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Resumo

A doenca de Chagas, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, € um importante
problema de salde publica e o tratamento dessa parasitose apresenta limitacOes
relacionadas a eficécia e toxicidade dos farmacos disponiveis. Nesse sentido, a terapia
de combinacdo de farmacos parece ser uma abordagem ideal na busca de novos
tratamentos, pois pode possibilitar aumento da eficacia, reducdo da toxicidade e da
probabilidade de desenvolvimento de resisténcia. O objetivo deste estudo foi avaliar o
efeito do tratamento com benznidazol (Bz) quando combinado com os inibidores da
enzima esterol Cl4a-demetilase (CYP51), os derivados azolicos posaconazol (Ps) e
ravuconazol (Rv) (ou a pro- droga do Rv, 0 E1224), na infecgdo por T. cruzi in vitro e in
vivo. Inicialmente foi avaliada a eficacia do Ps em combinacdo com Bz durante a
infeccdo aguda de camundongos pela cepa Y de T. cruzi. O tratamento combinado,
utilizando doses subotimas, foi mais eficaz em induzir cura parasitolégica quando
comparado com a utilizacdo de cada farmaco isoladamente, indicando uma interacao
positiva entre Bz e Ps. Quando avaliada a eficacia do tratamento sequencial com Bz ou
Ps administrados em doses 6timas durante um curto intervalo de tempo (10 dias cada),
verificou-se que a ordem de administracdo dos farmacos interfere no resultado do
tratamento, sendo a sequéncia Bz seguido de Ps mais eficaz. Além disso, a terapia
combinada induziu uma reducdo significativa da carga parasitaria em camundongos
infectados pela cepa VL-10 de T. cruzi, altamente resistente ao Bz, quando comparada
as drogas administradas em monoterapia. Considerando esses resultados promissores,
foi a seguir investigada a atividade da combinagdo do Bz com o Rv. Inicialmente foram
realizados experimentos in vitro para definir a natureza da interacdo entre esses
farmacos. A principio, foram determinados os valores de IC-50 do Bz e do Rv sobre
formas epimastigotas e amastigotas das cepas Y e Colombiana de T. cruzi. A seguir, 0
efeito de combinacdes de Rv e Bz, preparadas de acordo com o método de propor¢des
fixas, foi avaliado nesses modelos. A analise dos resultados foi feita por meio do
calculo das concentracdes inibitorias fracionarias (FICs) e do somatério das FICs
(XFICs) para cada combinacdo. A natureza da interacdo foi classificada em funcdo do
YFICs: sinergismo Se ZXFIC<0,5; indiferenca (aditividade) se 0,5<XFIC<4 ¢
antagonismo se XFIC>4. As combinacGes de Rv e Bz mostraram-se aditivas, com
valores de ZFIC préximo a 1 para ambas as cepas e diferentes formas evolutivas do
parasito estudadas. Dessa forma, o proximo passo foi avaliar o efeito do Rv (em forma
de pré-farmaco, o E1224) em combinacdo com o Bz na infec¢do por T. cruzi in vivo.
Inicialmente foi realizado um experimento para definicdo das doses de E1224 a serem
utilizadas em monoterapia. O pro-farmaco foi efetivo em curar camundongos infectados
pela cepa Y de T. cruzi de forma mais eficiente do que o composto precursor, 0
ravuconazol. Néo foi observado efeito dose-dependente; os tratamentos com doses de
10 a 50mg/kg de peso induziram 71 % a 100 % de cura. De forma diferente, 0
tratamento dos animais infectados pelas cepas Colombiana e VL -10 foi eficaz em
induzir uma intensa reducdo da carga parasitaria, mas ndo em induzir cura. Finalmente,
0 tratamento com combinacdes de Bz e E1224 administrado a camundongos infectados
pela cepa Colombiana resultou em maior taxa de cura, em relacdo as monoterapias,
quando a terapéutica foi iniciada aos 4 dias apos a infeccdo. Entretanto, quando usado
um protocolo mais estringente, no qual o tratamento foi iniciado aos 10 dias ap6s a
infeccdo, houve reducdo significativa da carga parasitaria, mas auséncia de cura
parasitoldgica. Os resultados obtidos nesse estudo demonstram o beneficio da terapia da
combinacdo usando derivados azdlicos e benznidazol no tratamento da infecgédo
experimental por T. cruzi e ampliam os dados pré-clinicos relacionados ao uso de
combinacges de farmacos no tratamento de protozooses.
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Abstract

Chagas disease, caused by the protozoan pathogen Trypanosoma cruzi, remains a
challenging infection due to the unavailability of safe and efficacious drugs. Combined
therapy is envisioned as an ideal approach since it may improve treatment efficacy
whilst decreasing toxicity and the likelihood of resistance development. The objective
of this study was to evaluate the effect of treatment with Bz when combined with sterol
14a-Demethylase (CYP51) inhibitors posaconazole (Ps) and E1224 (pro-drug of
ravuconazole - Rv) in experimental infection with T. cruzi. Initially, we evaluated the
efficacy of Ps in combination with Bz during acute infection of mice with T. cruzi Y
strain. The drugs were administered individually or in combination for 20 consecutive
days. Bz/Ps combined treatments were found to be significantly more efficacious in
inducing higher parasitological cure rates than those observed when the drugs were used
alone, indicating a positive interaction between Bz and Ps. In addition, the combined
therapy induced a significant reduction of parasite load in mice infected with VL-10, a
benznidazole-resistant T. cruzi strain, compared to single administration of drugs.
Subsequently, sequential therapy experiments were carried out with Bz or Ps over a
short interval (10 days), followed by the second drug administered for the same period
of time. It was found that the sequence of Bz followed by Ps provided cure rates
comparable with those obtained with the full treatments with either drug alone, with no
cures observed for the short treatments with drugs given alone. Considering these
promising results, the next step was to investigated the activity of Bz and Rv
combinations. First, we performed in vitro experiments to define the nature of
interaction between Bz and Rv. IC-50 values for Bz and Rv were determined upon
epimastigotas and amastigotes of Y and Colombian strains of T. cruzi. The drug
combinations were evaluated on the same models. Drug susceptibility was assessed
with a modified fixed ratio isobologram method. Fractional inhibitory concentrations
(FICs), sum FICs (3 FICs) and an overall mean ) FIC were calculated for each
combination. The nature of interaction was classified on the basis of the mean ) FIC as
follows: synergy as mean Y FIC<0.5, indifference as mean between 0.5 and 4.0 and
antagonism as mean Y FIC>4. The interaction between Bz and Rv was indifferent with
YFIC near to 1 for both strains. In this way, it was evaluated the effect of Rv (pro-drug,
E1224) in combination with Bz upon in vivo infection. First, an experiment to define the
optimal dose of E1224 in monotherapy was performed. The pro-drug of Rv, showed
activity higher than demonstrated previously for the parent compound in the model of
acute murine infection by strain Y. There was no dose-dependent effect, the treatments
with 10 up to 50mg/kg weight for 20 consecutive days induced 71% to 100% of cure.
Differently, the treatment of animals infected with Colombian or VL-10 strains was
very effective in reducing the parasitemia, but led to nil cure rates. Finally, the effect of
the E1224 and Bz combination against epimastigote and amastigote of Y and
Colombian strains was evaluated. Additionally, the treatment of mice with E1224 in
combination with Bz induced higher cure rate in mice infected with Colombian strain
when the treatment started 4 days after infection or a significant reduction of parasite
load in treatments started 10 days after infection, compared to single administration of
drugs. This study expands the preclinical data on drug combinations and provides the
basis for further studies as anti-T. cruzi chemotherapy is moving towards multidrug
treatment regimens.
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1.1. Aspectos gerais relacionados a doenca de Chagas

A doencga de Chagas, descoberta e denominada tripanossomiase americana em
1909 pelo Dr. Carlos Chagas, resulta da infeccdo pelo protozoario hemoflagelado
T. cruzi (Chagas, 1909). Médico e cientista brasileiro, Carlos Chagas descobriu, de
maneira impar na histéria da medicina, uma nova doenca, 0 agente etiolégico, o vetor,
0s principais hospedeiros do parasito, as manifestacdes clinicas, além de descrever, de
maneira fiel, a epidemiologia da doenca. E ja& naquela época alertava as autoridades
sobre a importancia da endemia, antecipando suas consequéncias sociais (Dias et al.,
1939).

Atualmente, a doenca de Chagas ainda € um importante problema médico e social
que afeta cerca de oito milhGes de pessoas em diversos paises endémicos na América
Latina (WHO, 2007). A principal forma de transmissdo se da por via vetorial, por meio
de mecanismo contaminativo, ap6s a deposi¢do de formas tripomastigotas metaciclicas
juntamente as fezes e urina de triatomineos infectados, durante ou apds o repasto
sanguineo. Entretanto, a enfermidade pode ser adquirida por mecanismos nao vetoriais,
como por via congénita, transmissdo oral, por transfusdo sanguinea ou transplante de
orgdos, dentre outros (Brener et al., 1987; Dias et al., 1999).

Historicamente, h4 uma relacdo bem estabelecida entre as condigdes sécio-
econbmicas e a doenca de Chagas, sendo mais afetadas as populacdes carentes de areas
rurais da America latina. Essa relacdo deriva das condicdes inadequadas de moradia,
falta de educacdo em saude, condi¢bes sanitarias, bem como intervengdes no meio
ambiente, que favorecem a invasdo e coloniza¢do do domicilio e peridomicilio pelos
vetores, aliadas ainda a falta de assisténcia a saude e cuidados pré-natais (Dias et al.,
1999; Prata et al., 2011; Bern et al., 2011).

O hemiptero Triatoma infestans, principal espécie transmissora de T. cruzi no
Brasil, era encontrada em cerca de 710 municipios ate 1980. A partir dos programas de
controle implementados na década de 80, avangos significativos foram alcangados no
controle da transmissdo vetorial e transfusional da enfermidade; a certificacdo de
eliminacdo do principal transmissor, o T. infestans, foi dada em 2006, ao Chile, Uruguai
e Brasil (Coura e Junqueira, 2012). Entretanto, atualmente ainda persistem areas de alta
endemicidade na América Latina, nas quais as medidas de controle, quando presentes,
sdo heterogéneas e apresentam impacto variavel (Gurevitz et al., 2011). Além disso, em

muitos locais, ha limitacbes na disponibilidade e acesso aos dois Unicos farmacos
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disponiveis para o tratamento da doenca, o benznidazol e o nifurtimox (Manne et al.,
2013). Diversos outros fatores ameagam ou limitam o controle da doenca; nos ultimos
anos, devido as migracfes de individuos oriundos de regides endémicas, o nimero de
casos tem aumentado em paises ndo endémicos da Europa e América do Norte.
Estimam-se, apenas nos Estados Unidos e Canadd, cerca de quatrocentos mil casos da
doencga, considerando as estimativas mais otimistas (Bern et al., 2011; Hotez et al.,
2013). Ainda, recentes surtos de transmissdo oral, atribuidos principalmente ao
consumo de acai e caldo de cana tém sido notificados no Brasil e Venezuela, causando
Obitos em numero significativo na fase aguda (Dias et al., 2008 a; Nobrega et al., 2009;
Beltrdo et al., 2009). Outras evidéncias, como domiciliacdo de espécies de triatomineos
vetoras em potencial em areas com transmissdo controlada, bem como resisténcia dos
insetos aos piretroides em algumas regifes, somam-se as anteriores e evidenciam a
fragilidade do controle da parasitose (Coura e Junqueira, 2012).

A doenca de Chagas é responsavel por elevada morbidade; caso ndo tratada
durante a fase aguda, a enfermidade torna-se cronica e em cerca de 30% dos individuos
infectados, evoluird, ao longo dos anos, para 0 acometimento cardiaco (cardiopatia
chagasica cronica) ou do trato gastrointestinal (megassindromes) (Prata, 2001). Ambas
as formas clinicas sdo responsaveis por elevada morbidade em adultos jovens,
economicamente produtivos, sendo o acometimento cardiaco a manifestagdo mais grave
e frequente, levando tipicamente a arritmias, fendmenos tromboembdlicos, faléncia
cardiaca e morte subita (Chapadeiro, 1999; Nunes et al., 2012).

Para o tratamento dos individuos infectados, sdo disponibilizados dois
medicamentos, o nifurtimox (Nfx), um derivado nitrofurano, produzido pela Bayer sob
a marca Lampit®; e o benznidazol (Bz), um derivado nitroimidazélico, inicialmente
fabricado pela Roche como Rochagan® ou Rodanil® e agora produzido pelo Lafepe
(Laboratorio Farmacéutico do Estado de Pernambuco), no Brasil e como Abarax® pelo
Laboratorio ELEA, na Argentina (Machado de Assis et al., 2013). Ambos os farmacos
sdo utilizados desde a década de 70 para o tratamento da doenca de Chagas, entretanto,
a eficicia terapéutica € especialmente dependente da fase da doenca na qual o
tratamento foi instituido.

indices de cura elevados sdo obtidos quando o tratamento com Bz ou Nfx é
iniciado durante a fase aguda da doenca, nos casos de transmissao congénita e, em
geral, nos casos de infeccBes cronicas, poréem recentes, de criancas e adolescentes
(Andrade et al., 1992; Bahia-Oliveira et al., 2000, Cangado, 2002; Andrade et al., 1996;
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2004; Soza-Estani et al.,1998; 1999; Silveira et al., 2000; Streiger et al., 2004). Por
outro lado, em certas regides, foi constatada baixa eficacia no tratamento das infec¢des
recentes (Yun et al., 2009). Adicionalmente, ndo ha tratamento eficaz para os individuos
na fase crbnica da doenca, a qual é a mais prevalente, em areas endémicas e nao
endémicas (Ferreira, 1990; Viotti et al., 1994, 2006; Suasnabar et al., 2000; Braga et al.,
2000; Lauria-Pires et al., 2000; Cancgado, 2002).

Além dos baixos indices de cura obtidos com o tratamento de pacientes crénicos,
outra limitacdo do tratamento com o Bz e o Nfx diz respeito as significativas reacdes
adversas induzidas por ambos. Alguns dos efeitos colaterais, como dermatite esfoliativa
ou polineurite periférica, sdo suficientes para o paciente abandonar o tratamento
(Jackson et al., 2010).

Estas informac6es ilustram as limitacdes do tratamento disponivel atualmente e
a evidenciam a necessidade da avaliacdo de novos farmacos ou novos regimes de
tratamento que apresentem atividade anti-T. cruzi. Por muitos anos, devido a hipdteses
que atribuiam a auto-imudidade o papel de mantenedora das lesbes teciduais
caracteristicas da doenca (Cunha Neto e Kalil, 1995), o papel do parasito como
condicdo essencial para desenvolvimento da patologia foi subestimado.
Consequentemente, 0 interesse em pesquisa e desenvolvimento de tratamento etioldgico
foi desestimulado. Aliado a isso, a doenca de Chagas € caracterizada como uma doenca
negligenciada, do ponto de vista terapéutico, devido a falta de investimento em novas
terapias por parte da industria farmacéutica, o que decorre das caracteristicas
socioeconémicas da populagdo majoritariamente afetada. Adicionalmente, a auséncia de
marcadores de cura e da progressdo da patologia também dificulta o desenvolvimento
de testes clinicos de novos farmacos. Esse conjunto de fatos limitou, em parte, a busca
por novos alvos e estratégias terapéuticas mais eficazes.

Entretanto, o atual cenario dos estudos sobre a quimioterapia da doenca de
Chagas é mais animador. Um grande estudo multicéntrico (BENEFIT) esta sendo
realizado para avaliar o beneficio do tratamento com benznidazol nos pacientes
portadores de cardiopatia chagasica cronica (Marin Neto et al., 2009). Diversos novos
compostos tém sido avaliados em estudos pré-clinicos e um grande esforco tem sido
realizado no intuito de encontrar novos farmacos ou estratégias terapéuticas mais
eficazes para o tratamento da infeccdo por T. cruzi. Esta mudancga de perspectiva se
deve ao menos a trés fatores, que de certa forma estdo interligados: (i) a compreensdo da
importancia do parasito na génese direta e indireta das lesdes cardiacas da doenga de
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Chagas (Higuchi et al., 1993; Higuchi et al., 1995; Tarleton et al., 2003), que
evidenciou a necessidade do tratamento etioldgico e deu novo vigor ao estudo de novos
alvos contra o parasito; (ii) a parceria de diversas iniciativas, organizagdes e instituicoes
publico-privadas; formando uma rede, através da qual ha a otimizacdo do processo de
desenvolvimento farmacologico, desde as etapas de triagem de compostos até a
disponibilizacdo (como a DNDi- Drugs for neglected tropical diseases initiative, MSF-
Meédicos Sem Fronteiras); (iii) & maior visibilidade da doenca de Chagas no panorama
mundial; antes uma doenca que afetava estritamente regides marginalizadas, e que agora
torna-se global (Hotez et al., 2013).

A partir dessas iniciativas foi desenvolvida em 2010 uma formulagdo em doses
pediatricas (12,5mg; versus 100mg da forma farmacéutica tradicional) do benznidazol,
fruto de uma parceria de 3 anos entre a DNDi e o Laboratério Farmacéutico de
Pernambuco (LAFEPE). Esta formulacdo é de facil desintegracdo em &gua ou suco, e
confere maior seguranca e facilidade de administracdo do farmaco, em dose exata, as
criangas de até dois anos de idade. Dentro das novas possibilidades de tratamento, dois
compostos ja se encontram em ensaios clinicos de fase Il em individuos chagésicos
crénicos (o posaconazol e 0 E1224, disponivel em
http://clinicaltrials.gov/show/NCT01377480 e
http://clinicaltrials.gov/show/NCT01489228). A terapia de combinagdo etilizando

benznidazol e posaconazol esta também sendo avaliada em ensaios clinicos de fase Il

(disponivel em http://clinicaltrials.gov/show/NCT01377480) e ainda, o fexinidazol, um

derivado nitroimidazolico, sera avaliado em breve (Bahia et al., 2012).

O E1224 (pro-farmaco do ravuconazol) e o posaconazol sdo derivados azdlicos,
desenvolvidos originalmente como drogas antifingicas e que apresentam eficacia no
tratamento da infeccdo por T. cruzi in vitro e in vivo. Considerando o contexto de busca
de novas estratégias terapéuticas para a doenga de Chagas, o objetivo do presente estudo
foi avaliar o efeito do tratamento com benznidazol quando combinado com posaconazol
e com o ravuconazol (ou sua pro-droga, 0 E1224) na infec¢do experimental por T. cruzi

in vitro e in vivo.


http://clinicaltrials.gov/show/NCT01489228
http://clinicaltrials.gov/show/NCT01489228
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2.1. A doenca de Chagas e Trypanosoma cruzi

A doenca de Chagas resulta da infeccdo de mamiferos pelo protozoério T. cruzi.
Esse parasito digenético, pertencente a ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae, tem um complexo ciclo de vida, envolvendo vérias formas
evolutivas nos diversos hospedeiros vertebrados e nos insetos vetores, hemipteros da
subfamilia Triatominae (Brener et al., 1987; Dias et al., 1992; Prata, 2001; Remme et
al., 2006).

A historia da infec¢do por T. cruzi iniciou-se ha milhares de anos, como uma
doenca enzootica de animais silvestres, envolvendo o protozoario, seus reservatorios
mamiferos e insetos vetores da familia Triatominae. Existem indicios de que a infeccao
humana por esse parasito ocorre ha pelo menos sete mil anos antes de Cristo, época em
que populagdes ndmades do deserto de Atacama (Chile) estabeleceram uma rota entre o
mar e as montanhas: em mulmias da época, recuperadas desta Regido, foram
identificados resquicios moleculares do T. cruzi (Carlier et al, 2002). Mais tarde, ha
cerca de 200 a 300 anos, esta infeccdo teria se tornado endémica, especialmente em
decorréncia das precérias relagdes de producdo de uma populacgdo rural crescente, das
moradias rurais de méa qualidade, das migracGes humanas e das a¢des antrdpicas sobre o
meio ambiente, promovendo assim a adaptacdo de insetos silvestres ao ambiente
doméstico, na procura de nova fonte alimentar. E essa adaptacdo dos insetos vetores as
moradias certamente foi o fator preponderante para o estabelecimento da doenga
humana; a infeccdo, antes ndo patogénica para a maioria dos mamiferos reservatérios,
passou a ser patogénica para o homem (Prata et al, 2011).

A infecgdo por T. cruzi determina no homem quadros clinicos com caracteristicas
variadas (Dias 1992; Prata 2001; Macedo et al., 2004; Coura 2007). A evolugéo natural
da doenca € divida em duas fases subsequentes, aguda e crénica. Durante a fase aguda,
ha& intensa proliferacdo do parasito em diversos tecidos, com consequente reagdo
inflamatoria. Na auséncia de tratamento especifico, podem ocorrer manifestacdes gerais
inespecificas e alteragdes sistémicas que incluem febre, mal-estar, cefaléia, astenia,
aumento do volume dos linfonodos, hepato e esplenomegalia que podem persistir por
até dois meses. A mortalidade na fase aguda acomete de 2-8% dos individuos
infectados, principalmente em criangas e individuos imunodeprimidos, devido a

meningoencefalite e miocardite (Barret et al., 2003; Remme et al., 2006).
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Com o estabelecimento da resposta imune inata e adquirida, as manifestacdes da
fase aguda regridem e instala-se gradativamente a fase cronica, na qual a parasitemia e o
parasitismo podem permanecer escassos por toda a vida do individuo ndo tratado (Dias,
1992). A forma clinica crénica assintomatica é a mais frequente, entretanto 30 a 40%
dos pacientes chagasicos cronicos apresentam graus variaveis de miocardiopatia e 8 a
10% apresentam a forma digestiva, variando as formas clinicas e seu percentual entre
paises e, no interior de cada pais, entre distintas &reas endémicas (Dias, 1992)

A grande diversidade de manifestacdes clinicas, em diferentes regides
geograficas ainda ndo pode ser explicada; entretanto fatores como caracteristicas
genéticas e resposta imune do hospedeiro, exposi¢cdo a reinfeccdo e carga parasitaria,
bem como a variabilidade genética do parasito tém sido sugeridos como determinantes
da evolucdo para as diferentes formas clinicas da doenca de Chagas cronica (Andrade et
al., 1998; Sosa-Estani et al., 1998).

O T. cruzi € uma espécie heterogénea constituida por vérias subpopulagdes do
parasito que circulam nos ambientes silvestre e doméstico, entre os seres humanos,
animais reservatorios e os vetores. A primeira evidéncia da heterogeneidade desse
parasito foi identificada por Carlos Chagas, com a observacdo de formas
tripomastigotas largas, delgadas e intermediarias, que associou essa diversidade
morfolégica com aspectos bioldgicos do parasito (Chagas, 1911).

A partir dos trabalhos de Andrade (1974) a diversidade intraespecifica do T.
cruzi assumiu grande importancia epidemioldgica; foram definidos distintos
“Biodemas”, que constituiam grupos de cepas do parasito que apresentavam semelhanca
em parametros morfobioldgicos e comportamentais na infeccdo murina. Dentre esses
parametros, caracteristicas morfoldgicas, parasitemia, viruléncia e patogenicidade,
tropismo tecidual no modelo murino e susceptibilidade a drogas, composic¢ao antigénica
e resposta imune foram considerados (Andrade et al., 1974; Kretlli e Brener, 1976;
Brener, 1977; Andrade, 1985).

Entretanto, a partir do desenvolvimento de novas metodologias de pesquisa e
com o crescente nimero de isolados do parasito, passou-se a demonstrar a
heterogeneidade do parasito por métodos bioquimicos e moleculares, com a utilizagdo
de metodologias variadas (Miles et al. 1977; Morel, 1980; Romanha et al., 1982;
Tibaurenc e Ayala, 1988; Macedo et al., 1992; Souto e Zingales, 1993; Clarck e Pung,
1994; Brisse et al., 2001; Freitas et al., 2006).
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Em 2009 foi promovido um encontro satélite com o objetivo de normatizar a
nomenclatura do T. cruzi. Esta nova nomenclatura tem permitido a melhor comunicagéo
entre os pesquisadores, com relagdo ao entendimento de questdes de biologia bésica, de
caracteristicas eco-epidemioldgicas e de patogenicidade dos diferentes grupos
genéticos. Neste encontro o T. cruzi foi classificado em seis grupos (T. cruzi | a V1),
sendo cada grupo denominado DTU (“discrete typing unit”), onde DTU ¢ definido com
um conjunto de isolados que é geneticamente semelhante e que pode ser identificado
por marcadores moleculares ou imunol6gicos comuns (Tibayrenc, 1998; Zingales,
2009).

Os impactos da diversidade bioldgica e genética de T. cruzi sdo amplamente
estudados na doenca humana e na infeccdo experimental ha diversas décadas, na
tentativa de estabelecer alguma relacdo entre a diversidade do parasito com o largo
espectro de manifestacGes clinicas da doenca e com a baixa eficicia do tratamento
etiolégico quando administrado na fase cronica da infeccdo (Andrade et al., 1985;
Toledo et al., 2003; Camandaroba et al., 2003; Moreno et al., 2010).

