anlodipino 10 mg/Kg (Anlo 10),
benznidazol 100 mg/Kg (Bz), do controle n&o infectado (CNI) e controle
positivo. Astericos indicam diferenca significativa em relacdo a
monoterapia.

Fonte: Da autora.

Os resultados apresentados demonstram a potente atividade da
combinacédo de Ravu com Anlo em reduzir a carga parasitaria de animais infectados
pela cepa Y de T. cruzi e contribuem para ampliar os dados acerca da avaliacéo
pré-clinica de combinacdes de farmacos na quimioterapia da doenca de Chagas.
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6 DISCUSSAO

O reposicionamento e a combinacdo de farmacos sao consideradas
estratégias de desenvolvimento farmacolégico muito promissoras, sendo
particularmente relevantes nos estudos de quimioterapia de doencas
negligenciadas, a exemplo da doenca de Chagas. Neste trabalho foram estudados
os efeitos anti- T. cruzi resultantes de associa¢cdes de dois fArmacos reposicionados,
0 Ravu e o Anlo, os quais apresentam atividade tripanossomicida ja estabelecida
(URBINA, 2003; PALIT E ALI, 2008; REIMAO et al. 2016; DE FIGUEIREDO DINIZ et
al., 2018; TORRICO et al., 2018), no entanto ndo sdo capazes de induzir cura
parasitologica quando usados em monoterapia. Nossos dados corroboraram a
atividade anti-T. cruzi in vitro de ambos os farmacos quando usados isoladamente
sobre formas amastigotas intracelulares do parasito. O Ravu apresentou poténcia
elevada, com concentracdes efetivas em escala nanomolar, assim como observado
por Urbina et al. (2003) e De Figueiredo Diniz et al. (2018). O Anlo também
apresentou atividade compativel com a descrita na literatura, em escala micromolar
(REIMAO et al., 2010; 2014; PLANER et al., 2014).

De forma interessante, ao avaliarmos a atividade dos farmacos sobre formas
tripomastigotas derivadas de cultura celular, o Ravu ndo apresentou o mesmo perfil.
Foram necessarias concentracdes cerca de 50 vezes maiores para induzir 0 mesmo
efeito observado para as formas intracelulares (Figura 2). Ha diversos trabalhos na
literatura que abordam a atividade tripanossomicida de derivados azdlicos
promissores, incluindo o posaconazol e o Ravu (MOLINA et al., 2000; URBINA et al.,
2003; VEIGA-SANTOS et al.,, 2012; DE FIGUEIREDO DINIZ et al., 2018); no
entanto, os estudos in vitro sdo feitos com formas epimastigotas e amastigotas.
Nosso estudo relata pela primeira vez a atividade do Ravu sobre formas
tripomastigotas, sendo essa atividade significativamente reduzida. Por outro lado, o
Anlo foi eficaz em induzir alta mortalidade ap6s 24 horas de incubacdo com o
parasito, com valores de IC-50 de 6,96 uM, confirmando dados de outros autores
(REIMAO et al., 2010).

O Ravu é um antifungico que inibe a enzima C-14a-demetilase (CYP51), a
qual catalisa uma importante reacdo na via de biossintese do ergosterol, o esterol de
membrana predominante do parasito (URBINA, 2003; BUCKNER, 2008). Ja o Anlo
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parece agir aumentando as ROS e levando a ativacdo da cascata apoptotica
(REIMAO et al., 2014). Essas diferencas nos mecanismos de acédo dos farmacos
podem contribuir para explicar o perfil de atividade dos mesmos sobre as diferentes
formas evolutivas; enquanto o Ravu teria atividade predominante sobre formas
proliferativas do parasito (URBINA et al., 2010), o Anlo teria atividade sobre todas as
formas evolutivas, em fungcdo do mecanismo de agao mais direto. S0 escassos, na
literatura, trabalhos que avaliam novos farmacos sobre formas evolutivas diferentes
do parasito e, de maneira geral, os valores de IC-50 para tripomastigotas sdo
maiores que para amastigotas (SOEIRO et al., 2012; GARCIA et al. 2016; SEGUE et
al., 2016). Considerando que ambas sao formas evolutivas relevantes para o
desenvolvimento da doenca humana, esses dados indicam a necessidade de
avaliacdo de novos farmacos em modelos in vitro mais abrangentes. Em relacéo ao
Bz,0 medicamento de primeira escolha para o tratamento da doenca de Chagas, ele
apresentou atividade tripanocida sobre todas as formas do parasito, corroborando
dados da literatura (COURA E DE CASTRO, 2002).