2.2.  Tratamento etioldgico da doenca de Chagas

A quimioterapia especifica para a doenca de Chagas, que é baseada em
compostos nitroheterociclicos, é insatisfatéria. O benznidazol (Bz) (Benznidazol,
Lafepe; um nitroimidazol) e o nifurtimox (Nfx) (Lampit®, Bayer; um nitrofurano) séo
as Unicas alternativas disponiveis para o tratamento ha mais de quatro décadas. Tanto o
Bz quanto o Nfx atuam como pro-drogas que necessitam ser reduzidas por uma
nitroredutase do parasito a fim de se tornarem ativas (Wilkinson et al., 2008). O Bz gera
metabolitos glioxal toxicos para o parasito, enquanto o Nfx libera cations nitroaniénicos
e abre cadeias de nitrilas. Ambos os compostos interagem com uma série de
biomoléculas, formando ligacbes com DNA e grupos tiol e gerando substancias
altamente reativas (Hall et al., 2011).

Os resultados de diferentes estudos clinicos usando Bz ou Nfx tém demonstrado
que quanto mais cedo o diagndstico é feito e o tratamento especifico iniciado, maiores
sdo as chances de se obter a cura parasitologica. Na doenca de Chagas congénita, o
tratamento de recém-nascidos com Bz ou Nfx é efetivo em 66% a 100% dos casos
(Russomando et al., 1998; Blanco et al., 2000; Schijman et al., 2003; Chippaux et al.,

2010). Em estudos clinicos realizados durante a fase aguda da infeccdo 40% a 76% de
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cura parasitoldgica (indicada pela negativacéo dos testes parasitologicos e soroldgicos)
tem sido obtida (Andrade et al., 1992; Bahia-Oliveira et al., 2000, Cangado, 2002).
Estudos prospectivos mostraram sucesso significativo da quimioterapia com Bz entre
criancas e adolescentes com infeccBes cronicas recentes; estudos realizados na
Argentina e no Brasil demonstraram 62% a 87% de cura parasitolégica (Andrade et al.,
1996; 2004; Soza-Estani et al.,1998; 1999; Silveira et al., 2000; Streiger et al., 2004).
Por outro lado, o tratamento com o Bz induziu baixos indices de cura (5,4%) ou n&o foi
efetivo em induzir cura em criancas e adolescentes de diferentes regides da Bolivia
(Yun et al., 2009). A variabilidade aparente na eficacia do tratamento de criancas e
adolescentes pode ser reflexo das diferencas genéticas entre as populagdes de parasitos e
de hospedeiros presentes nas diferentes regides.

Apesar do tratamento na fase aguda resultar em altos indices de cura, a doenca
de Chagas, por ser uma doenca de evolucdo silenciosa, é geralmente diagnosticada
quando o individuo esta na fase cronica. E ndo ha tratamento eficaz para os individuos
que se encontram nessa fase, que é a mais prevalente, tanto em areas endémicas quanto
ndo-endémicas. Todos os estudos clinicos publicados mostram que o tratamento com
Nfx ou Bz apresenta uma baixa eficacia entre os pacientes cronicos tratados durante
essa fase, com taxas de cura variaveis, mas nunca superiores a 19,1% (Ferreira, 1990;
Viotti et al., 1994, 2006; Suasnabar et al., 2000; Braga et al., 2000; Lauria-Pires et al.,
2000; Cancado, 2002; Lana et al., 2009).

As razdes para a grande diferenca na eficacia antiparasitaria dos compostos
nitroheterociclicos nas fases aguda e cronica da doenca ndo sdo bem determinadas
(Cancado, 2002). Entretanto, podem estar relacionadas as propriedades
farmacocinéticas desfavoraveis destes compostos, como a meia-vida relativamente curta
e a limitada penetracdo tecidual (Raaflaub & Ziegler, 1979; Raaflaub, 1980; Workman e
cols., 1984; Urbina & Docampo, 2003) que limitam a atividade na fase crbnica da
doenga, quando ha predominantemente parasitos intracelulares, em processo de
replicacdo (Urbina and Docampo, 2003; Buckner, 2008 apud Urbina, 2009). Além
disso, tem sido demonstrada a importancia da resposta imune no desfecho do tratamento
(Ferraz et al., 2007). Estas informac@es ilustram as limitagfes do tratamento disponivel
atualmente e a necessidade de novas alternativas terapéuticas, especialmente
considerando a utilizagdo um painel de cepas incluidas nas diferentes linhagens

genéticas do parasito.
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2.3.  Modelos de estudo e a quimioterapia experimental

2.3.1. Estudos in vitro

O ciclo biolégico do T. cruzi € facilmente reproduzido in vitro, permitindo a
utilizacdo de qualquer uma das formas evolutivas do parasito para a avaliagcdo da
sensibilidade do parasito a diferentes farmacos. O modelo de avaliacdo da atividade de
compostos sobre formas amastigotas € considerado o melhor indicador da atividade in
vivo, entretanto, devido ao menor custo, facilidade de cultivo e possibilidade de testar de
um grande numero ou concentracGes de compostos, as formas epimastigotas sdo mais
amplamente utilizadas para triagem de compostos in vitro. Diversos estudos mostram
uma forte correlacdo entre a atividade de farmacos sobre epimastigotas e sua eficacia in
vivo (Croft et al., 1986; Urbina et al., 2003; Molina et al., 2000), enquanto outros nao
observaram qualquer correlacdo (Luna et al., 2010; Moreno et al., 2010). Entretanto, é
consenso que os valores de IC-50 (concentracdo do composto que induz 50% de efeito)
dos farmacos para epimastigotas e amastigotas variam em grandes ordens de magnitude,
sendo os valores observados para a forma intracelular do parasito geralmente inferiores
(Urbina et al., 1998; 2003; Benaim et al., 2006). As formas tripomastigotas tém sido
usadas principalmente para a avaliacdo do potencial de compostos na utilizacdo em
bancos de sangue; esse estagio do parasito também permite a realizacdo de ensaios
similares aos realizados para a forma epimastigota, ja que é extracelular (da Silva et al.,
2008).

Devido a capacidade de T. cruzi de infectar uma grande variedade de células,
diversos tipos celulares podem ser utilizados para avaliacdo da atividade tripanocida de
novos compostos. Entretanto, de forma diferente do que é observado para estudos de
farmacos antibacterianos, cujos protocolos de avaliacdo da sensibilidade dos
microrganismos a antibidticos in vitro estdo muito bem estabelecidos, ndo ha consenso
com relacédo aos procedimentos de avaliagdo da atividade anti-T. cruzi de compostos in
vitro. Em 2010, a partir de um encontro satélite que reuniu expertises na area de
quimioterapia experimental, foram propostos protocolos de avaliacdo in vitro e in vivo
de atividade anti-T. cruzi de farmacos (Romanha et al., 2010). As recomendacdes
incluiram a utilizacdo de determinadas formas evolutivas e cepas do parasito, tipos
celulares, ensaios de toxicidade, procedimentos automatizados e determinacdo de

pontos de corte (Romanha et al., 2010). Apesar dessa tentativa, permanece a falta de
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consenso nos estudos de quimioterapia experimental da doenca de Chagas no que diz
respeito a protocolos apropriados de avaliagdo da atividade anti-T. cruzi in vitro de
novas drogas. Geralmente as avaliagOes séo feitas utilizando metodologias diferentes,
com variados tipos celulares e distintas cepas ou clones do parasito, o que dificulta a
comparacdo de resultados e a avaliacdo mais objetiva da atividade antiparasitaria de
NOvVoS COMpOStOos.

De qualquer forma, a abordagem in vitro proporciona importantes informacgoes
relativas a atividade anti-T. cruzi permitindo a triagem rapida de um grande nimero de
compostos, direcionando, assim, 0s experimentos in vivo. Naturalmente, a simplificacdo
oferecida por esta abordagem ndo permite a extrapolacdo direta dos resultados para
situacles in vivo, pois, com o contato direto da droga a ser testada com a célula
infectada, a influéncia do metabolismo e da resposta imune do hospedeiro ndo podem

ser avaliadas (Jorge e Castro, 2002).

2.3.2. Estudos in vivo

A maioria dos experimentos de quimioterapia da doenca de Chagas é realizada
em modelo murino. De facil obtencdo, manutencdo e manuseio, esses animais tém sido
usados h& décadas para avaliacdo da atividade anti-T. cruzi in vivo. De extrema
inportancia foram os esquemas de tratamento de longa duracdo (20 dias) introduzidos
por Brener na quimioterapia experimental e a padronizacdo de ensaios para
acompanhamento da eficacia terapéutica (Brener, 1962). Entretanto, ainda hoje ndo ha
um modelo consensual estabelecido com relagdo a linhagem, sexo e qualidade sanitaria
dos animais; cepa do parasito, tamanho do indculo, dia de inicio do tratamento e mesmo
de avaliacdo da eficécia terapéutica. Além disso, muitos estudos séo realizados sem a
utilizacdo de um grupo controle tratado com o farmaco de referéncia. Esses fatos
limitam a compreenséo acerca do real beneficio de novas terapias, dificultando a
comparagdo de resultados e o estabelecimento de pontos de corte para a determinagéo
da eficécia.

Apesar da auséncia de um modelo claro e bem definido, alguns parametros séo
mais amplamente reconhecidos nos estudos de quimioterapia experimental. Entre eles, a
avaliacdo do efeito do tratamento na carga parasitéria, na mortalidade e na evolugéo das
lesbes teciduais decorrentes da infec¢do. Quanto ao controle de cura, os estudos tém
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utilizado diferentes metodologias, como o exame de sangue a fresco, a imunossupressao
com ciclofosfamida, a deteccdo e/ou quantificacdo do KDNA ou DNA gendmico do
parasito no sangue ou tecidos do hospedeiro (PCR), a hemocultura, o xenodiagndstico e
a sub-inoculacdo em camundongos jovens. A dosagem de anticorpos 1gG anti T-cruzi,
usada na clinica para monitorar a resposta ao tratamento, é também de grande valia na
quimioterapia experimental (Caldas et al., 2008).

De forma geral, os estudos iniciais de novos compostos ou estratégias
terapéuticas concentram-se na avaliacdo da fase aguda da infeccdo. E, depois de
demonstrada a atividade in vivo, 0s ensaios prosseguem para a avaliacdo da eficacia

terapéutica na fase cronica da infecgdo (Bahia et al., 2012).

2.3.3. Farmacos e estratégias promissoras

Para uma busca racional de novos farmacos para a quimioterapia de doencas
infecciosas devem ser levados em consideragdo o alvo e o composto candidato. O
desenho racional de drogas é usualmente baseado em diferencas moleculares,
bioquimicas e/ou fisioldgicas entre o patdgeno e o hospedeiro, bem como no padréo de
toxicidade do composto candidato. Nesse sentido, ja foram identificados diversos alvos
promissores para a quimioterapia da doenca de Chagas incluindo os inibidores da
biossintese do ergosterol, da via de salvacdo de purinas, inibidores de cisteino-
proteinases, do metabolismo de pirofosfato, derivados nitroimidazélicos, dentre outros
(Urbina & Docampo, 2003; Guedes et al., 2002; Doyle et al., 2010; Bahia et al., 2012).

Os inibidores da biossintese de ergosterol (IBE) etsdo atualmente entre os
candidatos mais promissores para o tratamento especifico da infecgdo por T. cruzi. O
ergosterol atua essencialmente como biorregulador da fluidez, assimetria e integridade
da membrana plasmatica de fungos e protozoarios (Carrillo et al., 2006), sendo
indispensavel a proliferagdo desses organismos. Uma vez que esse lipideo é o esterol
mais abundante na membrana celular de T. cruzi e o parasito ndo é capaz de utilizar a
oferta de colesterol disponivel pelo organismo do mamifero hospedeiro (Urbina 1998,
2009), a via de biossintese dessa molécula constitui-se de um alvo atrativo para o
desenvolvimento de farmacos (Furlong, 1989; Duschak e Couto, 2007).

A atividade anti-T. cruzi de varios alvos envolvendo a via de biossintese do

ergosterol tem sido investigada in vitro e/ou em infeccBes experimentais, como:
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esqualeno sintase (Urbina, 2009), esqualeno epoxidase (Urbina, 2009), oxidoesqualeno
ciclase (Buckner et al, 2001) e esterol Cl4a-demetilase (CYP51) (Urbina, 2009;
Buckner, 2008; Buckner et al., 2011; Soeiro et al., 2013). Entre os mais avancados
IBE’s encontram-se 0s compostos azolicos, incluindo os derivados imidazdlicos e
triazélicos, os quais inibem a Cl4-demetilacdo do lanosterol por meio da inibicdo da
CYP51. Derivados azolicos, comercialmente disponiveis como o itraconazol ou
cetoconazol, foram testados para o tratamento da infeccdo por T. cruzi na infecgéo
humana e experimental. Embora ambos sejam extremamente efetivos contra o T. cruzi
in vitro (Urbina, 1997, 1999), taxas de curas varidveis (entre 0% a 100%) foram
observadas na infeccdo experimental em camundongos inoculados com diferentes cepas
do parasito (McCabe et al., 1998; Brener et al., 1993). Apt et al. (2003) e Zulantay et al.
(1988) descreveram taxas de cura de 53% e 61,61% em pacientes tratados durante a fase
crénica da infeccdo no Chile. Nao obstante, estudos realizados no Brasil mostraram que
ambos 0s compostos, cetoconazol ou itraconazol, ndo foram eficazes em erradicar o
parasito em pacientes cronicamente infectados ou em infecgdes experimentais, e
também ndo foram eficazes em interromper a progressdo da doenca (Brener et al.,
1993).

Por outro lado, compostos triazélicos de geracdes mais recentes, como o D0870,
o0 albaconazol, o TAK-187, o posaconazol e o ravuconazol, com potente e seletiva acdo
anti-T. cruzi, aléem de propriedades farmacocinéticas favoraveis no homem (amplo
volume de distribuicdo e longa meia vida plasmatica), foram capazes de induzir
distintos niveis de cura parasitoldgica em varios modelos animais em ambas as fases da
doenca, aguda e cronica (revisado por Urbina, 2009). Além disso, estes IBE’s
apresentaram efeitos tdxicos minimos ou indetectaveis para 0 mamifero hospedeiro na
dose terapéutica (Molina et al., 2000; Urbina 2001, 2002, 2003; Diniz et al., 2010).
Dentre esses IBE, o posaconazol e o ravuconazol (em forma do pré-farmaco, o E1224),

estdo em ensaio clinico de fase 1, sendo avaliados em pacientes chagasicos cronicos.

O posaconazol é um IBE desenvolvido e registrado em 2005 na Unido Européia
e Australia para o tratamento de infec¢Bes invasivas por fungos, e em 2006 nos Estados
Unidos para o tratamento de candidiases resistentes a quimioterapia (Urbina, 2009). O
posaconazol possui acdo anti-T. cruzi potente e seletiva, tanto in vitro como in vivo
(Urbina et al., 1998; Silva et al.; 2006; Molina et al., 2000; Ferraz et al., 2007 e 2009;
Olivieri et al., 2010; dos Santos et al., 2012; Diniz et al., 2013), apresentando atividade
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inclusive na infeccdo murina por cepas resistentes. Entretanto, devido a alta
complexidade da molécula, o custo de produgdo do posaconazol é extremamente alto, o
que poderia limitar sua utilizagdo no tratamento dos pacientes chagésicos. Além disso
esse farmaco induz reacOes adversas, principalmente relacionadas a administracédo oral,
como nauseas, vomito, dor de cabeca, dor abdominal e diarreia (Lepesheva et al., 2013).
Foi demonstrado ainda, em avalia¢Oes experimentais, que o posaconazol pode induzir a
expressdo de mRNA da CYP51de parasitos tratados, levando a resisténcia de T. cruzi
aos derivados azolicos (Lepesheva et al., 2013).

O ravuconazol, assim como o posaconazol é um derivado triazélico de terceira
geracdo. Urbina et al. (2003) demonstraram que essa molécula possui intensa atividade
anti T. cruzi in vitro, entretanto sua atividade in vivo em modelos experimentais (Urbina
et al., 2003; Diniz et al., 2010) foi limitada, provavelmente devido as propriedades
farmacocinéticas desfavoraveis nesses modelos (camungongos e cdes). Neste contexto,
foi desenvolvido o E1224, que é uma prd-droga soltvel do ravuconazol. A pré-droga,
apo6s metabolizacdo é convertida na substancia ativa, o ravuconazol; esta modificacdo

garantiu melhora na absorcéo e biodisponibilidade do composto.

Desta forma, dentre os motivos que fundamentam o estudo dos derivados
azdlicos como potenciais farmacos para o tratamento da doenca de Chagas incluem-se a
potente atividade in vitro contra as formas amastigotas, superior a dos farmacos de
referéncia (ordem de nano a sub-nanomolar) e as propriedades farmacocinéticas
favoraveis no organismo humano. Dentre estas propriedades, o longo tempo de meia-
vida e o alto volume de distribuicdo aparente sdo caracteristicas muito importantes para

a manuteng&o de niveis sustentados dos farmacos nos tecidos do hospedeiro.

Entretanto, especialmente considerando a possibilidade de desenvolvimento de
resisténcia que pode ocorrer devido ao tratamento prolongado com derivados azdlicos, e
ainda o alto custo desses compostos, estratégias farmacoldgicas que possibilitem a

reducdo das doses e/ou do tempo de tratamento sdo salutares.

2.4. A terapia de combinacgéao

A combinacdo de compostos é uma estratégia j& utilizada com sucesso no
tratamento de vérias patologias, como doencas cardiovasculares, cancer e algumas

doencas infecciosas, como tuberculose e SIDA (Fivelman et al.,, 2004). Essa
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modalidade de tratamento pode utilizar associa¢fes que atuem diretamente em multiplos
alvos terapéuticos a fim de melhorar a resposta ao tratamento, minimizar a possibilidade
de desenvolvimento de resisténcia e mesmo de rea¢des adversas, além dos custos.

Diversas combinacdes de farmacos ja foram testadas para o tratamento da
infeccdo por T. cruzi, tanto em modelos in vitro como in vivo. Urbina et al. (1988)
mostraram in vitro, a interacdo entre dois inibidores da biossintese do ergosterol, o
cetoconazol e uma alilamina (SF-86327). Essas drogas, que atuam em diferentes pontos
da via biossintética do esterol, apresentaram interacdo sinérgica na eliminacdo de
formas epimastigotas e amastigotas do parasito. Mais tarde, 0 mesmo autor demonstrou,
in vitro e in vivo (Urbina et al., 1993), que a lovastatina, que ndo apresenta atividade
contra formas amastigotas do parasito, pode potenciar os efeito tripanocida do
cetoconazol, resultando em interacdo sinérgica.

Outros estudos também demonstraram a interacdo in vitro (Lazardi et al., 1990;
Santa Rita et al., 2005; Benaim et al., 2006; dos Santos et al., 2012) e/ou in vivo
(Maldonado et al., 1993; Araujo et al., 2000; Benaim et al., 2006; Faundez et al., 2008;
Valdez et al., 2011; Cencing et al., 2012; Batista et al.,2012) e a maior parte desses
estudos encontrou boa correlacdo entre os resultados in vitro e in vivo. Entretanto, ndo
ha ainda uma definicdo clara de sinergismo ou mesmo métodos de analise estatistica
direcionados para a analise do efeito de combinagfes de farmacos anti-T. cruzi in vivo.
Deste modo, nos estudos de avaliacdo do efeito de combinagbes de farmacos in vivo
costuma-se sugerir aumento ou reducdo do efeito quando comparado aos farmacos
usados isoladamente. Urbina et al. (1993) utilizaram o termo sinergismo quando o
efeito da combinagdo foi maior do que a soma do efeito de cada um dos compostos

quando usados isoladamente.

2.4.1. Modelos para avaliacdo da interacdo entre farmacos

A terapia de combinacdo de farmacos estd bem avancada no campo das
infeccBes bacterianas e modelos de avaliacdo de interacdo entre farmacos in vitro ja
estdo bem estabelecidos. Nesses estudos, ha evidéncias de correlagédo entre os resultados
in vitro e in vivo, visto que combinagfes de compostos que se mostraram sinérgicas in

vitro, foram associadas a um desfecho clinico favoravel nos pacientes tratados (White et
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al., 1996). Também na quimioterapia experimental antimalarica, varios ensaios de
sensibilidade tém sido usados para estimar a atividade de diferentes combinagfes de
farmacos na infecgéo por Plasmodium (Fivelman et al., 2004; Co et al., 2009).

Os estudos de terapia combinada in vitro ndo necessariamente determinam a
eficacia de uma determinada combinacdo no tratamento do hospedeiro, ja que a
farmacocinética dos compostos, dentre outros fatores, sdo importantes. Entretanto, as
interagBes in vitro fundamentam os estudos pré-clinicos in vivo.

Trés desfechos podem ser esperados quando diferentes farmacos sao utilizados
em combinacdo: sinergismo, aditividade ou antagonismo. Sinergismo resulta da
interagdo positiva entre os dois compostos; nesse caso o efeito com a utilizagdo da
combinacdo € maior do que o obtido para cada fa&rmaco isoladamente. A auséncia de
interacdo é referida como efeito aditivo; o efeito da combinacdo é semelhante ao
observado com a utilizacdo das drogas em monoterapia. J& nas interacdes antagonicas, a
mistura dos compostos resulta em efeito menor que o esperado (Chou, 1984; Chou
2006).

Ha alguns modelos de desenhos experimentais para medir os efeitos de
combinagbes de compostos, entretanto, dentre 0s estudos de quimioterapia
antiparasitaria os métodos mais difundidos sd@o o de “tabuleiro de damas”
(chequerboard) (Berembaum, 1989) e o método das propor¢des fixas (Hall et al., 1983).
Esses métodos diferem entre si devido ao modo pelo qual as diferentes combinagdes sdo
feitas. O primeiro é mais simples, e utiliza uma série bidimensional dos farmacos em
concentracfes diluidas em série, de forma que lembra um tabuleiro de damas. O
segundo utiliza proporc¢des fixas das drogas, cujas concentracdes iniciais sdo definidas a
partir dos valores de 1C-50 de cada farmaco em monoterapia. Em ambos 0s métodos,
“chequerboard” ou “proporgoes fixas”, as interacdes podem ser calculadas a partir da
concentracdo inibitoria fracionaria (FIC) de cada farmaco; a FIC equivale a
concentracdo efetiva em dado nivel (IC-50 ou 1C-90) do farmaco em combinagéo
dividida pela concentracdo efetiva quando usado em monoterapia. O somatorio das
FICs (3FIC) de ambos os farmacos da combinacdo define a natureza da interacdo. A
maioria dos estudos de combinacdo de farmacos in vitro aceita que > FIC menor que 1
indica interacdo sinérgica; se superior a 1, interacdo antagobnica e igual a 1, indica
auséncia de interacdo, também denominado efeito aditivo. O Y FIC ¢é também referido
como indice de combinagéo (Fivelman et al., 2004; Chou, 2006). Entretanto, tem sido

discutido que ndo é racional fazer interpretacdo em fina escala em torno dos valores de
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Y FIC proximos de 1; tirar conclusbes que interacBes sdo aditivas, antagdnicas ou
mostram sinergismo parcial a partir de dados de ) FIC ligeiramente acima ou abaixo da
critica tedrica de corte 1,0 parece dar uma interpretacdo positiva sobre as conclusdes
que, dentro dos limites do erro experimental, realmente indicam apenas auséncia de
interacdo entre os compostos (Odds, 2003). Nesse sentido, atualmente os autores tém
sido estimulados a definir a natureza da interacdo como sinérgica se Y FIC<O0,5;
antagonica se Y FIC>4 e auséncia de interacao se 0,5<> FIC< 4.

A representacdo grafica dos efeitos de dois compostos quando combinados é
denominada isobolograma. Em cada ponto do isobolograma é plotado o valor da 1C-50
(ou da FIC da IC-50) de cada farmaco, bem como os valores da IC-50 (ou o valor do
Y das FICs) para cada mistura (Figura 1).

=

FICA

FICB 1

Figura 1: Isobolograma representativo dos diferentes tipos de interacGes possiveis a partir da
combinacéo de dois fArmacos. FIC A e FIC B correspondem a concentracdo inibitdria fracionaria de A e
B, respectivamente. A”corresponde a is6bole de aditividade; S corresponde a uma interagao sinérgica e
M” a um intera¢do antagonica.

Considerando que a terapia de combinagdo é uma estratégia promissora no
tratamento da doenca de Chagas, é de grande valor a avaliacdo da natureza da interacao
in vitro entre compostos que apresentem atividade tripanossomicida, a fim de orientar a

execucdo de experimentos in vivo utilizando combinacdes de farmacos.
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Justificativa

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, as doencas podem ser
classificadas como globais, negligenciadas e extremamente negligenciadas. As doengas
globais, como o cancer, doencas cardiovasculares e mentais representam os objetivos da
maioria das industrias farmacéuticas na busca de novos farmacos. Ja para as doencas
negligenciadas, a exemplo da doenca de Chagas, leishmanioses, malaria, tuberculose,
ndo h& investimento das industrias farmacéuticas tradicionais em pesquisa e
desenvolvimento de terapias, devido a falta de mercado significativo. Além do
negligenciamento terapéutico, e em consequéncia dele, essas enfermidades afetam
milhGes de individuos que vivem em condi¢bes de vida precarias, em paises em
desenvolvimento ou subdesenvolvidos. O progresso para o tratamento destas doencas
tem melhorado nas ultimas décadas, com o surgimento de parcerias publico-privadas e
em funcdo dos avangos nas tecnologias e técnicas de descoberta de drogas. Apesar
disso, as atuais terapias para estas doencas apresentam graves deficiéncias e, dessa
forma, ha a necessidade de desenvolver novas estratégias terapéuticas para o cuidado
com os pacientes e controle das enfermidades. Um estudo recente mostrou que dos 850
novos produtos farmacéuticos registrados de 2000 a 2011, apenas 1% corresponde a
novos medicamentos para o tratamento de doencas negligenciadas como um todo. Por
outro lado, essas mesmas doencas geram um impacto global relacionado a morbidade e
mortalidade estimado em 11%. Para o tratamento da doenca Chagas ha dois farmacos
disponiveis, entretanto a terapéutica apresenta sérias limitagBes, principalmente
relacionadas a baixa eficacia na fase cronica da enfermidade, que é a mais prevalente
em zonas endémicas e ndo endémicas; associada a intensa inducdo de reacdes adversas.
As principais estratégias utilizadas no desenvolvimento de novas terapias para essa
parasitose incluem triagem, utilizando a infeccdo murina, de compostos que apresentam
efeito antiparasitario in vitro e a pesquisa racional de novos alvos farmacoldgicos,
baseados em vias metabdlicas do parasito compartilhadas com outros microorganismos,
como os inibidores da C14-a demetilase. Outra abordagem seria a terapia combinada de
drogas ja comercializadas e que apresentam eficacia terapéutica na infeccdo por T.
cruzi, 0 que permitiria a sua rapida utilizacdo no tratamento da infeccdo humana, caso
identificado aumento da eficécia terapéutica decorrente da combinagdo. Nesse sentido o
presente trabalho justifica-se por avaliar o efeito de dois derivados azdlicos, ja
licenciados para o uso humano e com reconhecida atividade anti-T. cruzi, quando
combinados ao benznidazol, que é o farmaco de primeira escolha para o tratamento da
doenca de Chagas.
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Objetivos

4.1. Objetivo geral

Avaliar os efeitos do tratamento com benznidazol quando combinado com o

posaconazol ou com o ravuconazol e seu pré-farmaco (E1224) na infec¢do experimental

por diferentes cepas de T. cruzi in vitro e in vivo.

4.2. Objetivos especificos

1

Avaliar a eficécia terapéutica do benznidazol quando associado ao posaconazol,
de forma concomitante ou sequencial, no tratamento da infeccdo aguda
experimental de camundongos pelas cepas Y e VL-10 de T. cruzi;

Avaliar a atividade do ravuconazol in vitro, isoladamente ou em combinagdo com
0 benznidazol, sobre formas epimastigotas das cepas Y e Colombiana de T. cruzi;
Determinar o efeito da utilizacdo do benznidazol em combinacdo com o
ravuconazol no tratamento de células H9c2 infectadas pelas cepas Y e
Colombiana de T. cruzi;

Avaliar, in vivo, a eficicia terapéutica do E1224, um pro-farmaco do
ravuconazol, no tratamento da infeccdo aguda murina pelas cepas Y e VL-10 de
T. cruzi;

Identificar eficacia terapéutica da combinacdo de benznidazol com E1224 na
infeccdo aguda murina pela cepa Colombiana de T. cruzi, comparativamente a
administracdo isolada dos farmacos, utilizando protocolos distintos de
tratamento;

Verificar o impacto do tratamento com benznidazol e E1224 (isoladamente ou
em combinacdo), sobre os niveis de anticorpos IgG e IgG1 anti-T. cruzi aos 30 e
180 dias ap6s o tratamento, comparativamente as monoterapias e a0 grupos nao
tratados;

Avaliar o efeito do tratamento com benznidazol e E1224 (isoladamente ou em
combinagédo), no infiltrado inflamatorio do musculo cardiaco de camundongos
infectados experimentalmente por T. cruzi, comparativamente aos animais nao

tratados.
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Material e Métodos

5.1. Cepas de Trypanosoma cruzi

Foram utilizadas as cepas Colombiana (DTU 1), Y e VL-10 (ambas DTU 1I) de
T. cruzi (Tabela 1). Essas cepas possuem o perfil de resisténcia a terapia de referéncia
bem caracterizado, sendo a cepa Y parcialmente sensivel e as cepas Colombiana e VL-
10 resistentes ao benznidazol e ao nifurtimox (Filardi e Brener, 1987). As cepas Y e
Colombiana foram utilizadas nos experimentos in vitro e in vivo e a cepa VL-10 apenas

in vivo.

Tabela 1: Caracteristicas das cepas utilizadas no estudo.

Origem Hospedeiro
Cepa co Eéﬁca (fase da DTU* Referéncia
geog doenca/vetor)
Colombiana  Colémbia  Homem (cronica) | Frederici et al (1964)
Y SP/Brasil Homem (aguda) I Silva e Nussenzweig (1963)
VL-10 MG/Brasil  Homem (cronica) I Schlemper et al (1982)

*Utilizou-se a nomenclatura proposta por Zingales et al (2009), onde Discrete Typing Units (DTU) definem-se como
conjuntos de cepas do parasito que sdo geneticamente relacionados e identificaveis por marcadores genéticos,
moleculares ou imunolégicos comuns (Zingales et al. 2009). Os parasitos foram mantidos através de passagens
sanguineas sucessivas em camundongos Swiss e em meio de cultura acelular (LIT).

5.2. Farmacos e reagentes

(i) Benznidazol (Bz): 2-nitro-imidazole-(N-benzil-2-nitro-limidazoleacetamide),
(Lafepe), usado como farmaco de referéncia nos experimentos in vitro e in vivo;

(i)  Posaconazol (Ps): (2)-4-[4-[4-[4-[[(2Rcis)-5-(2,4-difluorophenyl)-
tetrahydro-5-(1H-1,2,4-triazol-1-ylmethyl)furan-3-yl]Jmethoxy]phenyl]-2,4-dihydro2-
[(S)-1-ethyl-2(S)-hydroxypropyl]-3H-1,2,4-triazol-3-one (Noxafil®, Schering Plough
Research Institute), avaliado apenas nos experimentos in vivo;

(iii) Ravuconazol (Rv): ([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), avaliado
nos experimentos in vitro;

(iv) E1224: pro-farmaco do ravuconazol. E um sal (monolisina-fosfato)
fosforilado derivado do ravuconazol (Eisai, Japao), avaliado nos experimentos in vivo;

(v) Ciclofosfamida (N,N-bis(2-chloroethyl)-1,3,2-oxazaphosphinan-2-amine 2-

oxide) (Genuxal),utilizada para imunossupressao dos animais;
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(vi) Resazurina: Sal dissodico (Sigma), utilizada como indicador da proliferacao

celular através de reacdo colorimétrica.

A figura 2 mostra a estrutura quimica dos diferentes farmacos utilizados:

O
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B
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Figura 2: Estrutura quimica dos farmacos utilizados no estudo. Posaconazol e ravuconazol séo
derivados az6licos; benznidazol é um derivado nitoimidazoélico.

Para utilizagdo nos experimentos in vitro, as solu¢bes-estoque de cada farmaco
(Bz-100mM; Rv-10mM) foram preparadas em dimetilsulfoxido (DMSO, Merck,
Germany) e armazenadas a -20° C. No momento do uso os compostos foram diluidos
em meio de cultura fresco, sendo a concentracdo final maxima de DMSO na solucéo
igual ou menor que 0.06%. Para utilizagdo nos experimentos in vivo, Bz e Ps foram
preparados na forma de suspensdo usando carboximetilcelulose (CMC - Sigma) 0,5%
contendo 0,5% de Tween-80, enquanto o E1224 foi solubilizado em &gua destilada
estéril. A ciclofosfamida foi diluida em &gua destilada estéril e usada na concentracéo
de 50mg/kg. A resazurina foi diluida em PBS (Phosphate Buffered Saline) de forma a

garantir concentracao de uso igual a 1mM.
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5.3. Experimentos in vitro

5.3.1. Cultivos de células H9c2

Células da linhagem H9c2 (American Type Culture Collection, ATCC: CRL
1446) provenientes de cardiomioblastos de ratos neonatos foram mantidas em meio
DMEM suplementado com 10% de SFB, 1% de glutamina 2mM e 0,2% de gentamicina
200pg/ml. Garrafas de cultura de 75 cm? contendo as células (mantidas a 37°C e 5% de
COy, foram tripsinizadas semanalmente ou quando atingiam confluéncia. Para
utilizacdo nos experimentos, foram plaqueadas 1x10*células/poco, sobre laminulas de
13mm, em placas de 24 pogos. Ap06s 24 horas de incubacdo, nas mesmas condi¢des
descritas, as células foram infectadas por T. cruzi na razdo de 10:1 (parasitos/célula)

paraacepa Y e 40:1 para a cepa Colombiana.

5.3.2. Obtencéo do parasito

(i) Cultivo das formas epimastigotas

As formas epimastigotas das cepas Y e Colombiana foram cultivadas de forma
axénica utilizando meio LIT (Liver Infusion Triptose), suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB), mantidas em estufa BOD, a 28°C. Para o crescimento exponencial,
foi adicionado o meio de cultura, a cada 2 dias, em cada cultura e estas entdo
submetidas a um repique semanal. Com objetivo de manter as caracteristicas bioldgicas
de cada cepa, ap0ds cerca de oito semanas, os parasitos foram homogeneizados em meio
LIT contendo 10% de glicerina (Sigma) e submetidos a criopreservacdo em nitrogénio

liquido.

(if) Obtencéo de formas tripomastigotas metaciclicas

As formas tripomastigotas metaciclicas da cepa Colombiana foram obtidas a
partir de formas epimastigotas mantidas em meio LIT. Cinco mililitros de cultura, em
fase exponencial, foram adicionados a 15 mL de meio Grace (Grace’s Insect medium,
Sigma), pH 7,0. Essa suspenséo de parasitos foi mantida em garrafa de cultura (75 cm®),
a 28° C, por 12 dias. Apos esse periodo o sobrenadante foi coletado e centrifugado a

2100g, 4°C, por 15 minutos. Determinou-se 0 nimero de parasitos através de contagem
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em camara de Neubauer e a percentagem de formas metaciclicas foi avaliada apds
confeccdo de um esfregaco da cultura, fixagdo com metanol por 5 minutos e coloragéo
pelo Giemsa (10% em agua destilada). No minimo, 200 parasitos foram contados em

cada lamina. Nessas condicdes, em geral observa-se cerca de 65% de metaciclogénese.

(iii) Obtencéo de formas tripomastigotas de cultura celular

As formas tripomastigotas da cepa Y utilizadas para infectar os diferentes tipos
celulares foram obtidas a partir do sobrenadante de cultura de células de mamiferos
infectadas. Para isso, células H9c2 foram cultivadas em meio DMEM suplementado
com 10% de SFB. Ao atingir cerca de 70% de confluéncia, a cultura foi infectada com
tripomastigotas sanguineos (proporcéo de 10 parasitos por célula) oriundos do sangue
de camundongos infectados pela cepa Y, no pico de parasitemia (8° dia de infecgéo).
Apbs 24 horas de incubacdo a 37°C, 5% CO,, o meio de cultura foi removido e 0s
parasitos ndo internalizados retirados através de sucessivas lavagens com PBS. As
células foram novamente incubadas a 33°C por 72 a 96 horas, quando o sobrenadante
foi coletado e centrifugado, a 110g, 24°C, por 2 minutos, para remocao dos debris
celulares. Posteriormente, o sobrenadante, rico em parasitos, foi centrifugado a
2100rpm, 4°C, 15 minutos e o sedimento ressuspendido em meio de cultura para
posterior utilizacdo nos experimentos. Apenas parasitos recém-liberados das células

foram utilizados nos experimentos.

5.3.3. Otimizacdo das condicOes experimentais para a utilizacdo do corante

resazurina a fim de quantificar a inibicdo da proliferacéo de diferentes tipos celulares

A resazurina € um indicador colorimétrico de viabilidade e proliferacdo celular
que se baseia na redugdo quimica do reagente devido a atividade metabdlica das células.
Através de reacOes de oxi-reducdo, o corante passa da cor azul (forma oxidada e néo
fluorescente) para rosa (forma reduzida, fluorescente), e esta mudanca de cor pode ser
medida pela leitura colorimétrica ou fluorimétrica (Fields e Lancaster, 1993; Ahmed et
al., 1994).

A resazurina € o principal componente do Alamar Blue (O’Brien et al., 2000),
reagente ja utilizado para avaliacdo da proliferacdo de diversos tipos celulares (REF) e

também da atividade anti-T. cruzi de alguns compostos sobre formas epimastigotas e
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tripomastigotas de T. cruzi e T. brucei (Santos SL, 2008; Rolén et al., 2006). Entretanto,

diferentemente do Alamar Blue, a resazurina € um corante de baixo custo financeiro.

As duas variaveis que mais afetam a resposta das células a resazurina séo o
tempo de incubagdo e o numero de celulas plaqueadas, sendo necessario padronizar
esses parametros para cada tipo celular. Como a resazurina foi utilizada para estimar a
toxicidade dos farmacos para células H9c2, bem como para formas epimastigotas de T.
cruzi, inicialmente foram realizados experimentos para otimizar o numero de células
utilizadas, bem como o tempo de incubacdo necessario com o corante para proceder a

leitura da reacéo para cada tipo celular.
(i) Construcdo da curva-padrao de epimastigotas

Epimastigotas das cepas Y e Colombiana foram contadas em cémara de
Neubauer e a concentracdo ajustada para 5x10° parasitos/mL. Duzentos microlitros (pL)
dessa suspensdo foram pipetados em placas de 96 pocos, em triplicata. Foram feitas 7
diluicdes seriadas na proporc¢éo de 1:2 (sendo 200 uL de volume final em cada pogo) e a
placa entdo incubada por 72 horas em estufa BOD, a 28°C. Apds esse periodo foram
adicionados 20uL de resazurina 1mM (concentracdo previamente padronizada) a cada
poco. A reacdo foi lida com intervalos de uma hora até que o corante fosse
completamente reduzido, a fim de encontrar o intervalo de tempo no qual a leitura de
diferentes concentragdes fosse linear. Como as duas formas do corante (oxidada ou
reduzida) absorvem luz em comprimentos de onda diferentes, as leituras de absorbancia
foram feitas a 570 (deteccdo da forma reduzida) e 600 nm (detector da forma oxidada)
em leitor de microplacas (Epoch). A porcentagem de reducdo do corante, em cada
tempo, foi calculada de acordo com a férmula abaixo:

Reducéo da resazurina = [As7o —(Asoo X R0O)]

Nessa formula, As7o= absorbancia a 570nm, Aggo= absorbancia a 600nm e RO é o
fator de correcdo, calculado a partir dos valores de absorbancia do controle negativo
(C), que continha LIT e resazurina na auséncia de células [RO=(As7oc /Asooc)]. A curva-
padrdo foi construida plotando-se o numero de parasitos versus a porcentagem de
reducdo do corante. Dessa forma definiu-se a quantidade ideal de epimastigotas, bem

como o tempo 6timo de incubagéo a fim de se obter uma reag&o linear.
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(i)  Construcdo da curva-padrao de células H9c2 utilizando resazurina

Uma série de seis diluicBes na proporcao 1:2, partindo da concentracdo de 1x10*
células H9c2/mL foi pipetada em placa de 96 poc¢os (200 pL/pogo). Apéds 24 horas de
incubacdo a 37°C, 5% de CO,, o meio de cultura foi trocado e a placa incubada
novamente por 72 horas, nas mesmas condi¢cdes. Como controle negativo da reacdo,
replicatas contendo 200 pL de meio de cultura puro, sem células, foram utilizadas. Apds
esse periodo, foram adicionados 20 pL de resazurina 1mM em cada po¢o, procedimento
seguido de nova incubacdo a 37°C. A leitura da reacdo foi realizada a 570nm e 600nm, a
cada 1 hora, até que fosse alcangado 100% de reducdo. Os célculos de percentual de
reducdo e construgdo da curva-padrdo foram feitos de maneira similar aos

procedimentos descritos no item anterior.

5.3.4. Avaliacdo da atividade anti-T. cruzi dos farmacos benznidazol e ravuconazol
contra formas epimastigotas — definicdo da 1C-50

Para a avaliacdo do efeito anti-epimastigota do Bz e Rv, duas cepas de T. cruzi
foram utilizadas: Y e Colombiana. As formas epimastigotas foram mantidas como
previamente descrito. Para quantificar a atividade de cada composto sobre o parasito,
utilizou-se a reacdo colorimétrica previamente padronizada. Apds contagem em camara
de Neubauer, ajustou-se o n(imero de parasitos para a concentracdo de 10x10%/mL. Cem
microlitros dessa suspensdo foram adicionados a cada pog¢o da placa de 96 po¢os, em
triplicata. Logo apds, concentragdes decrescentes das drogas, em um volume de 100 pL
(diluicdes previamente preparadas em outra placa), foram adicionadas aos pocos
contendo epimastigotas. Seis diluicdes de cada farmaco foram testadas em triplicata,
sendo a concentragéo inicial de Rv igual a 50 pM e de Bz, 100 uM. As placas foram
incubadas em estufa BOD, a 28°C, por 72 horas. Foram adicionados, a cada placa,
controles negativos (meio), controles positivos (meio+parasitos), controles para avaliar
o potencial dos farmacos (meio+droga, na auséncia de parasitos) ou do DMSO (meio
+DMSO) em reduzir o corante. Como controle de morte celular foi adicionado, em
triplicata, DMSO a 40% em LIT. Apos esse periodo foram adicionados 20 pL de
resazurina/pogo e apos 3 horas foi realizada a leitura da reacdo a 570nm e 600nm,
utilizando um leitor de microplacas. A porcentagem de inibicdo da proliferacdo foi

calculada a partir da formula:
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% inibi¢do = 100 — [ As70-(As00XR0) Tratado / As7o-(As0oXR0) controte+] X100.

Nessa formula, As7o= absorbancia a 570nm, Aggo= absorbancia a 600nm e RO € 0
fator de correcéo, calculado a partir dos valores de absorbancia do controle negativo, ou
seja, apenas meio de cultura e resazurina na auséncia de parasitos [Ro = (As7o /As0o)]-

A partir do percentual de inibicdo de cada concentragdo dos farmacos foi
calculada a 1C-50 (concentracdo inibitéria do farmaco, que induz 50% do efeito
analisado), utilizando o programa CalcuSyn. As curvas de dose-resposta mostradas
nesse trabalho foram construidas no Graph Pad Prism 5. Todos os experimentos com

formas epimastigotas foram realizados em triplicata, com no minimo 2 repetices.

5.3.5. Ensaios de citotoxicidade

Para avaliar os efeitos toxicos das drogas sobre as células hospedeiras, culturas
de células H9c2 ndo infectadas por T. cruzi foram tratadas com concentracdes dos
farmacos muito superiores aos valores de IC-50 para benznidazol (Bz) e ravuconazol
(Rv). Duzentos microlitros de suspensdo das células H9c2, na concentracdo de
5x10%/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 uL de meio contendo ou
ndo concentracBes decrescentes de Bz (6 diluicdes 1:2, a partir de 200uM) ou Rv (6
dilui¢bes 1:2, a partir de 1 uM) isoladamente ou em combinacdo, e a placa novamente
incubada por 72 horas. Foram adicionados a cada placa: controles negativos
(meio+resazurina), controles negativos (meio), controles positivos (meio+células),
controles para avaliar o potencial dos farmacos (meio+droga, na auséncia de parasitos)
ou do DMSO (meio+DMSO) em reduzir o corante. A fim de avaliar a eficacia do
método em detectar a morte celular, foram utilizadas concentracGes decrescentes de
DMSO que sdo sabidamente toxicas para as células (3% e 30%). Apds as 72 horas de
incubacgéo a 37°C, foram adicionados 20 pL de resazurina 1mM a cada pogo e a placa
foi lida em leitor de microplacas (570 nm e 600nm). A porcentagem de inibicdo da
proliferacdo induzida pelos compostos foi calculada utilizando-se a férmula abaixo:

% inibicdo = 100 — [As70-(As00XR0) Tratado / As70-(As00XR0) controle+] X100
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Nessa formula, Asz= Absorbancia a 570nm, Aswp= Absorbancia a 600nm,
Controle + é 0 pogo contendo células, meio e resazurina, na auséncia do farmaco. RO é
o fator de corregéo, calculado a partir dos valores de absorbancia do controle negativo
(C-), ou seja, apenas meio de cultura e resazurina na auséncia de celulas [Ro = (Aszo
1As00)c-]-

A DL-50 (concentragdo da droga que reduz a viabilidade celular em 50%) para
cada composto em diferentes tipos celulares, bem como para as combinacgdes foi

estimada, quando possivel, utilizando-se o software CalcuSyn.

5.3.6. Avaliacdo da atividade anti-T. cruzi dos farmacos benznidazol e ravuconazol

sobre formas amastigotas intracelulares: definicdo da 1C-50

A avaliagdo do efeito do tratamento com Bz e Rv sobre as cepas Y e Colombiana foi
realizada utilizando células H9c2 como hospedeiras. Apds 24 horas de incubacdo das
células em placas de 24 pocos, a 37°C, 5% CO,, formas tripomastigotas foram utilizadas
para infeccdo em uma razdo de 20:1 parasitos: células para 0s experimentos com a cepa
Y e 30:1 para aqueles realizados com a cepa Colombiana. Apds 24 horas de interacao, o
sobrenadante foi removido e cada poco foi lavado no minimo trés vezes com PBS
estéril, a fim de remover os parasitos ndo internalizados. Meio de cultura fresco
contendo ou ndo os farmacos em diferentes concentracdes foi adicionado a cada poco,
em um volume total de ImL. As células foram novamente incubadas por 72h, a 37°C.
As concentracdes iniciais de cada composto foram definidas a partir de experimentos
preliminares (dados ndo mostrados). Foram testadas no minimo 8 diluicBes de cada
farmaco, partindo de uma concentracéo inicial de 60puM de Bz (cepa Y) e 120 uM (cepa
Colombiana) e 10nM de Rv (cepa Y) e 60nM (cepa Colombiana), em dilui¢des seriadas
de 1:2 ou 1:3.

Em todos os experimentos foram mantidas, como controles, células ndo infectadas,
tratadas ou ndo e infectadas e ndo tratadas. Independente da cepa utilizada para a
infeccdo, apos 72 horas de incubagdo com os farmacos, o sobrenadante de cada poco foi
coletado e armazenado a -70°C. As laminulas contendo as células foram lavadas com

PBS, fixadas com metanol por 5 minutos e em seguida, coradas pela solugéo de Giemsa
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(10% em agua destilada). Apds secagem das laminulas e montagem em lamina com
Entellan (Merck), determinou-se a percentagem de células infectadas em uma contagem
de no minimo 200 células ao microscépio ético (aumento de 1000x). Apenas as formas
do parasito com morfologia caracteristica foram consideradas na avaliacdo da infeccéo.
O percentual de infecgcdo observado nos pocos tratados foi utilizado para calcular o
percentual de reducdo do numero de células infectadas com relagéo aqueles infectados e
n&o tratados. Esse percentual de inibic&o foi ent&o utilizado para a construgdo de curvas
de dose-efeito e calculo da IC-50 com auxilio dos softwares Graph Pad Prism 5 e
CalcuSyn. Todos os experimentos com amastigotas foram realizados em duplicatas,

com no minimo 2 repeticdes.

5.3.7. Avaliacdo da ocorréncia de interacdo entre Bz/Rv in vitro

Os experimentos para avaliar o tipo de interacdo entre Bz e Rv in vitro
(epimastigotas e amastigotas intracelulares), foram realizados com base no método de
propor¢oes fixas modificado (Fivelman et al., 2004). Os valores de 1C-50 obtidos nos
experimentos com cada farmaco isoladamente, foram utilizados para determinar as
concentracgdes iniciais de Bz e Rv a serem usadas nos experimentos de combinacao, de
forma a garantir que o 1C-50 de cada composto estivesse proximo da quarta diluicdo de
uma série de 8 dilui¢bes. Dessa forma, as concentrages iniciais de Bz e Rv definidas a
partir da 1C-50 (diferentes para epimastigotas e amastigotas) foram usadas para o
preparo de solugdes contendo ambos os farmacos, sempre em proporcdes fixas, numa
razéo de 5:0, 4:1, 3:2, 2:3, 1:4 e 0:5 de Bz:Rv (tabela 2).
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Tabela 2- Proporcdes de benznidazol e ravuconazol utilizadas no experimento de combinacéo in

vitro — Método de proporcdes fixas*

Benznidazol Ravuconazol
(A) Mistura 1 Mistura 2 Mistura 3 Mistura 4 (B)
Monoterapia (4A +1B) (3A +2B) (2A +3B) (1A +4B) Monoterapia
(5A +0B) (OA +5B)
10puM A 8uM A+ 6uM A+ 4uM A+ 2uM A+ 50uM B

- 10uM B 20uM B 30uM B 40uM B -
5uM A 4uM A+ 3uM A+ 2uM A+ 1IuM A + 25 UM B
5uM B 10uM B 15uM B 20uM B
2,5 UM A 2uM A+ 1,5uM A+ 1uM A+ 0,5uM A+ 12,5uM B
2,5uM B 5uM B 7,5uM B 10uM B
1,25uM A 1uM A+ 0,75uM A+ 0,5uUM A+ 0,25uM A+ 6,75UM B
1,25 uM B 2,5uM B 3,75uM B 5uM B
0,625uM A 0,5uM A+ 0,375uM A+ 0,25uM A+ 0,125uM A+ 3,875uM B
0,625 uM B 1,25uM B 1,875uM B 2,5uM B
0,325uM B 0,625uM B 0,937uM B 1,25uM B

Para a utilizacdo do modelo de proporcdes fixas foram realizadas dilui¢des variando de 6 (amastigotas) a
8 (epimastigotas) pontos, em séries de 1:2. Os valores de IC-50 de cada farmaco aproximam-se daquele
observado na terceira ou quarta diluicdo de cada farmaco isoladamente (monoterapia). Cada mistura é
obtida a partir de propor¢des definidas de Bz (benznidazol) e Rv (ravuconazol). As concentracdes
apresentadas na tabela s@o representativas. * Modificado por Fivelman et al. (2004).