Como farmacos desenvolvidos originalmente para terapia antifangica e
cardiovascular, respectivamente, o Ravu e o Anlo jA& apresentam dados de
seguranca pré- clinicos e clinicos bem estabelecidos (OSTERLOH, 1989; TORRICO
et al., 2018). No entanto, € necesséria a investigacdo acerca do potencial citotdéxico
adicional resultante dos farmacos quando combinados. Em nosso estudo, utilizando
a H9c2, uma linhagem de cardiomioblasto de rato, como modelo de célula
hospedeira, a combinacdo ndo apresentou toxicidade adicional. Pelo contrério,
houve uma atenuacdo da toxidadade do Anlo. Isoladamente, esse farmaco mostrou-
se toxico quando em concentracfes maiores que 25uM, com valores de IC-50 33,15
+ 8,7 UM e indice de seletividade de 11,9, resultados condizentes com outros relatos
da literatura (PALIT E ALI, 2008; PLANER et al., 2014). J4 o Ravu ndo apresentou
toxicidade, com valores estimados de IC-50 acima de 400nM. Quando usados em
combina¢do, o indice de seletividade aumentou para 19,6, indicando um efeito
protetor. Nao foram realizadas avalia¢cdes bioquimicas e moleculares para elucidar o
que levou a protecdo, mas podem ser sugeridos fendbmenos de competicdo entre 0s
farmacos; nesse caso a presenca do ravuconazol reduziria o acesso do anlodipino a
celula. Ainda assim, os indices de seletividade obtidos s&o inferiores ao
preconizado na literatura (50) para o prosseguimento de avaliacdes pré-clinicas de
novos tratamentos anti-T.cruzi (ROMANHA et al., 2010; CHATELEIN and KUMAR,
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2017). No entanto, o fato de serem medicamentos j& utilizados ou aprovados para
uso humano respalda a utilizagéo.

A avaliacao in vitro da atividade anti-T.cruzi das combinac¢des de ravu e anlo
foi realizada inicialmente sobre formas tripomastigotas utilizando o método de
propor¢cdes fixas (FIVELMAN et al., 2004). Por meio desse método pode ser
identificada a atividade de 4 misturas dos farmacos, em diferentes propor¢des. A
classificacdo da natureza da interacdo entre os farmacos foi realizada por meio do
calculo do indice de combinacg&o, também referido como ) FIC (fractional inhibitory
concentration). Nessa interpretagao, valores de indices de combinagao <0,5 referem-
se a misturas sinérgicas; 0,5<indice de combinacdo< 4,0 indicam auséncia de
interacdo, enquanto valores 24 indicam interagdes antagénicas (DE FIGUEIREDO
DINIZ et al., 2018). Nossos resultados mostraram que ndo houve interacao,
considerando 50% de atividade, o que é chamado de efeito aditivo. No entanto,
quando se considera a IC-90, os indices de combinagcdo sdo superiores a 4 nas
diferentes misturas, indicando interacdo antagbnica. De forma curiosa, quando
avaliamos os farmacos combinados sobre células parasitadas por formas
amastigotas, a interacao foi sinérgica, independente do nivel de atividade (IC-50 ou
IC-90). As células tratadas com os farmacos em combinagdo, mesmo em
concentracbes muito baixas, apresentaram parasitismo significativamente menor do
que o observado para o uso separado (Figura 5). Esses resultados podem
novamente ser reflexo do mecanismo de acdo dos farmacos, onde o ravuconazol é
menos eficaz em induzir a morte de formas extracelulares do parasito e ainda,
extrapolando os resultados vistos no experimento de toxicidade, pode haver um

menor acesso do Anlo as formas tripomastigotas em funcao da presenca do Ravu.