Considerando entdo os valores de IC-50 para cada farmaco para as diferentes
cepas e formas do parasito estudadas, foram estabelecidas as concentragdes iniciais de

Bz e Rv a fim de realizar os experimentos de combinacao.

5.3.7.1. Interacdo entre Bz e Rv contra as formas epimastigotas

Para avaliagdo da interacdo entre Bz e Rv no “tratamento” de culturas de
epimastigotas, utilizou-se a cepa Colombiana. Apds contagem em camara de Neubauer,
ajustou-se o nimero de parasitos para a concentragdo de 10x10%/mL. Cem microlitros

dessa suspensdo foram adicionados a cada poco da placa de 96 pocos, em triplicata.

33



Material e Métodos

Logo apos, concentracdes decrescentes das drogas, isoladamente e em combinagdo, em
um volume de 100 pL (diluicdes previamente preparadas em outra placa), foram
adicionadas aos pocos contendo os parasitos. As concentracOes iniciais de Bz e Rv
foram 100uM. As proporcdes de cada farmaco em cada uma das misturas e diluicdes
podem ser observadas na tabela 2. Além dos pocos tratados, foram adicionados a cada
placa controles negativos (apenas LIT), controles de redugéo da droga (LIT+droga, na
auséncia de parasitos) e controles positivos (LIT+parasitos). As placas foram incubadas
em estufa BOD, a 28°C por 72 horas. Apds esse periodo foram adicionados 20 pL de
resazurina/poco e apds 3 horas, as placas foram lidas a 570nm e 600nm, utilizando um
leitor de microplacas. Os célculos dos percentuais de reducdo do corante e de inibicao
da proliferacdo do parasito foram realizados de maneira idéntica ao mostrado no item
5.3.4.

5.3.7.2. Interagdo de Bz/Rv sobre formas amastigotas

A interacdo entre Bz e Rv foi avaliada sobre amastigotas das cepas Y e
Colombiana em células H9c2. Em todos os experimentos de combinacdo em células
infectadas, foram utilizadas 6 diluicbes 1:2 de cada farmaco isoladamente, bem como
das misturas. Como controles, foram avaliadas células ndo infectadas e tratadas ou néo,
a fim de avaliar toxicidade da terapia combinada, bem como células infectadas e nédo
tratadas. A infeccdo e o tratamento das células foi realizado como descrito
anteriormente. As concentragdes iniciais de Bz e Rv, utilizadas isoladamente e no
preparo das misturas foram, respectivamente, 10uM e 0,2nM nos experimentos
realizados com a cepa Y. Para os experimentos realizados com a cepa Colombiana a
concentracdo inicial de Bz foi 20uM (diluigdes 1:2) e Rv, 1,2 nM. Ap06s 72 horas de
incubacgdo a 37°C, o sobrenadante foi removido, e as células entdo lavadas em PBS,
fixadas e coradas para avaliacdo do percentual de infeccdo, como ja descrito.

5.3.8. Analise estatistica — experimentos in vitro

Os valores de 1C-50 foram obtidos através do software CalcuSyn, que utiliza o
plot de efeito médio (median effect plot).
Para classificar a natureza da interacdo entre Bz e Rv in vitro, utilizou-se a

fracdo de concentracdo inibitéria (FIC) e analise do isobolograma. FICs e a soma dos
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FICs (O FICs) foram calculadas da seguinte forma: FIC Bz= IC50 Bz na
combinacdo/IC50 Bz em monoterapia. A mesma equacdo foi aplicada ao Rv. Esse
calculo foi feito para os valores obtidos para cada uma das dilui¢des. Y FICs=FIC Bz +
FIC Rv. A média do Y FICs calculada foi usada para classificar a natureza da interacao.
Se < 0,5 indica sinergismo; 0,5 < FIC < 4, aditividade e se >4 indica antagonismo
(Odds, 2003). Os isobologramas foram construidos plotando-se a FIC da IC50 do Bz

versus Rv.

5.4. Experimentos in vivo

5.4.1. Animais

Foram utilizados camundongos Swiss, fémeas, com idade entre 28 a 30 dias,
pesando entre 18 e 24g. Os animais foram fornecidos e mantidos pelo Centro de Ciéncia
Animal da Universidade Federal de Ouro Preto. Todos os 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 UFOP (nGimeros 2009/17 e 2011/15).

5.4.2. Infecgéo experimental de camundongos por T. cruzi

Camundongos Swiss foram infectados, por via intraperitoneal, com 5x10° formas
tripomastigotas sanguineas de diferentes cepas, obtidos por pun¢do do plexo venoso
retro-orbital de camundongos infectados, no dia do pico de parasitemia. Foi avaliada a
atividade tripanossomicida do posaconazol sobre as cepas Y e VL-10 e a atividade do
E1224 (pré-farmaco do ravuconazol) sobre as cepas Y, Colombiana e VL-10.

5.4.3. Esquemas de tratamento

Neste estudo foi avaliado o potencial terapéutico do posaconazol e do E1224
(pro-farmaco do ravuconazol) quando utilizados isoladamente ou em combinagdo com o
benznidazol (o farmaco de referéncia) para o tratamento da infecgdo murina por T.
cruzi. Todos os compostos foram administrados por via oral, através de gavagem, em
um volume aproximado de 0,2mL. Quando utilizados em combinacdo, a administragéo
de cada composto foi realizada separadamente, com cerca 30 minutos de intervalo,

sendo o E1224 administrado antes do Bz. O benznidazol e o posaconazol foram
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administrados em uma dose diaria, enquanto o E1224 foi administrado em duas doses

diérias.

5.4.3.1. Utilizacéo do posaconazol no tratamento da infeccdo aguda murina por

T. cruzi, isoladamente ou em combinacdo com o benznidazol

Em todos os experimentos realizados visando avaliar a eficacia terapéutica do
posaconazol (Ps) quando associado ao benznidazol (Bz) sobre a cepa Y, o tratamento
foi iniciado no 4° dia apds a infeccdo, momento da detecgdo da parasitemia.

Inicialmente foi realizado um experimento para analise do efeito de dose-
resposta, no qual animais infectados pela cepa Y (n=60) foram tratados durante 7 dias
com uma dose diaria de benznidazol (Bz) ou posaconazol (Ps), em monoterapia ou em
combinacdo. Para o tratamento com cada famaco isoladamente, trés doses foram
selecionadas: (i) as doses curativas de Bz (100 mg/kg-mpk) e Ps (20mpk), previamente
padronizadas por Filardi e Brener (1987) e Molina et al. (2000); (ii) metade e (iii) um
quarto da dose curativa. Dose curativa refere-se aquela capaz de induzir cura
parasitoldgica em camundongos infectados pela cepa Y de T. cruzi, quando utilizado o
periodo completo de tratamento (nos estudos de quimioterapia experimental da doenca
de Chagas em modelo murino, a eficicia terapéutica é usualmente determinada
observando-se o periodo de tratamento de 20 dias consecutivos). Para o tratamento em
combinacédo foram utilizadas as seguintes dosagens: 25, 50 ou 100mpk de Bz associados
a 5, 10 ou 20 mpk de Ps. Trés parametros foram utilizados para verificar a eficacia dos
diferentes esquemas terapéuticos: supressdo da parasitemia, reducdo da mortalidade e

pico maximo de parasitemia apos o tratamento.

A tabela 3 mostra 0s grupos experimentais avaliados, bem como as doses de

cada farmaco, sendo o nimero de animais em cada grupo igual a 6.
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Tabela 3: Grupos experimentais avaliados no experimento para determinacdo do efeito dose-
resposta do tratamento com benznidazol e posaconazol sobre a cepa Y do Trypanosoma cruzi.

Bz/Ps Ps (0) Ps (5) Ps (10) Ps (20)
(mpk)
Bz (0) CINT Mono Mono Mono
Bz (25) Mono Comb1 - -
Bz (50) Mono - Comb2 -
Bz (100) Mono - - Comb3

Os animais foram inoculados com a cepa Y do Trypanosoma cruzi e tratados a partir do 4° dia de
infecgdo. mpk-miligramas de droga/quilograma de peso corporal; CINT- grupo infectado e ndo tratado
Bz- benznidazol; Ps- posaconazol; Mono- monoterapia; Comb- grupos tratados com combinacdo de
Ps/Bz nas doses indicadas.

Uma vez que foram obtidos resultados satisfatorios no experimento de dose-
resposta, o proximo passo foi avaliar a capacidade dos compostos, quando combinados,
em induzir cura parasitoldgica. Para essa avaliacdo o tratamento foi realizado por 20
dias consecutivos e a eficacia do tratamento em induzir cura foi avaliada de acordo com
0s métodos descritos na figura 2 . Os seguintes grupos experimentais foram avaliados,

sendo n=10/grupo:
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Tabela 4: Grupos experimentais utilizados para avaliacdo da atividade curativa do posaconazol e
benznidazol, isoladamente ou em combinacdo, no tratamento de camundongos infectados pela cepa
Y do Trypanosoma cruzi.

Bz/Ps Ps (0) Ps (5) Ps (10) Ps (20)
(mpk)
Bz (0) CINT Mono Mono Mono
Bz (25) Mono Comb1 Comb2 Comb3
Bz (50) Mono Comb4 Comb5 Comb6
Bz (75) Mono Comb7 Comb8 Comb9
Bz (100) Mono Comb10 Comb11 Comb12

Os animais foram inoculados com a cepa Y do Trypanosoma cruzi e tratados por 20 dias consecutivos a
partir do 4° dia de infeccdo. mpk- miligramas de droga/quilograma de peso corporal; CINT- grupo
infectado e ndo tratado; Bz- benznidazol; Ps- posaconazol; Mono- grupos tratados com cada droga
isoladamente; Comb- grupos tratados com combinacéo de Ps/Bz nas doses indicadas.

Em seguida, avaliou-se o efeito do tratamento sequencial empregando Ps e Bz
em induzir cura parasitolégica, quando comparado ao esquema terapéutico
convencional. Para isso camundongos Swiss infectados pela cepa Y foram tratados, com

Bz e/ou Ps, de acordo com a tabela abaixo, sendo n=10/grupo:

Tabela 5: Grupos experimentais utilizados para avaliagdo da atividade curativa da terapia
sequencial com posaconazol e benznidazol na fase aguda da infeccdo murina pela cepa Y do
Trypanosoma cruzi.

Grupo Tratament'o 1 Tratament-o 2
(mpk/ 10 dias) (mpk/10 dias)
Sequencial 1 Bz (100) Ps (20)
Sequencial 2 Ps (20) Bz (100)
Monoterapia Bz Bz (100) -
Monoterapia Ps Ps (20) -
Tratamento padréo Bz Bz (100) Bz (100)
Tratamento padréo Ps Ps (20) Ps (20)

Os animais foram inoculados com a cepa Y do Trypanosoma cruzi e tratados a partir do 4° dia de
infeccdo. mpk- miligramas de droga/Kg de peso corporal. Sequencial 1- Tratamento com Bz100mpk por
10 dias, seguido do tratamento com Ps20mpk por mais 10 dias; Sequencial 2 —Tratamento com Ps 20mpk
por 10 dias seguido do tratamento com Bz100mpk por outros 10 dias. Monoterapia — Apenas 10 dias de
tratamento com cada farmaco; Tratamento padrdo — tratamento com cada farmaco por 20 dias.
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Um segundo conjunto de experimentos foi realizado para determinar a eficacia
da combinacédo de posaconazol e benznidazol no tratamento de camundongos infectados
pela cepa VL-10 de T. cruzi. Oitenta e seis camundongos foram inoculados com 5000
formas tripomastigotas sanguineas da cepa VL-10. O tratamento foi iniciado no
primeiro dia de parasitemia patente, que para a cepa VL-10 equivale ao 10° dia pos-
infecgdo. Devido a alta resisténcia dessa cepa ao Bz e ao Nfx, foram utilizadas as doses
mais altas de cada composto, tanto em monoterapia como em combinacdo. Deve ser
ressaltado que foi incluido ainda um grupo de animais tratados com o dobro da dose
Otima de Ps; esse grupo de animais foi tratado com 2 doses diarias de Ps de 20mpk

cada, por 20 dias consecutivos. A seguir 0s grupos experimentais avaliados:

Tabela 6: Grupos experimentais utilizados para avaliacdo da atividade curativa do posaconazol e
benznidazol em combinacdo no tratamento de camundongos infectados pela cepa VL-10 do
Trypanosoma cruzi.

Bz/Ps Ps 0 Ps 10 Ps 20 Ps 40
(mpk)

Bz (0) CINT Mono Mono Mono
Bz (50) Combl Comb2
Bz (100) Mono Comb3 Comb4

Os animais foram inoculados com a cepa VL-10 do Trypanosoma cruzi e tratados a partir do 10° dia de
infeccdo. mpk- miligramas de droga/quilograma de peso corporal; CINT- grupo infectado e ndo tratado;
Bz- benznidazol; Ps- posaconazol; Mono- grupos tratados com cada droga isoladamente; Comb- grupos
tratados com combinacdo de Ps/Bz nas doses indicadas.

5.4.3.2. Utilizacao doE1224 (pré-farmaco do ravuconazol) no tratamento na infecgéo

aguda murina por T. cruzi, isoladamente ou em combinagédo com o benznidazol

Inicialmente foi realizado um experimento para avaliar a capacidade de
diferentes doses de E1224 em induzir a cura parasitoldgica de animais infectados pelas
cepas Y, Colombiana e VL-10 de T. cruzi. Assim, camundongos Swiss foram
inoculados com o parasito e tratados a partir do 4° dia de infeccdo. Para os animais
infectados com a cepa Y foram testadas as seguintes doses de E1224: 10, 20, 30, 40 e
50mpk (miligramas por quilograma de peso corporal) durante 20 dias, sendo n=7/
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grupo. Os animais infectados pelas cepas Colombiana e VL-10 receberam apenas a dose
de 50mpk, considerando a resisténcia, jA bem estabelecida, dessas cepas aos farmacos
de referéncia. As doses foram divididas em duas administracGes por dia, em fungéo do
tempo de meia vida estimado do E1224 no plasma de camundongos. Sete animais,
infectados por cada cepa foram tratados com a droga de referéncia no esquema
terapéutico padrdo (Bz 100mpk, 20 dias) e seis animais permaneceram nao tratados.
Outros 5 animais constituiram o grupo controle negativo, ndo infectado e ndo tratado.

Em um segundo conjunto de experimentos, foi avaliada a atividade do E1224 em
combinacdo com o Bz, no tratamento da fase aguda da infeccdo de camundongos pela
cepa Colombiana, altamente resistente a ambos os farmacos quando administrados
isoladamente. Nesse experimento foram utilizados dois protocolos diferentes. No
primeiro protocolo, 54 camundongos Swiss, fémeas, 18-20g foram infectados com
5x10° formas tripomastigotas sanguineas da cepa Colombiana e o tratamento foi
iniciado no 4° dia apés a infeccdo, isto ¢, quando a infeccdo era subpatente.
Considerando o carater de resisténcia a drogas dessa cepa, foram testadas as doses mais
altas de cada farmaco, tanto em monoterapia como em combinagdo. Ja no segundo
protocolo, 60 camundongos receberam o mesmo indculo da cepa Colombiana,
entretanto o tratamento foi iniciado no 10° dia de infeccdo. Nesse caso, o inicio do
tratamento se deu no periodo patente, quando a infeccdo estava bem estabelecida,
caracterizando um protocolo de maior estringéncia.

Os grupos experimentais estabelecidos para cada experimento, com um n=7 a
10 animais/grupo sdo mostrados na tabela 7. Foram ainda incluidos os grupos controle
infectado e néo tratado e ndo infectado.
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Tabela 7: Grupos experimentais utilizados para avaliacdo do efeito do tratamento com benznidazol
e E1224, isoladamente ou em combinacdo aos 4 ou 10 dias apds a infeccdo de camundongos pela
cepa Colombiana do Trypanosoma cruzi.

Bz/Ps E1224 E1224 E1224

(mpk) (0) (37.5) (50)
Bz (0) CINT Mono Mono
Bz (75) Mono Comb 1 -

Bz (100) Mono - Comb 2

Os animais foram inoculados com a cepa Colombiana do Trypanosoma cruzi e tratados a partir do 4° ou
10° dia de infeccdo. mpk- miligramas de droga/quilograma de peso corporal; CINT- grupo infectado e
ndo tratado; Bz- benznidazol; Mono- grupos tratados com cada farmaco isoladamente; Comb- grupos
tratados com combinacdo de Bz/E1224 nas doses indicadas.

5.4.4. Avaliacdo da mortalidade e alterac6es de peso dos camundongos

A partir do quarto dia pos-infeccdo, a mortalidade dos animais foi avaliada
diariamente, até 30 dias apds o término do tratamento. Os camundongos tratados, bem
como os controles, infectados ou ndo, foram pesados no dia do inicio do tratamento, aos
10 dias e no ultimo dia de tratamento. O ganho de peso foi calculado subtraindo-se o
peso inicial (primeiro dia de tratamento) do peso final (Gltimo dia de tratamento). Em
alguns experimentos foi ainda avaliada a diferenca entre o peso no ultimo dia de

tratamento e 10 dias ap06s o término.

5.4.5. Métodos utilizados para avaliacdo da eficacia terapéutica

De forma geral, a metodologia utilizada para o controle de cura esta descrita na
figura 3 e foi determinada segundo Caldas et al (2009), baseada em dois testes
independentes: exame de sangue a fresco antes e apds imunossupressdo com
ciclofosfamida (Cy-I), seguida por ensaio de PCR realizado em amostras de sangue dos
animais que ndo apresentaram reativacdo da parasitemia. Animais com resultados

negativos nos dois testes foram considerados curados.
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Figura 3: Linha do tempo na avaliagéo da eficicia da quimioterapia — O exame de sangue a fresco foi
realizado durante e até 30 dias ap6s o tratamento para detectar a ocorréncia da supressdo e/ou a reativacdo
natural da parasitemia ap6s o término do tratamento. Os animais que ndo apresentaram reativacdo da
parasitemia apdés a tratamento foram submetidos a 3 ciclos de 50mpk de Ciclofosfamida (Baxter
Oncology, Alemanha) (CY-I), sendo cada ciclo de 4 dias consecutivos, com intervalo de 3 dias entre cada
ciclo. A parasitemia foi avaliada diariamente durante a imunossupressao e até 10 dias apds o término dos
ciclos. A PCR foi realizada aos 30 e 180 dias ap6s o tratamento, apenas nos animais que apresentaram
resultados negativos nos testes anteriores. A avaliagcdo do impacto do tratamento nos niveis de 1gG e 1gG1
(sorologia) foi realizada em amostras coletadas aos 30 e 180 dias ap6s o tratamento.

5.4.5.1. Avaliacdo da parasitemia

O exame de sangue a fresco foi realizado diariamente desde a deteccdo da
parasitemia e até 30 dias apds 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 segundo
a técnica descrita por Brener (1962). Os animais que ndo apresentaram reativacao
natural da parasitemia foram submetidos a imunossupressdo com ciclofosfamida (Cy-I),
a qual consistiu de trés ciclos de administracdo de ciclofosfamida, por via
intraperitoneal, na dose de 50mg/Kg de peso corporal. Durante cada ciclo o
imunossupressor foi administrado por 4 dias, seguidos de 3 dias de intervalo. A
parasitemia desses animais foi avaliada durante os ciclos de Cyl, bem como até 10 dias
apos o término da imunossupressao.

Considerou-se supressdo da parasitemia a auséncia de parasitos, detectados no
exame de sangue a fresco, por um periodo de no minimo 5 dias consecutivos e mantido

até o término do tratamento.

5.4.5.2. Extracdo do DNA e realizagéo da PCR

A extracdo de DNA gendmico do sangue total dos animais infectados por 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
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as instrucdes do fabricante. A amostra consistiu de 200 uL de sangue coletado de cada
animal, adicionado de 35pL de anticoagulante (citrato). Além das amostras dos animais
tratados, em cada extracdo foram incluidas uma amostra de sangue sabidamente
contaminado por T. cruzi (formas epimastigotas) e uma amostra de sangue de
camundongo nédo infectado. Apds extracdo, as amostras de DNA foram armazenadas a
4°C até a realizacdo da PCR e posteriormente armazenadas a 20°C. Antes da
amplificacdo, a quantidade de DNA de cada amostra foi dosada e uma aliquota foi
diluida com &gua ultrapura, a fim de se ajustar a concentracdo para 25ng de DNA/uL.
Para a realizacdo da PCR, cada amostra foi analisada em duplicata, sendo que a reacao
continha 2ul. de DNA gendmico (50ng), 0,35uM de oligonucleotideos iniciadores
especificos para a repeticdo de 195 pares de bases (pb) do DNA de T. cruzi, TCZ-F 5’-
GCTCTTGCCCACAMGGGTGC-3’, onde M = A ou C (InvitrogenTM), e TCZ-R 5°-
CCAAGCAGCGGATAGTTCAGG-3’, (Moser et al. 1989, modificado por Cummings
& Tarleton 2003) os quais amplificam um produto de 182pb, S5uL. de Sybr®Green PCR
Mastermix, e agua Milli-Q para um volume final de reagdo de 10uL. Separadamente,
para cada amostra (50ng DNA genémico) foi também realizada uma reacdo em
duplicata para dosar 0 TNF-a, utilizado como controle endégeno, contendo 0,50uM de
oligonucleotideos iniciadores TNF-5241 5°- TCCCTCTCATCAGTTCTATGGCCCA-
3’ e TNF-5411 5’-CAGCA AGCATCTATGCACTTAGACCCC-3’ (Cummings &
Tarleton, 2003), sendo amplificado um produto de 170pb, 5 uL de “Sybr® Green PCR
Mastermix”, e agua Milli-Q para um volume final de reagdo de 10 pL. As reagdes foram
distribuidas em placas de 96 pocos e levadas ao termociclador ABI7300 (Apllied
Biosystems). O programa de termociclagem consistiu de aquecimento a 95°C por 10
minutos, 40 ciclos de 94° C por 15 segundos e 64,3°C por 1 minuto, com aquisicdo da
fluorescéncia a 64,3°C. A amplificacdo foi imediatamente seguida por um programa de
melting com desnaturacéo inicial a 95°C por 15 segundos, resfriamento a 60°C por 1
minuto e aumento gradual de temperatura de 0,3° C/s até 95°C. Cada placa conteve um
controle negativo da extragdao (proveniente de camundongo normal), em duplicata e um
controle negativo da PCR, em duplicata, com &gua no lugar de DNA, para a reagdo com

oligonucleotideos iniciadores de T. cruzi e do TNF-a.
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5.4.6. Avaliacdo da infuéncia do tratamento especifico nos niveis dos anticorpos da

classe 1gG e sub-classe 1gG1

A dosagem de anticorpos da classe 1gG e do isotipo 1gG1 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 180 dias ap0s o tratamento. ELISA foi realizada segundo a metodologia descrita
por Voller et al., (1976) utilizando microplacas de poliestireno de 96 pogos (Costar)
sensibilizadas com 100uL/pogco de antigeno obtido por lise alcalina de formas
epimastigotas da cepa Y de T. cruzi, cultivadas em meio LIT. O a ntigeno foi diluido em
tampdo carbonato de pH 9,6 e as placas incubadas overnight a 4°C. Ap0s a incubacdo e
lavagem das placas (com solucdo de NaCl 0.9% contendo 0,5% de Tween 20), as
mesmas foram bloqueadas com 100uL/po¢o de PBS com soro fetal bovino, a fim de
evitar ligacOes inespecificas. Depois de submetidas a uma nova lavagem, realizou-se
nova etapa de incubagdo com 100pL/poco do soro dos camundongos, na diluigédo de
1:80, durante 45 minutos a 37°C. As placas foram novamente lavadas e incubadas com
100uL/poco do conjugado anti-lgG e anti- 1gG1 de camundongo, marcado com
peroxidase. Apds nova lavagem, adicionou-se a solucdo de substrato (3mg de orto-
fenileno-diamino, OPD, 3uL de agua oxigenada 30 volumes e 15mL de tampao citrato-
fosfato) e incubou-se a 37°C por cerca de 10minutos. A reagédo foi interrompida com
adicdo de 32uL de H,SO4 a 2,5M e a leitura foi feita em leitor de microplacas, a 490nm,
imediatamente apds a adicdo do acido.

Em todas as placas foram incluidos 2 soros de camundongos infectados
(controles positivos) e 10 soros de camundongos ndo infectados (controles negativos).
A absorbancia discriminante foi determinada pelos valores médios de absorbancia
referentes aos 10 soros controle negativos somados a dois desvios-padrdo (Gusmao et
al., 1982). Considerou-se positiva a amostra de soro cuja leitura da absorbancia foi

maior que a absorbancia discriminante.

5.4.7. Quantificacdo do infiltrado inflamatorio

Aos 180 dias apo6s o término do tratamento os animais foram eutanasiados por
deslocamento cervical. Ap0s incisdo toracica, o coracdo foi removido, lavado em PBS,
pesado e seccionado longitudinalmente. A metade direita foi imediatamente congelada

em nitrogénio liquido e armazenada a "80° C; essa se destina a extracdo de DNA e RNA.
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Ja a metade esquerda foi imersa em formalina a 10% tamponada por no minimo 48
horas. Apoés desidratados e embebidos em parafina, os blocos formados foram cortados
em seccdes de 4um de diametro, corados pela Hematoxilina & Eosina, para
evidenciacao do infiltrado inflamatorio.

Foram quantificados os nucleos celulares presentes em 20 imagens aleatorias,
representativas de todas as regiGes do miocéardio, percorrendo uma &rea total de 1,49 x
10° pm?. As imagens, visualizadas pela objetiva de 40x, foram digitalizadas através de
microcamera Leica DM 5000 B (Leica Application Suite,versdo 2.4.0R1) e processadas

por meio do programa analisador de imagens Leica QwinV3.

5.4.8 Analise estatistica

Os resultados dos niveis de parasitemia, niveis de anticorpos, quantificacdo de
infiltrado inflamatorio e peso dos animais foram expressos como a médiazerro padrao
para cada conjunto de dados. As trés primeiras varidveis foram analisadas pelo teste ndo
paramétrico Tukey de multipla comparacdo. Os dados de peso foram avaliados pelo
teste T de Studant. Os dados foram considerados significativos quando a probabilidade

de erro foi menor que 5% (p< 0,05).
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6.1- Capitulo 1. Avaliacdo da atividade anti-T. cruzi do benznidazol em

combinagdo com posaconazol, de forma concomitante ou sequencial.

Inicialmente foi realizado um experimento para anélise do efeito de dose-
resposta no qual animais infectados pela cepa Y foram tratados durante 7 dias com
diferentes doses de benznidazol (Bz) ou posaconazol (Ps), em monoterapia e em
combinacdo. Trés parametros foram utilizados para verificar a eficacia dos diferentes
esquemas terapéuticos: supressdo da parasitemia, reducdo da mortalidade e pico

maximo de parasitemia ap0s o tratamento.

Os resultados demonstraram que a dose mais alta de cada composto foi capaz de
suprimir a parasitemia e a mortalidade de todos os camundongos tratados, enquanto no
grupo néo tratado observou-se, como esperado, 100% de mortalidade. Para as menores
doses de Bz, a supressdo da parasitemia foi verificada apenas nos animais tratados com
50 mpk. De forma similar, a sobrevida nos grupos tratados com essas doses também foi
menor: 66,6% e 33,3% para 0s grupos tratados com 50 e 25 mpk de Bz,
respectivamente. PGde-se observar a maior poténcia do Ps, demonstrada pela supressao
da parasitemia dos animais tratados com todas as doses (20, 10 ou 5 mpk) e pela menor

taxa de mortalidade (Tabela 8).
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Tabela 8: Efeito do tratamento com benznidazol e/ ou posaconazol, durante 7 dias, na supressao da
parasitemia e mortalidade de camundongos infectados pela cepa Y de T. cruzi.

Grupo N® de doses para supressao da N? de animais vivos
parasitemia’ [total® (%)
CNI - 6/6 (100%)
CINT - 0/6 (0%)
Bz 100mpk 1.83+0.75 6/6 (100%)
Ps 20mpk 1.5+0.74 6/6 (100%)
Bz+Ps (100+20mpk) 1.0+0 6/6 (100%)
Bz 50mpk 1.33+0.51 4/6 (66,7%)
Ps 10mpk 1.17+0.41 6/6 (100%)
Bz+Ps (50+10mpk) 1.4+0.55 5/6 (83,3%)
Bz 25mpk ND 2/6 (33,3%)
Ps 5mpk 1.174£0.41 4/6 (66,7%)
Bz+Ps (25+5mpk) 1.16+0.41 6/6 (100%)

Os animais foram inoculados pela via intraperitoneal com 5x10°formas tripomastigotas da cepa Y de T.
cruzi e tratados por 7 dias consecutivos, a partir do 4° dia de infeccdo. mpk-miligramas de
droga/quilograma de peso corporal; Bz- benznidazol; Ps- posaconazol; Bz+Ps- combinag¢bes das drogas
nas doses indicadas. CNI- grupo controle ndo infectado; CINT — grupo controle infectado e ndo tratado;
ND — ndo detectado. ‘Supressdo da parasitemia foi considerada a partir de 5 dias de auséncia de
parasitemia patente durante o tratamento. “Mortalidade considerada até 30 dias ap6s o tratamento.

A analise do efeito do tratamento com as combinagdes durante 7 dias revelou
que a associacao de Bz/Ps foi mais eficiente em controlar a infecgdo quando comparada
tanto a terapia com cada dose sub-6tima isolada, quanto as doses 6timas de cada
composto. A associacdo dos farmacos permitiu 0 aumento da sobrevida dos animais,
bem como a reducdo dos niveis maximos de parasitemia, quando comparados ao
tratamento com Bz ou Ps em monoterapia (Tabela 8 e figura 4). Especialmente o
esquema empregando Bz- 25mpk+Ps-5mpk, que utilizando um quarto da dose 6tima de
cada droga, induziu 100% de sobrevida e reducdo significativa na parasitemia,

mostrando claramente o beneficio da terapia combinada.
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Figura 4: Efeito do tratamento com posaconazol e benznidazol isoladamente ou em combinacao
sobre a parasitemia. Niomero maximo de formas tripomastigotas detectadas no sangue periférico de
camundongos infectados pela cepa Y de T. cruzi e tratados com 25, 50 ou 100mpk de benznidazol (Bz)
ou 5, 10 ou 20mpk de posaconazol (Ps) isoladamente ou em combinacdo, por 7 dias consecutivos. ClI-
grupo controle infectado e ndo tratado. mpk- miligramas de droga por quilograma de peso corporal. *
indica diferenca significativa em relagdo ao tratamento com as monoterapias nas mesmas doses.

Este modelo de avaliacdo (7 dias) possibilitou a analise comparativa da
atividade anti-T. cruzi de cada composto e permitiu inferir sobre o beneficio da terapia
combinada. Dessa forma, foi realizado um novo experimento a fim de avaliar a
capacidade da terapia de combinacdo utilizando Bz e Ps em induzir cura parasitolégica.
Dessa forma, diferentes doses de Ps (5, 10 e 20mpk) e Bz (25, 50, 75 e 100 mpk) foram
administradas em monoterapia e diferentes combinagdes, a camundongos infectados

pela cepa Y. O tratamento foi mantido por 20 dias consecutivos.

Nesse esquema terapéutico, ndo foram observadas alteracbes comportamentais,
queda de pelo ou perda de peso decorrentes do tratamento combinado. Em concordancia
com o efeito benéfico do tratamento, a mortalidade foi suprimida em todos os animais
tratados, exceto no grupo que recebeu Bz-25mpk, cuja mortalidade foi de 14% (dados
ndo mostrados). A figura 5 ilustra 0 ganho de peso observado nos grupos tratados com
as maiores e menores doses de cada composto, isoladamente ou em combinagéo. Houve
perda de peso acentuada apenas no grupo tratado com a menor dose de Bz (25mpk),
provavelmente devido a alta parasitemia observada nesses animais. Nos demais grupos

as médias de peso foram similares.
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Figura 5: Efeito do tratamento com benznidazol e/ou posaconazol no ganho de peso de
camundongos Swiss infectados por T. cruzi. Ganho de peso observado em animais inoculados com a
cepa Y de T. cruzi e tratados com 100mpk e 25mpk de benznidazol (Bz) isoladamente ou em combinagdo
com 20mpk e 5mpk de posaconazol (Ps), isoladamente ou combinagdo (Bz+Ps), a partir do 4 dia de
infeccdo, durante 20 dias consecutivos. mpk-mg/quilograma de peso corporal. O ganho de peso foi obtido
a partir do peso do Gltimo dia de tratamento menos o peso do primeiro dia de tratamento.

De maneira similar ao observado no experimento de dose-resposta, o Ps foi
efetivo em induzir a supressdo da parasitemia em todas as doses testadas, a partir do
primeiro ou segundo dias de tratamento. Com relacdo ao Bz, ndo se identificou

supressdo da parasitemia nos animais tratados com 25 mpk.

Novamente, todas as associa¢des resultaram em indices de cura maiores do que
aqueles alcancados com a utilizacdo de cada farmaco administrado em monoterapia e
igual ou maiores quando comparados aos resultados utilizando as doses 6timas de Bz ou
Ps (Figura 6).
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Figura 6: Atividade anti-T. cruzi de combinacGes de benznidazol e posaconazol versus
monoterapias. Percentual de cura parasitolégica observado em camundongos inoculados com a cepa Y
do Trypanosoma cruzi e tratados, a partir do 4° dia com diferentes doses de benznidazol (Bz) ou
posaconazol (Ps), em monoterapias ou combinagdo, durante 20 dias consecutivos. mpk- mg/kg de peso
corporal.

Enquanto o tratamento padrdo (Bz-100mpk) induziu 70% de cura, a
administracdo de 75 mpk curou apenas 35% dos animais e as doses de 50 ou 25 mpk de
Bz, ndo foram suficientes para induzir cura parasitolégica. O tratamento com doses sub-
6timas de Ps foi mais efetivo: a utilizacdo da dose padrao de Ps, 20mpk, induziu 80% de
cura, enquanto Ps-10mpk e Ps-5mpk induziram 43 e 14% de cura, respectivamente. De
forma interessante, quando testadas em combinacdo, 80% a 90% de eficacia foi
observada em camundongos que receberam 25, 50 or 75 mpk de Bz combinados com 5
ou 10 mpk de Ps. Apenas 0s animais tratados com Bz-25mpk + Ps-5mpk apresentaram
indice de cura menor (60%) do que o tratamento referéncia, porém maior do que quando
as drogas foram administradas em doses sub-Gtimas. Noventa a 100% de cura foi
detectada em camundongos tratados com a dose 6tima de Bz em combinacdo com 5, 10

ou 20 mpk de Ps.

Considerando os resultados animadores obtidos com a terapia de combinagé&o,
quando as drogas foram administradas concomitantemente, o préximo passo foi avaliar
o0 efeito da terapia empregando Bz e Ps de forma sequencial. Os resultados sugeriram
que a eficacia do tratamento relacionou-se a ordem de administracdo dos farmacos:
quando o tratamento foi realizado com 100 mpk de Bz por 10 dias seguido de 20mpk de
Ps durante mais 10 dias, observou-se 80% de cura. De forma surpreendente, ao

inverter-se a ordem de administragdo das drogas, ou seja, 10 dias de Ps 20mpk seguidos
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de outros 10 dias de Bz 100mpk, o percentual de cura caiu para 30%. Por outro lado, ao
se administrar apenas 100mpk de Bz por 10 dias ou 20mpk de Ps por 10 dias, ndo foi
observada cura parasitologica (Tabela 9).

Tabela 9: Eficacia do tratamento com a terapia sequencial de benznidazol e posaconazol no
tratamento da infeccdo pela cepa Y do Trypanosoma cruzi.

N2 de ensaios

N® de NE de ESF de PCR Total de testes
Grupo animais . o . negativos/
. 0 negativos/n® total negativos/ o
vivos/n® total ne total n* total
Né&o infectado 10/10 10/10 10/10 10/10 (100%)
Infectado e ndo tratado 0/10 0/10 0/10 0/10 (0%)
Bz100mpk-20dias 10/10 8/10 7/10 7/10 (70%)
Ps20mpk- 20dias 10/10 10/10 8/10 8/10 (80%)
Bz100mpk- 10 dias 717 0/7 NR 0/7 (0%)
Ps20mpk- 10 dias 717 0/7 NR 0/7 (0%)
Bz 100mpk + Ps20mpk 10/10 10/10 8/10 8/10 (80%)
Ps 20mpk + Bz100mpk 10/10 3/10 3/10 3/10 (30%)

Os animais foram inoculados pela via intraperitoneal com 5x10° formas tripomastigotas da cepa Y de
Trypanosoma cruzi e tratados por 10 ou 20 dias a partir do 4° dia de infeccdo. mpk- miligramas de
droga/quilograma de peso corporal. Bz-100+Ps-20- tratamento com Bz-100mpk por 10 dias seguido do
tratamento com Ps-20mpk por mais 10 dias; Ps-20+Bz-100: Tratamento com Ps-20mpk por 10 dias
seguido do tratamento com Bz-100mpk por outros 10 dias; ESF-exame de sangue a fresco; NR-ndo
realizado.

Baseado no aumento da eficacia obtido pela terapia combinada/sequencial no
tratamento de animais infectados por uma cepa parcialmente resistente ao Bz, na etapa
seguinte foi avaliada a eficacia do tratamento com as combinacdes de Bz+Ps na
infeccdo aguda de animais infectados por uma cepa resistente ao Bz. Foi utilizada a
cepa VL-10 e, devido a alta resisténcia intrinseca dessa cepa ao Bz, foram administradas
apenas as maiores doses de Ps e Bz. Quando utilizados isoladamente, estes compostos
ndo foram capazes de induzir cura parasitologica, uma vez que foi observada reativagdo
natural da parasitemia em 100% dos animais tratados. Por outro lado, detectou-se
reativacdo da parasitemia em apenas 50% dos animais que receberam Bz-100 mpk
combinados com Ps-10 ou 20 mpk de (Tabela 10).
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Tabela 10: Eficacia do tratamento por 20 dias com benznidazol e/ou posaconazol na fase aguda da
infeccdo pela cepa VL-10 de Trypanosoma cruzi.

N2 de animais N2 de ESF N2de ensaios de  Total de testes

S S e e
N&o infectado 10/10 10/10 10/10 10/10
Infectado e ndo tratado 4/6 0/6 0/6 0/6 (0%)

Bz-100mpk 10/10 0/10 0/10 0/10 (0%)
Ps-40°mpk 10/10 1/10 0/1 0/10 (0%)
Bz+Ps (100+20mpk) 10/10 5/10 315 3/10 (30%)
Bz+Ps (50+20mpk) 10/10 0/10 NR 0/10 (0%)
Bz+Ps (100+10mpk) 10/10 5/10 2/5 2/10 (20%)
Bz+Ps (50+10mpk) 10/10 0/10 0/10 0/10 (0%)

Os animais foram inoculados pela via intraperitoneal com 5x10° formas tripomastigotas da cepa VL-10 de
Trypanosoma cruzi e tratados por 20 dias a partir do 10° dia de infeccdo. Bz- benznidazol; Ps-
posaconazol; Bz+Ps- combinagdes das drogas nas doses indicadas. CNI — grupo controle ndo infectado;
CINT - grupo controle infectado e ndo tratado. mpk-miligramas de droga/quilograma de peso corporal.
! Mortalidade foi avaliada até 30 dias ap6s o tratamento.  Total de testes negativos realizados 30 e 180
dias ap6s o tratamento. *40mpk divididos em duas doses diérias de 20mpk cada, durante 20 dias. NR-n&o
realizado.

Os resultados da PCR foram negativos em 20-30% das amostras de sangue
obtidas dos animais que receberam doses de Bz-100 mpk combinadas com Ps-10 ou 20
mpk. De forma similar ao observado para a cepa Y, todos os tratamentos induziram
reducdo significativa dos niveis parasitémicos quando comparados ao grupo controle
infectado e ndo tratado, entretanto, 0 nimero de parasitos detectado nos animais que
receberam as combinagfes de Bz-100+Ps-10 ou 20mpk foi significativamente menor
(p< 0,001) do que o observado quando as drogas foram adminstradas isoladamente, ou
seja, em monoterapia (Figura 7). Dessa forma, apesar da alta resisténcia dessa cepa ao
posaconazol, assim como € observado também para os derivados nitroimidazolicos,
como o benznidazol, foi possivel observar certo grau de interacdo entre os farmacos, na
medida em que houve 20 a 30% de cura parasitologica nos grupos tratados com as

combinacgOes desses farmacos.
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Figura 7: Efeito da terapia combinada usando posaconazol e benznidazol na parasitemia de
camundongos infectados pela cepa VL-10. Nimero maximo de formas tripomastigotas detectadas no
sangue periférico de camundongos infectados com a cepa VL-10 do Trypanosoma cruzi e tratados com
100mg/kg de peso corporal (mpk) de benznidazol (Bz) e 10, 20 ou 40-mpk de posaconazol (Ps) por 20
dias consecutivos. Cl- grupo controle infectado e ndo tratado. Letras diferentes indicam diferenca
significativa ao nivel de p<0,05.

Esses resultados evidenciaram o beneficio da terapia combinada entre Bz e Ps no
tratamento da infec¢do murina por T. cruzi e indicaram a importancia da avaliacdo de
novas estratégias terapéuticas, incluindo a terapia de combinacdo de farmacos, contra
essa parasitose. Ainda sim, é importante ressaltar que a avaliagdo de novos
farmacos/estratégias terapéuticas promissoras deve ser feita utilizando diferentes
modelos de infeccdo, visto que a eficacia terapéutica pode ser marcadamente

influenciada pela cepa do parasito.
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6.2- Capitulo 2. Avaliacdo da atividade anti- T. cruzi do benznidazol em
combinacéo com ravuconazol ou seu pré-farmaco (E1224) in vitro e

in vivo

6.2.1 Estudos in vitro

6.2.1.1- Avaliacdo da atividade do ravuconazol, isoladamente ou em combinacéo com

0 benznidazol, sobre formas epimastigotas das cepas Y e Colombiana de T. cruzi

(1) Otimizacao da reacdo colorimétrica utilizando a resazurina

A fim de avaliar a sensibilidade de formas epimastigotas de diferentes cepas de
T. cruzi a terapia combinada empregando benznidazol (Bz) e ravuconazol (Rv), foi
otimizado um protocolo para utilizacdo do indicador colorimétrico de viabilidade e
proliferacdo celular, a resazurina. Desse modo, inicialmente avaliou-se a reacdo de
reducdo da resazurina por formas epimastigotas das duas cepas de T. cruzi utilizadas no
estudo, a fim de determinar o nimero de parasitos a serem testados, bem como o tempo
de incubacdo 6timo com o corante. Os dados obtidos para ambas as cepas mostraram
uma correlacdo significativa (r> > 0,95; p < 0,05) entre os valores do percentual de
reducdo do corante e 0 numero de parasitos em todos os tempos avaliados (Figura 8).

A capacidade de reducdo do corante foi relacionada a cepa utilizada. No
experimento realizado com formas epimastigotas da cepa Colombiana, foi detectado o
percentual maximo na primeira leitura apos a adicdo do corante, ou seja, uma hora ap6s
a adicdo da resazurina. Dessa forma, ndo foram realizadas leituras adicionais para essa
cepa. Ja nos experimentos utilizando a cepa Y, foram realizadas 3 leituras até que fosse
atingido o percentual de 100% de redugdo nos pocos que continham a maior
concentracdo de células (Figura 8). Considerando que os parasitos foram incubados por
72 horas antes da adicdo da resazurina, esse resultado provavelmente esta relacionado a

proliferacéo diferencial dos parasitos de ambas as cepas durante esse periodo (Figura 8).
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Figura 8: Efeito do niUmero de epimastigotas sobre o percentual de reducdo do corante resazurina.
Parasitos das cepas Y e Colombiana do Trypanosoma cruzi foram diluidos em série a partir de
1x10°parasitos/poco (200uL) e incubados por 72 horas a 28°C. A reacdo de reducdo da resazurina foi lida
a cada 1 hora ap6s a adi¢do do corante, até que fosse obtido 100% de reducdo. T1, T2, T3 —leitura 1, 2 e
3 horas apds a adi¢do do corante, respectivamente.

O limite minimo de detec¢do da reacdo, na faixa de tempo analisada, foi de
0,125x10° e 0,0625x10° epimastigotas/mL (concentracdo inicial) para as cepas Y e
Colombiana, respectivamente, ja que para concentracdes inferiores a essas, 0 percentual
de reducéo foi similar entre as diferentes concentrages.

Considerando os resultados descritos, foi definida a utilizacdo da concentracdo
de 1x10° parasitos/100 pL (10x10%/mL) para ambas as cepas e o tempo de leitura de 1 e

3 horas apds a adicdo da resazurina para as cepas Colombiana e Y, respectivamente.

(i)  Definigéo da IC-50 e efeito da combinagéo entre Bz e Rv

O protocolo otimizado empregando a resazurina foi utilizado para avaliar o
efeito do tratamento com Rv ou Bz sobre formas epimastigotas das cepas Y e
Colombiana de T. cruzi. As concentragdes iniciais de cada composto foram 100puM de
Bz e 50 uM de Rv. Foram testadas 8 dilui¢Ges seriadas (1:2) de cada composto, em um
periodo de 72 horas de tratamento. A percentagem de inibicdo da proliferacdo do
parasito foi calculada levando-se em consideracdo a absorbancia dos pogos contendo
parasitos na auséncia dos farmacos, como explicado no item 5.3.4. As linhas de

tendéncia, baseadas nas médias de absorbancia de cada concentracdo das drogas, foram
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obtidas por fitting sigmoidal dose-resposta (Graph Pad Prism 5) e as curvas estdo

apresentadas na figura 9.
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Figura 9: Atividade do benznidazol (Bz) e do ravuconazol (Rv) sobre epimastigotas das cepas Y e
Colombiana de Trypanosoma cruzi. 1x10° formas epimastigotas das cepas Y e Colombiana foram
incubadas na presenca ou auséncia de concentraces descrescentes de benznidazol e ravuconazol, por 72
horas. A atividade tripanocida foi medida pelo teste de reducdo da resazurina. Cada ponto das curvas de
dose-resposta correnponde a média de 2 experimentos independentes. O calculo de IC-50 foi realizado
utilizando-se o software CalcuSyn.

Os valores de IC50 do Bz foram similares para ambas as cepas; sendo 21,58
+0,43uM e 15,71+0,53uM para as cepas Y e Colombiana, respectivamente. O Rv
tambem apresentou um IC-50 semelhante para as cepa Y (12,48+3,19uM) e
Colombiana (13,16+0,94uM).

O préximo passo foi avaliar o efeito do tratamento com combinagGes de Bz+Rv
sobre epimastigotas da cepa Colombiana, dada a resisténcia in vivo demonstrada por
essa cepa tanto ao benznidazol quanto ao ravuconazol. Os farmacos foram testados
isoladamente e em 4 diferentes misturas, de acordo com propor¢oes de 5:0; 4:1; 3:2;
2:3; 1:4 e 0:5 partes de benznidazol:ravuconazol. A figura 10 mostra as curvas de dose-

resposta produzidas utilizando a percentagem de inibicdo da proliferacdo de
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epimastigotas induzida pelas drogas isoladamente ou em combinacdo. Na figura 9A
estédo representadas as curvas de dose resposta considerando a concentragdo de Bz em
cada mistura ou isoladamente, e em B, as curvas para 0 ravuconazol. Nestas curvas,
pode ser observado que a percentagem de inibicdo produzida por cada composto
isoladamente é sempre menor (mas proximo) ao obtido quando o farmaco é utilizado

em combinacéo, sugerindo um efeito aditivo.
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Figura 10: Efeitos antiproliferativos das combinag¢des de benznidazol e ravuconazol sobre formas
epimastigotas da cepa Colombiana de Trypanosoma cruzi: curvas dose-resposta. 1x10° formas
epimastigotas da cepa Colombiana foram incubadas na presenca ou auséncia de concentracdes
descrescentes de benznidazol e ravuconazol e diferentes combinagfes, por 72 horas. As combinagdes
foram preparadas a partir do método de proporcBes fixas: 5:0; 4:1; 3:2; 2:3; 1:4 e 0:5 partes de
benznidazol e ravuconazol. A atividade tripanocida foi medida pelo teste de reducéo da resazurina. Cada
ponto das curvas de dose-resposta correnponde a média de 2 experimentos independentes. O calculo de
IC-50 foi realizado utilizando-se o software CalcuSyn. Cada ponto é a média de dois experimentos
independentes.

Para confirmar estas observacdes os resultados foram analisados utilizando o
método de FICs. Este método considera a IC-50 de cada farmaco isoladamente e sua
proporcdo na combinacdo. A classificacdo da natureza da interacdo foi feita através do
somatorio das FICs; se <0,5 indicou sinergismo; >4, antagonismo, se entre 0,5 e 4, efeito
aditivo (Tabela 11).
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Tabela 11: Efeitos antiproliferativos do benznidazol e ravuconazol
epimastigotas da cepa Colombiana do Trypanosoma cruzi: FICs da I1C-50.

em combinacdo sobre

) Meédia das FICs £DP — IC-50 FIC Bz+ FIC Rv
Farmacos /
Misturas
FIC Bz FIC Rv > FICs
Bz
(monotrapia) 1 0 1
Bz+Rv (4+1) 0,75+0,09 0,11+0,12 0,86
Bz+Rv (3+2) 0,73+0,28 0,29+0,17 1,02
Bz+Rv (2+3) 0,59+0,17 0,37+0,37 0,95
Bz+Rv (1+4)* 0,7* 0,45* 1,15*
Rv
(monoterapia) 0 1 1
Média 0,69+0,15 0,30+0,22 0,99

*apenas 1 experimento

A andlise das FICs confirmou o perfil que foi observado nas curvas de dose-

efeito; os valores do somatorio das FICs para todas as misturas foram superiores a 0,5 e

menores que 4, indicando efeito aditivo.