Seguel et al. (2016) ao testarem a combinagédo de pentamidina, uma droga
antiprotozoaria, associada ao farmaco de referéncia, Bz, sobre formas
tripomastigotas e amastigotas, observou que a pentamidina antagonizou o efeito do
Bz. No entanto, em modelo animal, ndo houve efeito antagbnico ou sinérgico. Ja
Garcia et al. (2016) encontraram efeito sinérgico entre Bz e clomipramina, um anti-
depressivo, sobre as formas tripomastigotas e amastigotas. O mesmo efeito foi
observado in vivo, havendo reducdo da carga parasitaria e prote¢cdo contra danos
cardiacos nos animais tratados com a combinagéo. Resultados conflitantes in vitro in

vivo podem estar relacionados principalmente a fatores relacionados a
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farmacocinética e farmacodinamica da combinacédo. Apesar de 0s experimentos in
vitro evidenciarem aspectos importantes na interacdo dos farmacos, ainda ndo ha,
nos estudos de quimioterapia experimental da doenca de Chagas, modelos
preditivos robustos o bastante para eliminar a experimentacdo animal (CHATELAIN
e KUMAR, 2017; DE FIGUEIREDO DINIZ et al., 2018). Adicionalmente, dados da
literatura demonstram que terapia de combinacdo usando bloqueadores de canais
de calcio associados a derivados azolicos e outras classes farmacologicas
apresenta potencial promissor em aumentar a eficacia antiparasitaria do tratamento
etiologico in vitro (NEAL et al., 1989; PLANER et al., 2014) e in vivo (PLANER et al.,
2014). Considerando a escassez de dados na literatura e os resultados promissores
da combinacao in vitro, foi avaliado o potencial tripanocida de combina¢des do Ravu
e do Anlo em modelo murino. As doses dos farmacos foram escolhidas de acordo
com dados da literatura; foram usadas concentracfes subdétimas de Ravu (2,5 e 5,0
10mg/Kg) associadas a 10mg/Kg de Anlo. A administragdo desses esquemas
terapéuticos, por 20 dias consecutivos a animais saudaveis, mostrou- se segura,
visto que ndo foram observadas reacdes adversas relevantes. Ndo houve queda de
peso em nenhum animal, e, apesar do menor ganho de peso dos animais (Figura 7)
durante o periodo de tratamento com Anlo e com a combinacao, apds o término do

tratamento o peso foi recuperado.

No modelo utilizado de infeccdo aguda, os camundongos ndo tratados
apresentaram altos niveis parasitémicos, com pico de parasitemia caracteristico no
8° dia apo6s a infeccdo (Figura 4, Tabela 2) e 50% de mortalidade ainda nas
primeiras semanas apds o inoculo. O tratamento com anlodipino foi eficaz em
reduzir significativamente o nimero de parasitos no dia do pico de parasitemia, dado
este concordante com a atividade anti-tripomastigota observada in vitro. Ha apenas
um trabalho na literatura que avaliou o efeito in vivo do Anlo sobre T. cruzi; Planer et
al. (2014) demonstraram que o Anlo ndo apresentava nenhum efeito tripanocida
durante a fase aguda. Essas diferencas podem estar relacionadas ao modelo
experimental utilizado, ja que utilizamos camundongos Swiss infectados pela cepa
Y, enquanto Planer et al. (2014) estudaram camundongos Balb/c infectados pela
cepa Tulahuen. Ainda, essas discrepancias evidenciam a necessidade de avaliagdo

de novos farmacos sobre diferentes cepas do parasito (ZINGALES et al., 2014).