A figura 11 mostra o isobolograma, que é a representacdo grafica da interacdo

entre Bz e Rv, construido a partir dos valores de FIC da IC-50. Pode-se perceber

novamente que as interagdes ficaram muito proximas da linha de aditividade.
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Figura 11— Isobolograma representativo da interacdo in vitro entre benznidazol e ravuconazol
contra epimastigotas da cepa Colombiana de Trypanosoma cruzi. Os nimeros na abcissa representam
os FICs da IC50 do ravuconazol e os na ordenada, do benznidazol. Os dados representam a média de 2
experimentos independentes.

6.2.2- Determinacdo da citotoxicidade dos compostos avaliados e de suas

combinacdes para a linhagem de células H9c2

Inicialmente foi otimizada a reacdo com resazurina, a 1 mM, para avaliacdo da
viabilidade das células H9c2. Para todas as diluicGes avaliadas, foi observado aumento
da reducdo do corante de maneira proporcional ao nimero de células. Entretanto,
correlagdo mais alta (r > 0,95) foi observada com a utilizagdo de até 1x10° células/poco.
A partir dessa concentracdo, a reducdo ndo se deu de forma linear nos diferentes
periodos de tempo avaliados (Figura 12). Deste modo, a concentracdo de 1x10°
células/pogco e o tempo de leitura de 6 horas, foram utilizados na realizagdo dos

experimentos de citotoxicidade.
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Figura 12: Efeito do nimero de células H9c2 sobre o percentual de redugdo do corante resazurina.
Células H9c2 foram diluidas em série a partir de 2x10°células/poco (200uL) e incubadas a 37°C por 72
horas. A rea¢do de reducdo da resazurina foi lida a cada 1 hora ap6s a adi¢do do corante, durante 6 horas.

Com o objetivo de validar o experimento de citotoxicidade, células na presenca
de concentracgdes toxicas de DMSO foram avaliadas em paralelo. O teste da resazurina
foi capaz de identificar essa toxicidade, visto que o percentual de reducdo das células
em DMSO foi significativamente reduzido. Nao foi observada interferéncia do diluente
ou dos diferentes farmacos na capacidade de reducdo do corante pelas células. A
utilizacdo de concentragdes de até 1uM de Rv ndo induziu qualquer toxicidade, uma vez
que foram identificados percentuais de reducdo similares entre as células na presenca ou
auséncia de Rv. Por outro lado, a maior dose de Bz (200uM), interferiu de forma
significativa na viabilidade celular, induzindo cerca de 30% de inibicdo na proliferacédo
das celulas tratadas quando comparadas as ndo tratadas. Adicionalmente, ndo foi
observada toxidade resultante da combinacéo de Rv+Bz (Figura 13).
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Figura 13: Efeito da incubac¢é@o com benznidazol e ravuconazol isoladamente ou em combinacéo na
viabilidade de células H9c2. Percentual de redugdo da resazurina por células H9c2 incubadas por 72
horas com diferentes concentracbes de benznidazol (Bz), ravuconazol (Rv), com combinacBes de
benznidazol e ravuconazol (Bz+Rv). O dimetilsulféxido (DMSO) foi utilizado como controle de morte
celular. CNT — células na auséncia de farmacos. A leitura da reacdo foi feita seis horas ap0s a adi¢ao do
corante. * indica diferenca significativa, com relagéo ao controle néo tratado, ao nivel de p<0,001.

6.2.3. Avaliacdo da atividade anti-T. cruzi do ravuconazol e benznidazol utilizando

células H9c2 infectadas pela cepa Y

A andlise in vitro da eficacia do Rv no tratamento de células H9c2 infectadas
pela cepa Y confirmou a potente atividade anti- T. cruzi deste composto sobre as formas
amastigotas, diferentemente do que foi observado para epimastigotas. A incubacédo das
células infectadas (percentual minimo de infeccdo de 45%) por 72 horas com diferentes
concentragfes dos farmacos reduziu, de forma dose-dependente, o nimero de células
infectadas, resultando numa IC-50 de 0,031 £ 0,01 nM para o0 Rv e de 2,92+0,54 uM
para o Bz (figura 14).
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Figura 14: Atividade do benznidazol (Bz) e do ravuconazol (Rv) sobre a infeccdo de células H9c2
pela cepa Y de Trypanosoma cruzi. 1x10* células foram infectadas pela cepa Y e posteriormente
incubadas na presenca ou auséncia de concentragfes decrescentes de benznidazol e ravuconazol, por 72
horas. Cada ponto das curvas de dose-resposta corresponde a média de 2 experimentos independentes. O

IC-50 foi calculado utilizando-se o software CalcuSyn.

O Rv foi também foi muito eficaz em reduzir o percentual de infeccdo das
células H9c2 infectadas pela cepa Colombiana, sendo o efeito também dependente da
concentracdo. De forma interessante, o 1C-50 observado para essa cepa foi cerca de
vinte vezes maior do que o observado nos experimentos realizados com a cepa Y, mas,
ainda sim em escala subnanomolar (0,62 + 0,37nM). O valor da IC-50 do Bz foi
4,78+0,72 uM (Figura 15).
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Figura 15: Atividade do benznidazol (Bz) e do ravuconazol (Rv) sobre a infeccdo de células H9c2
pela cepa Colombiana do Trypanosoma cruzi. 1x10* células foram infectadas pela cepa Colombiana e
posteriormente incubadas na presenca ou auséncia de concentragdes descrescentes de benznidazol e
ravuconazol, por 72 horas. Cada ponto das curvas de dose-resposta correnponde a média de 2
experimentos independentes. O calculo de 1C-50 foi realizado utilizando-se o software CalcuSyn.

A partir dos valores de IC-50 obtidos para ambos os farmacos, 0 proximo passo
foi avaliar a ocorréncia de interacdo resultante do uso do Bz quando combinado ao Ry,
nas células H9c2 infectadas pela cepa Y e Colombiana de T. cruzi. Devido a variacdo
nos valores de IC-50 para ambas as cepas, as concentracOes iniciais usadas no preparo
das misturas foram 0,2nM de Rv e 10pMde Bz para o tratamento das células infectadas
pela cepa Y e 1,2 nM de Rv e 20uM de Bz para a avaliacdo sobre a cepa Colombiana.

As curvas de dose-resposta contruidas com os dados deste experimento
sugeriram novamente efeito bem proximo da aditividade entre os dois compostos, como
pode observado pela posicéo da curva de cada composto utilizado isoladamente sempre

abaixo, porém proximo das curvas em combinagéo (Figura 16).
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Figura 16: Curvas de dose-resposta representativas da interagdo in vitro entre ravuconazol e
benznidazol sobre a infeccdo de células H9c2 pela cepa Y de Trypanosoma cruzi. 1x10* células foram
infectadas pela cepa Y e posteriormente incubadas na presenga ou auséncia de concentracdes
descrescentes de benznidazol e ravuconazol, isoladamente ou em combinacéo de proporg6es fixas, por 72
horas. As combinacdes foram preparadas a partir do método de propor¢des fixas: 5:0; 4:1; 3:2; 2:3; 1:14 e
0:5 partes de benznidazol e ravuconazol. Cada ponto das curvas de dose-resposta correnponde & média de
2 experimentos independentes. O célculo de 1C-50 foi realizado utilizando-se o software CalcuSyn.

A tabela 12 mostra os valores de FICs e, em concordancia com a observacao das
curvas de dose-respota, ndo houve interacdo entre Rv e Bz, sendo os valores superiores
a0,5.

63



Resultados

Tabela 12: Efeitos antiproliferativos do benznidazol e ravuconazol em combinacdo no tratamento

de células H9c2 infectadas pela cepa Y do Trypanosoma cruzi: FICs da I1C50.

) Média das FICs £DP - IC-50 FIC-Bz+ FIC-Rv
Farmacos /
Misturas
FIC Bz FIC Rv > FICs
Bz
(monotrapia) 1 0 1
Bz+Rv (4+1) 0,69+0,04 0,12+0,12 0,76
Bz+Rv (3+2) 0,58+0,06 0,25+0,15 0,83
Bz+Rv (2+3) 0,42+0,16 0,44+0,30 0,86
Bz+Rv (1+4) 0,26+0,18 0,72+0,035 0,98
Rv
(monoterapia) 0 1 1
Médias +DP 0,47+0,15 0,39+0,15 0,86

De maneira similar, o isobolograma representado na figura 17 ilustra o efeito

aditivo entre Bz e Rv.
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Figura 17 — Isobolograma representativo da interacdo in vitro contra amastigotas da cepa Y do
Trypanosoma cruzi. Os nimeros na abcissa representam os FICs da 1C50 do ravuconazol e 0s na
ordenada, do benznidazol. Os dados representam a média de 2 experimentos independentes.
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Para verificar se a cepa de T. cruzi, especialmente considerando o nivel de
resisténcia ao Bz, poderia ter influéncia no tipo de interacdo entre os dois compostos, foi
realizado um novo experimento utilizando a cepa Colombiana. As curvas dose-resposta

apresentadas a seguir sugerem uma interacdo proxima da aditividade entre os dois

compostos.
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Figura 18: Curvas de dose-resposta representativas da interagdo in vitro entre ravuconazol e
benznidazol sobre a infeccdo de células H9c2 pela cepa Colombiana de Trypanosoma cruzi. 1x10*
células foram infectadas pela cepa Colombiana e posteriormente incubadas na presenca ou auséncia de
concentragBes descrescentes de benznidazol e ravuconazol, isoladamente ou em combinacdo de
proporcoes fixas, por 72 horas. As combinac6es foram preparadas a partir do método de proporgdes fixas:
5:0; 4:1; 3:2; 2:3; 1:4 e 0:5 partes de benznidazol e ravuconazol. Cada ponto das curvas de dose-resposta
correnponde & média de 2 experimentos independentes. O célculo de 1C-50 foi realizado utilizando-se o
software CalcuSyn.

Os valores calculados de FICs mostrados na Tabela 13 confirmam a observagéo
acima, sendo os valores de FICs calculados para todas as proporcbes avaliadas
inferiores a 4, excluindo assim uma antagonica, entretanto, maiores que 0,5. Assim, foi
constatado efeito aditivo entre os dois compostos quando utilizada a cepa Colombiana
para a infeccdo das celulas H9c2.
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Tabela 13: Efeitos antiproliferativos do benznidazol e ravuconazol em combina¢do no tratamento

de células H9c2 infectadas pela cepa Colombiana do Trypanosoma cruzi: FICs da IC50

) Média das FICs +DP — IC-50 FIC Bz+ FIC Rv
Farmacos /
Misturas
FIC Bz FIC Rv > FICs
Bz
(monotrapia) 1 0 1
Bz+Rv (4+1) 0,76+0,19 0,34+0,15 1,10+0,04
Bz+Rv (3+2) 0,75+0,04 0,81+0,37 1,56+0,32
Bz+Rv (2+3) 0,42+0,25 1,05+0,09 1,45+0,16
Bz+Rv (1+4) 0,15+0,07 1,015+0,26 1,16+0,19
Rv
(monoterapia) 0 1 1
Média 0,52+0,29 0,79+0,32 1,31+0,21

Da mesma forma, o isobolograma representado na figura 19 mostra a auséncia

de interacdo entre Bz e Rv, resultando em efeito aditivo.
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Figura 19 — Isobolograma representativo da interacéo in vitro entre benznidazol e ravuconazol
contra amastigotas da cepa Colombiana do Trypanosoma cruzi. Os nimeros na abcissa representam os

FICs da IC50 do ravuconazol e os na ordenada, do benznidazol. Os dados representam a média de 2
experimentos independentes.

Considerando os valores de 1C-50 obtidos para as diferentes misturas de Bz e Rv

e ainda os valores relativos a viabilidade das células H9c2 quando incubadas com esses
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farmacos (Figura 14), sdo sempre obtidos valores de indice de seletividade superiores a
50, demonstrando a auséncia de toxicidade in vitro das combinagGes de benznidazol e
ravuconazol.

Em conjuntos os resultados evidenciaram a importancia do estudo das
combinacbes de Rv e Bz em modelos de infeccdo por T. cruzi in vitro. Ainda,
forneceram evidéncias para a avaliacdo de combinacdes de Bz e Rv in vivo, pois apesar
de ndo haver uma interacdo sinérgica entre esses compostos, ndo ha também

antagonismo e o efeito aditivo pode ser considerado um efeito positivo.

6.2.2. Avaliacdes in vivo ravuconazol (E1224- prd-droga) em monoterapia e em

combinacéo com o benznidazol

Inicialmente foi avaliada a atividade tripanocida do E1224, a pré-droga do
ravuconazol em monoterapia. O primeiro experimento foi desenhado para definir as
doses de E1224 capazes de induzir cura parasitolégica em camundongos infectados pela
cepa Y de T. cruzi. Os animais foram tratados por 20 dias consecutivos, a partir do 4°
dia de infeccdo, utilizando 10, 20, 30, 40 ou 50mpk de E1224; sendo cada dose dividida
em 2 administracdes diarias. Essas concentracdes de E1224 foram escolhidas com base
nas doses utilizadas por Urbina et al. (2003) e na massa de ravuconazol contida na pro-
droga.

Todas as doses de E1224 testadas (10, 20, 30 40 e 50 mpk) induziram supressao
da parasitemia a partir do primeiro dia de tratamento (Figura 20). O inserto da figura 19
representa as medias de parasitemia quando excluido o grupo infectado e néo tratado,
possibilitando assim a visualizacdo da parasitemia dos grupos E1224 e Bz durante todo
0 periodo de tratamento. Em funcdo da potente supressdo da parasitemia, 0 E1224, em
todas as doses avaliadas, garantiu protecdo completa contra a mortalidade, sendo o
mesmo efeito observado com o Bz na dose de 100mpk. De forma diferente, 100% dos

animais infectados e nédo tratados, morreram em um prazo de 18 dias de infec¢éo.
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Figura 20: Eficacia do E1224 e Bz em suprimir a parasitemia de camundongos infectados pela cepa
Y do Trypanosoma cruzi. Média e desvio padrdo da parasitemia dos animais inoculados pela via
intraperitoneal com 5x10*formas tripomastigotas da cepa Y do Trypanosoma cruzi e tratados por 20 dias
consecutivos, a partir do 4° dia de infecgdo com E1224 ou Bz. Bz-benznidazol na dose de 100mg/kg de
peso corporal; E1224-pré-farmaco do ravuconazol nas doses de 10 mg/kg de peso corporal (a dose de
10mg/kg € representativa de todas as outras doses de E1224 utilizadas, pois todas induziram a supressao
da parasitemia). CI-grupo controle infectado e ndo tratado. O inserto representa as médias de parasitemia
para Bz e E1224-10mpk quando excluidas da analise as médias de parasitemia dos animais infectados e
ndo tratados, a fim de possibilitar a visualizagdo de baixos niveis parasitémicos.

O tratamento com E1224 foi bem tolerado e ndo foram observadas reacGes
adversas, como queda de pelos ou alteragdo de comportamento. Além disso, ambos 0s
farmacos protegeram os animais da perda de peso provocada pela infeccdo. A figura 21
mostra a curva ponderal dos animais tratados com 10 ou 50 mpk de E1224,
comparativamente ao tratamento com Bz e com os animais controle infectados e ndo
tratados. A partir do 9° dia apds a infeccdo, observou-se uma queda brusca no peso nos
animais ndo tratados, que coincide com a elevada parasitemia e posterior mortalidade.
Ja os animais tratados ndo apresentaram queda de peso, apenas uma prevencdo do ganho
que foi observado para o grupo nédo infectado. Nao houve diferenca estatistica entre o
ganho de peso dos animais tratados e ndo infectados. Apds o término do tratamento,
houve tendéncia de maior ganho de peso, especialmente para os animais tratados com a
maior dose de E1224, 50mpk (Figura 21).
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Figura 21: Curva ponderal dos animais tratados com E1224 ou benznidazol. Média e desvio padrao
do peso médio (em gramas) dos animais inoculados pela via intraperitoneal com 5x10° formas
tripomastigotas da cepa Y do Trypanosoma cruzi e tratados por 20 dias consecutivos, a partir do 4° dia de
infeccdo com E1224 ou Bz. Bz-benznidazol na dose de 100mg/kg de peso corporal; E1224-pro-farmaco
do ravuconazol nas doses de 10 e 50 mg/kg de peso corporal. CI-grupo controle infectado e nio tratado.
CNI - grupo controle ndo infectado. mpk- mg/kg de peso corporal.

ApoOs o tratamento houve reativacdo natural da parasitemia em um animal
tratado com Bz e um tratado com E1224-50mpk. Apds o periodo de imunossupressao,
detectou-se parasitos circulantes em apenas um animal do grupo tratado com E1224-

20mpk; nos demais ndo houve reativacao da parasitemia (Tabela 14).

A tabela 14 resume os dados de mortalidade e reativacdo da parasitemia e indica
os resultados dos ensaios de PCR realizados apds extracdo do DNA de amostras de
sangue coletadas 30 e 180 dias apds o tratamento. Identificaram-se indices de cura de
71,42% (tratamento com E1224-20 e 40mpk) a 85,72% (tratamento com E1224-30 e
50mpk e Bz-100mpk). A dose de E1224-10mpk induziu 100% de cura demonstrando a
auséncia de efeito dose-dependente dentro da faixa de concentracbes de E1224

utilizada.
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Tabela 14: Eficacia do tratamento com E1224 ou benznidazol na fase aguda da infeccdo de
camundongos pela cepa Y de Trypanosoma cruzi.

N de ensaios Total de
Grupo N de animais N° de ESF de PCR testes
P vivos/n®total®  negativos/n? total negativos/n® negativos/
total n? total’(%)
Nao infectado 77 - - -

Infectado e néo tratado 0/7 0/7 0/6 0/6 (0%)
Bz-100mpk 717 6/7 6/6 6/7 (85,7%)
E1224 — 10mpk 17 17 17 7/7 (100%)
E1224 — 20mpk 717 6/7 1/6 5/7 (71,4%)
E1224 — 30mpk 717 717 6/7 6/7 (85,7%)
E1224 — 40mpk 717 717 5/7 5/7 (71,4%)
E1224 — 50mpk 717 6/7 6/6 6/7 (85,7%)

Os animais foram inoculados pela via intraperitoneal com 5x10° formas tripomastigotas da cepa Y do
Trypanosoma cruzi e tratados por 20 dias a partir do 4° dia de infeccdo. mpk-miligramas de farmaco/kg
de peso corporal; Bz- benznidazol; *A mortalidade foi avaliada até 30 dias apés o tratamento. “Total de
testes negativos realizados 30 e 180 dias ap6s o tratamento.

A analise comparativa dos niveis de anticorpos 1gG e sub-classe IgG1 anti-T.
cruzi entre os grupos foi realizada em amostras coletadas 30 e 180 dias apds o
tratamento. Uma vez que a mortalidade foi de 100% no grupo de animais infectados e
ndo tratados, dois soros de animais infectados com um subindculo da cepa Y foram
incluidos quando da realizacdo da técnica de ELISA, a fim de permitir a comparacéo
com os niveis de anticorpos detectados no soro dos animais tratados. Os niveis de 1gG
total 30 dias ap0s o tratamento foram semelhantes entre os diferentes grupos tratados e
significativamente menores (p<0.001) do que aqueles detectados nos soros dos animais
do grupo controle infectado, mas ainda superiores aos detectados no soro dos animais
saudaveis, exceto para os camundongos tratados com 10mpk de E1224, cujos niveis de
IgG foram similares ao grupo nédo infectado (Figura 22A). Ja aos 180 dias apds o
tratamento, todos os grupos permaneceram com niveis de IgG menores do que o
observado para os animais infectados e nédo tratados (p<0,0001); adicionalmente, os
animais tratados com E1224 nas doses de 40 e 50mpk e com Bz-100mpk apresentaram
niveis similares aos observados para os animais saudaveis (Figura 21 A). De forma
diferente, 180 dias apds o tratamento, todos os animais tratados apresentaram niveis de
anticorpos da subclasse 1gG1 similares aos dos animais saudaveis (p>0.05) e
significativamente menores (p<0.001) do que os niveis detectados no soro dos animais

incluidos no grupo controle infectado, exceto para o grupo tratado com Bz, cujos niveis

70



Resultados

de IgG foram similares aos obsercados para os animais infectados e nao tratados (Figura
22B).
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Figura 22: Niveis de anticorpos IgG (A) e IgG1 (B), detectados por ELISA, no soro de animais
infectados ou nio e tratados com E1224 ou benznidazol, 30 e 180 dias apds o tratamento. Os
camundongos foram inoculados pela via intraperitoneal com 5x10*formas tripomastigotas da cepa Y do
Trypanosoma cruzi e tratados por 20 dias consecutivos, a partir do 4° dia de infec¢do com E1224 ou Bz.
Bz-benznidazol na dose de 100mg/kg de peso corporal; E1224-pro-farmaco do ravuconazol nas doses de
10, 20, 30, 40 e 50mg/kg de peso corporal. Cl—grupo controle infectado e nao tratado. DAT- Dias apos o
tratamento. Obs: os soros dos animais do grupo controle infectado (CI) foram obtidos de animais
infectados com indculos baixos da cepa Y. Os * indicam semelhanga (p>0.05) com o grupo ndo infectado
e 0 indica diferenca (p< 0,001) com relagdo ao grupo infectado e ndo tratado para os mesmos periodos de
avalia¢do.

Em seguida foi avaliado o impacto do tratamento com E1224 e benznidazol no
desenvolvimento/evolucdo da miocardite induzida pela infecgdo. Em concordancia com
a potente atividade dos farmacos no tratamento da infeccdo aguda de camundongos
infectados pela cepa Y, niveis similares de nacleos celulares foram quantificados entre
0s animais infectados e tratados com E1224 e aqueles n&o infectados. De forma
diferente, nos animais tratados com Bz o numero de nucleos celulares detectados no
tecido muscular cardiaco foi significativamente maior em relacdo aos animais tratados

com E1224 e aqueles do grupo controle ndo infectado (Figura 23).
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Figura 23: Numero de nucleos celulares no miocardio de camundongos infectados pela cepa Y e
tratados ou ndo com benznidazol ou E1224. Os camundongos foram inoculados pela via intraperitoneal
com 5x10%formas tripomastigotas da cepa Y do Trypanosoma cruzi e tratados por 20 dias consecutivos, a
partir do 4° dia de infecgdo com E1224 ou Bz. Bz-benznidazol na dose de 100mg/kg de peso corporal;
E1224-pré-farmaco do ravuconazol nas doses de 10, 20, 30, 40 e 50-mg/kg de peso corporal. mpk-mg/kg
de peso corporal. Cl-grupo controle infectado e ndo tratado. CNI-grupo controle ndo infectado e nédo
tratado. * indica diferenca estatistica em relagdo ao grupo nao infectado ao nivel de p<0,0001.

Considerando a eficacia do E1224 sobre a cepa Y, 0 passo seguinte foi a
avaliacdo do efeito do tratamento com E1224 na infec¢do de camundongos pelas cepas
Colombiana e VL-10, ambas resistentes ao tratamento com Bz.

Uma vez que as cepas Colombiana e VL-10 sdo resistentes ao tratamento com
Bz, os animais foram tratados com a dose mais alta de E1224, 50mpk. Além disso,
nestes experimentos o tratamento foi iniciado no 4° dia apds a infeccdo, permitindo,
assim, uma avaliacdo comparativa com resultados da avaliacdo de outros compostos da

mesma classe, publicados anteriormente por outros autores.

O tratamento com E1224 foi efetivo em suprimir a parasitemia, tanto dos
animais infectados com a cepa Colombiana, quanto naqueles inoculados com a cepa
VL-10, normalmente apds a administracdo da primeira dose do farmaco. Este mesmo
resultado foi observado no tratamento de animais infectados pela cepa Colombiana que
receberam Bz. De forma diferente, nos animais infectados pela cepa VL-10 a supressao

da parasitemia pelo Bz ocorreu apenas a partir do 8° dia de tratamento. Além disso, os
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diferentes tratamentos foram eficazes em suprimir a mortalidade dos animais infectados
com a cepa Colombiana (ndo foi observada mortalidade entre os animais infectados e
ndo tratados com a cepa VL-10). De forma diferente dos resultados observados no
tratamento dos animais infectados pela cepa Y, ap0s o término do tratamento o parasito
ou o seu DNA foram detectados no sangue de todos os animais infectados pelas cepas
Colombiana e VL-10, indicando que o farmaco avaliado foi ineficaz em induzir cura na
infeccdo murina causada por essas populagdes de T. cruzi nos regimes terapéuticos
avaliados. Resultados similares foram observados em relacdo ao tratamento com Bz,
apesar de ter sido detectado 25% (2 de 8) de cura entre os animais infectados pela cepa
Colombiana (Tabela 15).

73



Resultados

Tabela 15: Eficacia do tratamento com E1224 ou benznidazol na fase aguda da infeccdo de
camundongos pelas cepas Colombiana e VL-10 de Trypanosoma cruzi.

Parametros de Avaliacdo

Reativacéo da

Grupos experimentais parasitemia ou PCR+2

N2 de vivos/ n®total Supressdo da

Parasitemia %)
Cepa Colombiana

E1224-50mpk 10/10 10/10 10/10 (100%)
Bz-100mpk 8/8 8/8 6/8 (75%)
Cl 217 0r7 7/7 (100%)

Cepa VL-10

E1224-50mpk 717 707 7/7(100%)
Bz-100mpk 7 77 717 (100%)
Cl 7 0r7 717 (100%)

Os animais foram inoculados pela via intraperitoneal com 5x10° formas tripomastigotas das cepas
Colombiana ou VL-10 do Trypanosoma cruzi e tratados por 20 dias a partir do 4° dia de infeccdo com
50mpk de E1224, 100mpk de benznidazol (Bz). ClI — grupo controle infectado e ndo tratado. mpk-
miligramas de farmaco/kg de peso corporal. *A mortalidade foi avaliada até 30 dias apds o tratamento.
*Total de testes negativos realizados 30 e 180 dias ap6s o tratamento.

Em decorréncia da falha terapéutica do E1224 observada nos animais infectados
pelas cepas Colombiana e VL-10, um novo experimento foi realizado para a avaliagcdo
do efeito do tratamento do E1224 em combinagdo com o Bz em animais infectados pela
cepa Colombiana. Considerando a resisténcia dessa cepa a ambos 0s farmacos e aos
resultados da avaliacdo in vitro mostrada anteriormente, foram escolhidas as maiores
doses e % da maior dose de cada farmaco para a administracdo combinada. Desta forma,
os animais foram tratados a partir do 4° dia de infeccdo com 37,5 e 50mpk de E1224,

isoladamente ou associados a 75 e 100mpk de Bz, respectivamente.

O E1224 foi bem tolerado e ndo se observou queda de pelos ou alteragdes
comportamentais em nenhum animal. A curva ponderal dos animais submetidos aos
diferentes esquemas terapéuticos mostrou que a média de peso dos animais tratados
com Bz ficou préxima a média observada para 0s animais nao infectados (Figura 24A).
Ja o tratamento com E1224 isoladamente foi capaz de prevenir a perda de peso
observada nos animais infectados e ndo tratados. A utilizacdo de Bz-100 mpk em
combinagdo com E1224-50mpk, retardou o ganho de peso dos animais nos primeiros 10

dias de tratamento. Entretanto, apds o término do tratamento o peso foi recuperado, de
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maneira diferente ao observado nos animais infectados e ndo tratados. De qualquer
forma, os valores de peso para os animais tratados foram similares aos observados para
o0s animais nao infectados. A figura 24B mostra o ganho de peso dos camundongos ap6s
o tratamento, que foi calculado subtraindo-se o peso no ultimo dia de tratamento do
peso observado 15 dias apds o tratamento. Em todos os grupos tratados o ganho de peso
foi significativamente maior quando comparado aos camundongos infectados e néo

tratados.
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Figura 24: Curva ponderal (A) e ganho de peso (B) dos animais inoculados com a cepa Colombiana
de Trypanosoma cruzi e tratados a partir do 4° dia com E1224-50mpk e Bz (benznidazol) 100mpk,
isoladamente ou em combinagéo. Os animais foram inoculados pela via intraperitoneal com 5x10°
formas tripomastigotas da cepa Colombiana de Trypanosoma cruzi e tratados por 20 dias consecutivos, a
partir do 4° dia de infeccdo com benznidazol e E1224 isoladamente ou em combinagdo (Bz100+E1224-
50mpk). mpk-miligramas de farmaco/kg de peso corporal; Bz- benznidazol; Cl-grupo controle infectado e
ndo tratado; CNI-grupo controle ndo infectado e ndo tratado. O ganho de peso foi calculado através da
diferenca do peso 15 dias apds o tratamento menos o peso do Ultimo dia de tratamento. Letras diferentes
significam diferenca estatistica; p=0,0032.

O tratamento com E1224 e Bz, tanto isoladamente como em combinacgéo, foi
capaz de suprimir a parasitemia durante o periodo de tratamento (Figura 25), bem como
proteger todos os animais tratados da mortalidade que acometeu 75% do grupo néo
tratado em um periodo de até 30 dias ap6s o término do tratamento. Entretanto, o
parasito ou o seu DNA foram detectados no sangue periférico dos animais que
receberam os diferentes esquemas de tratamento em monoterapia, exceto em dois dos
animais tratados com 100mpk de Bz. De forma diferente, o tratamento em combinagéo
induziu cura parasitoldgica em 40% (4 de 10) e em 100% (10 de 10) dos animais
tratados com 37,5+75mpk ou 50+100mpk de E1224+Bz, respectivamente (Tabela 16).
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Figura 25: Eficicia do E1224 e Bz, isoladamente ou em combina¢do, em suprimir a parasitemia de
camundongos infectados pela cepa Colombiana de Trypanosoma cruzi. Média e desvio padrdo da
parasitemia dos animais inoculados pela via intraperitoneal com 5x10*formas tripomastigotas da cepa
Colombiana do Trypanosoma cruzi e tratados por 20 dias consecutivos, a partir do 4° dia de infec¢do com
E1224-50mpk e E1224-37,5mpk e/ou Bz-100mpk e Bz-75mpk, isoladamente e em combinagdo. Bz-
benznidazol; E1224-pro-farmaco do ravuconazol. mpk-mg/kg de peso corporal. Cl-grupo controle
infectado e ndo tratado. O inserto representa as médias de parasitemua dos grupos tratados quando
excluidas as médias do grupo infectado e ndo tratado.
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Tabela 16: Eficacia do tratamento com E1224 e benznidazol, isoladamente e em combinacdes, a
partir do 4° dia da infeccao de camundongos pela cepa Colombiana de Trypanosoma cruzi.

_ N de dias para N2 de resultados de PCR
N® de vivos/ o .
Grupo o L reativacao da negativos/n? total
n® total L,
parasitemia
Infectado e nédo
2/8 - 0/8 (0%)
tratado
Bz-100mpk 8/8 24,16+10,89 2/8 (25%)
E1224-50mpk 9/10 28,85+3,98 0/10 (0%)
Bz+E1224
10/10 ND 10/10 (100%)
(100+50mpk)
Bz -75mpk 717 19,00+3,60 0/7 (0%)
E1224 - 37.5mpk 717 18,40+3,79 0/7 (0%)
Bz +1224
1/10 37,75+7,63 4/10 (40%)
(75+37.5mpk)

Os animais foram inoculados pela via intraperitoneal com 5x10° formas tripomastigotas da cepa
Colombiana do Trypanosoma cruzi e tratados por 20 dias a partir do 4° dia de infeccio. mpk-miligramas
de droga/quilograma de peso corporal; Bz- benznidazol; ND-ndo detectado.'A mortalidade foi avaliada
até 60 dias ap6s o tratamento.  Picos méximos de parasitemia observados até 60 dias de infecgdo. Todos
os resultados apresentados como médiatdesvio padréo.

Por outro lado, mesmo quando o tratamento ndo foi capaz de induzir cura
parasitolégica, os niveis de parasitemia observados nos animais tratados foram
significativamente menores (p<0,0001) do que aqueles observados nos animais
infectados e ndo tratados (Figura 26). Esses resultados demonstram a reducdo na carga
parasitaria induzida pelo tratamento com E1224 e Bz, em monoterapia e em

combinacao.
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Figura 26: Atividade anti- T. cruzi do benznidazol e E1224, administrados em monoterapia ou
combinacdo, a partir do 4° dia de infeccdo de camundongos pela cepa Colombiana. Os animais
foram inoculados pela via intraperitoneal com 5x10° formas tripomastigotas da cepa Colombiana de
Trypanosoma cruzi e tratados por 20 dias consecutivos, a partir do 4° dia apés a inoculagdo, com
benznidazol (100mpk e 75mpk) e E1224 (50mpk e 37,5mpk), isoladamente ou em combinacdo
(Bz100+E1224-50mpk). mpk-miligramas de farmaco/kg de peso corporal; Bz- benznidazol; Cl-grupo
controle infectado e ndo tratado; CNI-grupo controle ndo infectado e ndo tratado. Os * indicam diferenca
estatistica em relacdo ao grupo infectado e ndo tratado ao nivel de p<0,0001.

Os resultados das dosagens dos anticorpos da classe 1gG e do isotipo IgG1 anti-
T. cruzi nos soros dos animais foram concordantes com aqueles obtidos na avaliacédo
parasitologica. Tanto os niveis de 1gG quanto os de IgG1l se mantiveram estaveis, ou
apresentaram uma ligeira queda nos soros dos animais que apresentaram resultados
negativos nos exames parasitologicos. Além disso, os niveis de absorbancia foram
préximos aos detectados nos soros dos animais saudaveis. De forma diferente a
evolucgéo dos niveis de anticorpos nos soros dos animais com resultados positivos nos
testes parasitologicos foi semelhante aos dos animais infectados e nédo tratados,

mostrando uma tendéncia de elevacdo apos o tratamento (Figura 27 A e B).
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Figura 27: Impacto do tratamento com benznidazol e/ou E1224, administrado a partir do 4° dia de
infec¢do, na resposta imune humoral. Niveis de anticorpos 1gG (A) e IgG1 (B) detectados no soro dos
animais infectados pela cepa Colombiana de Trypanosoma cruzi e tratados com E1224 (50 e 37,5 mpk)
ou benznidazol (100 e 75mpk) em monoterapia e em combinagdo. O tratamento foi iniciado no 42 dia
apos a infeccdo e administrado por 20 dias consecutivos. 30 DAT- 30 dias apés o tratamento (cierculos
vermelhos); 180DAT - 180 dias apés o tratamento (circulos azuis). CNI-grupo controle ndo infectado,
CINT- grupo controle infectado e ndo tratado. mpk — mg de farmaco/kg de peso.

Tendo em vista a eficacia terapéutica da combinacdo de Bz e E1224 no

tratamento da infeccdo pela cepa Colombiana quando a terapia foi iniciada aos 4 dias

apos a inoculacdo, o passo seguinte foi avaliar 0s mesmos esquemas terapéuticos

quando utilizados em um protocolo mais estringente. Nesse novo protocolo, o
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tratamento foi iniciado 10 dias ap6s a inoculacdo, quando a infeccdo estd bem
estabelecida e os animais apresentam niveis ascendentes de parasitemia.

O E1224, de forma similar ao Bz, foi capaz de proteger todos os animais contra
a mortalidade (75% no grupo ndo tratado) e controlar a parasitemia durante o periodo de
tratamento, independente do esquema terapéutico utilizado. N&o houve diferenca
significativa (p>0,01) no nimero de dias necessario para ocorrer a supressdo da
parasitemia nos animais tratados com as diferentes doses, 0 que ocorreu entre 4 a 6 dias

apos o inicio do tratamento (Figura 28).
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Figura 28: Eficacia do E1224 e Bz, isoladamente ou em combinac¢io, em suprimir a parasitemia de
camundongos infectados pela cepa Colombiana de Trypanosoma cruzi. Média e desvio padrdo da
parasitemia dos animais inoculados pela via intraperitoneal com 5x10*formas tripomastigotas da cepa
Colombiana do Trypanosoma cruzi e tratados por 20 dias consecutivos, a partir do 10° dia de inoculagio,
com E1224-50mpk e E1224-37,5mpk e/ou Bz-100mpk e Bz-75mpk, isoladamente e em combinagdo. Bz-
benznidazol; E1224-pro-farmaco do ravuconazol. mpk-mg/kg de peso corporal. Cl-grupo controle
infectado e ndo tratado. O inserto representa as médias de parasitemua dos grupos tratados quando
excluidas as médias do grupo infectado e nao tratado.

Adicionalmente, os diferentes tratamentos ndo induziram perda de peso em
nenhum animal, sendo o ganho de peso ap0s o tratamento significativamente maior nos
grupos tratados quando comparados ao grupo controle infectado e néo tratado. Por outro
lado, as médias de peso, durante o periodo avaliado, foram significativamente menores

do que as observadas nos animais saudaveis (Figura 29).
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Figura 29: Curva ponderal (A) e ganho de peso (B) dos animais inoculados com a cepa Colombiana
de Trypanosoma cruzi e tratados a partir do 10° dia com E1224-50mpk e Bz (benznidazol) 100mpk,
isoladamente ou em combinagdo. Os animais foram inoculados pela via intraperitoneal com 5x10°
formas tripomastigotas das cepas Colombiana do Trypanosoma cruzi e tratados por 20 dias consecutivos,
a partir do 10° dia de inoculagdo, com benznidazol e E1224 isoladamente ou em combinagéo
(Bz100+E1224-50mpk). mpk-miligramas de farmaco/kg de peso corporal; Bz- benznidazol; Cl-grupo
controle infectado e ndo tratado; CNI-grupo controle ndo infectado e ndo tratado. O ganho de peso foi
calculado através da diferenca do peso 15 dias apds o tratamento menos o peso do Ultimo dia de
tratamento.

Apesar da potente supressdo da parasitemia (Figura 28) e protecdo contra a
mortalidade, detectou-se reativacdo da parasitemia em todos os animais ap0s o término
do tratamento. De maneira curiosa, nos grupos tratados com E1224, tanto na dose de 50
mpk como 37,5mpk, a reativacdo ocorreu mais precocemente do que foi observado para

0s animais tratados com Bz (Tabela 17).
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Tabela 17: Efeito do tratamento com benznidazol ou E1224, em monoterapia ou em combinacao, a
partir do 102 dia do tratamento de camundongos infectados pela cepa Colombiana de Trypanosoma

cruzi.

] N° de dias para N° de resultados de PCR
No de vivos/ L .
Grupo L reativacéo da negativos/n°total (%0)
n°total L,
parasitemia
Infectado e néo
2/8 - 0/8 (0%)
tratado
Bz-100mpk 717 22,14+4,94 0/7 (0%)
E1224-50mpk 717 10,17+3,50 0/7 (0%)
Bz+E1224
717 29,51+3,35 0/7 (0%)
(100+50mpk)
Bz -75mpk 717 23,45+4,42 0/7 (0%)
E1224 - 37.5mpk 717 10,28+1,11 0/7 (0%)
Bz +1224
717 28,57+4,85 0/7 (0%)
(75+37.5mpk)

Os animais foram inoculados pela via intraperitoneal com 5x10 *formas tripomastigotas da cepa
Colombiana do Trypanosoma cruzi e tratados por 20 dias a partir do 10° dia de infeccdo. mpk-miligramas
de droga/quilograma de peso corporal; Bz- benznidazol;:ND-n&o detectado.'A mortalidade foi avaliada até
30 dias ap6s o tratamento. “Picos maximos de parasitemia observados até 60 dias de infecgdo.Todos os
resultados apresentados como médiatdesvio padrao.

De qualquer forma, os niveis de parasitemia atingidos ap0s a reativacdo e
avaliados até 30 dias apds o término do tratamento, foram significativamente menores
(p<0,0001) do que aqueles observados nos animais nédo tratados, no mesmo periodo
(Figura 30).
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Figura 30: Atividade anti- Trypanosoma cruzi do benznidazol e E1224, administrados em
monoterapia ou combinacdo, a partir do 10° dia de infeccdo de camundongos pela cepa
Colombiana. Os animais foram inoculados pela via intraperitoneal com 5x10° formas tripomastigotas da
cepa Colombiana do Trypanosoma cruzi e tratados por 20 dias consecutivos, a partir do 10° dia de
infeccdo com benznidazol (100mpk e 75mpk) e E1224 (50mpk e 37,5mpk), isoladamente ou em
combinacdo (Bz100+E1224-50mpk). mpk-miligramas de farmaco/kg de peso corporal; Bz- benznidazol;
Cl-grupo controle infectado e ndo tratado; CNI-grupo controle ndo infectado e nédo tratado. Os * indicam
diferenca estatistica em relagdo ao grupo infectado e ndo tratado ao nivel de p<0,0001.

Também nesta avaliacdo, a evolucdo dos niveis de anticorpos anti-T. cruzi da
classe 1gG e da subclasse IgG1l no soro dos camundongos foi concordante com 0s
resultados dos testes parasitologicos. Apos o término do tratamento (30 dias apos o
tratamento) os niveis de anticorpos foram significativamente menores do que aqueles
detectados no soro dos animais do grupo controle infectado e ndo tratado. Entretanto,
apos este periodo foi observado um aumento destes anticorpos, que atingiram niveis
similares aos dos animais infectados e ndo tratados 180 dias ap6s o tratamento (Figura
31 AeB).
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Figura 31: Impacto do tratamento com benznidazol e/ou E1224, administrado a partir do 10° dia de
infec¢cdo, na resposta imune humoral. Niveis de anticorpos 1gG (A) e 1gG1 (B) detectados no soro dos
animais infectados pela cepa Colombiana de Trypanosoma cruzi e tratados com E1224 (50 e 37,5 mpk)
ou benznidazol (100 e 75mpk) em monoterapia e em combinacdo. O tratamento foi iniciado no 10° dia
apo6s a infecgdo e administrado por 20 dias consecutivos. 30DAT- 30 dias apds o tratamento (circulos
vermelhos); 180 DAT: 180 dias ap0s o tratamento (circulos azuis). CNI-grupo controle ndo infectado,
CINT- grupo controle infectado e ndo tratado. mpk — mg de farmaco/kg de peso.

Os resultados apresentados demonstram a potente atividade do E1224 em
induzir cura parasitologica em animais infectados pela cepa Y de T. cruzi e indicam a
necessidade de utilizacdo de protocolos mais estringentes, especialmente em relacdo a

escolha das cepas do parasito, ao periodo da infeccdo para o inicio do tratamento e ao
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esquema terapéutico utilizado para a avaliacdo de atividade anti-T. cruzi de novos

compostos ou novas estratégias de tratamento.
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Discussao

Muitos avancos foram alcancados no controle da doenca de Chagas em diversas
regides, entretanto ha a necessidade de desenvolver novas estratégias terapéuticas mais
eficientes, seguras e acessiveis para o tratamento da infeccdo por T. cruzi,
particularmente na fase crénica da doenca (Urbina et al, 2009).

A pesquisa de novos medicamentos para doencga de Chagas foi negligenciada por
muitos anos. Além da falta de interesse por parte das industrias farmacéuticas devido a
relacdo histérica da enfermidade com a pobreza, o reconhecimento da associacdo das
lesbes da fase cronica essencialmente a componentes auto-imunes (Cunha Neto e Kalil,
1996), desestimulou os estudos acerca do tratamento etioldégico. Porém, a partir da
compreensdo da importancia da presenca de T. cruzi como desencadeador e mantenedor
do processo patolégico, aliada a avancos substanciais na compreensao da fisiologia e
bioquimica do agente etioldgico, bem como dos mecanismos patogénicos, novo vigor
foi dado aos estudos de novos alvos e estratégias terapéuticas para a parasitose. Nos
ultimos anos, diversos estudos apresentaram novos compostos com atividade anti-T.
cruzi promissora, ou mesmo uma nova abordagem para aqueles ja existentes, (Nogueira
e Silva et al., 2008; Buckner et al., 2011; 2012; Maximiano et al., 2011; Bahia et al.,
2013; Soeiro et al., 2013).

Particularmente um conjunto de farmacos tem se destacado por apresentar
potente atividade anti-T. cruzi; sdo os inibidores da C-14a-demetilase (CYP51). O
blogqueio dessa enzima leva a deplecdo da sintese de ergosterol, um esterol de membrana
que é essencial para o parasito. Além disso, causa o0 acimulo de intermediarios toxicos,
sendo letal em organismos unicelulares. T. cruzi depende exclusivamente da sintese
enddgena desse lipidio para sua proliferagdo e sobrevivéncia, ja que ndo consegue
utilizar o aporte de colesterol do hospedeiro vertebrado. Dentre outros inibidores da
CYP51 (Soeiro et al., 2013; Lepescheva et al., 2011), os compostos azélicos de
geracbes mais recentes, desenvolvidos originalmente como antifingicos para o
tratamento de micoses sistémicas (Urbina et al., 2009), tém se mostrado promissores
como alternativas para o tratamento da doenca de Chagas, por apresentarem potente
atividade anti-T. cruzi e ainda propriedades farmacocinéticas favoraveis para o
tratamento de infeccGes sistémicas em mamiferos (Urbina et al 2010). No entanto, ha a
possibilidade do desenvolvimento de resisténcia do patdgeno a esses farmacos no caso
do uso prololongado, devido a alguns mecanismos ja bem descritos em fungos

(Lepesheva et al., 2007), sendo observada in vitro, através da indugdo de resisténcia a
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derivados azélicos mediada pelo cultivo do parasito com fluconazol (Buckner et al.,
1998).

Dois derivados azolicos apresentaram atividade anti-T. cruzi comprovada em
modelos pré-clinicos, o posaconazol e o ravuconazol (e o seu pro-farmaco, E1224).
Diversos estudos ja comprovaram a potente atividade anti-T. cruzi do posaconazol in
vitro (Urbina et al., 1998; Molina et al., 2000; Benaim et al., 2006, dos Santos et al.,
2012) ou in vivo (Molina et al., 2000, Cencig et al., 2012, Ferraz et al., 2007; Olivieri et
al., 2010). Esse composto induz efeito curativo nas fases aguda e crénica da infeccéo
experimental por T. cruzi (Molina et al 2000) e em um caso de infeccdo humana
(Pinazo et al, 2010). Entretanto, apresenta um alto custo de producdo devido a
complexidade da molécula (Diniz et al., 2013) e induz reacfes adversas que incluem
nauseas, vomito, dor de cabeca, dor abdominal e diarréia (Lepesheva et al, 2013). Ja o
ravuconazol apresenta potente atividade anti- T. cruzi in vitro (Urbina et al., 2003);
entretanto, sua agdo in vivo no modelo de infeccdo aguda em camundongos e cées foi
limitada (Urbina et al., 2003; Diniz et al., 2010). O E1224 ¢é o pro-farmaco do
ravuconazol, que, ap6s metabolizacdo hepatica, € convertido a ravuconazol, levando ao
aumento da absorcdo e biodisponibilidade do farmaco (http://www.dndi.org/diseases-
projects/portfolio/azoles-e1224.html).

Os dados promissores acerca da atividade desses compostos em modelos de
avaliacdo de eficacia terapéutica na infeccdo por T. cruzi in vitro contribuiram para a
avaliacdo do posaconazol e do E1224 em ensaios clinicos de fase Il (prova de conceito)
para 0  tratamento  etiolégico da doenca de  Chagas  cronica
(http://clinicaltrials.gov/show/NCT01377480 e
http://clinicaltrials.gov/show/NCT01489228). Recentemente foram divulgados os
resultados preliminares desses ensaios; embora ambos 0os compostos tenham presentado
perfis de seguranca e tolerabilidade favoraveis, os niveis de falha terapéutica foram
superiores a 90% (Molina, 2012; Torrico, 2013). Esses resultados evidenciaram ainda
mais a necessidade por novas estratégias terapéuticas a serem desenvolvidas utilizando
o0 arsenal de compostos que apresentem atividade anti-T. cruzi.

Considerando esses antecedentes, o presente trabalho buscou avaliar a eficacia
terapéutica do Bz quando combinado ao posaconazol ou ao E1224 no tratamento da
infeccdo experimental aguda por T. cruzi. Alem disso, foram estudados os efeitos da

utilizagdo combinada do Bz com Rv sobre a infeccdo por diferentes cepas, in vitro.
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Os resultados evidenciaram o beneficio da utilizagdo do Bz em combinacdo com
0 Ps no tratamento da infeccdo pela cepa Y de T. cruzi e forneceram indicios que a
associacdo desses farmacos poderia possibilitar a redugdo nas concentragcdes dos
farmacos administradas, ou mesmo no ndmero de doses necessarias para a obtencdo do
mesmo efeito contra o parasito obtido com as doses 6timas de cada composto. Esta
estratégia poderia permitir a reducdo da toxicidade e dos custos do tratamento. Além
disso, a utilizacdo de dois farmacos que atuem em diferentes vias metabolicas ou alvos
do parasito contribui para diminuir a chance de desenvolvimento de resisténcia. Altos
niveis de atividade in vivo foram observados para Bz e Ps, conferindo completa
protecdo contra a morte em animais infectados quando utilizados nas doses de 100 e 20
mpk, respectivamente. Foi observado efeito de dose-dependéncia, j& que o tratamento
de camundongos com doses menores foi incapaz de induzir cura parasitologica ou
protecdo total contra a morte. Esses dados corroboram os achados de outros autores
(Filardi e Brener, 1987; Molina et al., 2000; Olivieri et al., 2010). Quando uma
avaliagdo rigorosa do efeito curativo do Bz e do Ps usados isoladamente e em
combinacéo foi realizada até 180 dias ap6s o término do tratamento, confirmou-se que o
uso concomitante de doses sub-6timas dos farmacos administradas por 20 dias foi capaz
de prevenir a morte dos animais e induziu cura parasitolégica com eficacia igual ou
superior a observada quando os farmacos foram administrados isoladamente, mesmo em
doses Otimas. Especialmente interessantes foram os resultados da combinacdo das
menores doses de cada farmaco (Ps 5 e Bz 25). A dose de 25mpk de Bz ndo é eficaz em
induzir cura em animais infectados pela cepa Y e o tratamento com 5mpk de Ps induziu
apenas 10% de cura. Quando essas doses foram administradas em combinagédo, 0s
niveis de cura aumentaram para 60%, mostrandoo claramente a interacdo positiva entre
0s dois compostos.