Apesar de o Anlo em monoterapia reduzir a proliferagdo do parasito nos
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primeiros dias apds a infecgcdo, os valores de area sob a curva (Tabela 2) foram
similares aos animais infectados e nao tratados e 75% dos camundongos vieram a
Obito. Esse fato pode estar relacionado ao parasitismo ao longo da infeccéo; algum
evento relacionado a acao do farmaco pode ter atuado em conjunto com a infec¢ao
ja que nenhuma reacao inesperada foi observada durante o tratamento dos animais
saudaveis com o mesmo farmaco. Ainda, 0s animais sobreviventes nao
apresentaram perda de peso como a observada para os animais na auséncia de
tratamento (Figura 5), provavelmente devido a reducdo do parasitismo no pico de
parasitemia. Considerando a acdo farmacoldgica principal do Anlo, bloqueador de
canais de célcio tipo L, o qual leva ao relaxamento da musculatura arterial, o efeito
hipotensor pode ter agido em sinergismo com as alteracbes hemodinamicas
resultantes da infeccdo e processo inflamatério associado, levando os animais a
Obito. Estdo sendo realizadas avaliagbes da pressao arterial e cinética de citocinas
em animais infectados e tratados com anlodipino; esperamos, a partir destes dados
responder os motivos da mortalidade aumentada quando do tratamento com Anlo
em monoterapia. De forma importante, quando o Anlo foi administrado junto ao Ravu

para os animais infectados, ndo foram observados efeitos adversos ou mortalidade.

Com relacédo ao uso do Ravu em monoterapia, ambas as doses (2,5mg/Kg e
5mg/Kg de Ravu) induziram supressédo da parasitemia em 100% dos animais. Esse
efeito na proliferacdo do parasito teve impacto positivo na sobrevida, ja que 100%
dos animais sobreviveram durante todo o periodo avaliado, dados concordantes com
os de Urbina et al. (2003). Apesar da potente supressao do parasitismo induzida
pelo Ravu, apos o término do tratamento foi detectada reativacao da parasitemia nos
animais tratados, de maneira dose-dependente. Considerando ainda os resultados
da PCR realizada em amostras de sangue, foram observados indices de cura de
37,5% e 12,5% para as doses de 5 mg e 2,5 mg de Ravu/Kg, respectivamente.
Urbina et al. (2003) ndo observaram efeito dose- dependente com a utilizagdo do
mesmo farmaco; ao administrarem doses de 10 a 30 mg/kg/dia por 43 dias, esses
autores observaram indices de cura maiores (70%) com a dose de 10 mg/Kg. Ainda,
DE FIGUEIREDO DINIZ et al. (2018), ao avaliarem o efeito tripanossomicida in vivo
do E1224, um pro-farmaco do Ravu, nad observaram relagcdo dose-efeito; usando
doses de 10 a 50mg/kg de peso, os maiores indices de cura foram observados com

a menor dose. Em nosso estudo, provavelmente por utilizarmos doses menores, foi
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possivel observar efeito de dose-resposta, j& demonstrado em estudos com fungos
(CLEMONS e STEVENS, 2001). Ainda, os menores indices de cura obtidos em
nosso estudo, utilizando a mesma cepa do parasito, podem ser justificados tanto
pelas doses menores quanto pelo tratamento durante um menor niamero de dias (20
dias). Vale ressaltar que utilizamos uma metodologia para avaliacdo do parasitismo
mais estringente, considerando os resultados da PCR em tempo real, uma técnica
de grande sensibilidade.

A analise da relagdo entre a massa do figado e massa total de cada animal
foi feita para averiguar se ocorreu toxicidade hepatica adicional resultante do uso
das combinacdes. Foi observado que o tratamento com as combinacfes foi
benéfico, pois os figados dos animais estavam menores do que o controle positivo e
mais proximo do controle nao infectado. O mesmo foi observado para a monoterapia
de Anlo; esses dados corroboram com os achados de Palit e Ali (2008) que também
observaram uma diminuicdo no peso do figado dos animais tratados com Anlo
quando comparados ao grupo controle (Figura 15). Apesar do ganho de peso
ligeiramente menor nos animais néo infectados e tratados com a combinagéo de
maior dose (Figura 2), os tratamentos com combinacbes de Ravu e Anlo, ao
reduzirem a proliferacdo do parasito preveniram a perda de peso causada pela
infeccdo. Os animais infectados e tratados ganharam peso de maneira similiar aos
animais nao infectados, diferentemente daqueles infectados e néo tratados; neste
caso, 0s camundongos gque ndo sucumbiram a infeccdo apresentaram acentuada
perda de peso (Figura 5). Ainda, ndo foram observados outros efeitos adversos nos
animais infectados, demonstrando aparentemente baixa toxicidade resultante dos

tratamentos combinados.

Considerando cura parasitolégica como auséncia de parasitemia detectada
por exame de sangue a fresco e resultados negativos na PCR de amostras de
sangue, nossos resultados mostraram percentuais de cura, resultantes da
associacdo dos farmacos, duas a quatro vezes maiores que aqueles observados
para as monoterapias de Ravu (Tabela 3). Esse efeito positivo pode estar
relacionado aos diferentes mecanismos de ac¢ao dos farmacos testados em induzir a
morte do parasita, fato esse que também contribuiria para diminuir a chance de
desenvolvimento de resisténcia ao tratamento. Enquanto o Anlo apresenta acdo mais

relevante sobre formas tripomastigotas, 0 Ravu apresenta grande poténcia sobre as
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formas amastigotas intracelulares, por meio da inibicdo da biossintese de ergosterol,
indispensavel para a proliferacdo do parasito. Ainda, devem ser consideradas
possiveis interacdes farmacocinéticas entre ambos. O Anlo € ser amplamente
metabolizado no figado em metabdlitos inativos pela CYP3A4, a enzima primaria
responsavel pelo metabolismo deste farmaco (http://www.anvisa.gov.br/datavisa). O
Ravu € um inibidor da CYP3A4; deste modo pode ser sugerido que a administracéo
de Ravu aumenta as concentracdes plasmaticas de Anlo e, portanto, a exposi¢cao
sistémica, havendo mais farmaco disponivel para exercer o efeito tripanocida. Planer
et al. (2014) estudaram o efeito do tratamento com Anlo associado ao posaconazol,
outro antifungico azdlico, na infeccdo pela cepa Tulahuen, evidenciando efeito

sinérgico.

Na auséncia de cura parasitoldgica, o tratamento etiolégico pode levar a
beneficios em casos de reducado da carga parasitaria. O desenvolvimento das lesdes
caracteristicas da doenca de Chagas esta atrelado a um processo inflamatério que é
inicialmente desencadeado pelo parasito. Em fungé&o da persisténcia do parasito e
estimulacdo antigénica constante, ha miocitélise, reacdo inflamatéria crénica e
fibrose, sendo esses fendbmenos amplificados por reacdes autoimunes (TEIXEIRA et
al., 2011). A reducdo da carga parasitaria, mesmo na auséncia de eliminacéo total
do parasito, pode levar a beneficios clinicos, como ja demonstrado em diversos
trabalhos na literatura, tanto em estudos pré-clinicos como clinicos (GARCIA et al.,
2016, para revisdao ver BAHIA et al.,, 2014). Nossos resultados sugerem uma
reducdo significativa da carga parasitaria nos animais tratados com ravuconazol e
com a combinacdo a partir dos valores de AUC obtidos para os animais nao
curados, o que poderia levar a um impacto positivo no contexto de progressao das
lesBes tissulares. A avaliacdo da resposta imune humoral dos animais confirmou a
reducdo do parasitismo demonstrada pela avaliacédo parasitologica. Foi investigado o
efeito do tratamento com Ravu e Anlo em monoterapia e combinados, na producao
de IgG aos 30 e 60 dias ap6s o tratamento. Foi verificado que o tratamento
combinado foi efetivo em atenuar a reatividade plasmatica de anticorpos 1gG anti-T
cruzi, ja que niveis dos anticorpos aos 30 dias ap0s a infeccdo encontraram-se
significativamente menores do que o observado para os animais néo tratados e ao
Anlo. A alta reatividade observada no grupo tratado com a monoterapia de Anlo se