A administracdo sequencial de doses 6timas pela metade do tempo padréo de
tratamento (10 dias) tambem revelou eficacia similar a observada com o tratamento
padrdo utilizando ambos os farmacos; entretanto, curiosamente o indice de cura foi
relacionado & ordem de administracdo dos farmacos: a administracdo de Ps seguida de
Bz reduziu significativamente o indice de cura quando comparado a terapia padrdo e ao
esquema inverso (Bz seguido de Ps). As razdes para os diferentes indices de cura
observados na terapia sequencial podem ser relacionadas, a0 menos em parte, ao
mecanismo de acdo de ambos os farmacos. O posaconazol, a exemplo de outros

derivados azélicos, causa morte do parasito através da interferéncia em estruturas de
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membrana e é especialmente efetivo em afetar as estruturas proliferativas do parasito,
no caso, as formas amastigotas presentes nas células do hospedeiro. J& 0 Bz exerce
toxicidade sobre o parasito via mecanismos de stress redutivo apoOs ativacdo de
nitroredutases, entretanto, sua baixa solubilidade em 4gua e propriedades
farmacocinéticas o fazem menos disponivel nos tecidos do hospedeiro, sendo
particularmente efetivo na eliminacdo das formas tripomastigotas do sangue e intersticio
(Urbina, 2009). Considerando as caracteristicas da infecgdo pela cepa Y, altamente
virulenta, apresentando altos niveis de parasitemia nos primeiros dias de infeccdo (pico
no 8° dia de infecgdo), pode-se inferir que o tratamento inicial com Bz, levaria a uma
reducdo mais rapida da parasitemia. Adicionalmente, o posaconazol, cujas propriedades
farmacocinéticas sdo mais favoraveis em tecidos de mamiferos, e eficaz contra formas
amastigotas, controlaria de forma mais eficaz o parasitismo tecidual. Corraborando com
os resultados deste estudo, Olivieri et al., (2010) mostraram que o tratamento com Ps
leva a um “clearance ” mais rapido do parasitismo cardiaco.

Com relacdo a cepa VL-10, o tratamento com a combinacdo de Bz e Ps induziu
cura em apenas 30% dos animais (3 de 10) tratados com as doses mais altas de cada
composto (Bz -100mpk e Ps-20mpk). Considerando a alta resisténcia dessa cepa aos
farmacos quando utilizados em monoterapia, ainda sim foi evidenciado o beneficio da
terapia combinada em reduzir a carga parasitaria. De forma diferente, Molina et al
(2000) observaram cerca de 50% de cura parasitolégica em camundongos infectados
pela cepa VL-10 e tratados com Ps na fase aguda da infeccdo. Entretanto, devem ser
consideradas as diferentes metodologias utilizadas pelos dois estudos, tanto no que diz
respeito ao dia de inicio do tratamento quanto aos métodos para avaliacédo de cura.

Considerando os resultados promissores da terapia combinada entre Bz e Ps, 0
préximo passo foi avaliar a atividade anti-T. cruzi de outro derivado azoélico, o E1224,
em combinagdo com o Bz. A atividade anti-T. cruzi do Rv foi fundamentada pelo
trabalho de Urbina et al. (2003), ja que esse composto apresentou poténcia in vitro igual
ou superior aos mais potentes compostos azolicos testados até entdo, incluindo o
posaconazol. Entretanto, falhou em induzir cura parasitoldgica na fase aguda e cronica
de camundongos (Urbina et al., 2003) e na infec¢do aguda de cées (Diniz et al, 2010),
provavelmente devido as propriedades farmacocinéticas desfavoraveis da droga nesses
modelos experimentais. Especialmente o tempo de meia vida plasmatica, que
corresponde a 4 horas em camundongos (Urbina et al., 2003) e a 8 horas em cées (Diniz
et al., 2010), o que indica a necessidade do tratamento com multiplas doses para manter
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niveis sustentados do farmaco nos tecidos. Por outro lado, as propriedades
farmacocinéticas do ravuconazol no organismo humano sdo mais favoraveis, sendo o
tempo de meia vida de 120 horas (Grasela et al. 2000). Considerando esses dados e
ainda que o custo de producdo do ravuconazol ¢ inferior ao do posaconazol, a DNDi
(Drugs for Neglected Diseases initiative) em parceria com a EISAI (inddstria
farmacéutica japonesa), desenvolveu o E1224, o pro-farmaco do ravuconazol.

A fim de fundamentar a utilizacdo da combinacéo entre E1224 e Bz na infecgéo
murina, foram realizados inicialmente experimentos in vitro com o Rv (ja que o E1224
necessita metabolizacdo hepéatica para ser convertido a Rv). Utilizou-se o teste
colorimétrico de reducédo da resazurina para avaliar o efeito da incubag¢do com Rv sobre
formas epimastigotas da cepa Y e Colombiana de T. cruzi. O método se baseia na
reducdo quimica do corante por células metabolicamente ativas, provocando uma
mudanca de cor que pode ser detectada por colorimetria ou fluorimetria. O’Brien et al
(2000) demonstraram a identidade da resazurina como principal componente do Alamar
Blue, e alta correlagdo entre os ensaios utilizando os dois reagentes. A resazurina foi
também validada em estudos para avaliacdo da sensibilidade de formas epimastigotas e
tripomastigotas de T. cruzi e T. brucei a alguns farmacos e mostra alta correlagdo com
outras metodologias ja bem estabelecidas para essas analises, como o0 MTT (Rolon et
al., 2006; Muélas Serrano et al., 2007; Roldos et al., 2008). Em concordancia com esses
dados, neste estudo foi identificada uma correlacdo linear entre a reducdo do corante e 0
namero de parasitos vivos ao longo do tempo. Além disso, o corante mostrou-se eficaz
em identificar a morte dos parasitos em presenca dos farmacos e suas combinaces.
Como vantagens sobre os metodos tradicionalmente usados, o teste de reducdo da
resazurina € mais objetivo do que o método de contagem em camara de Neubauer, pois
apresenta baixo custo, € pratico de ser realizado, ndo necessita de fixacdo ou
permeabilizacdo e a reacdo pode ser lida por método colorimétrico ou fluorimétrico.

Os valores de IC-50 do Rv foram de aproximadamente 13uM para ambas as
cepas, bem préximos aos obtidos para o Bz (média 15,5 e 21,7uM para as cepas
Colombiana e Y respectivamente, valores estatisticamente similares). Os valores de I1C-
50 do Bz sdo concordantes com os obtidos em outros estudos (Luna et al., 2009;
Moreno et al., 2010). Entretanto, o Rv apresentou valores de 1C-50 muito superiores
aqueles observados por Urbina et al (2003), que identificaram a concentracdo inibitdria
minima de 300nM de Rv para a cepa Y. No presente estudo, o tempo de incubacdo dos

parasitos com o farmaco foi de 72 horas, enquanto o trabalho anterior avaliou um
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periodo de incubacdo de até 240 horas. Esse fator pode ter sido determinante na
discordancia dos resultados, visto que a interrupcdo da proliferacdo e subsequente lise
celular induzida pelos derivados azolicos sobre T. cruzi tem sido relacionada com a
deplecdo completa dos esterdis enddgenos do parasito, 0 que ocorre aproximadamente
apos 120 horas de tratamento (Urbina et al., 2003).

Por outro lado, assim como observado por Urbina et al. (2003), o Rv apresentou
poténcia muito aumentada sobre as formas intracelulares da cepa Y do parasito,
alcancando valores de 1C-50 em escala sub-nanomolar e IC-90 abaixo de 1nM. De
forma interessante, o valor de IC-50 do Rv para a cepa Colombiana foi cerca de dez
vezes superior, utilizando o mesmo protocolo de avaliacdo, mas ainda em escala sub-
nanomolar.

Apesar da diferenca nos valores de IC-50 observados para as diferentes formas
evolutivas do parasito, quando os farmacos foram utilizados em monoterapia, resultados
similares foram obtidos em relacdo a natureza da interagdo in vitro entre Rv e Bz. Foi
identificado efeito aditivo nos experimentos realizados com as formas epimastigotas da
cepa Colombiana (média do Y FIC=0,99), bem como em resultado da combinagéo de Bz
e Rv contra amastigotas intracelulares da mesma cepa (média dos Y FIC=1,31). De
forma interessante, o efeito do tratamento combinado foi similar quando utilizadas as
formas amastigotas da cepa Y (média do> FICs=0,86) ou da cepa Colombiana (média
doY FICs=1,31). Considerando que ndo houve interacdo antagbnica entre Rv e Bz e
ainda que o efeito aditivo observado pode refletir em aumento da eficacia do tratamento,
os resultados evidenciaram beneficio da associacao entre Bz e Rv. Por outro lado, como
0S exprimentos in vitro ndo incluem a interpretacdo de interacdes farmacodinamicas e
farmacocinéticas, é importante avaliar o efeito das combinac¢des de Rv e Bz utilizando
um modelo de infeccdo por T. cruzi in vivo.

As avaliacdes de combinacdes de farmacos sobre as formas amastigotas de T.
cruzi in vitro, geralmente ndo tém sido descritas em detalhes no que diz respeito as
questdes metodoldgicas. Entretanto, a maior parte dos estudos até agora realizados
utiliza o método de checkerboard (Urbina et al., 1988; Lazardi et al., 1990; Urbina et
al., 1993; Santa Rita et al., 2005; Benaim et al., 2006). A estratégia de combinacao
empregada por esse método, que depende da pré-determinacdo dos valores de IC-50
para ambos os farmacos, consiste em manter fixa a concentracdo de um farmaco,
enquanto varia a do outro e vice e versa. Entretanto, apresenta algumas limitagOes

técnicas, especialmente no que diz respeito as pequenas variagdes interexperimento dos
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valores de 1C-50. Essas variacdes podem levar a uma alteracdo na curva de dose-
resposta, e resultar em valores de 1C-50 diferentes daqueles observados previamente,
interferindo assim no célculo de IC-50 dos farmacos nas diferentes combinacdes. No
presente trabalho foi descrito detalhadamente o método de combinagdo utilizando
proporcbes fixas, que apresenta algumas vantagens com relacdo ao anterior.
Inicialmente, as curvas de dose-resposta dependem da raz&o entre a concentragdo dos
farmacos, e ndo dos valores de IC-50; desta forma pequenas variagdes nesses valores
ainda produzirdo resultados validos. Outra vantagem estd no largo intervalo de
concentracdes no qual sdo construidas as curvas de dose-resposta, possibilitando niveis
de 0% a 100% de inibicdo, a depender do nimero de diluigdes avaliadas.

Neste estudo, também foi avaliada a atividade in vivo do E1224, utilizando
inicialmente o modelo de infec¢do aguda pela cepa Y de T. cruzi. Esse modelo permite
uma avaliacdo inicial das doses dos farmacos capazes de suprimir a parasitemia e
reduzir a mortalidade quando o tratamento é administrado por 7 dias, como foi
realizado nos experimentos com posaconazol. Entretanto, devido aos resultados obtidos
por Urbina et al(2003), cujo indice de cura com a administracdo desse farmaco foi de
70% para cepa Y, e considerando o fato da pro-droga aumentar a biodospinibilidade do
Rv, os experimentos para definicdo da dose efetiva foram realizados empregando o
tratamento de 20 dias.

O E1224 foi altamente efetivo em induzir supressdo da parasitemia e conferir
100% de protecdo contra a mortalidade nos animais infectados pela cepa Y e tratados
com 10 a 50mg/Kg de peso. Os resultados deste estudo mostraram que o pré-farmaco
foi mais eficaz que o composto precursor, o Rv, em induzir cura nos animais infectados
pela cepa Y. Urbina e al. (2003) encontraram 58% de cura ao utilizarem 30mpk de Rv
no mesmo modelo de infeccdo aguda pela cepa Y de T. cruzi; ja para 0 E1224 esses
valores chegaram de 72% a 100% de cura. Adicionalmente, de forma diferente do que
foi observado para o Rv, o tratamento com E1224 induziu a supressdo da parasitemia
nos animais infectados pela cepa Colombiana. E importante ressaltar ainda que no
presente estudo foi utilizada uma metodologia de controle de cura robusta que incluiu
imunossupressao, PCR em tempo real, além da sorologia, enquanto Urbina et al (2003)
utilizaram sub-inoculagdo em animais, xenodiagnéstico, hemocultura, e anticorpos
liticos anti T. cruzi. De forma interessante, em ambos o0s estudos ficou evidenciada a
auséncia de efeito dose-resposta do farmaco, visto que a dose de 10mpk de E1224 foi

eficaz em induzir 100% de cura parasitolégica nos animais, enquanto as demais doses e
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0 Bz induziram niveis inferiores a esse; ja o tratamento com uma dose didria nas
concentragfes de 20, 40 ou 60 mpk de Rv levaram a 70, 40 e 30% de cura,
respectivamente. Entretanto, o E1224 ndo foi eficaz em induzir cura parasitologica em
animais infectados pelas cepas Colombiana e VL-10 de T. cruzi. Estes resultados foram
similares aos obtidos no tratamento com posaconazol de camundongos infectados pela
cepa VL-10 de T. cruzi (Diniz et al., 2013). De forma diferente, Molina et al (2000)
mostraram que o posaconazol foi capaz de curar 50% dos animais infectados pela cepa
Colombiana quando o tratamento foi iniciado no 4° dia de infeccdo administrado por 20
dias consecutivos, e 75% quando o tratamento foi administrado por 43 dias,
demonstrando, mais uma vez, a importancia do protocolo usado no resultado do
tratamento.

De forma geral, os resultados do tratamento de camundongos infectados pela
cepa Y com E1224 indicaram que esse pro-farmaco foi altamente eficaz em induzir cura
parasitolégica e redugdo da miocardite. Foi demonstrado que nos animais tratados com
E1224, o nimero de ndcleos de células inflamatdrias no miocardio foi similar ao
observado nos animais ndo infectados. Este mesmo efeito ndo foi observado nos
animais tratados com Bz. Entretanto, ndo foi possivel comparar esses niveis com 0s
observados em animais infectados e ndo tratados, uma vez que a infec¢do por essa cepa
determina mortalidade dos animais ndo tratados em um curto prazo de infeccéo.
Entretanto, estudos recentes do nosso grupo (resultados ainda ndo publicados)
utilizando o mesmo modelo experimental (cepa Y) mostraram que animais tratados com
diferentes farmacos ou suas combinagBes e ndo curados apresentam o numero de
nacleos celulares significativamente aumentado no tecido muscular cardiaco. Estes
resultados estdo de acordo com estudos anteriores que demostram que a cura ou mesmo
a reducgdo da carga parasitaria estdo relacionadas com a reducdo das lesdes teciduais e
com os sintomas da doenga cronica (Bahia et al., 2013; Diniz et al.,2010; Soeiro et al., ;
Olivieri et al., 2010; Garcia et al. 2005; Hyland et al.2007).

O efeito benéfico da terapia combinada do E1224 com o Bz foi verificado pela
sua eficacia em curar 100% dos camundongos infectados pela cepa Colombiana,
enquanto os farmacos administrados isoladamente ndo induziram cura (E1224) ou
induziram baixos nivies de cura (25% com o Bz). Entretanto, este resultado foi
dependente do protocolo utilizado, pois quando o tratamento foi iniciado em animais
com uma infecgdo estabelecida, com parasitemia em niveis ascendentes, o tratamento

combinado tambem nao foi eficaz em curar animais infectados pela cepa Colombiana.
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Todavia, nos animais tratados com os diferentes esquemas terapéuticos e ndo curados,
os niveis de parasitemia foram significativamente menores do que os observados nos
animais infectados e néo tratados.

Esses resultados sdo particularmente importantes, pois mostram a necessidade
da utilizacdo de protocolos mais estringentes para a avaliacdo da atividade tripanocida
de novos compostos ou novas estratégias de tratamento, tanto no que se refere ao
controle de cura utilizado quanto ao protocolo de avaliagdo, que deve considerar as
cepas do parasito, o inoculo, o tempo de infeccdo para o inicio do tratamento, bem como
as doses e 0s esquemas terapéuticos utilizados.

Neste estudo, foi avaliada ainda a interferéncia dos diferentes tratamentos nos
niveis de anticorpos anti-T. cruzi da classe 1gG e da subclasse 1gG1l. Os niveis dos
anticorpos aos 30 dias ap6s a infeccdo encontraram-se significativamente menores do
que o observado para 0s animais ndo tratados. Resultados similares foram observados
por Hyland et al. (2007) e Guedes et al. (2004), os quais mostraram, em diferentes
modelos experimentais, que o tratamento com Bz administrado na primeira semana
apos a infeccdo reduz a magnitude da resposta humoral. Considerando a hip6tese que o
parasito dispara uma cadeia de alteracBes na resposta imune, nossos resultados sao
consistentes com a intensa reducdo na carga parasitaria induzida pelo tratamento com
Bz e/ou E1224 na fase aguda da infec¢cdo. Entretanto, em uma fase mais tardia (180 dias
apos o tratamento) foi verificado que os niveis de imunoglobulinas detectadas no soro
dos animais foi dependendente da resposta terapéutica. Neste periodo, os niveis de 1gG
e 1IgG1 foram significativamente menores do que o observado para o grupo controle
infectado apenas nos animais curados. A influéncia do tratamento precoce da infeccédo
pela cepa Colombiana também foi observada nos niveis de imunoglobulinas, uma vez
que nos animais tratados com as combina¢fes de farmaco e curados, a produgdo de
anticorpos foi significativamente reduzida nos dois periodos avaliados.

Considerando que as cepas para as quais o tratamento ndo foi efetivo sdo, em
geral, resistentes a maltiplos farmacos (Filardi e Brener, 1987; Urbina et al., 1998;
Soeiro et al. 2013), como por exemplo a cepa VL-10, demonstrada nesse trabalho ser
resistente ao Bz, Ps e E1224, pode-se supor um carater Unico de resisténcia de algumas
cepas a diversas moléculas. No entanto, a cepa Berenice-78 (DTU 1), considerada
100% sensivel ao tratamento com Bz ou Nfx, foi resistente ao tratamento com o Rv e
com outro derivado azélico, o albaconazol (Guedes et al. 2004; Diniz et al. 2010) no
modelo canino da fase aguda da infec¢do. A despeito da auséncia de resisténcia in vitro,
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esses achados evidenciam o carater de resisténcia natural in vivo de algumas cepas a
diferentes inibidores da biossintese de ergosterol, a exemplo do que ocorre como Bz e 0
Nfx e indicam mecanismos seletivos no processo de resisténcia as diferentes classes de
compostos.

O mecanismo de resisténcia de T. cruzi a diferentes farmacos ainda ndo foi
elucidado. Entretanto, alguns estudos sugerem que a resisténcia aos compostos nitro-
heterociclicos pode estar ligada a baixa expresséo ou atividade de nitroredutases, ja que
0 Bz e o Nfx devem ser ativados por essas enzimas para exercerem 0s efeitos
citotoxicos (Wilkinson et al., 2007). Por outro lado, alteracbes na expressdo de
superoxido dismutase e de outras enzimas antioxidantes poderiam atuar no processo de
detoxificacéo, protegendo o parasito dos danos oxidativos da terapia, resultando em um
fenotipo de resisténcia. Resisténcia de T. cruzi a derivados azoélicos foi induzida in vitro
por Buckner et al (1998); formas amastigotas intracelulares desenvolveram resisténcia
cruzada a varios azoéis, mas nao ao Bz, apds o cultivo do parasito em meio contendo
fluconazol. O fendtipo de resisténcia foi estdvel mesmo na auséncia do fluconazol e os
parasitos foram resistentes ao cetoconazol quando testados em camundongos.

Considerando esse cenario, a terapia de combinacdo apresenta-se promissora. O
potencial da terapia de combinacdo para aumentar a eficacia e reduzir o risco de
selecionar resisténcia a drogas é claro, e tem sido introduzido nos ultimos anos para o
tratamento de varias parasitoses, como malaria, leishmaniose visceral e tripanosomiase
africana (Smithis et al., 2010; Van Griesnven et. al., Checchi et al., 2007). Estudos
usando modelos experimentais tem demonstrado a eficacia da terapia de combinagdo
usando diferentes classes farmacologicas no tratamento da doenca de Chagas. Benaim et
al. (2006) mostraram que o0 composto antiarritmico amiodarona, o qual bloqueia a
sintese enddgena no nivel da esqualeno sintase e rompe a homeostase de Ca®* tem um
efeito anti-T. cruzi sinérgico quando utilizado com o posaconazol, in vitro e in vivo.

Araujo et al. (2000) demonstraram que o cetoconazol, outro derivado azdlico
que inibe a CYP51 de T. cruzi, mas que ndo apresenta importante atividade curativa na
infeccdo experimental ou humana por T. cruzi, tem interacdo sinérgica quando
combinado ao Bz no tratamento da infeccdo murina aguda. Mais recentemente,
diferentes estudos tém demonstrado aumento de eficacia de diferentes compostos
quando associados ao Nfx ou ao Bz (Faundez et al., 2008; Batista, et al., 2012).

Os resultados obtidos com a combinacdo Bz/Ps sdo especialmente importantes

quando s&o consideradas as limitagcbes de ambos os farmacos; a maior limitacédo do Bz
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na fase aguda é a inducdo de reacdes adversas que podem levar a descontinuacao do
tratamento, possibilitando o desenvolvimento de resisténcia. J& a maior limitagdo do Ps
é o alto custo de producéo, associado a possibilidade da inducéo de resisténcia devido a
tratamentos prolongados. Diante dessas consideracdes, a possibilidade de reducéo das
doses para o tratamento da doenca de Chagas € muito promissora, pois poderia levar a
diminuigdo na ocorréncia ou intensidade das reagdes adversas. Considerando o0s
resultados da terapia sequencial (Bz/Ps), que usou tratamento de curta duragédo, esse
esquema poderia ser considerado para avaliacdo da fase aguda em humanos, bem como
0s casos de reativacdo ou doenca congénita, especialmente considerando o efeito
terapéutico do Ps é menos dependente do sistema imune quando comparado a do Bz
(Ferraz et al., 2009; 2010).

Com relacdo ao E1224, apesar de ndo ser efetivo no tratamento das infeccGes
pelas cepas Colombiana e VL-10, apresentou excelente atividade no modelo de infeccao
aguda pela cepa Y, induzindo cura similar ou superior ao do Bz, com a utilizagdo de
doses inferiores. Adicionalmente, o tempo de meia-vida do E1224 no plasma humano é
de aproximadamente 120 horas (Grasela et al., 2000), muito superior ao observado no
modelo murino. Esse dado é de extrema importancia, jA que para exercer o efeito
antiparasitario é necessario a manutencdo de niveis sustentados do farmaco nos tecidos.
Além disso, essa caracteristica pode apresentar vantagens no regime de doses, na
medida em que as doses ndo necessitardo ser administradas diariamente. Outro fato
importante, que torna os estudos com o E1224 ainda mais necessarios, é o0 baixo custo
financeiro. Foi firmado um acordo entre DNDi e a EISAI, para o fornecimento desse
farmaco a um baixo custo, visando ao tratamento de populacdes das zonas endémicas.

De forma geral, os resultados deste estudo apresentam novas perspectivas para a
quimioterapia da doenga de Chagas e enfatizam a necessidade de avaliagdo de novos

compostos ou estratégias terapéuticas em diferentes modelos de infeccdo por T. cruzi.
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Os resultados obtidos permitem concluir que:

1-

Combinacbes de doses suboOtimas de benznidazol e posaconazol induzem
efeito semelhante ou superior as doses Otimas desses farmacos quando
administrados isoladamente no tratamento da infecgdo aguda por T. cruzi em

modelo murino;

A terapia sequencial utilizando benznidazol seguido de posaconazol nas
doses Otimas possibilitou reduzir o nimero de doses de cada farmaco pela

metade enquanto mantém o efeito terapéutico;

Uma vez que o posaconazol e benznidazol sdo disponiveis comercialmente,
0 uso da associacdo desses compostos deve ser considerado no tratamento da

doencga de Chagas humana;

Os estudos sobre combinacges de farmacos in vitro fornecem importantes
informacBes para o conhecimento das suas interagdes farmacologicas,

importantes para o direcionamento dos estudos in vivo;

Ha efeito aditivo resultante da combinacdo de ravuconazol e benznidazol in
vitro sobre formas amastigotas intracelulares das cepas Y e Colombiana e

formas epimastigotas da cepa Colombiana de T. cruzi;

O composto E1224 apresenta potente atividade anti-T. cruzi, induzindo altos
niveis de cura em animais infectados por uma cepa parcialmente resistente
ao benznidazol e significativa reducdo da carga parasitaria em animais

infectados por cepas resistentes a esse medicamento;

O protocolo de tratamento exerce influéncia marcante no resultado da
terapia, havendo maior chance de cura quando os farmacos sdo
administrados no periodo de parasitemia sub-patente apds a infeccdo

experimental de camundongos por T. cruzi;

A utilizagdo combinada de benznidazol e E1224 no tratamento da fase aguda
da infeccdo de camundongos pela cepa Colombiana resulta em efeito aditivo,

induzindo maiores indices de cura ou reducdo da carga paréasitaria.
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