deve ao fato do farmaco néo ter promovido a supressao da parasitemia durante o
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tratamento, apesar da reducdo da parasitemia no dia do pico (Figura 9). Os
parasitos sdo capazes de desencadear inUmeras alteragdes na respota imune e 0s
anticorpos IgG respondem contra as formas sanguineas do parasito (LEVIN et al.,
1989; GARCIA et al., 2005). Em um periodo mais tardio, 60 dias ap0s o tratamento,
observamos um leve aumento da reatividade plasmatica dos anticorpos,
provavelmente devido ao estimulo causado pelos parasitos naqueles animais que
nao foram curados e tiveram uma reativacao da parasitemia apés os tratamentos. A
resposta humoral ndo € normalmente usada como critério de cura em avaliacdes
com curto tempo de seguimento, ja que os niveis de anticorpos, em funcdo dos
fenbmenos de memoria imunoldgica, podem necessitar de mais longo tempo para

soroconversao negativa (BAHIA et al., 2012).

Para que ndo ocorram danos teciduais, deve haver um equilibrio na resposta
imune do hospedeiro. Esses danos muitas vezes ndo estdo relacionados somente
ao parasito, mas sim a uma resposta imune exacerbada e ndo modulada
(MACHADO et al., 2004). Dessa forma, é salutar a avaliacdo dos perfis de resposta
celular em resposta aos tratamentos. Sendo uma doenca imune mediada, enquanto
um perfil pro-inflamatério é necessario para favorecer a eliminacdo do parasito, a
exacerbacdo deste fendtipo pode levar a lesdo tissular. As citocinas pro-
inflamatorias IFN-y e o TNF-a fazem parte da primeira linha de defesa do organismo
do hospedeiro, ja que ambas estimulam a producdo de Oxido nitrico (NO) que
provome a eliminacdo do parasito (TALVANI, et al., 2004). Nos primeiros dias a
infeccdo € acompanhada por um aumento significativo dessas citocinas e de NO,
seguido por uma drastica reducdo dos mesmos (REVELLI et al., 1999; TARLETON,
2007). A atividade do IFN-y na infeccdo com T. cruzi estd relacionada a sua
capacidade em induzir a producdo de IL-12, TNF-a e principalmente 6xido nitrico
nos macrofagos ativados que controlam a replicacéo intracelular do parasita. Assim,
TNF-a e IFN-y contribuem para aumentar a destruicdo de parasitos por macréfagos,
diminuindo a quantidade de parasitos circulantes e protegendo outras células da
infeccdo. (VESPA, et al., 1994; ARAUJO & CASTRO, 2000; TALVANI, et al. 2004).
Por outro lado, a resposta antiparasitaria deve ser potente o bastante para eliminar o
parasito, mas regulada ao ponto de ndo causar injarias ao proprio organismo. Entéo,
para evitar possiveis lesbes aos tecidos infectados, respostas pro-inflamatérias

desencadeadas por T. cruzi sdo contrabalanceadas por respostas anti-inflamatérias
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desencadeadas principalmente pelas citocinas IL-10 e IL-4 (HUNTER et al., 1997;
FLAVELL & LI, 2008).Em nosso estudo foi observado que, de forma geral, os niveis
de citocinas proé-inflamatérias encontrados aos 30 dias apds o tratamento estdo de
acordo com esses eventos, uma vez que nos animais tratados com Ravu e Bz a
concentragdo de citocinas foi significativamente menor quando comparadas aos
animais infectados e ndo tratados. De forma interessante, os niveis de IFN e TNF
daqueles tratados com as combinacdes foram ainda menores que 0s observados
para as monoterapias e similares aos animais nao infectados, sugerindo efeito
benéfico. Em uma nova analise do perfil de citocinas dos mesmos animais, porém
aos 60 dias apOs a o tratamento, os niveis de citocinas foram inferiores aqueles
identificados aos 30 dias ap0s o tratamento, sobretudo nos grupos Anlo e controle
infectado e nao tratado, sugerindo uma modulacdo resultante da cronificacdo da
infeccdo. Nesse periodo, os niveis de IFN observados no plasma dos camundongos
infectados e tratados com a combinacdo foram significativamente menores aos
observados para as monoterapias e para 0s animais infectados e ndo tratados,
mostrando a influéncia, a longo prazo, do tratamento realizado na fase aguda. Ainda,
os niveis de IL-17 do grupo tratado com a combinacdo foram menores do que 0s
observados para o tratamento de referéncia, com benznidazol. A infeccdo pelo
parasito resulta no aumento da producdo dessa interleucina pelos linfécitos TCD4+,
CD8+ e células Natural Killer (MIYAZAKI et al., 2010). Sousa et al (2017) mostraram
gue esta citocina tem papel imunomodulador na fase crénica da doenca de Chagas

e pode contribuir para a protecéo contra o dano cardiaco.

Em conjunto nossos resultados mostraram que h& efeito positivo resultante
da associacdo de Anlo e Ravu in vivo, com reducdo da carga parasitaria e influéncia
na resposta imune dos animais. Torrico et. al (2018), publicaram dados do ensaio
clinico de Fase Il, feito na Bolivia, que avaliou a eficacia do E1224, uma pré-droga
soltvel do Ravu, em induzir a cura da infeccdo crénica. Foi mostrado que mesmo
sendo capaz de suprimir a parasitemia, o farmaco néo foi capaz de induzir a cura; o
tratamento dos pacientes durou 8 semanas e ap0s uma semana ja foi possivel
observar a reducdo da parasitemia, porém esse efeito ndo se manteve quando o
tratamento foi interrompido. Os autores entdo sugeriram que deve-se se estender o
tratamento por um periodo mais prolongado, para haver uma resposta sustentada,

além da importancia de novos estudos desse farmaco em combinagédo. Esses dados
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enfatizam a relevancia da estratégia de combinacdo de outros medicamentos com o
Ravu. Nossos dados corroboram esses achados clinicos e permitem sugerir que
aumentando o tempo de tratamento dos animais possivelmente observariamos
maiores indices de cura. De qualquer forma, considerando que ambos os farmacos

sao aprovados para uso humano, os resultados obtidos sédo bastante promissores.

Os resultados obtidos ampliam os dados pré-clinicos em quimioterapia
experimental anti-T. cruzi e confirmam que a estratégia de resposicionamento aliada
a combinacdo de farmacos com diferentes mecanismos de ac¢do € uma estratégia

promissora para os estudos de novos tratamentos para a doenca de Chagas.
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7 CONCLUSAO

Em conjunto, os dados obtidos permitiram:

a) Confirmar a atividade anti-parasitaria dos farmacos in vitro sobre cardiomiocitos
infectados pela cepa Y de T.cruzi;

b) Evidenciar a importancia da forma evolutiva do parasito nos estudos de
determinacdo da natureza da interacdo entre farmacos;

c) Concluir que a combinagédo entre ravuconazol e anlodipino n&o induz efeitos

toxicos adicionais;

d) Identificar efeito dose-dependente na acdo do ravuconazol sobre o modelo de
infeccdo murina aguda pela cepa Y de T. cruzi;

e) Concluir que ha efeito positivo resultante da combinacdo usando ravuconazol e

anlodipino in vivo.
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